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Relatério Descritivo da Patente de Invengéo para "ANTICORPO
DE ANTI CD166 HUMANO LIGANDO CELULAS TUMORAIS HUMANO".

A presente invengao refere-se a proteinas de ligacdo tumor-
especificas e todos os usos das mesmas. Em particular, a invengéo refere-
se a anticorpos ou fragmentos de anticorpo especificos para antigenos ou
moléculas sobre células cancerigenas e a métodos de uso dos mesmos. De
preferéncia, o antigeno é CD166.

Nos anos 2000, estima-se que 22 milhdées de pessoas sofreram
de cancer no mundo todo e 6,2 milhdes de mortes foram atribuidas a essa
classe de doencas. A cada ano, surgem mais de 10 milhdes de novos casos
e espera-se que essa estimativa cresga para 50% durante os proximos 15
anos (OMS, World Cancer Report. Bernard W. Stewart e Paul Kieihues, eds.
IARC Press, Lyon, 2003).

O carcinoma de mama € um carcinoma do tecido da mama. No
mundo todo, ele &€ a forma mais comum de cancer em mulheres, afetando
aproximadamente 10% de todas as mulheres em algum estagio de sua vida
(no mundo Ocidental). Embora esforgos significativos tenham sido feitos pa-
ra obter detecgcao precoce e tratamento eficaz, cerca de 20% de todas as
mulheres com cancer de mama ainda morrem da doenga. O carcinoma de
mama € a segunda causa mais comum de mortes por cancer em mulheres.

Os tratamentos atuais para o cancer estao limitados a cirurgia
invasiva, terapia de radiagao e quimioterapia, todos os quais causam efeitos
colaterais potencialmente graves, toxicidade nao-especifica e/ou alteragdes
traumatizantes em sua imagem corporal e/ou qualidade de vida. O cancer
pode se tornar resistente a quimioterapia, reduzindo ainda mais as opgoes
de tratamento e probabilidade de sucesso. Alguns canceres com uma taxa
de sucesso de tratamento relativamente alta, tal como céancer de mama,
também tém uma taxa de incidéncia muito alta e, assim, continuam sendo
grandes assassinos.

Por exemplo, de acordo com a OMS surgem mais de 1,2 mi-
Ihées de novos casos de cancer de mama mundialmente a cada ano. A base

do tratamento de cancer de mama é a cirurgia (lumpectomia e mastectomia)
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quando o tumor € localizado, com possivel terapia hormonal adjuvante (clas-
sicamente com tamoxifeno ou inibidores de aromatase). Quimioterapia e ra-
dioterapia séo usadas, seja para dar suporte a cirurgia ou em casos de do-
enca disseminada. Recentemente, o uso do anticorpo monoclonal humani-
zado HER-2/neu-especifico Herceptina mostrou resultados muito promisso-
res.

Existem varios fatores prognoésticos associados ao cancer de
mama. O estagio € o Unico fator progndstico mais importante em cancer de
mama, uma vez que ele leva em consideragao o envolvimento local, estado
no nédulo linfatico e a presenca de metastases. Quanto maior o estagio no
momento de diagnéstico, pior o prognéstico. A presenga de receptores de
estrogénio e progesterona na célula cancerigena é outro fator prognéstico
classico importante. Além disso, o cancer de mama positivo para o receptor
hormonal usualmente esta associado a um progndstico muito melhor compa-
rado com o cancer de mama negativo para horménios. Também, mais re-
centemente, o estado de HER-2/neu foi descrito como um fator prognéstico.
O prognéstico para doenga localizada é relativamente bom, com uma taxa
de sobrevivéncia de 5 anos em torno de 50% mas, uma vez que o cancer
tenha sofrido metastase, ele & incuravel, com uma sobrevivéncia média em
torno de 2 anos. A despeito das taxas de tratamento aprimoradas, quase
400.000 mulheres morrem de cancer de mama a cada ano, 0 maior nimero
de mortes por cancer em mulheres, na frente das mortes por cancer de pul-
mao. Dentre os sobreviventes a curto e longo prazo, a maioria sofrera trau-
ma ao longo da vida pelo tratamento cirargico invasivo e desfigurante.

Existem muitos outros exemplos de cancer onde os tratamentos
atuais nd3o vao de encontro as necessidades dos pacientes em virtude de
sua falta de eficacia e/ou porque eles tém altas taxas de morbidade e graves
efeitos colaterais. Aquelas estatisticas e fatos selecionados, contudo, ilus-
tram bem a necessidade de tratamentos para o cancer com melhores perfis
de segurancga e eficacia.

Uma das causas para a inadequabilidade dos tratamentos atuais

para o cancer é sua falta de seletividade pelos tecidos e células afetados. A
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ressecgao cirargica sempre envolve a remog¢édo de tecido aparentemente
normal como uma "margem de segurang¢a”, o que aumenta a morbidade e o
risco de complicagdes. Ela também sempre remove um pouco do tecido
saudavel que pode estar interposto com as células tumorais e que poderia
manter ou restaurar potencialmente a fungcdo do 6rgao ou tecido afetado.
Radiagao e quimioterapia matarao ou danificardao muitas células normais em
virtude de seu modo de agao nao-especifico. Isso pode resultar em graves
efeitos colaterais, tais como nausea grave, perda de peso e estamina redu-
zida, perda de cabelo, etc., bem como aumento do risco de desenvolver
cancer secundario posteriormente na vida. O tratamento com maior seletivi-
dade pelas células cancerigenas deixaria as células normais ilesas, assim,
melhorando os resultados, perfil de efeitos colaterais e qualidade de vida.

A seletividade do tratamento de cancer pode ser melhorada u-
sando anticorpos que sdo especificos para moléculas presentes apenas ou
principalmente sobre células cancerigenas ou as quais estao presentes em
maiores niveis sobre células cancerigenas ou superexpressas em ceélulas
cancerigenas. Tais anticorpos podem ser usados para modular o sistema
imune e intensificar o reconhecimento e destruicdo do cancer pelo sistema
imune do proprio paciente. A maioria dos anticorpos testados até o momento
tem sido estimulados contra marcadores de cancer conhecidos na forma de
anticorpos monoclonais de camundongo, algumas vezes "humanizados" a-
través de engenharia molecular. Infelizmente, seus alvos também podem
estar presentes em quantidades significativas sobre um subconjunto de
células normais, assim, elevando o risco de efeitos toxicos nao-especificos.
Além disso, esses anticorpos sao proteinas de camundongo que sao enca-
radas pelo sistema imune do paciente como proteinas estranhas. A subse-
quente reagado imune e a resposta de anticorpo podem resultar em uma per-
da de eficacia ou em efeitos colaterais.

Os inventores usaram uma abordagem diferente em seu desen-
volvimento de anticorpos para o tratamento de cancer, em particular trata-
mento de cancer de mama. Ao invés de imunizagdo de animais experimen-

tais com células cancerigenas ou marcadores isolados de células canceri-



10

15

20

25

30

genas, eles consideraram identificar apenas aqueles marcadores que sao
reconhecidos pelo sistema imune humano como suficientemente estranhos
para permitir que anticorpos especificos contra os mesmos fossem desco-
bertos. Isso implica no fato de que os marcadores ou antigenos s&do menos
abundantes ou estdo ausentes sobre células normais e, assim, o risco de
toxicidade nao-especifica € adicionalmente reduzido. Assim, anticorpos mos-
trando alta seletividade por células cancerigenas/células tumorais, em parti-
cular células de cancer de mama, com relagao a células normais foram iden-
tificados. Tais anticorpos seletivos sdo o assunto do presente pedido de pa-
tente. Além de serem seletivos, de preferéncia, tais anticorpos sao totalmen-
te compativeis com o sistema imune do paciente por serem proteinas total-
mente humanas. Os anticorpos da invengado podem ser usados para usos
diagnoésticos ou terapéuticos (em particular para cancer, especialmente can-
cer de mama) ou como uma base para a manipulagdo de outras moléculas
de ligacdo para o antigeno-alvo. Os anticorpos também podem ser usados
para isolar e identificar a molécula a qual eles se ligam. O papel do antigeno
em cancer pode, entdo, ser estudado ou o antigeno pode ser usado para
desenvolver outros tratamentos para o cancer. Os inventores determinaram
a identidade do antigeno ao qual os anticorpos da invengéao se ligam.

O antigeno é CD166, também conhecido como ALCAM (molécu-
la de adeséao a célula leucocitaria ativado), MEMD, SB-10, KG-CAM e neuro-
lina. CD166 € uma glicoproteina na transmembrana de 105 kDa a qual € um
membro da superfamilia de imunoglobulina com cinco dominios similares a
imunoglobulina extracelulares. Ela tem uma cauda citoplasmica curta e sua
parte extracelular compreende cinco dominios de Ig: dois dominios de Ig do
tipo variavel (V) amino-terminais seguido por trés dominios de Ig do tipo
constante (C) (V;1V2C:C,Cs3). Um epitopo preferido dos anticorpos da inven-
cao esta localizado sobre o dominio extracelular do antigeno CD166.

Assim, a CD166 & uma proteina na superficie celular. Ela pode
ser encontrada sobre leucécitos ativados, fibroblastos timicos corticais e
medulares, alguns subconjuntos de células neurais e algumas células epite-

liais. Como uma regra geral, a ALCAM ¢, frequentemente, encontrada em
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células em migracao e/ou em crescimento dinamico.

A CD166 foi primeiro identificada como um ligante de CD6, mas
ela também media interacoes hemofilicas com a CD166. Ela & expressa no
desenvolvimento em células de todas as linhagens embridnicas, mas acredi-
ta-se que sua expressao esteja limitada a subconjuntos de células na maio-
ria dos tecidos em adultos. Acredita-se que a CD166 esteja localizada em
juncdes intercelulares no epitélio e isso pode ser como parte do complexo
adesivo que mantém a arquitetura tecidual. A CD166 foi relacionada a mi-
gracao celular, desenvolvimento de cancer e progressdo e metastase de
cancer. Expressao anormal de CD166 foi implicada em varios tumores hu-
manos, incluindo melanoma, cancer de proéstata, cancer de mama, carcino-
ma colorretal, cancer de bexiga, cancer ovariano, cancer de pancreas, can-
cer de pulméao e carcinoma de células escamosas esofageais.

Os presentes inventores prepararam anticorpos tumor-especi-
ficos humanos que se ligam a células cancerigenas, em particular células de
tumor de mama. De modo importante, os anticorpos néo se ligam significati-
vamente a células normais, tornando os mesmos candidatos adequados pa-
ra diagnéstico e terapia de tumor, de preferéncia terapia de cancer de ma-
ma. Outros canceres preferidos sao descritos em alguma parte aqui.

Os inventores clonaram e sequenciaram os anticorpos e deter-
minaram a sequéncia das regides variaveis de cadeias leve e pesada de
anticorpo, incluindo as regides de determinagdao de complementaridade (C-
DRs) 1,2 e 3.

Consequentemente, a presente invengédo proporciona proteinas
de ligacao tumor-especificas, por exemplo, moléculas de anticorpo. Em uma
modalidade preferida, a invengao proporciona proteinas de ligagao huma-
nas, por exemplo, moléculas de anticorpo, com essas propriedades.

O termo "células normais" € usado aqui para se referir a células
nao-cancerigenas. Esse termo abrange células saudaveis as quais ocorrem
naturaimente dentro do corpo humano, em particular células vermelhas de
sangue periférico ou granuldcitos. Assim, de preferéncia, a proteina de liga-

cdo nao se liga significativamente a linfocitos sanguineos periféricos (PBLs)
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e/ou nao se liga significativamente a granulécitos. Em uma modalidade pre-
ferida, a proteina de ligagao mostra uma ligagdo mensuravel ou significativa
a linhagem de cancer de mama MDA-MB 231, mas mostra ligagao insignifi-
cante ou ndao mensuravel a granulécitos ou linfécitos de sangue periférico
(PBLs).

O termo "nao se ligam significativamente a células normais” de-
vera ser entendido de modo que qualquer ligagéo da proteina de ligagcéao a
células normais ndao impede o uso da referida proteina de ligacao para fins
terapéuticos ou diagnésticos. Assim, por ligagao "insignificante" a células
normais entenda-se, de preferéncia, que a ligagao da proteina de ligacao a
células normais € mais fraca do que sua ligagao a uma ou mais células tu-
morais. Para fins terapéuticos, a principal consideragao € que a proteina de
ligacao deva se ligar mais fortemente a um ou mais tipos de células tumorais
do que a quaisquer células saudaveis (ou uma ou mais células saudaveis
correspondentes) com as quais a proteina de ligagao possa entrar em conta-
to durante a aplicagao terapéutica ou que qualquer ligacao a células normais
e os efeitos potencialmente negativos causados por essa ligacao sejam su-
perados pelos efeitos positivos no tratamento de cancer obtido pela ligaciao
do anticorpo as células cancerigenas.

Para fins diagnosticos, a principal consideragao € que a ligacao
da proteina de ligagdo (de preferéncia anticorpo) as células tumorais gere
um sinal claro o bastante para permitir um diagnéstico do cancer.

O termo "tumor-especifico" devera ser interpretado de modo que
a ligacdo da proteina de ligagao as células tumorais seja especifica o bas-
tante para permitir o uso da referida proteina de ligagao para fins terapéuti-
cos ou diagnosticos. Aqueles versados na técnica podem determinar facil-
mente se qualquer dada proteina de ligagcéo é tumor-especifica comparando
a resisténcia de ligagao a célula tumoral-alvo com a resisténcia de ligacao a
um ou mais tipos de células normais, por exemplo, células vermelhas de
sangue periférico ou granulécitos. Qualquer referéncia aqui a um "tumor" ou
"cancer" devera ser entendida como incluindo uma referéncia a "tumores de

mama" e "cancer de mama", a "tumor de préstata" e "cancer de proéstata”, a
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"tumor ovariano" e "cancer ovariano", a "tumor de célon" e "cancer de célon",
a "tumor de pulmao" e "cancer de pulmao”, a "tumor de rim" e "cancer de
rim" e/ou a "tumor de cérebro” e "cancer de cérebro”, de preferéncia a "tumo-
res de mama" e "cancer de mama".

As proteinas de ligagcao da invencgao sao tumor-especificas pelo
fato de que as proteinas de ligacao se ligam a um ou mais tipos de células
tumorais, de preferéncia células de cancer de mama, mas a ligagdo a um ou
mais tipos de células normais é insignificante ou nao impede aplicagbes di-
agnosticas ou terapéuticas. Por exemplo, a proteina de ligagao pode se ligar
a tecido normal o qual nunca entrara em contato com as proteinas de liga-
¢ao da invengao, por exemplo, tecido normal no cérebro, o qual as proteinas
de ligagdo nao atingem se elas ndo sao administradas ao cérebro porque
elas nao podem atravessar a barreira sangue/cérebro. Em algumas modali-
dades, a proteina de ligagdo também pode mostrar ligagao significativa a
alguns tipos de células normais, isto &, saudaveis, as quais nao sao essen-
ciais ou ndo existem no paciente a ser tratado (tais como células de préstata
no caso de mulheres ou tratamento de homens com relagcédo a metastase de
cancer de préstata apdés remocao do 6rgao) e/ou as quais podem ser rege-
neradas rapidamente (tais como células epiteliais no intestino), mas a liga-
¢do a outros tipos de células normais € insignificante. Nessas modalidades,
as proteinas de ligagdo podem ser usadas para aplicagdes terapéuticas por-
que as proteinas de ligagdo se ligam a células tumorais e a maioria ou todas
as células normais essenciais nao sao substancialmente afetadas pela pro-
teina de ligagao.

De preferéncia, as proteinas de ligagao se ligam a um ou mais tipos
de células tumorais, de preferéncia células de cancer de mama, de uma for-
ma ou em um nivel que é eficaz para fins diagnésticos ou terapéuticos (por
exemplo, mostram ligagao significativa e mensuravel a um ou mais tipos de
células tumorais, de preferéncia células de cancer de mama).

De preferéncia, as proteinas de ligagéao tém uma afinidade de
ligacdo por um ou mais tipos de células cancerigenas a qual corresponde a
uma Km de menos de 1 uM, mais preferivelmente de menos de 500, 400 ou
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300 nM, ainda mais preferivelmente de menos de 200, 190, 180, 170, 160,
150, 140, 130, 120, 110 ou 100 nM, mais preferivelmente de menos de 90,
80, 70, 60, 50, 45, 40, 35, 30, 25, 20, 15, 10, 5 ou 1 nM. Por exemplo, a afi-
nidade de ligagdo pode ser de 1,7 x 107 M ou menos ou 3 x 10% M ou me-
nos ou 2,9 x 10° M ou menos ou 2,1 x 10® M ou menos ou 1 x 10% M ou
menos. As afinidades de ligacdo também podem ser referidas em termos da
K4, caso no qual valores similares sdo apropriados. As afinidades de ligagao
podem ser medidas usando qualquer formato apropriado de proteina de li-
gacao da invengdo. Onde as proteinas de ligagado sdo anticorpos ou frag-
mentos de anticorpo, formatos preferidos sao anticorpos inteiros (por exem-
plo, IgG), scFv ou Fab. Qualquer método apropriado de determinagao da Km
ou Ky pode ser usado. Contudo, de preferéncia, a Km ou Ky € determinada
através de testagem de vérias concentragdes da proteina de ligagédo contra
um numero fixo de células-alvo (ou antigeno-alvo) in vitro para estabelecer
uma curva de saturagao, por exemplo, usando o método de Lineweaver-Burk
ou um aparelho BiaCore e um software apropriado, tal como o modelo de
ligacao a 1:1 no software BiaCore 3000 Evaluation. Ensaios adequados sao
descritos no Exemplo 3 para fins ilustrativos.

As proteinas de ligagado tém, de preferéncia, uma Km ou Ky por
um ou mais tipos de células tumorais a qual & pelo menos 50% menos, mais
preferiveimente pelo menos 1, 2, 3, 4 ou 5 ordens de magnitude menor do
que a Km ou K4 para um ou mais tipos de células nao-cancerigenas ou nor-
mais, por exemplo, células de PBL ou granulécitos, quando a afinidade de
ligacdo €& ensaiada sob condigdes comparaveis, em particular usando a
mesma dosagem de proteina de ligagao e células em cada ensaio.

As proteinas de ligag&o da presente invengcdo podem, de prefe-
réncia, se ligar a CD166 ou fragmentos de CD166, em particular fragmentos
compreendendo ou consistindo nos dominios extracelulares de CD166 ou
entidades compreendendo CD166 ou fragmentos de CD166 ou podem inibir
ou reduzir significativamente a fungdo de CD166 ou impedir a interagao de
CD166 com seus ligantes naturais. A presente invengao, assim, ainda pro-

porciona proteinas de ligagao, por exemplo, moléculas de anticorpo, que
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podem atuar como moduladores de CD6 ou CD166. Tais moduladores pode-
riam ser antagonistas. Alternativamente, a presente invencdo pode ainda
proporcionar proteinas de ligagdo, por exemplo, moléculas de anticorpo, que
podem atuar como agonistas de CD6 ou CD166.

Proteinas de ligagao preferidas da invengao podem se ligar a
CD166 humana (ou fragmentos da mesma) e, de preferéncia, também a
CD166 de murino (ou fragmentos da mesma). Afinidades de ligagao exempli-
ficativas e preferidas dos anticorpos da invengdo a CD166 sao conforme
descrito para as afinidades de ligagao a células tumorais.

Sequéncias de aminoacido e/ou DNA de moléculas de anticorpo
as quais podem se ligar especificamente a células tumorais, de preferéncia
células de cancer de mama e as quais podem, de preferéncia, se ligar a
CD166, seus dominios Vy e V|, incluindo regides de determinacao de com-
plementaridade (CDRs) sdo apresentadas nas varias SEQ ID NOs. listadas
aqui.

Em uma modalidade, a presente invengéo proporciona uma pro-
teina de ligagao compreendendo um dominio CDR3 de cadeia pesada com-
preendendo a sequéncia de aminoacido de SEQ ID No: 5 ou uma sequéncia
substancialmente homdbloga a mesma.

Alternativamente ou além disso, a proteina de ligagdo compre-
ende um dominio CDR2 de cadeia pesada compreendendo a sequéncia de
aminoacido de SEQ ID NO: 4 ou uma sequéncia substancialmente homéloga
amesma.

Alternativamente ou além disso, a proteina de ligagdo compre-
ende um dominio CDR1 de cadeia pesada compreendendo a sequéncia de
aminoacido de SEQ ID No: 3 ou uma sequéncia substancialmente homoéloga
a mesma.

Alternativamente ou além disso, a proteina de ligagao compre-
ende um dominio CDR1 de cadeia leve compreendendo a sequéncia de a-
minoacido de SEQ ID No: 6 ou uma sequéncia substancialmente homoéloga
a referida sequéncia.

Alternativamente ou além disso, a proteina de ligacao compre-
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ende um dominio CDR2 de cadeia leve compreendendo a sequéncia de a-
minoacido de SEQ ID No: 7 ou uma sequéncia substancialmente homodloga
a referida sequéncia.

Alternativamente ou além disso, a proteina de ligagao compre-
ende um dominio CDR3 de cadeia leve compreendendo a sequéncia de a-
minoacido de SEQ ID No: 8 ou uma sequéncia substancialmente homologa
a referida sequéncia.

Assim, a proteina de ligagao da presente invengao pode com-
preender qualquer uma ou mais do seguinte em qualquer combinagdo: uma
CDR1 de cadeia pesada compreendendo a sequéncia de aminoacido de
SEQ ID No: 3; uma CDR2 de cadeia pesada compreendendo a sequéncia
de aminoacido de SEQ ID No: 4, uma CDR3 de cadeia pesada compreen-
dendo a sequéncia de aminoacido de SEQ ID No: 5; uma CDR1 de cadeia
leve compreendendo a sequéncia de aminoacido de SEQ ID No: 6; uma
CDR2 de cadeia leve compreendendo a sequéncia de aminoacido de SEQ
ID No: 7; e/ou uma CDR3 de cadeia leve compreendendo a sequéncia de
aminoacido de SEQ ID No: 8 ou uma sequéncia substancialmente homoéloga
a qualquer uma das SEQ ID Nos. precedentes.

De preferéncia, a proteina de ligagao compreende uma CDR3 de
cadeia pesada conforme definido acima e uma CDR3 de cadeia leve con-
forme definido acima. Mais preferivelmente, um ou mais dos dominios de
CDR1 e CDR2 definidos acima também estao presentes.

Em uma modalidade preferida, a CDR1 de cadeia pesada CDR1
compreendendo a sequéncia de aminoacido de SEQ ID No: 3 ou uma se-
quéncia substanciaimente homéloga a mesma, CDR2 compreendendo a
sequéncia de aminoacido de SEQ ID No: 4 ou uma sequéncia substancial-
mente homologa a mesma e CDR3 compreendendo a sequéncia de amino-
acido de SEQ ID No: 5 ou uma sequéncia substancialmente homdloga a
qualquer uma das SEQ ID Nos precedentes estao presentes individualmente
ou em combinacgéo.

Em outra modalidade preferida, a CDR1 de cadeia leve compre-

endendo a sequéncia de aminoacido de SEQ ID No: 6 ou uma sequéncia
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substancialmente homoéloga a mesma, CDR2 compreendendo a sequéncia
de aminoacido de SEQ ID No: 7 ou uma sequéncia substancialmente homo-
loga @8 mesma e CDR3 compreendendo a sequéncia de aminoacido de SEQ
ID No: 8 ou uma sequéncia substancialmente homéloga a qualquer uma das
SEQ ID Nos precedentes estdo presentes individualmente ou em combina-
cao.

Vista alternativamente, a presente invengcdo proporciona uma
proteina de ligagdo compreendendo um dominio CDR3 de cadeia pesada
e/ou um dominio CDR3 de cadeia leve conforme definido acima. A referida
proteina de ligagdo ainda compreende, opcionalmente, um dominio CDR2
de cadeia pesada e/ou um dominio CDR2 de cadeia leve conforme definido
acima e/ou ainda compreende um dominio CDR1 de cadeia pesada e/ou a
um dominio CDR1 de cadeia leve conforme definido acima.

Vista ainda alternativamente, a presente invengao proporciona
uma proteina de ligagcdo compreendendo um dominio CDR1 de cadeia pe-
sada e/ou a um dominio CDR1 de cadeia leve conforme definido acima. A
referida proteina de ligagao ainda compreende, opcionalmente, um dominio
CDR3 de cadeia pesada e/ou um dominio CDR3 de cadeia leve conforme
definido acima e/ou ainda compreende um dominio CDR2 de cadeia pesada
e/ou um dominio CDR2 de cadeia leve conforme definido acima.

Vista ainda alternativamente, a presente invengcéo proporciona
uma proteina de ligacao compreendendo um dominio CDR2 de cadeia pe-
sada e/ou a um dominio CDR1 de cadeia leve conforme definido acima. A
referida proteina de ligagdo ainda compreende, opcionalmente, um dominio
CDR3 de cadeia pesada e/ou um dominio CDR3 de cadeia leve conforme
definido acima e/ou ainda compreende um dominio CDR1 de cadeia pesada
e/ou a um dominio CDR1 de cadeia leve conforme definido acima.

Ainda uma modalidade da invengido proporciona uma proteina
de ligacao compreendendo uma ou mais das CDRs da invengéo ou sequén-
cias substancialmente homoélogas as mesmas, conforme apresentado aqui.
Proteinas de ligacao preferidas compreendem uma ou mais das CDRs sele-

cionadas do grupo consistindo em SEQ ID NOs. 3, 4, 5, 6, 7 e 8 ou uma se-
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quéncia substancialmente homoéloga a qualquer uma das SEQ ID Nos. pre-
cedentes.

Assim, em modalidades preferidas, a proteina de ligacdo com-
preende uma CDR1 de cadeia leve compreendendo a sequéncia de aminoa-
cido RASQDISSYFA (SEQ ID NO: 6) ou uma sequéncia substancialmente
homodloga a mesma; e/ou compreende uma CDR2 de cadeia leve compre-
endendo a sequéncia de aminoacido AASTLRS (SEQ ID NO:7) ou sequén-
cias substancialmente homoélogas @ mesma; ou compreende uma CDR3 de
cadeia leve compreendendo a sequéncia de aminoacido QQSYSTPRIT
(SEQ ID NO: 8) ou sequéncias substancialmente homoélogas a mesma.

Proteinas de ligacao preferidas compreendem duas ou mais das
CDRs de cadeia leve da ou sequéncias substancialmente homélogas as
mesmas conforme descrito acima. Moléculas de ligagao especialmente pre-
feridas compreendem 3 das CDRs de cadeia leve da invengdo ou sequén-
cias substancialmente homoélogas as mesmas conforme descrito acima (isto
€, uma de cada uma das CDR1 e CDR2 e CDR3 de cadeia leve).

Outras proteinas de ligagao preferidas compreendem duas ou
mais das CDRs de cadeia pesada da invengao ou sequéncias substancial-
mente homodlogas as mesmas conforme descrito acima. Moléculas de liga-
¢ao especialmente preferidas compreendem 3 das CDRs de cadeia pesada
da invengdo ou sequéncias substancialmente homdélogas as mesmas con-
forme descrito acima (isto €, uma de cada uma das CDR1 e CDR2 e CDR3
de cadeia pesada). Proteinas de ligagcdo mais preferidas compreendem 3
das CDRs de cadeia leve da invengdo ou sequéncias substancialmente ho-
mologas as mesmas conforme descrito acima e 3 das CDRs de cadeia pe-
sada da invengao ou sequéncias substancialmente homologas as mesmas
conforme descrito acima.

Moléculas de ligacdo especialmente preferidas compreendem
um dominio CDR1 de cadeia pesada de SEQ ID NO: 3, um dominio CDR2
de cadeia pesada de SEQ ID NO: 4 e um dominio CDR3 de cadeia pesada
de SEQ ID NO: 5 ou sequéncias substancialmente homélogas as mesmas;
e/lou compreendem a um dominio CDR1 de cadeia leve de SEQ ID NO: 6,



10

15

20

25

30

13

um dominio CDR2 de cadeia leve de SEQ ID NO: 7 e um dominio CDR3 de
cadeia leve de SEQ ID NO: 8 ou sequéncias substancialmente homdlogas
as mesmas.

Outras modalidades preferidas proporcionam proteinas de liga-
cao compreendendo um dominio Vy o qual compreende uma ou mais das
CDRs de cadeia pesada da invengao ou sequéncias substancialmente ho-
mologas as mesmas, conforme descrito acima e/ou um dominio Vi o qual
compreende uma ou mais das CDRs de cadeia leve da invengao ou sequén-
cias substancialmente homoélogas as mesmas, conforme descrito acima.

Regides variaveis (dominios V,) de cadeia leve preferidas com-
preendem 2 ou mais das CDRs de cadeia leve da invengao ou sequéncias
substancialmente homélogas as mesmas, conforme descrito acima. Domi-
nios V| especialmente preferidos compreendem 3 das CDRs de cadeia leve
da invengao ou sequéncias substancialmente homélogas as mesmas con-
forme descrito acima (isto €, uma de cada uma da CDR1, CDR2 e CDR3).
Regides variaveis (dominios V) de cadeia pesada preferidas compreendem
2 ou mais das CDRs de cadeia pesada da invengao ou sequéncias substan-
cialmente homédlogas as mesmas, conforme descrito acima. Dominios Vy
especialmente preferidos compreendem 3 das CDRs de cadeia pesada da
invencao ou sequéncias substancialmente homélogas as mesmas conforme
descrito acima (isto €, uma de cada uma da CDR1, CDR2 e CDR3). Protei-
nas de ligagao mais preferidas compreendem 3 das CDRs de cadeia leve da
invengao ou sequéncias substancialmente homologas as mesmas conforme
descrito acima e 3 das CDRs de cadeia pesada da invencdo ou sequéncias
substancialmente homélogas as mesmas conforme descrito acima.

Dominios CDR preferidos e combinacdes dos mesmos compre-
endendo os dominios V4 ou V| sao descritos em alguma parte aqui. Contu-
do, um dominio V4 (ou proteina de ligagdo) especialmente preferido compre-
ende a CDR3 de GGGVVEF (SEQ ID NO: 5) ou sequéncias substancialmen-
te homodlogas a mesma e um dominio V. (ou proteina de ligacao) especial-
mente preferido compreende a CDR3 de QQSYSTPRIT (SEQ ID NO: 8) ou

sequéncias substancialmente homodlogas a mesma.
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Em uma outra modalidade, o dominio V| (ou proteina de ligagao)
compreende as regides CDR de RASQDISSYFA (CDR1) (SEQ ID NO: 6)
e/ou AASTLRS (CDR2) (SEQ ID NO: 7) e/ou QQSYSTPRIT (CDR3) (SEQ
ID NO: 8) ou sequéncias substancialmente homélogas as mesmas.

Em uma outra modalidade, o dominio Vy (ou proteina de ligagao)
compreende as regides CDR de SYAMS (CDR1) (SEQ ID NO: 3) elou
AISGSGGSTYYADSVKG (CDR2) (SEQ ID NO: 4) e/lou GGGVVEF (CDR3)
(SEQ ID NO: 5) ou sequéncias substancialmente homélogas a qualquer uma
das sequéncias antes mencionadas.

Qualquer combinagdo dos dominios V| e Vy discutido acima po-
de estar presente nas proteinas de ligagao da invengao.

Modalidades preferidas da invengao proporcionam uma proteina
de ligacao compreendendo um dominio V4 0 qual tem a sequéncia de ami-
noacido de SEQ ID NO: 9 ou sequéncias substancialmente homélogas a
mesma e/ou um dominio V| o qual tem a sequéncia de aminoacido de SEQ
ID NO: 10 ou sequéncias substancialmente homoélogas a mesma.

Em ainda uma outra modalidade, a presente invengcdo propor-
ciona uma proteina de ligacdo compreendendo a sequéncia de aminoacido
de SEQ ID NO: 2 (também referida aqui como clone EJ212/007-CI2-5, scFv)
ou compreendendo um fragmento da mesma ou uma sequéncia substanci-
almente homodloga a mesma.

Uma outra modalidade da presente invengdo proporciona uma
forma de 1gG de EJ212/007-Cl2-5, a cadeia pesada da qual compreende
uma regiao variavel a qual compreende a sequéncia de aminoacido de SEQ
ID NO: 9 ou uma sequéncia substancialmente homéloga a mesma e uma
regido constante de cadeia pesada e a cadeia leve da qual compreende uma
regido variavel a qual compreende a sequéncia de aminoacido de SEQ ID
NO: 10 ou uma sequéncia substancialmente homéloga a mesma e uma re-
gido constante de cadeia leve.

Uma outra modalidade da presente invengédo proporciona uma
forma de IgG de EJ212/007-CI2-5, a cadeia pesada da qual compreende

uma regiao variavel a qual compreende a sequéncia de aminoacido de SEQ
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ID NO: 9 ou uma sequéncia substancialmente homéloga a mesma e uma
regiao constante a qual compreende a sequéncia de aminoacido de SEQ ID
NO: 12 ou uma sequéncia substanciaimente homoéloga a mesma e a cadeia
leve da qual compreende uma regiao variavel a qual compreende a sequén-
cia de aminoacido de SEQ ID NO: 10 ou uma sequéncia substancialmente
homoéloga a mesma e uma regiao constante a qual compreende a sequéncia
de aminoacido de SEQ ID NO: 13 ou uma sequéncia substancialmente ho-
moéloga a mesma.

O termo "proteina de ligagao", conforme usado aqui, refere-se a
proteinas que se ligam especificamente a outra substancia. Em particular, as
proteinas de ligagdo da invengao podem, de preferéncia, se ligar especifi-
camente a CD166 ou fragmentos de CD166, em particular fragmentos com-
preendendo ou consistindo nos dominios extracelulares de CD166 ou enti-
dades compreendendo CD166 ou fragmentos de CD166 ou podem inibir ou
reduzir significativamente a fungdo de CD166 ou impedir a CD166 de intera-
gir com seus ligantes naturais. Em uma modalidade preferida, as proteinas
de ligagao sao proteinas humanas. Em uma outra modalidade preferida, as
proteinas de ligagédo sao anticorpos ou fragmentos de anticorpo ou compre-
endem anticorpos ou fragmentos de anticorpo. Anticorpos humanos ou
fragmentos de anticorpo humano sao especialmente preferidos.

Anticorpos preferidos da inven¢cao compreendem pelo menos
uma regiao variavel de cadeia pesada que compreende trés CDRs e pelo
menos um regido variavel de cadeia leve que compreende trés CDRs. Se-
quéncias exemplificativas e preferidas para essas CDRs sao descritas aqui.
Contudo, embora as proteinas de ligagao preferidas da invengéao compreen-
dam CDRs da invencao, deve ser notado que as proteinas de ligacao da
invencdao também podem compreender uma ou mais CDRs da invencéo em
combinacdo com outras CDRs que nao sao da inveng¢ao, contanto que as
propriedades tumor-especificas e, de preferéncia, as propriedades de liga-
cdo a CD166 das proteinas de ligagao da invengao conforme esbogado aci-
ma ainda estejam presentes.

Contudo, é também bem-documentado na técnica que a presen-
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¢a de trés CDRs do dominio variavel de cadeia leve e trés CDRs do dominio
variavel de cadeia pesada de um anticorpo ndo € necessaria para ligagao ao
antigeno.

Por exemplo, anticorpos de camelideo (Hamers-Casterman et
al., 1993, Nature, 363 (6428): 446-448; Arbabi Ghahroudi et al., 1997, FEBS
Lett., 414: 521-526) tém um repertorio de ligagdo a antigeno extensivo, mas
sao desprovidos de cadeias leves. Também, os resultados com anticorpos
com um unico dominio compreendendo dominios VH apenas (Ward et al.,
1989, Nature, 341 (6242). 544-546; Davies e Riechmann, 1995, Biotechno-
logy (NY), 13: 475-479) ou dominios VL apenas (van den Beucken et al.,
2001, J. Mol. Biol., 310: 591-601) mostram que esses dominios podem se
ligar ao antigeno com afinidades aceitavelmente altas. Assim, trés CDRs
podem se ligar efetivamente ao antigeno.

Também se sabe que uma unica CDR ou duas CDRs podem se
ligar efetivamente ao antigeno. Como um primeiro exemplo, uma tnica CDR
pode ser inserida em uma proteina heterologa e conferir capacidade de liga-
¢ao a antigeno a proteina heterdloga, conforme exempilificado mostrando
que uma regidao CDR3 de VH inserida em uma proteina heteréloga, tal como
GFP, confere capacidade de ligagao a antigeno a proteina heterdloga (Kiss
et al., 2006, Nucleic Acids Research, 34(19): e132; Nicaise et al., 2004, Pro-
tein Sci., 13: 1882-1891).

Ainda, sabe-se que duas CDRs podem se ligar efetivamente ao
antigeno e mesmo conferir propriedades superiores aquelas possuidas pelo
anticorpo precursor. Por exemplo, foi mostrado (Qiu et al., 2007, Nature Bio-
technology, 25(8): 921-929) que duas CDRs de um anticorpo precursor (uma
regiao CDR1 de VH e uma CDRS3 de VL) retém as propriedades de reconhe-
cimento de antigeno da molécula precursora, mas tém uma capacidade su-
perior de penetrar em tumores. Unido desses dominios de CDR com uma
sequéncia ligante apropriada (por exemplo, da FR2 de VH) para orientar as
CDRs de uma maneira a montar o anticorpo precursor nativo produzido com
reconhecimento por antigeno ainda melhor. Portanto, sabe-se na técnica

que é possivel construir miméticos de anticorpo de ligacéo a antigeno com-
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preendendo dois dominios de CDR (de preferéncia um de um dominio VH e
um de um dominio VL, mais preferivelmente com um dos dois dominios de
CDR sendo um dominio CDR3) orientados por meio de uma regidao de estru-
tura apropriada para manter a conformagao em torno do anticorpo precursor.

Assim, embora anticorpos preferidos da invengao possam com-
preender seis regides de CDR (trés de uma cadeia leve e trés de uma ca-
deia pesada), anticorpos com menos de seis regides de CDR e tao pouco
quanto uma ou duas regides de CDR sado abrangidos pela invengao. Além
disso, anticorpos com CDRs apenas da cadeia pesada ou cadeia leve tam-
bém sao considerados.

As proteinas de ligagdo da presente inven¢ao sao, de preferén-
cia, tumor-especificas pelo fato de que as proteinas de ligacao se ligam a
um ou mais tipos de célula ou amostra tumoral, mas a ligagdo a um ou mais
tipos de células normais € insignificante ou ndo impede aplicagdes diagnods-
ticas ou terapéuticas. Por exemplo, a ligagdo a um ou mais tipos de célula
tumoral pode ser mais forte do que a ligagdo a um ou mais tipos de células
normais. Alternativamente ou além disso, a proteina de ligagao pode se ligar
ao tecido normal o qual nunca entrara em contato com as proteinas de liga-
¢ao da invengao, por exemplo, tecido normal no cérebro, proteinas de liga-
¢ao as quais nao atingirdo se elas nao sdo administradas ao cérebro porque
elas ndo podem atravessar a barreira sangue/cérebro. De preferéncia, as
proteinas de ligagao se ligam a um ou mais tipos de célula ou amostra tumo-
ral, de preferéncia um ou mais tipos de célula ou amostra de cancer de ma-
ma de uma forma ou em um nivel que é eficaz para fins diagnésticos ou te-
rapéuticos (por exemplo, mostram ligacao significativa e mensuravel a um ou
mais tipos de células ou amostras tumorais, de preferéncia células de cancer
de mama, mas mostram ligagao fraca, de preferéncia nenhuma ligagao signi-
ficativa a um ou mais tipos de células ou amostras normais). A especificida-
de por tumores é particularmente desejada quando se quer usar as protei-
nas de ligagéo da invencéo para terapia ou diagndstico de tumor.

Formas apropriadas de avaliar tal especificidade por tumor sao

bem-conhecidas e descritas na técnica, por exemplo, através de FACS ou
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caracterizagcao de perfil imunohistoquimica na qual, em geral, a ligagao de
uma proteina de ligagdo a uma ou varias linhagens ou amostras de células
tumorais é comparada com a ligagcao da proteina a uma ou varias linhagens
ou amostras de células normais e a descoberta de uma diferenga (ou au-
mento) significativo na ligagédo as células tumorais versus normais indica es-
pecificidade pelo tumor. Linhagens ou amostras de células normais e tumo-
rais exemplificativas as quais podem ser usadas séo bem-conhecidas e des-
critas na técnica, algumas das quais sdo descritas nos Exemplos (por exem-
plo, uma linhagem de célula tumoral apropriada é a linhagem de célula de
cancer de mama MDA-MB 231 (ATCC: HTB-26) ou a linhagem de célula de
carcinoma de pulmao SW900 (ATCC: HTB-59) e as células normais sao
células sanguineas, por exemplo, PBLs ou granulécitos). Por exemplo, as
proteinas de ligacdo preferidas da invencéo podem se ligar (por exemplo,
mostrar ligagdo mensuravel ou significativa) a uma linhagem de cancer de
mama, tal como MDA-MB 231, mas mostram ligacao insignificante ou nao
mensuravel a granulécitos ou PBLs (linfécitos de sangue periférico). Coloca-
do de outra forma, tais proteinas de ligagdo mostram um aumento compara-
vel (e, de preferéncia, significativo) na ligacéo a células de cancer de mama,
tais como células MDA-MB 231 ou células de cancer de pulmao, tal como
células SW900, comparado com células normais, tais como granulécitos ou
PBLs.

De preferéncia, a diferenga significativa na ligagao & estatistica-
mente significativa, de preferéncia com um valor de probabilidade < 0,1, de
preferéncia < 0,05, mais preferivelmente < 0,01. Métodos apropriados de
determinagao da significancia estatistica sao bem-conhecidos e documenta-
dos na técnica e qualquer um desses pode ser usado.

Como um exemplo alternativo para avaliar a especificidade por
tumor, caracterizacdo de perfil imunohistoquimica pode ser realizada sobre
amostras de tecido normal e tumoral, por exemplo, conforme descrito nos
presentes Exemplos. Proteinas de ligagao preferidas podem se ligar (por
exemplo, mostrar ligagdo mensuravel ou significativa) a amostras de tecido

tumoral (por exemplo, amostras de cancer de mama, cancer ovariano, can-
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cer de prostata, cancer de rim ou cancer de cérebro), mas mostram ligagao
mais fraca, de preferéncia insignificante ou ndo mensuravel a tecidos nor-
mais. Outras proteinas de ligacao preferidas podem se ligar a melanoma,
cancer de prostata, cancer de mama, carcinoma colorretal, cadncer de bexi-
ga, cancer ovariano, cancer de pancreas, cancer de pulmao ou carcinoma
de células escamosas esofageais. Em geral, as proteinas de ligagao preferi-
das podem se ligar aos tipos de célula cancerigena os quais expressam 0O
antigeno CD166.

Técnicas imunohistoquimicas podem ser usadas para classificar
a ligagao das proteinas de ligagao as células ou amostras, por exemplo, con-
forme descrito no Exemplo 4 e Tabela 3. Proteinas de ligagao preferidas
mostram escores imunohistoquimicos fracos ou fortes, de preferéncia fortes.

O termo "humano”, conforme usado aqui com relagao a molécu-
las de anticorpo e proteinas de ligacao, refere-se a proteinas de ligagao ten-
do regides variaveis (por exemplo, regides Vy, Vi, CDR ou FR) e/ou constan-
tes de anticorpo derivadas de ou correspondendo a sequéncias encontradas
em seres humanos, por exemplo, na linhagem germinativa ou células soma-
ticas humanas. As proteinas de ligagao "humanas” da invencéo ainda inclu-
em residuos de aminoacido nao codificados por sequéncias humanas, por
exemplo, mutacdes introduzidas através de mutacao aleatdria ou sitio-
dirigida in vitro (em particular mutagbes as quais envolvem substituicbes
conservativas ou mutagées em um pequeno nimero de residuos da proteina
de ligagao, por exemplo, em 1, 2, 3, 4 ou 5 dos residuos da proteina de liga-
c3o, de preferéncia, por exemplo, em 1, 2, 3, 4 ou 5 dos residuos que com-
péem uma ou mais das CDRs da proteina de ligagédo). Assim, os anticorpos
"humanos" da inveng¢ao incluem sequéncias derivadas de e relacionadas a
sequéncias encontradas em seres humanos, mas as quais podem n&o existir
naturalmente dentro do repertério da linhagem germinativa de anticorpo hu-
mano in vivo. Além disso, as proteinas de ligacdo humanas da presente in-
vencio incluem proteinas compreendendo sequéncias de consenso huma-
nas identificadas a partir de sequéncias humanas ou sequéncias substanci-

almente homologas a sequéncias humanas.
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Além disso, as proteinas de ligagao humanas da presente inven-
c¢ao nao estao limitadas a combinacdes de regides Vy, Vi, CDR ou FR as
quais sdo, em si, encontradas em combinagdo em moléculas de anticorpo
humano. Assim, as proteinas de ligagdo humanas da invengao podem incluir
ou corresponder a combinacdes de tais regides as quais ndo existem neces-
sariamente em seres humanos naturalmente.

Em modalidades preferidas, os anticorpos humanos serao anti-
corpos totalmente humanos. Anticorpos "totalmente humanos”, conforme
usado aqui, sao anticorpos compreendendo dominios de regido variavel e/ou
CDRs "humanas", conforme definido acima, sem sequéncias de anticorpo
nao-humano substanciais ou sem quaisquer sequéncias de anticorpo nao-
humano. Por exemplo, anticorpos compreendendo dominios de regiao varia-
vel e/ou CDRs humanas "sem sequéncias de anticorpo nao-humano subs-
tanciais" sao anticorpos, dominios e/ou CDRs nos quais apenas cerca de 5,
4, 3, 2 ou 1 aminoacido € um aminoacido que ndo € codificado por sequén-
cias de anticorpo humanas. Assim, anticorpos "totalmente humanos" se dis-
tinguem de anticorpos "humanizados", os quais sdo baseados em dominios
de regido variavel substancialmente nao-humanos, por exemplo, dominios
de regiao variavel de camundongo, nos quais determinados aminoacidos
foram trocados para corresponder melhor aos aminoacidos tipicamente pre-
sentes em anticorpos humanos.

Os anticorpos "totalmente humanos" podem ser dominios de re-
gido variavel e/ou CDRs humanas sem quaisquer outras sequéncias de anti-
corpo substanciais, tal como sendo anticorpos com uma Uunica cadeia. Alter-
nativamente, os anticorpos "totalmente humanos" da invengdo podem ser
dominios de regiao variavel e/ou CDRs humanas integrais com ou operati-
vamente presos a uma ou mais regides constantes de anticorpo humano.
Determinados anticorpos totaimente humanos preferidos sao anticorpos de
19G com o complemento total de regides constantes de 1gG.

Em outras modalidades, anticorpos "humanos" da invengéo se-
rao anticorpos quiméricos com uma parte humana. Anticorpos "quimeéricos

com uma parte humana", conforme usado aqui, s&o anticorpos compreen-
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dendo dominios de regido variavel e/ou CDRs "humanas" operativamente
presos a ou enxertados sobre uma regido constante de uma espécie nao-
humana, tal como rato ou camundongo. Tais anticorpos quiméricos com uma
parte humana podem ser usados, por exemplo, em estudos pré-clinicos, em
que a regidao constante sera, de preferéncia, da mesma espécie de animal
usado na testagem pré-clinica. Esses anticorpos quiméricos com uma parte
humana também podem ser usados, por exemplo, em diagnéstico ex vivo,
em que a regiao constante da espécie ndao-humana pode proporcionar op-
¢Oes adicionais para detecgéao de anticorpo.

O termo "anticorpo” ou "molécula de anticorpo”, conforme usado
aqui, refere-se a moléculas de imunoglobulina ou outras moléculas as quais
compreendem o dominio de ligagao a antigeno.

O termo "anticorpo” ou "molécula de anticorpo”, conforme usado
aqui, assim, destina-se a incluir anticorpos inteiros (por exemplo, IgG, IgA,
IgE, 1gM ou IgD, de preferéncia IgG ou IgM), anticorpos monoclonais, anti-
corpos policlonais, anticorpos humanizados e quiméricos. Fragmentos de
anticorpo os quais compreendem um dominio de ligagao a antigeno também
estdo incluidos. O termo "fragmento de anticorpo”, conforme usado aqui,
destina-se a incluir qualquer fragmento de anticorpo apropriado que mostra
funcao de ligagao a antigeno (de preferéncia funcao de ligagdo a CD166),
por exemplo, Fab, Fab', F(ab'),, scFv, Fv, dsFv, ds-scFv, Fd, dAbs, dimeros
TandAbs, minicorpos, diacorpos e multimeros dos mesmos e fragmentos de
anticorpo biespecificos. Anticorpos podem ser fragmentados usando técni-
cas convencionais. Por exemplo, fragmentos F(ab'), podem ser gerados a-
través de tratamento do anticorpo com pepsina. O fragmento F(ab'), resul-
tante pode ser tratado para reduzir as ligagdes em ponte de dissulfeto a fim
de produzir fragmentos Fab'. Digestdo com papaina pode levar a formacao
de fragmentos Fab. Fab, Fab' e F(ab'),, scFv, Fv, dsFv, Fd, dAbs, TandAbs,
ds-scFv, dimeros, minicorpos, diacorpos, fragmentos de anticorpo biespeci-
ficos e outros fragmentos também podem ser sintetizados através de técni-
cas recombinantes ou podem ser quimicamente sintetizados. Técnicas para

a producgéo de fragmentos de anticorpo sdo bem-conhecidas e descritas na
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area. Os presentes inventores, inter alia, prepararam scFv, Fab e anticorpos
de IgG tendo as caracteristicas de ligagado descritas aqui.

Os anticorpos ou fragmentos de anticorpo podem ser produzidos
naturalmente ou podem ser total ou parcialmente produzidos sinteticamente.
Assim, o anticorpo pode ser de qualquer fonte apropriada, por exemplo, fon-
tes recombinantes e/ou produzido em animais transgénicos ou plantas
transgénicas. Assim, as moléculas de anticorpo podem ser produzidas in
vitro ou in vivo.

De preferéncia, o anticorpo ou fragmento de anticorpo compre-
ende uma regiao variavel de cadeia leve de anticorpo (V.) e uma regido va-
riavel de cadeia pesada de anticorpo (Vn) as quais, em geral, compreendem
o sitio de ligagao a antigeno. Em determinadas modalidades, o anticorpo ou
fragmento de anticorpo compreende toda ou uma porgao de uma regiao
constante de cadeia pesada, tal como uma regido constante de IgG1, 1gG2,
1gG3, 1gG4, 1gA1, IgA2, IgE, IgM ou IgD. De preferéncia, a regiao constante
de cadeia pesada é uma regiao constante de cadeia pesada de IgG1 ou uma
porcao da mesma. Além disso, o anticorpo ou fragmento de anticorpo pode
compreender toda ou uma porgao de uma regido constante de cadeia leve
kappa ou uma regido constante de cadeia leve lambda ou uma porcao da
mesma. De preferéncia, a regiao constante de cadeia leve é uma regiao
constante de cadeia leve kappa ou uma por¢ao da mesma. Toda ou parte de
tais regides constantes pode ser produzida naturalmente ou pode ser total
ou parcialmente sintética. Sequéncias apropriadas para tais regidées constan-
tes sdo bem-conhecidas e documentadas na técnica.

O termo "fragmento”, conforme usado aqui, refere-se a fragmen-
tos de relevancia bioldgica, por exemplo, fragmentos os quais podem contri-
buir com a ligagao ao antigeno, por exemplo, formam parte do sitio de liga-
¢do a antigeno ou podem contribuir para a inibigdo ou redugéo na fungao do
antigeno ou podem contribuir para a preven¢éo da interacdo do antigeno
com seus ligantes naturais. Fragmentos preferidos, assim, compreendem
uma regiao variavel de cadeia pesada (dominio Vy) e/ou uma regiao variavel

de cadeia leve (dominio V) dos anticorpos da inven¢do. Fragmentos prefe-
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ridos retém a capacidade de se ligar a células tumorais e, de preferéncia, se
ligar ao antigeno CD166, conforme descrito em alguma parte aqui (isto &,
sao fragmentos de ligacao a antigeno). Outros fragmentos preferidos com-
preendem uma ou mais das regides de determinacédo de complementaridade
(CDRs) de cadeia pesada dos anticorpos da invengao (ou dos dominios Vy
da invengao) ou uma ou mais das regides de determinagdo de complemen-
taridade (CDRs) de cadeia leve dos anticorpos da invencado (ou dos domi-
nios V. da invencgao). Fragmentos preferidos tém, assim, pelo menos 5 ami-
noacidos de comprimento ou compreendem pelo menos uma regido CDR,
de preferéncia uma regiao CDR3, mais preferivelmente uma regido CDR3 de
cadeia pesada.

Em modalidades onde as proteinas de ligacdo da invengao
compreendem um fragmento de qualquer uma das sequéncias definidas (por
exemplo, compreendem um fragmento de SEQ ID NO: 2), por exemplo, s&o
proteinas de ligagdo compreendendo dominios Vy e/ou V| da invencao ou
sdo proteinas de ligagao compreendendo uma ou mais CDRs da invenc¢ao,
entao, essas regides/dominios sao geralmente separados dentro da proteina
de ligacdo, de modo que cada regido/dominio pode desempenhar sua fun-
¢ao biologica e que a contribuicdo para a ligacao ao antigeno seja retida.
Assim, os dominios V4 e V| podem ser separados por sequéncias de arma-
cao/sequéncias ligantes apropriadas e as CDRs podem ser separadas por
regides de estrutura apropriadas, tal como aquelas encontradas em anticor-
pos que ocorrem naturalmente. Assim, o Vy, V| € sequéncias de CDR indivi-
duais da invengao podem ser proporcionados dentro ou incorporados em
uma estrutura ou armacgéao apropriada para permitir ligagdo ao antigeno. Tais
sequéncias ou regides de estrutura podem corresponder a regides de estru-
tura que ocorrem naturalmente, FR1, FR2, FR3 e/ou FR4, conforme apropri-
ado para formar uma armacgao adequada ou podem corresponder a regides
de estrutura de consenso, por exemplo, identificadas comparando varias
regides de estrutura que ocorrem naturalmente. Alternativamente, armagoes
ou estruturas de nao-anticorpo, por exemplo, estruturas de receptor de

células T, podem ser usadas.
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Sequéncias apropriadas as quais podem ser usadas para
regides de estrutura sdo bem-conhecidas e documentadas na tecnica e
qualquer uma dessas pode ser usada. Sequéncias preferidas para regides
de estrutura sdo uma ou mais das regides de estrutura que compoem os
dominios V4 e/ou Vi da invencgao, isto €, uma ou mais das regides de
estrutura divulgadas em SEQ ID NO: 2 ou na Tabela 2 ou regides de estru-
tura substancialmente homdblogas a mesma e, em particular, regides de
estrutura as quais permitem a manutengao de especificidade pelo antigeno,
por exemplo, regides de estrutura as quais resultam na mesma ou substan-
cialmente na mesma estrutura 3D da proteina de ligagdao. Em modalidades
preferidas, todas as quatro regides FR de SEQ ID NO: 2 (também mostradas
na Tabela 2) ou regides FR substancialmente homéiogas as mesmas sao
encontradas nas proteinas de ligacao da invenc¢ao.

Além disso, embora as proteinas de ligacdao preferidas da
invengao sejam compostas de V4, V| ou CDRs da invengao, deve ser notado
gue as proteinas de ligagao da invengao também abrangem um ou mais Vj,
V. ou CDRs da invengdao em combinagao com outros Vy, Vi ou CDRs que
ndo sao da invengdo, contanto que as propriedades tumor-especificas e, de
preferéncia, as propriedades de ligagdo a CD166, das proteinas de ligagéo
da invengao, conforme esbogado acima, ainda estejam presentes.

O termo "regido de determinacido de complementaridade de
cadeia pesada”, conforme usado aqui, refere-se a regides de hipervariabili-
dade dentro da regiao variavel de cadeia pesada (dominio Vy) de uma
molécula de anticorpo. A regiao variavel de cadeia pesada tem trés regides
de determinacdo de complementaridade denominadas regiao de determi-
nacao de complementaridade de cadeia pesada 1, regido de determinacao
de complementaridade de cadeia pesada 2 e regido de determinacao de
complementaridade de cadeia pesada 3 do amino término para o carboxi
término. A regido variavel de cadeia pesada também tem quatro regiées de
estrutura (FR1, FR2, FR3 e FR4 do amino término para o carboxi término).
Essas regides separam as CDRs.

O termo "regido variavel de cadeia pesada” (dominio Vy), con-
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forme usado aqui, refere-se a regido variavel de uma cadeia pesada de uma
molécula de anticorpo.

O termo '"regido de determinagdo de complementaridade de
cadeia leve", conforme usado aqui, refere-se a regides de hipervariabilidade
dentro da regidao variavel de cadeia leve (dominio V) de uma molécula de
anticorpo. Regides variaveis de cadeia leve tém trés regides de determi-
nacao de complementaridade denominadas regiao de determinagao de com-
plementaridade de cadeia leve 1, regido de determinagcdo de complemen-
taridade de cadeia leve 2 e regidao de determinagdo de complementaridade
de cadeia leve 3 do amino término para o carbdxi término. A regido variavel
de cadeia leve também tem quatro regides de estrutura (FR1, FR2, FR3 e
FR4 do amino término para o carbdxi término). Essas regibes separam as
CDRs.

O termo "regiéo variavel de cadeia leve" (dominio V), conforme
usado aqui, refere-se a regiao variavel de uma cadeia leve de uma molécula
de anticorpo.

Deve ser notado que a nomenclatura de Kabat é seguida aqui,
onde necessario, de forma a definir o posicionamento das CDRs (Kabat, E.
A., Wu, T. T, Perry, H. M., Gottesman, K. S. e Foeller, C. (1991) Sequences
of Proteins of Immunological Interest, 5 Ed, Public Health Service, National
Institutes of Health, Bethesda, MD).

Moléculas de acido nucleico compreendendo sequéncias que
codificam as proteinas de ligagdo da invengao conforme definido acima ou
moléculas de acido nucleico substanciaimente homélogas as mesmas
formam um outro aspecto da invengao. Moléculas de &acido nucleico
preferidas sido conforme definido em SEQ ID NO: 1 ou moléculas de acido
nucleico substancialmente homoélogas as mesmas. Outras moléculas de
acido nucleico preferidas compreendem sequéncias as quais codificam a
sequéncia de aminoacido de SEQ ID NO: 2 ou moléculas de acido nucleico
substancialmente homoélogas as mesmas.

Fragmentos das proteinas de ligagao conforme definido acima

ou sequéncias substancialmente homadlogas aos mesmos formam um outro



10

15

20

25

30

26

aspecto da invencao.

Consequentemente, a invengdo proporciona um polipeptideo
compreeendendo ou consistindo em um dominio V, da invengao conforme
definido acima ou uma sequéncia substancialmente homéloga ao mesmo ou
um polipeptideo compreendendo ou consistindo em um dominio Vy da
invencdo conforme definido acima ou uma sequéncia substanciaimente
homdbloga ao mesmo.

Consequentemente, a invengao ainda proporciona um polipep-
tideo compreendendo ou consistindo em uma ou mais das regides CDR da
invencao conforme definido acima ou sequéncias substancialmente homo-
logas as mesmas.

Quando mais de uma regido CDR esta presente, combinagées
preferidas sao também conforme descrito acima.

Moléculas de acido nucleico compreendendo sequéncias que
cadificam tais fragmentos das proteinas de ligagdo da invengao ou molé-
culas de acido nucleico substancialmente homoélogas as mesmas formam
um outro aspecto da invencao. Sequéncias de acido nucleico preferidas que
codificam tais fragmentos (por exemplo, dominios V4, dominios V| e CDRs
individuais) podem ser encontradas em SEQ ID NO: 1. assim, uma molécula
de acido nucleico preferida compreende SEQ ID NO: 14 a qual codifica o
dominio Vy conforme mostrado na figura 1 ou uma molécula de &cido
nucleico substancialmente homdéloga ao mesmo e/ou SEQ ID NO: 15 a qual
codifica o dominio V_ conforme mostrado na figura 1 ou uma molécula de
acido nucleico substancialmente homoéloga ao mesmo.

Qutras moléculas de acido nucleico preferidas sado aquelas que
codificam um dominio Vy ou V. de uma proteina de ligacao da presente
invencao, por exemplo, aquelas que codificam SEQ ID NO: 9 ou SEQ 1D NO:
10 ou sequéncias substancialmente homélogas as mesmas.

O termo "substancialmente homodlogo”, conforme usado aqui
com relagdo a uma sequéncia de aminoacido ou acido nucleico, inclui
sequéncias tendo pelo menos 50%, de preferéncia pelo menos 60%, mais

preferivelmente pelo menos 70%, ainda mais preferivelmente pelo menos
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80% e, ainda mais preferivelmente, pelo menos 80% e mais preferivelmente
pelo menos 90%, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99% de identidade de sequéncia
a sequéncia de aminoacido ou acido nucleico divulgada. Sequéncias subs-
tancialmente homélogas da invenc¢ao, assim, incluem uma Unica ou mulitiplas
alteragdes de aminoacido ou base (adigdes, substituicdes, inser¢des ou de-
lecoes) nas sequéncias da invengdo. A nivel de aminoacido, sequéncias
substancialmente homoélogas preferidas contém apenas 1, 2, 3, 4 ou 5, de
preferéncia 1, 2 ou 3, mais preferivelmente 1 ou 2 aminoacidos alterados,
em uma ou mais das regides de estrutura e/ou uma ou mais das CDRs que
compdéem as sequéncias da invencao. De preferéncia, as referidas altera-
¢cOes sao substituicbes conservativas de aminoacido.

As sequéncias de acido nucleico substancialmente homdlogas
também incluem sequéncias de nucleotideo que se hibridizam as sequén-
cias de acido nucleico divulgadas (ou suas sequéncias complementares),
por exemplo, se hibridizam as sequéncias de nucleotideo que codificam uma
ou mais das CDRs de cadeia pesada ou cadeia leve da invengao, as regides
variaveis de cadeias leve ou pesada da invengao ou as proteinas de ligagao
da invengao (ou se hibridizam a suas sequéncias complementares) sob con-
digdes de hibridizagdo pelo menos moderadamente estringentes.

O termo "substancialmente homoéloga" também inclui modifica-
¢des ou equivalentes quimicos das sequéncias de aminoacido e nucleotideo
da presente invengao que desempenham substancialmente a mesma fungéao
que as proteinas ou moléculas de acido nucleico da invengao substancial-
mente da mesma forma. Por exemplo, qualquer proteina de ligagao substan-
cialmente homoéloga (ou o acido nucleico substancialmente homoélogo que
codifica a mesma) devera reter a capacidade de se ligar especificamente a
células cancerigenas, de preferéncia células de cancer de mama. De prefe-
réncia, qualquer proteina de ligagao substancialmente homoéloga devera re-
ter a capacidade de se ligar especificamente ao mesmo antigeno, isto &, o
antigeno CD166 e, de preferéncia, ao mesmo epitopo deste, conforme reco-
nhecido pela proteina de ligagdo em questao, por exemplo, 0 mesmo epito-

po ou antigeno reconhecido pelos dominios de CDR da inveng&o ou os do-
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minios V4 e V| da invengdo, conforme descrito aqui. A ligagao ao mesmo
epitopo/antigeno pode ser prontamente testada através de métodos bem-
conhecidos e descritos na técnica, por exemplo, usando ensaios de ligacao,
por exemplo, um ensaio de competi¢do. Assim, aqueles versados na técnica
apreciarao que ensaios de ligacao podem ser usados para descobrir outros
anticorpos e fragmentos de anticorpo com as mesmas especificidades de
ligacao que os anticorpos e fragmentos de anticorpo da invencdo. Conforme
exemplificado abaixo, um ensaio de ligacao por competicao pode ser usado
descobrir outros de tais anticorpos. O método descrito abaixo &€ apenas um
exemplo de um ensaio de competicdo adequado. Aqueles versados na téc-
nica estarao cientes de outros métodos e variagbes adequados.

Antes que um ensaio de competicdo seja realizado usando cito-
metria de fluxo, a concentragdao minima de anticorpo da inje¢cao (Ab1) que
proporciona ligagao maxima contra um numero fixo de células tumorais, por
exemplo, células de cancer de mama, é determinada. Um total de 10° célu-
las sao coletadas de culturas er; crescimento exponencial e incubadas com
varias concentragdes de anticorpo durante 1 hora a 4 °C. As células sao la-
vadas e incubadas com um anticorpo de detecgao adequado durante mais
uma hora a 4 °C. Apos lavagem, as células sdo analisadas através de cito-
metria de fluxo. Para cada anticorpo de teste, uma curva de saturagao é ge-
rada a partir dos dados através de plotagem da fluorescéncia média contra a
concentragao de anticorpo.

Para o ensaio de competicdo, células tumorais, por exemplo,
células de cancer de mama, sao preparadas conforme acima e tratadas em
duplicata com uma concentragao fixa de anticorpo (Ab1). A concentracéo
fixa € a concentracdo minima de anticorpo que gera ligacdo maxima contra
um nuamero fixo de células tumorais, conforme determinado acima. Imedia-
tamente ap6s a adigdo do Ab1, concentragbes variadas do anticorpo inibito-
rio potencial (Ab2) sao adicionadas a cada tubo e a mistura incubada duran-
te 1 hora a 4 °C. A inibigao percentual e alteragdo com relagao a fluorescén-
cia média maxima sao calculadas subtraindo a fluorescéncia de base (PBS -

FCS a 5%) da leitura de fluorescéncia média para cada amostra de teste
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(Ab1 + Ab2). O resultado &, entao, dividido pela fluorescéncia média de Ab1
apenas (ligacdo maxima) menos a base (veja abaixo). A inibicao percentual
resultante & obtida multiplicando-se por 100. A média das réplicas junto com
seu respectivo erro padrao é plotada contra a concentragao de anticorpo. A
férmula a seguir € usada para calcular a inibicdo percentual:
Pl = [(MF(ap1+ab2) — MFgga)/(MFab1 - MFggq)] X 100

onde Pl = inibigao percentual, MF(ab1+ab2) = fluorescéncia media medida para
a mistura de Ab1 + Ab2; e MFgyq = fluorescéncia média de base com PBS-
FCS a 5%.

Consequentemente, a invengao proporciona uma proteina de
ligagdo capaz de ligagdao a um antigeno sobre uma célula tumoral, de prefe-
réncia uma célula de cancer de mama, em que a proteina de ligagao pode
ser identificada atravées de um método compreendendo:

(1) incubagao de um numero fixo de células tumorais com uma
concentragao minima de uma proteina de ligagdo de acordo com qualquer
uma das reivindicagdes 1 a 24, de preferéncia um anticorpo ou fragmento de
anticorpo (Ab1) que gera ligacdo maxima contra o numero fixo de células
tumorais e medigao da fluorescéncia média do Ab1 (MFap1);

(2) testagem de duas ou mais concentragdes de uma proteina
de ligacao de teste (Ab2) através da adicao de Ab2 ao Ab1 e células tumo-
rais e medicao da fluorescéncia média (MF (ab1+ab2));

(3) medigao da fluorescéncia média de base (MFggqq);

(4) calculo de PI, em que

Pl = [(MF(ab1+ab2) — MFaga)/(MF ap1 - MFgga)] X 100; e

(5) comparagao da Pl com um valor de Pl de controle;
em que uma Pl que tem uma diferenga estatisticamente significativa com
relacao a Pl de controle indica que a proteina de ligagéo de teste € capaz de
ligacao ao antigeno sobre a célula tumoral. De preferéncia, a diferenga esta-
tisticamente significativa tem um valor de probabilidade < 0,05. Métodos a-
propriados de determinagéo da significancia estatistica sao bem-conhecidos
e documentados na técnica e qualquer um desses pode ser usado.

Qualquer proteina de ligagdo substancialmente homoéloga deve-
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ra, de preferéncia, reter a especificidade pelo tumor conforme descrito em
alguma parte aqui, por exemplo, reter a capacidade de se ligar ao tecido tu-
moral sem ligagao significativa ao tecido normal, mais preferivelmente, deve-
ra reter a capacidade de se ligar especificamente a CD166.

Sequéncias substancialmente homblogas de proteinas da inven-
¢ao incluem, sem limitacao, substituicbes conservativas de aminoacido ou,
por exemplo, alteragdes as quais nao afetam os dominios Vy, V. ou de CDR
das proteinas de ligagao, por exemplo, incluem anticorpos scFv onde uma
sequéncia ligante diferente &€ usada ou proteinas de ligagédo onde sequén-
cias de tag ou outros componentes sao adicionados os quais ndo contribuem
para a ligacao de antigeno ou alteragbes para converter um tipo ou formato
de molécula ou fragmento de anticorpo a outro tipo ou formato de molécula
ou fragmento de anticorpo (por exemplo, conversao de Fab em scFv ou vice-
versa) ou a conversao de uma molécula de anticorpo a uma classe ou sub-
classe particular de molécula de anticorpo (por exemplo, a conversao de
uma molécula de anticorpo em IgG ou uma subclasse da mesma, por exem-
plo, IgG1 ou IgG3).

Uma "substituicdo conservativa de aminoacido", conforme usado
aqui, € uma na qual o residuo de aminoacido & substituido por outro residuo
de aminoacido tendo uma cadeia lateral similar. Familias de residuos de a-
minodacido tendo cadeias laterais similares foram definidas na técnica, inclu-
indo cadeias laterais basicas (por exemplo, lisina, arginina, histidina), cadei-
as laterais acidas (por exemplo, acido aspartico, acido glutamico), cadeias
laterais polares nao-carregadas (por exemplo, glicina, asparagina, glutamina,
serina, treonina, tirosina, cisteina), cadeias laterais nao-polares (por exem-
plo, alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina, metionina, tripto-
fano), cadeias laterais beta-ramificadas (por exemplo, treonina, valina, iso-
leucina) e cadeias laterais aromaticas (por exemplo, tirosina, fenilalanina,
triptano, histidina).

A homologia pode ser ensaiada através de qualquer metodo
conveniente. Contudo, para determinagao do grau de homologia entre se-

quéncias, programas de computador que fazem multiplos alinhamentos de
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sequéncias sao uteis, por exemplo, Clustal W (Thompson, J. D., D.G. Hig-
gins et al. (1994). "CLUSTAL W: Improving the sensitivity of progressive mul-
tiple sequence alignment through sequence weighting, position-specific gap
penalties and weight matrix choice". Nucleic Acids Res 22: 4673-4680). Se
desejado, o algoritmo Clustal W pode ser usado junto com a matriz de esco-
re BLOSUM 62 (Henikoff S. e Henikoff J.G., 1992, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 89: 10915-10919) e uma penalidade por abertura de gap de 10 e uma
penalidade por extensao de gap de 0,1, de modo que a combinacao de mai-
or grandeza € obtida entre duas sequéncias, em que pelo menos 50% do
comprimento total de uma das sequéncias estao envolvidos no alinhamento.
Outros meétodos que podem ser usados para alinhar sequéncias sao o méto-
do de alinhamento de Needleman e Wunsch (J. Mol. Biol., 1970, 48: 443),
conforme revisto por Smith e Waterman (Adv. Appl. Math., 1981, 2: 482), de
modo que a combinagao de maior grandeza é obtida entre as duas sequén-
cias e o niumero de aminoacidos idénticos & determinado entre as duas se-
quéncias. Outros métodos para calcular a identidade percentual entre duas
sequéncias de aminoacido sao geralmente reconhecidos na técnica e inclu-
em, por exemplo, aqueles descritos por Carillo e Lipton (SIAM J. Applied Ma-
th., 1988, 48. 1073) e aqueles descritos em Computational Molecular Bio-
logy, Lesk, e.d. Oxford University Press, New York, 1988, Biocomputing: In-
formatics and Genomics Projects. Geralmente, programas de computador
serao empregados para tais calculos. Programas que comparam e alinham
pares de sequéncias, tais como ALIGN (E. Myers e W. Miller, "Optical Align-
ments in Linear Space", CABIOS (1988) 4: 11-17), FASTA (W.R. Pearson e
D.J. Lipman (1988), "Improved tools for biological sequence analysis", PNAS
85: 2444-2448 e W.R. Pearson (1990) "Rapid and sensitive sequence com-
parison with FASTP e FASTA" Methods in Enzymology 183: 63-98) e gap-
ped BLAST (Altschul, S.F., T.L. Madden et al. (1997). "Gapped BLAST and
PSI-BLAST: a new generation of protein database search programs”. Nucleic
Acids Res. 25: 3389-3402), BLASTP, BLASTN ou GCG (Devereux et al.,
Nucleic Acids Res., 1984, 12: 387) também sao Uteis para essa finalidade.

Além disso, o servidor Dali no European Bioinformatics Institute oferece ali-
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nhamentos baseados em estrutura de sequéncias de proteina (Holm, J. of
Mol. Biology, 1993, Vol. 233: 123-38; Holm, Trends in Biochemical Sciences,
1995, Vol 20: 478-480; Holm, Nucleic Acid Research, 1998, Vol. 26: 316-9).

Como forma de proporcionar um ponto de referéncia, sequén-
cias de acordo com a presente inveng¢ao tendo 50%, 60%, 70%, 80%, 90%,
95% de homologia, etc. podem ser determinadas usando o programa ALIGN
com parametros de default (por exemplo, disponivel na Internet no servidor
de rede GENESTREAM, IGH, Montpellier, Franga).

Por "condigbes de hibridizagdo pelo menos moderadamente es-
tringentes" entenda-se que sao selecionadas condigdes as quais promovem
hibridizagao seletiva entre duas moléculas de acido nucleico complementa-
res em solugdo. Hibridizagdo pode ocorrer a toda ou uma por¢gao de uma
molécula de acido nucleico. A porgdo de hibridizagdo tem, tipicamente, pelo
menos 15 (por exemplo, 20, 25, 30, 40 ou 50) nucleotideos de comprimento.
Aqueles versados na técnica reconhecerao que a estabilidade de uma dupla
ou hibridos de acido nucleico é determinada pela T, a qual, em tampdes
contendo so6dio, € uma fungao da concentragcao de ions de sodio e tempera-
tura (T, = 81,56°C — 16,6 (Log10 [Na+]) + 0,41(%(G+C) — 600/l) ou equacgao
similar). Consequentemente, os parametros nas condi¢cdes de lavagem que
determinam a estabilidade do hibrido sao a concentragao de ions de sodio e
temperatura. De forma a identificar moléculas que s&o similares, mas nao
idénticas, a uma molécula de acido nucleico conhecida, uma combinacao
errénea de 1% pode ser admitida como resultando em uma diminui¢cdo de
cerca de 1°C na Tp,. Por exemplo, se sdo consideradas moléculas de acido
nucleico que tém >95% de identidade, a temperatura de lavagem final sera
reduzida em cerca de 5°C. Baseado nessas consideragdes, aqueles versa-
dos na técnica serao capazes de selecionar prontamente condigdes de hibri-
dizagao apropriadas. Em modalidades preferidas, condi¢des de hibridizagao
estringentes sdo selecionadas. A guisa de exemplo, as seguintes condi¢des
podem ser empregadas para obter hibridizagao estringente: hibridizagdo em
5x cloreto de sodio/citrato de sédio (SSC)/5x solugdo de Denhardt/SDS a
1,0% em uma T, -5°C baseado na equagéo acima, seguido por uma lava-
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gem com 0,2x SSC/SDS a 0,1% a 60 °C. Condi¢des de hibridizagdo mode-
radamente estringentes incluem uma etapa de lavagem em 3x SSC a 42 °C.

A guisa de outro exemplo, sequéncias as quais "hibridizam" sao
aquelas sequéncias que se ligam (hibridizam) sob condi¢gées nao estringen-
tes (por exemplo, 6 x SSC, formamida a 50% em temperatura ambiente) e
lavadas sob condi¢gdes de baixa estringéncia (por exemplo, 2 x SSC, tempe-
ratura ambiente, mais preferivelmente 2 x SSC, 42 °C) ou condi¢cdes de mai-
or estringéncia (por exemplo, 2 x SSC, 65 °C) (onde SSC = NaCl a 0,15M,
citrato de sédio a 0,015 M, pH de 7,2).

Deve ser entendido, contudo, que estringéncias equivalentes
podem ser obtidas usando tampdes, sais e temperaturas alternativas. Orien-
tacao adicional com relagao as condi¢cdes de hibridizagdo pode ser encon-
trada em: Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, N.Y.,
1989, 6.3.1-6.3.6 e em: Sambrook et al., Molecular Cloning, a Laboratory
Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989, Vol.3.

De modo geral, sequéncias as quais hibridizam sob condi¢cées
de alta estringéncia sao preferidas, assim como sequéncias as quais, em
virtude da degenerancia do cédigo genético, se hibridizariam sob condigées
de alta estringéncia.

O polipeptideo, proteina de ligacao e moléculas de acido nuclei-
co da invengédo sao, em geral, moléculas isoladas ou purificadas na medida
em que eles nao estao presentes in situ dentro do corpo de um ser humano
ou animal ou uma amostra tecidual derivada do corpo de um ser humano ou
animal. As sequéncias podem, contudo, corresponder a ou ser substancial-
mente homodlogas as sequéncias conforme encontrado no corpo de um ser
humano ou animal. Assim, o termo "isolada" ou "purificada”, conforme usado
aqui em referéncia a moléculas ou sequéncias de acido nucleico e proteinas
ou polipeptideos, refere-se a tais moléculas quando isoladas de ou purifica-
das de ou substancialmente isentas de seu ambiente natural, por exemplo,
isoladas do corpo de um ser humano ou animal (se necesséario elas ocorrem
naturalmente) ou refere-se a tais moléculas quando produzidas através de
um processo técnico, isto é, inclui moléculas recombinantes e sinteticamente
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produzidas.

Assim, quando usado com relagédo a uma molécula de acido nu-
cleico, tal termo pode referir-se a um acido nucleico substancialmente isento
de material com o qual ela esta naturalmente associada, tais como outros
acidos nucleicos/genes ou polipeptideos. Esse termo também pode referir-se
a um acido nucleico substancialmente isento de material celular ou meio de
cultura quando produzido através de técnicas de DNA recombinante ou
substancialmente isento de precursores quimicos ou outros produtos quimi-
cos quando quimicamente sintetizado. Um acido nucleico isolado ou purifi-
cado pode também ser substancialmente isento de sequéncias as quais
flanqueiam naturalmente o acido nucleico (isto &, sequéncias localizadas nas
extremidades 5' e 3' do acido nucleico) das quais o acido nucleico € derivado
ou sequéncias as quais foram feitas para flanquear o acido nucleico (por e-
xemplo, sequéncias de tag ou outras sequéncias as quais nao tém valor te-
rapéutico), por exemplo, através de engenharia genética.

Assim, quando usado com relagdo a uma proteina ou molécula
de polipeptideo, tais como regides de complementaridade 1, 2 e 3 de cadeia
leve, regides de complementaridade 1, 2 e 3 de cadeia pesada, regides vari-
aveis de cadeia leve, regides variaveis de cadeia pesada e proteinas de li-
gacao da invengao, o termo "isolado" ou "purificado" pode referir-se a uma
proteina substancialmente isenta de material celular ou outras proteinas da
fonte da qual ela é derivada. Em algumas modalidades, particularmente on-
de a proteina tem de ser administrada a seres humanos ou animais, tais pro-
teinas isoladas ou purificadas sao substanciaimente isentas de meio de cul-
tura quando produzidas através de técnicas recombinantes ou precursores
quimicos ou outros produtos quimicos quando sintetizadas quimicamente.
Tais proteinas isoladas ou purificadas também podem ser isentas de se-
quéncias de flanqueamento, tais como aquelas descritas acima para as mo-
léculas de acido nucleico isoladas.

O termo "sequéncia de acido nucleico” ou "molécula de acido
nucleico”, conforme usado aqui, refere-se a uma sequéncia de monémeros

de nucleosideo ou nucleotideo consistindo em bases que ocorrem naturai-
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mente, acgucares e ligagdes interagucar (parte principal). O termo também
inclui sequéncias modificadas ou substituidas compreendendo monémeros
que nao ocorrem naturalmente ou por¢cdes dos mesmos. As sequéncias de
acido nucleico da presente invengdo podem ser sequéncias de acido deso-
xirribonucleico (DNA) ou sequéncias de acido ribonucléico (RNA) e podem
incluir bases que ocorrem naturalmente, incluindo adenina, guanina, citosina,
timidina e uracila. As sequéncias também podem conter bases modificadas.
Exemplos de tais bases modificadas incluem aza e deaza adenina, guanina,
citosina, timidina e uracila; e xantina e hipoxantina. As moléculas de acido
nucleico podem ser fita dupla ou fita simples. As moléculas de acido nucleico
podem ser total ou parcialmente sintéticas ou recombinantes.

Aqueles versados na técnica apreciar@do que as proteinas e
polipeptideos da invencgéo, tais como as regides de determinacao de com-
plementaridade de cadeias leve e pesada, as regides variaveis de cadeias
leve e pesada, proteinas de ligagao, anticorpos e fragmentos de anticorpo e
imunoconjugados, podem ser preparados através de qualquer uma de varias
maneiras bem-conhecidas e descritas na técnica, mas sao, mais preferivel-
mente, preparados usando meétodos recombinantes.

Consequentemente, as moléculas de acido nucleico da presente
invengdo podem ser clonadas ou sintetizadas através de qualquer método
apropriado e podem ser incorporadas de uma maneira conhecida em um
vetor de expressao apropriado o qual assegura boa expressao das proteinas
da invencdo. Possiveis vetores de expressao incluem, mas néo estao limita-
dos a, cosmideos, plasmideos ou virus modificados (por exemplo, retrovirus,
adenovirus e virus adeno-associados replicagao-defectivos), na medida em
que o vetor seja compativel com a célula hospedeira usada. Os vetores de
expressao sio "adequados para transformagao de uma célula hospedeira”, o
que significa que os vetores de expressdo contém uma molécula de acido
nucleico da invencéo e sequéncias regulatérias selecionadas com base nas
células hospedeiras usadas para expressao, as quais sao operativamente
ligadas & molécula de acido nucleico. Operativamente ligada destina-se a

significar que o acido nucleico é ligado a sequéncias regulatérias de uma
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maneira a qual permite a expressao do acido nucleico.

A invengéao, portanto, considera um vetor de expressao recombi-
nante contendo uma molécula de acido nucleico da invengao ou um frag-
mento da mesma e as sequéncias regulatérias necessarias para a transcri-
¢ao e traducgao da sequéncia de proteina codificada pela molécula de acido
nucleico da invengéo.

Sequéncias regulatérias adequadas podem ser derivadas de
uma variedade de fontes, incluindo genes bacterianos, fuangicos, virais, de
mamifero ou insetos (por exemplo, veja as sequéncias regulatorias descritas
em Goeddel, Gene Expression Technology: Methods in Enzymology 185,
Academic Press, San Diego, CA (1990)). Selecdo de sequéncias regulaté-
rias apropriadas € dependente da célula hospedeira escolhida conforme dis-
cutido abaixo e pode ser prontamente realizada por aqueles versados na
técnica. Exemplos de tais sequéncias regulatérias incluem: um promotor e
intensificador transcricional ou sequéncia de ligagdo de RNA polimerase,
uma sequéncia de ligacao ribossébmmica, incluindo um sinal de inicio de tra-
dugao. Adicionalmente, dependendo da célula hospedeira escolhida e do
vetor empregado, outras sequéncias, tais como uma origem de replicagao,
sitios de restricdo de DNA adicionais, intensificadores e sequéncias que con-
ferem capacidade de indugao de transcricao podem ser incorporadas no ve-
tor de expressao.

Os vetores de expressao recombinantes da invengéo também
podem conter um gene marcador selecionavel o qual facilita a selegao de
células hospedeiras transformadas ou transfectadas com uma molécula re-
combinante da inven¢ao. Exemplos de genes marcadores selecionaveis s&o
genes que codificam uma proteina, tal como neomicina e higromicina, os
quais conferem resisténcia a determinados farmacos, B-galactosidase, acetil-
transferase de cloranfenicol, luciferase de vaga-lume ou uma imunoglobulina
ou porcéo da mesma, tal como a porgédo Fc de uma imunoglobulina, de pre-
feréncia IgG. Transcrigdo do gene marcador selecionavel & monitorada por
alteragées na concentragao da proteina marcadora selecionavel, tal como

B-galactosidase, acetiltransferase de cloranfenicol ou luciferase de vaga-
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lume. Se o gene marcador selecionavel codifica uma proteina que confere
resisténcia a antibidtico, tal como resisténcia a neomicina, células transfor-
mantes podem ser selecionadas com G418. Células que incorporaram o ge-
ne marcador selecionavel sobreviverao, enquanto que as outras células mor-
rerdo. Isso torna possivel visualizar e ensaiar a expressao de vetores de ex-
pressao recombinantes da invencao e, em particular, determinar o efeito de
uma mutagao sobre a expressao e fenétipo. Sera apreciado que marcadores
selecionaveis podem ser introduzidos em um vetor distinto do acido nucleico
de interesse.

Os vetores de expressao recombinantes também podem conter
genes os quais codificam uma porcédo de fusao a qual proporciona expres-
sdo aumentada da proteina recombinante; solubilidade aumentada da prote-
ina recombinante; e auxiliam na purificagdo da proteina recombinante-alvo
atuando como um ligante em purificagdo por afinidade (por exemplo, "tags"
apropriadas para permitir a purificagao e/ou identificagdo podem estar pre-
sentes, por exemplo, tags His ou tags myc). Por exemplo, um sitio de cliva-
gem proteolitica pode ser adicionado a proteina recombinante-alvo para
permitir a separagédo da proteina recombinante da por¢ao de fuséo subse-
quentemente a purificagao da proteina de fusdo. Vetores de expressao tipi-
cos incluem pGEX (Amrad Corp., Melbourne, Australia), pMal (New England
Biolabs, Beverly, MA) e pRIT5 (Pharmacia, Piscataway, NJ), os quais fun-
dem S-transferase de glutationa (GST), proteina de ligagao maltose E ou
proteina A, respectivamente, a proteina recombinante.

Vetores de expressao recombinantes podem ser introduzidos em
células hospedeiras para produzir uma célula hospedeira transformada. Os
termos "transformada com", "transfectada com"”, "transformacao" e "transfec-
cao" destinam-se a abranger a introdugédo de acido nucleico (por exemplo,
em um vetor) em uma célula através de muitos possiveis métodos conheci-
dos na técnica. O termo "célula hospedeira transformada”, conforme usado
aqui, destina-se também a incluir células capazes de glicosilagédo que te-
nham sido transformadas com um vetor de expressao recombinante da in-

vencao. Células procariotas podem ser transformadas com um acido nuclei-



10

15

20

25

30

38

co, por exemplo, transformagao mediada por cloreto de calcio ou eletropora-
¢ao. Por exemplo, acido nucleico pode ser introduzido em células de mami-
fero via técnicas convencionais, tais como coprecipitagdo com cloreto de
calcio ou fosfato de calcio, transfec¢cao mediada por DEAE-dextrana, lipofec-
tina, eletroporagao ou microinjecdao. Métodos adequados para transformagao
e transfecgao de células hospedeiras podem ser encontrados em Sambrook
et al. (Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 Edi¢ao, Cold Spring Har-
bor Laboratory Press (1989)) e outros livros-texto de laboratoério.

Células hospedeiras adequadas incluem uma ampla variedade
de células hospedeiras eucariotas e células procariotas. Por exemplo, as
proteinas da invengao podem ser expressas em células de levedo ou células
de mamifero. Outras células hospedeiras adequadas podem ser encontra-
das em Goeddel, Gene Expression Technology: Methods in Enzymology
185, Academic Press, San Diego, CA (1991). Além disso, as proteinas da
invencao podem ser expressas em células procariotas, tal como Escherichia
coli (Zhang et al., Science 303(5656): 371-3 (2004)).

Células hospedeiras de levedo e fungo adequadas para realiza-
¢ao da presente invengao incluem, mas nao estdo limitadas a, Saccharomy-
ces cerevisiae, os géneros Pichia ou Kluyveromyces e varias espécies do
género Aspergilius. Exemplos de vetores para expressao em levedo S. cere-
visiae incluem pYepSec1 (Baldari et al., Embo J. 6: 229-234 (1987)), pMFa
(Kurjan e Herskowitz, Cell 30: 933-943 (1982)), pJRY88 (Schultz et al., Gene
54: 113-123 (1987)) e pYES2 (Invitrogen Corporation, San Diego, CA). Pro-
tocolos para a transformagao de levedos e fungos sdo bem-conhecidos por
aqueles versados na técnica (veja Hinnen et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
75: 1929 (1978); Itoh et al., J. Bacteriology 153: 163 (1983) e Cullen et al.
(BiolTechnology 5: 369 (1987)).

Células de mamifero adequadas para realizagdo da presente
invengéao incluem, dentre outras: células COS (por exemplo, ATCC No. CRL
1650 ou 1651), BHK (por exemplo, ATCC No. CRL 6281), CHO (ATCC No.
CCL 61), HelLa (por exemplo, ATCC No. CCL 2), 293 (ATCC No. 1573) e
NS-1. Vetores de expressao adequados para dirigir a expresséo em celulas
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de mamifero geraimente incluem um promotor (por exemplo, derivado de um
material viral, tal como polioma, adenovirus 2, citomegalovirus e Virus Simi-
an 40), bem como outras sequéncias de controle transcricional e traducional.
Exemplos de vetores de expressdao de mamifero incluem pCDMS8 (Seed, B.,
Nature 329: 840 (1987)) e pMT2PC (Kaufman et al., EMBO J. 6: 187-195
(1987)).

Dados os ensinamentos fornecidos aqui, promotores, terminado-
res e métodos para introdugao de vetores de expressao de um tipo apropria-
do em células de planta, ave e inseto também podem ser prontamente obti-
dos. Por exemplo, dentro de uma modalidade, as proteinas da invencao po-
dem ser expressas a partir de células de planta (veja Sinkar et al., J. Biosci
(Bangalore) 11: 47-58 (1987), o qual revisa o uso de vetores de Agrobacteri-
um rhizogenes; veja também Zambryski et al., Genetic Engineering, Princi-
ples and Methods, Hollaender e Setlow (eds.), Vol. VI, paginas 253-278,
Plenum Press, New York (1984), o qual descreve o uso de vetores de ex-
pressdo para células de planta incluindo, dentre outros, PAPS2022,
PAPS2023 e PAPS2034).

Células de inseto adequadas para realizagdo da presente inven-
¢ao incluem células e linhagens de célula de espécies Bombyx, Trichoplusia
ou Spodotera. Vetores de baculovirus adequados para expressao de protei-
nas em células de inseto cultivadas (células SF9) incluem a série pAc (Smith
et al.,, Mol. Cell Biol. 3: 2156-2165 (1983)) e a série pVL (Lucklow, V.A. e
Summers, M.D., Virology 170: 31-39 (1989)). Alguns sistemas de expressao
de células de inseto-baculovirus adequados para expressao das proteinas
recombinantes da invencao sao descritos no PCT/US/02442.

Alternativamente, as proteinas da invengdo também podem ser
expressas em animais transgénicos nao-humanos, tais como ratos, coelhos,
ovelha e porcos (Hammer et al., Nature 315: 680-683 (1985); Palmiter et al.,
Science 222: 809-814 (1983); Brinster et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:
4438-4442 (1985); Palmiter e Brinster, Cell 41: 343-345 (1985) e Patente
U.S. No. 4.736.866).

As proteinas da invencdo também podem ser preparadas atra-
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vés de sintese quimica usando técnicas bem-conhecidas na quimica de pro-
teinas, tais como sintese em fase sélida (Merrifield, J. Am. Chem. Assoc. 85:
2149-2154 (1964); Frische et al., J. Pept. Sci. 2(4): 212-22 (1996)) ou sintese
em solugdo homogénea (Houbenweyl, Methods of Organic Chemistry, ed. E.
Wansch, Vol. 151 e ll, Thieme, Stuttgart (1987)).

Proteinas de fusdo N-terminal ou C-terminal compreendendo as
proteinas da inveng¢ao conjugadas a outras moléculas, tais como proteinas,
podem ser preparadas através de fusdo, por meio de técnicas recombinan-
tes. As proteinas de fusao resultantes contém uma proteina da invencao
fundida a proteina ou proteina marcadora ou proteina de tag selecionada,
conforme descrito aqui. As proteinas da invencao também podem ser conju-
gadas a outras proteinas através de técnicas conhecidas. Por exemplo, as
proteinas podem ser acopladas usando ligantes contendo tiol heterobifun-
cionais, conforme descrito no WO 90/10457, N-succinimidil-3-(2-piridilditio-
proprionato) ou N-succinimidil-5 tioacetato. Exemplos de proteinas as quais
podem ser usadas para preparar proteinas de fusdo ou conjugados incluem
proteinas de ligagao celular, tais como imunoglobulinas, horménios, fatores
de crescimento, lectinas, insulina, lipoproteina de baixa densidade, gluca-
gon, endorfinas, transferrina, bombesina, asialoglicoproteina, glutationa-S-
transferase (GST), hemaglutinina (HA) e myc truncada.

Consequentemente, a invengao proporciona um vetor de ex-
pressdo recombinante compreendendo uma ou mais das sequéncias de aci-
do nucleico da invengido ou uma ou mais das sequéncias de acido nucleico
que codificam as proteinas da invencgao (tais como as regides de determina-
cao de complementaridade de cadeias pesada e leve, as regides variaveis
de cadeias pesada e leve ou as proteinas de ligagdo, tais como anticorpos e
fragmentos de anticorpo).

Ainda, a invengao proporciona uma célula hospedeira compre-
endendo um ou mais dos vetores recombinantes ou uma ou mais das se-
quéncias de acido nucleico da invengao ou uma célula hospedeira expres-
sando uma ou mais das proteinas da invengao (tais como as regides de de-

terminagao de complementaridade de cadeias pesada e leve, as regides va-
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riaveis de cadeias pesada e leve ou as proteinas de ligagado, tais como anti-
corpos e fragmentos de anticorpo).

Um outro aspecto da invengao proporciona um método de pro-
ducao de uma proteina da presente invengdo compreendendo uma etapa de
cultura das células hospedeiras da invengao. Métodos preferidos compreen-
dem as etapas de (i) cultura de uma célula hospedeira compreendendo um
ou mais dos vetores de expressao recombinantes ou uma ou mais das se-
quéncias de acido nucleico da inven¢gao sob condigdes adequadas para a
expressao da proteina; e opcionalmente (ii) isolamento da proteina da célula
hospedeira ou do meio de crescimento/sobrenadante. Tais métodos de pro-
dugdo podem também compreender uma etapa de purificagdo do produto de
proteina e/ou formulagdo do produto em uma composicao incluindo pelo
menos um componente adicional, tal como um veiculo ou excipiente farma-
ceuticamente aceitavel.

Em modalidades quando a proteina da invengao é composta de
mais de uma cadeia polipeptidica (por exemplo, determinados fragmentos,
tais como fragmentos Fab), entdo, todos os polipeptideos sado, de prefe-
réncia, expressos na célula hospedeira, seja a partir do mesmo ou de um
vetor de expressdo diferente, de modo que proteinas completas, por
exemplo, proteinas de ligagao da invengao, possam ser montadas na célula
hospedeira e isoladas da mesma.

As proteinas de ligacdo da invengado tém especificidade por
células tumorais, em particular células de carcinoma de mama. Assim, as
proteinas de ligacdo da invencdao podem ser usadas para detectar ou
diagnosticar células tumorais, de preferéncia células de carcinoma de mama
in vivo ou in vitro. Assim, as proteinas de ligacao da invencdo podem
objetivar locais no corpo nos quais células tumorais, de preferéncia células
de carcinoma de mama, estiao presentes, quando do que a proteina de
ligagéo pode atuar no local-alvo (por exemplo, tecido, 6rgdo ou células-alvo).

As proteinas de ligagao da invencado tém, de preferéncia,
especificidade pelo antigeno CD166. Assim, as proteinas de ligagao da

invencdo podem ser usadas para detectar CD166 in vivo ou in vitro. Assim,
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as proteinas de ligagao da invengdao podem objetivar os locais no corpo os
quais expressam o antigeno CD166, quando do que a proteina de ligacao
pode atuar no local-alvo (por exemplo, tecido, érgao ou células-alvo).

As proteinas de ligacdo da invencao tém, de preferéncia, a
capacidade de induzir a citotoxicidade celular anticorpo-dependente (ADCC)
de células tumorais, de preferéncia células de cancer de mama, cancer de
pulmao e/ou cancer de prostata. Um teste in vitro adequado para ADCC é
descrito no Exemplo 5. Assim, as proteinas de ligagao da invengao podem,
por exemplo, causar morte de pelo menos 1%, 3% ou 5% de células
tumorais in vitro, de preferéncia células de cancer de mama, cancer de
pulméo e/ou cancer de prostata, de preferéncia pela morte de pelo menos
cerca de 10%, 15% ou 20% de células tumorais in vitro, de preferéncia
células de cancer de mama, cancer de pulmao e/ou cancer de prostata. Tal
efeito demonstra que as proteinas de ligagao podem ser usadas para
recrutar o sistema imune do paciente para combater células tumorais (isto &,
podem ser potencialmente Gteis terapeuticamente sem a necessidade de um
agente ativo adicional). Isso é claramente uma propriedade vantajosa.

As proteinas de ligagcdo da invencao tém, de preferéncia, a
capacidade de inibir o crescimento de células tumorais, de preferéncia
células de cancer de mama. A referida inibicao podernia ser demonstrada in
vitro ou in vivo. Um teste in vitro adequado para inibicado de crescimento é
descrito no Exemplo 6, o qual envolve a medigao da fluorescéncia de células
rotuladas com uma quantidade fixa de um corante. Divisao celular causa

>

uma redugido na fluorescéncia a medida que o corante é dividido entre
células filha e, se divisao celular & inibida, hd menos reducdo de
fluorescéncia. A fluorescéncia de diferentes populagao de teste pode, assim,
ser comparada para avaliar o efeito inibitério de crescimento de proteinas de
ligagdo candidatas.

De preferéncia, as proteinas de ligagdo inibem o crescimento
celular em pelo menos 5% ou 10%, mais preferivelmente pelo menos 15, 20
ou 25%, quando testadas durante um periodo de 7 dias /n vitro.

Um teste in vivo adequado para inibigdo de crescimento é
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descrito no Exemplo 9.

As proteinas de ligacdo da invengado tém, de preferéncia, a
capacidade de induzir 4 apoptose de células tumorais, de preferéncia células
de cancer de mama, opcionalmente em combinagido com um agente proé-
apoptético adicional.

De preferéncia, as capacidades descritas acima sao observadas
em um nivel mensuravel ou significativo e, mais preferivelmente, um nivel
estatisticamente significativo, quando comparado com condi¢des de controle
apropriado. Niveis de significAncia apropriados sao discutidos em alguma
parte aqui.

Além disso, as proteinas de ligagdo da invengcdo podem ser
conjugadas a outras entidades e usadas para objetivar essas outras
entidades a locais do corpo nos quais ceélulas tumorais, de preferéncia
células de carcinoma de mama e/ou células as quais expressam CD166,
estao presentes. (Onde a proteina de ligagao € uma molécula de anticorpo,
entdo, tais conjugados também sao referidos como imunoconjugados).
Essas outras entidades poderiam ser rétulos ou outras porgdes detectaveis,
caso no qual essas moléculas de conjugado seriam uteis para diagnodstico
ou formagao de imagem in vitro ou in vivo de locais do corpo, em particular
locais do corpo afetados com cancer. Roétulos e porgées detectaveis
adequados sédo discutidos em alguma parte aqui. Alternativamente, as
proteinas de ligagdo da invengado poderiam ser conjugadas a moléculas
biologicamente ativas ou agentes medicamente relevantes, tais como
toxinas, enzimas, farmacos, pré-farmacos, pré-farmacos ou outros compos-
tos de pequena molécula ou moléculas de acido nucleico (por exemplo,
moléculas antissenso), caso no qual essas moléculas de conjugado seriam
Uteis para terapia objetivada, por exemplo, através de objetivagdo do
farmaco, toxina ou enzima, etc. as células ou locais do corpo nos quais
células de carcinoma estao presentes. Tais moléculas biologicamente ativas
ou agentes medicamente relevantes podem estar em uma forma ativa ou em
uma forma a qual tem de ser ativada, por exemplo, no corpo. Em particular,

tais moléculas poderiam ser usadas para objetivagdo de células canceri-
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genas, por exemplo, células de cancer de mama.

Conjugados de proteina de ligagdo sédo, assim, proteinas de
ligacao preferidas da invengido. Proteinas de ligagao preferidas a serem
usadas nos conjugados sao anticorpos de comprimento total (inteiros),
F(ab');, Fab ou scFv.

Métodos para conjugacao dessas outras entidades as proteinas
de ligacao da invencao sdo bem-conhecidos e descritos na técnica e um mé-
todo apropriado pode ser prontamente selecionado, dependendo da nature-
za da proteina de ligacdo e da outra entidade a ser conjugada. Assim, as
outras entidades podem ser conjugadas as proteinas de ligagdo da invengao
diretamente ou via um intermediario, por exemplo, um ligante apropriado. A
conjugacao poderia, por exemplo, ser covalente ou nao-covalente (por e-
xemplo, as outras entidades podem ser conjugadas a uma proteina de liga-
¢ao via a formagao de um complexo com a proteina de ligagao ou, mais
convenientemente, com uma entidade de ligagao intermediaria, tal como um
grupo quimico ou uma tag peptidica). Tal ligagcdo como um complexo &, por
exemplo, apropriada para muitos radiois6topos.

Em tais modalidades, as proteinas de ligagao (por exemplo, o
anticorpo ou fragmento de anticorpo), junto com a entidade conjugada, pode-
riam ser incluidas ou incorporadas em uma membrana artificial formando,
por exemplo, uma particula artificial, tal como uma micela, lipossoma ou na-
noparticula. Essas particulas seriam orientadas a um local-alvo no corpo em
virtude da proteina de ligacao e poderiam, entdo, se fundir com as células no
local-alvo (ou ser internalizadas - veja abaixo), desse modo, liberando a en-
tidade conjugada, por exemplo, as moléculas biologicamente ativas ou agen-
tes medicamente relevantes, de dentro da particula artificial na célula-alvo,
por exemplo, uma célula tumoral. Novamente, métodos de incorporagéo de
moléculas em tais membranas artificiais sdo bem-conhecidos e descritos na
técnica.

Algumas proteinas de ligagdo (por exemplo, anticorpos ou frag-
mentos de anticorpo) sdo capazes de ser internalizadas nas células com as
quais elas se tornam ligadas. Assim, em uma modalidade da presente in-
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vengao, as proteinas de ligagao da invengéo sao capazes de ser internaliza-
das. Essa propriedade € particularmente vantajosa para uso em conjugados,
por exemplo, conjugados conforme discutido acima, em modalidades onde a
molécula biologicamente ativa ou agente medicamente relevante seria inter-
nalizado com as moléculas de anticorpo. Em geral, a internalizagdao de uma
proteina de ligacao é dependente do antigeno e da taxa com a qual o referi-
do antigeno é reciclado entre a membrana celular e o citosol. Assim, forne-
cimento de uma proteina de ligacao interage com seu antigeno (CD166) com
uma afinidade suficiente, de modo que a proteina de ligagao nao se dissocia
do antigeno (CD166) antes que o antigeno seja internalizado, entao, a prote-
ina de ligagdo também sera internalizada. Isso é claramente vantajoso para
determinadas modalidades enquanto que, em outras modalidades, proteinas
de ligacao que mostram apenas baixas taxas de internalizacao sao vantajo-
sas.

A taxa de internalizagao pode, assim, variar entre diferentes pro-
teinas de ligagdo da invengéo e, para algumas proteinas de ligagdo, pode
corresponder essencialmente a taxa basica na qual anticorpos que se ligam
a moléculas na superficie celular sao, tipicamente, renovados por suas
células-alvo (por exemplo, cerca de 10% da proteina de ligagdao séao interna-
lizados dentro de 2 horas) mas, para outras proteinas de ligagao, a taxa de
internalizacéo pode ser maior, por exemplo, pelo menos 10, 20 ou 30% de
internalizacdo dentro de 30 minutos. Aqueles versados na técnica estardo
cientes de formas para ensaiar a internalizagao, por exemplo, usando rotula-
¢ao por fluorescéncia com diferencial de temperatura quando de citometria
de fluxo ou microscopia confocal. Um exemplo de um ensaio adequado é
descrito no Exemplo 7, no qual um anticorpo secundario rotulado com um
corante sensivel ao pH (CypHer5E), o qual é minimamente fluorescente em
um pH basico (conforme encontrado fora das células) e maximamente fluo-
rescente em um pH acido (conforme encontrado dentro das células) € usa-
do.

Assim, pode ser observado que um outro aspecto da invengao

proporciona proteinas de ligagéo (por exemplo, conjugados de proteinas de
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ligacdo) ou outras proteinas da invengao, conforme definido aqui, para uso
em terapia, diagnéstico ou formagao de imagem.

Alem disso, a invengao proporciona composi¢cdes compreenden-
do as proteinas de ligacdo da invencéo, tais como anticorpos e fragmentos
de anticorpo, com um ou mais excipientes, veiculos, diluentes, tampdes ou
estabilizantes farmaceuticamente aceitaveis.

Tais composi¢des podem ser usadas em quaisquer aspectos da
invencao descritos aqui onde uma proteina de ligacao é usada, por exemplo,
podem ser usadas em qualquer um dos métodos, usos ou kits, conforme
descrito aqui.

Um outro aspecto da invencao proporciona o uso das proteinas
de ligagao (por exemplo, conjugados de proteina de ligagao) ou outras prote-
inas da invengao conforme definido aqui na farmaceuticamente aceitavel de
uma composi¢do ou medicamento para uso em terapia, formagao de ima-
gem ou diagnéstico.

Métodos de tratamento de um individuo compreendendo a ad-
ministracdo de uma quantidade eficaz de uma proteina de ligacao (por e-
xemplo, conjugado de proteina de ligagao) ou outra proteina da invengao
conforme definido aqui a um individuo ou a uma amostra (por exemplo, uma
amostra de sangue) removida de um individuo e a qual é subsequentemente
retornada ao individuo proporcionam ainda outros aspectos da invengao.

Os métodos in vivo, conforme descritos aqui, sdo geralmente
realizados em um mamifero. Qualquer mamifero pode ser tratado, por e-
xemplo, seres humanos e qualquer animal e criagao, doméstico ou de labo-
ratorio. Exemplos especificos incluem camundongos, ratos, porcos, gatos,
caes, ovelha, coelhos, vacas e macacos. De preferéncia, contudo, o mamife-
ro € um ser humano.

Os termos "terapia” ou "tratamento", conforme usado aqui, inclu-
em terapia profilatica, a qual pode resultar na prevengao da doenga. Os ter-
mos "terapia” e "tratamento” incluem combate ou cura da doenga, mas tam-
bém incluem o controle, reducgao ou alivio da doenca ou um ou mais dos sin-

tomas associados & mesma. Os anticorpos da invengao também podem ser
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usados em aplicagdes progndsticas, por exemplo, para doengas nas quais
os niveis de CD166 estao alterados. Assim, os anticorpos da presente in-
vengao podem ser usados para prognéstico de cancer. Por exemplo, é re-
portado que CD166 encontra-se livre na corrente sanguinea em canceres
mais agressivos. Assim, deteccdo de niveis elevados de CD166 no sangue
usando os anticorpos da presente invengao pode ser Gtil para prognéstico de
canceres agressivos, por exemplo, metastaticos.

Uma "quantidade eficaz", conforme usado aqui, pode se referir a
uma quantidade terapeuticamente eficaz ou uma quantidade profilaticamente
eficaz, dependendo da natureza do tratamento. Uma quantidade terapeuti-
camente eficaz pode ser considerada como sendo uma quantidade necessa-
ria (em dosagens e regimes de administragdo apropriados) para obter o re-
sultado terapéutico desejado. Uma quantidade profilaticamente eficaz pode
ser considerada como sendo uma quantidade necessaria (em dosagens e
regimes de administragdo apropriados) para obter o resultado profilatico de-
sejado. Conforme indicado abaixo, as quantidades sao provaveis de variar’
dependendo do peso, idade e sexo do paciente, a gravidade da doenca e a
capacidade da proteina de ligagdo de estimular uma resposta desejada no
individuo.

As composigdes da presente invengdo podem ser formuladas de
acordo com qualquer um dos métodos convencionais conhecidos na técnica
e amplamente descritos na literatura. Assim, o ingrediente ativo (isto &, a
proteina de ligacao) pode ser incorporada, opcionalmente junto com outras
substancias ativas (exemplos das quais sao descritos abaixo), com um ou
mais veiculos, diluentes e/ou excipientes farmaceuticamente aceitaveis con-
vencionais, etc., apropriados para o uso particular para uma composicao, a
fim de produzir preparados convencionais os quais sao adequados ou po-
dem ser tornados adequados para administragdo. Elas podem ser formula-
das como liquidos, como semissélidos ou como sélidos, por exemplo, solu-
¢cdes liquidas, dispersdes, suspensdes, comprimidos, pilulas, pds, saches,
pequenas capsuias, elixires, emulsdes, xaropes, pomadas, lipossomas, su-

positorios e similares. A forma preferida depende do modo pretendido de
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administracao e aplicagao terapéutica. De preferéncia, a composigdo com-
preendendo a proteina de ligagao da invengao € preparada em uma forma
de uma solugéo injetavel ou passivel de infusao.

O modo preferido de administracdo & parenteral, por exemplo,
intraperitoneal, intravenoso, subcutaneo, intramuscular, intracavidade ou
transdérmico, embora qualquer outro modo apropriado possa ser usado, por
exemplo, administracao oral. Injecao ou infusao intravenosa é especialmente
preferida. Qualquer local de administracao apropriado pode ser usado. Por
exemplo, elas podem ser administradas local e diretamente ao local onde
acao é requerida ou podem ser presas ou de outro modo associadas, por
exemplo, conjugadas, com entidades as quais facilitam a objetivagdo a um
local apropriado no corpo.

Qualquer veiculo, excipiente, diluente, tampao ou estabilizante
fisiologicamente compativel pode ser usado nas composi¢des da invengao.
Exemplos de veiculos, excipientes, diluentes, tampdes e estabilizantes ade-
quados incluem um ou mais de agua, solugao salina, solugao salina tampo-
nada com fosfato, dextrose, glicerol, etanol e similares, bem como combina-
cdes dos mesmos. Em alguns casos, agentes isotdnicos, por exemplo, agu-
cares, poli alcoois (por exemplo, manitol, sorbitol) ou cloreto de sdédio podem
ser incluidos. As composi¢des podem, adicionalmente, incluir agentes de
lubrificacao, agentes de umedecimento, agentes de emulsificagéo, agentes
de suspensdo, agentes conservantes, agentes adocgantes, agentes flavori-
zantes e similares. As composigdes da invengdo podem ser formuladas de
modo a proporcionar liberagao rapida, sustentada ou retardada do ingredien-
te ativo apos administragdo ao individuo empregando procedimentos bem-
conhecidos na técnica. Conforme descrito acima, de preferéncia, a composi-
cdo estd em uma forma adequada para injegcao e veiculos adequados po-
dem estar presentes em qualquer concentragao apropriada, mas concentra-
coes exemplificativas sao de 1% a 20% e, de preferéncia, de 5% a 10%.

Composigoes terapéuticas devem, tipicamente, ser estéreis e
estaveis sob condi¢des de fabricagao e armazenamento. Formas apropria-

das de obtencdo de tal esterilidade e estabilidade sdo bem-conhecidas e
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descritas na técnica.

Além de uma proteina de ligagdo da invengdo, a composicao
pode ainda compreender um ou mais de outros ingredientes ativos, tais co-
mo outros agentes os quais sdo Uteis para tratamento de canceres, em par-
ticular cancer de mama ou outros agentes os quais s&o Uteis para tratamen-
to de doeng¢as com as quais a CD166 esta associada ou nas quais atividade
de CD166 é prejudicial. Agentes ativos adicionais adequados para inclusdo
em uma composicao que tem de ser usada no tratamento de mamifero se-
rédo conhecidos por aqueles versados na técnica e podem ser selecionados
dependendo da natureza da doenca a qual tem de ser tratada pela composi-
¢cao. Agentes adicionais adequados incluem antibidticos os quais se ligam a
outros alvos, citocinas, antimetabdlitos, agentes de alquilagao, analogos de
purina e inibidores relacionados, analogos de pirimidina, analogos de acido
folico, vinca alcaloides, epipodofilotoxinas, antibiéticos, L-asparaginase, es-
trogénios, antiestrogénios, androgénios, antiandrogénios, adrenocorticoste-
roides, progestinas, supressor adrenocortical, analogos de horménio de libe-
racao de gonadotropina, interferons, inibidor de topoisomerase, ureia antra-
cenodiona-substituida, derivados de metil hidrazina, complexos de coorde-
nacgao de platina ou agentes quimicos e farmacos de controle de efeitos co-
laterais. Para tratamento de cancer de mama, agentes adicionais adequados
poderiam incluir Herceptina, Doxil (Doxorubicina), Avastina ou Taxotero.

Agentes adicionais adequados podem ser selecionados de a-
gentes de inducdo de apoptose, referidos aqui como "agentes pro-
apoptéticos". O agente pro-apoptético pode ser qualquer agente adequado o
qual pode induzir & apoptose e pode, por exemplo, ser um agente de alquila-
¢do, um agente de reticulagdo, um agente de intercalacdo, um analogo de
nucleotideo, um inibidor da formagéao de fuso e/ou um inibidor de topoisome-
rase | e/ou ll.

Aqueles versados na técnica estardo cientes de agentes de in-
ducéo de apoptose adequados mas, a guisa de exemplo, estaurosporina é
mencionada aqui.

Vantajosamente, as proteinas de ligacdo da presente invencao
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podem atuar em sinergia com outro agente terapéutico. Por "sinergia" en-
tenda-se que o efeito da proteina de ligagao e outro agente, quando adminis-
trados em combinagao, € maior do que o efeito aditivo da proteina de ligagao
e do outro agente quando cada um é administrado sozinho como um unico
agente. A sinergia pode ser em termos de inibicdo de crescimento celular,
indugdo de apoptose ou citotoxicidade ou qualquer combinacao de qualquer
um dos antes mencionados. De preferéncia, ela é em termos da inducgéo de
apoptose. Um efeito sinergistico entre uma proteina de ligagao da invengao
e estaurosporina foi demonstrado no exemplo 8.

Um efeito sinergistico pode resultar em um resultado terapéutico
aperfeicoado. Em algumas modalidades, pode ser permitido o uso de quan-
tidades menores da proteina de ligagao e/ou do outro agente, por exemplo,
uma quantidade a qual é sub-terapéutica se a proteina de ligagao ou outro
agente é usado sozinho.

Encarado alternativamente, as proteinas de ligagido podem, de
preferéncia, sensibilizar células cancerigenas a apoptose farmaco-induzida.

Um aspecto da presente invencgao €, portanto, uma terapia com-
binada na qual uma proteina de ligagdo da invencdo é usada em conjunto
com um agente de indugao de apoptose. A proteina de ligacédo e o agente de
indugcao de apoptose podem ser usados simultadnea, sequencial ou separa-
damente.

Assim, em um outro aspecto, é proporcionado um método de
tratamento de cancer compreendendo administragdo de uma proteina de
ligacdo da invengao e administragdo separada, simultanea ou sequencial de
um agente pré-apoptético a um individuo que precisa do mesmo.

Encarado alternativamente, € proporcionada uma proteina de
ligagdo, conforme definido aqui, para uso em combinagcdo com um agente
pré-apoptético em terapia, por exemplo, no tratamento de cancer.

Assim, & proporcionado o uso da proteina de ligagao da inven-
céo na fabricagdo de um medicamento para uso em combinagao com um
agente pré-apoptético no tratamento de uma doenga, por exemplo, cancer.

Assim, em uma modalidade, o medicamento pode ainda com-
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preender um agente pré-apoptético.

O medicamento pode estar na forma de uma unica composigao
compreendendo a proteina de ligagao da invengao e o agente pré-apoptético
ou pode estar na forma de um kit ou produto contendo os mesmos para ad-
ministragao separada.

Em outro aspecto, a invengao proporciona um produto contendo
uma proteina de ligagao da inveng¢do junto com um agente pré-apoptoético
como um preparado combinado para uso separado, simultaneo ou sequen-
cial em terapia, por exemplo, no tratamento de cancer.

Conforme notado acima, quando a proteina de ligagdo conforme
definido aqui € usada em conjunto com um agente pro-apoptético, entdo, os
dois agentes diferentes podem estar presentes na mesma composigéao far-
macéutica ou eles podem ser administrados separadamente. Administragao
separada pode incluir administracao substancialmente ao mesmo tempo,
mas através de vias de administragao diferentes ou através de administra-
cao em diferentes locais. Administragao separada pode também incluir ad-
ministracao em diferentes momentos, por exemplo, até 1, 2, 3,4, 5, 6 ou 12
horas de distancia.

Doses adequadas da proteina de ligagao da invencao e dos ou-
tros ingredientes ativos (se incluidos) variarao de paciente para paciente e
também dependerao da natureza da doeng¢a em particular. De preferéncia,
as referidas dosagens constituem uma quantidade terapeuticamente eficaz
ou uma quantidade profilaticamente eficaz, dependendo da natureza do tra-
tamento envolvido. Doses adequadas podem ser determinadas por aqueles
versados na técnica ou o médico de acordo com o peso, idade e sexo do
paciente e a gravidade da doenga. A capacidade da proteina de ligagcao de
estimular uma resposta desejada no individuo também sera um fator. Doses
diarias exemplificativas sao: 0,1 a 250 mg/kg, de preferéncia 0,1 a 200 ou
100 mg/kg, mais preferivelmente 1 a 50 ou 1 a 10 mg/kg do ingrediente ati-
vo. Essa pode ser administrada como uma Unica dose unitaria ou como mul-
tiplas doses unitarias administradas mais de uma vez ao dia. Deve ser nota-
do, contudo, que dosagens apropriadas podem variar, dependendo do paci-
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ente e, para qualquer individuo em particular, regimes de dosagem especifi-
cos deverdo ser ajustados com o tempo de acordo com as necessidades
individuais do paciente. Assim, as faixas de dosagem apresentadas aqui de-
vem ser consideradas como exemplificativas e nao se destinam a limitar o
escopo ou pratica da composigéo reivindicada.

Ainda outros aspectos sdo métodos de diagndstico ou formagao
de imagem de um individuo compreendendo a administragdo de uma quan-
tidade apropriada de uma proteina de ligagao (por exemplo, conjugado de
proteina de ligagédo) ou outra proteina da invencao, conforme definido aqui,
ao individuo e detecgao da presenga e/ou quantidade e/ou localizacao da
proteina de liga¢ao ou outra proteina da invengao no individuo.

Doengas apropriadas a serem tratadas, ter a imagem formada
ou diagnhosticada de acordo com o0s usos € métodos descritos acima incluem
qualquer doenca associada a moléculas reconhecidas pelas proteinas da
invencao (por exemplo, qualquer doenga na qual CD166 esta associada ou
exerce um papel), em particular cancer (por exemplo, canceres os quais ex-
pressam ou expressam anormalmente CD166), de preferéncia cancer de
mama ou quaisquer outras doengas nas quais CD166 estd associada ou
exerce um papel, por exemplo, doengas associadas a presenga ou superex-
pressao de CD166 ou onde inibicado de atividade de CD166 poderia ser van-
tajosa.

As proteinas de ligagdo da invengao se ligam seletivamente a
células cancerigenas, de preferéncia células de cancer de mama e néo sig-
nificativamente a células normais. Portanto, as proteinas de ligacdo podem
ser usadas no diagnéstico, formacdo de imagem ou terapia de cancer, em
particular cancer de mama. Conforme estabelecido acima, os inventores
mostraram que as proteinas de ligacdo da invencgao se ligam a CD166. As-
sim, a especificidade das proteinas de ligagado por antigenos tumorais torna
as mesmas Uteis no diagnéstico, formagéo de imagem ou terapia de cancer.

Em uma modalidade da invengao, cancer inclui, sem limitacéao,
um ou mais de cancer cervical, cancer uterino, cancer ovariano, cancer pan-

creatico, cancer de rim, cancer de vesicula biliar, cancer de figado, cancer
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de cabecga e pescogo, carcinoma de células escamosas, cancer gastrointes-
tinal, cancer de mama (tal como carcinoma, dutal, lobular € do mamilo), can-
cer de prostata, cancer testicular, ciAncer de pulmao, cancer de pulmac de
células nao-pequenas, linfoma nao-Hodgkin, mieloma muitiplo, leucemia (tal
como leucemia linfocitica aguda, leucemia linfocitica crénica, leucemia mie-
logénea crénica e leucemia mielogénea aguda), cancer de cérebro (tal como
astrocitoma, glioblastoma, meduloblastoma), neuroblastoma, sarcomas,
cancer de cblon, cancer do reto, cancer de estdmago, cancer anal, cancer
de bexiga, cancer pancreatico, cancer endometrial, plasmacitoma, linfomas,
retinoblastoma, tumor de Wilm, sarcoma de Ewing, melanoma e outros can-
ceres de pele. Canceres preferidos sao aqueles os quais mostram expres-
sao anormal de CD166, incluindo um ou mais de melanoma, cancer de pros-
tata, cancer de mama, carcinoma colorretal, cancer de bexiga, cancer ovari-
ano, cancer de pancreas, cancer de pulmao, cancer esofageal e carcinoma
de células escamosas esofageais. Canceres preferidos sdo um ou mais de
cancer de mama, cancer de prostata, cancer de pulmao, cancer ovariano,
cancer de célon, cancer de rim e cancer de cérebro (em particular glioblas-
toma). Canceres especialmente preferidos s&do um ou mais de céancer de
mama, cancer de préstata, cancer de pulmao e cancer de rim. Canceres es-
pecialmente preferidos sdo carcinoma de cancer de mama, cancer de mama
dutal, cancer de mama nodular e cancer de mama do mamilo, com carcino-
ma de mama sendo mais preferido.

Qualquer referéncia aqui a um "cancer" ou "tumor" devera ser
entendida como incluindo uma referéncia a qualquer um dos tipos de cancer
listados acima, em particular cancer de mama.

Em uma modalidade preferida, as proteinas de ligagao sao anti-
corpos ou fragmentos de anticorpo da invengéo, o scFv ou Fab ou forma de
IgG sendo especialmente preferidos.

Além disso, células cancerigenas podem ser avaliadas para de-
terminar sua suscetibilidade aos métodos de tratamento da invencéao, por
exemplo, através de obtengdo de uma amostra das células cancerigenas de

um individuo e determinagcao da capacidade das células cancerigenas na



10

15

20

25

30

54

amostra de se ligar as proteinas de ligagao da invengao, de preferéncia anti-
corpos 6u fraéh:aéntds de anticorpo.

Consequentemente, a presente invencgao inclui métodos diag-
nésticos, agentes e kits que podem ser usados em si ou antes de, durante
ou subsequentemente ao método terapéutico da invencédo de forma a deter-
minar se as células cancerigenas, de preferéncia células de cancer de ma-
ma, estdo ou n&o presentes as quais expressam o antigeno e podem se ligar
as proteinas de ligagdo da invengao, de preferéncia anticorpos e fragmentos
de anticorpo.

Em uma modalidade, a invengao proporciona um método de di-
agnostico de uma doenga, de preferéncia cancer, em um mamifero compre-
endendo a etapa de:

(1) contato de uma amostra de teste tomada do referido mami-
fero com qualquer uma ou mais das proteinas de ligagcdo da
invengao.

Em uma outra modalidade, a invengao proporciona um método
de diagndstico de uma doenga, de preferéncia cancer, em um mamifero
compreendendo as etapas de:

(1) contato de uma amostra de teste tomada do referido mami-
fero com uma ou mais das proteinas de ligacao da inven-
cao;

(2) medicao da presenca e/ou quantidade e/ou localizagao do
complexo de proteina de ligagdo-antigeno na amostra de
teste; e, opcionalmente

(3) comparacao da presencga e/ou quantidade de complexo de
proteina de ligacdo-antigeno na amostra de teste com um
controle.

Na modalidade acima, o antigeno & CD166.

Nos métodos acima, a referida etapa de contato é realizada sob

condicbes que permitem a formacdo de um complexo de proteina de liga-
cao-antigeno. Condigdes apropriadas podem ser prontamente determinadas

por aqueles versados na técnica.
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Nos métodos acima, qualquer amostra de teste apropriada pode
ser usada, por exemplo, células de bidpsia, tecidos ou drgaos suspeitos de
estarem afetados por cancer, se¢des histolégicas ou sangue.

Nos métodos acima, a presenca da quantidade de um complexo
de proteina de ligagdo-antigeno na amostra de teste seria indicativa da pre-
senga de células cancerigenas. Para que um diagnéstico positivo seja feito,
em geral, a quantidade de complexo de proteina de ligagdo-antigeno na a-
mostra de teste € maior do que, de preferéncia significativamente maior do
que a quantidade encontrada em uma amostra de controle apropriada. Mais
preferivelmente, os niveis significativamente maiores sdo estatisticamente
significativos, de preferéncia com um valor de probabilidade < 0,05. Métodos
apropriados de determinagao de significancia estatistica sdo bem-
conhecidos e documentados na técnica e qualquer um desses pode ser u-
sado.

Amostras de controle apropriadas poderiam ser prontamente es-
colhidas por aqueles versados na técnica, por exemplo, no caso de diagnés-
tico de uma doenca em particular, um controle apropriado seria uma amostra
de um individuo que nao tenha tido essa doenca.

Amostras de controle apropriadas poderiam ser prontamente es-
colhidas por aqueles versados na técnica, por exemplo, no caso de diagnés-
tico de uma doenga em particular, um controle apropriado seria uma amostra
de um individuo que nao tenha tido a doenca.

Para uso em aplicagdes diagnédsticas ou de formacao de ima-
gem, as proteinas de ligacdo da invencao, de preferéncia anticorpos ou
fragmentos de anticorpo, podem ser rotulados com um marcador detectavel,
tal como um radio-opaco ou radioisétopo, tal como °H, '“C, 3P, 3°s, 123 129,
1311. um emissor radioativo (por exemplo, emissores a, B ou y); um composto
fluorescente (fluoroforo) ou quimioluminescente (cromoforo), tal como isoci-
anato de fluoresceina, rodamina ou luciferina; uma enzima, tal como fosfata-
se alcalina, beta-galactosidase ou peroxidase de armoracia; um agente de
formacéao de imagem; ou um ion de metal, ou uma porgéo quimica, tal como

biotina, a qual pode ser detectada através de ligagdo a uma porgéo cognata
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especifica detectavel, por exemplo, rotulada com avidina/estreptavidina.
Conforme descrito acima, métodos de fixagdo de um rétulo a uma proteina
de ligagao, tal como um anticorpo ou fragmento de anticorpo, sao conheci-
dos na técnica. Tais marcadores detectaveis permitem que a presenca,
quantidade ou localizagao dos complexos de proteina de ligacao-antigeno
na amostra de teste sejam examinadas.

Outro aspecto da invencao é um método de diagnéstico de do-
enca, de preferéncia cancer, em um mamifero compreendendo as etapas
de:

(1) medicado da presenga e/ou quantidade de anticorpos da in-
vengdo em uma amostra de teste tomada do referido mami-
fero; e opcionalmente

(2) comparagao da presenca e/ou quantidade de anticorpos da
invengcao na amostra de teste com um controle.

Em uma modalidade, a quantidade de anticorpos da invencao é
medida através de medicao da quantidade de anticorpos da invengao na
amostra de teste, por exemplo, através de ELLISA, por exemplo, usando
CD166 como antigeno. Em outra modalidade, a quantidade de anticorpos da
invencao &€ medida medindo-se os niveis de expressao dos acidos nucleicos
que codificam os anticorpos da inven¢ao na amostra de teste, por exempio,
através de RT-PCR.

A invengao também inclui agentes diagndsticos ou de formagéao
de imagem compreendendo as proteinas de liga¢ao da invengéao (por exem-
plo, anticorpos ou fragmentos de anticorpo) presos a um rétulo que produz
um sinal detectavel, direta ou indiretamente. Rétulos apropriados s&o descri-
tos em alguma parte aqui.

A invengao ainda inclui kits compreendendo uma ou mais das
proteinas de ligagdo ou composi¢des da inven¢do ou uma ou mais das mo-
léculas de acido nucleico que codificam as proteinas de ligacao da invencéo
ou um ou mais vetores de expressao recombinantes compreendendo as se-
quéncias de acido nucleico da invengdo ou uma ou mais células hospedeiras

compreendendo os vetores de expressdo recombinantes ou sequéncias de
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acido nucleico da invengao. De preferéncia, os referidos kits sdo para uso
nos meétodos e usos conforme descrito aqui. A proteina de ligagdo em tais
kits pode, de preferéncia, ser um conjugado de proteina de ligagdo conforme
descrito em alguma parte aqui, por exemplo, pode ser conjugada a uma por-
cao detectavel. De preferéncia, os referidos kits compreendem instrugées
para uso dos componentes do kit, por exemplo, em diagnéstico. De prefe-
réncia, os referidos kits sao para diagnéstico de cancer e compreendem,
opcionalmente, instru¢des para uso dos componentes do kit para diagnéstico
de cancer.

A invengao ainda inclui um kit para diagnostico de cancer com-
preendendo uma ou mais das proteinas de ligagao da invengéao e, opcional-
mente, instru¢cdes para uso das mesmas para diagnosticar o cancer. A in-
vencao também inclui um kit para diagnéstico de cancer compreendendo
uma proteina de ligacao, de preferéncia um anticorpo ou fragmento de anti-
corpo conforme descrito aqui, mais preferivelmente um anticorpo ou frag-
mento de anticorpo que se liga a CD166 e opcionalmente instru¢gdes para o
uso dos mesmos para diagnosticar cancer.

As proteinas de ligacado, conforme definido aqui, também podem
ser usadas como ferramentas moleculares para aplica¢gdes e ensaios in vitro
ou in vivo. Uma vez que as proteinas de ligagao tém um sitio de ligagao a
antigeno, essas podem funcionar como membros de pares de ligagao espe-
cificos e essas moléculas podem ser usadas em qualquer ensaio onde o
membro do par de ligagao em particular € requerido. Por exemplo, nas mo-
dalidades quando as proteinas de ligagao sdo anticorpos ou fragmentos de
anticorpo os quais podem se ligar a antigenos em particular, tal como
CD166, essas moléculas podem ser usadas em qualquer ensaio que requer
um anticorpo com uma especificidade por esse antigeno em particular, por
exemplo, podem ser usadas em qualquer ensaio onde deteccado de CD166 €
requerida ou desejada.

Assim, outros aspectos da invengao proporcionam um reagente
o qual compreende uma proteina de ligagao conforme definido aqui e o uso

de tais proteinas de ligagao como ferramentas moleculares, por exemplo, em
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ensaios in vitro ou in vivo, por exemplo, em ensaios in vitro ou in vivo para
detectar a CD166. Assim, um outro aspecto da invengao proporciona um
método de ligacdo 4 CD166 compreendendo contato de uma composigio
contendo CD166 (ou uma molécula compreendendo CD166 ou um fragmen-
to da mesma) com as proteinas de ligagado da invengdo ou um conjugado
das mesmas. A invencao ainda proporciona um método de deteccdo de
CD166 (ou uma molécula compreendendo CD166 ou um fragmento da
mesma) compreendendo contato de uma composigao suspeita de conter tal
molécula de CD166 com as proteinas de ligagdo da invengao ou um conju-
gado das mesmas, sob condicbes eficazes para permitir a formagdo de
complexos de CD166/proteina de ligacdao e deteccdao dos complexos assim
formados.

CD166 foi relacionada a migracao e desenvolvimento celular e a
progressao de cancer e expressao anormal de CD166 foi implicada em va-
rios tumores humanos, incluindo melanoma, cancer de prostata, cancer de
mama, carcinoma colorretal, cancer de bexiga, cancer ovariano, cancer de
pancreas, cancer de pulmao, cancer de cérebro e carcinoma de células es-
camosas esofageais.

A despeito do mecanismo, as proteinas de ligacao da invengao
poderiam ser usadas para modular a sinalizagcao de CD166 envolvida em
migracao celular, desenvolvimento de cancer ou progressao de cancer.

Consequentemente, a invenc¢ao inclui o uso das proteinas de li-
gacao da invencdo para modular a atividade de CD166. Por exemplo, as
proteinas de ligagdo da invengdao podem ser usadas para interferir com ou
inibir a atividade de CD166. As proteinas de ligagdao da invengao também
podem ser usadas para intensificar a atividade de CD166.

Como um exemplo, as proteinas de ligagao podem ser usadas
para induzir & apoptose de células, conforme exemplificado no Exemplo 8. A
indugao de apoptose pode ser ensaiada usando Anexina V, conforme descri-
to no exemplo 8.

A proteina de ligagéo da invengao pode também ser usada para

produzir outras proteinas de ligacdo as quais sao especificas para células
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tumorais, por exemplo, células de cancer de mama ou para CD166. Tais u-
sos envolvem, por exemplo, a adi¢do, delegao, substituicdo ou insercido de
um ou mais aminoacidos em uma sequéncia de aminoacido da proteina de
ligagao precursora para formar uma nova proteina de ligagao, em que a refe-
rida proteina de ligagédo precursora € uma das proteinas de ligagao da in-
vencgéo conforme definido em alguma parte aqui e testagem da nova protei-
na de ligacao resultante para identificar proteinas de liga¢do especificas pa-
ra células tumorais ou CD166. Tais métodos podem ser usados para formar
multiplas novas proteinas de ligagéo as quais podem ser todas testadas com
relacéo a sua capacidade de se ligar a células tumorais ou se ligar 48 CD166.
De preferéncia, a referida adigao, delecao, substituicdo ou insergdo de um
ou mais aminoacidos ocorre em um ou mais dos dominios de CDR.

Tal modificagdo ou mutacdo em uma proteina de ligagao precur-
sora pode ser realizada de qualquer maneira apropriada usando métodos
bem-conhecidos e documentados na técnica, por exemplo, realizando méto-
dos de mutagénese aleatodria ou dirigida. Se mutagénese dirigida tem de ser
usada, entdo, uma estratégia para identificar residuos apropriados para mu-
tagénese utiliza a decomposicao da estrutura de cristal de um complexo de
proteina de ligagao-antigeno, por exemplo, o complexc de Ab-Ag, para iden-
tificar os residuos-chave envolvidos na ligagao ao antigeno (Davies D.R.,
Cohen G.H. 1996. Interactions of protein antigens with antibodies. Proc Natl.
Acad. Sci. U.S A. 93, 7-12). Subsequentemente, esses residuos podem so-
frer mutacgao para intensificar a interagcao. Alternativamente, um ou mais re-
siduos de aminoacido podem simplesmente ser objetivados para mutagéne-
se dirigida e o efeito sobre a ligagao a células tumorais ou CD166 ensaiado.

Mutagénese aleatéria pode ser realizada de qualquer forma a-
propriada, por exemplo, através de PCR propensa a erro, embaralhamento
de cadeia ou cepas mutantes de E. coli.

Assim, um ou mais dos dominios V4 da invengao podem ser
combinados com um unico dominio V. ou um repertério de dominios V. de
qualquer fonte apropriada e as novas proteinas de ligag&ao resuitantes testa-

das para identificar proteinas de ligagao especificas para células tumorais ou
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CD166. Inversamente, um ou mais dos dominios V. da invengao podem ser
combinados com um Unico dominio V4 ou um repertério de dominios Vy de
qualquer fonte apropriada e as novas proteinas de ligagao resultantes testa-
das para identificar proteinas de ligacao especificas para células tumorais ou
CD166.

Similarmente, uma ou mais ou, de preferéncia, todas as trés
CDRs dos dominios Vy e/ou Vi da invencao podem ser enxertadas em um
unico dominio Vy e/ou V| ou um repertério de dominios Vy e/ou V conforme
apropriado e as novas proteinas de ligagao resultantes testadas para identi-
ficar proteinas de ligacédo especificas para células tumorais ou CD166.

Foi mostrado que mutagdes objetivadas das CDRs, especial-
mente CDR3 das cadeias pesada e/ou leve, sdo uma técnica eficaz para
aumentar a afinidade do anticorpo e sao preferidas. De preferéncia, blocos
de 3 a 4 aminoacidos da CDRs ou regides especificas denominadas "hot-
spots" sao objetivados para mutagénese.

"Hot spots" sdo as sequéncias em que hipermutagdo somatica
ocorre in vivo (Neuberger M.S e Milstein C. 1995. Somatic hypermutation.
Curr. Opin. Immunol. 7, 248-254). As sequéncias "hot-spot" podem ser defi-
nidas como sequéncias de nucleotideo de consenso em determinados co6-
dons. A sequéncia de consenso € o tetranucleotideo RGYW, no qual R pode
ser Aou G, Y pode ser Cou T e W pode ser A ou T (Neuberger M.S e Mils-
tein C. 1995. Somatic hypermutation. Curr. Opin. Immunol. 7, 248-254). Além
disso, os residuos de serina codificados pelos nucleotideos AGY estao pre-
dominantemente presentes nas regides CDRs do dominio variavel com rela-
c¢ao aqueles codificados por TCN, correspondendo a sequéncias "hot-spot"
potenciais (Wagner S.D., Milstein C. e Neuberger M.S. 1995. Codon bias
targets mutation. Nature, 376, 732).

Assim, a sequéncia de nucleotideo das CDRs das cadeias pe-
sada e leve de cada anticorpo da invencédo podem ser exploradas com rela-
céo a presencga das sequéncias "hot-spot" e cédons AG. Os "hot-spots” iden-
tificados das regides CDR das cadeias leve e pesada podem, entao, ser op-

cionalmente comparadas com as sequéncias germinativas das cadeias pe-
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sada e leve usando o banco de dados International ImMMunoGen Tics (IMGT,
http://imgt.cines.fr/textes/vquest/) (Davies D.R., Padlan E.A. e Sheriff S.
1990. Antibody-antigen complexes. Annu. Rev. Biochem. 59, 439-473). Uma
sequéncia, idéntica a linhagem germinativa, sugere que mutagdo somatica
ocorreu; portanto, mutagdes aleatérias podem ser introduzidas imitando os
eventos somaticos que ocorrem in vivo ou, alternativamente, mutagénese
sitio-dirigida pode ser realizada, por exemplo, nos "hot spots” e/ou cédons
AGY. Em contraste, uma sequéncia diferente mostra que algumas mutacoes
somaticas ja ocorreram. Restara ser determinado se a mutagao somatica in
vivo foi 6tima.

"Hot-spots" preferidos para mutacao sao aqueles que codificam
aminoacidos expostos e, de preferéncia, aqueles que codificam aminoacidos
os quais formam parte dos sitios de ligacdao a antigeno. Outros "hot-spots”
preferidos para mutacao s&o aqueles que codificam aminoacidos ndo con-
servados. Os "hot-spots" que codificam aminoacidos incrustados ou conser-
vados dentro das CDRs, de preferéncia, ndo sofrem mutacao. Esses resi-
duos sao usualmente criticos para a estrutura global e sdo improvaveis de
interagir com o antigeno, uma vez que eles estao incrustados.

Métodos para realizagao da manipulagao acima descrita de ami-
noacidos e dominios de proteina sdo bem-conhecidos por aqueles versados
na técnica. Por exemplo, as referidas manipulagbes poderiam, conveniente-
mente, ser realizadas através de engenharia genética a nivel de acido nucle-
ico, em que as moléculas de acido nucleico codificam proteinas de ligacao e
dominios apropriados das mesmas sdo modificados de modo que a sequén-
cia de aminoacido da proteina expressa resultante seja, por sua vez, modifi-
cada de forma apropriada.

Testagem da capacidade de uma ou mais das novas proteinas
de ligacao de se ligar especificamente a células tumorais ou CD166 pode ser
realizada através de qualquer método apropriado o qual € bem-conhecido e
descrito na técnica. Células tumorais, por exemplo, linhagens de célula de
carcinoma de mama, estdao amplamente disponiveis (veja os exemplos) e

essas ou CD166, a qual esta comercialmente disponivel, por exemplo, da
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R&D Systems, podem ser prontamente usadas para ensaiar a ligagao, por
exemplo, através de métodos convencionais, tais como ELISA, cromatogra-
fia por afinidade, etc.

As novas proteinas de ligagao produzidas através desses méto-
dos terao, de preferéncia, uma afinidade maior ou intensificada (ou pelo me-
nos uma afinidade equivalente) por células tumorais ou CD166 do que a pro-
teina de ligacao precursora e podem ser tratadas e usadas da mesma forma
que as proteinas de ligacédo da invengao, conforme descrito em alguma parte
aqui (por exemplo, para terapia, diagnéstico, em composigdes, etc.).

Novas proteinas de ligagcao produzidas, obtidas ou obteniveis a-
través desses métodos formam um outro aspecto da invengao.

Outras caracteristicas e vantagens da presente invengao se tor-
narao evidentes a partir da descricao detalhada acima. Devera ser entendi-
do, contudo, que a descricao detalhada acima e os exemplos especificos a
seguir, embora indicando modalidades preferidas da invengao, sao forneci-
das a guisa de ilustracdo apenas, uma vez que varias alteragdes e modifica-
¢coes dentro do espirito e escopo da invengado se tornardo evidentes para
aqueles versados na técnica a partir da descri¢ao detalhada.

A invengao sera agora descrita em maiores detalhes nos exem-
plos nao-limitativos a seguir com relagao as tabelas e figuras, nas quais:

A tabela 1 lista algumas das sequéncias descritas aqui.

A tabela 2 mostra as regides de estrutura do clone EJ212/007-
CI2-5 (scFv) (de acordo com Kabat).

A tabela 3 mostra o método de classificagao por IHC usado para
amostras de tecido humano.

A tabela 4 mostra dados de IHC para o clone EJ212/007-CI2-5
(scFv).

A tabela 5 mostra dados de IHC para o clone de IgG EJ212/007-
CI2-5 sobre alguns tecidos humanos normais e tecidos de tumores corres-
pondentes.

A tabela 6 mostra a lista do exemplo 10 de peptideos usados pa-

ra caracterizagao de perfil de massa que foram equivalentes a proteina
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CD166.

A figura 1 mostra a sequéncia de aminoacido e nucleotideo, inter
alia, as cadeias pesada e leve do clone scFv EJ212/007-Ci2-5. ScFv foram
clonados via o sitio Ncol/Notl no pHOG21 (3,7 Kb). Os sitios de restricao
usados para a clonagem inicial (Ncol, Hindlll, Mlul e Notl) estao em italico e
sublinhados. A sequéncia ligante entre o V e V_ esta em italico. Os epitopos
de c-myc e 6 His estao sublinhado e duplamente sublinhado, respectivamen-
te.

A figura 2 mostra os resultados de citometria de fluxo do exem-
plo 2. A figura 2A mostra a ligagdo de EJ212/007-CI2-5 a células MDA-MB
231, a figura 2B mostra que nao ha ligagdao ou ha ligagao insignificante a
PBLs e a figura 2C mostra que nao ha ou ha ligacao insignificante a granulé-
citos. A figura 2D mostra ligagcao de EJ212/007-Cl2-5 a células SW900.

A figura 3 mostra os resultados de afinidade do exemplo 3, mos-
trando a curva de saturagéao de EJ212/007-CI2-5 na figura 3A e plotagem de
Lineweaver-Burk de EJ212/007-CI2-5 na figura 3B. A figura 3C mostra os
resultados de analise por Biacore da afinidade de ligacdo de fragmentos Fab
de EJ212/007-CI2-5. As curvas de ligagdo sao mostradas na figura 3C e o
valor de Kd foi medido como 2,9 x 10 M para o Fab EJ212/007-CI2-5.

A figura 4 mostra os resultados de citotoxicidade celular anticor-
po-dependente (ADCC) pela IgG EJ212/007-Ci2-5 do exemplo 5. A figura
mostra que EJ212/007-CI2-5 é capaz de induzir a ADCC de células PM-1,
enquanto que o anticorpo de controle negativo ndo mostra um efeito citotoxi-
co. As barras de erro representam os desvios padrao calculados a partir de
quadruplicatas usadas para cada amostra. Amostras de Triton X-100 mos-
tram os niveis maximos de citotoxicidade.

A figura 5A mostra o vetor de expressdo de scFv, pHOG21. A-
pR, gene de resisténcia a ampicilina; ColE1, origem de replicagédo de DNA;
fliG, regido intergénica do fago f1; c-myc, epitopo reconhecido pelo anticorpo
monoclonal 9E10; His6, seis residuos de histidina; pelB, peptideo sinalizador
de liase de pectato bacteriana; P/O, operador do promotor lac do tipo silves-

tre. A figura 5B mostra as sequéncias de aminoacido e nucleotideo da regiao
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de codificagdo C-terminal.

A figura 6 mostra a intensidade média de fluorescéncia de célu-
las CFSE-rotuladas do exemplo 6 apés 7 dias de incubagao na presenca de
IgG EJ212/007-Cl2-5 comparado com células CFSE-rotuladas incubadas
sem IgG. Quanto maior a intensidade de fluorescéncia, menos divisdo celu-
lar & observada, assim, uma maior intensidade de fluorescéncia € indicativa
de inibigdo do ciclo celular pelo anticorpo.

A figura 7A mostra a internalizagdo, no exemplo 7, de scFv
EJ212/007-Cl2-5 em células PM-1 ap6s 30 minutos de incubagao a 37 °C. A
figura 7B mostra o controle positivo para internalizagao.

A figura 8A mostra a viabilidade celular reduzida apés incubacgao
de células BT474 com IgG EJ212/007-CI2-5 na presenca de Estaurosporina.
A figura 8B mostra a coloragao positiva para Anexina V de células BT474 do
exemplo 8 apds incubagao com IgG EJ212/007-Cl2-5 na presencga de Estau-
rosporina.

A figura 9 mostra os resultados de tratamento da IgG
EJ212/007-CI2-5 de camundongos trazendo MDA-MB 231 do exemplo 9. Os .
resultados sdo visualizados como o numero de camundongos com tumores
pesando menos de 4 gramas apos injegao do anticorpo. A figura mostra que
a 1gG EJ212/007-CI2-5 reduziu o crescimento do tumor comparado com os
tumores do grupo de controle que receberam PBS.

A figura 10 mostra a analise por Western blot do exemplo 10
com IgG EJ212/007-Ci2-5 sobre a fragao de membrana e citosélica (antes e
ap6s concentragao) de células PM-1 e DU-145. Uma banda clara para o an-
tigeno EJ212/007-Cl2-5 potencial &€ observada na fragao de membrana puri-
ficada apds concentragéo, conforme indicado pela seta.

A figura 11 mostra a analise por Western blot do exemplo 10 da
proteina capturada com IgG EJ212/007-ClI2-5 de células PM-1. A banda in-
dicada para o antigeno EJ212/007-Ci2-5 foi excisada e usada para analise
por espectrometria de massa dos peptideos digeridos.

A figura 12 mostra a lista do exemplo 10 de peptideos usados

para caracterizagao de perfil de massa e sua posigao mapeada com relagao
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a sequéncia sobre a proteina CD166.

A figura 13 mostra a analise por Western blot do exemplo 10 da
proteina covalentemente ligada com scFv EJ212/007-CI2-5 de células PM-1.

A figura 14 mostra a analise por Western blot do exemplo 10 da
proteina covalentemente ligada com scFv EJ212/007-CI2-5 de células PM-1.
A banda indicada para EJ212/007-CI2-5 foi excisada e usada para analise
por espectrometria de massa dos peptideos digeridos.

A figura 15 mostra a ligagao, em ELISA, de IgG EJ212/007-CI2-5
ao dominio extracelular completo da CD166 (CD166-Fc), dominio extracelu-
lar de 1 a 5 (CD166 d1-5/Fc) e dominio extracelular de 1 a 3 (CD166 d1-
3/Fc) do exemplo 11. Os dominios extracelulares de CD166 foram expressos
como quimeras de Fc recombinantes.

Os exemplos nao limitativos a seguir sao ilustrativos da presente
invencao.

EXEMPLOS

Exemplo 1: Novo anticorpo.

Dada a necessidade por anticorpos tumor-especificos, um anti-
corpo humano foi identificado, o qual é reativo contra células tumorais PM-1
de carcinoma de mama (fornecidas pelo DNR, Department of Tumorbiology)
e negativo contra PBL (linfocitos de sangue periférico) e granulécitos. O anti-
corpo pode se ligar especificamente a CD166. A forma de cadeia tnica do
anticorpo foi clonada no plasmideo pHOG21 (nos sitios de restricao Ncol e
Not I) os quais contém epitopos de tag c-myc e 6xHis. Células de E. coli XL-
1 blue foram transformadas, selecionadas sobre ldminas com ampicilina e o
scFv foi expresso quando de indugdo com IPTG. ScFv purificado foi testado
através de ELISA de células com relagao a atividade biolégica seletiva com
PM-1 versus PBL e granulécitos. A atividade biolégica seletiva foi ainda con-
firmada através de citometria de fluxo sobre os mesmos tipos de célula mais
outras linhagens de célula de carcinoma de mama.

Sequenciamento

As sequéncias de nucleotideo das cadeias pesada e leve do an-

ticorpo que produzem clone foram sequenciadas. O anticorpo € designado
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como EJ212/007-Ci2-5 (scFv). A sequéncia de nucleotideo e sequéncia de
aminoacido das cadeias pesada e leve de EJ212/007-CI2-5 (scFv) sdo mos-
tradas na figura 1. As regides de CDR das cadeias leve e pesada de
EJ212/007-CI2-5 sdo mostradas na Tabela 1.
A forma de IgG desse anticorpo também foi feita. A forma de IgG

é do isotipo IgG1 e compreende duas cadeias pesadas e duas cadeias le-
ves. Cada cadeia pesada compreende um dominio Vi de SEQ ID NO: 9 e
uma regidao constante de IgG1. Cada cadeia leve compreende um dominio
Vi de SEQ ID NO: 10 e uma regido constante leve kappa. Os componentes
da forma de IgG do anticorpo foram clonados em vetores baseado em um
vetor publicado por Lars Norderhaug et al., JIM 204 (1997) 77-87 e usando o
método descrito nessa referéncia. O vetor contém um promotor de CMV pa-
drao. Uma sequéncia lider de 1gG (mgwsciilflvatatgvhs) foi introduzida em
cada vetor. Os dominios V4 e V| foram clonados em vetores distintos con-
tendo copias gendmicas (introns + éxons) dos genes de IgG1 e Kappa hu-
manos, respectivamente, nos sitios Bsml e BSiWI, os quais tinham sido in-
troduzidos através de PCR. O vetor para IgG1 contém um gene de resistén-
cia a neomicina, enquanto que o vetor para Kappa contém um gene de resis-
téncia a higromicina.

Outros anticorpos scFv os quais podem se ligar especificamente a
CD166 também foram gerados.
Exemplo 2: especificidade de EJ212/007-Cl2-5 através de citometria de

fluxo (FACS e Guava Easy Cyte).

Para determinar a especificidade tumoral do anticorpo, ligacdo de
EJ212/007-CI2-5 foi testada através de citometria de fluxo (FACS, B&D e
Guava EasyCyte, Guava Technologies) sobre PBLs e granulécitos e sobre a
linhagem de célula de carcinoma de mama MDA-MB231 (ATCC: HTB-26).
Resumidamente, 1,2 x 10° células/100 pl foram incubadas com 10 pg/mi de
scFv EJ212/007-Cl2-5 purificado ou PBS. O scFv ligado foi detectado com

um anticorpo monoclonal de camundongo anti-tag c-myc (Invitrogen), segui-

do por uma IgG anticamundongo FITC-rotulada (DAKO).
Os resultados de citometria de fluxo mostraram forte ligacéo de
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EJ212/007-Ci2-5 a MDA-MB 231 (figura 2A), mas nenhuma ou ligagéao insig-
nificante a PBL ou granulécitos (figuras 2B e C, respectivamente).

A ligacao a linhagem de célula de carcinoma de pulmao SW900
(ATCC: HTB-59) também foi testada e a figura 2D mostra ligagcao de
EJ212/007-CI2-5 a células SW900.
Exemplo 3: afinidade de ligacdo de EJ212/007-CI2-5.

Citometria de fluxo foi usada para avaliar a afinidade de ligagao

do anticorpo EJ212/007-CI2-5 a células tumorais. Concentracbes aumenta-
das do scFv foram testadas contra um ndmero fixo de células SW900
(ATCC: HTB-59), uma linhagem de célula de cancer de pulmao humana,
para estabelecer uma curva de saturagao. O scFv ligado foi detectado con-
forme descrito acima. A afinidade de ligagao, expressa como a K, foi calcu-
lada através do método de Lineweaver-Burk plotando o inverso da fluores-
céncia média como uma fungao do inverso da concentragdao molar de anti-
corpo. A K, foi determinada através da seguinte equacgéo: K., = Fuyax * a, em
que ‘@’ corresponde ao declinio da curva e Fyax = 1/b foi calculado a partir da
plotagem (y = ax + b).

As curvas de ligagdo e plotagens de Lineweaver-Burk sdo mos-
tradas nas figuras 3A e B e o valor de K, foi calculado como 2,1 x 108 M
para o anticorpo EJ212/007-CI2-5.

A afinidade de ligacdo de fragmentos Fab de EJ212/007-CI2-5
ao antigeno CD166 foi medida através de analise Biacore. ALCAM/Fc re-
combinante (250 RU) foi imobilizada, através de acoplamento com amina, a
uma lasca CM5. Uma faixa de concentragdes do anticorpo Fab, de 3,9 a 125
nM (nanomolar), foi passada sobre a lasca. As curvas de ligacdo sdo mos-
tradas na figura 3C. A afinidade de ligacéo, expressa como a Ky, foi calcula-
da usando o modelo de ligagdo a ligante heterogéneo no software Biacore
T100 Evaluation. O valor de Ky obtido para o Fab EJ212/007-CI2-5 foi de 2,9
x 10° M.

Exemplo 4: seletividade e especificidade de EJ212/007-Ci2-5 sobre se-
coOes teciduais humanas.

A seletividade do anticorpo scFv EJ212/007-Cl2-5 foi determina-
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da por sua ligagao a tecidos tumorais humanos usando coloragdo imuno-
histoquimica. O anticorpo foi primeiro testado contra péletes congelados da
linhagem de células SW900 para definir as condi¢gdes 6timas para coloragao.
O anticorpo foi, entao, testado sobre um arranjo de alta densidade de tecidos
de tumor humano, incluindo mama, préstata e rim de 11 a 14 doadores dife-
rentes. A intensidade de coloragcdo da membrana foi estimada através de
inspecao visual em uma escala de quatro etapas (0, 1, 2, 3). Alem disso, a
fragao de células tumorais com coloracéao positiva foi estimada. Um escore
de IHC final foi construido a partir desses dois parametros, de acordo com a
tabela 3.

Os resultados sdo resumidos na tabela 4. Positividade para
EJ212/007-CI2-5 foi encontrada em 20 (51%) tumores.

A ligagdo mais forte foi observada com, mas nao limitado a,
mama, rim e prostata, com um escore mais alto em 2+ e um percentual glo-
bal de células positivas maior do que 50%. Em todos os casos, coloragéo do
citoplasma com escore 1+ foi observada.

A especificidade do anticorpo scFv EJ212/007-CI2-5 foi determi-
nada comparando a ligagdo a um microarranjo de tecido com 13 tecidos de
tumor de mama humano e com um microarranjo de tecidos com 4 tecidos
normais de mama usando coloragdo imuno-histoquimica. A coloragao foi
realizada conforme descrito acima para testagem de seletividade.

O anticorpo scFv EJ212/007-Ci2-5 mostrou coloragdo membra-
na-especifica evidente de 6/13 tecidos tumorais, enquanto que nenhuma
coloragcdo membrana-especifica de tecido de mama normal foi observada.

A especificidade da IgG EJ212/007-Cl2-5 foi testada sobre gran-
des se¢des teciduais de 4 tecidos de cérebro e 4 de ovario humano normais,
bem como 6 tecidos de tumor de cérebro humano (glioblastoma) e 6 de tu-
mor de évario humano. Coloragao foi realizada conforme descrito acima para
testagem de seletividade. Em contraste a forma de scFv, a forma de 1gG do
anticorpo mostrou coloragdo membrana-especifica evidente do tecido de
tumor de mama e tecido de mama humana normal.

Os resultados para IgG EJ212/007-CI2-5 sdo sumarizados na
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tabela 5. O anticorpo IgG EJ212/007-CI2-5 mostrou coloragdo membrana-
especifica evidente de 1/3 dos tecidos de tumor cerebral e 6/6 tecidos de
tumor de ovario, enquanto que nenhuma coloragdo membrana-especifica de
tecido normal de cérebro e ovario foi observada.

O anticorpo IgG também foi testado com relagdo a reatividade
cruzada com tecido de camundongo. Ele mostrou ligacdo com reatividade
cruzada com tecido normal de pulmao, préostata, estdbmago de camundongo,
enquanto que cérebro, célon, coragao, testiculo, figado e ovario normais de
camundongo nao mostraram coloragao membrana-especifica.

Exemplo 5: citotoxicidade celular anticorpo-dependente (ADCC).

Para investigar a capacidade do EJ212/007-CI2-5 de induzir a

ADCC, o anticorpo foi clonado no formato de IgG e incubado com células

tumorais humanas na presenca de linfécitos de sangue periférico (PBL) hu-

manos recentemente isolados. As células tumorais humanas foram selecio-
nadas de células de tumor de mama (PM-1, MDA-MB 231 e BT474), células
de tumor de pulmao (SW900 e A-549) ou células de tumor de préstata (DU-
145). A finalidade desse teste & determinar a utilidade do anticorpo candida-
to para aplicagao terapéutica usando o anticorpo como IgG nua.

Em suma, células PM-1, MDA-MB 231, BT474, SW900, A-549
ou DU-145 foram coletadas com tripsina/EDTA. Apés lavagem das células
uma vez com RPMI/FCS a 10% e uma vez com RPMI sem soro, as células
tumorais foram rotuladas com calceina (calceina-acetometil éster, Invitro-
gen). 1,5 x 10* células tumorais rotuladas foram misturadas com 3 x 10° P-
BLs recentemente isolados € 1 ng/ml de anticorpo IgG. No ensaio, uma pro-
por¢ao de célula efetuadora (PBL) para célula-alvo (PM-1, MDA-MB 231,
BT474, SW900, A-549 ou DU-145) de 20:1 foi usada e todas as amostras
foram testadas em quadruplicatas. Triton X-100 foi adicionado até 0,8% nas
amostras com liberagdo maxima. Todas as amostras foram incubadas du-
rante 4 horas a 37°C em uma incubadora umidificada com 5% de CO,. 100
ul de sobrenadante foram, entdo, analisados em um leitor de fluorescéncia
para lamina (comprimento de onda de excitagdo de 485 nm e comprimento
de onda de emissdo de 535 nm).
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A figura 4 mostra que a adi¢cao do anticorpo IgG EJ212/007-Cl2-
5 a mistura de células tumorais/PBL resultou em morte de aproximadamente
20% das células tumorais (células de tumor de mama PM-1). A adigcéo de
um anticorpo IgG de controle negativo ndo mostrou morte, demonstrando a
especificidade de morte induzida pela IgG EJ212/007-Cl2-5. Os numeros
foram calculados subtraindo da fluorescéncia de base (incubacao de células
efetuadoras e alvo sem a adi¢do de anticorpo IgG) e corrigidos para a redu-
¢ao de fluorescéncia (aprox. 20%) nas amostras com liberagao maxima que
€ observada em virtude da adi¢ao de Triton X-100. Experimentos de ADCC
com outras linhagens de célula tumoral mostraram morte de aproximada-
mente 10% das células de tumor de pulméo (SW900 e A-549), aproximada-
mente 5 e 30% das células de tumor de mama (MDA-MB 231 e BT474, res-
pectivamente) e aproximadamente 3% das células de tumor de préstata
(DU-145). A eficiéncia de morte variou com cada doador de PBL.

Exemplo 6: inibicdo de crescimento.

A 1gG EJ212/007-CI2-5 foi testada com relagao ao potencial ini-
bitério sobre a linhagem de células de carcinoma de mama MDA-MB 453
(ATCC: HTB-131) CFSE-rotulada. CFSE tem uma fluorescéncia brilhante e &
dividido igualmente entre células-filha com cada divisao. Isso permite colora-
cao diferencial de populacdes de célula. Populagdes nas quais divisao
celular foi inibida exibirao maior fluorescéncia do que populagdes as quais
foram deixadas dividir liviemente. Em outras palavras, a inibicdo de divisao
celular causa uma redugido menos acentuada na fluorescéncia.

2 x 10° células foram rotuladas com CFSE a 0,625 uM durante
15 minutos a 37°C. Apés lavagem, as células foram divididas em seis fras-
cos de cultura de célula T75 e incubadas a 37°C e 5% de CO, na presenca
de 10 pg/ml de IgG EJ212/007-CI2-5. Incubagdo sem qualquer anticorpo foi
usada como um controle. O meio de cultura de célula foi trocado dia sim, dia
nao com meio fresco e anticorpo. Apds 7 dias de cultura, as células foram
coletadas com tripsina-EDTA, lavadas e transferidas para uma lamina com
96 cavidades. Ap6s adigao de iodeto de propidio, a fluorescéncia das células

foi medida usando o Gauva EasyCyte.
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A figura 6 mostra a intensidade média de fluorescéncia apds 7
dias de cultura. Células que foram incubadas na auséncia de anticorpo
(células CFSE 453) mostram uma intensidade de fluorescéncia menor do
que as células incubadas com o anticorpo IgG EJ212/007-CI2-5. Isso mostra
que as células se dividem menos na presenga do anticorpo EJ212/007-Cl2-5
e que o anticorpo tem um efeito inibitério de crescimento.

Exemplo 7: internalizacao.

O anticorpo scFv EJ212/007-Ci2-5 foi testado com relag&o a in-
ternalizacéo sobre células PM-1 com o uso de um anticorpo secundario Cy-
pHerS5E-rotulado. CypHerS5E® €& um derivado de corante de cianina verme-
Iho-excitavel, sensivel ao pH o qual € minimamente fluorescente em um pH
basico e maximamente fluorescente em um pH acido. Portanto, ele € ideal-
mente adequado para reportar o movimento de um receptor da superficie
celular para endossomas acidos quando de estimulacido com agonista. Para
o ensaio de internalizagado, 2 x 10° células foram adicionadas por cavidade
de uma lamina com paredes pretas de 96 cavidades (Applied Biosystems).
Apobs adicdo de 2,5 pug/ml de IgG anti-c-myc CypherSE-rotulada (9E10, Dia-
tec), as células foram incubadas durante 30 minutos a 37°C na presenga de
5 ug/ml de scFv EJ212/007-CI2-5. Como um controle, as células foram incu-
badas com um anticorpo de controle positivo, o qual é conhecido por ser in-
ternalizado. Apo6s centrifugagcao durante 3 minutos a 100 g, a fluorescéncia
dentro das células foi medida com o 8200 Cellular Detection System (Applied
Biosystems).

O anticorpo secundario CypHer5E-rotulado foi detectado apds
incubacao na presencga de scFv EJ212/007-CI2-5, indicando alguma interna-
lizagao do scFv EJ212/007-CI2-5 (vide figura 7A). A figura 7B mostra colora-
¢ao na presencga do anticorpo de controle positivo.

Exemplo 8: apoptose.

Com o objetivo de avaliar a atividade do anticorpo IgG
EJ212/007-Cl2-5 como um indutor de apoptose, estudou-se seu efeito sobre
a linhagem de célula de cancer de mama BT474 (ATCC HTB-20). Para essa

finalidade, investigou-se sua atividade (por meio de coloragdo com Anexina



10

15

20

25

30

72

V - Anexina V é rotulada com FITC) apenas € em combinagdo com um inibi-
dor de proteina quinase e indutor de apoptose bem-conhecido, Estaurospo-
rina. 2 x 10° células foram colocadas em uma lamina com 6 cavidades 24
horas antes de adigao dos farmacos. As células, junto com farmacos, foram
incubadas durante mais 24 horas e o efeito, apés coleta das células e colo-
racao com Anexina V (100.000 células), foi medido através de analise por
FACS (EasyCyte). O anticorpo IgG EJ212/007-CI2-5 foi testado em concen-
tragées de 30 png/ml 25, 20, 10 e 5 pg/ml em combinagdo com Estaurospori-
na a 0,1 uM e o anticorpo IgG EJ212/007-CI2-5 apenas na maior concentra-
¢ao (30 ug/ml). Os controles internos usados foram Estaurosporina a 0,1 uM
ou DMSO (0,005%). Para avaliar a viabilidade celular apés incubagdo com
os farmacos, iodeto de propidio (1:4000; coloracdo de células mortas) foi
adicionado na etapa final de coloragao com Anexina V.

A figura 8B mostra que ha alguma indugao de apoptose pelo an-
ticorpo 1gG EJ212/007-Ci2-5 apenas e alguma indugao pela Estaurosporina
apenas. O efeito de IgG EJ212/007-Cl2-5 em combinagdo com Estaurospo-
rina & maior do que os efeitos combinados de cada agente individual, indi-
cando um efeito sinergistico. A viabilidade celular, conforme mostrado na
figura 8A é, conforme esperado, inversamente proporcional a indugao de
apoptose.

Exemplo 9: eficacia in vivo.

Para testar o efeito da IgG EJ212/007-Ci2-5 sobre o crescimento
de células tumorais in vivo, 30 camundongos nus fémeas (nu/nu atimicos)
foram subcutaneamente implantados com fragmentos de tumor MDA-MB
231 e aleatoriamente atribuidos a 2 grupos de tratamento. Cada grupo foi
tratado intravenosamente via a cauda com controle de veiculo (PBS; 3 inje-
¢des, a cada sete dias) ou IgG EJ212/007-CI2-5 (100 mg/kg de peso corpo-
ral; 3 inje¢des, a cada sete dias).

Os tumores foram medidos trés vezes por semana. Camundon-
gos individuais foram selecionados para sacrificio quando o tumor atingiu o
critério de término predeterminado de 4 gramas (igual a 4000 mmd).

A figura 9 mostra o percentual de camundongos com tumores de
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menos de 4 gramas apo6s injecao de PBS ou IgG EJ212/007-Ci2-5. O grupo
de animais tratados com IgG EJ212/007-CI2-5 mostrou crescimento reduzido
do tumor comparado com o grupo tratado com PBS: o grupo tratado com
EJ212/007-CI2-5 tinha um maior percentual de camundongos com tumores
de menos de 4 gramas entre 20 e 35 dias apds injecao do que o grupo trata-
do com PBS.
Exemplo 10: caracterizacao do antigeno EJ212/007-Cl2-5.

Caracterizagdo do antigeno do anticorpo EJ212/007-Cl2-5 foi

obtida usando dois métodos diferentes: imunoprecipitacao e ligagcéo cruzada.

Método 1: Imunoprecipitacéo

Proteinas da membrana foram isoladas de duas linhagens de
célula positivas para o antigeno EJ212/007-Ci2-5 (PM-1 e DU-145; determi-
nado através de analise por FACS) e concentradas através de ultracentrifu-
gacao. As membranas foram resusspensas em detergente (CHAPS/DOC) o
qual foi, entdo, removido da amostra usando Resina de Remocgao de Deter-
gente (Pierce) no formato de coluna. As proteinas da membrana purificadas
antes e ap6s concentracao da amostra e a fragao citosélica foram subse-
quentemente analisadas através de SDS-PAGE/Western sob condigdes de
néo-redugéao. A blot foi hibridizada com a IgG EJ212/007-CI2-5 e IgG anti-
humana secundaria acoplada a HRP correspondente de forma a visualizar
as proteinas através de quimioluminescéncia.

A banda evidente (>62 KDa) na figura 10 mostra que o antigeno
EJ212/007-CI2-5 esta presente na amostra de membrana purificada.

Captura do antigeno foi obtida através de imunoprecipitagdo. A
IgG EJ212/007-Cl2-5 foi covalentemente ligada a glébulos CarboLink® (Pi-
erce) através de grupos anticorpo sobre o dominio Fc, enquanto deixada os
sitios de ligagao de antigeno desobstruidos. Como um controle positivo, uma
IgG a um antigeno conhecido foi ligada a uma amostra distinta de globulos.
As proteinas extraidas da membrana foram passadas sobre os globulos em
um formato de coluna e os antigenos que se ligaram ao anticorpo foram elu-
idos e analisados através de SDS-PAGE/Western sob condicées de nao-

reducgao.



10

156

20

25

30

74

As duas primeiras fileiras na figura 11 mostram as bandas do an-
tigeno de controle positivo capturado. A fileira 3 mostra uma banda entre 83
e 175 KDa de material que foi eluido dos glébulos EJ212/007-Cl2-5-ligados.
Essa banda foi excisada de um gel de SDS-PAGE de nao-redugdo apés co-
loragcdo com SyproRuby e digerida com tripsina para subsequente anélise
dos peptideos extraidos através de espectrometria de massa.

Todos os peptideos recuperados e reconstruidos para suas
massas corretas foram usados diretamente em uma etapa de caracterizagao
de perfil de massa de peptideo para obter um ID para a proteina. A lista de
peptideos usados para identificacao e suas posicdes mapeadas com relagao
a sequéncia de MEMD (gi|3183975), idéntica a ALCAM (molécula de adesao
celular leucécito-ativada; CD166), sdo mostradas na figura 12.

Metodo 2: ligacao cruzada.

scFv EJ212/007-Ci2-5 (His-tagged) com uma cisteina introduzi-
da através de mutagéo de ponto na posigéo 68 (Kabat, RFCIS) foi expresso
em E. coli TG1 e purificado na presenga de ditiotreitol a 1 mM. O scFv
EJ212/007-Cl2-5 T68C resultante foi, entdo, incubado com um excesso do
ligante Mts-Atf-LC-Biotina (Pierce, Prod. No 33083), um ligante com trés bra-
¢os, com os seguintes grupos sobre cada brago: biotina (sobre o braco cliva-
vel através de reagente de redugéao), grupo reativo nao-especifico fotoativa-
vel e grupo aminorreativo. O scFv com ligante foi, entdo, dessalinizado e
armazenado em PBS.

Células PM-1 (2 x 10°) foram incubadas com 25 ug do scFv aco-
plado ao ligante acima. Apés lavagem com PBS, as células foram expostas
a luz UV a 302 nm. Isso foi seguido por lise das células com NP-40 na pre-
senga de DNAsel. Ap6s incubagao sobre gelo, SDS foi adicionado e as a-
mostras foram carregadas sobre uma His-coluna. A coluna foi lavada na
presenca de NP-40 e SDS e a proteina de interesse foi eluida com DTT a 5
mM nos mesmos detergentes. A amostra eluida foi, entdo, misturada com
glébulos de estreptavidina e os glébulos foram lavados na presenca de SDS.
As concentragdes de SDS foram aumentadas e os glébulos foram incubados

a 90°C durante cinco minutos. O sobrenadante foi, entdo, passado sobre
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SDS-PAGE a 7%, transferido para uma membrana de PVDF e detectado
com estreptavidina-HRP.

A figura 13 mostra uma banda evidente de >75 KDa que repre-
senta o antigeno EJ212/007-Cl2-5. O mesmo experimento foi repetido com
67 x 10° e 75 ng de scFv com ligante. Um terco da amostra eluida dos glé-
bulos foi passada sobre SDS-PAGE a 7% e colocadas sobre uma membrana
de PVDF, conforme descrito acima (figura 14). A amostra restante foi passa-
da sobre SDS-PAGE a 7% e corada com SyproRuby. A banda de interesse,
conforme indicado na figura 14, foi cortada do gel e enviada para analise de
espectrografia de massa (tabela 6). Peptideos relevantes identificados no
relatério de espectrometria de massa foram atribuidos a ALCAM (CD166).
Exemplo 11: ligacao de EJ212/007-C12-5 ao antigeno identificado.

Dois construtos consistindo no dominio de 1 a 3 (CD166 d1-
3/Fc) ou dominio de 1 a 5 (CD166 d1-5/Fc) do antigeno CD166 foram clona-

dos no vetor pLNO-Fc-Hyg-igG. Cada construto foi expresso em células

HEK através de transfeccédo. Apods quatro dias de expressao, o meio foi cole-
tado e CD166 d1-3/Fc e CD166 d1-5/Fc foram purificados com cromatografia
por afinidade, proteina A e submetidos a dialise durante a noite em PBS.

Ligacao da IgG EJ212/007-Cl2-5 ao antigeno CD166 foi testada
em ELISA. Uma lamina para ELISA foi revestida durante a noite com 10
pg/ml de um antigeno CD166-Fc recombinante comercialmente disponivel
(R&D Systems), CD166 d1-5/Fc ou CD166 d1-3/Fc. Uma IgG com especifi-
cidade de ligagao irrelevante foi adicionada ao ELISA como um controle ne-
gativo. Apés lavagem com PBS/Tween a 0,05%, a lamina foi incubada du-
rante 1 hora com uma série de diluicbes de IgG EJ212/007-CI2-5, oscilando
de 10 a 0,16 ug/ml. Detecgao da IgG ligada foi feita através de incubagao
durante 1 hora com 1 pug/ml de anti-kappa-HRP e 15 minutos com o substra-
to 1-Step ABTS (Pierce). A absorbancia foi medida a 405 nm.

A figura 15 mostra a ligagao de 1gG EJ212/007-CI2-5 ao CD166-
Fc recombinante, CD166 d1-5/Fc e CD166 d1-3/Fc, indicando que o epitopo
de scFv de EJ212/007-Cl2-5 esta localizado sobre o dominio 1-3 do antige-
no CD166.
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A ligagao de IgG EJ212/007-Cl2-5 a CD166-Fc recombinante de

camundongo (R&D Systems) foi mostrada em um ELISA similar, conforme

descrito acima para CD166-Fc humano.

Tabela 1

SEQ Descrigao Sequéncia

ID NO

1 EJ212/007-Ci2-5, na Figura 1

2 EJ212/007-CI2-5, pp Figura 1

3 EJ212/007-Cl2-5, SYAMS
CDR1 VH pp

4 EJ212/007-Ci2-5, AISGSGGSTYYADSVKG
CDR2 VH pp

5 EJ212/007-CI2-5, GGGVVEF
CDR3 VH pp

6 EJ212/007-Ci2-5, CDR1 VL pp RASQDISSYFA

7 EJ212/007-Ci2-5, CDR2 VL pp AASTLRS

8 EJ212/007-CI2-5, CDR3 VL pp QQSYSTPRIT

9

EJ212/007-CI2-5, V4 pp

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSS
YAMSWVRQAPGKGLEWVSAISGSGGSTYYA
DSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTA
VYYCARGGGVVEFWGQGTLVTVSS

10

EJ212/007-CI2-5, V, pp

DIRMTQSPSFLSASVGDRVTITCRASQDISSY
FAWYQQKPGKAPKLLIYAASTLRSGVPSRFS
GSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQSYST
PRITFGQGTRLEIK

11

pp lider de 1gG

MGWSCIILFLVATATGVHS

12

pp de regido constante de 1gG1

ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKD
YFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGL
YSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTK
VDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSV
FLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPE
VKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRV
VSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIE
KTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVS
LTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKT
TPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVF
SCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

13

pp Kappa

RTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNF
YPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQD
SKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTH
QGLSSPVTKSFNRGEC

14

EJ212/007-Ci2-5, V4 na

GAGGTGCAGCTGTTGGAGTCCGGGGGAG
GCTTAGTTCAGCCTGGGGGGTCCCTGAGA
CTCTCCTGTGCAGCCTCTGGATTCACCTTT
AGCAGCTATGCCATGAGCTGGGTCCGCCA
GGCTCCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTC
TCAGCTATTAGTGGTAGTGGTGGTAGTACA
TACTACGCAGACTCCGTGAAGGGCCGGTT
CACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAACAC
GCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGAGAG
CCGAGGACACGGCCGTATATTACTGTGCG
AGGGGGGGAGGAGTGGTCGAATTTTGGGG
CCAGGGAACCCTGGTCACTGTCTCCTCA

(veja figura 1)
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15 'EJ212/007-CI2-5, V_ na

GACATCCGGATGACCCAGTCTCCATCCTTC
CTGTCTGCATCTGTAGGAGACAGAGTCAC
CATCACTTGCCGGGCCAGTCAGGACATTA
GCAGTTATTTCGCCTGGTATCAGCAAAAAC
CAGGGAAAGCCCCTAAGCTCCTGATCTATG
CTGCATCCACTTTGCGAAGTGGGGTCCCAT
CAAGGTTCAGCGGCAG
TGGATCTGGGACAGATTTCACTCTCACCAT
CAGCAGTCTGCAACCTGAAGATTTTGCAAC
TTACTACTGTCAACAGAGTTACAGTACCCC
TCGGATCACCTTCGGCCAAGGGACACGAC

TGGAGATTAAA (veja figura 1)

Tabela 2

VH

Estrutura 1

Estrutura 2

EJ212/007-Cl2-5

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFS WVRQAPGKGLEWVS

VH

Estrutura 3

Estrutura 4

EJ212/007-Cl12-5

RFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAR | WGQGTLVTVSS

VL

Estrutura 1

Estrutura 2

EJ212/007-Cl2-5

DIRMTQSPSFLSASVGDRVTITC WYQQKPGKAPKLLIY

VL

Estrutura 3

Estrutura 4

EJ212/007-Cl2-5

GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYC | FGQGTRLEIK

Tabela 3
Escore de IHC
Escore Definicao
Negativo Int* O
Fraco int1
Int 2 em < 70% das células tumorais
Int 3 em < 30% das células tumorais
Forte Int2em > 70% das células tumorais
Int 3em > 30% das células tumorais

*Int = intensidade de coloracao.

Tabela 4
Arranjo de tumor de alta densidade para scFv EJ212/007-C12-5
Tecido Coloragao de membrana Faixa de escore
Mama 6/13 Fraco (3) e forte (3)
Préstata 9/11 Fraco (6) e forte (3)
Rim 5/14 Fraco (3) e forte (2)

Os numeros entre parénteses indicam o nimero de pacientes

mostrando escore 2+.
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Coloragao de membrana de grandes sec¢des teciduais de tecidos

humanos normais e tecidos tumorais correspondentes com IgG EJ212/007-

Cl2-5.
Tecido Normal Tumor
Cérebro 0/4 1/3
Ovirio 0/4 6/6
Tabela 6
Query 308 393 395 403
Observado 512,4489 897,9930 901,3573 755,0889
Mr (esp.) 1534,3248 2690,9572 2701,0501 3016,3266
Mr (calc.) 1533,9283 2690,3585 2700,3006 3015,5593
Delta 0,3966 0,5986 0,7495 0,7673
Faltando 0 0 0 0
Escore 64 103 65 65
Esperado 0,00022 1,5e-08 9, 4e-05 0,00011
Classificacdo | 1 1 1 1
Peptideo KVLHPLEGAWIIF | K.SMIASTAITVHYLD | KCLGNGNPPPE | K TIHSEQAVF
KK LSLNPSGEVTR.Q + | EFLFYLPGQPEGI | DIYYPTEQVTI
Oxidacdio M) R.S QVLPPK. N
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endendo:

REIVINDICACOES

1. Proteina de ligagdo compreendendo:

(i) um ou mais dominios de CDR de cadeia pesada, em
que o dominio de CDR de cadeia pesada é seleciona-
do do grupo consistindo em:

(@) um dominio de CDR3 de cadeia pesada compreendendo a
sequéncia de aminoacido de SEQ ID NO: 5 ou uma se-
quéncia substancialmente homoéloga a mesma;

(b) um dominio de CDR2 de cadeia pesada compreendendo a
sequéncia de aminoacido de SEQ ID NO: 4 ou uma se-
qguéncia substancialmente homoéloga a mesma; e

(c) um dominio de CDR1 de cadeia pesada compreendendo a
sequéncia de aminoacido de SEQ ID NO: 3 ou uma se-
quéncia substancialmente homéloga a mesma; e/ou
(i) um ou mais dominios de CDR de cadeia leve, em que

o dominio de CDR de cadeia leve é selecionado do
grupo consistindo em:

(d) um dominio de CDR3 de cadeia leve compreendendo a se-
quéncia de aminoacido de SEQ ID NO: 8 ou uma sequéncia
substancialmente homéloga a mesma;

(e) um dominio de CDR2 de cadeia leve compreendendo a se-
quéncia de aminoacido de SEQ ID NO: 7 ou uma sequéncia
substancialmente homoéloga a mesma; e

(ff um dominio de CDR1 de cadeia leve compreendendo a se-
quéncia de aminoacido de SEQ ID NO: 6 ou uma sequéncia
substancialmente homéloga a mesma.

2. Proteina de ligagao de acordo com a reivindicagéo 1, compre-

() um dominio de CDR3 de cadeia pesada compreendendo a
sequéncia de aminoacido de SEQ ID NO: 5 ou uma se-
quéncia substancialmente homdéloga a mesma; e

(i) um dominio de CDR3 de cadeia leve compreendendo a se
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quéncia de aminoacido de SEQ ID NO: 8 ou uma sequéncia
substancialmente homéloga a mesma.

3. Proteina de ligagcao de acordo com a reivindicagao 1, compre-
endendo um de cada um dos dominios (a), (b) e (c) de CDR de cadeia pe-
sada e/ou um de cada um dos dominios (d), (e) e (f) de CDR de cadeia leve.

4. Proteina de ligagao compreendendo:

(i) um dominio VH o qual compreende um ou mais dominios
CDR (a), (b) ou (c) de CDR o ou a de cadeia pesada como
definida na reivindicagao 1; e/ou

(i) um dominio VL o qual compreende um ou mais dominios
CDR (d), (e) ou (f) de cadeia leve como definida na reivindi-
cacao 1.

5. Proteina de ligagdo de acordo com qualquer uma das reivindi-
cagoes de 1 a 4, em que a sequéncia substancialmente homogénea € uma
sequéncia na qual o referido dominio de CDR contém até 5, 4, 3, 2 ou 1
substituicdo de aminoacido.

6. Proteina de ligacéo de acordo com qualquer uma das reivindi-
cagoes de 1 a 4, em que a referida sequéncia substancialmente homéloga é
uma sequéncia na qual o referido dominio de CDR contém até 5, 4, 3, 2 ou 1
substituicao conservativa de aminoacido.

7. Proteina de ligagao de acordo com a reivindicagao 4 compre-
endendo:

(i) um dominio VH o qual compreende a sequéncia de amino-
acido de SEQ ID NO: 9 ou uma sequéncia substancialmen-
te homologa a mesma; e/ou

(i) um dominio VL o qual compreende a sequéncia de aminoa-
cido de SEQ ID NO: 10 ou uma sequéncia substancialmen-
te homdloga a mesma.

8. Proteina de ligagao de acordo com a reivindicagéo 7, em que

a referida sequéncia substancialmente homologa é:

(i) um dominio VH o qual tem pelo menos 50, 60, 70, 80, 90 ou

95% de identidade com SEQ ID NO: 9; e/ou
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(i)  um dominio VL o qual tem pelo menos 50, 60, 70, 80, 90 ou
95% de identidade com SEQ ID NO: 10.

9. Proteina de ligagcao compreendendo a sequéncia de aminoa-
cido de SEQ ID NO: 2 ou um fragmento da mesma ou uma sequéncia de
aminoacido substancialmente homéloga a mesma.

10. Proteina de ligagao de acordo com a reivindicagao 9, em que
a referida sequéncia substanciaimente homologa compreende uma sequén-
cia de aminoacido tendo pelo menos 50, 60, 70, 80, 90 ou 95% de identida-
de com SEQ ID NO: 2.

11. Proteina de ligagcao de acordo com qualguer uma das reivin-
dicacdes precedentes, em que a proteina de ligagcdo € um anticorpo ou frag-
mento de anticorpo ou a proteina de ligacdo compreende um anticorpo ou
fragmento de anticorpo.

12. Proteina de ligagdo de acordo com a reivindicagdo 11, em
que o anticorpo € um anticorpo inteiro, anticorpo monoclonal, anticorpo poli-
clonal, um anticorpo humanizado ou um anticorpo quimérico.

13. Proteina de ligagdo de acordo com a reivindicacéo 12, em
que o referido anticorpo inteiro € um anticorpo de 1gG.

14. Proteina de ligacdo de acordo com a reivindicacdo 11, em
que o fragmento de anticorpo € um Fab, Fab’, F(ab')2, scFv, Fv, dsFv, ds-
scFv, Fd, dAbs, dimero TandAbs, anticorpo linear, minicorpo, diacorpo ou
multimeros dos mesmos ou um fragmento de anticorpo biespecifico.

15. Proteina de ligacao de acordo com qualquer uma das reivin-
dicagbes de 11 a 14, em que o anticorpo ou fragmento de anticorpo compre-
ende toda ou uma porgao de uma regiao constante de cadeia pesada e/ou
toda ou uma porgao de uma regido constante de cadeia leve kappa ou
lambda.

16. Proteina de ligagao de acordo com qualquer uma das reivin-
dicagdes precedentes, a qual é tumor-especifica.

17. Proteina de ligagdo de acordo com a reivindicagado 16, em
que a proteina de ligagao se liga a tecido de melanoma, cancer de prostata,

cancer de mama, cancer colorretal, cancer de bexiga, cancer do ovario, can-



10

15

20

25

30

cer de pancreas, cancer de pulmao, carcinoma de células escamosas esofa-
geais, cancer de cérebro e/ou cancer de rim.

18. Proteina de ligagdo de acordo com qualquer uma das reivin-
dicagbes 16 e 17, em que a proteina de ligagcao nao se liga significativamen-
te a linfocitos de sangue periférico (PBLs) e/ou nao se liga significativamente
a granulocitos.

19. Proteina de ligagdo de acordo com qualquer uma das reivin-
dicacdes de 16 a 18, em que a proteina de ligagdo mostra uma ligagdo men-
suravel ou significativa a linhagem de cancer de mama MDA-MB 231, mas
mostra ligacao insignificante ou ndo-mensuravel a granulécitos ou linfocitos
de sangue periférico (PBLs).

20. Proteina de ligagédo de acordo com qualquer uma das reivin-
dicagdes precedentes, a qual pode se ligar a CD166.

21. Proteina de ligagao de acordo com qualquer uma das reivin-
dicagdes precedentes, em que a proteina de ligagédo tem uma afinidade por
um ou mais tipos de células cancerigenas ou pela CD166, em que a referida
afinidade de ligagdo corresponde a uma Km ou K4y de menos de 500, 400,
300, 200, 190, 180, 170, 160, 150, 140, 130, 120, 110, 100, 90, 80, 70, 60,
50, 40, 30, 20, 10, 50u 1 NnM.

22. Proteina de ligagdo de acordo com a reivindicagdo 21, em
que a proteina de ligagdo tem uma afinidade de ligagdo de 2,9 x 10° M ou
menos ou 2,1 x 108 M ou menos.

23. Proteina de ligacdo de acordo com qualquer uma das reivin-
dicagOes precedentes, em que a proteina de ligagao tem uma Km ou Kd por
um ou mais tipos de células cancerigenas, a qual € pelo menos 1, de prefe-
réncia pelo menos 2, 3, 4 ou 5 ordens de magnitude menor do que a Km pa-
ra um ou mais tipos de células nao-cancerigenas ou normais, quando a afi-
nidade de ligacao é ensaiada sob condigdes comparaveis.

24. Proteina de ligagdo de acordo com qualquer uma das reivin-
dicagoes de 21 a 23, em que a referida célula cancerigena € uma ceélula de
melanoma, cancer de prostata, cancer de mama, cancer colorretal, cancer

de bexiga, cancer do ovario, cancer de pancreas, cancer de pulmao, carci-
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noma de celulas escamosas esofageais, cancer de cérebro e/ou cancer de
rim.

25. Proteina de ligacao capaz de ligagdo a um antigeno sobre
uma célula tumoral em que a proteina de ligagdo pode ser identificada atra-
vés de um método compreendendo:

(1) incubagao de um numero fixo de células tumorais com uma
concentragdo minima de uma proteina de ligagdo de acordo com qualquer
uma das reivindicacdes de 1 a 24, de preferéncia um anticorpo ou fragmento
de anticorpo (Ab1) que gera ligagdo maxima contra o numero fixo de células
tumorais e medigao da fluorescéncia média do Ab1 (MFap1);

(2) testagem de duas ou mais concentragdes de uma proteina
de ligacao de teste (Ab2) através da adi¢do de Ab2 ao Ab1 e células tumo-
rais € medicao da fluorescéncia média (MF(ab1+ab2));

(3) medigao da fluorescéncia média de base (MFggqq);

(4) calculo de PI, em que

Pl = [(MF (ap1+ab2) — MFggd)/(MFab1 - MFpgg)] X 100; e

(6) comparagéo da Pl com um valor de Pl de controle;
em que uma Pl que tem uma diferenga estatisticamente significativa com
relagao a Pl de controle indica que a proteina de ligacao de teste é capaz de
ligacao ao antigeno sobre a célula tumoral.

26. Proteina de ligagao de acordo com a reivindicagdo 25, em
que a célula tumoral € uma célula de cancer de mama.

27. Proteina de ligagao de acordo com qualquer uma das reivin-
dicagdes precedentes, em que a proteina de ligacdo € uma proteina huma-
na.

28. Proteina de fus@o ou conjugado compreendendo uma prote-
ina de ligacao de acordo com qualquer uma das reivindicagdes precedentes,
fundida ou conjugada a um agente terapéutico ou diagnéstico ou uma prote-
ina de ligagao a célula, tal como uma imunoglobulina, horménio, fator de
crescimento, lectina, insulina, lipoproteina de baixa densidade, glucagon,
endorfina, transferrina, bombesina, asialoglicoproteina, glutationa-S-trans-

ferase (GST), hemaglutinina (HA) ou myc truncada.
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29. Proteina de ligacao de acordo com qualquer uma das reivin-
dicacgdes de 1 a 27, ou uma proteina de fusao ou conjugado de acordo com
a reivindicagao 28 a qual é preso um ou mais agentes radioterapéuticos, a-
gentes antiangiogénicos, agentes de indugdo de apoptose, farmacos antitu-
bulina, anticelular, agentes citotdéxicos ou coagulantes.

30. Agente diagndstico ou de formagao de imagem compreen-
dendo uma proteina de ligagdo como definido em qualquer uma das reivindi-
cacdes de 1 a 27 ou uma proteina de fusdo ou conjugado como definida na
reivindicagéo 28, o qual é rotulado com um marcador detectavel.

31. Molécula de acido nucleico compreendendo uma sequéncia
de nucleotideo a qual codifica uma proteina de ligagao, proteina de fusdo ou
conjugado como definidos em qualquer uma das reivindicagdes de 1 a 28,
ou uma molécula de acido nucleico substancialmente homdloga a mesma.

32. Molécula de acido nucleico de acordo com a reivindicagao
31, compreendendo a sequéncia de nucleotideo fornecida em SEQ ID NO: 1
ou uma molécula de acido nucleico substancialmente homaéloga a mesma.

33. Molécula de acido nucleico de acordo com a reivindicagao 31
ou a reivindicacao 32, em que a referida sequéncia substancialmente homé-
loga compreende uma sequéncia tendo pelo menos 50, 60, 70, 80, 90 ou
95% de identidade.

34. Vetor compreendendo uma molécula de acido nucleico como
definida em qualquer uma das reivindicagées de 31 a 33.

35. Célula hospedeira compreendendo um vetor como definido
na reivindicagao 34.

36. Célula hospedeira expressando uma ou mais proteinas de
ligacao, proteinas de fusdo ou conjugados como definidos em qualquer uma
das reivindicagdes de 1 a 29.

37. Animal nao-humano transgénico compreendendo uma molé-
cula de acido nucleico como definida em qualquer uma das reivindicagées
de 31 a 33 ou um vetor como definido na reivindicagao 34.

38. Composigao compreendendo uma proteina de ligagéo, prote-

ina de fusdo ou conjugado como definidos em qualquer uma das reivindica-
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¢oes 1 a 29, ou um agente diagnéstico ou de formag&o de imagem de acor-
do com a reivih‘d‘i‘cagéo 30 opcionalmente compreendendo, adicionalmente,
um ou mais excipientes, veiculos, diluentes, tampdes ou estabilizantes far-
maceuticamente aceitaveis.

39. Kit compreendendo:

(i) uma ou mais proteinas de ligagdo, proteinas de fusdo ou
conjugados como definidos em qualquer uma das reivindi-
cagdes de 1 a 29 e/ou

(i) um agente diagnéstico ou de formagédo de imagem como
definido na reivindicacio 30 e/ou

(iii) uma ou mais moléculas de acido nucleico como definidos
em qualquer uma das reivindica¢des de 31 a 33 e/ou

(iv) um ou mais vetores como definido na reivindicagao 34 e/ou

(v) uma ou mais células hospedeiras como definidas na reivin-
dicagao 35 ou na reivindicacao 36 e/ou '

(vi) uma composigdo como definida na reivindicagao 38.

40. Kit de acordo com a reivindicagdo 39, para uso em terapia,

diagnéstico ou formagao de imagem.

41. Kit de acordo com a reivindicagéo 40, para uso em diagnoés-
tico de cancer.

42. Proteina de ligacao, proteina de fusdo ou conjugado como
definidos em qualquer uma das reivindicagdes 1 a 29, para uso em terapia,
diagnéstico ou formagao de imagem.

43. Proteina de ligacéo, proteina de fusdo ou conjugado como
definidos em qualquer uma das reivindicagdes 1 a 29, para uso no tratamen-
to de cancer.

44. Agente diagnéstico ou de formagao de imagem como defini-
do na reivindicagao 30, para uso em diagnostico.

45. Uso de uma proteina de ligagao, proteina de fusdo ou conju-
gado como definidos em qualquer uma das reivindicacdes de 1 a 29 na fa-
bricagdo de um medicamento para uso em terapia, diagnéstico ou formagao

de imagem de cancer.
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46. Uso de um agente diagnoéstico ou de formagado de imagem
como definido na reivindicagao 30, na fabricagdo de uma composigao para
uso no diagnostico de cancer.

47. Método de tratamento de um individuo compreendendo ad-
ministragado de uma quantidade eficaz de uma proteina de ligacao, proteina
de fusdo ou conjugado como definidos em qualquer uma das reivindicagbes
de 1 a 29, ao individuo ou a uma amostra removida do individuo e a qual é
substancialmente retornada ao individuo.

48. Método de acordo com a reivindicagdo 47, em que o indivi-
duo é um mamifero, de preferéncia um ser humano.

49. Método de acordo com a reivindicagdo 47 ou 48, em que o
individuo tem cancer.

50. Método de diagnostico de uma doenga ou distirbio em um
individuo compreendendo a administragao de uma quantidade apropriada de
uma proteina de ligagao, proteina de fuséo ou conjugado como definidos em
qualquer uma das reivindicagdes de 1 a 29, ou um agente diagndstico ou de
formacao de imagem como definido na reivindicagao 30, ao individuo e de-
teccao da presenca e/ou quantidade e/ou a localizagéo da proteina de liga-
gao, proteina de fusdo ou conjugado no individuo.

51. Método de acordo com a reivindicagado 50, em que a doencga
ou disturbio & céncer.

52. Método de diagnédstico de uma doenga em um mamifero
compreendendo a etapa de:

(1) contato de uma amostra de teste tomada do referido mami-
fero com qualquer um ou mais das proteinas de ligagao, proteinas de fusao
ou conjugados como definidos em qualquer uma das reivindicagées de 1 a
29.

53. Método de acordo com a reivindicagido 52, o qual compreen-
de, adicionalmente, as etapas de:

(2) medicao da presenga e/ou quantidade e/ou localizagao de
um complexo formado entre as proteinas de ligagado, proteinas de fuséo ou

conjugados e um antigeno na amostra de teste; e, opcionalmente
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(3) comparagao da presenga e/ou quantidade de ligagao da
proteina de fusdo, proteina de ligacdo ou complexo de conjugado-antigeno
na amostra de teste com um controie.

54. Método de formacéo de imagem de um individuo compreen-
dendo administracdo de uma quantidade apropriada de uma proteina de li-
gacao, proteina de fusdo ou conjugado como definidos em qualquer uma
das reivindicagcdes 1 a 29, ou um agente diagnéstico ou de formagao de i-
magem como definido na reivindicagao 30, ao individuo e deteccao da pre-
senga e/ou quantidade e/ou localizagdo da proteina de ligagéo, proteina de
fusdo ou conjugado ou agente diagnéstico ou de formacdo de imagem no
individuo.

55. Kit de acordo com a reivindicagdo 41, proteina de acordo
com a reivindicagao 43, uso de acordo com a reivindicagao 45 ou 46 ou mé-
todo de acordo com a reivindicagao 49, 51, 52 ou 54 em que a referida do-
enca é melanoma, cancer de prostata, cancer de mama, cancer colorretal,
cancer de bexiga, cancer de ovario, cancer de pancreas, cancer de pulmao,
carcinoma de células escamosas esofageais, cancer de cérebro e/ou cancer
de rim.

56. Método de produgao de uma proteina de ligagao, proteina de
fusdo ou conjugado como definidos em qualquer uma das reivindicagdes 1 a
29, compreendendo uma etapa de cultura das células hospedeiras como
definidas na reivindicagiao 35 ou 36.

57. Método de acordo com a reivindicagao 56, o qual compreen-
de, adicionalmente, a etapa de isolamento ou purificagdo da proteina de li-
gacao, proteina de fusdo ou conjugado e/ou formulagao do produto em uma
composigao incluindo pelo menos um componente adicional, tal como um
veiculo, diluente ou excipiente farmaceuticamente aceitavel.

58. Método de ligacao a CD166 compreendendo contato de uma
composicao contendo CD166 com uma proteina de ligagdo como definida
em qualquer uma das reivindicagdes de 1 a 27 ou um conjugado da mesma.

59. Método de deteccao de CD166 compreendendo contato de
uma composicdo suspeita de conter tal molécula de CD166 com uma protei-
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na de ligacao como definida em qualquer uma das reivindicagcdes 1 a 27, ou
um conjugado da mesma sob condicdes eficazes para permitir a formacao
de complexos de CD166/proteina de ligagédo e detecgcdo dos complexos as-
sim formados.

60. Composicao de acordo com a reivindicagao 38, em que a
referida composicao ainda compreende um agente ativo adicional.

61. Composig¢ao de acordo com a reivindicagao 60, em que o
referido agente ativo adicional € um agente pré-apoptético.

62. Composigao de acordo com a reivindicagao 60 em que o re-
ferido agente ativo adicional € um ou mais selecionado do grupo consistindo
em anticorpos os quais se ligam a outros alvos, citocinas, antimetabdlitos,
agentes de alquilagdo, analogos de purina e inibidores relacionados, analo-
gos de pirimidina, analogos de acido félico, vinca alcaloides, epipodofilotoxi-
nas, antibidticos, L-asparaginase, estrogénios, antiestrogénios, androgénios,
anti-androgénios, adrenocorticosteroides, progestinas, supressor adrenocor-
tical, analogos de horménio de liberagao de gonadotropina, interferons, inibi-
dor de topoisomerase, ureia antracenodiona-substituida, derivados de metil
hidrazina, complexos de coordenac¢do de platina ou agentes quimicos e far-
macos de controle de efeitos colaterais.

63. Proteina de ligacao de acordo com qualquer uma das reivin-
dicagcdes de 1 a 27, ou um conjugado da mesma para uso em combinagao
com um agente pré-apoptdtico em terapia.

64. Produto contendo a proteina de ligacdo como definida em
qualquer uma das reivindicagées de 1 a 27, ou um conjugado da mesma
junto com um agente pré-apoptético como um preparado combinado para
uso separado, sequencial ou simultaneo em terapia.

65. Proteina de ligagdo, produto ou composi¢cao como definidos
em qualquer uma das reivindicacdes 61, 63 ou 64, em que o referido agente

pré-apoptotico é estaurosporina.
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Sequéncia de nuclectideo

CCATGGCCGAGGTGCAGCTGTTGGAGTCCGGGGGAGGCTTAGTTCAGCCTGGGGGGTCCCTGA
Neol ~ |——— |nicio de V, (SEQ ID No 1 Inicio)

GACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGATTCACCTTTAGCAGCTATGCCATGAGCTGGGTCCGCCAGGCT
CCAGGGAAGGGGCTGGAGTGGGTCTCAGCTATTAGTGGTAGTGGTGGTAGTACATACTACGCAG
ACTCCGTGAAGGGCCGGTTCACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACGCTGTATCTGCAAAT

'GAACAGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCCGTATATTACTGTGCGAGGGGGGGAGGAGTGGTCGA
ATTTTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACTGTCTCCTCAAAGCTTITCAGGGAGTGCATCCGCCCCAA

Final de V -——] Hindill ~ " | Inicio de hgante
AACTTGAAGAAGGTGAATTTTCAGAAGCACGCG TAGACATCCG('SA.TGACCCAGTCTCCATC CTTCC
Final de ligante — —~Mlul—||-———— |nicio de V_

TGTCTGCATCTGTAGGAGACAGAGTCACCATCACTTGCCGGGCCAGTCAGGACATTAGCAGTTAT
TTCGCCTGGTATCAGCAAAAACCAGGGAAAGCCCCTAAGCTCCTGATCTATGCTGCATCCACTTT
GCGAAG:I'GGGGTCCCATCAAGGTTCAGCGGCAGTGGATCTGGGACAGATTTCACTCTCACCATC
AGCAGTCTGCAACCTGAAGATTTTGCAACTTACTACTGTCAACAGAGTTACAGTACCCCTCGGAT

CACCTTCGGCCAAGGGACACGACTGGAGATTAAAGCGGCCGCTGGATCCGAACAAAAGCTGATC
Final de V_ (SEQ ID No 1 Final) ————— Notl

TCAGAAGA AGACCTAAACTCACATCACCATCACCATCACTAA

sequéncia_de aminoacido
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSSYAMSWVRQAPGKGLEWVSAISGSGGSTYYADS

|[————inicio de V, (SEQ ID No 2 Inicio)

VKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCARGGGVVEFWGQGTLVTVSSKLSGSASAPKLEEG

final de V,~ I |— ligante —
EFSEARVDIRMTQSPSFLSASVGDRVT!TCRASQDISSYFAWYQQKPGKAPKLLIYAASTLRSGVPSRF
ligante -ll--—--—-— Inicio de V,

. SGSGSGTDFTLTlSSLQPEDFATYYCQQSYSTPRITFGQGTRLEIK
Final de V, (SEQ ID No 2 Final) = |

FIG. 1
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1. Fracgao citosdlica de PM-1

2. Fragdo de membrana de PM-1

Fracdo de membrana concentrada de PM-1

4. Fracao citosodlica de DU-145

5. Fragdo de membrana de DU-145

6. Fracdo de membrana concentrada de DU-145
M = marcador com pesos moleculares em kD
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FIG. 10
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2. DU-145 + IgG de controle positivo
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FIG. 12

Informacgao de proteina

" Nome da proteina: Proteina MEMD [Homo sapiens]

Numero Alphalyse ALPHACSBOS
Ndamero Gi . gila1e3szrs
Rl 54930

P 5,92

Escore de Mascot 229

Cobertura de seqliéncia 23w

“Informagao de Analise

- Digestdo em gel, clivagem através de tripsina: corta o lado C-term de KR, a menos que o proximo residuo seja P .

- Método de andlise de MS: Caracterizagao de perfil de massa de peptideo por MALDI-TOF e seqiienciamento de peptideo por MALDI-
- Modificagdes variaveis: Carbamidometila (C). Oxidagao (M)

- Programa de busca em banco de dados: Mascot versao 1.9.03

- Permitido até 1 clivagem errénea

- Banco de Dados: NRDB (3946334 seqliéncias de proteina)

Sequéncia de proteina
Peptideos equivalentes mostrados em sublinhado em negrito

1 ESKGRSSCRL LECLLISNIV FRPGLGY¥YIV NSAYGDTIEIL PM‘DVPM

51 MEGKWEYERP DESEVIIEDR. ESSTREKSVOYD DVPEYREDRLN LSENYTLSIS
101 NARISDEKRE WCNLVIBOWW FERPT TVKVE SERETVS. BALELRETE
153 EXLSDCISED SYRPDENITWY RNGKVLHPLE GAVVIIFKRE HDEYTOLETI

201 _TETILEYRTTK ADIGHMEFTCS VIYYGEDS G TINSE(RVED LYYDPTEGWET

251 OVLFPKRAIK EGONITLKCL GNGNPPPELF LEYIPGQPESG I[RSSNTETLD

301 DVRRNATEDY KCSLIDKKSM IASTAITVHY LDLELNDSGE VIRGLEORLE

352 _VSCIISEROHN ATVVWMKDNI RLESSPSESS LEYQDRENYYV CETALOEVES

401 LIHRRSITLYI VEGKEQIFMT KKTDPSGLSK T IICHWEGET KPRIQWEITG

451 BGSVIRGIEE BPYINGRYYS KIIISPOENV TLTCTAENDL ERTVNSLNVS

$01 AISIFENDER DEISDENRER VNOQAKLIVEG [VVGLLLAAL VAGWWTWLYDN

551 KKSKTASKHY NMEDLGNHMEEN KELECENMUET B2

Peptideos usados para ldentlflcagao y
r r
Inicio { ~ Fim Observado (esperado) (calc.) Deita Faltando  Seqiéncia
57 — 70 1625, 80 1624, €0 1624,82 -0,03 3 YEKPDGSPVETARPK
7€ - BB 1613, 71 18L2, 76 162,74 -0,03 1 SYTOQYDDVEEYROR

128 - 141 1485, 682 1485, 81 1465,86 ~0,04 1 VFRQESHEEIVSK {Icns scoxre 1.

142 —~ 151 1191, G3 1160, 62 +1%0, 65 —0,04 @ ALELETBILE

142 - 152 1319, 72 1318, 72 1316,75 +—0,03 1 ATLFLETEQTRK {Ions scorse L0)

130 — 207 21g1, 98 2180, 97 23180,9% -0, 01 4 EMDBVTQLYIMISTLEYK 2 Oxidat

208 — 230 25%5, 28 2E95, 27 25%5, 20 0,07 1 ITRADIOMPETCSVTYYGPSGOK Car
(Cy: Oxidation (M)

211 - 230 2266, 01 2265, 01 2265,01 0,09 9 ADIQMPFTCSVYTYYGPSGQK Carban
(Cry Oxidation ()

293 - 304 1412, 69 1411, €€ t4131,71 -0,02 1 SSNTYTLIDVRR

344 —~ 359 167 4,82 1673, 81 1573,84 ~0,03 0 QIGDRALEVSCIISASR Carbamidor
{Tons scorve 42}

405 —~ Ja8 1554, 85 1553, 84 1553,90 ~0,08 0 ESLTLIVEGKPRIK {Ions acore
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RESUMO -
Patente de Invengéo:' "ANTICORPO DE ANTI CD166 HUMANO LIGANDO
CELULAS TUMORAIS HUMANO".

- A presente invencao refere-se a proteinas de ligagao tumor-
especificas e todos os usos das mesmas. Em particular, a invencao refere-
se a anticorpos ou fragmentos de anticorpo especificos para antigenos ou
moléculas sobre células cancerigenas (CD166) e a métodos de uso dos
mesmos. Proteinas de ligacdo compreendendo CDRs de cadeias pesada e
leve especificas sao descritas, em que a proteina de ligagdo mostra uma
ligagdo mensuravel ou significativa a linhagem de célula de cancer de mama
MDA-MB 231, mas mostra ligagao insignificante ou ndo-mensuravel a granu-
I6citos ou linfécitos de sangue periférico (PBLs).
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LISTAGEM DE SEQUENCIA

CD166 HUMANO LIGANDO CELULAS TUMORAIS HUMANO

anticorpo com cadeia varidvel Unica

ttagttcagc
agctatgcca
attagtggta
tccagagaca
acggccegtat
ctggtcactg
gaattttcag
tctgtaggag
gcctggtatc
ttgcgaagtg
accatcagca

acccctcgga

ctggggggtc
tgagctgggt
gtggtggtag
attccaagaa
attactgtgc
tctcectcaaa
aagcacgcgt
acagagtcac
agcaaaaacc
gggtcccatce
gtctgcaacc

tcaccttcgg

cctgagactc
ccgccaggcet
tacatactac
cacgctgtat
gaggggggga
gctttcaggg
agacatccgg
catcacttgc
agggaaagcc
aaggttcagc
tgaagatttt

ccaagggaca

<110>
<120> ANTICORPO DE ANTI
<130> 69.68.91493/02
<150> GB0705775.5
<151> 26/03/2007
<160> 13
<170> PatentIn versdo 3.3
<210> 1
<211> 735
<212> DNA
<213> sequéncia artificial
<220>
<223> fragmento de
<400> 1
gaggtgcagc tgttggagtc cgggggaggc
tcctgtgcag cctctggatt cacctttage
ccagggaagg ggctggagtg ggtctcagct
gcagactccg tgaagggccg gttcaccatc
ctgcaaatga acagcctgag agccgaggac
ggagtggtcg aattttgggg ccagggaacc
agtgcatccg ccccaaaact tgaagaaggt
atgacccagt ctccatcctt cctgtctgceca
cgggccagtc aggacattag cagttatttc
cctaagctcc tgatctatgce tgcatccact
ggcagtggat ctgggacaga tttcactctc
gcaacttact actgtcaaca gagttacagt
cgactggaga ttaaa
<210> 2
<211> 245
<212> PRT
<213> sequéncia artificial
<220>
<223> fragmento de anticorpo
<400> 2
Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly
1 5
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala
20
Ala Met Ser Trp Val Arg Gln Ala
35 40
Ser Ala Ile Ser Gly Ser Gly Gly
50 55

com

Gly

Ser

25

Pro

Ser

cadeia variavel

Gly Leu Val Gln
10

Gly Phe Thr Phe

Gly Lys Gly Leu
45

Thr Tyr Tyr Ala
60

unica
Pro Gly Gly
15

Ser Ser Tyr
30

Glu Trp Val

Asp Ser Val

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

735
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Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr
65 i 70 75 80

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
" 85 90 95

Ala Arg Gly Gly Gly Val Val Glu Phe Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val
100 105 110

Thr Val Ser Ser Lys Leu Ser Gly Ser Ala Ser Ala Pro Lys Leu Glu
115 120 125

Glu Gly Glu Phe Ser Glu Ala Arg Val Asp Ile Arg Met Thr Gln Ser
130 135 140

Pro Ser Phe Leu Ser Ala Ser Val Gly Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys
145 150 155 160

Arg Ala Ser Gln Asp Ile Ser Ser Tyr Phe Ala Trp Tyr Gln Gln Lys
165 170 175

Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Ala Ala Ser Thr Leu Arg
180 185 190

Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe
195 200 205

Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr
210 215 220

Cys Gln Gln Ser Tyr Ser Thr Pro Arg Ile Thr Phe Gly Gln Gly Thr
225 230 235 240

Arg Leu Glu Ile Lys

245
<210> 3
<211> 5
<212> PRT
<213> sequéncia artificial
<220>
<223> regido 1 de determinacdoc de complementaridade de cadeia pesada
<400> 3
Ser Tyr Ala Met Ser
1 5
<210> 4
<211> 17
<212> PRT
<213> sequéncia artificial
<220>
<223> regido 2 de determinacdo de complementaridade de cadeia pesada
<400> 4

Ala Ile Ser Gly Ser Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15
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Gly

<210> 5

<211> 7

<212> PRT

<213> sequéncia artificial

<220>

<223> regido 3 de determinag¢do de complementaridade de cadeia pesada
<400> 5

Gly Gly Gly val val Glu Phe

1

<210> 6

<211> 11

<212> PRT

<213> sequéncia artificial

<220>

<223> regido 1 de determinacdo de complementaridade de cadeia leve
<400> 6

Arg Ala Ser Gln Asp Ile Ser Ser Tyr Phe Ala
1

<210> 7

<211> 7

<212> PRT

<213> sequéncia artificial

<220>

<223> regido 2 de determinacdo de complementaridade de cadeia leve
<400> 7

Ala Ala Ser Thr Leu Arg Ser

1

<210> 8

<211> 10

<212> PRT

<213> sequéncia artificial

<220>

<223> regido 3 de determinacdo de complementaridade de cadeia leve
<400> 8

Gln Gln Ser Tyr Ser Thr Pro Arg Ile Thr

1

<210> 9

<211> 116

<212> PRT

<213> sequéncia artificial

<220>

<223> cadeia pesada de anticorpo

<400> 9

Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr
20 25 30

Ala Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Ser Ala Ile Ser Gly Ser Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val



Lys
65

Gly

Leu Gln

Ala

Thr

Arg

Val

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

Asp

1

Asp

Phe

Tyx

Ser

65

Glu

Ile

Ile

Arg

Ala

Ala

50

Gly

Asp

Thr

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

Met

Val

Gly

His

<210>
<211>
<21i2>
<213>
<400>

Ala

Ser

Arg

Met

Gly

Ser
115
10

108
PRT

Phe

Asn

Gly

100

Ser

Thr Ile Ser Arg AsSp

70

Ser Leu Arg Ala Glu

85

Gly val val Glu Phe

sequéncia artificial

cadeia

10
Arg

vVal

Trp

Ala

Ser

Phe

Phe

11
19

PRT

Met

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gly
100

leve de

Thr

S}

Ile

Gln

Thr

Thr

Thr

85

Gln

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

Tyr

Gly

Homo sapiens

11

Trp Ser Cys Ile

Ser

12

330
PRT

5

Homo sapiens

12

105

anticorpo

Ser Pro Ser

Cys

Lys

Arg

55

Phe

Tyr

Thr

Ile

Arg

Pro

Ser

Thr

Cys

Arg

Leu

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Leu

105

Phe

82

Asn

Asp
90

Trp

Phe

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

90

Glu

Leu
10

Ser
75

Thr

Gly

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Ser

Ile

Val

Lys Asn Thr Leu Tyr
80

Ala Val Tyr Tyr Cys
95

Gln Gly Thr Leu Val
110

Ser Ala Ser Val Gly
15

Asp Ile Ser Ser Tyr
30

Pro Lys Leu Leu Ile
45

Ser Arg Phe Ser Gly

Ser Ser Leu Gln Pro
80

Tyr Ser Thr Pro Arg
95

Lys

Ala Thr Ala Thr Gly
i5

Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys
5

10

15



Ser

Phe

Gly

Leu

65

Tyxr

Lys

Pro

Lys

val

145

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

225

Leu

Pro

Asn

Thr

Pro

val

50

Ser

Ile

Val

Ala

Pro

130

val

Val

Gln

Gln

Ala

210

Pro

Thr

Ser

Tyr

Ser

Glu

35

His

Ser

Cys

Glu

Pro

115

Lys

val

Asp

Tyr

Asp

195

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys
275

Gly

Pro

Thr

val

Asn

Pro

100

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

180

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

260

Thrx

Gly
Val
Phe
Val
vVal
85

Lys
Leu
Thr
Val
vVal
165
Ser
Leu
Ala
Pro
Gln
245

Ala

Thr

Thr
Thr
Pro
Thr
70

Asn
Serxr
Leu
Leu
Ser
150
Glu
Thr
Asn
Pro
Gln
230
Val

Val

Pro

Ala

val

Ala

55

Val

His

Cys

Gly

Met

135

His

val

Tyr

Gly

Ile

215

vVal

Ser

Glu

Pro

Ala

Ser

40

vVal

Pro

Lys

Asp

Gly

120

Ile

Glu

His

Arg

Lys

200

Glu

Tyr

Leu

Trp

Val
280

Leu

25

Trp

Leu

Ser

Pro

Lys

105

Pro

Ser

Asp

Asn

val

185

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

265

Leu

83

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

90

Thr

Ser

Arg

Pro

Ala

170

Val

Tyr

Thr

Leu

Cys

250

Ser

Asp

Cys

Ser

Ser

Ser

75

Asn

His

Val

Thr

Glu

155

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

235

Leu

Asn

Ser

Leu

Gly

Ser

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

140

vVal

Thr

val

Cys

Ser

220

Pro

val

Gly

Asp

Val

Ala

45

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

125

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

205

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly
285

Lys

30

Leu

Leu

Thr

Val

Pro

110

Phe

Val

Phe

Pro

Thr

190

vVal

Ala

Arg

Gly

Pro

270

Ser

Asp

Thr

Tyr

Gln

Asp

95

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

175

Val

Ser

Lys

Asp

Phe

255

Glu

Phe

Tyr

Ser

Ser

Thr

80

Lys

Cys

Pro

Cys

Trp

160

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

240

Tyr

Asn

FPhe
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Leu Tyr Ser Lys Leu Thr VvVal Asp Lys Ser
290 : 295
Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala
305 310 315
Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
325 330
<210> 13
<211> 107
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 13
Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe
1 5 10
Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys
20 25
Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val
35 40
Ser Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln
50 55
Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser
65 70 75
Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His
85 90
Pro vVval Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
100 105
<210> 14
<211> 348
<212> DNA
<213> sequéncia artificial
<220>
<223> cadeia pesada variavel
<400> 14
gaggtgcagc tgttggagtc cgggggaggc ttagttcagc
tcctgtgecag cctctggatt cacctttage agctatgceca
ccagggaagg ggctggagtg ggtctcagct attagtggta
gcagactccg tgaagggccg gttcaccatc tccagagaca
ctgcaaatga acagcctgag agccgaggac acggccgtat
ggagtggtcg aattttgggg ccagggaacc ctggtcactg
<210> 15
<211> 324
<212> DNA
<213> sequéncia artificial

<220>

300

Pro Pro Ser

Asn
30

Leu

Asn Ala

45

Asp

Asp Ser

60

Lys

Lys Ala Asp

Gln Gly Leu

ctggggggtc
tgagctgggt
gtggtggtag
attccaagaa
attactgtgc

tctceccetceca

Arg Trp Gln Gln Gly Asn

Leu His Asn His Tyr Thr

320

Asp Glu

15

Asn Phe

Leu Gln
Ser

Asp

Glu
80

Tyr

Ser Ser

cctgagactc
ccgccagget
tacatactac

cacgctgtat

gaggggggga

60

120

180

240

300

348
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<223> cadeia leve varidvel

<400> 15 :

gacatccgga tgacccagtc tccatccttc ctgtctgcat ctgtaggaga
atcacttgcc gggccagtca ggacattagc agttatttcg cctggtatca
gggaaagccc ctaagctcct gatctatgct gcatccactt tgcgaagtgg
aggttcagcg gcagtggatc tgggacagat ttcactctca ccatcagcag
gaagattttg caacttacta ctgtcaacag agttacagta cccctcggat
caagggacac gactggagat taaa

<210> 16

<211> 30

<212> PRT

<213> sequéncia artificial

<220>

<223> regido de estrutura 1 de cadeia pesada

<400> 16

cagagtcacc
gcaaaaacca
ggtcccatca
tctgcaacct

caccttcgge

Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly

1

Ser Leu Arg lLeu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Serx
25

Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val Ser

5

10

10

30

20
<210> 17
<211> 14
<212> PRT
<213> sequéncia artificial
<220>
<223> regido de estrutura 2 de cadeia pesada
<400> 17 ’
1 5
<210> 18
<211> 32
<212> PRT
<213> sequéncia artificial
<220>
<223> regido de estrutura 3 de cadeia pesada
<400> 18

15

Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr Leu Gln

1

5

10

15

Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg

25

10

30

20
<210> 19
<211> 11
<212> PRT
<213> sequéncia artificial
<220>
<223> regido de estrutura 4 de cadeia pesada
<400> 19
Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
1 5
<210> 20
<211> 23
<212> PRT
<213> sequéncia artificial

<220>

60

120

180

240

300

324
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<223> regido de estrutura 1 de cadeia leve

<400> 20

Asp Ile Arg Met Thr Gln Ser Pro Ser Phe Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys

20
<210> 21
<211> 15
<212> PRT
<213> sequéncia artificial
<220>
<223> regido de estrutura 2 de cadeia leve
<400> 21

Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile Tyr
1

<210> 22

<211> 32

<212> PRT

<213> sequéncia artificial

<220>

<223> regido de estrutura 3 de cadeia leve

<400> 22

Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr
1 5 10 15

Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys

20 25 30
<210> 23
<211>. 10
<212> PRT
<213> sequéncia artificial
<220>
<223> regido de estrutura 4 de cadeia leve
<400> 23
Phe Gly Gln Gly Thr Arg Leu Glu Ile Lys
1 5 10
<210> 24
<211> 16
<212> PRT
<213> sequéncia artificial
<220>
<223> peptideo
<220>
<221> sitIo
<222> (1)..(2)
<223> sitio de clivagem de tripsina
<220>
<221> sitIo
<222> (15)..(1e6)
<223> sitio de clivagem de tripsina
<400> 24
Lys Val Leu His Pro Leu Glu Gly Ala Val Val Ile Ile Phe Lys Lys
1 5 10 15
<210> 25
<211> 27
<212> PRT
<213> sequéncia artificial
<220>

<223> peptideo
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<220>

<221> siTio

<222> (1) ..°(2)

<223> sitio de clivagem de tripsina
<220>

<221> MOD_RES

<222> (3)..(3)

<223> oxidado

<220>

<221> sitio

<222> (26)..(21

<223> sitio de clivagem de tripsina

<400> 25
Lys Ser Met Ile Ala Ser Thr Ala Ile Thr Val His Tyr Leu Asp Leu

1 5 10 15

Ser Leu Asn Pro Ser Gly Glu Val Thr Arg Gln
20 25

<210> 26

<211> 26

<212> PRT

<213> sequéncia artificial

<220>

<223> peptideo

<220>

<221> siTIO

<222> (1) ..(2)

<223> sitio de clivagem de tripsina

<220>

<221> siTIo

<222> (25)..(26)

<223> sitio de clivagem de tripsina

<400> 26

Lys Cys Leu Gly Asn Gly Asn Pro Pro Pro Glu Glu Phe Leu Phe Tyr

1 5 10 15

Leu Pro Gly Gln Pro Glu Gly Ile Arg Ser
20 25

<210> 27

<211> 28

<212> PRT

<213> sequéncia artificial

<220>

<223> peptideo

<220>

<221> sitIo

<222> (1) ..(2)

<223> sitio de clivagem de tripsina

<220>

<221> sitIo

<222> (27)..(28)

<223> sitio de clivagem de tripsina

<400> 27
Lys Thr Ile His Ser Glu Gln Ala Val Phe Asp Ile Tyr Tyr Pro Thr
1 5 10 15

Glu Gln Val Thr Ile Gln Val Leu Pro Pro Lys Asn

20 25
<210> 28
<211> 582
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 28
Glu Ser Lys Gly Ala Ser Ser Cys Arg Leu Leu Phe Cys Leu Leu Ile



Ser

Ala

Asn

Val

65

Asp

Leu

Met

Val

Leu

145

Ser

His

Pro

Thr

Gly

225

Ile

Asn

Ala

Tyr

Leu

50

Phe

Val

Ser

Leu

Phe

130

Glu

Tyr

Pro

Val

Lys

210

Pro

Tyxr

Ala

Thr

Gly

35

Met

Ile

Pro

Ile

Val

115

Lys

Thr

Pro

Leu

Thr

195

Ala

Ser

Tyxr

Ile

Val

20

Asp

Phe

Ala

Glu

Ser

100

Thr

Gln

Glu

Asp

Glu

180

Gln

Asp

Gly

Pro

Lys
260

Phe

Thr

Gly

Phe

Tyr

85

Asn

Glu

Pro

Gln

Gly

165

Gly

Leu

Ile

Gln

Thr

245

Glu

Arg
Ile
Lys
Arg
Lys
Ala
Asp
Ser
Leu
150
Asn
Ala
Tyr
Gln
Lys
230

Glu

Gly

Pro

Ile

Trp

55

Ser

Asp

Arg

Asn

Lys

135

Lys

Ile

Val

Thr

Met

215

Thr

Gln

Asp

Gly

Ile

40

Lys

Ser

Arg

Ile

Val

120

Pro

Lys

Thr

val

Met

200

Pro

Ile

vVal

Asn

Leu

25

Pro

Tyr

Thr

Leu

Ser

105

Phe

Glu

Leu

Trp

Ile

185

Thr

Phe

His

Thr

Ile
265

88

10

Gly

Cys

Glu

Lys

Asn

90

Asp

Glu

Ile

Gly

Tyr

170

Ile

Ser

Thr

Ser

Ile

250

Thr

Trp

Arg

Lys

Lys

75

Leu

Glu

Ala

vVal

Asp

155

Arg

Phe

Thr

Cys

Glu

235

Gln

Leu

Tyr

Leu

Pro

60

Ser

Ser

Lys

Pro

Ser

140

Cys

Asn

Lys

Leu

Ser

220

Gln

Val

Lys

Thr

Asp

45

Asp

vVal

Glu

Arg

Thr

125

Lys

Ile

Gly

Lys

Glu

205

val

Ala

Leu

Cys

val

30

val

Gly

Gln

Asn

Phe

110

Ile

Ala

Ser

Lys

Glu

190

Tyr

Thr

Val

Pro

Leu
270

15

Asn

Pro

Ser

Tyr

Tyr

95

Val

Val

Leu

Glu

val

175

Met

Lys

Tyr

Phe

Pro

255

Gly

Ser

Gln

Pro

Asp

80

Thr

Cys

Lys

Phe

Asp

160

Leu

Asp

Thr

Tyr

Asp

240

Lys

Asn



Gly

Glu

Asn

305

Ile

Pro

Cys

Asn

Asp

385

Leu

Ile

Ile

Thr

Asn

465

Thr

Leu

Ile

Val

Asn

Gly

290

Ala

Ala

Ser

Thr

Ile

370

Ala

Lys

Lys

Cys

Gly

450

Gly

Leu

Asn

Ser

Gly
530

Pro
275
Ile
Thr
Ser
Gly
Tle
355
Arg
Gly
Lys
Met
His
435
Ser
Arg
Thr
Val
Asp
515

Ile

Pro

Arg

Gly

Thr

Glu

340

Ser

Leu

Asn

Arg

Thr

420

Val

Gly

Tyr

Cys

Ser

500

Glu

Val

Pro

Ser

Asp

Ala

325

Val

Ala

Arg

Tyr

Glu

405

Lys

Glu

Ser

Tyr

Thr

485

Ala

Asn

Val

Glu

Ser

Tyr

310

Ile

Thr

Ser

Ser

val

390

Ser

Lys

Gly

vVal

ser

470

Ala

Ile

Arg

Gly

Glu

Asn

295

Lys

Thr

Arg

Arg

Ser

375

Cys

Leu

Thr

Phe

Ile

455

Lys

Glu

Ser

Glu

Leu
535

Phe

280

Thr

Cys

vVal

Gln

Asn

360

Pro

Glu

Thr

Asp

Pro

440

Asn

Ile

Asn

Ile

Lys

520

Leu

Leu

Tyxr

Ser

His

Ile

345

Ala

Ser

Thr

Leu

Pro

425

Lys

Gln

Ile

Gln

Pro

505

Val

Leu

89

Phe

Thr

Leu

Tyr

330

Gly

Thr

Phe

Ala

Ile

410

Ser

Pro

Thr

Ile

Leu

490

Glu

Asn

Ala

Tyr

Leu

Ile

315

Leu

Asp

val

Ser

Leu

385

Val

Gly

Ala

Glu

Ser

475

Glu

His

Asp

Ala

Leu

Thr

300

Asp

Asp

Ala

val

Ser

380

Gln

Glu

Leu

Ile

Glu

460

Pro

Arg

Asp

Gln

Leu
540

Pro

285

Asp

Lys

Leu

Leu

Trp

365

Leu

Glu

Gly

Ser

Gln

445

Ser

Glu

Thr

Glu

Ala

525

val

Gly

val

Lys

Ser

Pro

350

Met

His

val

Lys

Lys

430

Trp

Pro

Glu

val

Ala

510

Lys

Ala

Gln

Arg

Ser

Leu

335

vVal

Lys

Tyr

Glu

Pro

415

Thr

Thr

Tyr

Asn

Asn

495

Asp

Leu

Gly

Pro

Arg

Met

320

Asn

Ser

Asp

Gln

Gly

400

Gln

Ile

Ile

Ile

vVal

480

Ser

Glu

Ile

Val
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Val Tyr Trp Leu Tyr Met Lys Lys Ser Lys Thr Ala Ser Lys His Val
545 550 555 560

Asn Lys Asp Leu Gly Asn Met Glu Glu Asn Lys Lys Leu Glu Glu Asn
565 570 575

Asn His Lys Thr Glu Ala

580
<210> 29
<211> 14
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 29
Tyr Glu Lys Pro Asp Gly Ser Pro Val Phe Ile Ala Phe Arg

1 5 10
<210> 30

<211> 13

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 30
Ser Val Gln Tyr Asp Asp Val Pro Glu Tyr Lys Asp Arg

1 5 10
<210> 31

<211> 13

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 31

Val Phe Lys Gln Pro Ser Lys Pro Glu Ile Val Ser Llys
1 5 10
<210> 32

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 32

Ala Leu Phe Leu Glu Thr Glu Gln Leu Lys

1 5 10
<210> 33

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 33

Ala Leu Phe Leu Glu Thr Glu Gln Leu Lys Lys
1 5 10
<210> 34

<211> 18

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 34

Glu Met Asp Pro Val Thr Gln Leu Tyr Thr Met Thr Ser Thr Leu Glu
1 5 10 15
Tyr Lys

<210> 35

<211> 23

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 35
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Thr Thr Lys Ala Asp Ile Gln Met Pro Phe Thr Cys Ser Val Thr Tyr

1 5 10 i5
Tyr Gly Pro Ser Gly Gln Lys
20
<210> 36
<211> 12
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 36
Ser Ser Asn Thr Tyr Thr Leu Thr Asp Val Arg Arg

1 5 10
<210> 37

<211> 16

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 37
Gln Ile Gly Asp Ala Leu Pro Val Ser Cys Thr Ile Ser Ala Ser Arg

1 5 10 15
<210> 38

<211> 14

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 38

Glu Ser Leu Thr Leu Ile Val Glu Gly Lys Pro Gln Ile Lys
1 5 10
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