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(57) Resumo: . ]
SAO PROPORCIONADOS ANTICORPOS MONOCLONAIS QUE SE PODEM LIGAR A PROTEINA

CLFA E QUE SAO GERADOS A PARTIR DE SUBDOMINIOS DE LIGACAO OU FRAGMENTOS
ACTIVOS DA PROTEINA CLFA DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS, INCLUINDO OS FRAGMENTOS
ACTIVOS OU PROTEINAS A PARTIR DO SEU DOMINIO DE LIGACAO DE FIBRINOGENIO TAIS
COMO A PROTEINA CLF40, A PROTEINA CLF33, OU CLFA N3, QUE PODEM SER UTEIS NO
TRATAMENTO E PROTECCAO CONTRA INFECCAO POR BACTERIAS ESTAFILOCOCICAS TAIS
COMO STAPHYLOCOCCUS AUREUS. ADICIONALMENTE, INSTRUMENTOS MEDICOS PODEM
SER TRATADOS UTILIZANDO OS ANTICORPOS MONOCLONAIS DO INVENTO DE MODO A
REDUZIR OU ELIMINAR A POSSIBILIDADE DE FICAREM INFECTADOS OU DE ESPALHAR
ADICIONALMENTE A INFECCAO. EM PARTICULAR, OS ANTICORPOS DO PRESENTE INVENTO
SAO VANTAJOSOS PORQUE PODEM IMPEDIR A ADESAO DAS BACTERIAS A CELULAS
HOSPEDEIROS DIFICULTANDO OU INIBINDO A CAPACIDADE DE CLFA DE S. AUREUS PARA SE
LIGAR A FIBRINOGENIO OU FIBRINA, E ASSIM PODEM SER UTILIZADOS EM METODOS DE
TRATAMENTO OU PREVENGAO DE INFECCOES ESTAFILOCOCICAS.
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RESUMO

"Anticorpos monoclonais para a proteina ClfA e método de
utilizagcdo no tratamento ou prevencdao de infecgdes"

Sdo proporcionados anticorpos monoclonais dque se podem
ligar a proteina ClfA e que sdo gerados a partir de
subdominios de ligacdo ou fragmentos activos da proteina Cl1fA
de Staphylococcus aureus, incluindo os fragmentos activos ou
proteinas a partir do seu dominio de ligacdo de fibrinogénio
tais como a proteina C1f40, a proteina Cl1£f33, ou ClfA N3, que
podem ser Uteis no tratamento e proteccdo contra infeccédo por
bactérias estafilocbcicas tais como Staphylococcus aureus.
Adicionalmente, instrumentos médicos podem ser tratados
utilizando os anticorpos monoclonais do invento de modo a
reduzir ou eliminar a possibilidade de ficarem infectados ou
de espalhar adicionalmente a infeccdo. Em particular, os
anticorpos do presente invento sdo vantajosos porgque podem
impedir a adesdo das Dbactérias a células hospedeiros
dificultando ou inibindo a capacidade de ClfA de S. aureus
para se ligar a fibrinogénio ou fibrina, e assim podem ser
utilizados em métodos de tratamento ou prevencdo de infeccdes
estafilocédcicas.
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DESCRICAO

"Anticorpos monoclonais para a proteina ClfA e método de
utilizagcdo no tratamento ou prevencdao de infecgdes"

Campo do invento

O presente invento refere-se em geral a anticorpos dque
foram gerados contra factor de agregacdo (clumping) A (ou
ClfA), uma proteina 1localizada a superficie expressa em
Staphylococcus aureus e noutras bactérias estafilocdcicas, e
em particular a um anticorpo monoclonal contra a proteina
ClfA e seus fragmentos activos ou proteinas a partir do seu
dominio de ligacdo de fibrinogénio tais como Clf33, e & sua
utilizacdo na 1inibicdo da 1ligacdo da proteina ClfA a
fibrinogénio ou fibrina e no tratamento ou prevencido de

infeccdes por S. aureus.
Antecedentes do invento

A colonizacdo bem sucedida do hospedeiro é& um processo
requerido para a mailoria dos microrganismos causar infeccgdes
em animais e humanos. A adesdo microbiana é o primeiro passo
crucial numa série de eventos que podem conduzir
eventualmente a doenca. Os microrganismos patogénicos
colonizam o hospedeiro ligando-se a tecidos do hospedeiro ou
a biomateriais implantados condicionados em soro, tais como
cateteres, articulacdes artificiais e enxertos vwvasculares,
através de adesinas especificas presentes sobre a superficie
das Dbactérias. As MSCRAM™ (Microbial Surface Components
Recognizing Adhesive Matrix Molecules) sdo uma familia de
adesinas de superficie celular que reconhecem e
especificamente se ligam a componentes distintos na matriz
extracelular do hospedeiro. Apds as bactérias terem aderido
com sucesso e colonizado tecidos do hospedeiro, a sua
fisiologia ¢é dramaticamente alterada e sd&o segregados
componentes danificadores tais como toxinas e enzimas
proteoliticas. Para além disso, bactérias aderentes produzem
frequentemente um Dbiofilme e tornam-se rapidamente mais
resistentes ao efeito de morte da maioria dos antibidticos.
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O S. aureus causa um espectro de infeccdes que vdo desde
lesdes cuténeas, tais como infeccdes em feridas, impetigo e
furinculos, até condicdes com ameaca para a vida que incluem
pneumonia, artrite séptica, sepsia, endocardite e infeccdes
relacionadas com biomateriais. O S. aureus é conhecido por
expressar um repertdério de diferentes MSCRAMM gque podem
actuar individualmente ou de modo concertado para facilitar a
adesdo microbiana a componentes especificos de tecido do
hospedeiro. As MSCRAMM proporcionam um excelente alvo para
atagque imunoldgico por anticorpos, em particular anticorpos
monoclonais. A presenca dos anticorpos apropriados anti-
MSCRAMM de elevada afinidade pode ter um ataque em duas
frentes, em primeiro lugar os anticorpos podem impedir a
adesdo microbiana e em segundo lugar os niveis aumentados de
anticorpos de MSCRAMM facilitam uma rapida depuracdo do
organismo a partir do corpo através de morte

opsonofagocitica.

No entanto, tem ainda subsistido um problema em
identificar e utilizar a informacdo referente a MSCRAMM™ de
S. aureus, tals como a proteina ClfA, para gerar anticorpos
monoclonais eficazes, por causa da variabilidade nas
propriedades de 1ligacdo das diferentes MSCRAMM™ e do seu
papel na infectividade e no espalhar de infeccdes
bacterianas. Em particular, tem sido um problema desenvolver
anticorpos monoclonais gque se possam ligar a CLlLfA e que
possam ser utilizados para inibir ou dificultar a ligacdo de
ClfA estafilocbdbcica a fibrinogénio ou fibrina, e assim ser
Uteis em métodos de prevencdo ou tratamento de infeccgdes
estafilocbdcicas. Tem assim subsistido um objectivo altamente
desejavel no campo das doencas 1infecciosas em desenvolver
anticorpos monoclonais e outras composicdes que sejam bem
sucedidos no tratamento e prevencdo de uma ampla variedade de
infeccdes estafilocbdcicas, particularmente por inibicdo ou
dificultacdo da capacidade das bactérias em se ligarem a

fibrinogénio ou fibrina.

A WO 00/64925 revela a utilizacdo de anticorpos baseados
nas regides Clfd40 e Clf4l de ClfA no tratamento de doencas
infecciosas causadas por bactérias estafilocédcicas.
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A US 6008341 descreve o 1isolamento da proteina de
ligacdo a fibrinogénio de S. aureus e sua utilizacdo na
criacdo de anticorpos.

O'Connell et al. (J. Biol. Chem. Vol. 273, N.° 12, pags.
6821-6898; 1998) investigam a proteina ClfA de S. aureus e
demonstram que a regido A de ClfA se pode ligar a ca?" e que
a 1interaccdo entre a regido A de ClfA e fibrinogénio ¢é
inibida por concentracdes milimolares de ca?*,

Hartford et al. (Molecular Microbiol. (1997) 25(6),
1065-1076) estudam outra vez a proteina ClfA de S. aureus e
em particular se a regido R tem ou ndo um papel na exibicdo a
superficie do dominio A da regido de ligacdo a fibrinogénio.

Hartford et al. (J. Biol. Chem. Vol. 276, N.° 4, péags.
2466-2473; 2001) descrevem também o estudo de proteina CIl1fA
de S. aureus e em particular a sua ligacdo a fibrinogénio. Os
autores descrevem anticorpos policlonais criados contra um
truncado de ClfA recombinante, composto de residuos 5000-559
da regido A. Verificaram que estes anticorpos foram capazes
de blogquear a interaccdo entre S. aureus e fibrinogénio.

Sumario do invento

Por conseguinte, é um objectivo do presente invento
proporcionar um anticorpo monoclonal gque se pode ligar a
proteina do subdominio Cl1£f33 da proteina de ClfA de S. aureus
e assim ser util em métodos para tratar ou prevenir infeccdes
estafilocbébcicas. O anticorpo monoclonal ¢é o anticorpo
monoclonal 12-9 possuindo

(1) uma sequéncia leve variavel codificada por uma
sequéncia de 4cido nucleico seleccionada entre o grupo
consistindo de SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:17 e seus degenerados;
e

(ii) wuma cadeia pesada variadvel codificada por uma
sequéncia de Aacido nucleico seleccionada entre o grupo
consistindo de SEQ ID NO:11, SEQ ID NO: 19 e seus
degenerados.

E também um objectivo do presente invento proporcionar
um anticorpo monoclonal que é capaz de se ligar a ClfA, e que
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é gerado a partir do subdominio de ligacdo da proteina CIlfA
de 8. aureus, Clf33, ou suas porcdes activas, para ser
utilizado em métodos de tratamento ou proteccdo contra
infeccbes estafilocdcicas.

E também um objectivo do presente invento proporcionar
um anticorpo monoclonal para a proteina Cl1f33 que pode ser
util em impedir a adesdo de bactérias estafilocdcicas por
inibicdo ou dificultacdo da ligacdo da proteina ClfA a
fibrinogénio ou fibrina.

E um objectivo adicional do invento proporcionar
sequéncias de aminoacidos e as sequéncias de acido nucleico
que codificam a sequéncia leve varidvel e as sequéncias
pesadas variadveis do anticorpo monoclonal do presente

invento.

E ainda um objectivo adicional do presente invento
proporcionar um anticorpo monoclonal 12-9 para o subdominio
Clf33 de ClfA que é protector contra infeccdo por S§. aureus,
e gue pode conseguir reactividade cruzada contra outros tipos
de infeccdo estafilocdcica.

Estes e outros objectivos sé&o proporcionados em virtude
do presente invento que compreende o isolamento e utilizacéo
de anticorpo monoclonal 12-9 para o subdominio de ligacéo
Clf33 da proteina ClfA para a prevencdo e tratamento de
infeccdes por Staphylococcus. O presente pedido de patente
descreve assim a identificacdo, producdo, caracterizacdo e
avaliacdo in vivo de um anticorpo monoclonal 12-9 contra
Clf33 de Cl1lfA, uma proteina localizada a superficie expressa
por virtualmente cada uma das estirpes de S. aureus. Os dados
aqul apresentados demonstram claramente que o anticorpo
monoclonal 12-9 contra os subdominios activos de ClfA tais
como Clf33 pode ser utilizado para tratar ou proteger contra
infeccdes por S. aureus.

A identificacdo e isolamento de anticorpos monoclonais
anti-ClfA de acordo com o presente invento pode assim ser
utilizada para dificultar ou inibir a ligacdo da proteina
ClfA a fibrinogénio ou fibrina e assim ser util em métodos de
tratamento ou prevencdo de infeccdes estafilocbdcicas. Sao
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também descritas composicdes e vacinas adequadas baseadas nos
subdominios de proteina ClfA isolados e anticorpos criados
contra estes, bem como métodos para a sua utilizacdo.

Estas concretizacdes e outras alternativas e
modificacdes dentro do ambito do invento revelado tornar-se-
do prontamente evidentes para os peritos na especialidade da
leitura do presente fasciculo e/ou das referéncias aqui
citadas.

Breve descrigao das figuras

A Figura 1 é um grafico de uma anadlise Biacore utilizada
para medir a ligacdo de ClfA e a ligacdo/inibicdo subsequente
de fibrinogénio quando anticorpos monoclonais 13-1 ou 13-2 de
acordo com o presente invento estdo ligados a um chip
utilizando anticorpo Fc de coelho anti-ratinho (RAM-Fc).

A Figura 2 é um grafico de uma anadlise Biacore do
anticorpo monoclonal 12-9 quimérico de acordo com o presente

invento.

A Figura 3 é um grafico de uma andlise de citometria de
fluxo de anticorpo monoclonal 12-9 guimérico mostrando a
ligacdo a S. aureus (estirpe Newman) .

A Figura 4 é um grafico mostrando a afinidade de ligacéo
a Cl1fA de anticorpo monoclonal 12-9 gquimérico e humanizado de
acordo com o invento.

A Figura 5 é um gréfico mostrando a proteccdo contra
Staphylococcus aureus num modelo murino de desafio letal.

A Figura 6 é um grafico mostrando a inibicdo de células
inteiras da adesdo de S. aureus a fibrinogénio imobilizado

utilizando os anticorpos monoclonais do presente invento.

A Figura 7 é um grafico mostrando a ligacdo comparativa
de S. aureus utilizando os anticorpos monoclonais 12-9
murino, 12-9 quimérico e 12-9 humanizado de acordo com o

presente invento.
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A Figura 8 ¢é uma ilustracdo das sequéncias de cadeia
pesada variavel e leve variéavel dos anticorpos monoclonais do
presente invento mostrando as sequéncias conservadas nas
regides CDR1, CDR2 e CDR3.

DESCRIGCAO DETALHADA DAS CONCRETIZAGCOES PREFERIDAS

De acordo com o presente invento, & proporcionado um
anticorpo monoclonal 12-9, que se pode ligar a proteina ClfA
de S. aureus, e este anticorpo monoclonal foi criado contra
proteina de subdominio de ligacdo activa C1lf33 que foi
isolada e purificada pelos presentes inventores. Fol mostrado
que o anticorpo monoclonal 12-9 de acordo com o invento trata
ou protege contra infeccdes por S. aureus.

Anteriormente, McDevitt et al. (McDevitt et al., 1994,
Mol. Microbiol. 11, 237-248) identificaram uma proteina de
superficie de 92 kDa, a partir de S. aureus da estirpe
Newman, dque se demonstrou ser responsavel pela agregacdo de
bactérias dependente de fibrinogénio, e esta é agora revelada
na Patente dos E.U.A. N.° 6177084. O gene, designado CIfA,
foi clonado e sequenciado, e este é revelado na Patente dos
E.U.A. N.° 6008341, e esta regido, representando uma proteina
de 896 aminodcidos conforme prevista a partir da sequéncia de
ADN, medeia a adesdo de bactérias a superficies revestidas
com fibrinogénio, identificando desse modo CIl1fA como uma
MSCRAMM™, O gene CIlfA consiste de um dominio citoplésmico, um
dominio transmembrana, um dominio de ancoragem a parede
celular e uma regido (designada por R) gque liga os dominios
de ancoragem da célula a regido A NHy-terminal (composta de
um segmento uUnico de 520 residuos). O dominio de ligacdo a
fibrinogénio desta MSCRAMM foi localizado num segmento de 218
residuos dentro da regido A. McDevitt et al. (McDevitt et
al., 1995, Mol. Microbiol. 16, 895-907) mostraram que a
regido A de ClfA é suficiente para o fendtipo de agregacéo.

Contudo, anteriormente, ninguém foi capaz de (gerar
anticorpos monoclonais para a proteina ClfA de S. aureus. Por
conseguinte, o presente invento refere-se a um anticorpo
monoclonal 12-9 isolado e/ou purificado que se pode ligar ao
subdominio de ligacdo Cl1f33 de proteina ClfA e que assim pode
ser util em métodos de prevencdo e tratamento de infeccéo
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estafilocdcica quando utilizado em quantidades eficazes para
prevenir ou tratar tais infeccdes. Este anticorpo monoclonal
pode ser produzido utilizando, e.g., o método de Kohler e
Milstein, Nature 2560:495-497 (1975), ou outros modos
adequados conhecidos na &rea e, para além disso, pode ser
preparado como anticorpos monoclonais gquiméricos, humanizados
ou humanos, de modos dgque serdo bem conhecidos nesta éarea.
Ainda adicionalmente, podem-se preparar anticorpos
monoclonais a partir de uma cadeia simples, tal como as
cadeias leve ou pesada, e para além disso podem ser
preparados a partir de fragmentos activos de um anticorpo que
retém as caracteristicas de 1ligacdo (e.g., especificidade
e/ou afinidade) do anticorpo inteiro. Por fragmentos activos
pretende-se significar um fragmento de anticorpo que tem a
mesma especificidade de ligacdo que um anticorpo completo que
se liga a proteina ClfA, e o termo "anticorpo" como aqui
utilizado pretende incluir 0s referidos fragmentos.
Adicionalmente, sédo também contemplados pelo presente invento
antissoros preparados utilizando anticorpo monoclonal 12-9 e
estes podem ser preparados de varios modos adequados como
serd reconhecido por um perito na especialidade.

Como indicado acima, podem-se preparar anticorpos para
ClfA de varios modos adequados gue serdo bem conhecidos na
especialidade, tais como o método de Kohler e Milstein bem
estabelecido acima descrito que pode ser utilizado para gerar
anticorpos monoclonais. Neste método, injectam-se ratinhos
intraperitonealmente uma vez por semana durante um periodo
prolongado com uma proteina ClfA recombinante purificada, ou
uma proteina de subdominio isolada tal como C1f40, Cl1£f33 ou
ClfA N3, ou uma sua porcdo activa, seguindo-se uma anélise ao
sangue dos ratinhos imunizados para determinar a reactividade
em relacdo a ClfA purificada. Apds identificacdo de ratinhos
reactivos em relacdo a ClfA, linfécitos isolados a partir de
bacos de ratinho s&o fundidos com células de mieloma de
ratinho para produzir hibridomas positivos para os anticorpos
contra ClfA que sdo depois isolados e cultivados, seguindo-se
purificacdo e isotipagem.

De modo a gerar anticorpos monoclonals de acordo com O
invento, é assim preferido gque estes sejam gerados utilizando
proteinas Clf33 preparadas recombinantemente utilizando
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métodos convencionais bem conhecidos na especialidade. Por
exemplo, um destes métodos emprega a utilizacdo do wvector de
expressdo de E. colil pQE-30 como um vector de expressdo para
clonagem e expressdo de proteinas e péptidos recombinantes.

Utilizando PCR, amplificou-se o dominio A de CIfA (Clf40
representando AA 40-559 ou Clf33 representando AA 221-550) a
partir de ADN genémico de S. aureus Newman e subclonou-se no
vector de expressdo de E. coli PQE-30 (Qiagen), o que permite
a expressdo de uma proteina de fusdo recombinante contendo
seis residuos histidina. Este vector foi subsequentemente
transformado na estirpe de E. coli ATCC 55151, cultivou-se
num fermentador de 15 litros até uma densidade oéptica (ODgog)
de 0,7 e induziu-se com isopropil-l-beta-D-galactdésido (IPTG)
0,2 mM durante 4 horas. Colheram-se as células utilizando uma
montagem de fibras ocas AG Technologies (tamanho de poro de
0,45 pm) e congelou-se a pasta de células a -80°C. Lisaram-se
as células em PBS 1X (10 mL de tampdo/l g de pasta de
células) utilizando 2 passagens através da prensa francesa a
1100 psi. Centrifugaram-se as células lisadas a 17000 rpm
durante 30 minutos para remover os residuos celulares. Fez-se
passar o sobrenadante sobre uma coluna gquelante HiTrap
(Pharmacia) de 5 ml carregada com NiCl, 0,1 M. Apds
carregamento, lavou-se a coluna com 5 volumes de coluna de
Tris 10 mM, pH 8,0, NaCl 100 mM (Tampdo A). Eluiu-se a
proteina utilizando um gradiente de 0-100% de Tris 10 mM, pH
8,0, NaCl 100 mM, imidazole 200 mM (Tampdo B) com 30 volumes
de coluna. C1f40 ou C1lf33 foram eluidas para ~13% de Tampdo B
(imidazole ~26 mM). Monitorizou-se a absorvancia a 280 nm. As
fraccdes contendo C1f40 ou Clf33 foram dialisadas em PBS 1x.

Submeteu-se depois a proteina a um protocolo de remocao
de endotoxina. Os tampdes utilizados durante este protocolo
foram libertados de endotoxina por passagem sobre uma coluna
Mono-Q Sepharose (Pharmacia) de 5 ml. Dividiu-se a proteina
equitativamente entre tubos 4x 15 ml. Ajustou-se o volume de
cada tubo a 9 ml com Tampdo A. Adicionou-se 1 ml de Triton X-
114 a 10% a cada tubo e incubou-se com rotacdo durante 1 hora
a 4°C. Colocaram-se os tubos num banho de &gua a 37°C para
separar as fases. Centrifugaram-se os tubos a 2000 rpm
durante 10 minutos e recolheu-se a fase agquosa superior de
cada tubo e repetiu-se a extraccéao com detergente.
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Combinaram-se as fases aquosas da segunda extraccdo e fez-se
passar sobre uma coluna quelante IDA (Sigma) de 5 ml,
carregada com NiCl, 0,1 M para remover o detergente restante.
Lavou-se a coluna com 9 volumes de coluna de Tampdo A antes
de se eluir a proteina com 3 volumes de coluna de Tampédo B.
Fez-se passar o eluente sobre uma coluna Detoxigel (Sigma) de
5 ml e recolheu-se o caudal de saida e reaplicou-se a coluna.
Recolheu-se o caudal de saida da segunda passagem e dialisou-
se em PBS 1x. Analisou-se o produto purificado em relacdo a
concentracao, pureza e nivel de endotoxina antes da
administracdo aos ratinhos.

A sequéncia de aminoadcidos para Clf40 obtida deste modo
é aqui mostrada como SEQ ID NO:2, e é codificada por éacidos
nucleicos possuindo a sequéncia apresentada na SEQ ID NO:1,
ou seus degenerados. Adicionalmente, a sequéncia de
aminocacidos para Clf33 obtida deste modo é aqui mostrada como
SEQ ID NO:4, e é codificada por &cidos nucleicos possuindo a
sequéncia apresentada na SEQ ID NO:3, ou seus degenerados.

Apds 1isolamento do subdominio activo Clf33 de proteina
ClfA, podem-se produzir anticorpos monoclonais para esta
proteina de varios modos adequados. Por exemplo, num método
preferido, utilizou-se a proteina C1f33 purificada para gerar
um painel de anticorpos monoclonais murinos. Resumidamente,
um grupo de ratinhos Balb/C recebeu uma série de imunizacdes
subcutaneas de 50 pg de proteina Clf40 ou Clf33 em solucdo ou
misturadas com adjuvante como a seguir descrito:

Injeccdo Dia Quantidade (1ug) Via Adjuvante
Primaria 0 50 Subcutidnea Completo de Freund
Reforco #1 14 5 (C1f40) Intravenosa PBS
10 (ClfA33)

Trés dias apdbs o reforco final, removeram-se os bacos,
destacaram-se numa suspensdo de células individuais e
colheram-se os linfécitos. Fundiram-se depois os linfdcitos
com uma linha de células de mieloma SP2/0-Agl4d (ATCC #1581).
Fusdo celular, plagueamento subsequente e alimentacdo foram
realizados de acordo com o protocolo para producdo de
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anticorpos monoclonais de Current Protocols in Immunology
(Capitulo 2, Unidade 2.).

Quaisquer clones gerados a partir da fusdo foram depois
rastreados quanto a producéao de anticorpo anti-C1£40
especifico utilizando um ensaio ELISA padrdo. Expandiram-se
os clones positivos e testaram-se adicionalmente.
Identificaram-se originalmente quinze clones positivos e
clonaram-se por diluicéo limitante ©para —caracterizacéo
adicional. Testaram-se clones de células individuais quanto a
actividade num ELISA de ligacdo directa, um ELISA modificado
para medir a inibicdo da ligacdo de fibrinogénio a C1f40,
ligacdo de células Dbacterianas inteiras por citometria de
fluxo e afinidade pela ligacdo a Cl1f40 por andlise Biacore.

Colheram-se amostras bacterianas de S. aureus (estirpes
Barnett, 67-0, ATCC#25923 e ATCC#49230), lavaram-se e
incubaram-se com Mab 13-2, 12-9, 13-1 ou PBS sozinho
(controlo) numa concentracdo de 2 mg/ml apds bloquear os
locais de proteina A com IgG de coelho (50 mg/ml). Apds
incubacdo com anticorpo, incubaram-se as células bacterianas
com Cabra-Fpr2-Anti-Ratinho-F(a)2-FITC gque serviu como O
anticorpo de deteccédo. Apds marcacdo de anticorpo, aspiraram-
se as células Dbacterianas através do citdémetro de fluxo
FACScaliber ©para analisar a emissdo de fluorescéncia
(excitacdo: 488, emissdo: 570). Para cada estirpe bacteriana,
colheram-se e mediram-se 10000 eventos.

Revestiram-se placas de 96 pocos de elevada ligacdo com
solucdo 1 mg/ml de Clf40 em PBS (pH 7,4), cobriram-se e
incubaram-se a temperatura ambiente durante 2 horas. Lavaram-
se depols as placas com PBS, Tween 20 a 0,05% e blogquearam-se
com solucdo de BSA a 1% durante 1 hora a temperatura
ambiente. Apds lavagem, adicionou-se sobrenadante de
anticorpo monoclonal e incubaram-se as placas durante 1 hora
a tTemperatura ambiente. Lavaram-se depois as placas e
adicionou-se a cada poco solucdo de fibrinogénio humano 0,1
mg/ml. Incubaram-se as placas durante 1 hora a temperatura
ambiente e lavaram-se. Adicionou-se conjugado AP anti-
fibrinogénio de ovelha numa diluicdo 1:750 em PBS, Tween 20 a
0,05%, BSA a 0,1% e deixaram-se incubar durante 1 hora a
temperatura ambiente. Lavaram-se depois as placas e
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adicionou-se pNPP (solucdo de revelacdo) numa concentracao
final de 1 mg/ml. Incubaram-se as placas 15-30 minutos a 37°C
e leram-se os resultados a 405 nm e analisaram-se utilizando
um leitor HTS 7000 Bio-Assay da Perkin Elmer.

Realizou-se a anélise cinética num Biacore 3000
utilizando o método de captura de ligando incluido no
software. Um anticorpo Fc de coelho anti-ratinho (Biacore)
foi acoplado por amina a um chip CM5. O anticorpo monoclonal
a ser analisado foi depois passado sobre o chip, permitindo a
ligacdo a porcdo Fc. Fizeram-se depois passar sobre a
superficie do chip concentracdes variaveis da proteina C1£f40
ou Clf33 e recolheram-se os dados. Utilizando o software de
avaliacdo fornecido pela Biacore (Versdo 3.1), mediram-se kg,
e korr e calcularam-se Kz e Kp.

Como mostrado pelos dados abaixo, as imunizacdes para
gerar anticorpos monoclonais dirigidos contra C1f40 ou
porcdes activas de Clf40 (regides N2N3 ou N3) produziram
anticorpos monoclonais com diferentes e diversos perfis de
reactividade e reactividade cruzada.

Ainda que se prefira a producdo de anticorpos utilizando
formas recombinantes da proteina Cl1fA, podem também ser
gerados anticorpos a partir de proteinas ClfA naturais
isoladas e purificadas ou regides, e podem ser gerados
anticorpos monoclonais ou policlonais utilizando as proteinas
ClfA naturais ou regides activas do mesmo modo como acima
descrito para obter tais anticorpos. Estdo ainda disponiveis
outros modos convencionais para gerar os anticorpos de CLlfA
utilizando proteinas ClfA purificadas naturais ou
recombinantes ou suas regides activas, como sera reconhecido
por um perito na especialidade.

Como serd reconhecido por um perito na especialidade, os
anticorpos do presente invento podem também ser formulados em
composicdes farmacéuticas adequadas para administracdo a um
paciente humano ou animal de modo a tratar ou prevenir uma
infeccdo causada por bactérias estafilocdcicas. Composicdes
farmacéuticas contendo os anticorpos do presente invento, ou
seus fragmentos aceitéaveis, podem ser formuladas em
combinacdo com qualquer veiculo, excipiente ou transportador
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farmacéutico adequado que serd habitualmente utilizado nesta
especialidade, 1incluindo solucdo salina, dextrose, 4agua,
glicerol, etanol, outros compostos terapéutico e suas
combinacdes. Como um perito nesta especialidade reconheceri,
o veliculo, excipiente ou transportador particular utilizado
variard dependendo do paciente e da condicdo do paciente, e
varios modos de administracdo serdo adequados ©para as
composicdes do invento, como serd reconhecido por um técnico
competente nesta especialidade. Métodos adequados de
administracdo de qualquer composicdo farmacéutica revelados
neste pedido de patente incluem, mas ndo estdo limitados a,
administracdo toépica, oral, anal, vaginal, intravenosa,
intraperitoneal, intramuscular, subcuténea, intranasal e
intradérmica.

Para administracdo tépica, a composicdo é formulada na
forma de uma pomada, creme, gel, locdo, gotas (tais como
gotas oculares e gotas para o ouvido) ou solucdo (tal como um

colutdédrio). Pensos para feridas ou cirurgicos, suturas e
aerossdis podem ser impregnados com a composicéo. A
composicdo pode conter aditivos convencionais, tais como
conservantes, solventes ©para promover a penetracao, e
emolientes. As formulacdes toépicas podem também conter

transportadores convencionais tais como bases de creme ou de
pomada, etanol ou &alcool oleilico.

Formas adicionais de composicdes de anticorpo, e outra
informacdo referente a composicdes, métodos e aplicacdes em
relacdo a outras MSCRAMM™ serdoc também geralmente aplicéaveis
ao presente invento envolvendo anticorpos para a MSCRAMM™ de
ClfA e sdo reveladas, por exemplo, na Patente dos E.U.A.
6288214 (Hook et al.).

As composicdes de anticorpo do presente invento gque séo
geradas contra o subdominio Clf33 de proteina ClfA podem
também ser administradas com um adjuvante adequado numa
quantidade eficaz para melhorar a resposta imunogénica contra
o conjugado. Por exemplo, adjuvantes adequados podem incluir
alumen (fosfato de aluminio ou hidréxido de aluminio), que é
amplamente utilizado em humanos, e outros adjuvantes tais
como saponina e o seu componente purificado Quil A, adjuvante
completo de Freund, adjuvante RIBBI e outros adjuvantes
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utilizados em aplicacdes de 1investigacdo e veterinérias.
Podem também ainda ser uteis outras preparacdes definidas
quimicamente tais como muramildipéptido, monofosforil-lipido
A, conjugados de fosfolipido tais como os descritos por
Goodman-Snitkoff et al., J. Immunol. 147:410-415 (1991),
encapsulacdo do conjugado num proteolipossoma como descrito
por Miller et al., J. Exp. Med. 176:1739-1744 (1992) e
encapsulacdo da proteina em vesiculas de 1lipido tais como
vesiculas de lipido Novasome (Micro Vescular Systems, Inc.,
Nashua, NH).

Em qualquer caso, as composicdes de anticorpo do
presente 1nvento serdo assim Uteis para interferéncia,
modulacédo, inibicdo das interaccdes de ligacdo entre ClfA em
bactérias estafilocdcicas e fibrinogénio em células e tecidos
de hospedeiro, ou desprendimento de bactérias estafilocdcicas
que ficaram ligadas a fibrinogénio associado a células e
tecidos de hospedeiro. Por conseguinte, o presente invento
tera aplicabilidade particular no desenvolvimento de
composicdes e métodos para prevencdo ou tratamento de
infeccdes estafilocdcicas, e para inibicdo da 1ligacdo de
bactérias estafilocédecicas a células e/ou tecido de
hospedeiro.

Sdo aqui proporcionados métodos para prevencdo ou
tratamento de uma infeccdo estafilocdcica que compreendem
administrar uma quantidade eficaz de um anticorpo para a sub-
regido Clf33 de ClfA como acima descrito em quantidades
eficazes para tratar ou prevenir a infeccdo. Para além disso,
estes anticorpos monoclonais mostraram ser uteis na
dificultacdo da ligacdo de Dbactérias estafilocécicas a
fibrinogénio ou fibrina, e assim provaram ser eficazes no
tratamento ou prevencao de infeccéo por bactérias
estafilocbdcicas tais como S. aureus. Ainda adicionalmente, os
anticorpos de acordo com o invento sdo duplamente eficazes
pelo facto de terem mostrado ser reactivos de modo cruzado
através de uma ampla variedade de estirpes de S. aureus o que
assim melhorard a eficdcia e a eficiéncia de composicdes
baseadas nos anticorpos monoclonais do presente invento.

Por conseguinte, de acordo com o) invento, a
administracdo do anticorpo do presente 1invento em qualdgquer
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dos modos convencionais acima descritos (e.g., toéopico,
parentérico, intramuscular, etc.), proporcionarada assim um
método extremamente Util para tratar ou prevenir infeccoes
estafilocébcicas em pacientes humanos ou animais. Por
quantidade eficaz pretende-se significar aquele nivel de
utilizacdo, tal como o nivel de um titulo de anticorpo, dque
serd suficiente para impedir a adesdo das bactérias, para
inibir a 1ligacdo de bactérias estafilocdcicas a células
hospedeiras e assim ser util no tratamento ou prevencgédo de
uma infeccdo estafilocdcica. Como serd reconhecido por um
técnico competente nesta especialidade, o nivel de titulo de
anticorpo necessario para ser eficaz para tratar ou prevenir
uma infeccdo estafilocdcica variaréd dependendo da natureza e
condicdo do paciente, e/ou da gravidade da infeccao
estafilocdbcica pré-existente.

Para além da utilizacdo de anticorpo 12-9 para a sub-
regido Clf33 de proteina ClfA para tratar ou prevenir uma
infeccdo por S. aureus como acima descrito, o presente
invento contempla a utilizacdo deste anticorpo de varios
modos, incluindo a deteccdo da presenca de S. aureus para
diagnosticar uma infeccdo estafilocdcica, seja num paciente
ou num equipamento médico que pode também ficar infectado. Um
método preferido para detectar a presenca de infeccdes
estafilocédcicas envolve o0s passos de obter uma amostra
suspeita de estar infectada por uma ou mais espécies ou
estirpes de bactérias estafilocdcicas, tais como uma amostra
retirada de um individuo, por exemplo, do préprio sangue,
saliva, tecidos, o0sso, musculo, cartilagem ou pele. As
células podem depois ser lisadas, e o ADN extraido,
precipitado e amplificado. Apds isolamento da amostra, podem-
se realizar ensaios de diagndéstico utilizando o anticorpo do
presente invento para detectar a presenca de S. aureus, e
estas técnicas de ensalo para determinar uma tal presenca
numa amostra sdo bem conhecidas dos peritos na especialidade
e incluem métodos tais como radioimunoensaio, andlise Western
blot e ensaios ELISA. Em geral, é contemplado um método de
diagndéstico de uma infeccdo por S. aureus onde a uma amostra
suspeita de estar infectada com uma infeccdo por S. aureus se
adiciona um anticorpo de proteina Clf33 de acordo com O
presente invento, e o S. aureus é indicado pela ligacdo de
anticorpo a proteina Cl1£f33 na amostra.
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Por conseguinte, anticorpo 12-9 ou outros aqui descritos
podem ser utilizados para a deteccdo especifica de proteinas
map estafilocbdbcicas, para a prevencdo de infeccdo por
bactérias estafilocdcicas, para o tratamento de uma infeccéo
em curso ou para utilizacdo como ferramentas de investigacéo.
O termo "anticorpos" como aqui utilizado inclui anticorpos
monoclonais, policlonais, quiméricos, de cadeia simples,
biespecificos, simianizados e humanizados ou primatizados bem
como fragmentos Fab, tais como aqueles fragmentos que mantém
a especificidade de ligacdo dos anticorpos para a proteina
Clf33, incluindo os produtos de uma biblioteca de expressao
de imunoglobulina Fab. Por conseguinte, o invento contempla a
utilizacdo de cadeias simples tais como as cadeias variaveis
pesada e leve dos anticorpos como serd a seguir descrito. A
geracdo de quaisquer destes tipos de anticorpos ou fragmentos
de anticorpo é bem conhecida dos peritos na especialidade. No
presente caso, gerou-se e isolou-se anticorpo monoclonal 12-9
para proteina Clf33 e mostrou-se que este protege contra
infeccdo estafilocédcica.

Qualquer dos anticorpos acima descritos pode ser marcado
directamente com um marcador detectédvel para identificacdo e
quantificacdo de bactérias estafilocdcicas. Sao geralmente
conhecidos dos peritos na especialidade marcadores para
utilizacdo em imunoensaios e incluem enzimas, radioisdtopos,
e substancias fluorescentes, luminescentes e cromogénicas,
incluindo particulas coradas tais como ouro coloidal ou
pérolas de latex. Imunoensaios adequados incluem ensaios de
imunossorvente ligado a enzima (ELISA).

Alternativamente, o} anticorpo pode ser marcado
indirectamente ©por reaccdo com substédncias marcadas qgue
possuem uma afinidade por imunoglobulina. O anticorpo pode
ser conjugado com uma segunda substédncia e detectado com uma
terceira substéncia marcada possuindo uma afinidade pela
segunda substéncia conjugada ao anticorpo. Por exemplo, o
anticorpo pode ser conjugado a biotina e o conjugado de
anticorpo-biotina detectado utilizando avidina ou
estreptavidina marcados. Similarmente, o anticorpo pode ser
conjugado a um hapteno e o conjugado anticorpo-hapteno
detectado utilizando anticorpo anti-hapteno marcado. Estes e
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outros métodos de marcacdo de anticorpos e conjugados de
ensaio sdo bem conhecidos dos peritos na especialidade.

Podem-se também utilizar anticorpos para Cl1£f33 como
acima descrito em instalacdes de producdo ou laboratdrios
para isolar quantidades adicionais das proteinas, tal como
por cromatografia de afinidade. Por exemplo, os anticorpos do
invento podem também ser utilizados para isolar quantidades
adicionais da proteina Cl1fA ou seus fragmentos activos.

O anticorpo 12-9 isolado do presente invento, ou seus
fragmentos activos, pode também ser utilizado no
desenvolvimento de vacinas para 1imunizacdo passiva contra
infeccdes estafilocédcicas. Adicionalmente, quando
administrados como composicdo farmacéutica a uma ferida ou
utilizados para revestir dispositivos médicos ou biomateriais
poliméricos in vitro e 1in vivo, 0s anticorpos do presente
invento podem ser uUteis naqueles casos onde existe uma
infeccdo estafilocédcica prévia por causa da capacidade deste
anticorpo para restringir e inibir adicionalmente a ligacéao
de S. aureus a fibrinogénio ou fibrina e assim limitar a
extensdo e a disseminacdo da infeccdo. Para além disso, o
anticorpo pode ser modificado como necessario tal gue, em
certos casos, seja menos 1munogénico no paciente a quem é
administrado. Por exemplo, se o paciente é um humano, o
anticorpo pode ser "humanizado" por transplante das regides
determinantes de complementaridade do anticorpo derivado de
hibridoma para um anticorpo monoclonal humano como descrito,
e.g., por Jones et al., Nature 321:522-525 (1986) ou Tempest
et al. Biotechnology 9:266-273 (1991) ou "embutidos" por
alteracdo dos residuos de estrutura murinos expostos a
superficie nas regides variavels de imunoglobulina para
mimetizar uma estrutura correspondente humana homdéloga como
descrito, e.g., por Padlan, Molecular Imm. 28:489-498 (1991).
Ainda adicionalmente, gquando assim desejado, o0s anticorpos
monoclonais do presente invento podem ser administrados em
conjunto com um antibidético adequado para intensificar
adicionalmente a capacidade das presentes composicdes para
combater infeccdes bacterianas.

Dispositivos médicos ou biomateriais poliméricos a serem
revestidos com os anticorpos, proteinas e fragmentos activos
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aqui descritos incluem, mas ndo estdo limitados a, agrafos,
suturas, valvulas cardiacas de substituicado, dispositivos de
assisténcia cardiaca, lentes de contacto duras e moles,
implantes de 1lente intraocular (cdmara anterior ou cémara
posterior), outros implantes tais como inclusdes corneanas,
querato-proteses, stents vasculares, dispositivos de
epiceratofacia, shunts de glaucoma, agrafos retinianos,
ganchos esclerais, proteses dentéarias, dispositivos
tiroplésticos, dispositivos laringopléasticos, enxertos
vasculares, prdteses de tecido mole e duro incluindo, mas néo
limitadas a, bombas, dispositivos eléctricos incluindo
estimuladores e registadores, prdteses auditivas, pacemakers,
laringe artificial, implantes dentarios, implantes mamarios,
implantes penianos, tenddes cranio/faciais, articulacdes,
tenddes, ligamentos, meniscos e discos artificiais, ossos
artificiais, 6rgaos artificiais incluindo pancreas
artificial, coracdes artificiais, membros artificiais e
vadlvulas cardiacas; stents, arames, arames guia, cateteres
intravenosos e vVenosos centrais, dispositivos para
angioplastia laser e de baldo, dispositivos vasculares e

cardiacos (tubos, cateteres, baldes), auxiliares
ventriculares, componentes para didlise ao sangue,
oxigenadores de sangue, dispositivos

uretrais/ureterais/urindrios (cateteres de Foley, stents,
tubos e baldes), cateteres das vias aéreas (tubos
endotraqueais e de traqueostomia e cuffs), tubos de
alimentacéao entérica (incluindo tubos nasogastricos,
intragdstricos e jejunais), tubos para drenagem de feridas,
tubos utilizados para drenar as cavidades corporais tais como
as cavidades pleurais, peritoneais, cranianas e pericérdicas,
sacos para sangue, tubos de ensaio, tubos para colheita de
sangue, tubos sob vacuo (vacutainers), seringas, agulhas,
pipetas, pontas de pipeta e tubagem para sangue.

Serd entendido pelos peritos na especialidade dque o
termo "revestido" ou "revestimento", como aqui utilizado,
significa aplicar o anticorpo ou fragmento activo, ou
composicdo farmacéutica derivada destes, a uma superficie do
dispositivo, preferivelmente uma superficie exterior dque seré
exposta a infeccdo Dbacteriana estafilocbcica. Nao é
necessario que a superficie do dispositivo esteja
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inteiramente coberta pela proteina, anticorpo ou fragmento

activo.

Numa concretizacdo preferida, o anticorpo 12-9 pode
também ser utilizado como uma vacina passiva que serd util em
proporcionar anticorpos adequados para tratar ou prevenir uma
infeccdo estafilocédcica. Como seréd reconhecido por um perito
nesta especialidade, uma vacina pode ser embalada para
administracdo de varios modos, tais como por administracéao
parentérica (i.e., intramuscular, intradérmica ou subcuténea)
ou administracdo nasofaringica (i.e., intranasal). Um destes
modos de administracdo é quando a vacina é 1injectada
intramuscularmente, e.g., no musculo deltdéide, contudo, o
modo particular de administracdo dependerd da natureza da
infeccdo bacteriana com que se estd a lidar e da condicédo do
paciente. A vacine ¢é preferivelmente combinada com um
transportador farmaceuticamente aceitavel para facilitar a
administracdo, e o transportador ¢é usualmente &gua ou uma
solucdo salina tamponada, com ou sem um conservante. A vacina
pode ser liofilizada para ressuspensdo no momento da
administracdo ou solucéo.

A dose preferida para administracdo de uma composicédo de
anticorpo de acordo <com o© ©presente invento é aquela
quantidade que serd eficaz para prevenir ou tratar uma
infeccdo estafilocédcica, e serd prontamente reconhecido que
esta quantidade variarad grandemente dependendo da natureza da
infeccdo e da condicdo de um paciente. Como indicado acima,
uma "quantidade eficaz" de anticorpo ou agente farmacéutico a
utilizar de acordo com o 1nvento pretende significar uma
quantidade né&o téxica mas suficiente do agente, de modo a
produzir o efeito profilactico ou terapéutico desejado. Como
serd salientado abaixo, a quantidade exacta do anticorpo ou
de um agente particular que é requerida variard de sujeito
para sujeito, dependendo da espécie, idade e condicdo geral
do sujeito, da gravidade da condicdo que estd a ser tratada,
do transportador ou adjuvante particular que estd a ser
utilizado e do seu modo de administracdo, e outros. Por
conseguinte, a "quantidade eficaz" de gqualquer composicdo de
anticorpo particular variard com base nas circunsténcias
particulares, e uma dquantidade eficaz apropriada pode ser
determinada em cada caso de aplicacdo por um técnico
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competente na especialidade utilizando apenas experimentacédo
de rotina. A dose deverd ser ajustada para servir ao
individuo a quem a composicdo é administrada e variara com a
idade, peso e metabolismo do individuo. As composicdes podem
conter adicionalmente estabilizantes ou conservantes
farmaceuticamente aceitéveis, tais como timerosal (sal de
s6dio de etil (2-mercaptobenzoato-S)mercurio) (Sigma Chemical
Company, St. Louis, MO).

Quando utilizados com marcadores adequados ou outras
biomoléculas ou agentes quimicos apropriados detectéaveis, os
anticorpos monoclonais aqui descritos sédo uteis para fins
tals como diagnéstico 1in vivo e 1In vitro de 1infeccdes
estafilocdcicas ou deteccdo de bactérias estafilocdcicas. A
investigacdo em laboratdédrio pode também ser facilitada
através da utilizacdo destes anticorpos. Sdo bem conhecidos
dos peritos na especialidade varios tipos de marcadores e
métodos de conjugacdo dos marcadores aos anticorpos do
invento, tais como os descritos abaixo.

Por exemplo, o) anticorpo pode ser conjugado
(directamente ou via quelacdo) a um marcador radioactivo tal
14 35 125 131

C, S, I. A

deteccdo de um marcador pode ser realizada por métodos tais

como, mas nao limitado a, %P, °3H, I ou
como contagem de cintilacdo, espectrometria de raios gama ou
auto-radiografia. S&o também uteis marcadores
bioluminescentes, tais como os derivados de luciferina de
pirilampo. A substancia bioluminescente é ligada
covalentemente a proteina por métodos convencionais, e a
proteina marcada é detectada gquando uma enzima, tal como
luciferase, catalisa uma reaccdo com ATP fazendo com que a
molécula bioluminescente emita fotdes de luza. Podem-se
também utilizar fluorogénios para marcar proteinas. Exemplos
de fluorogénios incluem fluoresceina e derivados,
ficoeritrina, alo-ficocianina, ficocianina, rodamina e
Vermelho do Texas. Os fluorogénios sdo geralmente detectados
por um detector de fluorescéncia.

A localizacdo de um ligando em células pode ser
determinada por marcacdo de um anticorpo como acima descrito
e deteccdo do marcador de acordoe com métodos bem conhecidos
dos peritos na especialidade, tais como microscopia de
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imunofluorescéncia utilizando procedimentos tais como o0s
descritos por Warren e Nelson (Mol. Cell. Biol, 7: 1326-1337,
1987) .

Como acima indicado, o anticorpo monoclonal do presente
invento, ou seus fragmentos ou porcdes activas, é
particularmente util para interferir com a interaccédo fisica
inicial entre um patogénio estafilocdcico responsavel pela
infeccdo e um hospedeiro de mamifero, tal como a adesdo das
bactérias a proteinas de matriz extracelular de mamifero tal
como fibrinogénio, e esta interferéncia com a interaccéo
fisica pode ser util tanto no tratamento de pacientes como na
prevencdo ou reducdo de infeccdes bacterianas em dispositivos
médicos implantdveis para os tornar mais seguros para
utilizacéo.

Noutra concretizacédo do presente invento, é
proporcionado um kit gque pode ser util no isolamento e
identificacdo de bactérias e infeccdes estafilocdcecicas que
compreende o anticorpo do presente invento numa forma
adequada, tal como liofilizada num uUnico vaso que depois se
torna activa por adicdo de uma amostra aquosa suspeita de
conter as Dbactérias estafilocdcicas. Um tal kit dincluiré
tipicamente um recipiente adequado para alojar o anticorpo
numa forma adequada em conjunto com um reagente de deteccédo
imunoldégica adequado que permitird a identificacdo de ligacéo
de complexos ao anticorpo do invento. Por exemplo, o reagente
de deteccdo imunoldgica pode compreender um sinal ou marcador
detectédvel adequado, tal como uma biotina ou enzima dque
produz uma cor detectével, etc., Jgque normalmente pode ser
ligado ao anticorpo ou que pode ser utilizado de outros modos
adequados para proporcionar um resultado detectavel quando o
anticorpo se liga ao antigénio.

Resumindo, o anticorpo do presente invento que se liga a
proteina Clf33 ou seus fragmentos activos sdo assim
extremamente Uteis para tratar ou ©prevenir infeccgdes
estafilocébcicas em pacientes humanos e animais e em
dispositivos médicos ou outros dispositivos implantéveis. Por
conseguinte, s&o também aqui descritos métodos para
identificacdo e isolamento de anticorpos que se podem ligar a
Clf33 e que podem ser uteis em métodos de tratamento de
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infeccdes estafilocdcicas que envolvem morte opsonofagocitica
das bactérias.

EXEMPLOS

sao proporcionados os exemplos seguintes que
exemplificam aspectos das concretizacdes preferidas do
presente invento. Sera reconhecido pelos peritos na
especialidade que as técnicas reveladas nos exemplos gue se
seguem representam técnicas identificadas pelos inventores
para funcionarem bem na pratica do invento, e assim pode-se
considerar que constituem modos preferidos para a sua
pratica. No entanto, a luz da presente revelacdo, os peritos
na especialidade deverdo reconhecer dque se podem efectuar
muitas modificacdes nas concretizacdes especificas dque séo
reveladas e ainda assim obter um resultado idéntico ou

similar sem sair do ambito do invento.

Exemplo 1. Isolamento e sequenciac¢dao de Cl1lf40 e C1lf33

Utilizando PCR, amplificou-se o dominio A de CIfA (Clf40
representando AA 40-559 ou Clf33 representando AA 221-550) a
partir de ADN gendémico de S. aureus Newman e subclonou-se no
vector de expressdo de E. coli PQE-30 (Qiagen), o que permite
a expressdo de uma proteina de fusdo recombinante contendo
seis residuos histidina. Este vector foi subsequentemente
transformado na estirpe de E. coli ATCC 55151, cultivou-se
num fermentador de 15 litros até uma densidade oéptica (ODggo)
de 0,7 e induziu-se com isopropil-l-beta-D-galactdésido (IPTG)
0,2 mM durante 4 horas. Colheram-se as células utilizando uma
montagem de fibras ocas AG Technologies (tamanho de poro de
0,45 pm) e congelou-se a pasta de células a -80°C. Lisaram-se
as células em PBS 1X (10 mL de tampdo/l g de pasta de
células) utilizando 2 passagens através da prensa francesa a
1100 psi. Centrifugaram-se as células lisadas a 17000 rpm
durante 30 minutos para remover os residuos celulares. Fez-se
passar o sobrenadante sobre uma coluna guelante HiTrap
(Pharmacia) de 5 ml carregada com NiCl, 0,1 M. Apds
carregamento, lavou-se a coluna com 5 volumes de coluna de
Tris 10 mM, pH 8,0, NaCl 100 mM (Tampdo A). Eluiu-se a
proteina utilizando um gradiente de 0-100% de Tris 10 mM, pH
8,0, NaCl 100 mM, imidazole 200 mM (Tampdo B) com 30 volumes
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de coluna. Clf40 ou Clf33 foram eluidas para ~13% de Tampdo B
(imidazole ~26 mM). Monitorizou-se a absorvancia a 280 nm. As
fracgdes contendo Clf40 ou Clf33 foram dialisadas em PBS 1x.

Submeteu-se depois a proteina a um protocolo de remocao
de endotoxina. Os tampdes utilizados durante este protocolo
foram libertados de endotoxina por passagem sobre uma coluna
Mono-Q Sepharose (Pharmacia) de 5 ml. Dividiu-se a proteina
equitativamente entre tubos 4x 15 ml. Ajustou-se o volume de
cada tubo a 2 ml com Tampdo A. Adicionou-se 1 ml de Triton X-
114 a 10% a cada tubo e incubou-se com rotacdo durante 1 hora
a 4°C. Colocaram-se os tubos num banho de &agua a 37°C para
separar as Tfases. Centrifugaram-se os tubos a 2000 rpm
durante 10 minutos e recolheu-se a fase aquosa superior de
cada tubo e repetiu-se a extraccéao com detergente.
Combinaram-se as fases aquosas da segunda extraccdo e fez-se
passar sobre uma coluna quelante IDA (Sigma) de 5 ml,
carregada com NiCl, 0,1 M para remover o detergente restante.
Lavou-se a coluna com 9 volumes de coluna de Tampdao A antes
de se eluir a proteina com 3 volumes de coluna de Tampédo B.
Fez-se passar o eluente sobre uma coluna Detoxigel (Sigma) de
5 ml e recolheu-se o caudal de saida e reaplicou-se a coluna.
Recolheu-se o caudal de saida da segunda passagem e dialisou-
se em PBS 1x. Analisou-se o produto purificado em relacdo a
concentracao, pureza e nivel de endotoxina antes da
administracdo aos ratinhos.

Sdo incluidas abaixo as sequéncias de proteina e éacido
nucleico. A sequéncia de amincadcidos de Cl1f40 é incluida a
seguir como SEQ ID NO:2, e esta é codificada pela sequéncia
de 4cido nucleico SEQ ID NO:1, e serd também codificada pelos
seus degenerados. A sequéncia de aminoacidos de Clf33 é
incluida a seguir como SEQ ID NO:4, e esta é codificada pela
sequéncia de é&cido nucleico SEQ ID NO:3, e serada também
codificada pelos seus degenerados.

Exemplo 2. Produc¢dao de anticorpo monoclonal utilizando C1l£40
e Clf33

Utilizou-se a proteina C1f40 ou Clf33 purificada para
gerar um painel de anticorpos monoclonais murinos.
Resumidamente, um grupo de ratinhos Balb/C recebeu uma série
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de imunizacdes subcutédneas de 50 nug de proteina C1£f40 ou
Clf33 em solucdo ou misturadas com adjuvante como a seguir
descrito na Tabela TI:

Tabela I:
Injeccdo Dia Quantidade (ng) Via Adjuvante
Primaria 0 50 Subcutidnea Completo de Freund
Reforco #1 14 5 (Clf40) Intravenosa PBS
10 (CLl£33)

Trés dias apdbs o reforco final, removeram-se os bacos,
destacaram-se numa suspensdo de células individuais e
colheram-se os linfécitos. Fundiram-se depois os linfdcitos
com uma linha de células de mieloma SP2/0-Agl4d (ATCC #1581).
Fusdo celular, plagueamento subsequente e alimentacdo foram
realizados de acordo com o protocolo para producdo de
anticorpos monoclonais de Current Protocols in Immunology
(Capitulo 2, Unidade 2.).

Quaisquer clones gerados a partir da fusdo foram depois
rastreados quanto a producéao de anticorpo anti-C1f40
especifico utilizando um ensaio ELISA padrdo. Expandiram-se
0s clones positivos e testaram-se adicionalmente.
Identificaram-se originalmente quinze clones positivos e
clonaram-se por diluicéo limitante ©para caracterizacéao
adicional. Testaram-se clones de células individuais quanto a
actividade num ELISA de ligacédo directa, um ELISA modificado
para medir a inibicdo da 1ligacdo de fibrinogénio a C1£f40,
ligacdo de células Dbacterianas inteiras por citometria de
fluxo e afinidade pela ligacdo a Clf40 por anédlise Biacore.
Os resultados dos testes estdo incluidos na Tabela 1II
seguinte:
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Tabela II:
Anticorpo Cinética de | Inibicdo da | Ligacédo | Ligacdo | Ligacgédo | Ligacdo
monoclonal ligacao ligacdo a a sS. a S. a S. a s.
de ClfA fibrinogénio| aureus aureus aureus aureus
Barnett 67-0 ATCC ATCC

#25923 #49230

F12-9 Kon 7,74%x10° 50-70% 72

oo

62% 60% 94%

kosr 4,46x107°

K, 5,76x107%°

F13-1 Kon 1,11x10° 0-15% - - - 9%

kosr 6,13x107°

Kp 5,51x107°

F13-2 Kon 1,19%x10° 40-60% 59% 65% 55% 93%

kKegs 2,81x1074

Kp 2,35x107°

Ligagdo a bactérias inteiras

Colheram-se amostras bacterianas de S. aureus (estirpes
Barnett, 67-0, ATCC#25923 e ATCC#49230), lavaram-se e
incubaram-se com Mab 13-2, 12-9, 13-1 ou PBS sozinho
(controlo) numa concentracdo de 2 mg/ml apds bloquear os
locais de proteina A com IgG de coelho (50 mg/ml). Apds
incubacdo com anticorpo, incubaram-se as células bacterianas
com Cabra-F(yp')2-Anti-Ratinho-F ;) 2-FITC gue serviu como o
anticorpo de deteccédo. Apds marcacdo de anticorpo, aspiraram-
se as células Dbacterianas através do citdémetro de fluxo
FACScaliber ©para analisar a emissdo de fluorescéncia
(excitacdo: 488, emissdo: 570). Para cada estirpe bacteriana,
colheram-se e mediram-se 10000 eventos.

Inibigcao (ELISA)

Revestiram-se placas de 96 pocos de elevada ligacdo com
solucdo de 1 pg/ml de C1lf40 em PBS (pH 7,4), cobriram-se e
incubaram-se a temperatura ambiente durante 2 horas. Lavaram-
se depois as placas com PBS, Tween 20 a 0,05% e blogquearam-se
com solucdo de BSA a 1% durante 1 hora a temperatura
ambiente. Apods lavagem, adicionou-se sobrenadante de
anticorpo monoclonal e incubaram-se as placas durante 1 hora
a temperatura ambiente. Lavaram-se depols as placas e
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adicionou-se a cada poco solucdo de fibrinogénio humano 0,1
mg/ml. Incubaram-se as placas durante 1 hora a temperatura
ambiente e lavaram-se. Adicionou-se conjugado AP anti-
fibrinogénio de ovelha numa diluicdo 1:750 em PBS, Tween 20 a
0,05%, BSA a 0,1% e deixaram-se incubar durante 1 hora a
temperatura ambiente. Lavaram-se depois as placas e
adicionou-se pNPP (solucdo de revelacdo) numa concentracéao
final de 1 mg/ml. Incubaram-se as placas 15-30 minutos a 37°C
e leram-se os resultados a 405 nm e analisaram-se utilizando
um leitor HTS 7000 Bio-Assay da Perkin Elmer.

Andlise cinética

Realizou-se a analise cinética num Biacore 3000
utilizando o método de captura de ligando incluido no
software. Um anticorpo Fc de coelho anti-ratinho (Biacore)
foi acoplado por amina a um chip CM5. O anticorpo monoclonal
a ser analisado fol depois passado sobre o chip, permitindo a
ligacdo a porcédo Fc. Fizeram-se depols passar sobre a
superficie do chip concentracdes variaveis da proteina C1£f40
ou Clf33 e recolheram-se os dados. Utilizando o software de
avaliacdo fornecido pela Biacore (Versdao 3.1), mediram-se keq
e keorr € calcularam-se Ki e Kp.

Exemplo 3. Estudos adicionais de Clf40 e Cl£f33

Utilizando PCR, amplificou-se o dominio A de CIfA (C1lf40
representando AA 40-559, dominio C1f33-N2N3 representando AA
221-550 ou dominio Clf-N3 representando AA 370-559) a partir
de ADN genbémico de S. aureus Newman e subclonou-se no vector
de expressdo de E. coli PQE-30 (Qiagen), o que permite a
expressdo de uma proteina de fusdo recombinante contendo seis
residuos histidina. Este vector foi subsequentemente
transformado na estirpe de E. coli ATCC 55151, cultivou-se
num fermentador de 15 litros até uma densidade o6ptica (ODsoo)
de 0,7 e induziu-se com isopropil-l-beta-D-galactésido (IPTG)
0,2 mM durante 4 horas. Colheram-se as células utilizando uma
montagem de fibras ocas AG Technologies (tamanho de poro de
0,45 pm) e congelou-se a pasta de células a -80°C. Lisaram-se
as células em PBS 1X (10 mL de tampdo/l g de pasta de
células) utilizando 2 passagens através da prensa francesa a
1100 psi. Centrifugaram-se as células lisadas a 17000 rpm
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durante 30 minutos para remover os residuos celulares. Fez-se
passar o sobrenadante sobre uma coluna gquelante HiTrap
(Pharmacia) de 5 ml carregada com NiCl, 0,1 M. Apbs
carregamento, lavou-se a coluna com 5 volumes de coluna de
Tris 10 mM, pH 8,0, NaCl 100 mM (Tampdo A). Eluiu-se a
proteina utilizando um gradiente de 0-100% de Tris 10 mM, pH
8,0, NaCl 100 mM, imidazole 200 mM (Tampdo B) com 30 volumes
de coluna. A proteina Clf foi eluida para ~13% de Tampao B
(imidazole ~26 mM). Monitorizou-se a absorvéancia a 280 nm. As
fraccdes contendo C1f40 ou Clf33 foram dialisadas em PBS 1x.

Submeteu-se depois a proteina a um protocolo de remocao
de endotoxina. Os tampdes utilizados durante este protocolo
foram libertados de endotoxina por passagem sobre uma coluna
Mono-Q Sepharose (Pharmacia) de 5 ml. Dividiu-se a proteina
equitativamente entre tubos 4x 15 ml. Ajustou-se o volume de
cada tubo a 9 ml com Tampdo A. Adicionou-se 1 ml de Triton X-
114 a 10% a cada tubo e incubou-se com rotacdo durante 1 hora
a 4°C. Colocaram-se os tubos num banho de &gua a 37°C para
separar as fases. Centrifugaram-se os tubos a 2000 rpm
durante 10 minutos e recolheu-se a fase agquosa superior de
cada tubo e repetiu-se a extraccéao com detergente.
Combinaram-se as fases aquosas da segunda extraccdo e fez-se
passar sobre uma coluna gquelante IDA (Sigma) de 5 ml,
carregada com NiCl, 0,1 M para remover o detergente restante.
Lavou-se a coluna com 9 volumes de coluna de Tampao A antes
de se eluir a proteina com 3 volumes de coluna de Tampdo B.
Fez-se passar o eluente sobre uma coluna Detoxigel (Sigma) de
5 ml e recolheu-se o caudal de saida e reaplicou-se a coluna.
Recolheu-se o caudal de saida da segunda passagem e dialisou-
se em PBS 1x. Analisou-se o produto purificado em relacdo a
concentracao, pureza e nivel de endotoxina antes da
administracdo aos ratinhos.

Producdao de anticorpo monoclonal

Utilizou-se a proteina C1f40, Clf33 ou N3 purificada
para gerar um painel de anticorpos monoclonais murinos.
Resumidamente, um grupo de ratinhos Balb/C ou SJL recebeu uma
série de 1imunizacdes subcuténeas de 1-10 mg de proteina em
solucdo ou misturadas com adjuvante como a seguir descrito na
Tabela III:
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Tabela III:

Injecgdo RIMMS Dia Quantidade (mg) Via Adjuvante
#1 0 5 Subcuténea FCA/RIBI
#2 2 1 Subcuténea FCA/RIBI
#3 4 1 Subcuténea FCA/RIBI
#4 7 1 Subcuténea FCA/RIBI
#5 9 1 Subcuténea FCA/RIBI
Injecgdo Convencional Dia Quantidade (mg) Via Adjuvante
Primaria 0 5 Subcuténea FCA
Reforgo #1 14 1 Intraperitoneal RIBT
Reforco #2 28 1 Intraperitoneal RIBI
Reforgco #3 42 1 Intraperitoneal RIBI

No momento do sacrificio (RIMMS) ou sete dias apds um
reforco (convencional) recolheu-se o soro e titulou-se em
ensaios ELISA contra MSCRAMM ou em células inteiras (8.
aureus e S. epidermidis). Trés dias apds o reforco final,
removeram-se 0S bacos ou os ndédulos linfadticos, destacaram-se
numa suspensdo de células 1individuais e colheram-se os
linfécitos. Fundiram-se depois os linfécitos com uma linha de
células de mieloma SP2/0-Agl4d (ATCC #1581). Fusdo celular,
plagueamento subsequente e alimentacdo foram realizados de
acordo com © protocolo para producao de anticorpos
monoclonais de Current Protocols in Immunology (Capitulo 2,
Unidade 2.).

Quaisquer clones gerados a partir da fusdo foram depois
rastreados quanto a producdo de anticorpo anti-C1£f40, SdrG ou
FnbpA  especifico utilizando um ensaio ELISA padréao.
Expandiram-se 0s clones positivos e testaram-se
adicionalmente. Testaram-se ainda os candidatos quanto a
actividade num ELISA de ligacdo directa, um ELISA modificado
para medir a inibicdo da ligacdo de fibrinogénio a C1f40,
ligacdo de células bacterianas inteiras por citometria de
fluxo e ligacdo a Clf4o0 / inibicdo da 1ligacdo de
fibrinogénio-Clf40 por andlise Biacore.

Andlise Biacore

Ao longo da andlise, o caudal permaneceu constante a 10
ml/min. Antes da injeccdo de Cl1fA40, o anticorpo de teste foi
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adsorvido ao chip através de ligacdo RAM-Fc. No momento O,
injectou-se ClfA 40 numa concentracdo de 30 mg/ml sobre o
chip durante 3 min seguindo-se 2 minutos de dissociacédo. Esta
fase da anadlise mediu as cinéticas de associacdo e
dissociacdo relativas da interaccdo Mab/ClfA. Na segunda fase
da andlise, mediu-se a capacidade da ClfA ligada a Mab para
interagir e se ligar a fibrinogénio. Injectou-se fibrinogénio
numa concentracdo de 100 mg/ml sobre o chip e apds 3 minutos
colheu-se um ponto de registo.

Ligagdo a bactérias inteiras

Colheram-se amostras bacterianas (Newman), lavaram-se e
incubaram-se com Mab ou PBS sozinho (controlo) numa
concentracdo de 2 mg/ml apds bloquear os locais de proteina A
com IgG de coelho (50 mg/ml). Apds incubacdo com anticorpo,
incubaram-se as células bacterianas com Cabra-F p-Anti-
Ratinho-F(a2-FITC que serviu como o anticorpo de deteccdo.
Apds marcacéao de anticorpo, aspiraram-se as células
bacterianas através do citémetro de fluxo FACScaliber para
analisar a emissdo de fluorescéncia (excitacdo: 488, emisséao:
570) . Para cada estirpe bacteriana, colheram-se e mediram-se
10000 eventos.

Inibigao (ELISA)

Revestiram-se placas de 96 pocos de elevada ligacdo com
solucdo de 1 pg/ml de Clf40 em PBS (pH 7,4), cobriram-se e
incubaram-se a temperatura ambiente durante 2 horas. Lavaram-
se depois as placas com PBS, Tween 20 a 0,05% e blogquearam-se
com solucdo de BSA a 1% durante 1 hora a temperatura
ambiente. Apds lavagem, adicionou-se sobrenadante de
anticorpo monoclonal e incubaram-se as placas durante 1 hora
a temperatura ambiente. Lavaram-se depols as placas e
adicionou-se a cada poco solucdo de fibrinogénio humano 0,1
mg/ml. Incubaram-se as placas durante 1 hora a temperatura
ambiente e lavaram-se. Adicionou-se conjugado AP anti-
fibrinogénio de ovelha numa diluicdo 1:750 em PBS, Tween 20 a
0,05%, BSA a 0,1% e deixaram-se incubar durante 1 hora a
temperatura ambiente. Lavaram-se depois as placas e
adicionou-se pNPP (solucdo de revelacdo) numa concentracéado
final de 1 mg/ml. Incubaram-se as placas 15-30 minutos a 37°C
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e leram-se os resultados a 405 nm e analisaram-se utilizando
um leitor HTS 7000 Bio-Assay da Perkin Elmer.

Exemplo 4. A imunizag¢do com a totalidade ou porgdes de C1lf40
gera anticorpos monoclonais com diferentes padrdes de
reactividade.

A Tabela IV abaixo mostra os resultados dos ensaios de
imunizacdo com as regides activas do presente invento,
incluindo C1£40, Cl£f33 (gque constitui a regido N2N3 do
dominio A de ClfA), e a regido N3 de ClfA sozinha.

Tabela IV
Antigénio Fuséo Monoclonal Reactividade
ELISA Biacore Citometria Inibicdo FYI
Clf40SdrGEnbpALiga¢do Inibig¢do de fluxo
ClfA N3 inclui RIMMS F29-19 Y N N N N nt nt
os seguintes: F29-71 Y N N N N nt nt
F29 F30 F31 F29-92 Y N N N N nt nt
F32 F34 F36 F31-20 Y N N N N nt nt
F31-36 Y N N N N nt nt
F31-100 Y N N N N nt nt
F31-195 Y N N N N nt nt
F32-22 Y N N N N nt nt
F34-15 Y N N N N nt nt
F36-77 Y N N N N nt nt
F36-197 Y N N N N nt nt
CL1fA N2N3 Convencional INH- Y N N Y N Y Y 12-9
(C1£33) inclui M010001
os seguintes: Fl2-3 Y nt nt Y nt Y N
Fll F12 F17 Flz2-1 Y nt nt Y nt Y N
Fl8 Fl12-5 Y nt nt Y nt Y N
Fl2-10 Y nt nt Y nt Y Y
ClfA N2N3 RIMMS F33-7 Y N N Y Y Y nt
(C1£33) inclui F35-279 Y N N Y Y N nt
os seguintes: F35-177 Y N N Y N Y nt
F33 F35 F38 F40-7 Y N N Y Y Y nt
F40 F38-300 Y N N Y Y N nt
F35-129 Y N N N N nt nt
Clf40 inclui Convencional INH- Y nt nt Y N Y Y 13-2
os seguintes: M0O00030
F13 Fl14 F15 INH- Y nt nt Y N Y N 15-
Flé M010004 EC6
INH- Y nt nt Y N N N 13-1
M0O10003
Fl3-6 Y nt nt Y nt Y Y
Y = um resultado positivo N = um resultado negativo nt = ndo testado

Os resultados apresentados nesta tabela mostram que as
imunizacdes para gerar anticorpos monoclonais com Cl1f40 ou
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porcdes de C1lf40 (N2N3 ou N3) produzem anticorpos monoclonais
com amplos e diversos perfis de reactividade e dgque exibem
reactividade cruzada substancial através de uma ampla
variedade de estirpes estafilocdcicas.

Exemplo 5: Utilizagdo do Biacore para seleccionar Mabs de
elevada afinidade que bloqueiam a 1ligacdao de ClfA a
fibrinogénio.

Analise Biacore

Ao longo da experiéncia representada na Figura 1, o
caudal permaneceu constante a 10 ml/min. Antes da injeccdo de
C1fA 40, adsorveram-se ao chip 946 RU de Mab 13-1 e 768 RU de
Mab 13-2 através de ligacdo RAM-Fc. No tempo 0 no gréafico,
injectou-se sobre o chip ClfA 40 numa concentracdo de 30
mg/ml durante 3 min seguindo-se 2 minutos de dissociacdo. O
Mab 13-1 ligou 58 RU de ClfA e o Mab 13-2 ligou 168 RU de
ClfA no final do tempo de injeccdo de CIl1fA. Esta fase da
experiéncia mediu as cinéticas de associacdo e dissociacéao
relativas da interaccdo Mab/ClfA. A  segunda fase da
experiéncia mede a capacidade da ClfA ligada a Mab para
interactuar e se ligar a fibrinogénio. Injectou-se
fibrinogénio sobre o chip numa concentracdo de 100 mg/ml e
apbds 3 minutos a ClfA ligada a Mab 13-1 ligaram-se 64 RU de
fibrinogénio mas a ClfA ligada a Mab 13-2 ligaram-se 0 RU de
fibrinogénio.

Exemplo 6. Comparagao de Mab 13.2 contra S. aureus estirpe
Barnett e S. aureus ATCC 25923

Amplificagcao de anticorpo e purificacao

Cultivaram-se células de hibridoma em meios RPMI/DMEM,
1X Nutridoma-SP contendo piruvato de sbdédio 2 mM, L-glutamina
4 mM e penicilina-estreptomicina 2X até volumes de cultura de
2-3 litros. Colheram-se depois os sobrenadantes de hibridoma
por centrifugacédo. Filtraram-se os sobrenadantes através de
filtros de 0,45 pm e a IgG foi purificada por afinidade
utilizando cromatografia de proteina G. Eluiram-se 0s
anticorpos monoclonais utilizando glicina 0,1 M, pH 2,7 e
neutralizaram-se de imediato com um décimo de volume de Tris
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2 M, pH 8,0. Dialisou-se depois a IgG purificada contra
solucdo salina tamponada com D-fosfato 1X, pH 7,4. Se
necessario, concentrou-se o) anticorpo purificado e
congelaram-se aliquotas.

Estirpes de Staphylococcus aureus

Retiraram-se células de S. aureus de uma reserva em
glicerol congelada e inocularam-se sobre uma Unica placa de
agar de sangue e cultivaram-se durante 24 horas a 37°C.
Transferiram-se depois as coldénias individuais para novas
placas de agar de sangue. Inocularam-se oitenta placas para
preparar 50 ml de reserva congelada final. Incubaram-se
depois as placas durante 24 horas a 37°C. Apds incubacio,
rasparam-se as coldnias da superficie de cada placa para
quatro tubos de 50 ml contendo 10 ml de PBS 1X (20 placas por
tubo) enquanto se agitava suavemente num vbdértice para remover
as bactérias do raspador. Adicionaram-se depois mais 10 ml de
PRS 1X aos 10 ml de suspensdo bacteriana, enquanto se agitava
vigorosamente num vbértice para facilitar a separacdo de
quaisquer residuos de agar das bactérias. Sedimentou-se a
suspensdo por centrifugacdo, 3500 x g a 4°C durante 10
minutos. Lavaram-se as bactérias em D-PBS e ressuspenderam-se
em 50 ml de meio de congelacdo. Colocou-se a reserva
bacteriana em aliquotas de 1 ml por congelacdo instanténea
num banho de etanol/gelo seco e colocou-se num congelador a
—-80°C. Determinou-se a concentracio (CFU/m1) da reserva
congelada por descongelacdo de uma aliquota de 1 ml da
reserva e preparacdo de diluicdes em série de 107° a 1071,
Plaquearam-se diluicdes em duplicado sobre placas de agar de
sangue e incubaram-se a 37°C durante l6-18 horas.
Determinaram-se as CFU/ml (CFU/ml = (numero médio de coldnias
x factor de diluicdo)/0,050 ml) e ponderaram-se para cada
diluicdo para determinar a CFU/ml média. No dia da injeccéo,
descongelaram-se aliquotas de cada estirpe, combinaram-se num
tubo por estirpe e agitaram-se em vbértice.

Animal, sexo, espécie, nUmero, idade e origem
Ratinhos Balb/C fémeas (5-6 semanas de idade) foram

adquiridos no Taconic Quality Laboratory Animals and Services
for Research (Germantown, NY) . Deixaram-se 0sS animais
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aclimatar durante pelo menos 14 dias antes do inicio do
tratamento. A chegada, examinaram-se os ratinhos, alojaram-se
em grupo (5/gaiola) em gaiolas tipo caixa de sapatos de
policarbonato com cama absorvente. Todos os ratinhos foram
colocados num ciclo de 12 horas de luz-escuriddo segundo as
normas de pecudria requeridas gque se podem encontrar no Guide
for the Care and Use of Laboratory Animals da NIH.

Identificagdo e randomizagao

Todos os animais foram identificados de modo Unico
utilizando tatuagens na cauda antes da dosagem. Antes do
inicio do tratamento, pesaram-se individualmente o0s animais e
avaliou-se o seu estado de salde. Randomizaram-se os ratinhos
e atribuiram-se a grupos de tratamento wutilizando pesos
corporails estratificados.

Anticorpos monoclonais (Mab) especificos de ClfA, isdétipo

Os isbtipos de anticorpos monoclonais murinos
aspecificos de ClfA foram determinados utilizando um Becton
Dickenson Cytometric Bead Array para 1isotipagem murina.
Determinou-se o 1sé6tipo utilizando citometria de fluxo de
cordo com o protocolo do fabricante.

Qs

13.1 C1£f40 Mab, IgG
13.2 C1£f40 Mab, IgG
12.9 C1£33 Mab, IgG;

Controlo
ATTC 1771, IgG:

A solucdo salina tamponada com fosfato, pH 7,4 (PBS),
foi comprada na Life Technologies, Inc. (N.° de Cat. 10010-
023; Lote N.°: 1078749).
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Desenho experimental
Tabela V.
TRATAMENTO DESAFIO
Grupo| N.° de |Anticorpo| Dose |Via |[FrequéncialTempo|Bactéria|Diluicdo da[Volume/Via
# ratinhos reserva
1 12 13-2 36 |li.p.| Uma vez [-18 h| ATCC 1:20 0.1 ml/IV
mg/ kg 25923
2 15 CRL-1771 36 ATCC 1:20
mg/ kg 25923
3 15 D-PBS N/A ATCC 1:20
25923
4 12 13-2 36 Barnett 1:20
mg/ kg
5 15 CRL17 71 36 Barnett 1:20
mg/ kg
6 15 D-PBS N/A Barnett 1:20

Dados dos animais in vivo

Trataram-se os ratinhos por injeccdo intraperitoneal
(Ip, 0,5 ml) com 0,5 mg de anticorpo monoclonal 13-2,
anticorpo monoclonal de controlo de isétipo CRL-1771 ou PBS.
Dezoito horas apds administracdo de 1IgG, desafiaram-se o0s
ratinhos com uma Unica injeccdo intravenosa (IV) de S. aureus
estirpe Barnett ou S. aureus ATCC 25923. Seguiram-se oS
ratinhos durante 12 dias tempo apds o qual todos os ratinhos
restantes foram sacrificados. Foram detectadas diferencas
significativas nos tempos de sobrevivéncia relativos entre
grupos de tratamento. Oitenta por cento (10/12) dos ratinhos
que receberam Mab 13-2, 13% (2/15) dos animais gque receberam
CRL-1771 e 0% (0/15) que receberam PBS sobreviveram ao
desafio bacteriano com S. aureus Barnett (13-2 vs. PBS,
p<0,0001; 13-2 vs. CRL-1771, p = 0,0009). A analise
estatistica dos dados dos animais foi conduzida utilizando
andlise de sobrevivéncia de Kaplan-Meier com um teste de
Mantel-Cox (ordenamento log). Na experiéncia em que S. aureus
ATCC 25923 foi o desafio bacteriano, sobreviveram 67% (8/12)
dos ratinhos aos quais de administrou Mab 13-2, 27% (4/12)
sobreviveram no grupo tratado com CRL-1771 e apenas 7% (1/15)
sobreviveram no dgrupo de PBS (13-2 wvs. CRL-1771, p = 0,02;
13-2 wvs. PBS, 0,0002). Estes resultados indicam claramente
que anticorpos monoclonais especificos de MSCRAMM
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proporcionam um nivel de proteccdo significativo contra
infeccdo letal com estirpes de S. aureus.

Exemplo 7. Isolamento e sequenciacdo de sequéncias da regido
variavel.

A. Anticorpo monoclonal 13-2.

Isolou-se ARN mensageiro a partir de células de
hibridoma Cl1fA 13-2 utilizando o kit Fast Track 2.0
(Invitrogen; cat. #K4500). Resumidamente, 1,4x10% células de
hibridoma cultivadas em meio DMEM-10 com 10% de FBS foram
lavadas com PBS, sedimentadas por centrifugacdo e depois
lisadas em detergente contendo Protein/RNase Degrader.
Isolou-se ARNm Poli-A" por purificacdo de afinidade sobre
0ligo-dT celulose. A sintese de ADNc da primeira cadeia foi
realizada utilizando 5 pg de ARNm e transcriptase reversa num
kit de sintese de ADNc (Novagen; cat. #69001-3) contendo 20
pmol de 1dniciadores de 3'-oligonucledtido especificos de
ratinho (Novagen; cat.# 069796 e 69812) para cada cadeia
pesada variédvel e leve variéavel. Uma porcdo (5 a 50 ng) do
ADNc foil amplificada por reaccdo em cadeia da polimerase
(PCR) wutilizando o PCR Reagent System (Life Technologies;
cat.#10198-018) e um conjunto de iniciadores especificos de
cadeia pesada e cadeia leve varidveis de ratinho (Novagen;
cat.#70081-3, 5 pmol de cada) durante 30 ciclos (inicio a
quente a 94°C e depoils ciclos de 94°C durante 1 min, 50°C
durante 1 min e 72°C durante 1 min). Os produtos de PCR foram
fraccionados electroforeticamente num gel de agarose ultra
puro a 1% em tampdo de acetato de sédio e visualizados por
coloracdo com brometo de etidio. Excisaram-se do gel
fragmentos de PCR correspondendo ao tamanho previsto e
purificaram-se utilizando colunas spin BIO 101 Geneclean
(cat. #1101-400) para ligagcdo no plasmideo pCR2.1-TOPO
(Invitrogen), seguindo-se transformacdo em E. coli TOP1O0
competente (Invitrogen, cat.# K4500). Apds isolamento de ADN
de plasmideo utilizando o kit QIAprep Spin Miniprep (QIAGEN;
cat.# 271006), identificaram-se os clones ©positivos com
insercdes por digestdo com endonuclease de restricdo e
electroforese em gel de agarose, seguindo-se sequenciacdo num
sequenciador automadtico ABI utilizando iniciadores directo
M13 e reverso M13.
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As sequéncias resultantes foram as seguintes:

13-2VLA-1 (sequéncia leve variavel)

AACATTATGATGACACAGTCGCCATCATCTCTGGCTGTGTCTGCAGGAGAAAA
GGTCACTATGAGCTGTAAGTCCAGTCAAAGTGTTTTATACAGTTCAAATCAGAA
GAACTACTTGGCCTGGTACCAGCAGAAACCAGGGCAGTCTCCTAAACTACTGA
TCTACTGGGCATCCACTAGGGAATCTGGTGTCCCTGATCGCTTCACAGGCAGT
GGATCTGGGACAGATTTTACTCTTACCATCAACAGTGTACAAGCTGAAGACCTG
GCAGTTTATTACTGTCATCAATACCTCTCCTCGCACACGTTCGGAGGGGGGAC
CAAGCTGGAAATAAAA

NIMMTQSPSSLAVSAGEKVTMSCKSSQSVLYSSNOKNYLAWYQQKPGQSPKLLIY
WASTRESGVPDRFTGSGSGTDFTLTINSVQAEDLAVYYCHQYLSSHTFGGGTKLE
IK

* Os aminocécidos representando uma CDR estdo sublinhados.
13-2VHC-3 (sequéncia pesada variavel)

CAGGTGCATCTGAAGGAGTCAGGACCTGGCCTGGTGGCACCCTCACAGAGCC
TGTCCATCACATGCACTGTCTCTGGATTCTCATTATCCAGATATAATATACACTG
GGTTCGCCAGCCTCCAGGAAAGGGTCTGGAGTGGCTGGGAATGATATGGGGT
GGTGAAAACACAGACTATAATTCAGCTCTCAAATCCAGACTGAGCATCAGCAA
GGACAACTCCAAGAGCCAAGTTTTCTTAAAAATGAACAGTCTGCAAACTGATGA
CACAGCCATGTACTACTGTGCCAGCGCCTACTATGGTAACTCCTGGTTTGCTTA
CTGGGGCCAGGGGACTCTGGTCACTGTCTCTGCA

QVHLKESGPGLVAPSQSLSITCTVSGFSLSRYNIHWVRQPPGKGLEWLGMIWGGE
NTDYNSAL KSRLSISKDNSKSQVFLKMNSLQTDDTAMYYCASAYYGNSWFAYWG
QGTLVTVSA

* Os aminoécidos representando uma CDR estdo sublinhados.

B. Anticorpo monoclonal 12-9.

Isolou-se ARN mensageiro a ©partir de células de
hibridoma Cl1fA 12-9 wutilizando o kit Fast Track 2.0
(Invitrogen; cat. #K4500). Resumidamente, 1,4X1O8 células de
hibridoma cultivadas em meio DMEM-10 com 10% de FBS foram
lavadas com PRS, sedimentadas por centrifugacdo e depois
lisadas em detergente contendo Protein/RNase Degrader.
Isolou-se ARNm Poli-A" por purificacdo de afinidade sobre
0ligo-dT celulose. A sintese de ADNc da primeira cadeia foi
realizada utilizando 5 pg de ARNm e transcriptase reversa num
kit de sintese de ADNc (Novagen; cat. #69001-3) contendo 20
pmol de iniciadores de 3'-oligonucledtido especificos de
ratinho (Novagen; cat.# 69796 e 69812) para cada cadeia
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pesada variavel e leve varidvel. Uma porcéo (5 a 50 ng) do
ADNc foil amplificada por reaccdo em cadeia da polimerase
(PCR) wutilizando o PCR Reagent System (Life Technologies;
cat.#10198-018) e um conjunto de iniciadores especificos de
cadelia pesada e cadeia leve variaveis de ratinho (Novagen;
cat.#70081-3, 5 pmol de cada) durante 30 ciclos (inicio a
quente a 94°C e depoils ciclos de 94°C durante 1 min, 50°C
durante 1 min e 72°C durante 1 min). Os produtos de PCR foram
fraccionados electroforeticamente num gel de agarose ultra
puro a 1% em tampdo de acetato de sbdbdio e visualizados por
coloracdo com brometo de etidio. Excisaram-se do gel
fragmentos de PCR correspondendo ao tamanho previsto e
purificaram-se utilizando colunas spin BIO 101 Geneclean
(cat. #1101-400) para ligacdo no plasmideo pCR2.1-TOPO
(Invitrogen), seguindo-se transformacdo em E. coli TOP1O
competente (Invitrogen; cat.# K4500). Apds isolamento de ADN
de plasmideo utilizando o kit QIAprep Spin Miniprep (QIAGEN;
cat.# 27106), identificaram-se o©os clones positivos com
insercdes por digestdo com endonuclease de restricdo e
electroforese em gel de agarose, seguindo-se sequenciacdo num
sequenciador automadtico ABI utilizando iniciadores directo
M13 e reverso M13.

As sequéncias resultantes foram as seguintes:

12-9VLA-1 (sequéncia leve variavel)

AACATTATGATGACACAGTCGCCATCATCTCTGGCTGTGTCTGCAGGAGAAAA
GGTCACTATGAGCTGTAAGTCCAGTCAAAGTGTTTTATACAGTTCAAATCAGAA
GAACTACTTGGCCTGGTACCAGCAGAAACCAGGGCAGTCTCCTAAACTGCTGA
TCTACTGGGCATCCACTAGGGAATCTGGTGTCCCTGATCGCTTCACAGGCAGT
GGATCTGGGACAGATTTTACTCTTACCATCAGCAGTGTACAAGCTGAAGACCT
GGCAGTTTATTACTGTCATCAATACCTCTCCTCGTACACGTTCGGAGGGGGGA
CCAAGCTGGAAATAAAA

NIMMTQSPSSLAVSAGEKVTMSCKSSQSVLYSSNOKNYLAWYQQKPGQSPKLLLY
WASTRESGVPDRFTGSGSGTDFTLTISSVQAEDLAVYYCHQYLSSYTFGGGTKLEI
K

* Os aminoécidos representando uma CDR estdo sublinhados.

12-9VHC-1 (sequéncia pesada variavel)

CAGGTGCAGCTGAAGGAGTCAGGACCTGGCCTGGTGGCACCCTCACAGAGCC
TGTCCATCACATGCGCTATCTCTGGGTTCTCATTATCCAGATATAGTGTACACT
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GCGGTTCGCCAGCCTCCAGGAAAGGGTCTGGAGTGGCTGGGAATGATATGGGG
TGGTGGAAACACAGACTATAATTCAGCTCTCAAATCCAGACTGAGCATCAGCAA
GGACAACTCCAAGAGCCAAGTTTTCTTAAAAATGAACAGTCTGCAAACTGATGA
CACAGCCATGTATTACTGTGCCAGAAAAGGGGAATTCTACTATGGTTACGACG
GGTTTGTTTACTGGGGCCAAGGGACTCTGGTCACTGTCTCTGCA

QVQLKESGPGLVAPSQSLSITCAISGFSLSRYSVHWVYRQPPGKGLEWLGMIWGG
GNTDYNSALKSRLSISKDNSKSQVFLKMNSLQTDDTAMYYCARKGEFYYGYDGFY
YWGQGTLVTVSA ‘

* Os aminoacidos representando uma CDR estdo sublinhados.
C. Anticorpo monoclonal 35-220.
Isolamento e sequenciacido de sequéncias da regido variavel:

Isolou-se ARN mensageiro a partir de células de
hibridoma Cl1fA 35-220 wutilizando o kit Fast Track 2.0
(Invitrogen; cat. #K4500). Resumidamente, 1,4XI08 células de
hibridoma cultivadas em meio DMEM-10 com 10% de FBS foram
lavadas com PBS, sedimentadas por centrifugacdo e depois
lisadas em detergente contendo Protein/RNase Degrader.
Isolou-se ARNm Poli-A" por purificacdo de afinidade sobre
0ligo-dT celulose. A sintese de ADNc da primeira cadeia foi
realizada utilizando 5 mg de ARNm e transcriptase reversa num
kit de sintese de ADNc (Novagen; cat. #69001-3) contendo 20
pmol de dniciadores de 3'-oligonucledtido especificos de
ratinho (Novagen; cat.# 69796 e 69812) para cada cadeia
pesada variédvel e leve variével. Uma porcdo (5 a 50 ng) do
ADNc foil amplificada por reaccdo em cadeia da polimerase
(PCR) wutilizando o PCR Reagent System (Life Technologies;
cat.#10198-018) e um conjunto de iniciadores especificos de
cadela pesada e cadeia leve variaveis de ratinho (Novagen;
cat.#70081-3, 5 pmol de cada) durante 30 ciclos (inicio a
quente a 94°C e depoils ciclos de 94°C durante 1 min, 50°C
durante 1 min e 72°C durante 1 min). Os produtos de PCR foram
fraccionados electroforeticamente num gel de agarose ultra
puro a 1% em tampdo de acetato de sbdbdio e visualizados por
coloracdo com brometo de etidio. Excisaram-se do gel
fragmentos de PCR correspondendo ao tamanho previsto e
purificaram-se utilizando <colunas spin BIO 101 Geneclean
(cat. #1101-400) para ligacdo no plasmideo pCR2.1-TOPO
(Invitrogen), seguindo-se transformacdo em FE. coli TOP10
competente (Invitrogen, cat.# K4500). Apds isolamento de ADN
de plasmideo utilizando o kit QIAprep Spin Miniprep (QIAGEN;
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cat.# 271006), identificaram-se os clones positivos com
insercdes por digestdo com endonuclease de restricdo e
electroforese em gel de agarose, seguindo-se sequenciacdo num
sequenciador automético ABI utilizando iniciadores directo
M13 e reverso M13.

As sequéncias resultantes foram as seguintes:

35-220V1LD-4 (ADN de sequéncia leve variavel)

AACATTATGATGACACAGTCGCCATCATCTCTGGCTGTGTCTGCAGGAGAAAA
GGTCACTATGAGCTGTAGGTCCAGTCAAAGTGTTTTATACAGTTCAAATCAGAA
GAACTACTTGGCCTGGTACCAGCAGAAACCAGGGCAGTCTCCTACACTGCTGA
TCTACTGGGCATCCACTAGGGAATCTGGTGTCCCTGATCGCTTICACAGGCAGT
GGATCTGGGACAGATTTTACTCTTACCATCAGCAGTGTACAAGCTGAAGACCT
GGCAGTTTATTACTGTCATCAATACCTCTCCTCGTACACGTTCGGAGGGGGGA
CCAAGCTGGAAATAAAA

35-220VLD-4 (sequéncia leve variavel)

NIMMTQSPSSLAVSAGEKVTMSCRSSQSVL
YSSNOKNYLAWYQQKPGQSPTLLIYWASTR
ESGVPDRFTGSGSGTDFTLTISSVQAEDLA
VYYCHOYLSSYTFGGGTKLEIK

Os aminoacidos representando uma CDR estdo sublinhados.

35-220VHC-1 (ADN de sequéncia pesada variavel)

CAGGTGCAGCTGAAGGAGTCAGGACCTGGCCTGGTGGCACCCTCACAGAGCC
TGTCCATCACATGCACTGTCTCTGGGTTCTCATTATCCAGATATAGTGTACACT
GGGTTCGCCAGCCTCCAGGAAAGGGTCTGGAGTGGCTGGGAATGATATGGGG
TGGTGGAAACACAGACTATAATTCAGCTCTCAAATCCAGACTGAGCATCACCAA
.GGACAACTCCAAGAGCCAAGTTTTCTTAAAAATGAACAGTCTGCAAACTGATGA
CACAGCCATGTACTACTGTGCCACCGCCTACTATGGTAACTCCTGGTTTGCTTA
CTGGGGCCAAGGGACTCTGGTCACTGTCTCTGCA

35-220VHC-1 (sequéncia pesada variavel)

QVQLKESGPGLVAPSQSLSITCTVSGFSLSR
YSVHWVRQPPGKGLEWLGMIWGGGNTDYN
SALKSRLSITKDNSKSQVFLKMNSLQTDDTA
MYYCATAYYGNSWFAYWGQGTLVYTVSA

Os aminodcidos representando uma CDR estdo sublinhados.
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D. Anticorpo monoclonal 35-006.
Isolamento e sequenciacdo de sequéncias da regido variavel:

Isolou-se ARN mensageiro a partir de células de
hibridoma Cl1fA 35-006 wutilizando o kit Fast Track 2.0
(Invitrogen; cat. #K4500). Resumidamente, 1,4X1O8 células de
hibridoma cultivadas em meio DMEM-10 com 10% de FBS foram
lavadas com PRS, sedimentadas por centrifugacdo e depois
lisadas em detergente contendo Protein/RNase Degrader.
Isolou-se ARNm Poli-A" por purificacdo de afinidade sobre
0ligo-dT celulose. A sintese de ADNc da primeira cadeia foi
realizada utilizando 5 mg de ARNm e transcriptase reversa num
kit de sintese de ADNc (Novagen; cat. #69001-3) contendo 20
pmol de 1iniciadores de 3'-oligonucledtido especificos de
ratinho (Novagen; cat.# 69796 e 69812) para cada cadeia
pesada variavel e leve variéavel. Uma porcdo (5 a 50 ng) do
ADNc foi amplificada por reaccédo em cadeia da polimerase
(PCR) wutilizando o PCR Reagent System (Life Technologies;
cat.#10198-018) e um conjunto de iniciadores especificos de
cadeia pesada e cadeia leve varidveis de ratinho (Novagen;
cat.#70081-3, 5 pmol de cada) durante 30 ciclos (inicio a
quente a 94°C e depois ciclos de 94°C durante 1 min, 50°C
durante 1 min e 72°C durante 1 min). Os produtos de PCR foram
fraccionados electroforeticamente num gel de agarose ultra
puro a 1% em tampdo de acetato de sbédio e visualizados por
coloracdo com brometo de etidio. Excisaram-se do gel
fragmentos de PCR correspondendo ao tamanho previsto e
purificaram-se utilizando colunas spin BIO 101 Geneclean
(cat. #1101-400) para ligacdo no plasmideo pCR2.1-TOPO
(Invitrogen), seguindo-se transformacdo em E. coli TOP10
competente (Invitrogen, cat.# K4500). Apds isolamento de ADN
de plasmideo utilizando o kit QIAprep Spin Miniprep (QIAGEN;
cat.# 27100), identificaram-se os clones ©positivos com
insercdes por digestdo com endonuclease de restricdo e
electroforese em gel de agarose, seguindo-se sequenciacdo num
sequenciador automatico ABI utilizando iniciadores directo
M13 e reverso M13.



EP 1 377 314/PT
40

As sequéncias resultantes foram as seguintes:

35-006VLD-1 (ADN de sequéncia leve variavel)

AACATTATGATGACACAGTCGCCATCATCTCTGGCTGTGTCTGCAGGAGAAAA
GGTCACTATGAGCTGTAAGTCCAGTCAAAGTGTTTTATACAGTTCAAATCAGAA
GAACTACTTGGCCTGGTACCAGCAGAAACCAGGGCAGTCTCCTAAACTGCTGA
TCTACTGGGCATCCACTAGGGAATCTGGTGTCCCTGATCGCTTCACAGGCAGT
GGATCTGGGACAGATTTTACTCTTACCATCAGCAGTGTACAAGCTGAAGACCT
GGCAGTTTATTGCTGTCATCAATACCTCTCCTCGTACACGTTCGGAGGGGGGA
CCGAGCTGGAAATAAAA

35-006VLD-1 (sequéncia leve variavel)

NIMMTQSPSSLAVSAGEKVTMSCKSSQSVL
YSSNQKNYLAWYQQKPGQSPKLLIYWASTR
ESGVPDRFTGSGSGTDFTLTISSVQAEDLA
VYCCHQYLSSYTFGGGTELEIK

Os aminodcidos representando uma CDR estdo sublinhados.

35-006VHC-1 (ADN de sequéncia pesada variavel)

CAGGTGCAGCTGAAGGAGTCAGGACCTGGCCTGGTGGCACCCTCACAGAGCC
TGTCCATCACATGCACTGTCTCTGGGTTCTCATTATCCAGATATAGTGTACACT
GGGTTCGCCAGCCTCCAGGAAAGGGTCTGGAGTGGCTGGGAATGATATGGGG
TGGTGGAAGCACAGACTATAATTCAGCTCTCAAATCCAGACTGAACATCAGCAA
GGACAACTCCAAGAGCCAAGTTTTCTTAAAAATGAACAGTCTGCAAACTGATGA
CACAGCCATGTACTACTGTGCCAGAAGGCTCTGGTACTTCGATGTCTGGGGCG
CAGGGACCACGGTCACCGTCTCCTCA

35-006VHC-1 (sequéncia pesada variavel)

QVQLKESGPGLVAPSQSLSITCTVSGFSLSR
YSVHWVRQPPGKGLEWLGMIWGGGSTDYN
SALKSRLNISKDNSKSQVFLKMNSLQTDDTA
MYYCARRLWYFDVWGAGTTVTVSS

Os aminodcidos representando uma CDR estdo sublinhados.

Exemplo 8. Geragdo de 12-9 gquimérico com equivaléncia em

cinética de ligagdo e reactividade com células inteiras ao
12-9 murino.

Foi gerado 12-9 quimérico utilizando regides constantes
de humano (cadeia 1leve: capa; cadeia pesada: Gl, 3 ou 4)
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isoladas a partir de sangue de voluntédrios humanos (seleccédo
de ARN poli A e amplificacdo por PCR de ADNc de primeira
cadeia). Para expressdao em células de mamifero, adicionou-se
um Unico local de restricdo Bsm 1 a extremidade 5' de ambas
as sequéncias da regido variadvel de cadeia pesada e leve. Na
extremidade 3' (a juncdo de montagem (splice) para a regiéo
constante respectiva) adicionou-se um local Bsiwl a regido
variavel de cadela leve e um local Apal a regido variavel de
cadeia pesada. Isto foil realizado através do desenho de
iniciadores de oligonuclebdétido e amplificacdo por PCR do
modelo de ADN 12-9 apropriado seguindo-se sequenciacdo de ADN

para confirmacéo.

A expressdo de versdes quiméricas de proteina 12-9 foi
realizada utilizando o vector de expressdo de mamifero pCEP4
(Invitrogen, cat.#V044-50) contendo uma sequéncia de secrecédo
lider de imunoglobulina humana (Bsml como o local de
clonagem) com uma regido constante capa para expressdo da
cadeia leve ou uma regido constante gama (1, 3 ou 4) para
expressdo da cadeia pesada. O plasmideo de expressdo de
mamifero foi desenhado para expressdo de ambas as cadeias
pesada e leve com promotores de hCMV separados no mesmo
plasmideo ou para a expressdo das cadeias leve e pesada em
plasmideos pPCEP4 separados via co-transfeccéo. O 12-9
gquimérico funcional foi expresso apds transfeccdo de ADN de
plasmideo contendo as cadeias pesada e leve de 12-9 em
células HEK293 EBNA com Fugene (Roche Diagnostic, cat.#
1814443) sob seleccdo com higromicina (300 npg/ml). Colheram-
se 0s sobrenadantes e analisaram-se por Biacore em relacdo a
cinética de ligacdo e por citometria de fluxo em relacdo a
ligacdo a células de S. aureus.

Os resultados representados nas Figuras 2 e 3 com 12-9
quimérico recombinante confirmam que a sequéncia das cadeias
pesada e leve de 12-9 replica a cinética de 1ligacdo e a
especificidade do 12-9 original <caracterizado como um
sobrenadante de hibridoma.
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Exemplo 9. Humanizag¢do das regides variaveis de cadeia pesada
e leve de 12-9

Este processo de humanizacdo incide sobre a alteracéo
apenas dos residuos expostos a solvente das regides variéaveis
de ratinho que ndo estdo envolvidas na especificidade e
afinidade da molécula pelo antigénio alvo ClfA. A informacéao
para estas determinacdes utilizou determinacdes de
disponibilidade a solvente publicadas por Padlan ("A possible
procedure for reducing the immunogenicity of antibody
variable domains while preserving their 1ligand binding
properties"”, Molecular Immunology, 28(4); 489-498, 1991), e a
modelacdo molecular in silico ou algoritmos para determinar
epitopos de células T ndo foram utilizados para efectuar
estas determinacdes.

A abordagem representa um processo pelo qual os residuos
da regido variédvel de ratinho da cadeia pesada e leve séo
alterados por mutagénese dirigida para reflectir a
arquitectura exposta a superficie da regido varidvel humana
mais homéloga a partir da base de dados publica.
Especificamente, aos aminoacidos definindo as cadeias pesada
e leve varidveils, atribuiu-se um numero de posicdo de Kabot e
uma designacdo de "exposicdo" baseada em Padlan, permitindo o
alinhamento dos aminodcidos de cada subgrupo de estrutura
(framework) humano (I-III para a cadeia pesada e I-IV para a
cadeia leve). Para suportar esta analise, fol realizada uma
pesqguisa BLAST na base de dados de imunoglobulina humana bem
como na base de dados de proteina inteira onde a regiao
variavel com a homologia mais elevada com a sequéncia de
ratinho (de linha germinal e madura) foi escolhida e alinhada
com a sedquéncia murina de interesse. Uma vez alinhadas,
identificou-se o subgrupo de humano com a homologia mais
elevada com a sequéncia de ratinho. Os residuos aminoacido de
ratinho expostos foram mutados para mimetizar o subgrupo de
humano mais homélogo. Em casos onde existia mais do que um
aminoacido no subgrupo nessa posicao, utilizou-se o)
aminodcido representado na sequéncia da linha germinal de
humano com a homologia mails elevada com o 12-9. Estas
alteracdes foram efectuadas com oligonucledtidos mutagénicos
via PCR seguida de sequenciacdo de ADN conformacional.
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12-9VL-Hu (ADN de sequéncia leve variavel humanizada)

GACATTGTGATGACACAGTCGCCAGACTCTCTGGCTGTGTCTCTGGGAGAAAG
GGTCACTATGAACTGTAAGTCCAGTCAAAGTGTTTTATACAGTTCAAATCAGAA
GAACTACTTGGCCTGGTACCAGCAGAAACCAGGGCAGTCTCCTAAACTGCTGA
TCTACTGGGCATCCACTAGGGAATCTGGTGTCCCTGATCGCTICAGCGGCAGT
GGATCTGGGACAGATTTTACTCTTACCATCAGCAGTGTACAAGCTGAAGACCT
GGCAGTTTATTACTGTCATCAATACCTCTCCTCGTACACGTTCGGAGGGGGGA
CCAAGCTGGAAATAAAA

12-9VL-Hu (sequéncia leve variavel humanizada)

DIVMTQSPDSLAVSLGERVTMNCKSSQSVLYSSNQKNYLAWYQQOKPGQSPKLLIY
WASTRESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSVQAEDLAVYYCHQYL SSYTFGGGTKLE
IK

Os aminoécidos representando uma CDR estdo sublinhados, os
aminodcidos a negrito representam a alteracdes de
humanizacéo.

12-9VH-Hu (ADN de sequéncia pesada variavel humanizada)

CAGGTGCAGCTGAAGGAGTCAGGACCTGGCCTGGTGAAGCCCTCACAGACCC
TGTCCATCACATGCACCATCTCTGGGTTCTCATTATCCAGATATAGTGTACACT
GGGTTCGCCAGCCTCCAGGAAAGGGTCTGGAGTGGCTGGGAATGATATGGGG
TGGTGGAAACACAGACTATAATTCAGCTCTCAAATCCAGACTGAGCATCAGCAA
AGACAACTCCAAGAACCAAGTTTTCTTAAAAATGAACAGTCTGACCGCCGCTGA
CACAGCCGTGTATTACTGTGCCAGAAAAGGGGAATTCTACTATGGTTACGACG
GGTTTGTTTACTGGGGCCAAGGGACTCTGGTCACTGTCTCTTCC

12-9VH-Hu (sequéncia pesada variavel humanizada)

QVQLKESGPGLVKPSQTLSITCTISGFSLSRYSVHWVRQPPGKGLEWLGMIWGG
GNTDYNSALKSRLSISKDNSKNQVFLKMNSLTAADTAVYYCARKGEFYYGYDGFY
YWGQGTLVTVSS

Os aminoécidos representando uma CDR estdo sublinhados, os
aminoacidos a negrito representam a alteracdes de
humanizacéo.

Exemplo 10. Comparag¢dao dos anticorpos monoclonais de ClfA,
12-9A (INH-M010001) e 35-052.1 (INH-MO1l01l6), com o anticorpo
CRL1771 de controlo com o mesmo isdétipo, INH-M000029, num
modelo de sepsia de ratinho utilizando S. aureus da estirpe
67-0 resistente a meticilina (MRSA).
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O propdsito deste exemplo é caracterizar os efeitos
protectores dos anticorpos monoclonais de Cl1fA, 12-9A (INH-
M0O10001) e 35-052.1 (INH-MO101lo) em comparacao com O
anticorpo CRL1771 de controlo com o mesmo isdétipo (INH-
M000029) wutilizando uma dose de 0,3 mg de anticorpo e S.
aureus da estirpe 67-0 num modelo de sepsia de ratinho.

Espécie|Estirpe| Sexo [Numero| Idade* Peso* Origem*
4-5 12-16 Taconic Farms, Inc.
Ratinho| Balb/C |Fémea 90 semanas gramas (Germantown, NY)

*Intervalo estimado no inicio do estudo.

A dosagem foli realizada pela administracdo de uma
injeccdo intraperitoneal (i.p.) de anticorpo monoclonal aos
animais apropriados (ver abaixo). A administracdo do
anticorpo foil realizada aproximadamente 18 horas antes da
injeccdo intravenosa (i.v.) de S. aureus. A infeccéo
sistémica foi medida utilizando um unico parémetro
(mortalidade) .

TRATAMENTO +  DESAFIO

;E;HEB%?METENEE \\\\\ KHEEEEEESBBEE?%EE“FEE&HEHEIQEEE%B?“EEEEEEIE“EEG“GSIHEE7VTS
‘ Sratinhos :
1 30 12-9A O,3§i.p. Uma vez {-18 h S. ~10% 0,1 ml /
mg § aureus i.v.
‘ 67-0

\\\\\\ S TUIETRES O,3§ e
mg 5

\\\\\\\\\\ ?mm“mmmgammm“MEEEE??IM“ajgimmmm“mmmmmmmmm“mmmmmmﬁmmmmmmmm“mmm“mmmmmmmmmmw
mg §

*Os tempos reflectem as horas apds desafio bacteriano.
Preparagao, armazenamento e manuseamento:

Staphylococcus aureus

Retiraram-se células MRSA da estirpe 67-0 de uma reserva
em glicerol congelada e 1inocularam-se sobre uma uUnica placa
de agar de sangue e cultivaram-se durante 24 horas a 37°C.
Transferiram-se depols as coldénias individuais para novas
placas de agar de sangue. Inocularam-se oitenta placas para
preparar 50 ml de reserva congelada final. Incubaram-se
depois as placas durante 24 horas a 37°C. Apbds incubacéo,



EP 1 377 314/PT
45

rasparam-se as coldnias da superficie de cada placa para
quatro tubos de 50 ml contendo 10 ml de PBS 1X (20 placas por
tubo) enquanto se agitava suavemente num vbértice para remover
as bactérias do raspador. Adicionaram-se depois mais 10 ml de
PRS 1X aos 10 ml de suspensdo bacteriana, enquanto se agitava
vigorosamente num vértice para facilitar a separacdo de
qualsquer residuos de agar das bactérias. Sedimentou-se a
suspensdo por centrifugacdo, 3500 x g a 4°C durante 10
minutos. Lavaram-se as bactérias em D-PBS e ressuspenderam-se
em 50 ml de meio de congelacdo. Colocou-se a reserva
bacteriana em aliquotas de 1 ml por congelacdo instanténea
num banho de etanol/gelo seco e colocou-se num congelador a
—-80°C. Determinou-se a concentracio (CFU/ml) da reserva
congelada por descongelacdo de uma aliquota de 1 ml da
reserva e preparacdo de diluicdes em série de 10° a 10°*.
Plaquearam-se diluicdes em duplicado sobre placas de agar de
sangue e incubaram-se a 37°C durante l6-18 horas.
Determinaram-se as CFU/ml (CFU/ml = (numero médio de coldnias
x factor de diluicdo)/0,050 ml) e ponderaram-se para cada
diluicdo para determinar a CFU/ml média. No dia da injeccéo,
serdo descongeladas aliquotas de cada estirpe, combinadas num
tubo por estirpe e agitadas em vértice. Serdo entéao
preparadas diluicdes de cada reserva.

Anticorpo monoclonal de Clfa 12-9A, INH-M010001 (LN:
IAA2E1354)

O anticorpo monoclonal 12-9A (subtipo IgGy) foi
purificado a partir de meio de cultura de hibridoma isento de
soro utilizando cromatografia de afinidade de proteina G.
Verificou-se que o material estava numa concentracdo de 7,0
mg/ml com uma concentracdo de endotoxina de 1,0 EU/mg de
proteina. O material foi armazenado refrigerado a 4°C. No dia
de injeccdo, o material serd diluido a 0,6 mg/ml e serédo
administrados 0,5 ml através de uma injeccdo intraperitoneal
ao grupo de animais apropriado. A dose final que seréa
administrada sera 0,3 mg de IgG.
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Anticorpo monoclonal de ClfAa 35-052.1, INH-M01016 (LN:
IAA2H1422)

O anticorpo monoclonal 35-052 (subtipo IgGi) foi
purificado a partir de meio de cultura de hibridoma isento de
soro utilizando cromatografia de afinidade de proteina G.
Verificou-se que o material estava numa concentracdo de 4,2
mg/ml com uma concentracdo de endotoxina de 1,0 EU/mg de
proteina. O material foi armazenado refrigerado a 4°C. No dia
de injeccdo, o material serd diluido a 0,6 mg/ml e seréo
administrados 0,5 ml através de uma injeccdo intraperitoneal
ao grupo de animais apropriado. A dose final que seréa
administrada sera 0,3 mg de IgG.

Anticorpo monoclonal de controlo CRL 1771 (INH-M0O00029, LN:
IAA2E1337)

O anticorpo monoclonal CRL 1771 (subtipo 1IgG:) foi
purificado a partir de meio de cultura de hibridoma isento de
soro utilizando cromatografia de afinidade de proteina G.
Verificou-se que o material estava numa concentracdo de 5,0
mg/ml com uma concentracdo de endotoxina de 0,2 EU/mg de
proteina. O material foi armazenado refrigerado a 4°C. No dia
de injeccdo, o material serd diluido a 0,6 mg/ml e serédo
administrados 0,5 ml através de uma injeccdo intraperitoneal.
A dose final que serd administrada serd 0,3 mg de IgG.

Alojamento, alimento, adgua e ambiente:

Na recepcdo, examinaram-se todos os animais e alojaram-
se em dgrupo (5/gaiola) em gaiolas tipo caixa de sapatos de
policarbonato com cama absorvente bed-o-cobb. Todos o0s
animais tém acesso livre a alimento (dieta granulada para
ratinho Harlan/Teklad #7012) e &gua da torneira com um ciclo
de 12 horas de luz-escuriddo. Todos os aspectos de cuidados
dos animais e as condicdes de pecuédria requeridas estardo de
acordo com o Guide for the Care and Use of Laboratory Animals
da NIH.
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Identificagao e randomizacgao

Todos os ratinhos foram identificados de modo unico por
tatuagem na cauda antes do tratamento. Antes do tratamento,
pesaram-se individualmente os ratinhos e reavaliou-se o seu
estado de saude. Os ratinhos foram atribuidos a grupos de
tratamento com base em randomizacdo por pesos corporais
estratificados.

Os dados demonstram o valor terapéutico de um anticorpo
anti-Cl1fA tal como 12-9 qgue interfere com a adesdo ClfA -
fibrinogénio em comparacdo com um controlo de isdétipo néo
especifico de CIfA (CRL 1771) bem como um controlo especifico
(35-052) que reconhece ClfA num local independente da ligacéao
ClfA - fibrinogénio.

Exemplo 11. Reconhecimento da estirpe de S. aureus de 12-9 e
35-052 em comparacdao com o controlo de isdétipo (CRL 1771)

Colheram-se amostras bacterianas de S. aureus (estirpes
Newman -WT, 67-0, 560 Sal 1, 203 Sal 2, 451 Sal 4, 206 Sal 5,
397 sSal 6, 49, 189, 203 e 4046) as 3 h e durante a noite,
lavaram-se e incubaram-se com Mab 12-9, 35-52 ou 1771 sozinho
(controlo) numa concentracdo de 2 mg/ml apds bloquear os
locais de proteina A com IgG de coelho (50 mg/ml). As
estirpes de S. aureus contendo uma designacdo Sal representam
5 linhagens distintas totalizando 65,68% de todos os isolados
clinicos (Booth, et al., Infect. Immun. 69, 345-353, 2001).
Analisaram-se também Newman ClfA::emr (CLfA knockout) e
Newman Spa::kan (Proteina A knockout) do mesmo modo Como
controlos de especificidade. Apds incubacdo com anticorpo,
incubaram-se as células bacterianas com Cabra-F(spr)2-Anti-
Ratinho-P(a2-FITC que serviu como o anticorpo de deteccdo.
Apds marcacéao de anticorpo, aspiraram-se as células
bacterianas através do citémetro de fluxo FACScaliber para
analisar a emissdo de fluorescéncia (excitacdo: 488, emisséao:
570) . Para cada estirpe bacteriana, colheram-se e mediram-se
10000 eventos.
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Tabela VI.

Reactividade da estirpe de S.

48

aureus

Intensidade de fluorescéncia

(média geométrica)

Estirpe de S. Tempo de 12-9 35-052 CRL 1771
aureus cultura
Newman WT 3 h 30,8 11,1 0,5
durante a 44,3 30 0,9
noite
67-0 3 h 11,2 4,2 2
durante a 27,6 1,9 1,1
noite
560 SAL 1 3 h 28,8 8,4 3,9
durante a 36,1 6,2 1,2
noite
203 SAL 2 3 h 16,1 0,6 2,2
durante a 40,4 1,9 1,4
noite
451 SAL 4 3 h 1,1 0 0
durante a 12,9 0 0
noite
206 SAL 5 3 h 8,8 1,3 1
durante a 33,5 7,77 0,9
noite
397 SAL 6 3 h 28,9 7,9 0,3
durante a 62,1 40,0 1,0
noite
49 Europe 3 h 7,3 1,2 0
durante a 11,3 5,7 0
noite
189 Japan 3 h 11,0 0 0
durante a 15,7 0 0
noite
203 Singapore 3 h 22,1 3,3 0,1
durante a 15,4 2,5 0,2
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Intensidade de fluorescéncia
(média geométrica)
Estirpe de S. Tempo de 12-9 35-052 CRL 1771
aureus cultura
noite
4046 USA 3 h 27,7 2,5 1,3
durante a 23,5 1,2 0,3
noite
Newman 3 h 0,2 0,3 0,2
ClfA::emr
durante a 1,4 0,8 0,9
noite
Newman Spa::kan 3 h 18,6 4,9 0
durante a 23,9 9,2 0
noite

O Indica actividade positiva

Estes dados salientam a importéncia de se seleccionar um
anticorpo anti-ClfA (tal como 12-9) que é capaz de reconhecer
um epitopo funcional na molécula de ClfA: i.e. o local de
ligacdo para fibrinogénio.

Outro conjunto de isolados de S. aureus, uma
representacdo de 11 complexos de gendtipo clonal diferente
identificados como desproporcionadamente comuns como causas
de doenca, obtidos através de tipagem de sequéncia multi-
locus (Day, et al. 2001, "A 1link Dbetween virulence and
ecological abundance in natural populations of Staphylococcus
aureus", Science, 292:114-116). Cada estirpe foi testada
quanto a reactividade contra 12-9 por citometria de fluxo

como acima descrito.
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Tabela VII. Reactividade de 12-9 com isolados de S. aureus

Designacédo da Tipo de Complexo |Reactividade de
estirpe de S. aureus| sequéncia clonal 12-9
16 25 8 +
96 47 10 +
117 12 4 +
138 30 9 +
150 9 14 +
160 34 7 +
207 15 5 +
252 36 9 +
315 8 3 +
364 39 9 +
396 30 9 +
433 5 2 +
434 8 3 +
451 5 2 +
456 45 10 +
458 15 5 +
476 1 1 +
481 47 10 +
512 1 1 +
597 25 8 +
720 22 7 +
730 45 10 +
837 12 4 +
863 20 11 +
888 39 9 +
959 34 9 +

Esta reactividade demonstra adicionalmente a conservacao

do epitopo 12-9 em ClfA através de estirpes isoladas de S.
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aureus, sugerindo que a ligacdo ClfA - fibrinogénio &

conservada funcionalmente.

Exemplo 12. Homologia de regido variavel em anticorpos anti-
ClfA que inibem a ligag¢do de células inteiras de S. aureus.

Um resultado inesperado da seleccdo de anticorpos anti-
ClfA baseada na sua capacidade para inibir a ligacdo de ClfA
a fibrinogénio foi a similaridade nas sequéncias de
aminoacidos da regido determinante de complementaridade (CDR)
das regides de cadeia varidvel leve e pesada. Para determinar
estes perfis, seleccionaram-se anticorpos anti-ClfA com base
na 1inibicdo da ligacdo de células inteiras de S. aureus a
placas revestidas com fibrinogénio utilizando o procedimento
seguinte: Diluiram-se o0s anticorpos de 1interesse em série
comecando com 4 pg/ml em tampdo de ensaio. Concorrentemente,
lavou-se uma cultura de um dia para o outro de S. aureus
(Newman spa::kan), bloqueou-se com IgG de coelho e depois
corou-se com corante de ADN fluorescente permeavel nas
células Syto 13 e incubou-se durante 10 min. Misturaram-se
volumes iguais de células coradas e anticorpo diluido e
incubaram-se a 4°C durante 30 min e depois adicionou-se cada
amostra a pocos em duplicado de uma placa de microtitulacéo
blogqueada/revestida com fibrinogénio humano. Incubaram-se as
placas a 4°C durante uma hora, lavaram-se, adicionou-se
tampao a cada poco e leu-se num leitor de placas
fluorescentes.

As cadeias varidveis 1leve e ©pesada dos anticorpos
monoclonais anti-ClfA, 12-9, 13-2, 35-006 e 35-220 bem como
CRL 1771 (controlo nédo especifico) foram clonadas e
sequenciadas para derivar uma sequéncia de aminoacidos
prevista do seguinte modo: Resumidamente, 1,4x10% células de
hibridoma cultivadas em meio DMEM-10 com 10% de FBS foram
lavadas com PBS, sedimentadas por centrifugacdo e depois
lisadas em detergente contendo Protein/RNase Degrader.
Isolou-se ARNm Poli-A" por purificacdo de afinidade sobre
0ligo-dT celulose. A sintese de ADNc da primeira cadeia foi
realizada utilizando 5 mg de ARNm e transcriptase reversa num
kit de sintese de ADNc (Novagen; cat. #69001-3) contendo 20
pmol de iniciadores de 3'-oligonucledtido especificos de
ratinho (Novagen; cat.# 69796 e 69812) para cada cadeia
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pesada variédvel e leve variével. Uma porcdo (5 a 50 ng) do
ADNc foil amplificada por reaccdo em cadeia da polimerase
(PCR) wutilizando o PCR Reagent System (Life Technologies;
cat.#10198-018) e um conjunto de iniciadores especificos de
cadelia pesada e cadeia leve variaveis de ratinho (Novagen;
cat.#70081-3, 5 pmol de cada) durante 30 ciclos (inicio a
quente a 94°C e depoils ciclos de 94°C durante 1 min, 50°C
durante 1 min e 72°C durante 1 min). Os produtos de PCR foram
fraccionados electroforeticamente num gel de agarose ultra
puro a 1% em tampdo de acetato de sbdbdio e visualizados por
coloracdo com brometo de etidio. Excisaram-se do gel
fragmentos de PCR correspondendo ao tamanho previsto e
purificaram-se utilizando colunas spin BIO 101 Geneclean
(cat. #1101-400) para ligacdo no plasmideo pCR2.1-TOPO
(Invitrogen), seguindo-se transformacdo em E. coli TOP1O
competente (Invitrogen, cat.# K4500). Apds isolamento de ADN
de plasmideo utilizando o kit QIAprep Spin Miniprep (QIAGEN;
cat.# 27106), d1dentificaram-se os <clones positivos com
insercdes por digestdo com endonuclease de restricdo e
electroforese em gel de agarose, seguindo-se sequenciacdo num
sequenciador automadtico ABI utilizando iniciadores directo
M13 e reverso M13.

Como se mostra na Figura 7, os dados mostram que existe
conservacdo consideréavel na porcdo mais varidvel das cadeias
de imunoglobulina gque definem a especificidade de 1ligacéo
pelos anticorpos monoclonais anti-ClfA com inibicdo da
ligacdo de S. aureus a fibrinogénio. Esta homologia &
representada a partir de trés fusdes geradoras de hibridoma
diferentes (12, 13 e 35); sob condicdes variaveis tais como a
constituicdo do antigénio ClfA, o método e a sequéncia das
imunizacdes antes da fusdo. Em particular, estes dados
revelaram regides conservadas de consenso nas regides CDR1 e
CDR2 da cadeia pesada variavel de anticorpos monoclonais que
se ligam a ClfA bem como regides conservadas nas regides
CDR1, CDR2 e CDR3 das cadeias leves varidveis dos anticorpos
do presente 1invento. Estes dados mostram assim que a
preparacdao de anticorpos com as sequéncias conservadas
deverdo ter as mesmas propriedades de ligacdo e assim cairéo
dentro do ambito do presente invento.
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Por conseguinte, de acordo com o presente invento,
anticorpos que se ligardo a ClfA podem ser preparados
utilizando cadeilas variaveis leve e pesada que tém as mesmas
regides CDR chave como indicado no consenso da Figura 8. Em
particular, estes anticorpos incluirdo aqueles gue possuem
uma cadeia pesada varidvel onde a regido CDR1 inclui a
sequéncia RYSVH, e/ou uma regido CDR2 que inclui a sequéncia
MIWGGGNTDYNSALKS, e uma cadeia leve variavel gue possul uma
regido CDR1 que 1inclui a sequéncia KSSQSVLYSSNQKNYLA, uma
regido CDR2 que inclui a sequéncia WASTRES, e/ou uma regido
CDR3 que inclui a sequéncia HQYLSSYT.

Exemplo 13. Expressdo de 12-9 humanizado para utilizacdo pré-
clinica e clinica

Para expressdo simultidnea das cadeias polipeptidicas de
imunoglobulina pesada e leve, os doils genes foram clonados
num uUnico plasmideo com cada gene sob o controlo de um
promotor hCMV-MIE separado. Este vector de duplo gene inclui
uma Unica cdépia do marcador selecciondvel GS (Lonza; Slough,
Reino Unido) para introducdo na célula hospedeira num unico
evento de transfeccdo. Transfectaram-se as células utilizando
Fugene-6 (Roche) sob condicdes sugeridas pelo fabricante.
Testaram-se 0s sobrenadantes de linhas de células transientes
ou derivadas de modo estédvel e compararam-se com 12-9
derivado de murino e quimérico.

Este exemplo demonstra que o 12-9 humanizado pode ser
humanizado, clonado e expresso numa Unica cassete de
expressdo capaz de rendimentos para suportar uma qualidade e
pureza a escala comercial.

LISTAGEM DE SEQUENCIAS

<110> PATTI, Joseph M HUTCHINS, Jeff T DOMANSKI, Paul
PATEL, Pratiksha HALL, Andrea

<120> ANTICORPOS MONOCLONAIS PARA A PROTEINA CLFA
<130> P07069US04/BAS

<150> 60/308116



EP 1 377 314/PT

<151> 2001-07-30

<150>
<151>

<150>
<151>

<150>
<151>

<160> 20

<170>

<210> 1
<211>
<212>
<213>

<400> 1
agtgaaaata

agtagegtta
tcaaacacta
caatcatcat
acgacaacga
gaattagtga
gtaaattcac
actgaagcaa
gatgtagtta
gecagtagctg
acagttggta

aattatggtt

60/298413
2001-06-18

60/274611
2001-03-12

60/264072
2001-01-26

1560
ADN
Staphylococcus aureus

gtgttacgca
gtgctgeace
ataatggega
caacaaatgce
atcaagctaa
atcaaacaag
ctcaaaatte
caccttcaaa
atcaageggt
cagatgcacc
ttgactctgg

tttcagtgce

atctgatage
taaaacagac
aacgagtgtg
aactacggaa
tacaccggea
taatgaaacg
tacaaatgcg
caatgaatca
taatacaagt
ggcagctggce
tacgactgtg

taattctget
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gcaagtaacg
gacacaaacg
gegeaaaate
gaaacgeegg
acaactcaat
acttttaatyg
gaaaatgttﬁ
gctecacaga
gcgectagaa
acagatatta
tateccgcace

gttaaaggtg

aaagcaaaag
tgagtgatac
cagcacaaca
taactggtga
caagcaatac
atactaatac
caacaacgca
gtacagatgc
tgagagcatt
cgaatcagtt
aagcaggtta

acacattcaa

taatgattea
taaaacatcg
ggaaacgaca
agétactact
aaatgcggag
agtatcatct
agatacttca
aagtaataaa
tagtttageg
gacgaatgtg
tgtcaaactg

aataactgta

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720
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cctaaagaat
ggagatcaag
acagactatg
gaccctgaaa
acagcaa;ca
attaaaggta
gtcaatccaa
acggatagta
aatgcagctg
aatagtgtga
gatgatcaaa
aaaggtgatt
tctatgtcat

gataaaccag

<210> 2
<211>
<212>
<213>

<400> 2

Ser Glu Asn Ser

1

Ser Asn Asp Ser

Asn Val Ser Asp

35

Ser val Ala Gln

50

Thr Asn Ala Thr

65

520
PRT

Staphylococcus aureus

taaacttaaa
tattggcaaa
taaatactaa
atgttaaaaa
aaacagtatt
caattgacca
gtggagataa
atgcattaat
atttatctga
atattacatt
ttacaacacc
tégctttacg
aggacaacga

ttgttecctga

val

Ser Se

20

Thr
Asn

Px

Thr
70

Lys

Glu

tggtgtaact
tggtgtaatc
agatgatgta
gacagétaat
agtagattat
aatqgataaa
cgttattgeg
agatecagcaa
aagttacttt
cccaaateca
gtatatagta
ttcaactéta
agtageattt

acaacctgat

Gln Ser

r Val Ser

Asp

Ala

55

tcaactgcta
gatagtgatg
aaagcaactt
gtgacattgg
gaaaaatatg
acaaataata
ccggttttaa
aatacaagta
gtgaatccag
aatcaatata
gttgttaatg
tatgggtata
aataacggat

gagcctagtg

Ser Ala
10

Ala Pro

25

Thr Ser

40

o Ala
55

Gln

Glu Thr

Ser

Gln

Pro

Asn Thr

Glu Thr

Val Thr
75

aagtgccacce
gtaatgttat
tgaccatgce
ctactggeat
gtaagtttta
cgtategtea
caggtaattt
ttaaagtata
aaaactttga
aagtagagtt
gtcatattga
actegaatat
caggttctgg

aaattgaacc

Ser Asn

Lys Thr
ao

Asn Asn
45

Thr Gln
60

Gly Glu

aattatgget
ttatacattt
cgcttatatt
aggtagtaca
taacttatet
gacaatttak
aaaaccaaat
taaagtagat
ggatgtcact
taatacgect
tecgaatagce
aatttggege
tgacggtate

aattccagag

@lu Ser Lys

15

Asp Asp Thr

Gly Glu Thr

Ser Ser Ser

Ala Thr Thr

80

780

840

200

860

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560
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Thr

Thr

Asn

Asn

Pro

145

Asp

Phe

Ile

Thr

Ser

225

Pro

Pro

Agp

Asp

Thr Thr

Asn Ala

Asp Thr
118

Ala Glu
130

Ser Asn

Val val

Ser Leu

Thr Asn
185

Val Tyr
210

Val Pro

Lys Glu

Ile Met

Gly Asn

275

Val Lys
230

Asn Gln
85

Glu Glu
ioo

Asn Thr

Asn Val

Asn Glu

Asn Gln
165

Ala Ala
180

Gln Leu

Pro His

Asn Ser

Leu Asn

245

Ala Gly
260

val Ile

Ala Thr

Ala

Leu

Val

Ser

Ser

150

Ala

Val

Thr

Gln

Ala

230

Leu

AsSp

Tyx

Leu

Asn

Val

ser

Thr

135

Ala

Thr

Asn

Ser

120

Thr

Pro

Vai” Asn

Ala
Asn
Ala
215
val
Asn

Gln

Thr

295

Ala
val
200
Gly
Lys
Gly
val
Phe
280

Met

56

Pro

Gln
105

Val

Gln:

Gln
Thr
Asp
185

Thr

Gly
Val
Leu
265

Thx

Pro

Ala

90

Asn

Bsp

Ser

Ser

170

Ala

Val

val

Asp

Thr

250

Ala

Asp

Thr

Serxr

Ser

Thr

Thr

155

Ala

Pro

Gly

Lys

Thr

235

ser

Asn

Tyr

Ala Tyr

Thr

Asn

Pro

Ser

140

AsSp

Pro

Ala

Ile

Leu

220

Fhe

Thr

Gly

val

Ile
300

Gln

Glu

Gln

125

Thr

Ala

Arg

Ala

ASp

205

Asn

Lys

Ala

Val

Asn

285

Asp

Ser

Thr

110

Asn

Glu

Ser

Met

Gly

150

Ser

Ile

Lys

Ile

270

Thr

Pro

Ser

95

Thr

Ser

Ala

Asn

Arg

175

Thr

Gly

Gly

Thr

val

255

Asp

ys

Glu

Asn

Phe

Thr

Thr

Lys

160

Ala

Asp

Thxy

Phe

val

240

Pro

Ser

Asp

Asn
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Val
305

Thr

Tyx

Asn

Ile

Ala

385

Asn

Glu

Ile

Ala

465

Ser

Gly

Gly

<210> 3

Lys
Ala
Asn
Thr
Ala
370
Leu
Ala
Asp
Lys
Val
450
Leu
Met

Asp

Glu

Lys

Asn

Leu

Tyr

355

Pro

Ile

aAla

val

Val

435

val

Arg

Ser

Gly

Ile
515

<211> 990
<212> ADN
<213> Staphylococcus aureus

<400> 3

Thx

Lys

Ser

340

Arg

Val

Asp

Asp

Thr

420

Glu

val

Ser

Txp

Ile

500

Glu

Gly

Thr

325

Ile

Gln

Leu

Gln

Leu

405

Asn

Phe

Asn

Asp
485

Asp

Pro

Asn

310

val

Lys

Thr

Thr

Gln

390

Ser

Ser

Asn

Gly

Leu

470

ABn

Lys

Ile

Val

Leu

Gly

Ile

Gly

375

Asn

Glu

Val

Thr

His

455

Glu

Pro

Pro

Thx

Val

Thr

360

Asn

Thr

Ser

Asn

Pro

440

Ile

Gly

val

Vval

Glu
520

57

Leu

Asp

Ile

345

val

Leu

Ser

Ile
425

Asp

Asp

Ala

val
505

Al. a
Tyr
330
Asp
Asn
Lys
Ile
Phe
410
Asp
Pro
Asn
Phe

490

Pro

Thr

315

Glu

Gln

Pro

Pro

Lys

388

val

Phe

Gln

Asn

Ser

475

Asn

Glu

Gly

Lys

Ile

Ser

Asn

380

val

Asn

Pro

Ile

Ser

460

Asn

Asn

Gln

Ile

Tyr

Asp

Gly

365

Thr

Tyr

Pro

Asn

445

Lys

Ile

Gly

Pro

Gly

Gly

Lys

350

Asp

Asp

Lys

Glu

Pro

430

Thr

Gly

Ile

ser

Asp
510

Ser

Lys

335

Thr

Asn

Ser

val

Asn

415

Asn

Pro

Asp

Trp

Gly

495

Glu

Thr

320

Phe

Asn

Val

Asn

Asp

400

Phe

Gln

Tyr

Leu

Arg

480

Ser

Pro
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58

gtagctgcag atgcaccgge agectggcaca gatattacga atcagttgac gaatgtgaca 60
gttggtattg actctggtac gactgtgéat ccgeaccaag caggttatgt caaactgaat 120
tatggttttt cagtgcctaa ttctgetgtt aaaggtgaca cattcaaaat aactgtacct 180
aaagaattaa acttaaatgg tgtaacttca actgctaaag tgeccaccaat tatggetgga 240
gatcaagtat tggcaaatgg tgtaatcgat agtgatggta atgttattta tacatttaca 300
gactatgtaa atactaaaga tgatgtaaaa gcaactttga ccatgcccge ttatattgac 360
cctgaaaaktg ttaaaaagac aggtaatgtg acattggcta ctggeatagg tagtacaaca 420
gcaaacaaaa cagtattagt agattatgaa aaatatggta agttttataa cttatctatt 480
aaaggtacaa ttgaccaaat cgataaaaca aataatacgt atcgtcagac aatttatgtc 540
aatccaagtg gagataacgt tattgecgecg gttttaacag gtaatttaaa accaaatacyg 600
gatagtaatg cattaataga tcagcaaaat acaagtatta aagtatataa agtagataat 660
gcagctgatt tatctgaaag ttactttgtg aétccagaaa actttgagga tgtcactaat 720
agtgtgaata ttacattceccc aaatccaaat caatataaag tagagtttaa tacgecctgat 780
gatcaaatta caacaccgta tatagtagtt gttaatggtc atattgatcc gaatagcaaa 840
ggtgatttag ctttacgttc aactttatat gggtataact cgaatataat ttggcgetet 300
atgtcatggg acaacgaagt agcatttaat aacggatcag gttctggtga cggtatcgat 960
aaaccagttg ttcctgaaca acctgatgag 990

<210> 4

<211> 331

<212> PRT

<213> Staphylococcus aureus

<400> 4

Met Val Ala Ala Asp Ala Pro Ala Ala Gly Thr Asp Ile Thr Asn Gln
1 S 10 15

Leu Thr Asn Val Thr val Gly Ile Asp Ser Gly Thr Thr Val Tyr Pro
20 25 30
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His Gln Ala Gly
35

Ser Ala Val Lys
50

Asn Leu Asn Gly
65

Gly Asp Gln val

Ile Tyr Thr Phe
100

Thr Leu Thr Met
115

Gly Asn Val Thr
130

Thr Val Leu Val
145

Ile Lys Gly Thr

Gln Thr Ile Tyr
180

Leu Thr Gly Asn
195

Gln Gln Asn Thr
210

Leu Ser Glu Ser
225

Asn Ser Val Asn

Tyr

Gly

val

Leu

85

Thr

Pro

Leu

B3sp

Ile

165

Val

Leu

Ser

Ile
245

Val

Asp

Thr

70

Ala

Asp

Ala

Ala

150

Asp

Asn

Lys

Ile

Phe

230

Thr

Lys

Thr

55

Ser

Asn

Thr

135

Glu

Gln

Pro

Pro

Lys

215

val

Phe

Leu

490

Phe

Thr

Gly

Val

Ile

120

Gly

Lys

Ile

Ser

Asn

200

val

Asn

Pro

59

Asn

Lys

Ala

val

Asn

108

Asp

Ile

Asp
Gly

185

Thx

Pro

Asn

Ile

Lys

Ile

20

Thr

Pro

Gly

Gly

Lys

170

Asp

Asp

Lys

Glu

Pro
250

Gly
Thr
Val
75

Asp
Lys
Glu
Ser
Lys
155
Thr
Asn
Ser
Val
Asn

235

Asn

Phe

val

60

Pro

Ser

Asp

Asan

Thr

140

Phe

Asn

val

Asn

Asp

220

Phe

Gln

ser

45

Pro

Pro

AsSp

AsSp

val

125

Thr

Agn

Ile

Ala

205

Asn

Glu

Tyx

val

Lys

Ile

Gly

val

110

Lys

Ala

Asn

Thr

Ala

190

Leu

Ala

Asp

Lys

Pro

Glu

Met

Asn

85

Lys

Lys

Asn

Leu

175

Pro

Ile

Ala

val

Val
255

Asn

Leu

Ala

80

val

Ala

Thr

Lys

Ser

160

Arg

Vval

Asp

Asp

Thr

240

Glu
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Phe Asn

Asn Gly

Thr Leu
280

Asp Asn
305

Asp Lys

<210> 5

Thr

His

275

Tyr

Glu

Pro

<211> 336
<212> ADN
<213> Staphylococcus aureus

<400> 5

aacattatga

atgagctgta

tggtaccage

gaatctggtyg

atcaacagtg

cacacgtteg

<210> 6

<211> 112
<212> PRT
<213> Staphylococcus aureus

<400> ©

Pro Asp
260

Ile Asp
Gly Tyr
Val Ala

Val val
325

tgacacagtc
agtccagtca
agaaaccagg
tecctgatceg
tacaagctga

gaggggggac

Asp

Pro

Asn

Phe

310

Pro

Gln

Asn

Ser

298

Asn

Glu

60

Ile Thr Thr Pro Tyr Ile Val Val val

265 270

Ser Lys Gly Asp Leu Ala Leu Arg Ser

280 285

Asn Ile Ile Trp Arg Ser Met
300

Asn Gly Ser Gly Ser Gly Asp
315

@Gln Pro Asp Glu
330

gccatcatet ctggetgtgt ctgeaggaga
aagtgtttta tacagttcaa atcagaagaa
gcagtctcet aaactactga tctactggge
cttcacagge agtggatctg ggacagattt
agacctggea gtttattact gtecatcaata

caagctggaa ataaaa

Ser Trp

Gly Ile
320

aaaggtcact
ctacttggec
atccactagg
tactcttacc

cctctecteg

Asn Ile Met Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ala Val Ser Ala Gly

1

5

10

15

Glu Lys Val Thr Met Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser Val Leu Tyr Ser

20

25 30

Ser Asm Gln Lys Asn Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gin Lys Pro Gly Gin

60

120

180

240

300

336
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35

Ser Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Trp Ala

50

Pro Asp Arg Phe Thr Gly Ser Gly Ser
70

65

Ile Asn Ser Val Gln Ala Glu Asp Leun

Tyr Leu Ser Sexr His Thr Phe Gly Gly

<210> 7
<211> 354

85

100

<212> ADN
<213> Staphylococcus aureus

<400> 7
caggtgcate

acatgcactg
ccaggaaagg
tcagctctea
aaaatgaaca

ggtaactecet

<210> 8

<211> 118
<212> PRT
<213>

<400> 8

tgaaggagte
tctetggatt
gtctggagtyg
aatccagact
gtctgcaaac

ggtttgetta

40

S5

6l

Ser Thr

Gly Thr
75

Ala Val
90

Gly Thr

108

aggacetgge
ctcattatee
gctgggaatg
gagcatcage
tgatgacaca

ctggggecay

ctggtggcac
agatataata
atatggggtg
aaggacaact
gccatgtact

gggactctay

Staphylococcus aureus

45

Arg Glu Ser
60

Asp Phe Thr

Tyr Tyr Cys

Lys Leu Glu
110

cctecacagag
tacactgggt
gtgaaaacac
ccaagageca
actgtgecag

tcactgtete

Gly val

Leu Thr
80

His Gln
85

Ile Lys

cetgtecatce
tcgcéagcct
agactataat
agttttctta
cgcctactat

tgca

Gln val His Leu Lys Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Ala Pro Ser Gln

1

5

10

15

Ser Leu Sexr Ile Thr Cys Thr Vval Ser Gly Phe Ser Leu Ser Arg Tyr
25

20

30

Asn Ile His Trp Val Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Leu

35

40

45

60

120

180

240

300

354
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62

Ile

Gly Met Trp Gly Gly Glu Asn Thr Asp Tyr Asn Ser Ala Leu Lys
50 55 60
Ser Arg Leu Ser Ile Ser Lys Asp Asn Ser Lys Ser Gln Val Phe Leu
65 70 75 : 80
Lys Met Asn Ser Leu Gln Thr Asp Asp Thr Ala Met Tyr Tyr Cys Ala
85 ' S0 a5
Ser Ala Tyr Tyr Gly Asn Ser Trp Phe Ala Tyr Trp Gly Gln Gly Thr
100 105 110
Leu val Thr val Ser ala
115
<210> 9
<211> 336
<212> ADN
<213> Staphylococcus aureus
<400> 9
aacattatga tgacacagte gccatcatct ctggctgtgt ctgcaggaga aaaggtcact 60
atgagctgta agtccagtca aagtgttita tacagttcaa atcagaagaa ctacttggece 120
tggtaccagc agaaaccagg gcagtctcct aaactgetga tctactggge atccactagg 180
gaatctggtg tccctgatcg cttcacagge agtggatctg ggacagattt tactettacce 240
atcagcagtg tacaagcectga agacctggca gtttattact gtecatcaata cctetecteg 300
tacacgttcg gaggggggac caagctggaa ataaaa 336
<210> 10
<211> 112
<212> PRT
<213> Staphylococcus aureus

<400> 10

Asn Ile Met Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ala Val Ser Ala Gly
1 5 10 15

Glu Lys Val Thr Met Ser Cys Lys Sex Ser Gln Ser Val Leu Tyr Ser
20 25 30

Ser Asn Gln Lys Asn Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln
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63

35 40 45
Ser Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser Gly Val
50 55 60
Pro Asp Arg Phe Thr Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr
&5 70 75 80
Ile Ser sSer Val Gln Ala Glu Asp Leu Ala Val Tyr Tyr Cys His Gln
85 80 55
Tyr Leu Ser Ser Tyr Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105 110

<210> 11

<211> 363

<212> ADN

<213> Staphylococcus aureus

<400> 11

caggtgcagc tgaaggagtc aggacetgge ctggtggcac cctcacagag cctgtccatce
acaktgegecta tctcoctgggtt cicattatec agatatagtg tacactgggt tegocagect
ccaggaaagg gtotggagtg getgggaatg atatggggtg gtggaaacac agactataat
tecagctetca aatecagact gageatcage aaggacaact ccaagagcca agttttotta
aaaatgaaca gtctgcaaac tgatgacaca gccatgtatt actgtgecag aaaaggggaa
ttectactatg gttacgacgg gtttgtttac tggggeccaag ggactetggt cactgtetet
geca

<210> 12

<211> 121

<212> PRT

<213> Staphylococcus aureus

<400> 12

1

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

5 10 15

Ser Leu Ser Ile Thr Cys Ala Ile Ser Gly Phe Ser Leu Ser Arg Tyr

20 25 .30

60
120
180
240
300
360

363
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64
Ser Val His Trp Val Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Leu
35 40 45
Gly Met Ile Trp Gly Gly Gly Asn Thr Asp Tyr Asn Ser Ala Leu Lys
50 55 60
Ser Arg Leu Ser Ile Ser Lys Asp Asn Ser Lys Ser Gla Val Phe Leu
65 70 75 g0
Lys Met Agn Ser Leu Gln Thr Asp Asp Thr Ala Met Tyr Tyr Cys Ala
85 990 95
Arg Lys Gly Glu Phe Tyr Tyr @ly Tyr Asp Gly Phe Val Tyr Trp Gly
100 105 110
Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ala '
118 120
<210> 13
<211> 336
<212> ADN
<213> Staphylococcus aureus
<400> 13
aacattatga tgacacagtc gccatcatct ctggetgtgt ctgcaggaga aaaggtcact 60
atgagctgta ggtccagtca aagtgtttta tacagttcaa atcagaagaa ctacttggec 120
tggtaccage agaaaccagg gcagtctect acactgctga tctactggge atccactagg 180
gaatctggtg tccectgatcg cttcacagge agtggatctg ggacagattt tactcttacce 240
atcagcagtg tacaagctga agacctggea gtttattact gtcatcaata cctctecteg 300
tacacgtitcg gaggggggac caagctggaa ataaza 336
<210> 14
<211> 112
<212> PRT
<213> Staphylococcus aureus
<400> 14

Asn Ile Met Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ala Val Ser Ala Gly

1

5

10

15
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Ser

Gln

Arg

60

Asp

Tyr

Lys

val

Lys

45

Glu

Phe

Tyr

Leu

Leu

30

Pro

Ser

Thr

Cys

Glu
110

cctcacagag
tacactgggt
gtggaaacac
ccaagagcca
actgtgccac

tcactgtcete

65
Glu Lys Val Thr Met Ser Cys Arg Ser Ser Gln
20 .25
Ser Asn Gln Lys Asn Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln
35 40
Ser Pro Thr Leu Leu Ile Tyr Trp Ala Ser Thr
50 55
Pro Asp Arg Phe Thr Gly Sex Gly Ser Gly Thr
65 70 . 75
Ile Ser Ser Val Gln Ala Glu Asp Leu Ala Val
85 90
Tyr Leu Ser Ser Tyr Thr Phe Gly Gly Gly Thr
100 105
<210> 15
<211> 354
<212> ADN
<213> Staphylococcus aureus
<400> 15
cagatgecage tgaaggagtc aggacctggc ctggtggcac
acatgcactg tctctgggtt ctecattatcc agatatagtg
ccaggaaagg gtetggagtg getgggaatg atatggggtg
tcagectcteca aatccagact gagcatcacc aaggacaact
aaaatgaaca gtctgcaaac tgatgacaca gccatgtact
ggtaactect ggtttgctta ctggggeccaa aggactctuog
<210> 16
<211> 118
<212> PRT
<213> Staphylococcus aureus
<400> 16

Ser

Tyr
Gly Gln
Vval

Gly

Thr
80

Leu

His Gln

95

Ile Lys

cctgtecate
tcgeecagect
agactataat
agttttctta
cgectactat

tgca

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

1

5

10

15

Ser Leu Ser Ile Thr Cys Thr Val Ser Gly Phe Ser Leu Ber Arg Tyr

20

25

30

60

120

180

240

300

354
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Ser val His

Met Ile

50

Gly

Ser
65

Arg Leu

Lys Met Asn

Thr Ala

val Thr

115

Leu

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

17
336
ADN

<400> 17
gacattgtga

atgaactgta
tggtaccagc
gaatctggtyg
atcagcaétg

tacacgtteg

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

18
112
PRT

<400> 18

Trp Val

Trp Gly Gl

Sex Ile

70

Ser Leu Gl

B85

Tyx As

100

Gly

val Ser Al

tgacacagtc
agtecagtca
agaaaccagg
tececctgateg
tacaagctga

gaggggggac

Arg

Thr

Gln
40

¥ Gly
55

Lys
n Thr
n Ser

a

gccagactet
aagtgttéta
gcagtcteet
ctteagegge
agacctggea

caagctggaa

66

90

105

Staphylococcus aureus

75

Pro Pro Gly Lys Gly

Asn Thr Asp Tyr Asn

60

Asp Asn Ser Lys Ser

Asp Asp Thr Ala Met

Trp Phe Ala Tyr Trp

Leu

45

Ser

Gln

Tyr

Gly

Glu

Ala

val

Gln
110

ctggctgtgt ctetgggaga

tacagttcaa atcagaagaa

aaactgectga tctactggge

agtagatcty ggacagattt

gtttattact gtcatcaata

ataaaa

Staphylococcus aureus

Trp Leu

Leu Lys

Phe Leu
80

Cys Ala
95

Gly Thr

aagggktcact
ctacttggce
atccactagg
tactettace

cctctecteg

Asp Ile val Met Thr Gln Ser Pro Asp Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly

1

5

10

15

€0

120

180

240

300

336
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67
Glu Arg Val Thr Met Asn Cys Lys Ser Ser Gln Ser Val Leu Tyr Ser
20 25 30
Ser Asn Gln Lys Asn Tyr Leu Ala Trp Tyr Glm Gln Lys Pro Gly Gln
5. 40 45
Ser Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser Gly Val
50 55 60
Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr
65 70 75 80
Ile Sexr Ser Val Gln Ala Glu Asp Leu Ala Val Tyr Tyr Cys His Gln
85 S0 95
Tyr Leu Ser Ser Tyr Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105 110
<210> 19
<211> 363
<212> ADN
<213> Staphylococcus aureus
<400> 19
caggtgcage tgaaggagtc aggacctgge ctyggtgaage cctcacagac ccetgtcocate 60
acatgcaceca tctetgggtt cteattatce agatatagtg tacactgggt tegcecageet 120
ccaggaaagg gtctggaagtg getgggaatyg atatggggtg gtggaaacac agactataat 180
tcagctctca aatccagact gagcatcage aaagacaact ccaagaacca agttttctta 240
aaaatgaaca gtctgaccge cgctgacaca gececgtgtatt actgtgecag aaaaggggaa 300
ttctactatg gttacgacgg gtttgtttac tggggceccaag ggactctggbt cactgtctet 360
tec 363
<210> 20
<211> 121
<212> PRT
<213> Staphylococcus aureus
<400> 20

Gln val Gln Leu Lys Glu Ser ¢ly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Gln
1 5 10 15
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Thr Leu Ser Ile
20

Ser Val His Trp
35

Gly Met Ile Trp
50

Sex Arg Leu Ser
65

Lys Met Asn Serx

Arg Lys Gly Glu
100

Gln Gly Thr Leu
115

Lisboa, 2011-12-13

Thr

Val

Gly

Ile

Leu

a5

Phe

val

Arg

Gly

Ser

70

Thr

Thr

Thr

Gln

Gly

55

Lys

Ala

Tyr

Val

Ile

Pro

40

ABn

Asp

Ala

Gly
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REIVINDICACOES

1. Anticorpo monoclonal que se 1liga ao subdominio de
ligacdo Clf33 da proteina ClfA de S. aureus, onde o referido
anticorpo monoclonal é o anticorpo monoclonal 12-9 possuindo

(i) uma sequéncia leve variédvel codificada por uma
sequéncia de 4&cido nucleico seleccionada entre o grupo
consistindo de SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:17 e seus degenerados;
e

(ii) uma cadeia pesada variédvel codificada por uma
sequéncia de 4&cido nucleico seleccionada entre o grupo
consistindo de SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 19 e seus
degenerados.

2. Anticorpo de acordo com a Reivindicacdo 1, onde o
referido anticorpo trata ou previne uma infeccdo por S.

aureus num humano ou animal.

3. Anticorpo de acordo com a Reivindicacdo 1, onde o
referido anticorpo inibe a ligacéo de bactérias
estafilocédcicas a fibrinogénio ou fibrina.

4. Anticorpo de acordo com a Reivindicacdo 1, onde o
referido anticorpo é adequado para administracdo parentérica,
oral, intranasal, subcutédnea, por aerossol ou intravenosa num

humano ou animal.

5. Anticorpo de acordo com a Reivindicacdo 1 onde o
anticorpo monoclonal é de um tipo seleccionado entre o grupo
consistindo de anticorpos monoclonais de murino, guimérico,

humanizado e humano.

6. Anticorpo de acordo com a Reivindicacdo 1 onde o
anticorpo é um anticorpo monoclonal de cadeia simples.

7. Anticorpo de acordo com a Reivindicacdo 1 que &
criado contra uma proteina possuindo uma sequéncia de
aminoacidos da SEQ ID NO:4.

8. Anticorpo de acordo com a Reivindicacdo 7 onde a

proteina tem uma sequéncia de aminodcidos codificada por uma
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sequéncia de &cido nucleico de acordo com a SEQ ID NO:3, ou
seus degenerados.

9. Anticorpo de acordo com a Reivindicacdo 1 possuindo
uma cadela leve varidvel seleccionada entre o grupo
consistindo de SEQ ID NO:10 e SEQ ID NO:18.

10. Anticorpo de acordo com a Reivindicacdo 1 possuindo
uma cadeia pesada varidvel seleccionada entre o grupo
consistindo de SEQ ID NO:12 e SEQ ID NO:20.

11. Antissoros contendo um anticorpo de acordo com a
Reivindicacéao 1.

12. Kit de diagndstico compreendendo um anticorpo de
acordo com a Reivindicacdo 1 e meios para detectar a ligacéo
por esse anticorpo.

13. Kit de diagndéstico de acordo com a Reivindicacdo 12
onde os referidos meios para detectar a ligacdo compreendem
um marcador detectédvel que estd ligado ao referido anticorpo.

14. Método de diagnéstico de uma infeccdo de S. aureus
compreendendo adicionar um anticorpo de acordo com a
Reivindicacdo 1 a uma amostra suspeita de estar infectada com

S. aureus, e determinar se anticorpos se ligaram a amostra.

15. Composicdo farmacéutica para tratar ou prevenir uma
infeccdo de S. aureus compreendendo uma quantidade eficaz do
anticorpo da Reivindicacdo 1 e um veiculo, transportador ou

excipiente farmaceuticamente aceitéavel.

16. Anticorpo de acordo com a Reivindicacdo 1 para
utilizacdo no tratamento ou prevencdo de uma infeccdo de S.
aureus compreendendo administrar a um paciente humano ou
animal uma quantidade eficaz do referido anticorpo.

17. Anticorpo de acordo com a Reivindicacéo 1
compreendendo adicionalmente um antibidético fisiologicamente
aceitavel.
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18. Anticorpo de acordo com a Reivindicacdo 1 que &
reactivo de modo cruzado com multiplas estirpes de S. aureus.

19. Anticorpo de acordo com a Reivindicagcdo 1 que
reconhece o dominio A da proteina ClfA de S. aureus.

20. Anticorpo de acordo com a Reivindicacdo 1 possuindo
uma cadela leve variavel possuindo a sequéncia de aminoacidos
SEQ ID NO:10 e uma cadeia pesada varidvel possuindo a
sequéncia de aminodcidos SEQ ID NO:12.

Lisboa, 2011-12-13
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ANTICORPOS QUIMERICOS 12-9A: DIA 2
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12-9 QUIMERICO VS. 12-9 HUMANIZADO
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CADEIA LEVE VARIAVEL
ANTICORPO  cor DR COR
1 2 3
1771 LSSQSLLDSDGKTFLN LVSKLDS WQGTHFPYT
12-9 (CIfA) KSSQSVLYSSNQKNYLA  WASTRES  HQYLSSYT
132 KSSQSVLYSSNQKNYLA  WASTRES HQYLSSHT
35-006 KSSQSVLYSSNQKNYLA  WASTRES HQYLSSYT
35-220 RSSQSVLYSSNQKNYLA,  WASTRES HQYLSSYT
CON
SENSO s 5QSVLYSSNQKNYLA  WASTRES HQYLSSYT
R H
CADEIA LEVE VARIAVEL
ANTICORPO ' ™ "™*
COR1 COR2 CDR3
1771 SGFSWH YIHYSGSTDCNPSLKS MPDS
12-9 (CIfA) RYSVH MIWGGGNTDYNSALKS KGEEYYGYDGFVY
13.2 RYNI H MIWGGENTDYNSALKS AYYGNSWFAY
35-006 RYSVH MIWGGGSTDYNSALKS RLWYFDV
35220 RYSVH MIWGBGNTDYNSALKS AYYGNSWFAY
CONSENSO oy svH MIWGGGNTDYNSALKS AYYGNSWFA®***Y
N1 ES KGEFYYGYD
RLWYFDV

FIG. 8
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