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(57) Resumo: ANTICORPO MONOCLONAL ANTIMIOSTATINA,
COMPOSICAO FARMACEUTICA, E SEU USOA presente invengéo
refere-se a anticorpos antimiostatina que s&o caracterizados como
tendo uma alta afinidade e que podem ser anticorpos quiméricos,
humanizados ou totalmente humanos, imunoconjugados dos
anticorpos, ou fragmentos de ligagédo de antigeno dos mesmos. Os
anticorpos da invengéo sao Uteis para o aumento da massa muscular,
aumento da densidade éssea, ou para o tratamento de varios
distlrbios em espécies mamiferas e aviarias.
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Relatério Descritivo da Patente de Invengédo para "ANTICORPO
MONOCLONAL ANTIMIOSTATINA, COMPOSIGAO FARMACEUTICA, E SEU USO".

Campo da Invencéo

A presente invengao é do campo da medicina, particularmente do
campo dos anticorpos monoclonais contra miostatina. Mais especificamente,
a invengao esta relacionada aos anticorpos antimiostatina quiméricos de alta
afinidade, humanizados ou humanos, e ao uso dos anticorpos para terapia,
profilaxia ou diagnéstico de varios distarbios ou condigdes em espécies ma-
miferas e de aves.

Antecedentes da Invencao

Os membros da superfamilia de proteinas do fator de transfor-
macéo de crescimento beta (TGF-B) estdo envolvidos no desenvolvimento
embriolégico e na homeostasia tecidual do adulto. Os membros da superfa-
milia do TGF-B compartilham uma estrutura comum que inclui uma seqién-
cia peptidica sinalizadora necessaria a secre¢éao da proteina e um fragmento
do terminal amino que é clivado proteoliticamente a aproximadamente 105-
140 aminoacidos do terminal carb6xi da grande proteina precursora para
broduzir a proteina madura. A proteina madura é caracterizada por residuos
de cisteina altamente conservados, enquanto a forma ativa da proteina ma-
dura € um homodimero ligado por dissulfeto da pré-proteina clivada proteoli-
ticamente (Gray, A., e Maston, A., Science, 247: 1.328, 1990).

A miostatina, também denominada fator de diferenciagédo do
crescimento-8 (GDF-8), é um membro da superfamilia de proteinas TGF-f.
Ela compartilha similaridades estruturais com outros membros da familia
TGF-p. Ela contém um terminal amino hidrofébico que atua como um sinal
secretor e um dominio RSRR conservado que é importante para o proces-
samento proteolitico. A clivagem da proteina da origem a um peptideo asso-
ciado a laténcia do terminal amino e um peptideo de sinalizagdo maduro do
terminal carbéxi que forma o homodimero biologicamente ativo. A miostatina
é expressa amplamente no musculo esquelético em desenvolvimento e adul-
to, e funciona como um regulador negativo do musculo esquelético. A super-

expressao sistémica de miostatina em camundongos adultos leva a destrui-
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¢éo muscular (Zimmers, e outros, Science, 296: 1 .486-,1-.488, 2002), enquah-f
fo inversamente, um cam uhdongo knock-out para miostatina é caracterizado
por hlpertrofla e hiperplasia do musculo esquelético, o que resulta em-uma |
massa muscular duas a trés vezes maior do que a de seus pares do tipo sel-

V- vagem da prole, e uma d_xmmuu;ao do acumulo de gordura (McPherron, e

outros Nature, 387: 83-90, 1997). Foi relatado que um ser humano com uma
mutagéo knock-out para miostatina estaria associado a uma hipertrofia mus-
cular gfbsSeira (ScheUlke, e outros, New Eng. J. Med. 350: ‘2.682, 2004).

| Atualmente, s6 estdo dfspom’veis tratamentos limitados para a
destruigdo muScuIar ou para disturbios ou cohdigées qu'ep'udessem-se be- -
neficiar de um aumento da massa muscular e/ou da forga muscular incluin-

~do, pdr exemplo, distrofia muscular, fraqueza, atrofia por desuso e caquexia,

além de distarbios' que estao associados a destruicdo muscular, por exem-
plo, doenga renal, insuficié‘ncia ou doenga cardiaca, e doen¢a hepatica. Em
fungdo de sua participagéo como} regulador neQatiVo do crescimento muscu- .
lar esquelético, miostatina é um alvo desejavel para a inte.rvengéo_terapéuti-
ca ou profilatica desses disturbios ou condigdes, ou para 0 monitoramento
da progresséo desses disturbios ou condigdes. Além de éua participag¢ao
direta na regulagdo de musculos esqueléticos, a miostatina também pode
estar envolvida em outros processos fisiolégicos que incluem a dlferenmagao
de pre-adupocntos em adipécitos (Kim e outros BBRC, 281: 902-906, 2001) e,
indiretamente, com a homeostasia de glicose (McPherron, A. e Lee S-J. JC/
109: 595, 2002) e inibicdo da formac}éo 6ssea (Hamrick, M. Mol. Cell Evol.

* Biol. 272: 388-91, 2003; Hamrick e outros Calcif. Tissue Int. 71: 63, 2002).

Portanto, antagonistas especificos para miostatina, por exemplo, anticorpos
especificos para miostatina, também poderh se mostrar uteis para o trata-
mento, prevengdo ou monitoramento de disturbios ou condigdes como aque-
les que se beneficiariam do aumento da densidade 6ssea (pb'r exémplo, 0s-
teoporose), diabetes do Tipo Ii, sindrome metabélica, obesidade e osteoartri-
te. _

Miostatina é altamente conservada entre espécies; a sequéncia
de aminoacidos da forma madura de miostatina em seres humanos, camun-
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“dongos, ratos, galinhas, perus e vacas é 100% idéntica (vide as Figuras 2 e -

3). H4 mutagdes de miostatina de ocorréncia natural no gado; que foram as-’
sociadas a um fenétipo muscular duplo (McPherron, e ,'outros_ PNAS, 94
12.457-61, 1997). Como a miostatina é altamente conservada em termos de
sequéncia e de fungdo através de espécies, um anticorpo antimiostatina for-
nece um meio promissor de aumento da massa muscular ou tratamento ou

prevencdo desses distirbios ou condigdes listados acima ndo apenas em

seres humanos, mas tam‘bém‘em outros mamiferos incluindo, por exemplo,
animais domésticos (por. exemplo, caninos e felinos), animais de eSpoftes
(por exemplo, eqlinos), animais que servem como fonte de alimento (por
exemplo bovinos, suinos e ovmos) e em espécies aviarias (por exemplo |
gahnhas perus, patos e outras aves de caca e aves domésticas). _

' O fator de diferenciagdo do crescimento-11, também. denomi-
nado GDF-11 ou BMP-11, é 0 membro da superfamilia de proteinas TGF-B _
mais homélogo & miostatina. As seqiiéncias de arhinoécidos das formés ma-
duras de miostatina e GDF-11 humanos sao aproximadar_hente 90% idénti--
cas; no entanto, GDF-11 é expresso em uma gama maior de tecidos do que
GDF-8, incluindo a polpa dentéria-,’cérebro,_ coragao, rim e pulmao, além dés
tecidos muscular e adiposo (Nakashima, e outros Mech. of Development 80:
185, 1999). Camundon‘gos knock-out para GDF-11 morrem em até 24 horas
ap6s o nascimento com multiplas anormalidades. Especificamente, os ca-
mundohgos eXibem pares extras de costelas, ndo possuem rins e exibem
defeitos no estdmago, bago e pancreas (McPherron e outros, Nature Gene-
tics 22: 260, 1999; Esquela e Lee, Dev. Biol. 257: 356, 2003; 'Harmon e ou-
tros, .Devpt. 131: 6.163, 2004). Verificou-se recentemente que o GDF-11
humano governa a janela temporal .durante a qual progenitores multiplos re-

tém competéncia para produzir uma prole neural distinta (Kim, J. e outros

Science 308: 1.927-1.930, 2005).

Ha uma necessidade terapéutica de um anticorpo antimiostatina
que se ligue preferencialmente a miostatina em relagdo as outras protefnaé
da superfamilia TGF-B, particularmente GDF-11. Além disso, ha uma neces-
sidade de anticorpos especificos para miostatina que se liguem a miostatina
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com alta aflmdade particularmente uma afmldade mais elevada (IS'(O é, uma -

'aflmdade mais forte demonstrada por exemplo, por um valor KD menor) do

que aquela.com que se ligam a GDF-11, permitindo, desse modo, que 0 ni-

vel de dosagem administrado- aos pacientes seja minimizado, o que pode
resultar em dosagens menos frequientes com esse anticorpo do que com um

anticorpo que se ligue & miostatina com uma afinidade menor (isto &, um Kp
mais elevado). Um anticorpo de alta afinidade também é desejavel na medi-
da em que ele poderia permitir maior flexibilidade na via de adrhinistragéo do-

‘anticorpo-a um paciente, j4 que é menos desejavel que um farmaco seja

administrado por via intravenosa do que por via subcutanea, por exemplo.
Ha também a necessidade de anticorpos especificos para miostatina com
um valor ICso baixo ou de algum outro modo favoravel em um ensaio de bio-

| atividade de miostatina, a fim de gerar um anticorpo antimiostatina terapéuti--

co com uma dose te,rapéUti'ca eficaz minima. Também é desejavel o forne-
cimento-de anticorpos especificos para miostatina em que qualquer resposta -
imunoldgica ao anticorpo desencadeada em um paciente QUe recebe o anti-
corpo seja reduzida a um minimo. A presehte invengdo satisfaz essas ne-

- cessidades e fornece vantagens relacionadas.

Sumario da Invencéo

- Os anticorpos da invengéo séo anticorpos monoclonais antimi-
ostatina 'quiméricos, humanizados ou totalmente humanos, e porgdes de Ii¥
gagéao de antigeno destes, que antagonizam ou nevutrélizam pelo menos uma
atividade biolégica ou propriedade in vitro ou in vivo associada a miostatina
ou a-uma porgao desta. De preferéncia, 0s anticorpos da invéngéo'néo se
ligam a um peptideo que consiste nos aminodacidos 40-64 (inclusive), 43-57
ou 45-59 de miostatina madura, de preferéncia, miostatina humana, em ni-
veis significativamente maiores do que o nivel de fundo. |

Em uma modalidade, os anticorpos da invengao possuem uma
ICso menor ou igUaI a cerca de 40 nM, 30 nM, 25 nM, 20 nM ou 10 nM, mais
preferivelmente, menor ou igual a cerca de 5 nM, 4 nM, 3 nM, 2 nM ou 1 nM
em um ensaio reporter de miostatina/SBE in vitro (vide o Exemplo 5). De
preferéncia, os anticdrpos da invengdo possuem uma ICsy em um ensaio
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“repbrter de miostatina/SBE in vitro de pelo menos 20% ou 50% menor, mais
“preferivelmente, pelo menos cerca de duas vezes, trés vezes ou quatro ve-.

zes menor do que a ICso do anticorpo em um ensalo repérter GDF-1 1/SBE in
vitro (como descrito no Exemplo 5 deste pedido). '

Em uma modalidade, os anticorpos da invengéo s#o- caracteri-
zados por uma forte afinidade de ligagao (Kp) por miostatina, isto &, menos
de cerca de 4,2 x 10 M ou 4,0 x 10 M, de preferéncia, menos de cerca de
46x10"°M,40x10"Mou2x 10" Me, mais preferivelmente, menos de
cerca de 8 x 107" M, 7 x 107" M, 5 x 1072 M ou 1,4 x 1072 M. Alternativa-

‘mente, os anticorpos da invengéo sdo caracterizados por uma KD por mios-
"tatina de, no maximo, cerca de 4,2 x 10° M ou 4,0 x 10‘9._ M, de preferéncia,

no maximo cerca de 4,6 x 10" M, 4,0 x 10" M ou 2 x 10™° M e, mais prefe-
rivelmente, no maX|mo cerca de 8 x 1011 M, 7x10""M, 5 x 10" M ou 1,4 x
102 M. | | :
Em outra modalidade, os anticorpos antimiostatina da invengdo
sao caracterizados por se ligarem preferen‘cialmente ‘a'miosiatina em relagio-
a proteina GDF-11 por pelo menos 20%, 30% ou 40%. De preferéncia, os -
anticorpos da invengao que se‘ ligam preferencialmente a miostatina em ré-
lagdo a GDF-11 sdo ainda caracterizados por terem uma Kp por miostatina
de menos de cerca de 4,2 x 10° M ou 4,0 x 10°® M, de preferéncia, menos
de cerca de 4,6 x 10°M, 4,0 x 10" M ou 2 x 10" M e, mais preferivelmen-
te, menos de cerca de 5 x 1072 M ou 1,4 x 102 M. Em outra modalidade, os

anticorpos da invengdo que se ligam preferencialmente & miostatina em re-
lagdo a GDF-11 sdo ainda caracterizados por terem uma IC> menor ou igual

a cerca de 40 nM, 20 nM ou 10 nM, mais preferivelmente, menor ou igual a
cerca de 5 nM, 4 nM, 3 nM, 2 nM ou'1 nM em um ensaio repdrter de miosta-

tina/SBE in vitro.

Em outra modalidade, um anticorpo monodonal antimiostatina
da invengao compreende um polipeptideo da regido variavel da cadeia leve
("LCVR") com uma seqléncia de aminoacidos selecionada do grupo 'qué
consiste nos SEQ. ID N°: 74-102, 140, 141 e 142 (Figura 9). Em outra mo-
dalidade, um anticorpo monoclonal antimiostatina da invencdo compreende
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um polipeptideo .da regiao variavel da cadeia ‘pesada-("HC‘VFvl") com umé'

'sequiéncia de aminoacidos selecionada do grupo que consiste nas SEQ. ID

NCs: 103-138 (Figura 10).
"~ Em outra modalidade,- um anticorpo monoclonal antimiostatina

‘da invengao combreende (i) um polipeptideo da LCVR que compreende uma

sequiéncia de aminoacidos selecionada do grupo que consiste nas SEQ. ID
N°%: 74-102, 140, 141 e 142, e (ii) um polipeptideo da HCVR que compreen-
de uma seqiéncia de aminoacidos selecionada do grupo que’ consiste nas -

'SEQ. ID N°: 103-138. Em uma modalidade preferida, um anticorpo da in-

vengdo que compreende um polipeptideo da LC}VR qué compreende uma .
sequiéncia de aminoacidos com a SEQ. ID N? como mostrado na Tabela 1

" abaixo ainda compfeende um polipeptideo da HCVR que compreende uma
| sequéncia de aminoacidos com a SEQ. ID N2 do polipeptideo da HCVR que |

correspondé a LCVR especifica na Tabela 1 abaixo. Por exemplo, um anti-
corpo da invengédo que compreende um polipeptidéo da LCVR que compre- .
ende uma sedﬁéncia de aminoacidos da SEQ. ID N 88, de preferéncia,
compreendendo ainda um polipeptideo da HCVR que consiste em uma se-

-quiéncia de aminoacidos da SEQ. ID N2: 103 ou 119.

Tabela 1 |
(Sequéncias de anticorpos preferidos c__ia invengdo)
LCVR HCVR (S_EQ. ID N%)

74 103
75 104
76 104 |
77 10830ou 113
78 105
79 108
80 106
81 103,104, 107, 108, 109, 110, 112, 114, 117, 118
82 104 |
83 111

84 112
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85 113

86 103,108,115
87 116
88 103,119

89 103, 120, 123, 124, 125, 126, 127, 128, 129, 130, 131, 132, 133, 134
90 103,121,122 ’

o1 121

92 103,121

93 120

94 120

95 120, 137

96 120,135

97 120
98 120,138

99 120,136, 138

100 120

101 135

103 136

140 137

141 123

142 138

Efn outra modalidade, um anticorpo monoclonal da invengédo é
aquele que pode competir pela ligagdo & miostatina humana com um anti-
corpo competidor como demonstrado por um ensaio disponivel na técnica
(por exemplo, um ELISA por competi¢gdo), em que o anticorpo competidor
compreende dois polipeptideos com as sequéncias selecionadas do grupo

.que consiste em: (i) SEQ. ID N°: 98 e 138 e (ii) SEQ. ID N*: 74 e 103.

Em uma modalidade, um anticorpo antimiostatina da inve'ngéo
tem uma regido variavel da cadeia pesada e uma regiao variavel da cadeia
leve, em que a regiéo varidvel da cadeia pesada compreende regides CDR
com as seguintes sequéncias de aminoacidos: CDRH1 (SEQ ID N2; 42),
CDRH2 (SEQ ID N2 71) e CDRH3 (SEQ ID N2: 72) (vide a Figura 7); e/ou
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. em que a reglao variavel da cadeia leve compreende reg|oes CDR com as

segulntes_ sequenmas de ammoacud_os. CDRL1 (SEQ ID N2 12) CDRL2 '
(SEQ ID N2 154) e CDRLS3 (SEQ ID N#: 37) (vide a Figura 6). De preferen-_

‘cia, as CDRs da cadeia pesada de um anticorpo da invengao estao juntas
“em um anticorpo como em um anticorpo mostrado na Figura 7, e as CDRs
: -da cadela leve de um anticorpo da mveng:ao estao juntas em um antlcorpo
| como em um anticorpo mostrado na Figura 6 '

- Um anticorpo monoclonal antimiostatina da mvengao pode ain-

da compreender a regido constante da cadeia pesada selecionada do grupo
que cbnsiste em IgGs, 1gGaz, 1gGs, 1gGa, IgA, IgE, 1gM e IgD humanas (ou .

substancualmente de origem humana), de preferenc:a 9G4 ou IgG4 Um an-

_ ticorpo monoclonal antimiostatina da mvengao pode alnda compreender a

regiao constante da cadeia leve kappa ou lambda humana. Quando o anti- |

~ corpo for utilizado como uma substancia terapéutica ou preventiva em um

ser humano, a regido constante serd, de preferéncia, substancial ou inteira-
mente de origem humana. Quando o anticorpo for utilizado como uma subs-

tancia terapéutica ou preventiva em um animal ndo humano, ou em um ovo

“de um animal ndo humano, a regido constante de preferéncia se originara

substancialmente do animal no qu'al 0 anticorpo sera usado como substancia
térapéUtica (vide, por exemplo, Clarkson, C. e outros, Mol. Imm. 30: 1.195-
1.204, 1993; pedido U.S. nimero 2002/01651350; € numeros de acesso no
Genbank X69797, UO03778, X16701, X07174, AB016711).

* Vérias formas do anticorpo sdo aqui contempladas. Por exem-

plo, um anticorpo monoclonal antimiostatina da invengdo pode compreender

ou consistir em um anticorpo intacto (isto &, de comprimehto total, que pos-
sui uma regido Fc intacta), um anticorpo substancialmente intacto, uma por-
cao de ligagdo de antigeno deste (por exemplb, um Fab, Fab', F(ab')z) ou um
fragmento Fv de cadeia simples. Entende-se que todas essas fc')rmas' dos
anticorpos sao aqui englobadas e incluidas no termo "anticorpo”. Além disso,
um anticorpo da invencdo pode ser marcado com um marcador detectavel,
imobilizado sobre uma fase sélida e/ou conjugado a um composto heterdio-
go, por exemplo, uma enzima ou uma molécula de polietileno glicol. Além
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- disso, os anticorpos da invengdo sdo contemplados.para serem de origem
‘monoclonal, embora possam diferir em termos de padréo de*glicosilacéo

Em outra modalidade, a invengao fornece uma composicao
farmaceuﬂca que compreende um antucorpo monoclonal antimiostatina da
invengéo. A composic¢édo farmacéutica da invengao pode ainda compreender

um veiculo farmaceuticamente aceitavel. Na referida composigdo farmacéu-

tica, o 'anticorpo monoclonal antimiostatina da invengéo é o ingrediente ativo.

| De preferéncia, a composigdo farmacéutica compreende uma populagdo -
homogénea ou substancialmente homogénea de um anticorpo monoclonal

antimiostatina da invengéo. A composicdo para uso terapéutico é estéril e
pode ser liofilizada, fornecida opcionalmente com um diluente apropriado.
A invengao fornece um método de inibicdo de pelo menos uma

~ atividade blologlca de miostatina em um animal, de preferencna uma espécie

mamlfera ou de aves, de preferéncia, um ser humano, que dela necessite,

que compreende a administragdo de uma quantldade terapeuticamente efi-
caz, ou quantidade profilaticamente eficaz, ou quantidade neutralizante de:
miostatina ou inibidora de miostatina de um anticorpo monoclonal antimiosta- -

tina da invengéo a referida espécie mamifera ou de ave. A invengéo ainda.

fbrnece um método de aumento da massa muscular ou de tratamento ou
prevencdo de uma doénga ou um disturbio ou uma condigdo atenuada pela
neutralizagao ou antagohismo de uma bioatividade de miostatina que com-
preende a adn‘iinistracéo a um paciente (por exempld, um ser humano) que
necessita desse tratamento ou prevengdo de uma quantidade terapeutica-

~ mente ou profilaticamente eficaz de um anticorpo monoclonal da invengao.

A invengdo incorpora um anticorpo monoclonal antimiostatina
da invencao para uso na fabricagdo de um medicamento para administragéo

a um mamifero, de preferéncia, um ser humano, para o tratamento, por e-
‘xemplo, de fraqueza, caquexia, sarcopenia relacionada a idade, destruig:éo
ou fraqueza muscular, miopatia, distrofia muscular, osteoporose, obesidade,

doenca pulmonar obstrutiva cronica (DPOC), insuficiéncia ou doenca renal,
insuficiéncia ou doenca hepatica, insuficiéncia ou doenga cardiaca, sindrome
metabdlica e diabetes do Tipo Il em um mamifero, de preferéncia, um ser
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humano, que dele necessita por administragéo ao referido mamifero de uma
quantidade terapeuticamenie eficaz ou profilaticamente eficaz de- um anti-
corpo monoclonal antimiostatina da invengéao. ‘

A mvengao incorpora um produto manufaturado que compreen-

“de um material de embalagem e um anticorpo da invengao contido dentro do

referido material de embalagem e em que o material de embalagem com-.
preende uma bula que indica que o anticorpo neutraliza uma atividade de
miostatina ou diminui o nivel de miostatina presente nd sistema.

A invengdo ainda fornece acido nucléico isolado que codifica

‘um antncorpo da mvengao um vetor (ou vetores) que compreende aquele

4cido nucléico, opcionalmente ligado operacnonalment_e a sequéncias de

controle reconhecidas por uma célula hospedeira transformada com o vetor; _
uma célula hospedeira que compreende aquele vetor; um processo para a
produg¢ao de um ahti_corpo da inven(:éoque compreende o cultivo da célula

hospedeira de forma que o écidd nucléico seja expresso e, opcionalmente, .
recuperagao do anticorpo do meio de cultura da célula 'hospedeira. ,
Breve Descricdo dos Desenhos

A Figura 1 mostra a seqliéncia de ammoac:dos de pré-
miostatina humana com a sequéncia sinalizadora sublinhada e a por¢éo da
proteina no terminal carb6xi que constitui um mondmero da forma madura
de miostatina em letras em negrito; |

A Figura 2 mostra a seqiiéncia de aminodcidos de miostatina
monomérica madura humana. A miostatina humana ativa é um homodimero
desse polipeptideo associado por Iigagées dissulfeto. Essa ‘seqliéncia é
idéntica aquela da miostatina madura em camundongos, ratos, galinhas, pe-
rus, cachorros, cavalos e porcos. |

A Figura 3 mostra um alinhamento da sequéncia de aminoaci-
dos de miostatina madura de varias espécies mamiferas e avidrias.

A Figura 4 mostra o0 alinhamento da seqiiéncia de aminoacido
da forma madura de miostatina humana e GDF-11 humano. |

A Figura 5 mostra a seqiéncia de aminoacidos da HCVR e LC-
VR do anticorpo YN41, um anticorpo original exemplar dos anticorpos da
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“invengao. A figura ainda mostra uma sequéncia de nucleoti‘deosvexemplar,
" que codifica a HCVR e LCVR do anticorpo YN41. |

A Figura 6 mostra a sequéncia de aminoacidos de CDRs da
LCVR de-varios anticorpos da invengao.
A Figura 7 mostra a seqléncia de aminoacidos de CDRs da

- HCVR de varios antlcorpos da invengéo.

‘A Figura 8 mostra a seqiiéncia de ammoamdos da regido cons-

| tante da cadela leve kappa que pode estar ligada operacuonalmente a.LCVR‘-

de um anticorpo.da invengao na geragao de uma cadeia leve de com'prirrieﬁ-
to _tota[‘ de um anticorpo da inveng¢do e a seqiéncia de aminodacidos de uh1
doml'nio» da regiao constante de IgG4 que pode estar ligado operacionalmen-
te 2 HCVR de um énticorpo da inveng¢do na geragao de uma cadeia pesada
de comprimento total de um anticorpo da invengdo. A figura ainda mostra |
uma seqﬁé.ncia de nucIeotu’deos exemplar que codifica a regiéd constante da |
cadeia leve kappa e uma seqliéncia de nucleotideos exemplar que codifica
um dominio da cadeia pesada de 1gG4. o

A Figura 9 mostra o alinhamento da seqiiéncia de aminoécidos -

~de LCVRs de varios anticorpos da invengdo. Os dominios de CDR estdo

sublinhados na primeira sequéncia de anticorpo.

A Figura 10 mostra o alinhamento da sequéncia de aminoaci-
dos de HCVRs de varios 'anticorpos da invengao. Os dominios de CDR estao
sub_linhédos né primeira sequiéncia de anticorpo. |

Descricao Detalhada da Invencéao

A invengdo apresenta anticorpos monoclonais antimiostatina
quiméricos, humanizados ou totalmente humanos, ou porgdes de ligagédo de
antigeno destes, capazes de neutralizar ou antagonizar pelo menos uma

-atividade de miostatina in vitro e/ou in vivo, caracterizados ainda por de-
" monstrarem uma ICso de menos de cerca de 40 nM, 20 nM ou 10 nM, mais
| preferivelmente, menor ou igual a cerca de 5 nM, 4 nM, 3 nM, 2 nM ou 1 nM

em um ensaio reporter de miostatina/SBE in vitro e/ou preferencialmente por
demonstrarem uma forte afinidade de ligagao com miostatina. Os anticorpos
da invengéo sé@o ainda caracterizados pelo fato de se ligarem preferencial-
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mente & miostatina em relagéo ao homologo mais préoximo da mlostatlna'
GDF-11, por pelo menos 20%. ‘

Definicoes .
Quando aqui usado, o termo "miostatina madura" (vide a SEQ.

ID N2: 2 para espécies humanas, murideos, ratos, galinhas, perus, caninas,

equinas e suinas) refere-se a forma monomérica ou homodimérica da prote-
ina resultante apés clivagem proteolitica em Arg 266 da forma de pré- |
proteina de 375 aminoéc'i'dos de miostatina. Quando aqui usado, o termo
“miostatina” refere-se a miostatina madura. Quando aqui usa_db, o termo

"pré-miostatina” ou "forma de 'pré-protes’na- de miostatina" quando’ usado

com referéncia & proteina humana, refere-se a uma proteina que compreen-'
de a sequencna mostrada na SEQ. ID N 1, seja como mondémero ou como
homodlmero ,

Um antlcorpo de compnmento total, da forma que ele existe na-
turalmente, € uma molécula delnmunoglobullna composta por quatro cadeias -
peptidicas, duas cadeias pesadas (H) (com cerca de'50-70 kDa quando de
comprimento total) e duas cadeias leves (L) (com cerca de 25 kDa quando
de comprimento total) interconectadas por ligagdes dissulfeto. A por¢ao arrii- _
no terminal de cada cadeia inclui uma regido varidve! de cerca de 100-110 |
ou mais ammoacudos “basicamente responsavel pelo reconhec1mento de
'antlgeno A porgéo carbéxi terminal de cada cadeia define uma regiéo cons- .
tante basicamente responsdvel pela fungao efetora. '

As cadeias leves sao classificadas como kappa ou lambda, e

's8o caracterizadas por uma regiao constante em particular, como conhecido

na técnica. As cadeias pesadas séo classificadas como gama, mu, alfa, del-
ta, ou épsilon, e definem o isétipo do anticbrpo como IgG, IgM, IgA, IgD e
IgE, respectivamente, e varios destes podem ainda ser divididos em sub-
classes (isétipos), por exemplo,'IgG1, 19G2, 19G3, 1gG4, IgA: € IgA.. Cada tipo
de cadeia pesada é caracterizado por uma regiao constante em particular
conhecida na técnica. As estruturas e as configuragées tridimensionais da
subunidade das diferentes classes de anticorpos sdo bem-conhecidas na
técnica. Cada cadeia 'pesada é composta por uma regido variavel da cadeia
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‘ pesada do terminal N (aqui denominada "HCVR") e uma regido cohstante da
~ cadeia peésada. A regido constante da cadeid pesada é composta por trés

ddminios,(CH1, CH2, e CH3) para IgG, IgD e IgA; e 4 dominios (CH1, CH2,

- CH3 e CH4) para IgM e IgE. Cada cadeia leve é composta por uma’regido
‘varidvel da cadeia leve (aqui denominada "LCVR") e uma regido constante
- da cadeia leve, CL. As_regiées HCVR e LCVR podem ainda ser subdivididas

em regides de hipervariabilidade, denominadas regiGes determinantes de
complementaridade (CDRs), espagadas com regibes que sdo mais conser- -

“vadas, denominadas regides estruturais (FR). Cada HCVR e LCVR é com-

posta pdr trés CDRs e quatro FRs, disbostas do terminal amino para o ter-:
minal carbdxi na seguinte ordem: FR1, CDR1, FR2, C_DR2, FR3, CDRS,

' FRa. Aqui, as 3 CDRs da cadeia pesada sdo denominadas "CDRH1, CD-
RH2 e CDRH3"; e as 3 _CDRs da cadeia leve séo.denominadas "CDRL1,

| "CDRL2 e CDRL3". As CDRs contém a maioria dos residuos que formam
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interagdes especificas com o antigeno. CDRS3 é tipicamente a principal fonte
de diversidade molecular dentro do sitio de ligagdo de anticorpo. A atribuigdo-
de aminoécidos a cada dominio ocorre de acordo com convengdes bem es- -

- tabelecidas [por exemplo, Kabat, "Sequences of Proteins of Immunological

Interest’, National Institutes of Health, Bethesda, Md. (1991) ou 0 esquema
de numeracao de Chothia, como descrito em Al-Lazikani e outros, J. Mol.

Biol. 273: 927-948, 1997; vide também a _pégina da Internet

http:www.rubic;rdg.ac’.'uk/~andrew/bioinf.org/abs. A habilidade funcional de
um anticorpo para se ligar a um antigeno em particular é influenciada pelas

 seis CDRs.

O termo "anticorpo”, em referéncia a um anticorpo monoclonal
antimiostatina da invengéo (ou simplesmente "anticorpo monoclonal da in-

vengao"), como aqui usado, refere-se a um anticorpo monoclonal. Um "anti-

corpo monoclonal’, como aqui usado, refere-se a um anticorpo QUimérico,
um anticorpo humanizado ou um anticorpo totalmente humano, a menos que
aqui indicado de forma diferente. De preferéncia, um anticorpo monoclonal
da invengdao existe em uma populagdo homogénea ou substancialmente
homogénea. Anticorpos monoclonais da invencdo podem ser produzidos
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com o uso, por exemplo, de tecnologias de hibridoma bem-conhecidas na

‘técnica, além de t‘e‘t:nolo:gias recombinantes, t‘e'cn"ologia's‘ de exibigdo de fa-

go; tecnologias sintéticas ou combinag6es dessas tecnologias ou de outras
tecnologias facilmente conhecidas na técnica. "Anticorpo monoclonal" refere-

se a um anticorpo que é denvado de uma unica copia ou clone, incluindo,

por exemplo, qualquer clone eucanotlco, procaridtico ou de fago, e ndo ao.
método pelo qual é produzido. Um “anticorpo monoclonal” pode ser um anti-

‘corpo intacto (que compreende uma regido Fc completa ou de comprimento

total), um anticorpo substancialmente intacto ou uma porgdo ou fragmento

de um anticorpo que'compree.nde uma por¢cdo de ligagdo de ahtl'geno, por

exemplo, um fragmento Fab, fragmento Fab' ou fragmento F(ab'). de um an-
tlcorpo quimérico, humanizado ou humano. A : _

As regides variaveis de cada par de cadeia Ieve/pesada formam -
os sitios de Ilgagao de antigeno do anticorpo. Dessa forma, um anticorpo
IgG intacto tem dois sitios de Iigégéo. Exceto em anticorpos bifuncionais ou -
biespecificos, }os dois sitios de ligagao sdo iguais. Como aqui usado, a "por-
¢ao de ligagao de antigeno” ou "regido de ligagao de antigeno" ou-"fragmen-v
to de ligagdo de antigeno" refere-se aqui de forma intercambidvel aqueia _
porgao de uma molécula de anticorpo, dentro da regiao variavel, que contém
os residuos de ammoacndos que interagem com um antigeno e conferem ao
antucorpo sua especificidade e afinidade pelo antigeno. Essa porg¢ao do antl-
corpo inclui os residuos de aminoacidos estruturais necessarios para manter
a conformacao adequada dos residuos de ligagdo de antigeno. De prefefén-
cia, as CDRs da regido de ligagdo de antfgeno dos. anticorpos da invengdo
serdo de origem murideo ou substancialmente de origem murideo com cer- -
tos residuos de aminoécidos alterados para melhorar uma atividade em par-
ticular (vide, por exemplo, as Figuras 6 e 7). De preferéncia, as regides es-
truturais dos anticorpos da invengdo sdo de origem humana ou substancial-
mente de origem humana (pelo menos 95%, 97% ou 99% de origem huma-
na; vide, por exemplo, as Figuras 9 e 10). Em outras modalidades, a regiéb
de ligagdo de antigeno, ou as CDRs da regido de Iigacéo de antigeno, po-
dem ser derivadas de outras espécies ndo humanas, incluindo, sem limita-
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- ¢do, coelho, rato ou hamster. Em outras modalidades, a regido de ligagdo de
“antigeno pode ser inteiramente de -origem humana ou substancialmente de

origem humana, com certos residuos de aminoécidos alterados para aumen-
tar uma atividade em particular, por'exemplo,' afinidade ou eépecificidade
(vide, por exemplo, as posi¢cdes de aminoacidos das F'iglJras 6e7 qué estao
impressas em negrito e sublinhadas).

Além disso, um "anticorpo monoclonal" como aqun usado, pode
ser um fragmento Fv de cadeia simples que pode ser produ2|do pela umaov»

‘do DNA que codifica a LCVR e HCVR com uma sequéncia vinculadora, (vide

PIu’ckthuri, "The Pharmacology of Monoclonal Antibodieé", vol. 113, Rosen--

'burg e Moore eds., Springer-Verlag, Nova York, paginas 269-315, 1994).

Entende-se qUe, independentemente de se os fragmentos ou as por¢des sao
ou ndo especificados, o termo “anticorpo”, como aqui usado, inclui esses |
fragméntos ou porgdes, bem como as formas de cadeia simples. Desde que |
a proteina retenha sua habilidade para se ligar especifica ou preferencial-
mente ao seu alvo desejado (isto é, epltopo ou antigeno), ela esta incluida-
dentro do termo “antacorpo

Uma "populagdo de anticorpos monoclonais” refere-se a uma
populagdo homogénea ou substancialmente homogénea de anticorpos (isto
é, pelo menos cerca de 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, de preferén-
cia, pelo menos cerca dé 97% ou 98% ou, principalmente, pelo menos 99%
dos_'anticorpos. na populagdo competiriam em um ensaio ELISA pelo mesmo
antigeno ou epitopo). Anticorpos podem ser ou nao glicosilados e ainda as-

sim estarem incluidos na invengdo. Anticorpos monoclonais podem ser ho-

mogéneos caso tenham uma sequéncia de aminoacidos idéntica, embora
possam diferir em uma modificagdo pds-tradugéo, por exemplo, padrdao de

glicosilagao.

Um anticorpo antimiostatina "variante" refere-se aqui a uma mo-
lécula que difere em termos de sequéncia de aminoacidos de uma seqiién-
cia de aminoacidos "original" de anticorpo antimiostatina em virtude da adi-
¢ao, eliminagdo e/ou substituicdo de um ou mais residuos de aminoacidos
na sequéncia de anticorpo original. Na modalidade preferida, a variante
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compreende uma ou mais substituicdes de aminoacidos em uma ou mais
regides CDR do anticorpo original. Por exemiplo, a variante pode compreen-
der pelo menos uma (por exemplo, de cerca de uma cerca de dez e, de pre-

feréncia, de cerca de duas a cerca de cinco) substituicdo em uma ou mais
regibes CDR do anticorpo original. Identidade ou homologia com relagdo a

sequéncia variante € aqui definida como a percentagem de residuos de ami-
noacidos na sequéncia variante que sdo idénticos aos residuos do anticorpo
original, apés alinhamento-‘das sequiéncias e introdug:a“io de lacunas ("gaps"),
se necessario, para obter o percentual maximo de identidade de séqﬁéncias.

“Nenhuma das extehsc")es, eliminagbes ou insergbes do terminal N, do termi- |

nal C ou internas na seqiiéncia de anticorpo devem afetar a identidade ou
homologia de sequéncias. A variante retém a habilidade para se ligar ‘a-'mios? '
tatina e, de preferéncia, tem propriedades que séo supériores éqtjelas do.
anticbr_po originél. Po_r exem'plo, a vériante pode ter afinidade de ligagdo mais
forte, 1ICsp menor em um ensaio SB_E/repérter, oU habilidade aumentada para
inibir uma bioatividade de miostatina. O anticorpo variante de interesse parti-
cular aqui apresentado é aquele que exibe um aumento de pelo menos cer-
ca de 5 vezes, de preferéncia, pelo menos cerca de 10 vezés e, mais prefeF 4
rivelmente, de pelo menos cerca de 20, 30 ou 50 em uma atividade blologl- ,
ca, quando comparado como o anticorpo onglnal

O anticorpo "original" aqui citado é aquele que é codlfucado por
uma seqliéncia de aminoacidos usada para a preparagao da variante. O an-
ticorpo original pode ter uma estrutura murideo, mas, de preferéncia, tem
uma regiao estrutural humana. O_anticorpo original pode ser um anticorpo
murideo (vide, por exemplo, Figuras x), quimérico, humanizado ou humano.

O termo "se liga especificamenté", como aqui usado, refere-se a
situagdao na qual um 'm_embro_ de um par de ligacdo especifico ndo se liga
significativamente a moléculas diferentes de seu(s) parceiro(s) de Iig'agéo
especifico(s), como medido por uma metodologia disponivel na técnica, por
exemplo, ELISA por competicdo, ensaio BIACORE ou ensaio KINEXA. O
termo também se aplica quando, por exemplo, um dominio de ligagdo de
antigeno de um anticbrpo da invengéo é especifico para um epitopo em par-
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ticular que existe em diversos antigenos, quando entdo o anticorpo especifi-
'co-que possui 0 dominio de ligagdo de antigeno sera capaz de se ligar espe-

cificamente aos varios antigenos que possuem o épitopo Conseqﬁentemen- '
te; um anticorpo monocional da presente mvengao se llga especificamente a
GDF-8 e GDF-11.

O termo "se liga preferencialmente", como aqui usado, refere-se
a snuagao na qual um anticorpo se liga a um antigeno especuflco pelo menos

| cerca de 20% a mais do que ele se liga a um antigeno diferente, medido por
‘uma metodologia disponivel na técnica, por exemplo, ELISA por competikgéo. o
ou medida de KD com ensaio BIACORE od KINEXA. Con'se’dt‘]entemente, :

" um an't'it:orpo monoclonal da presente invengao se liga preferencialmente a

GDF-8 em relagdo a GDF-11. Da mesma forma, um anticorpo pode se ligar

preferencnalmente a um epitopo dentro de um antigeno em relagéo a um epi-

topo diferente dentro do mesmo antigeno.

O termo "epitopo" refere-se aquéla porgéo de uma molécula
capaz de ser reconhecida e ligada por um anticorpo em uma ou mais.das
regides de ligagao de antigeno do anti_corpo. Epitopos freqlientemente con--

_sistem em um agrupamento de superficie quimicamente ativo de moléculas,

tais como cadeias laterais de aminoacidos ou de aglicar que possuem carac-
teristicas estruturais tridimensionais especificas, além de caracteristicas de
carga especificas. “Epitopo de inibicéo" e/ou "epitopo neutralizante" significa
um epitopo, o'qual, quando no contexto da molécula intacta (nesse caso,
miostatina) e quando ligado por anticbrpo especifico para o epitopo, resulta

na perda ou diminuigdo de uma atividade bioldgica da molécula ou organis-

mo que contém molécula, in vivo ou in vitro.
O termo "epitopo”, como aqui usado, ainda refere-se a uma por-

‘¢do de um polipeptideo que possui atividade antigénica e/ou imunogénica

em um animal, de preferéncia, um mamifero, por exemplo, um camundongo
ou um ser humano. O termo "epitopo antigénico", como aqui usado, é defini-
do como uma porgéo de um polipeptideo a qual um anticorpo pode se ligar
especificamente, como determinado por qualquer método conhecido na téc-
nica, por exemplo, por imunoensaios convencionais. Epitopos antigénicos
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nao precisam necessariamente ser imunogénicos, mas podem ser imunogé-
nicos. Um "epitopo imunogénico", como aqui usado, é definido como uma
por¢do de um polipeptideo que desperta uma resposta de anticorpo em um

‘animal, como determinado por qualquer método conhecido na técnica (vide,
“por exemplo; Geysen e 0utrbs, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81: 3.998-4.002

(1983)). _ . , , _
. As frases "propriedade biolégica" ou "bioatividade®, “atividade"
ou "atividade bioldgica“, em referéncia a um anticorpo'da presehte invenga”io
séo aqui usadas de forma intercambiavel, e incluem, sem Ilmutagao afinida-
de e especificidade de epltopo/antngeno habllldade para neutrallzar ou anta- -
gonizar uma atividade de miostatina in vivo ou in vitro, ICsp em um ensaio |
reporter de miostatina/SBE ou outro ensaio de atividade in vitro, a estabilida-
de in vivo do anticorpo, e as propriedades imunogénicas do anticorpo. Ou-
t'rasbropriedades bioldgicas identificaveis de um anticorpo incluem, por e-
xemplo, reatividade cruzada (isto} €, com homologos nao humanos do pepti-
deo-alvo, ou éom outras_proteinas ou tecidos, geralmente), e a habilidade _
para preservar niveis elevados de expressdo de proteina em células mami-
feras. As propriedades ou caracteristicas mencionadas anteriormente poderh
ser observadas ou medidas ou avaliadas com o uso de metodologias reco-
nhecidas na técnica, incluindo, sem Iimitagéo, ELISA, ELISA competitivo,
anélise de ressonancia de plasménio de superficie, ensaios de neutralizagao
in vitro e in vivo sem limite, ligagéo de receptor, produgdo e/ou secregdo de
citocina ou de fator de crescimento, desenvolvimento de capuz animal de
Xenopus, transdugao de sinal e imunoistdquimica com cortes ‘de tecido de
diferentes fontes, incluindo humanos, primatas ou qualcjuer outra fonte, co-
MO necessario. |

O termo "atividade de miostatina“, como aqui usado, refere-se a
uma ou mais das atividades reguladoras do crescimento ou morfogené.ticas
fisiologicamente associadas a proteina miostatina ativa. Por exemplo, mios-
tatina ativa € um regulador negativo da massa muscular esquelética. Miosta-
tina ativa também pode modular a produgao de enzimas especificas para
musculos (por exemplo, creatina quinase), estimular a proliferagéo de mio-
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" blastos, e modular a diferenciagdo de pré-adipdcitos em adipdcitos.

O termo "inibir" ou "neutralizar”, como aqui usado, com relagdo
a uma ativ’i_dade de um anticorpo da invengéo, s‘ignifica a habilidade para
substancialmente antagonizar, proibir, evitar, restringir, tornar mais lenta,

“romper, eliminar, interromper, reduzir ou reverter, por exemplo, a progressao

ou a gravidade daquilo que esta sendo inibido, incluindo, sem limitag&o, uma
atividade biol6gica ou propriedade, uma doenga ou uma condigéo ‘A inibigéo
ou neutrallzagao é preferivelmente de pelo menos cerca de 10%, 20%, 30 /o, '

‘40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95% ou mais.

| O termo "|solado", quando usado em relagdo a um &cido nucléi-
co ou a uma proteina (por exemplo, um anticorpo), refere-se a uma seqién-
cia de acidos nucléicos ou a uma proteina que é identificada e separada de
pelo menos um cohtamina_nte-com o qual estd normalmente associada em |
sua fonte natural. De preféréncia, um “anticorpo isolado” é um' anticorpo qué |
é substancialmente livre de outros anticorpos que possuem diferentes espe-
cificidades antigénicas (por exemplo, composi¢des farmacéuticas da inven--
¢d0 que compreendem um anticorpo iSoIadé que se liga especificamente a
miostatina e € substancialmente livre de anticorpos que se ligam especmca-
mente a outros antigenos diferentes de miostatina).
~ Os termos "numeragdo de Kabat" e "marcagdo de Kabat" sdo
aqui usados de forma iniercambiével. Esses termos, que sao reconhecidos
na técnica, reférem-se a um sistema de numeragao de residuos de aminoa-
cidos que sao mais variaveis (isto é,'hipervariéveis) do que outros residuos
de aminoacidos nas regides varidveis de cadeia pesada e leve de um anti-
corpo (Kabat, e outros, Ann. NY Acad. Sci. 190: 382-93 (1971); Kabat, e ou-
tros, "Sequences of Proteins of Inununological Interest", Quinta Edigao, "U.S.

Department of Health and Human Services®, Publicagdo NIH N¢ 91-3.242

(1991)).

Um polinucleotideo esta "ligado operacionalmente” quando é
colocado em um relacionamento funcional com outro polinucleotideo. Por
exemplo, um promotor ou intensificador esta ligado operacionalmente a uma
sequéncia codificadora caso ele afete a transcrigdo da sequiéncia. Um pepti-
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deo esta "ligado operacionalmente” a outro pepﬁ’deo quando os polinucleoti- -
deos que o codificam estdo ligados o_pe_raCionalvmente, de preferéncia, estao
no mesmo quadro de leitura aberta.

Os termos "individuo", "pessoa" e "paciente”, aqui usados. de

forma intercambidvel, referem-se a um animal, de preferéncia, uma espécie

mamifera (incluindo um n&o primata e um primata) ou aviaria, inclUindo, sem
limitagéo, murideos, simios, humanos, animais mamiferos de criagdo (por
exemplo, bovinos, suinos, ovinos) énimais mamiferos de esportes (por e-
xemplo, equmos) e animais mamiferos de estimag&o (por exemplo canmos

e fellnos) de preferéncia, o termo refere-se a seres humanos. O termo tam- -

bém refere-se as espécies awarlas incluindo, sem limitagdo, galinhas e pe-

rus. Em uma certa modalidade, o individuo, de preferéncia, um mamlfero de

preferenma um ser humano é ainda caracterizado por uma doenga ou um
disturbio ou uma condigdo que se beneficiaria de um nivel diminuido ou bi-
oatividade dlmlnwda de miostatina. Em outra modalldade o individuo, de .
preferéncia, um mamifero, de preferéncia, um ser humano é ainda caracte-
rizado como em risco para o desenvolvimento de um distarbio, uma doenga

-ou condigao que se beneficiaria de um nivel diminuido de miostatina ou uma

bioatividade diminuida de miostatina.

- O termo "vetor" inclui uma molécula de &cido nucléico capaz de
transportar outro 4cido nucléico ao qual foi ligado, incluindo, sem I|m|ta<;ao
plasmideos e vetores virais. Certos vetores sdo capazes de replicagédo auté-
noma em uma célula hospedeira na quallséo introduzidos, enquanto outros
vetores podem ser integrados no genoma de uma célula hospedeira median-
te introdugdo na célula hospedeira e, dessa forma, séo’replicados jUntamen-
te com o genoma hospedeiro. Além disso, certos vetores sao capazes de
dirigir a expresséo de genes aos quais estdo ligados op_eracionalménte. Tais
vetores sao aqui denominados "vetores de eXpresséo recombinante"” v(ou
simplesmente "vetores de expressédo"), e vetores exemplares sdo bem-
conhecidos na técnica. o

Como aqui usadas, as expressoes "célula", "célula hospedeira",
"linhagem celular" e "Cultura de células" sdo usadas de forma intercambiavel
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e incluem uma célula ou cultura de células’ individual que é receptora de.
~ qualquér polinucleotideo isolado da invengao ou qualquer vetor(s) recombi-

nante(s) que compreende uma seqliéncia que codifica uma HCVR, LCVR ou
um anticorpo monoclonal da invengdo. Células hospedeiras incluem a prole

~de uma Unica célula hospedeira, e a prole pode ndo ser necessariamente
completamente idéntica (em termos de morfologia ou no complemento de
DNA total) a célula-mé&e original em funcdo de mutagédo e/ou alteragdo natu-

ral, acidental ou deliberada. Uma célula hospedeira inclui células transfor- -
madas transdu2|das ou infectadas in vivo ou in vitro com um ou mais veto-
res recombinantes ou um polinucleotideo que expressa um anticorpo mono-

' cIonal da mvengao ou uma cadeia leve ou cadeia pesada deste. Uma célula

hospedelra que compreende um vetor recombinante da i invengao (incorpora-
do estavelmente no cromossomo do hospedeiro ou néo) também pode ser

- denominada "célula hospedeira recombinante”. Células hospedearas preferi-

das para uso na invengéo sdo células CHO (por exemplo, ATCC CRL-9096),
células NSO, células SP2/0 e células COS (ATCC, por exemplo, CRL-1650,"
CRL-1651), HeLa (ATCC CCL-2). Células hospedeiras adicionais para uso

~ na invengao incluem células de plantas, células de leveduras, outras células

mamiferas e células procariéticas.
Caracterizagdo do Anticorpo

A presente invencéo esta relacionada a anticorpos monoclonais
|solados que se ligam especificamente a miostatina com alta afinidade. Os
anticorpos da invengéo sao, de preferéncia, anticorpos quiméricos, humani-
zados ou humanos, ou porgdes de ligagdo de antigeno destes. Além disso,
os anticorpos da invengao neutralizam ou antagonizam uma atividade biolé-
gica de miostatina in vivo ou in vitro. A ligagéo especifica dos anticorpos mo-

noclonais antimiostatina da invengdo & miostatina permite que os anticorpos
~da invengdo sejam usados como substéncias terapéuticas ou profilaticas

para condigdes, doengas ou disturbios associados a miostatina, isto €, con-
dicOes, doengas ou disturbios que se beneficiam da diminui¢do dos niveis de
miostatina ou do antagonismo ou da inibicdo de uma atividade bioldgica de
miostatina.
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Em uma modalidade preferida, a invengéo fornece um anticorpo -

‘monoclonal antimiostatina que se liga a miostatina ou a uma porgcdo desta

com uma afinidade de ligagdo (Kp) por miostatina de menos de cerca de 4,2

x 10° M ou 4,0 x 10° M, de preferéncia, menos de cerca de 4,6 x 10 M,
14,0 x 10" M ou 2 x 10'° M e, mais preferivelmente, menos de cerca de 8 x

10" M, 7x 10" M, 5 x 10> M ou 1,4 x 102 M. Alternativamente, os anti-
corpos da invengao s&o caracterlzados por uma Kp por miostatina de, no
maximo, cerca de 4,2 x 10 M ou 4, 0 x 10° M, de preferencna Nno maximo
cerca de 4,6 x 1,07° M, 4,0 x 107" M ou 2 x 10"° M e, mais preferivelmente,

'no maximo cerca de 8 x 10" M, 7 x 107" M, 5 x 10> Mou 1,4 x 102 M. As .

aflmdades dos anticorpos podem ser determmadas como descrito nos e-”

xemplos que serdo apresentados abaixo.

_ De preferéncia, tais antlcorpos da invengao caractenzados por
uma forte aflmdade de Ilgag:ao como aqui descritos, também possuem uma
ICso de menos de 40 nM, 30 nM, 25_nM, 20 nM ou 10 nM, mais preferivel- .
mente, menor ou igual a cerca de 5 nM, 4 nM, 3 nM, 2 nM ou 1 nM em um
ensaio reporter de miostatina/SBE in vitro. Ainda mais preferivelmente, os
anticorpos caracterizados por uma forte afinidade de ‘Iiga§éo, como aq‘ui
descritos, possuem uma ICso em um ensaio repérter de miostatina/SBE in
vitro pelo menos 2O%’r‘|'1enor, mais preferi\)elmente, pelo menos celrca de
duas Vezes, trés vezes ou quatro'vezes ménor do que a ICso do anticorpb
em um ensaio repérter GDF-11/SBE in vitro (como descrito no Exemplo 5).
De preferéncia, tais anticorpos da invencéo caracterizados por uma fbrte

“afinidade de ligagdo, como aqui descritos, sd0 ainda caracterizados pelo fato

de que reagem preferencialmente com GDF-8 em relagdo a GDF-11 por pelo
menos 20%, como medido por uma metodologia da técnica, por exemplo‘

-por ELISA por competicdo ou por ensaio BIACORE ou KINEXA, para de-

monstrar pelo menos 20% a mais de afinidade (isto é, menor Kp) do anticor-
po para GDF-8 do que GDF-11. De preferéncia, tais anticorpos da invengao
caracterizados por uma forte afinidade de ligagao, como aqui descritos, séb
ainda caracterizados pelo fato de que nao se ligam a um peptideo que con-
siste nos aminoacidos 40-64 (inclusive), 43-57 ou 45-59 de miostatina madu-
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“ra, de preferéncia, miostatina humana.

Em outra modalidade preferida, a invengéo fornece um anticor-
po monoclonal antimiostatina que. tem uma ICso menor ou igual a cerca de

40 nM, 30 nM, 25 nM, 20 nM ou 10 nM, mais preferivelmente, menor ou igual

a cerca de 5 nM, 4 nM, 3 M, 2 nM ou 1 nM em um ensaio repérter de mios-

. tatin’a/SBE‘ in vitro. Ainda mais preferivelmente, a ICso do anticorpo monoclo-

nal antimiostaﬁna em um ensaio reporter de miostatina/SBE in vitro é pelo

menos cerca de duas vezes, trés vezes ou quatro vezes menor do que a -
"ICsp do anticorpo em um ensaio repérter GDF-11/SBE in vitro (como descrito
no Exemplo 5 abaixo). Os anticorpos da invengdo com uma ICso como des-

cri'ta acima podem ainda ser caracterizados por uma Ko por miostatina de
rhenos de cerca dé 42 x 10°Mou 4,0 x 10° M, de preferéncia, menos de
cerca de 4,6 x 10" M, 4,0 x 107 M ou 2 x 10°"° M e, mais preferivelmente,
menos de cerca de 8 x 10" M, 7 x 10" M, 5 x 1072 M ou 1,4 x 102 M; al-
ternativamente, uma Kp por miostatina de, no méximo, cercade 4,2x 10°M
ou 4,0 x 10° M, de preferéncia, no maximo cerca de 4,6 x 10'° M, 4,0 x 101

M ou 2 x 10 M e, mais preferivelmente, no maximo cerca de 8 x 10" M, 7
x 107" M, 5 x 107"* M ou 1,4 x 10”2 M; cuja Kp por miostatina é pelo menos.

cerca de 20% menor do que a que o anticorpo tem por GDF-11. Os anticor- |
pos da invengéo com uma ICso como descrita acima podem ainda ser carac-
terizados por se ligar préferencialmente a miostatina por pelo ménos cerca
de _20%, de pféferéncia, pelo menos cerca de duas'vvezes,. trés vezes ou
quatro vezes, quando comparada com sua habilidade para se ligar a GDF-11

- com o uso de um método disponivel na técnica, por exemplo, um ensaio E-

LISA ou um ensaio ELISA competiti_vo ou um valor de Kp medido, por exem-
plo, com um ensaio BIACORE ou KINEXA. Os anticorpos da inveng¢do com

.uma ICso como descrita acima podem ainda ser caracterizados por ndo se
ligarem a um peptideo que consiste nos aminoacidos 40-64 (inclUsive), 43-
}57 ou 45-59 de miostatina madura, de preferéncia, miostatina humana, em

niveis significativamente maiores do. que o nivel de fundo (por exemplo, em
um ensaio ELISA). _
De preferéncia, os polipeptideos de miostatina e GDF-11 testa-
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dos quanto a ligagao preferencial de um anticorpo da invengao sdo, ambos,
formas homodiméricas da proteina madura, de preferéncia, de Ori'g‘em mami-
fera ou aviaria, alnda mais preferivelmente de origem humana. No entanto,

0S pollpeptldeos de miostatina e GDF-11 testados quanto a ligacdo prefe--
rencial de um anticorpo da i mvengao podem ser a forma monomeérica da pro-

teina madura ou uma forma de proé- protema _

Anticorpos monoclonans podem ser feitos com o uso do método
de hibridoma amplamente conhecido na técnica (vnde, por exemplo, Kohler e
oUtros, Nature, 256: 495, 1975), ou podem ser feitos por métodos de DNA

'reCOfnbinante (por éxemplo como na Patente U.S. N2 4.816. 567) Geralmen- -

te, um hlbndoma pode ser produzido pela fusao de uma Ilnhagem celular
imortal adequada (por exemplo uma linhagem celular de mleloma por e-
xemplo, SP2/0) com células produtoras de anticorpo do- animal imunizado.
As células produtdra_s de anticorpo,}de preferéncia, as do bago ou dos linfo- _
nodos, sdo obtidas de animais irriunizados com o antigeno de interesse. As .
células fundidas (hibridomas) podem éer isoladas com a utilizag:éo de éond_i-
¢Oes seletivas de cultura, e clonadas por diluicdo limitante. O meio de cultura
no qual as células de hibridoma crescem é testado quantd ‘a produgao de ,
anticorpos monoclonais dirigidos contra o antigeno De preferéncia, a espe- |
cificidade de hgagao dos mabs produ2|dos pelas células de hlbndoma é de-
terminada por munoprecupntagao ou por um ensaio de ligagdo in vitro, por
exemplo, radioimunoensaio (RIA) ou ELISA. As células que produzem anti-
corpos com as propriedades de ligagao d'esejadas podem ser selecionadas
por um ensaio de rastreamento a_d,equado( Métodos para esse isolamento e
rastreamento sdo bem-conhecidos na técnica. | -
Outros métodos adequados de produgéo ou isolamento de anti-
corpos da invengdo podem Se_r usados, incluindo, por exemplo, métodos que
selecionam um anticorpo recombinante (por exemplo, Fv ou Fab de cadeia
simples) de uma biblioteca, ou que se baseiam na imunizagdo de animais
transgénicos (por exemplo, camundongos) capazes de produzir um reperto-
rio de anticorpos humanos (vide, por exemplo, Jakobovits e outros, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 90: 2551-2555, 1993; Jakobovits e outros, Natbre, 362:
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' 255-258, 1993; Lonberg e outros, Patente U.S. Nimero 5.545.806; Surani e
“outros, Patente U.S. Nimero 5.545.807). | |

~Anticorpos de cadeia simples e antlcorpos qunmencos humam-
zados ou "primatizados" (enxertados com CDR),_ além de anticorpos de ca-
deia simples quiméricos ou enxertados com CDR, e similares, que compre-

- endem porgdes derivadas de espécies_diferentes também s&o englobados

pela presente invengdo e pelo termo "anticorpo”. As varias porgoes desses

antucorpos podem ser unidas quimicamente por técnicas convencionais, sin-
teticamente, ou podem ser preparadas como uma proteina contigua com o]
uso de técnicas de engenharia genética. Por exemplo, acidos nuclencos que:

codificam uma cadeia qu1mer|ca ou humanizada podem ser expressos para

produzir uma protelna contigua. Vide, por exemplo, a Patente U.S. N@

 4.816.567; Patente Européia N® 0.125.023 B1; Patente U.S. N2 4.816.397;
‘Patente Européia N° 0.120.694 B1; WO 86/01533; Patente Européia N2

0.194.276 B1; Patente U.S. N2 5.225.539; Patente Européia N2 0.239.400 B1
e Patentes U.S. N* 5.585.089 e 5.698.762. Vide também, Newman, R. e
outros BioTechnology, 10: 1.455-1.460, 1993, em relagdo ao anticorpo "pri- -
matizado®, e Ladner e outros, Patente U.S. N2 4.946.778 e Bird, R.E. e ou-.
tros, Science, 242: 423-426, 1988, em relagdo aos anticorpos de cadeia
simples. | ’

AIem disso, tambem podem ser produ2|das por¢cdes funcionais
de ant;corpos incluindo porgdes de ligagdo de antigeno de anticorpos qui-
méricos, humanizados, humanos ou de cadeia simples. Porgdes funcionais

dos anticorpos citados anteriormente retém pelo menos uma fungéo de liga-

¢do de antigeno e/ou fung¢do biolégica ou bioatividade do anticorpo de com-
primento total do qual sdo derivadas. Porgdes funcionais preferidas retém

‘uma fungdo de ligagdo de antigeno de um anticorpo de comprimento total

correspondente (por exemplo, a habilidade para se ligar a uma forma mami-
fera madura de _miostatina). Porgbes ou fragmentos funcionais particular-
mente preferidos retém a habilidade para inibir uma ou mais fungdes ou ca-
racteristicas de bioatividades de uma miostatina mamifera madura, por e-
xemplo, uma atividade de ligagdo, uma atividade de sinalizagado, e/ou esti-
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mulagdo de uma resposta celular. Por exemplo, em uma modalidade, uma
por¢cédo ou fragmento funcional pode inibir a interagdo de miostatina madura.
com um ou mals de seus ligantes e/ou pode inibir uma ou mais das fungoes |

mediadas por receptor.

PorgGes ou fragmentos de anticorpos capazes de ligagao a mi-
ostatina madura incluem, sem.hmltagao, fragmentos Fv, Fab, Fab' e F(ab'),,.
e sd0 englobados pela inv'en'géo. Tais fragmentos podem ser produzidos por
clivagem enzimatica ou por técnicas recombinantes. Por exemplo, a cliva-
gem com papaina ou pepsina pode gerar. fragmentos Fab ou F(ab'.)a,_' respec-

‘tivamente. O menor fragmento de ligagéo de antigeno é o Fv, que consiste

nos dominios HCVR e LCVR. O fragmento Fab consiste nos dominios HC-
VR-CH1 é LCVR-CL ligados covalentemente por uma ligagao dissulfeto en.-}
tre as regides constantes. Para superar a tendéncia de os doml’nios:HCVR-e,
LCVR_Iigados de .forma nao covalente no Fv se dissociarem quando co-

expressos em uma célula hospedeira, pode ser construido um denominado -
fragmento Fv de cadeia simples (sc) (scFv), no qual um poiipeptu’deo’ flexivel
e adequadamente longo liga o terminal C da HCVR ao terminal N da LCVR,
ou o terrhinal C da LCVR ao terminal N da HCVR. O vinculédor usado ma'is
comumente tem sido um peptideo de 15 residuos (Gly4Ser)3, mas outros
vinculadores também s&o conhecidos na técnica. Anticorpos também podem
ser prbduzidbs em diversas formas truncadas com o uso de genes de anti-
COrpos nos quais um ou mais cédons de parada foram introduzidos acima do
sitio de parada natural. Por exemplo, um gene quimérico que codifica uma
porgdo da cadeia pesada de F(ab'), pode ser designado para incluir seqién-
cias de DNA que codificam o dominio CH1 e a regido de dobradiga da ca-
deia pesada.

A selecdo dos fragmentos de anticorpo de bibliotecas com a uti-
lizagdo de tecnologias de enriquecimento, por exemplo, exibigdo de‘ fago
(Matthews DJ e Wells J.A. Science. 260: 1113-7, 1993), exibicdo de ribos-
somo (Hanes, e outros, Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) 95: 14130-5, 1998), exi-
bicao bacteriana (Samuelson P., e outros, Journal of Biotechnology. 96: 129-
54, 2002), ou exibicdo de levedura (Kieke M.C, e outros, Protein Enginee-
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. ring, 10: 1363-10, 1997), provou ser uma abordagem bém-suéedida a tecno-
" “logia cléassica de hibridoma (revisdes recentes: Little M. e outros, Immuno-

logy Today, 21: 364-70, 2000;).
Anticorpos Variantes

Um anticorpo monoclonal de murideo ou um anticorpo humano

- (produzido, por exemplo, em um camundongo transgénico) gerado contra

miostatina ou contra uma proteina que compreende um epitopo imunogénico

| da invengéo é um anticorpo original. Um anticorpo original de murideo pode

ainda ser alterado para criar uma forma quimérica ou humanizada do anti-
corpo com o uso de métodos bem-conhecndos na técnica. Esses antlcorpos-

“quiméricos ou humanizados podem servir como anticorpos originais para
~variagao ou mutagenese adicional. Os anticorpos originais da invengéo po-
" dem ainda sofrer mutagénese, por exemplo, dentro do(s) domnmo(s) de CDR

(vide, por exemplo, as Flguras 6 e 7) para criar um anticorpo variante com
uma propriedade de interesse otimizada, por exemplo, afinidade de ligagao,
ICs0, especfificidade etc. Prefere-se uma variante de anticorpo por substitui--
¢do de amino&cidos que possui pelo fnenos um residuo de aminoacido da
molécula do anticorpo original removido, e um residuo diferente inserido em.

seu lugar. Os sitios de maior interesse para mutagénese por substituicdo
incluem as regides CDR mas alteragoes de FR também s3o contempladas.
Substntung:oes conservadoras de .aminoacidos sdo prefendas Caso essas
substituicdes resultem em uma mudanga em uma atividade biolégica do an-
ticorpo, podem ser introduzidas mais mudangas substanciais, isto é, mudan-

¢as nao conservadoras de aminoacidos, e os produtos podem ser avaliados.

‘Uma forma conveniente para a geragao de variantes por substi-
tuicdo é a maturagdo da afinidade com o uso de exibigdo de fago. Resumi-

damente, varios sitios da regido CDR sdo mutados para gerar todas as

substituicoes de aminoacidos possiveis em cada sitio. As variantes de anti-

corpo assim geradas sdo exibidas de forma monovalente por particulas de

fagos como fusdes ao produto do gene Il de M13 compactadas dentro de
cada particula. As variantes exibidas por fago sdo entdo rastreadas quanto a
sua atividade bioldgica (por exemplo, afinidade de ligacdo, especificidade,
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ICsp), como aqui apresentado. A fim de identificar sitios da regiéo CDR can-
didatos a modificagdo, pode ser efetuada mutagénese por varredura de ala-
nina para identificar residuos da regido CDR que contribuem significativa-

‘mente para a ligagdo de antigeno. Alternativamente, ou além disso, pode ser
benéfico analisar uma estrutura cristal do complexo antigeno-anticorpo para

identificar pontos de contato entre o ahticorpo e a miostatina. Esses residuos.
de contato e residuos vizinhc)'s‘séo candidatos para a substituigdo de aéordo
com as metodologias aqui elaboradas ou conhecidas na técnica. Alternati-
vamente, ou fora isso, pode ser realizada mutagénese aleatéria em uma ou
mais sequéncias de CDR em uma ou mais posi¢Ges de res_iduos’, 'enquanto a
CDR esta ligada operacionaimente a regidao variavel ou enquanto a CDR é‘
independénte' de outra seqﬁénéia da regido variavel, e apés o retorno da_‘
CDR alterada & regido varidvel com o uso de tecnologia de DNA recombi- -
nante. _Apés a gefagéo dos anticofpos varia‘ntes o painel de variantes é

submetido a um rastreamento, como aqun descrito, e 0s antlcorpos com pro- .
priedades superiores em um ou mais ensaios relevantes podem ser selecio-

nados para desenvolvimento postenor

Qualquer residuo de cisteina ndo envolvido na manutengao da ,
conformagdo adequada de um anticorpo antimiostatina da invengéo pode ser |
substituido, geralmente por serina, para aumentar a estabilidade oxidativa da
molécula e evitar a reticulagdo aberrante. Inversamente, podem ser adicio'-
nadas ligagOes de cisteina ao anticorpo para aumentar sua estabilidade (par-
ticularmente quando o anticorpo for um fragmento de antlcorpo por exem-
plo, um fragmento Fv).

Outro tipo de variante de aminoacido do anticorpo altera o pa-
dréo de glicosilagao original do anticorpo. Alteragao significa a eliminagao de
uma ou mais porgdes de carboidrato encontradas no anticorpo, elou a adi-
¢ao de um ou mais sitios de glucosnlagao que nao estdo presentes no anti-
corpo onglnal

A glicosilagao de anticorpos é tipicamente ligada ao N ou Iigadé
ao O. Ligada ao N refere-se & adesédo da porgao de carboidrato a cadeia
lateral de um residuo de asparagina. A sequéncia tripeptidica asparagina-X-
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~ serina e asparagina-X-treonina, em que X é qualquer aminoacido, exceto
" prolina, constitui as seqliéncias de reconhecimento para a adesao enzimati- -

éa‘ da porgéao de carboidrato & cadeia lateral de aSparagina. Dessa forma, a
presenca de uma dessas seqiiéncias tripeptidicas em um polipeptideo cria
um sitio de glicosilagdo potencial. A glicosilago ligada ao O refere-se a ade-
sao de um dos acucares N-acetilgalactosamina, galactose ou xilose a um
hidroxiaminoacido, mais comumente serina ou treonina, embora 5-
hidroxiprolina ou 5-hidroxilisina também pbssam ser usadas. : '
A adigao de sitios de glicosilagdo ao anticorpo é obtida conve-
nientemente por alteragdo da seqiiéncia de aminoécidos de tal formaque ela "

“contenha uma ou mais das seqiiéncias tripeptidicas descritas acima (para

sitios de incOsilagéo ligada ao N). A alteragdo também pode ser feita por
adicao de,'ou_ substituicdo por, um ou mais residuos de serina ou treonina a |
sequiéncia do anticorpo original (para sitios de glicosilagao ligada ao O). .
Sequiéncia ‘ -

Um anticorpo monoclonal da invengao preferido compreende:
uma LCVR compreendendo um peptl’d_eo com uma seqliéncia selecionada

~do grupo que consiste nas SEQ. ID N°: 74-102, 140, 141 e 142 (Figura 9).

e/ou uma HCVR que compreende um peptideo com uma sequéncia selecio-
nada do grupo que consiste nas SEQ. ID N°: 103-138 (Figura 10). Em uma
modalidade preferida, urh anticorpo dé invengdao que compreende um poli-
peptl’deb da LC'VR que compreende uma sequéncia de aminoacidos com um
SEQ ID N?, como mostrado na Tabela 1, compreende ainda um polipeptideo
da HCVR que consiste em uma sequéncia de aminoacidos com a SEQ. ID
N¢ do polipeptideo da HCVR que corresponde a LCVR especifica na Tabela
1 deste pedido. Os versados na técnica perceberdo que os anticorpos da

invengao nao se limitam as seqliéncias especificas de HCVR e LCVR como

definidas nas Figuras 9 e 10 deste pedido, mas também incluem variantes
dessas sequiéncias que retém a habilidade de ligagdo de antigeno e outras
propriedades funcionais dos anticorpos da invengdo. Tais variantes podem
ser derivadas das sequéncias fornecidas com o uso de metodologias conhe-
cidas na técnica, como aqui descrito.
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- Além disso, um anticorpo monoclonal dai mvengao é aquele que -

€ inibido. competmvamente da ligagdo a mnostatma madura humana (ou uma.

porcdo desta) por um anticorpo competidor monocional que compreende

dois polipeptideos com as sequiéncias selecionadas do grupo que consiste
(i) nas SEQ. ID N%: 98 ¢ 138 e (ji) nas SEQ. ID N°: 74 e 103. Essa inibigo

competitiva entre anticorpos pode ser medida por ensaios faciimente conhe-
cidos por aqueles versados na técnica, por exemplo, um ensaio de ELISA
por competigéo. | | | -

. De preferéncia, um antucorpo da invengao que compete com o '

“anticorpo competidor definido acima é ainda caracterizado por se ligar prefe- o

rencnalmente a GDF-8 em relagdo a GDF-11 por pelo menos 20%, 30% ou
O%, como medido por uma metodologla da técnica, por exemplo por ELISA |
por.competlgao ou por ensaio BIACORE ou ,KINEXA, para demonstrar pelo
menos 20%, 30% bu 40% a mais de afinidade (isto é, menor Kp) do anticor-
po para GDF- 8 do que GDF-11. De preferencua um antlcorpo da invencdo .
que compete com o anticorpo competidor definido acima € ainda caracteri-
zado por ter uma Kp por miostatina de menos de cerca de 4,2 x 10° M ou
4,0 x 10° M, de preferéncia, menos de cerca de 4,6 x 10°"° M, 4,0 x 101°M
ou 2 x 10" '° M e, mais preferiveimente, menos de cerca de 8 x 10" M, 7 x

10" M, 5x 10 M ou 1,4 x 10" M; ou, alternativamente, é caracterizado

por uma Kp por miostatina de, no méximo, cerca de 4,2 x 10° M ou 4,0 x 10°
M, de preferéncia, no maximo cerca de 4,6 x 10'°M, 4,0 x 10" Mou 2 x 10°
M e, mais preferivelmente, no méaximo cerca de 8 x 107" M, 7 x 10 M, 5
x 102 M ou 1,4 x 10" M, e/ou ¢ ainda caracterizado por ter uma ICso menor
ou igual a cerca de 40 nM, 20 nM ou 10 nM, mais preferivelmente, menor ou
igual a cerca de 5 nM, 4 nM 3 nM, 2 nM ou 1 nM em um ensaio repérter de
miostatina/SBE in vitro. N | |

' Ainda mais preférivélmente, um anticorpo da invengéd -que
compete com o-anticorpo competidor definido acima é ainda caracterizado
por uma ICso em um ensaio repdrter de miostatina/SBE in vitro que é menor
ou igual a cerca de 40 nM, 30 nM, 25 nM, 20 nM ou 10 nM, mais preferivel-
mente, menor ou igual a cerca de 5 nM, 4 nM, 3 nM, 2 nM ou 1 nM em um
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ensaio reporter de mioétatina/SBE in vitro. Ainda mais preferivelmente, a ICso

“do anticorpo monoclonal antimiostatina em um ensaio repdrter de miostati-

na/SBE in vitro € pelo menos cerca de duas vezes, trés vezes ou quatro ve-
zes menor do que a ICsp do anticorpo em um ensaio repérter GDF-11/SBE in
vitro (como descrito no Exemplo 5 neste ped_ido). Ainda mais preferiVelmen-_
te, um anticorpo da invengdao que compete com o anticorpo competidor defi-
nido acima é ainda Carécterizado por nao se ligar a um peptideo que consis-
te nos aminoécidos 40-64 (inclusive), 43-57 ou 45-59 de miostatina madura, -

- de preferéncia, miostatina humana.

Em uma modalidade, um antlcorpo de antlmuostatlna da inven--

" gao tem uma regiao variavel da cadeia pesada e uma regiao variavel da ca-
~deia leve, em que a regiao variavel da cadeia pesada compreende regides

CDR com as seguintes sequéncias de aminoacidos: CDRH1 (SEQ ID N%:

42), CDRH2 (SEQ ID N2: 71) e CDRH3 (SEQ ID N2: 72) (vnde a Figura 7); |
e/ou em que a regido variavel da cadeia leve compreende regides CDR com
as seguintes sequéncias de_aminoéCidos:‘ CDRL1 (SEQ ID N2 12), CDRL2
(SEQ ID N 154) e CDRL3 (SEQ ID NQ: 37). De preferéncia, as CDRs da

“cadeia pesada de um anticorpo da inveng@o sdo como mostradas na Figura

7, e as CDRs da cadeia leve de um anticorpo da invengdo sdo como mos-
tradas na Figura 6. |

Contempla se ainda que um anticorpo antimiostatina da inven-
¢ao compreenda a HCVR que compreende uma CDRH1 compreendendo

uma sequéncia selecionada do grupo que consiste nas SEQ. ID N°: 38-41,

e/ou uma CDRH2 que compreende uma sequéncia sel_eCionada do grupo
que consiste nas SEQ. ID N°: 43-70 e 73, e/ou uma CDRH3 que compreen-
de a sequéncia da SEQ. ID N&: 72. Em outra modalidade, um anticorpo an-

timiostatina da invengao compreende uma LCVR que compreende uma C-
'DRL1 compreendendo uma seqliéncia selecionada do grupo que consiste

nas SEQ. ID N°: 9-11, e/ou uma CDRL2 que compreende uma seqiiéncia
selecionada do grupo que consiste nas SEQ. ID Ne: 13-23, e/ou uma C-
DRL3 que compreende uma sequéncia selecionada do grupo que consiste
nas SEQ. ID Nos: 24-36. Em uma modalidade preferida, um anticorpo anti-
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miostatina da invengao compreende uma CDRH1 que compreende uma se- - |
qliencia selecionada do grupo que COnsiste'nas SEQ. ID N%: 38-42, efou
uma CDRH2 que compreende uma seqléncia selecionada do grupo que ’

consiste nas SEQ. ID N°: 43-70 e 73, e/ou uma CDRH3 que compreende a
| sequéncia da SEQ. ID N% 72, e compreende ainda uma LCVR que compre-

ende uma CDRL1 compreendendo uma sequéncia selecionada do grupo.

que consiste nas SEQ. ID N%: 9-11, e/ou uma CDRL2 que compreende uma "
sequéncia selecionada ddgrupo que consiste nas SEQ. ID N°; 13-23, e/ou
uma CDRL3 que compreende uma sequenCIa selecuonada do grupo que '

‘consiste nas SEQ. ID NO: 24- 36.

A estrutura que compreende uma CDR da invencao sera ge-'
ralmente uma seqiéncia de cadeia pesada ou leve de anticorpo ou uma por-
¢do substancial desta, em que a CDR esta localizada erh uma Iodalizagéo
que-Corresponde é CDR de HCVR e LCVR de ocorréncia natural (Kabat e |
outros, "Sequences of Proteins'-of Immunological ‘Interest", "US Dept of
HHS", 1991). As trés regides CDR para cada cadeia, leve e pesada, sao for- |
necidas em uma regido estrutural como uma sequéncia contigua represen-‘
tada pela seguinte féormula: FR1-CDR1-FR2-CDR2-FR3-CDR3-FR4. As F_Ri,
FR2, FR3 e FR4 da cadeia pesada ou cadeia leve se combinam para formar
a estrutura central COmpIeta, quando dispostas como uma seqﬁéncia conti-
gua com as CDRs na ordem estabelecida. De preferéncia, as regides estru-
turais de um anticorpo da invengao sao de origem humana, humanizada ou
substancialmente humana. - |

Em um anticorpo humanizadb para uso terapéutico em seres
humanos, a seqiéncia estrutural é, de preferéncia, inteira ou substancial-
mente de origem humana (isto é, pelo menos 90%, 92%, 95%, 96%, 97%,
98% ou 99% de origem humana).z De preferéncia, a regiao estrutural da ca-
deia leve de um anticorpo humanizado, humano ou quimérico da invengéo é
como mostrada na Figura 9, composta de FR1 com SEQ ID N2 143, FR2
com SEQ ID N2 144, FR3 com SEQ ID N2 145, e FR4 com SEQ ID N% 146
ou 147. De preferéncia, a regidao estrutural da cadeia pesada de um anticor-
po humanizado, humano ou quimérico da invengdo é como mostrada na Fi-
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gura10, composta de FR1 com SEQ ID N®: 148 ou 149, FR2 com SEQ ID Ne:
“150 ou™151, FR3 com SEQ ID N%: 152 ou 153, e FR4 com SEQ ID 'N‘-’;' 139.

Por exemplo, o anticorpo 374/C1E4 compreende Qma regido varidvel da ca-

- deia leve composta por FR1 com SEQ ID N2 143, CDR1 com SEQ ID N¢: 9,

FR2 com SEQ ID N2 144, CDR2 com SEQ ID N2 18, FR3 com SEQ ID N
145, CDR3 com SEQ ID N: 25, e FR4 com SEQ ID N2: 146. O anticorpo 3-
74/C1E4 ainda compreende uma regido variavel da cadeia pesada composta
de FR1 com SEQ ID N2 149, CDR1 com SEQ ID Ne: 40, FR2 com SEQ ID

N2 151, CDR2 com SEQ ID N2: 60, FR3 com SEQ ID N2: 153, CDR3 com
SEQID N%: 72, ¢ FR4 com SEQ ID N2: 139. Em um anticorpo para uso em

um animal ndo humano, a sequéncia da regiéo estrutural pode se originar
substancialmente do genoma humano (de preferéncia, usada em um animal
nao humano quando ainda embrido ou recém- nasmdo) ou do genoma do
animal no qual sera usada terapeuticamente. |

Em uma modalidade, um anticorpo antimiostatina da invengao
em que toda ou uma porgao da regido variavel é limitada por uma sequéncia
em particular, como mostrado por um SEQ ID N¢ deste pedido, é ainda ca- -
racterizado por ser um anticorpo quimérico, humanizado ou totaimente hu-
mano, ou porgao de ligagdo de antigeno deste, que antagoniza ou neutraliza
pelo menos uma atividade de miostatina in vivo ou in vitro. Um anticorpo an-
timiostatina da invengdo em que toda ou uma porgéo da regido variavel é
limitada por uma sequéncia em particular, como mostrado por um SEQ ID N2
deste pedido, é ainda caracterizado por se ligar preferencialmente a GDF-8

em relagéo a GDF-11 po'r pelo menos 20%, 30% ou 40%, COmb medido por

uma metodollogia da técnica, por exemplo, por ELISA por competi¢cdo ou por
ensaio BIACORE ou KlNEXA, para demonstrar pelo menos 20%, 30% ou

40% a mais de afinidade (isto €, menor Kp) do anticorpo para GDF-8 do que

para GDF-11. De preferéncia, um anticorpo da invencao em qué toda ou
uma porgdo da regido variavel é limitada por uma sequéncia em particular,
com mostfado por um SEQ ID N2 deste pedido, € ainda caracterizado por'ter
uma Kp por miostatina de menos de cerca de 4,2 x 10° M ou 4,0 x 10° M, de
preferéncia, menos de cerca de 4,6 x 10'°M, 4,0x 10" Mou2x 10" M e,
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mais preferivelmente, menos de cerca de 8 x 10° 1 M, 7 x 10" M, alternatl-' :
vamente ¢é caracterizado por uma Kp por miostatina de, no méximo, cerca de
4,2 x 10° M ou 4,0 x 10° M, de preferéncia, no méaximo cerca de 4,6 x 10°

M, 4,0 x 10" M ou 2 x 10"° M e, mais preferivelmente, no méaximo cerca de
8x10""M, 7 x 10™M, 5 x 1072 M ou 1,4 x 102 M, e/ou é ainda caracteri-
- zado por ter uma ICso menor -ou igual a cerca de 40 nM, 20 nM ou 10 nM, .

mais preferivelmente, menor ou rgual a cerca de 5 nM, 4 nM 3 nM, 15 nM ou |
1 nM em um ensaio reporter de miostatina/SBE in wtro
Ainda mais preferivelmente, um anticorpo da mvengao em que '

‘toda ou uma porgao da regiao varravel é limitada por uma sequenma em par-

ticular, com mostrado.por um SEQ ID N2 deste pedldo é ainda caractenzado |
por uma IC50 em um ensaio repdrter de miostatina/SBE in wtro que e menor
ou igual a cerca de 40 nM, 30 nM, 25 nM, 20 nM ou 10 nM, mais preferlvel-v

_ mente, menor ou igual a cerca de 5 nM, 4 nM, 3 nM, 2 nM ou 1 nM em um

ensaio reporter de miostatina/SBE in vitro. Ainda mais preferivelrnente., alCsp
do anticorpo- monoclonal antimiostatina em um ensaio repérter de miostati-
na/SBE in vitro € pelo menos cerca de duas vezes, trés vezes ou quatro ve-

-zes menor do que a ICso do anticorpo em um ensaio repérter GDF-11/SBE in

vitro (como descrito no Exemplo 5 neste pedido). Ainda mais preferivelmen-
te, um anticorpo da i'nvengéo em que toda ou uma porgao da regiéo variével
é limitada por uma 'seqﬁénc':ia"em'particular, com mostrado por um SEQ ID
N¢ deste pedido, é ainda caracterizado por ndo se ligar a um peptideo que
consiste nos aminoacidos 40-64 (inclusive), 43-57 ou 45-59 de miostatina
madura, de preferéncia, miostatina humana.

Expressao de Anticorpo

A presente invengao também é dirigida as linhagens celulares que
expressam um anticorpo monoclonal antimiostatina da inveng&o ou porgao des-
te. A criagao e.o isolamento de Iihhagens celulares que produzem um anticorpo
monoclonal da invengdo podem ser obtidos com o uso de metodologias padro-
nizadas conhecidas na técnica. Linhagens celulares preferidas incluem COS,
CHO, SP2/0, NSO e leveduras (disponiveis em depésitos publicos, por exem-

- plo, ATCC, "American Type Culture Collection", Manassas, VA).
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Uma ampla variedade de sistemas hospedeiros de expressao

‘pode ser usada para expressar um anticorpo da presente invengo, inci_uindo
“sistemas de expressao procaridticos (bacterianos) e eucariéticos (por exem-

plo, levedura, baculovirus, planta, mamifero e outras células animais, ani-

‘mais transgénicas e células de hibridoma), além de sistemas de expressao
- de exibicéo de fago. Um exemplo de um vetor de expressao bacteriano ade-

quado é pUC119, e de um vetor de expressdo eucariético adequado é um
vetor pcDNA3 1 modificado com um sistema de Selegéo DHFR énfraquecidb s

~Outros sistemas de expressdo de anticorpos tambem sao conhemdos na

técnica e sdo aqui contemplados.
' Um antlcorpo da mvengao pode ser preparado por expressao ‘

recombinante de genes da cadeia leve e pesada de imunoglobulina em uma

célula hospédei'ra.' Para expressar um anticorpo de forma recombinante,

. uma célula hospedeira ¢ transformada, transduzida, infectada ou similar com
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um ou mais vetores de expressdo recombinante que possuem fragmentos
de DNA que codificam as cadeias leves e/ou pesadas de imunoglobulina do:

anticorpo, de forma que as cadeias Ié_ves e/ou pesadas sdo expressas na
célula hospedeira. A cadeia pesada e a cadeia leve podem ser expressas.

independentemente por diferentes promotores aos quais estao ligados ope-
racionalmente em um vetor ou, alternativamente, a cadeia pesada e a cadeia
leve podem ser expressas independentemente por diferentes promotores
aos quais estéb ligadas operacionalmente em dois vetores, um que expressa
a cadeia pesada e um que expressa a cadeia leve. Opcionalmente, a cadeia

pesada e a cadeia leve podem ser expressas em células hospedeiras dife-

rentes. De preferéncia, os anticorpos recombinantes sdo secretados no meio
no qual as células hospedeiras séo cultivadas, do qual os anticorpos podem

-ser recuperados ou purificados. Metodologias padronizadas de DNA recom-
‘binante séo usadas para obten¢do dos genes da cadeia pesada e leve do

anticorpo, incorpovragéo desses genes em vetores de expressao recombinan-
te, e introdugdo dos vetores em células hospedeiras. Essas tecnologias pa-
dronizadas de DNA recombinante sdo descritas, por exemplo, em Sambro--
ok, Fritsch e Maniatis (Eds.), "Molecular Cloning; A Laboratory Manual", Se-
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gunda Edigéé, Cold Spring Harbor, N.Y., 1989; Ausubel, é outros (Eds.) -
"Current Protocols in Molecular Biology", Greene Publishiﬁg Associates,
1989. -

Um DNA isolado que codifica uma regiao HCVR pode ser.con-

vertido em um gene da Cadeia pesada de comprimento total Iigandd-se ope-

racionalmente o DNA que codifica a HCVR a outra molécula de DNA que.
codifica regibes constantes da cadeia pesada (CH1, CH2 e CH3). As se- "
quéncias de genes da regido constante da cadeia pesada humana s&o co-

nhecidas na técnica. Vide, por exemplo, Kabat, e outros, "Sequences of Pro-
teins of Immunological Interest’, Quinta Edigéo,_“U.S. Department of Healthe

Human Services", Publicagdo NIH N¢ 91-3242 (1991). Fragmentbs de DNA
que englobarh essas regides podem ser obtidos, pdr exemplo, por arhplifica- B
¢éo-padrédo por PCR. A regido constante da cadeia peéada podé ser de
qualquer tipo, (por éxemplo; IgG, IgA, IgE, IgM ou IgD), classe (por }exemplo,
IgG1, 1gGaz, IgGs e 1gGy), ou subclasse de regidao constante, e qualquer vari- .
ante alotipica desta, como descrifo ém Kabat (supra). Altérnativ_amente, a
por¢ao de ligagédo de antigeno pode ser um fragmento Fab, um fragmento
Fab', um fragmento F(ab');, Fd, ou um fragmento Fv de cadeia simpiés
(scFv). Para'um gene da cadeia pesada de fragmento Fab, o DNA qué codi-
fica a HCVR pode ser ligado ope_racionalmenfe'a outra molécula de DNA que
codifica apenas uma regiéo constante da cadeia pesada CH1. | |
Um DNA isolado que codifica a regiao LCVR pode ser converti--
do em um gene da cadeia leve de comprimento total (além de um gene da
cadeia leve de Fab) ligando-se operacionalmente o DNA que codifica a LC-
VR a outra molécula de DNA que codifica uma regido constante da cadeia
leve, CL. As sequiéncias de genes da regiao constante da cadeia leve huma-
na sdo conhecidas na técnica. Vide, por exemplo, Kabat, supra. Os 'fragmen-
tos de DNA que englobam essas regides podem ser obtidos por ampiifica-
¢ao-padréo por PCR. A regido constante da cadeia leve pode ser uma regiao
constante kappa ou lambda. |
Para criar um gene scFv, os fragmentos de DNA que codificam
HCVR e LCVR séo Iigados operacionalmente a outro fragmento que codifica



10

37

um.vinculador flexivel, por exemplo, que codifica a seqiéncia de aminoaci-

‘d6"s'_7'(GIy4l_Ser)3, de tal forma que as seqiéncias HCVR e LCVR possam ser

expressas como uma proteina contigua de cadeia_ simples, com as regides
LCVR e HCVR unidas pelo vinculador flexivel. Vide, por exemplo, Bird, e

- outros, Science 242: 423-6,-1988; Huston, e outros, Proc. Natl. Acad. Sci.
- USA 85: 5.879-83, 1988' McCafferty, e outros, Nature 348: 552~4 1990.

Para expressar um anticorpo dai invengdo, um DNA que codifica

| uma cadeua leve e/ou pesada parcial ou de comprimento total, obtida da for- -

ma descrita acima, é inserido em um vetor de expressdo, de tal forma que o

gene seja ligado 6peracionalmente as sequéncias de controle de transcrigédo
- e de traduc@o. O vetor de expressao e as seqiéncias de controle 'de expres-

sdo sdo escolhidos para serem compativeis com a célula hospedeira de ex-

_pressdo usada. O gene da cadeia leve do anticorpo e o gene da cadeia pe-

. sada do anticorpo podem ser inseridos em vetores separados, ou, mais tipi-
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camente, ambos 0s genes sao inseridos no mesmo vetor de expressao. Os
genes do anticorpo sdo inseridos no vetor de expressdo por métodos padro--
nizados. Adicionalmente, o vetor de expressdo recombinante pode codificar
um peptideo sinalizador que facilita a secre¢do da cadeia leve e/ou pesada

do anticorpo monoclonal antimios{atina por uma célula hospedeira. O gene
da cadeia leve e/ou pesada do anticorpo monoclonal antlmlostatma pode ser
clonado no vetor, de tal forma que o peptideo snnallzador seja ligado opera-
cionalmente estruturalmente ao amino terminal do gene da cadeia o anticor-

po. O peptideo sinalizador pode ser um peptideo sinalizador de imunoglobu-

lina ou um peptideo sinalizador heterélogo. ,

‘Além do(s) gene(s) da cadeia pesada e/ou leve do anticorpo,
um vetor de expressdo recombinante da invengdo possui sequiéncias regu-
ladoras que controlam a expressao do(s) gene(s) da cadeia do anticorpo em
uma célula hospedeira. O termo "seqiiéncia reguladora” visa incluir prom'oto-
res, intensificadores e outros elementos de controle de expressao (por e-
xemplo, sinais de poliadenilacdo), como necessario, que controlam a trans-
cricao ou tradugao do(s) gene(s) da cadeia do anticorpo. O design do vetor
de expressao, incluindo a selegcdo de sequéncias reguladoras, pode depen-
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der de fatores como a escolha da célula hospedeira a ser transformada e o

“nivel de expressdo de proteina desejado. Sequéncias reguladoras preferidas

para expressao em células hospedeiras mamlferas incluem elementos virais '
que dirigem nlvels elevados de expressdo protéica em celulas mamiferas,

tais como promotores e/ou mtens:flcadores derivados de citomegalovirus

(CMV), Virus Simio 40 (SV40) adenovirus (por exemplo, 0 promotor tardio.
maior de adenovirus (AdMLP)) e virus do polioma.

. Além dos genes da cadeia pesada e/ou leve do anticorpo e das
sequéncias reguladoras, os vetores de expressao recombinante'da invengéo

“podem possuir seqiéncias adicionais; como sequéncias que regulam a re-

plicacdo do vetor em células hospedeiras (por exemplo, origens de replica-
¢ao) e um ou mais genes de marcador selecionavel. O gene de marcador_
selec:onavel facilita a selegcdo de células hospedelras nas quais o vetor foi -
introduzido. Por exemplo tlplcamente 0 gene de marcador selecnonavel con-
fere resisténcia a farmacos, por exemplo, G418, hlgromlcma ou metotrexato, .
em uma celula hospedeira na qual o vetor foi introduzido. Genes de marca-
dor selecionavel preferidos incluem o gene de diidrofolato redutase (DHFR)
(para uso em células hospedeiras menos DHFR com selegéo/amplificagéb
com metotrexato), o gene neo (para selegdo com G418) e glutamina sinteta-
se (GS) em uma Iunhagem celular GS- negatlva (por exemplo, NSO) para se-
Iegao/amphfncagao »

Para expresséo das cadeias leves e/ou pesadas, o(s) vetor de
expressao(s) que codifica as cadeias pesadas e/ou leves é introduzido em
uma celula hospedeira por técnicas padrohizadas, por exemplo, eletropora-
¢do, precipitagdo com fosfato de caicio, transfec¢do com DEAE-dextrana,
transdugdo, infecgdo e similares. Embora teoricamente seja possivel expres-
sar os anticorpos da invengdo em células hospedeiras tanto procari'éticas ou
eucaridticas, preferem-se células eucaridticas e, principaimente, células
hospedeiras mamiferas, pois essas células possuem maior probabilidade de
montar e secretar um anticorpo adequadamente dobrado e imunolo'gicamen’-
te ‘ativo. Células hospedeiras mamiferas preferidas para a expressao dos
anticorpos recombinantes da invengdo incluem células de hamster chinés
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- (células CHO) (incluindo células DHFR-CHO),‘ descritas ém Uflau‘b e Chasin,
‘Proc. Natl. Acad.”Sci. USA 77: 4.216-20,” 1980, ‘usadas com um marc_iador"

sélecionéve_l DHFR, por exemplo, como descrito em Kaufman e Sharp, J.
Mol. Biol. 159: 601-21, 1982, células de mieloma NSO, células COS e célu-

“las SP2/0. Quando vetores de expressdo recombinante que codificam genes
- do anticorpo sdo introduzidos em células hospedeiras mamiferas, os anti- -

corpos sdo produzidos por cultivo das células hospedeiras por um periodo
de tempo suficiente para permitir a expressao do anticorpo nas células hos-

pedeiras ou, mais preferivelmente, secre¢do do anticorpo no meio de cultura -

no qual as células hospedeiras crescem. Os anticorpos pode}n ser recupe-
rados da célula hospedeira e/ou do meio de cultura com.o uso de métodos
padronizados de purificago.
As células hospedeiras também podem ser usadas para produ-
zir porgdes, ou fragmentos, de anticorpos intactos, por exempio, fragmentos |
Fab ou moléculas scFv por técnicas convencionais. Sera entendido por a-
queles versados na técnica que variacdes no procedimento acima estao in-
cluidas no escopo da presente invengdo. Por exemplo, pode ser desejavel
transfectar uma célula hospedeira com DNA que codifica tanto a cadeia leve.
quanto a cadeia pesada de um énticorpo desta invengdo. A tecnologia de
DNA recombinante também pode ser usada pra remover uma parte de ou
todo o DNA qu'e codifica uma ou ambas as cadeias, leves e pesadas, que
ndo é necessdrio para a ligagdo a miostatina. As moléculas expressas por
essas moléculas truncadas de DNA tarﬁbém sdo englobadas pelos anticor-
pos da invengao. _ ‘ | o
Em um sistema preferido para a expressao recombinante de um
anticorpo da invengdo, um vetor de expressdo recombinante que codifica

tanto a cadeia pesada do anticorpo quanto a cadeia leve do anticorpo é in-

troduzido em células DHFR-CHO, por exemplo, por transfeccao mediada por
fosfato de célcio. Dentro do vetor de expressdo recombinante, os genes da
cadeia pesada e leve do anticorpo estao ligados operacionalmente a ele-
mentos reguladores do intensificador/promotor (por exemplo, derivados de
SV40, CMV, adenovirus e similares, por exemplo, um elemento regulador de
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intensificador/promotor AMLP de CMV ou um elemento regulador de inten-
sificador/promotor. AAMLP-de SV40) para gerar niveis elevados de transcri- -
¢éo dos genes. O vetor de expressdo recombinante também possui um gene

DHFR, que pérmite a selegdo de células CHO que foram transfectadas com
o vetor com a utilizagéo'd_e's_elegéo/amplificag:éo com metotrexato. As célu- = -

las -hospedeiras transformantes selecionadas s&o cultivadas para permitir a.
expressado das cadeias leves e pesadas do anticorpo, e o anticorpo intacto é

. recuperado do meio de cultura Sao0 usadas técnicas padronlzadas de biolo-

gia molecular para preparar o vetor de expressdo recombinante, transfectar

‘as células hospedeiras, selecionar os transformantes, cultivar as células .

hospedeiras, e recuperar 0 _anticorpo'do meio de cultura. Os anticorpos dav
invengao, ou porgbes de ligagao de antigeno destes, podem ser expressos
em um animal (por exemplo, um camundongo) que seja transgénicd para os
genés;de imuhbgldbulina- humana (Vide.,,por exemplo, Taylor, e outros, Nu-
cleic Acids Res. 20: 6.287-95, 1992).

Uma vez expressos, os anticorpos intactos, seus dimeros, ca-
deias leves e pesadas individuais, ou outras formas de imunoglobulina dar
presente invengao podem ser purificados de acordo com procedimentos 'pé-
dronizados na técnica, incluindo precipitagdo com sulfato de aménio, troca
idnica, afinidade, fase reversa, cromatografié em coluna por intera’géo» hidro-
fébica; eletroforese em gel e similares. Imunoglobulinas subst_ancialmentév
puras de pelo menos cerca de 90%, 92%, 94% ou 96% de homogeneidade
sao preferidas, e de 98 a 99% ou mais de homogeneidade s&o as mais pre-
feridas para usos farmacéuticos. Uma vez purif_icados, parcialmente ou até a
homogéneidade desejada, os peptideos podem entdo ser usados terapéuti-
caou p,rofilaticamente; como aqui apresentado.

Anticorpo Quimérico ’

Como aqui usado,.o termo "anticorpo quimérico" inclui imuno-
globulinas monovalentes, divalentes ou polivalentes. Um anticorpo quimérico
monovalente € um dimero formado por uma cadeia pesada quimérica asso‘-
ciada através de pontes dissulfeto a uma cadeia leve qUimérica. Um anticor-
po quimérico divalenté é um tetramero formado por dois dimeros de cadeia
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pesada-cadeia leve associados através de pelo menos uma ponte dissulfeto.
Uma cadeia pesada quimérica de um anticorpo compreende

~uma regiao de ligacéo de antigeno derivada da cadeia pesada de um anti-

corpo nao humano especifico para miostatina, que é ligado operacionalmen-
te a pelo menos uma porgéo de uma regiao constante da cadeia pesada
humana, ou substancialmente humana (ou de espécies diferentes daquela
dé qual a regido de Iig'a‘g'éo de antigeno ffo'i derivada), por exemplo, CH1 ou
CH2, ou, preferivelmente, a uma regido constante da cadeié pesada de

comprimento total. Uma cadeia leve quumenca de um anticorpo para uso em

seres humanos compreende uma reglao de ligagdo de antigeno derivada

inteira ou substancialmente da cadeia leve de um anticorpo ndo humano es-
~ pecifico para miostatina, ligada oper.aCiona_Imente a pelo menos uma por¢ao

de uma regiao constante da cadeia leve (CL) humana, ou substancialmente

: _humana (ou de espécies dlferentes daquela da qual a regido de’ ligacdo de

antigeno foi derivada), ou, de preferenma a uma regido constante da cadeia
leve de comprimento total. Anticorpos, fragmentos ou derivados que possu--
em cadeias pesadas e cadeias leves quiméricas da mesma especificidade -
de ligagéo da regido variavel ou de especificidade de ligagdo da regido vafie
avel diferente também podem ser preparados por associagdo adequada das
cadeias polipeptidicas individuais, de acordo com etapas conhecidas do mé-
todo. _ |

Com essa abordagem, hospedeiros que expressam cadeias
pesadas quiméricas sdo cultivados 'separadamente dos hospedeiros que
expressam cadeias leves quiméricas, e as cadeias de imunoglobulina séo
recuperadas separadamente, e depois associadas. Alternativamente, os
hospedeiros podem ser co-cultivados, e permite-se que as cadeias se asso-

ciem espontaneamente no meio de cultura, seguido por recuperagao da i-

munoglobulina montada ou do fragmento. Métodos para a produgéo de anti-
corpos quiméricds sdo conhecidos na técnica (vide, por exemplo, Patentes
U.S. N*® 6.284.471, 5.807.715, 4.816.567 e 4.816.397).

Anticorpos Humanizados

De preferéncia, um anticorpo da invengdo a ser utilizado para



10

15

20

25

30

42

fins terapéuticos teria a sequéncia da estrutura central e a regido constante -
(na medida em que ela exista no anticorpo) derivadas do mamifero no qual
seriam usadas como agente terapéutico, de forma a diminuir a possibilidade -

de que o mamifero gerasse uma 'resposta imunologica contra o anticorpo
terapéutico. Anticorpos humanizados s&o particularmente interessantes, pois

séo considerados valiosos para aplica'gc“)es terapéuticas e para evitar a res-
posta de anticorpo humano aniicamundongo freqlientemente observada com
anticorpos de roedores. Adicionalmente, nos anticorpds humanizados, a por-
¢ao efetora é humana e, portanto, pode interagir melhor com as 6ut__ras par-

- 'tes do sistema imunoldgico humano (por exemplo, destruir as células-alvo |

mais eficazmente por citotoxicidade dependente de complemento ou citoto- |
xicidade celular dependente de anticorpo). Alem disso, anticorpos humani-
zados injetados podem possuir uma meia-vida mais similar aquela do_s anti--
corpbs humands d.e ocorréncia natUral do que, por exemplo, anticorpos mu-
rideos, permitindo, dessa forma, que sejam administradas doses menores e .
menos frequentes. O termo "anticorpo humanizado", como }aqui usado, refe-
re-se a um anticorpo que compreende porgdes de anticorpos de origens dife-

-rentes, em que pelo menos uma porg¢éao é de origem humana. Por exemplo,

o anticorpo humanizado pode compreender porgées derivadas de um' anti-
corpo de origem ndo humana com a especificidade exigida, por exemplo, um
camuhdongo; e de um'anticorpo de origem humana, unidas quimicamenté
por técnicas convencionais (por exemplo, sintética), ou preparado como um

~polipeptideo cohtiguo com a utilizagéo de técnicas de engenharia genética.

De preferéncia, um "ahticorpo humanizado" possui CDRs que
se originam de um anticorpo ndo humano (de preferéncia, um anticorpo mo-
noclonal de camundongo), enquanto a estrutura central e a regido constante,
na medida em que esteja p'resente_ (ou uma porgao significativa ou substan-
cial desta, isto &, pelo menos cerca de 90%, 92%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98% ou 99%), sao codificadas por informacédo de sequéncia de acidos nu-
cléicos que ocorre na regido de imunoglobulina de linhagem germinativé'
humana (vide, por exemplo, a base de dados in_ternaéional ImMunoGene-
Tics) ou em formas récombinadas ou mutadas desta, sejam os referidos an-
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ticorpos produzidos ou ndo em célula humana. As CDRs de um anticorpo

humanizado podem ser otimizadas pelas CDRs de um anﬁco’rpo nao huma-
no original 'do qual se originaram para gerar as prbpriedades' desejadas; por
exemplo, especificidade, afinidade e capacidade. CDRs otimizadas podem

ter substituigdes, adigdes e/ou eliminagdes de aminoacidos, quando compa-
- radas com as CDRs originais. Por exemplo, as posi¢coes de aminoacidos de

CDRs que estao sublinhadas e em negr'ito"nas Figuras 6 e 7 sdo posigoes
que foram otimizadas pelas CDRs originais, como mostrado na'Figura 5. |

‘As formas humanizadas de . anticorpos ndo humanos (pcf e-
xemp]o, murideos) incluem um anticorpo intacto, um aniico’rposubstanéiai-
mente intacto, uma porgdo de um anticorpo que compreende um sitio de
ligacao de aritl'geno ou uma porgdo de um anticorpo que compreende um

| fragmento Fab, um fragmento Fab', F(ab'), ou um fragmento Fv de cadeia
- simples. Anticorpos humanizados contém preferivelmente o minimo de se-

quéncias derivadas de imunoglobulinas ndo humanas. Anticorpos humani-
zados também podem compreender residuos que nao sdao encontrados no
anticorpo receptdr nem nas CDR impoftadas ou nas sequéncias estruturais.
Em geral, o anticorpo humanizado compreendera substancialmente todos,
ou pelo menos um e tipicamente dois, dominios variaveis, nos quais todos,
ou substancialmente todos, os aminoacidos nas regloes CDR correspondem
aqueles de uma |munog|obulma nao humana, e todos ou substancialmente
todos os aminoacidos nas regides FR- sdo aqueles de uma sequéncia de

consenso de imunoglobulina humana. O anticorpo humanizado otimamente

também compreende pelo menos uma porgdo de uma regido constante de
imunoglobulina (Fc), tipicamente aquela de uma imunoglobulina humana

. [Jones e outros, Nature, 321: 522-525 (1986); Riechmann e outros, Nature,
- 332:323-329 (1988); e Presta, Curr. Op. Struct. Biol., 2: 593-596 (1992)].

Anticorpos humanizados podem ser submetidos a mutagénese
in vitro com 0 usb de métodos de uso rotineiro na técnica (ou, quando for
usado um animal transgénico para sequéncias de Ig humana, mutagénese
somética in vivo) e, dessa forma, as seqiéncias de aminoacidos da regido
estrutural das regides HCVR e LCVR dos anticorpos humanizados recombi-
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nantes sdo seqliéncias que, embora derivadas daquelas relacionadas as -

sequéncias de HCVR e LCVR de linhagem germinativa humana; 'poderh nao

existir naturalmente dentro do repertério do anticorpo de linhagem germinati-

va humana in vivo. Contempla-se que tais ’seqijéncias de aminoacidos das
| regides estruturais HCVR e LCVR dos anticorpos humanizados recombinan-
- tes sé@o pelo menos 90%, 92%, 94%, 95%, 96%, 98% ou, principalmente,

pelo menos 99% idénticas a uma seqiéncia de Ilnhagem germmatlva huma-
na. De preferéncia, aqueles residuos estruturais do antlcorpo original (por - -

veXempIo, anticorpo murideo ou, geralmente, o anticorpo do qual o anticorpo

humanizado é derivado) que mantém ou afetam estruturas do sitio de com- .

' -bihagéo serao mantidos. Esses residuos podem ser identificados, por exem- -

plo, por cristalografia por raios X do anticorpo original ou fragmento Fab que
identifica, dessé forma, a estrutura tridimensional do sitio de ligacao de anti—,'
geno. . o |

O anticorpo humanizado da presente invengéo pode compreen- .
der ou ser derivado de uma estrutura central da cadeia leve de linhagem
germinativa humana. Em modalidades especificas, a sequtiéncia da cadeia
leve da linhagem germinativa é selecionada de seqléncias VK humanas que
incluem, sem limitagdo, A1, A10, A11, A14, A17, A18, A19, A2, A20, A23,
A26, A27, A3, A30, A5, A7, B2, B3, L1, L10, L11, L12, L14, L15, L16 L18,
L19, L2, L20, L22, L23 L24, L 25, L4/18a, L5, L6, L8, L9, O1, O11, 012 014,
018, 02, 04 e 08. Em certas modalidades, essa estrutura central da cadeia
leve de linhagem germinativa humana é selecionada de V1-11, V1-13, Vi-

16, V1-17, V1-18, V1-19, V1-2,-V1-20, V1-22, V1-3, V1-4,-V1-5, V1-7, V1-9,

V2-1,V2-11, V2-13, V2-14, V2-15, V2-17, V2-19, V2-6, V2-7, V2-8, V3-2, V3-
3, V3-4, V4-1, V4-2, V4-3, V4-4, V4-6, V5-1, V5-2, V5-4 e V5-6. Vide PCT
WO 2005/005604 para uma descrigdo das diferentes sequéncias de linha-

- gem germinativa.

Em butras modalidades, o anticorpo humanizado da presente
invengdo pode compreender ou ser derivado de uma estrutura central da
cadeia pesada de linhagem germinativa humana. Em modalidades especifi-
cas, essa estrutura central da cadeia pesada de linhagem germinativa hu-
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mana é selecionada de VH1-18, VH1-2, VH1-24, VH1-3, VH1-45, VH1-46, -
VH1-58; VH1-69, VH1-8, VH2-26, VH2-5, VH2-70; VH3-11, VH3-13, VH3:15,
VH3-16, VH3-20, VH3-21, VH3-23, VH3-30, VH3-33, VH3-35, VH3-38, VH3-

43, VH3-48, VH3-49, VH3-53, VH3-64, VH3-66, VH3-7, VH3-72, VH3-73,

VH3-74, VH3-9, VH4-28, VH4-31, VH4-34, VH4-39, VH4-4, VH4-59, VH4-61,
VH5f51, VH6-1 e VH7-81. Vide PCT WO 2005/005604 para uma descrigdo
das diferentes sequéncias de linhagem germinativa.

Em modalidades especificas, a regiéo vériével da cadeia !evle'

‘e/ou regido variavel da cadeia pesada compreende uma regido estrutural, ou
“pelo menos uma porgdo de uma regido estrutural (por exempio, contendo 2
“ou 3 sub-regides, por exemplo, FR2 e FR3). Em certas modalidades, pelo

menos FRL1, FRL2, FRL3 ou FRL4 é totalmente humana. Em outras moda-
lidades, pelo menos FRH1, FRH2, FRH3 ou FRH4 ¢ totalmente humana. Em
algumas modalidades, pelo menos'FRL1, FRL2, FRL3 ou FRL4 é uma se- |
qiéncia de linhagem germinativa (por exemplo, linhagem germinativa huma-
na) ou compreende seqiéncias de consensos humanas para a estrutura
central em particular. Em outras modalidades, pelo menos FRH1, FRH2, -
FRH3 ou FRH4 é uma seqUéncia de linhagem germinativa (por exemplb,
linhagem. germinativa humana) ou compreende seqiéncias de consensos
humanas para a estrutura central em particuiar. Em modalidades preferidas,
a regiéo estrutural é uma regiao estrutural humana.

| Erh geral, os anticorpos humanizados podem ser produzidos
obtendo-se sequéncias de &cidos nucléicos que codificam a HCVR e LCVR
de um anticorpo, por exemplo, um anticorpo murideo ou um anticorpo feito
por Um hibridoma, que se liga a um epitopo de miostatina da invengéo, iden-
tificando-se as CDRs nas referidas HCVR e LCVR (ndo humanas), e enxer-

tando-se essas sequéncias de acidos nucléicos que codificam CDR em se-

quéncias de acidos nucléicos selecionadas que codificam a estrutura central
humana. Opcionalmente, uma regido CDR pode ser otimizada por mutagé-
nese aleatdria ou em localizagdes especificas a fim de substituir um ou mais
aminodacidos na CDR por um aminoacido diferente, antes de enxertar a regi-
do CDR na regido estrutural. Alternativamente, uma regido CDR pode ser
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otimizada ap6s a inserg&o na regido estrutural humana com 0.uso dé méto-
dos disponiveis para aqUeies versados na técnica. De preferéncia,'a's se-
quéncias de aminoacidos estruturais humanas s&o selecionadas de forma
que o anticorpo resultante provavelménte seja adequado para administragdo

in vivo em seres humano_s. Isso pode ser determinado, por exemplo, com

base no uso prévio de anticorpos que contém essa sequéncia estrutural hu-

mana. De preferéncia, a seqiiéncia estrutural humana néo seré, ela propria,

significativamente imunogénica. | |
Alternativamente, as sequiéncias de ammoacudos das estruturas

centraus para o anticorpo a ser humanizado podem ser comparadas com a- - -

quelas de sequiéncias estruturais humanas conhecidas, com as seqliéncias
estruturais humanas a serem usadas para o enxerto de CDR, e selecionadas
com base em suas seqliéncias componentes que sdo altamente similares
com aquelas do anticorpo driginal, por exemplo', um anticorpo murideo que
se liga a miostatina. Foram is,oladas varias sequéncias estruturais humanas, .
e suas seqﬁéhCias foram relatadas na técnica. Isso aumenta a probabilidade
de que o anticorpo humanizado resultante enxertado com CDR, que contém

.CDRs das CDRs originais (por exemplo, murideos) ou otimizadas do anti--

corpo original enxertadas em estruturas centrais humanas selecionadas (e,
possivelmente, a regido constante humana), retenha substancialimente a
estrutura de ligagéo de antigeno e, dessa fbrma, a afinidade de ligagao db
anticorpo original. Para reter um grau significativo de afinidade de ligagdo de

antigeno, as regides estruturais humanas selecionadas serao, de preferén-

cia, aquelas que supostamente sejam adequadas a administragao in vivo,
isto é, ndo imunogénicas.

Em qualquer um dos métodos,' € obtida a sequéncia de DNA
que codifica as regides HCVR e LCVR do anticorpo antimiostatina preferi-

‘velmente murideo. Métodos para a clonagem de seqtiéncias de acidos nu-

cléicos que codificam imunoglobulinas sdo bem-conhecidos na técnica. Tais
métodos, por exemplo, podem envolver a amplificacdo das sequéncias q'ue
codificam imunoglobulina a serem clonadas com o uso de iniciadores ade-
quados por reagao em cadeia de polimerase (PCR). Iniciadores adequados
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- para amplificagdo de seqiéncias de acidos nucléicos de imunoglobulinas e,

especificamente, seqiiéncias HCVR e LCVR murideos, foram relatados na
literatura. Apds essas seqiéncias codificadoras de imunoglobulinas terem
sido clonadas, elas serdo sequienciadas por métodos bem-conhecidos na

técnica.

quéncias codificadoras da estrutura central humana selecionadas, as se-

quéncias de DNA resultantes que codificam as seqléncias da rég_iéo variavel

pesada e variavel leve "humanizadas" sao entao expressas para produzir um
Fv humanizado ou um anticorpo humanizado que se liga a miostatina. As

Apés a insergdo das sequéncias codificadoras da CDR nas se-

HCVR e LCVR 'hu_manizadas podem ser expressas como parte de uma mo- '

lécula inteira de anticorpo antimiostatina, isto é, como uma proteina de fusdo

ras de DNA foram obtidas a partir de uma biblioteca disponivel comercnal-
mente, ou que foram obtidas com o uso, por exemplo, de um dos métodos

descritos acima para a obtencao de seqiiéncias de DNA, ou fazem p'arfe da-
técnica. No entanto, as sequéncias de HCVR e LCVR também podem ser

expressas na auséncia de sequéncias constantes para produzir um Fv hu-
manizado antimiostatina. No entanto, a fuséo de sequéncias constantes hu-
manas’ sobre a_regiéo variavel é potencialmente desejavel, pois 0 anticorpo
humanizado antimiostatiha resultante pode possuir fungées efetoras huma-
nas. ‘ o _
~ Métodos para a sintese de DNA que codifica uma proteina de
uma sequéncia conhecida sido bem-conhecidos na técnica. Com o uso de
tais métodos, sdo sintetizadas seqiiéncias de DNA que codificam as se-
quéncias humanizadas de HCVR e LCVR em questdo (com ou sem regides

cconstantes), e depois elas sdo expressas em um sistema de vetor adequado

a expressao de anticorpos recombinantes. Isso pode ser obtido em qualquer

- sistema de vetor que permita que as sequiéncias de HCVR e LCVR humani-

zadas em questdo sejam expressas como uma proteina de fusdo com se-

- com sequéncias do dominio constante humano cujas sequencnas codificado-

quéncia do dominio constante humano e se associem para produzir os anti-

corpos funcionais (ligagao de antigeno) ou fragmentos de anticorpo.

3
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Sequéncias do dommlo constante humano séao bem-conhecudas'
na tecnuca e foram relatadas na literatura. Sequéncias preferldas da cadeia
leve constante humana incluem as sequiéncias da cadeia leve constante

kappa e lambda. Seqiiéncias preferidas da cadeia pesada constante huma-
na incluem IgGs humana, IgGz, humana, IgGs humana, IgG, humana e ver-

sdes mutadas destas que fornegam a'fung:éo efetora alterada, por exemplo,

aumento da meia-vida in vivo, ligagéo ao receptor Fc reduzida, perfil de de- |

samlnagao alterado, e similares.
Se presentes, regides estruturals humanas sao de preferéncia,

denvadas de uma reglao variavel de um antlcorpo humano que possw simi- . -

laridade de seqiiéncia com a regiao analoga ou equivalente do doador da’ '
regiéo de ligagao de antigeno (isto é, o anticorpo original). Outras fontes de
regides estruturais para porgdes de origem humana de um anticorpo huma-

'nizado incluem sequléncias variaveis de consenso humanas (vide, por e-

xemplo, Kettleborough, C.A. 'e' outros Protein 'Engineering 4. 773-7-83 .
(1991); Carter e outros, WO 94/04679). Por exemplo, a Seqﬁéncia do anti-

Corpo ou a regiao variavel usada para se obter a por¢ao nao humana pode
- ser comparada com sequéncias humanas, como descrito em Kabat e outros

"Sequences of Proteins of Immunological Interest", Quinta Edi¢ao, NIH, U.S.

‘Government Printing Of_f_ige (1991). Em uma modalidade particularmente pre-

ferida, as regioes estruturais de uma cadeia de anticorpo humanizado séo
derivadas de uma regido variavel humana qUe possui pelo menos cerca de
60% de identidade de sequéncia global, de preferéncia, pelo menos cerca de
70% de identidade de sequéncia gldbal e, mais preferivelmenté', pelo menos
cerca de 85% de identidade de sequéncia global, com a regiao variavel de
um doador ndo-humano. Uma porgcao humana pode ser derivada de um an-
ticorpo humano que possui pelo menos cerca de 65% de identidade de se-
qléncias e, preferivelmente, pelo menos cerca de 70% de identidade de se-
qliéncias, dentro_' da porgao especifica (por exemplo, FR) que esta sendo
usada, quando comparada com a por¢do equivalente (por exemplo, FR) do
doador nao-humano. ,
Referéncias adicionais que descrevem métodos envolvidos na
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' humaniiag_éo de um anticorpo de camundongo que podem ser usadas s&o,
" por exemplo, Queen e outros, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88: 2.869, 1991;

Patente U.S. N°® 5.693.761; Patente U.S. N° 4.816.397; Patente U.S. N°
5.225.539; programas de computador ABMOD € ENCAD, como descritos em
Levitt, M., J. Mol. Biol. 168: 595-620, 1983; a humanizagdo pode ser essen-
cialmente realizada de.acordo com o método de Winter e outros [Jones e
outros, Nature, 321"522-525"(1986) Riechmann e outros, Nature, 332: 323-
327 (1988); Verhoeyen e outros, Science, 239: 1.534-1.536 (1988)] |

‘Anticorpos Humanos

Como alternativa @ humanizagéo, podem ser gerados anticor-

~ pos humanos. Anticorpos humanos podem ser produzidos com o uso de va-
rias metodologias conhecidas na técnica, incluindo bibliotecas de exibigéo de

fago (Hoogenboom e Winter, J. Mol. Biol., 227 381 (1991); Marks e outros,
J. Mol. Biol., 222: 581 (1991)). As tecnlcas de Cole e outros e Boerner e ou-

tros também sao disponiveis para a preparacdo de anticorpos monoclonais o

humanos (Cole e outros, "Monoclonal Antibodies and Cancer Therap'y“,v Alan:
R. Liss, p. 77 (1985) e Boerner e outros, J. Immunol., 147(1): 86-95 (1991)).
Da mesma forma, anticorpos humanos podem ser feitos por introdugéo dAe
loci de imunoglobulina humana em animais tfansgénicos, por exemplo, ca-
mundongos, nos quais'os genes 'ehdégen'os de imunoglobulina foram parcial
ou cofnpletamente inativédos. Mediante imunizagcao com um antigeho que
compreénde um epitopo imunogénico da invengdo, é obtido um repertério
inteiro de produgéao de anticorpo humano, que se parece intimamente com
aquele observado em seres humanos em todos os aspectos, incluindo rear-
ranjo' de genes, montagem. e repertério de anticorpo. Essa abordagem é
descrita, por exemplo, nas Paténtes U.S. N° 5.545.807, . 5.545.8086,

5.569.825, 5.589.369,.5.591.669, 5.625.126, 5.633.425, 5.661.016, e nas

seguintes publicagbes cientificas: Marks e outros, BioTechnology 10: '779-
783, 1992; Lonberg e outros, Nature 368: 856-859, 1994; Morrison, Nature
368: 812-13, 1994; Fishwild e outros, Nature Biotechno/ogy_ 14: 845-51},
1996, Neuberger, Nature Biotechnology 14: 826 (1996)'; Lonberg e Huszar,
Intern. Rev. Innmunol. 13: 65-93 (1995) e Jobkobovits e outros, Proc. Natl.
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Acad. Sci. USA, 90: 2.551, 1.993. . _
: Genes de imunoglobulina: humana:introduzidos no camund'o'ngo
criando, dessa forma, camundongos transgénicos capazes de responder aos

‘antigenos com- anticorpos que possUem‘seqiléncias humanas também sao
descritos em Bruggemann e outros Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86: 6.709-

6713 (1 989).. Ha varias estratégias pafa a geragao de mamiferos que produ-
zem anticorpos humanos. Em particular, ha a abordagem de "minilécus®, na

E qual é mimetizado um locus de Ig exégeno através da inclusdo de pedagos -

(genes individuais) do locus de Ig (vide, por exemplo, Patentes U.S. N°

5.545.807, 5.545.806, 5.625.825, 5.625.126, 5.633.425, 5.661.016,
- 5.770.429, 5.789.650.¢ 5.814.318, 5.612.205, 5.721.367, 5.789.215), intro-

dugdo YAC de fragmentos grandes e substanciaimente da linha germinativa

~ dos loci de Ig [vide Mendez e outros Nature Genetics 15: 146-156 (1997), |

Green e Jakobovits J. Exp. Med. 188: 483-495 (1998)], e a introdugdo dos
loci inteiros, ou substancialmente' inteiros, atrévés do uso da fusao de micro-
células (vide 0 Pedido de Patente Européia N2 EP 0 843 961 A1).

Pode ser utilizado qualquer camundongo transgénico capaz de

" responder a imunizagdo com anticorpos que possuem sequéncias humanas

para a produgdo de um anticorpo antimiostatina da invengdo, quando se uti-
lizam os métodos disponiveis por aqueles versados na técnica, por exemplo,
quando essevcar'nundongo é imunizado com um polipeptideo que compreen-
de epitopo imunogénico da invengao. |

- Os anticorpos da presente invéngéo sao uteis em éplicagées te-
rapéuticas, profilaticas e de pesquisa, como aqui descrito. Um anticorpo da
invengdo pode ser usado para diagnosticar um distdrbio ou uma doenga as-
sociada & expressao de miostatina humana. De forma similar, o anticorpo da
invengdo pode ser usado em um ensaio para monitorar os niveis de midsta-

-tina em um individuo tratado para uma condi¢do associada & miostatina. A-

plicagbes de pesquisa incluem métodos que utilizam o anticorpo da invengéo
e um marcador para detectar miostatina em uma amostra, por exemplo, em
um fluido corpéreo humano, ou em uma célula ou extrato de tecido. Os anti-
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* corpos da invengdo podem ser usados com ou sem modificagdo, e sdo mar-

cados por adesdo covalente ou ndo covalente de uma porgcao detectéyel;'”A
porgao detectavel pode ser qualquer uma que sejé capaz de produzir, direta
ou indiretamente, um sinal detectéavel. Por exemplo, a por¢cdo detectavel po-
de ser um radioisétopo como, por exemplo, °H, 'C, 2P, %S ou 25|, um
composto fluorescente ou quimioluminescente, por exemplo, isotiocianato de
fluoresceina, rodamina ou luciferina; ou uma enzima, por exemplo, fosfatase

'a!calina, beta-galactosidase ou peroxidase de raiz forte. Qualquer método-

conhecido .na técnica para conjugar separadamente o anticorpo a porgéo

'de‘teciével pode ser empregado, incluindo aqueles métodos descritos por

Hunter, e outros, Nature 144: 945, 1962; David, e outros, Biochemistry 13: |
1.014, 19.74"Pain e outros, J. Immunol. Meth. 40: 219, 1981; e Nygren, J.
Hlstochem And Cytochem 30: 407, 1982.

Sao conhecidos na técnica varios protocolos convencnonals pa- |
ra a medida de miostatina, incluindo, por exemplo, ELISAs, RIAs e FACS, e
eles fornecem uma base para o diagndstico de niveis alterédos ou anormais
da expresséo' de miostatina. Valores normais ou padronizados de expressao )
sao estabelecidos com o uso de qualquer metodologia conhecida na técnicé
por exemplo por combmagao de uma amostra que compreende um pollpep- .
tideo de miostatina com, por exemplo, antucorpos sob condigdes adequadas
para formar um complexo antlgeno anticorpo. O anticorpo é marcado direta
ou mduretamente com uma substéancia detectavel para facilitar a detecgé@o do
anticorpo ligado ou ndo ligado. Substancias detectaveis adequadas incluem

‘varias enzimas, grupos prostéticos, materiais fluorescentes, materiais lumi-

nescentes e materiais radioativos. Exemplos de enzimas adequadas incluem
peroxidase de raiz forte, fosfatase alcalina, B-galactosidase ou acetilcolines-

terase; exemplos de complexos de grupos prostéticos adequados incluem

estreptavidina/biotina e avndma/blotlna exemplos de materiais fluorescentes
adequados incluem umbeliferona, fluoresceina, isotiocianato de ﬂuorescel’na,
rodamina, diclorotriazinilamina fluoresceina, cloreto de dansila ou ficoeritrina;
um exemplo de um material luminescente inclui luminol; e exemplos de um
material radioativo incluem 2|, '3'1, 355 ou ®H (vide, por exemplo, Zola, "Mo-
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noclonai» Antibodies: A Manual of _Techniques‘", CR'C’.Press, Inc. (1987)). A

-quantidade de um complexo-padrao formado é quantificada por varios méto-

dos como, por exemplo, meios fotométricos. As quantidades de polipeptideo

de miostatina expressas nas amostras sdo entdo comparadas com os valo-
res padromzados

~ Por questao de convemenma o anticorpo da presente invengao.
pode ser fornecido em um kit, uma combmagao embalada de reagentes em
quantidades predeterminadas, com instrugdes para a realizagdo do ensaio
dlagnostlco Quando o anticorpo for marcado com uma enzuma 0 kit mcqura

substratos e co-fatores necessarios pela enzima (por exempio um precursor .

de substrato que fornece o croméforo ou fluoréforo detectavel). Além disso,
podem ser incluidos outros aditivos, por exemplo, estabilizantes, tampdes
(por exemplo, um tampao de blogueio ou um tampao de lise) e similares. As
quantidades relativas dos varios reagentes po‘dem ser variadas amplamente
para a geragao de concentragGes em solugdo dos reagentes que substanci-
almente otimizem a sensibilidade do ensaio. Partlcularmente os reagentes

podem ser fornecidos como pés secos, normalmente liofilizados, que inclu-

em excipientes, os quais, sob dissolugéo, fornecerdo uma solugédo reagente
que possui a concentragdo adequada.
Usos Terapéuticos do Anticorpo

A miostatina tem um papel no desenvolyimento muscular e em
diversos disturbios ou doengas relacionadas. Em aduitos, o mRNA de mios-
tatina é detectado primariamente no musculo esquelético, embora concen-
tragbes menores também sejam encontradas no tecido adiposb e no tecido
cardiaco (Sharma, M., e outros, J. Cell Phys:ol 180: 1, 1999). Camundongos
knock-out para miostatina possuem-uma massa muscular duas a trés vezes
maior do que seus equivalentes do tipo selvagem. O aumento da massa
muscular é resultado da hipertrofia e hiperplasia das fibras (MCPherron, A.,e
outros Nature 387: 83-90, 1997 e Zhu, X. e outros, FEBS Letters 474: 71).
Além disso, os camundongos knock-out para miostatina acumulam menos
gordura do que seus equivalentes do tipo selvagem, mas, fora isso, parecem
normais e saudaveis. Também foi demonstrado recentemente que a miosta-
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“tina € um regulador importante da adipogénese (Rebbapragada, A., e outros,

Mol. and Cell. Bio. 23: 7.230-7.242, 2003). Adicionalmente, a estrutura e o
conteido dsseos foram recentemente estudados em camundongos deficien- -
tes em miostatina (Hamrick M.W., e outros, J. Orthopaedic Research 21:
1.025, 2003; Hamrick, M.W., e outros, Calcif. Tissue Int. 71: 63, 2002).

| Portanto, uma composigéo farmacéutica que compreeride um
anticorpo monoclonal antlmnostatlna da invengéao pode ser usada para au-
mentar a massa muscular aumentar a densidade Ossea, diminuir a destrw-'
¢do muscular, ou pode ser til para o tratamento ou prevengao de condicdes

‘nas quais a presencga de miostatina causa ou contnbw para efeitos patoidgi-
' cqs indesejaveis, ou a diminui¢do dos niveis de miostatina tem um beneficio
terapéutico em mamiferos, de preferéncia, seres humanos, incluindo, sem

I|m|tagao destruugao muscular, lesao muscular cirurgia, reparo de musculos--
danmcados fraqueza, sarcopenia relacionada a idade, atrofia por desuso

osteoporose, osteoartnte, crescimento e reparo de ligamentos, obesidade,
supressao de acumulo corporal de gordura, obesidade, distrofia muscular de
qualquer tipo, mibpatia do atend_imentd_intensivo, miopatia alcodlica, caque-
xia (por exemplo, relacionada ao cancer ou induzida por HIV; ou resultanfe
de DPOC, doenga pulmonar cronica, recuperagio de sépsis, insuficiéncia
renal, insuficiéncia hepética, insuficiéncia ou doenga cardiaca), sindrorne
metabdlica, destruigao nﬁuscular pés-queimadura, e diabetes do Tipo 1. A
atrofia por desuso pode ser produzida por varias causas ou incidentes, inclu-
indo qualquer disturbio ou doenga ou estado que leve a imobilidade ou de-
suso ou permanéncia prolongada no leito, incluindo, sem’ limitagéo, trans-
plante de 6rgédo soélido, substituicdo de articulagdo, acidente vascular cere-
bral, lesdo da medula vertebral, recuperagéo de queimadura grave, hemo-

dialise sedentaria cronica, recuperagdo pds-séptica e exposigdo a mucrogra—

vidade. Como a miostatina é altamente conservada em termos de sequéncia
e fungéo através de espécies, os anticorpos da invengao podem ser usados
para aumentar a massa muscular, aumentar a densidade éssea, ou tratar ou
evitar condicbes em mamiferos nao humanos ou espécies aviarias [por e-
xemplo, animais domésticos (por exemplo, caninos e felinos), animais de
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esportes (por exemplo, eqinos), animais que servem de fontes de alimentos
(por exemplo, bovinos, Suinos e ovinos), espécies aviarias (por exemplo,

galinha, peru, outras aves de caca ou aves domésticas)] nos quais a presen-

¢a de miostatina causa ou contribui para efeitos patolégicos indesejaveis, ou
nos quais a diminuicdo dos niveis de miostatina tem um beneficio terapéuti-

co.
E aqui contemplado o uso de um anticorpo monoclonal antimi-
ostatina da presente invencgao »pafa o tratamento ou a preve“ngéo de pelo -
menos um dos distirbios mencionados anteriormente nos quais a atividade
de mlostatlna é prejudicial, ou que se benefnmam dos niveis diminuidos de

' mlostatlna bloatlva Adicionalmente, é contemplado o uso de um anticorpo

monoclonal antlmlostatlna da presente invengdo para uso na fabricagéo de

um medlcamento para o tratamento de pelo menos um dos disturbios men-

cuonados anteriormente. _

Como aqui usado, os termos "tratamento”, "que trata®, e simila-
res, referem-se a obteng¢éo de um efeito farmacoldgico e/ou fisioldgico dese-
jado. O efeito pode ser profilatico em termos de evitar completa ou parcial-
mente uma doenga ou um sintoma desta, e/ou pode ser terapéutico em ter-
mos de uma cura parcial ou completa para uma doenga e/ou efeito adverso
atribuivel a doenca. “Tratamento" como aqui usado, inclui a admlnlstragao
de um composto da presente invengao para tratamento de uma doencga ou
condi¢do em um mamifero, particularmente em um ser humano, e inclui: (a)
prevencgdo da ocorréncia da doenca em um individuo que pode estar predis-
posto a doencga, mas que ainda néo teve 0 diagnéstico .confirm'ado; (b) a ini-
bicao da doengﬁa, isto é, interromper seu desenvolvimento; e (c) alivio da do-
enca, isto é, causar a regressdo da doenga ou do disturbio, ou alivio dos sin-
tomas ou complicagdes desta. Os regimes de dosagem podem ser ajustados
para fornecer a resposta desejada 6tima (por exemplo, uma 'resposta tera-

. péutica ou profilatica). Por exemplo, pode ser administrado um Unico bolus,

podem ser administradas varias doses divididas ao longo do tempo, ou a
dose pode ser reduzida ou aumentada proporcionalmente, como indicado
pelas exigéncias da situacao terapéutica.
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- Composicao Farmacéutica

Um anticorpo da invengdo pode ser incorporado em compoSi-
¢Oes farmacéuticas adequadas a administragao a um individuo. Os compos-
tos da invengdo podem ser administrados isoladamente ou em combinacéo
com um veiculo, diluente e/ou excipiente farmaceuticamente aceité\)el, em
dose unica ou em multiplas doses. As composigdes farmacéuticas para ad-
ministragdo séo projetadas para serem adequadas ao modo de administra-
cédo selecionado, e diluentes, veiculos e/ou excipientes farmaceuticamente
aceitaveis, tais como agentes dispersantes, tampdes, tensoativos, conser-
vantes, agentes solubilizantes, agentes de isotonicidade, agentes estabili-
zantes, e similares, sao usados como for adequado. Tais composigcdes séo

‘projetadas de acordo com técnicas convencionais como, por exemplo, em

Remington, "The Science and Practice of Pharmacy”, 192 Edigdo, Gennaro,
Ed., Mack Publishing Co., Easton, PA 1995, que fornece um compéndio so-
bre técnicas de formulagdo geralmente conhecidas por aqueles habilitados
na técnica. _
' Uma composicdo farmacéutica que compreende um anticorpo
monoclonal antimiostatina da presente invengao pode ser administrada a um
individuo em risco de adquirir ou que exibe patologias aqui descritas, com o
uso de técnicas de administragéo padronizadas que incluem a administracao
oral, intravenosa, intraperitoneal, subcutdnea, pulmonar, transdérmica, in-
tramuscular, intranasal, bucal, sublingual ou por supositérios.

De preferéncia, uma composigao farmacéutica da invengéo é
uma "quantidade terapeuticamente eficaz' ou uma "quantidade profilatica-

‘mente eficaz" de um anticorpo da invengdo. Uma "quantidade terapeutica-

mente eficaz" refere-se a uma quantidade eficaz, em dosagens e por perio-
dos de tempo necessarios, para se obter o resultado terapéutico desejado.
Uma quantidade terapeuticamente eficaz do anticorpo pode variar de acordo
com fatores como o estado de doencga, a idade, 0 sexo e o peso do indivi-
duo, e a habilidade do anticorpo ou por¢ao do anticorpo para despertar uma
resposta desejada no individuo. Uma quantidade terapeuticamente eficaz

também é aquela na qual quaisquer efeitos tdxicos ou prejudiciais do anti-
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corpo sao compensados pelos efeitos terapeuticamente benéficos. Uma
"quantidade profilaticamenté eficaz" refere-se a uma quantidade eficaz, em
dosagens e por periodos de tempo necessarios, para se obter o resultado
profilatico desejado. Tipicamente, desde que uma dose profilatica seja usada
nos individuos antes ou em um estagio inicial da doenga, a quantidade profi-
laticamente eficaz sera menor do que a quantidade terapeuticamente eficaz.

| Uma quantidade terapeuticamente eficaz ou profilaticamente e-
ficaz € pelo menos a dose minima, porém menor do que a dose tdxica, de
um agente ativo que é necessaria para gerar beneficio terapéutico a um in-
dividuo. Colocado de outra forma, uma quantidade terapeuticamente eficaz -
de um anticorpo da invengé@o € uma quantidade que, em mamiferos, de pre-‘
feréncia, humanos, aumenta a massa muscular, aumenta a densidade ds-
sea, ou trata condi¢cbes nas quais a preseng¢a de miostatina causa ou contri-
bui para os efeitos patolégidos indesejaveis, em que a diminuigao dos niveis
de miostatina resulta em um efeito terapéutico benéfico em um mamifero, de .
preferéncia, um ser humano, incluindo, sem limitagdo, destruicdo muscular,
lesdo muscular, cirurgia fraqueza, sarcopenia relacionada a idade, atrofia por
desuso, osteoporose, osteoartrite, crescimento e reparo de ligamentos, obe-
sidade, supressdo de acumulo corporal de gordura, distrofia muscular de
qualquer tipo, miopatia do atendimento intensivo, caquexia (por exemplo,
relacionada ao cancer ou induzida por HIV, ou resultante de DPOC, insufici-
éncia renal, insuficiéncia hepética, insuficiéncia ou doenca cardiaca), sin-
drome metabdlica e diabetes do Tipo Il. A atrofia por desuso pode resultar
de varias causas ou incidentes, incluindo qualquer disturbio ou doenga ou
estado que leve a imobilizagao ou desuso ou permanéncia o leito prolo:ga-
da, incluindo, sem limitag&o, transplante de 6rgao sélido, substituicdo de ar-
ticulagao, acidente vascular cerebral, leséo da medula vertebral, recupera-
cao de queimadura grave, hemodidlise sedentaria croénica, pés-sépsis, recu-
peracao, e exposi¢cao a microgravidade.

A via de administragdo de um anticorpo da presente invengao

pode ser oral, parenteral, por inalagao ou tépica. De preferéncia, os anticor-

pos da inven¢ao podem ser incorporados em uma composi¢ao farmacéutica
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~ adequada a administragao parenteral.

O termo "parenteral", como aqui usado, inclui a admihistragéo
intravehosa, intramuscular, subcutériea, retal, vaginal ou intraperitoneal. Pre-
fere-se a liberagdo sistémica periférica por injecdo intravenosa ou intraperi-
toneal ou subcutanea. Veiculos adequados para essas injecées sdo conhe-
cidos na técnica. |

_ A composicao farmacéutica tipicamente deve ser estéril e esta-
vel sob aé condi¢des de fabricagcdo e estocagem no recipiente fornecido,
incluindo, por exemplo, um frasco ou seringa lacrada. Portanto, as composi-
¢Oes farmacéuticas podem ser esterilizadas por filtragio apés a produgdo da
formulacédo, ou de algum outro modo tornadas microbiologicamente aceita-
veis. Uma composigao tipica para infusdo intravenosa poderia ter'um volume
de até 250-1.000 ml de liquido, por exemplo, solugdo de Ringer estéril, soro

- fisioldgico, solugdo de dextrose e solugdo de Hank, e uma dose terapeuti-

camente eficaz (por exemplo, 1 a 100 mg/ml, ou mais) de concentragdo do
anticorpo. A dose pode variar, dependendo do tipo e da gravidade da doen-

- ¢a. Como é bem-conhecido na técnica médica, as dosagens para qualquer

individuo dependem de muitos fatores, incluindo o tamanho do paciente, &
area de superficie corporal, a idade, o0 composto especifico a ser administra-
do, o sexo, o tempo e a via de administragao, saude geral, e outros farmacos
que estiverem sendo administrados concomitantemente. Uma dose tipica
pode sér, por exemplo, na faixa de 0,001 a 1000 pg; no entanto, doses abai-

.X0 ou acima dessa faixa exemplar sao previstas, especialmente consideran-

do-se os fatores mencionados anteriormente. O regime de dosagem paren-
teral diaria pode ser de cerca de 0,1 pg/kg a cerca ¢2 100 mg/kg do peso
corporal total, de preferéncia, de cerca de 0,3 pg/kg a cerca de 10 mg/kg e,

- mais preferivelmente, de cerca de 1 pg/kg a 1 mg/kg, ainda mais preferivel-

mente de cerca de 0,5 a 10 mg/kg do peso corporal por dia. O progresso
pode ser monitorado por avaliagdes perioddicas. Para administragdes repeti-
das ao longo de varios dias ou mais, dependendo da condigao, o tratamento
é repetido até que ocorra uma supressao desejada dos sintomas da doenca.

No entanto, outros regimes de dosagem podem ser uteis e ndo sdo aqui ex-
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cluidos. A dosagem desejada pode ser liberada por uma administracdo em
bélus unica, por varias administragées_em bélus, ou por administragdo por
infusdo continua do anticorpo; dependendo do padrao de queda farmacoci-
nética que o profissional deseja obter.

Essas quantidades de anticorpo sugeridas estdo sujeitas, em
grande parte, ao acompanhamento terapéutico. O fator fundamental na sele-
¢do de uma dose e um esquema apropriados € o resultado obtido. Fatores
que devem ser levados em consideracao nesse contéxto incluem o disturbio
especifico tratado, o mamifero especifico tratado, a condigao clinica do paci-
ente individual, a causa do disturbio, o local de libera¢éo do anticorpo, o tipo.
de anticorpo em particular, 0 método de administragdo, o esquema de admi-
nistracao, e outros fatores conhecidos pelos profissionais médicos.

Os agentes tefapéuticos da invengao podem ser congelados ou
liofilizados para estocagem, e reconstituidos em um veiculo estéril adequado
antes do uso. A liofilizagdo e a réconstituigéo podem levar a graus variaveis
de perda da atividade do anticorpo. As dosagens podem ser ajustadas para
compensar essa perda. Geralmente, prefere-se um pH entre 6 e 8.

Produtos Manufaturados

Em outra modalidade da invenc&o, é fornecido um produto ma-
nufaturado contendo materiais Uteis para o tratamento ou a prevengao dos
disturbios ou condigtes descritos acima. O produto manufaturado compre-
ende um recipiente e um rétulo. Recipientes adequados incluem, por exem-
plo, garrafas, frascos, seringa e tubos de enséio. Os recipientes podem ser
formados por varios materiais, por exemplo, vidro ou plastico. O recipiente
abriga uma composi¢ao da inveng¢ag que é eficaz para evitar ou tratar o dis-
turbio ou a condigcdo, e pode ser uma via de acesso estéril (por exemplo, o
recipiente pode ser uma bolsa de solugdo intravenosa ou um frasco que
possui uma rolha que pode ser perfurada por uma agulha de injecao hipo-
dérmica). O agente ativo na composicdo € um anticorpo antimiostatina da
invencgdo. O rétulo no recipiente, ou a ele associado, indica que a composi-
¢ao é usada para o tratamento da condicao de escolha. O produto manufatu-

rado pode ainda compreender um segundo recipiente que compreende um
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tampao farmaceuticamente aceitavel, por exemplo, soro fisiolégico tampo-
nado com fosfato, solugdo de Ringer e solucdo de dextrose. Ele pode ainda
incluir outros materiais desejaveis do ponto de vista comercial e do usuario,
incluindo outros tampdes, diluentes, filtros, agulhas, seringas e bulas com
instrugdes para uso. '

Os exemplos a seguir sdo oferecidos somente para fins ilustra-

“tivos, e nao visam a limitar o escopo da presente invengéo de forma alguma.

EXEMPLOS
Exemplo 1: Ensaios ELISA

" A. Placas revestidas com miostatina e GDF-11 -

Os Fabs antimiostatina quiméricos de camundongo/humanos

da presénte invencao s&o testados em um ensaio ELISA, no qual é medida a

ligagdo do Fab a miostatina madura (forma dimérica) revestida em varias

~concentragbes em uma placa de 96 cavidades. A ligagdo dos Fabs a GDF-

11 também é testada.
Cada cavidade de duas placas de 96 cavidades é revestida

com 50 pl de miostatina humana recombinante (R&D Systems, sem veiculo,

ressuspensa primeiro em 4 mM de HCI e depois revestida a 1 ug/ml em
tampao de carbonato, pH 9,6) ou 50 ul de GDF-11 recombinante humano
(Peprotech, Inc., Cat. # 120-1 1, sem veiculo, ressuspensa primeiro em 4 mM
de HCI e depois revestida a 1 pg/ml em tampao de carbonato, pH 9,6). As
placas sao incubadas a 4°C de um dia para o outro. As cavidades sado aspi-

-radas e lavadas duas vezes com PBST (PBS + Tween-20 0,1%). As placas

sdo bloqueadas com 200 pi de tampéo de bloqueio por cavidade (BSA 1%
em PBST por 1 hgra).
Os Fabs dos extratos periplasmaticos a serem testados séo di-

‘luidos serialmente em PBST. Cinquienta microlitros de cada solugdo de Fab

sao adicionados as colunas da placa revestida com GDF-8 e GDF-11. As
placas sé@o incubadas por uma hora em temperatura ambiente. As cavidades
sao entéo lavadas 3 vezes com PBST. ‘

Anticorpo secundario conjugado a.fosfatase alcalina (50 pl de
AP kappa de cabra anti-camundongo (Southern Biotech), diluido a 1:1.000
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em PBST) é acrescentado a cada cavidade, e incubado por 30 minutos em
temperatura ambiente. As cavidades sdo entdo lavadas 3 vezes com PBST.
Cinguenta microlitros de substrato cromogénico (AMP/PMP) sao adicionados

a cada cavidade, e permite-se que se desenvolvam em temperatura ambien-

| te. A absorbancia das cavidades é lida em OD de 560 nm. Para cada Fab, é

obtida uma curva de titulagdo em uma OD relativa no ponto médio da curva
de Fab de referéncia relatada.

Esses dados demonstram que todos os Fabs testados se ligam
a miostatina madura humana ligada a placa com reatividade cruzada a GDF-
11. ,
B. Captura de Fab por ELISA

‘Uma placa de 96 cavidades é revestida com 50 ul de anticorpo

kappa de cabra anti-humano a 2 ug por ml em tampéao de carbonato. As pla-
cas sao incubadas a 4°C de um dia para o outro. As cavidades sao aspira-
das e lavadas duas vezes com PBST (PBS + Tween-20 0,1%). As placas
sdo bloqueadas com 200 ul de tampéao de bloqueio por cavidade (BSA 1%
em PBST por uma hora). Os Fabs dos extratos periplasméticos a serem tes-
tados séo capturados em colunas nas placas por duas horas a 37°C. Apds
lavagem 3 vezes com PBST, 50 pl de diluiges seriais de duas vezes de mi-
ostatina biotinilada (de 100 nM a 780 pM) sao adicionados a cada coluna de
Fabs capturados, e incubados por uma hora a 37°C. A placa é entdo lavada
com PBST, e incubada com PBST a 37°C por 1-3 horas.

Neutravidina conjugada a fosfatase alcalina (Pierce, diluida a
1:1.000 em PBST) é adicionada a cada cavidade e incubada por 2 minutos

“iem temperatura ambiente. As cavidades sdo entdo lavadas 3 vezes com

PBST. Cinquenta ul de substrato cromogénico (AMP/PMP) sdo adicionados
a cada cavidade, e permite-se que se desénvolvam em temperatura ambien-
te. A absorbéncia das cavidades € lida em uma OD de 560 nm, e a OD rela-
tiva € comparada com a da OD maxima relatada para o Fab de referéncia.
Todos os Fabs da invengao testados se ligaram em miostatina

madura humana soldvel.
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Exemplo 2 Ensaio de Neutralizacao de Miostatina
Explantes ectodérmicos sdao removidos de embrides de Xeno-

pus de blastula em estagio 8-9 por procedimentos padronizados, e cultiva-
dos em 0,5X MBS (1X MBS: 88 mM de NaCl, 1 mM de KClI, 0,7 mM de Ca-
Clz, 1 mM de MgSO4, 5 mM de HEPES, 2,5 mM de NaHCOs, gentamicina
1:1.000 v/v, albumina sérica bovina 0,1%), com a adi¢ao de fator de cresci-
mento (GDF-8 ou GDF-11) mais ou indicado, por 18 horas a 18°C, quando
entdo os émbri()es de controle alcancam o estégio inicial de néurula (estagio
15-16). Os explantes sdo fotografados, e o comprimento de cada explante é

medido com.o uso de um algoritmo de analise de imagens projetado para

quantificacao de capuz animal. Os explantes n&o tratados com fator de cres-

cimento ou Fab (cohtroles) se arredondam formando bolas de epiderme. A

miostatina e o0 GDF-11 induzem mesoderma nesses explantes ectodérmicos,

~ 0 que faz com que os explantes se alonguem e formem estruturas em forma

de halteres. Anticorpos ou Fabs, quando testados quanto a atividade neutra-

lizante, sdo adicionados ao meio de cultura que contém miostatina por toda

- a duragéo do periodo de cultura, e sua habilidade para inibir os movimentos

alongamento induzidos por fator de crescimento é avaliada. Acrescenta-se
miostatina aos explantes a 25 ng/ml. Os anticorpos ou Fabs a serem testa-
dos sé&o adicionados a 20 pg/ml. Um Fab gerado para um antigeno irrelevan-
te é usado como controlé. Um anticorpo monoclonal anti-GDF-8 de camun-
dongo disponivel comercialmente pode ser testado como controle; esse anti-

-corpo é produzido em cabras imunizadas com GDF-8 de camundongo purifi-

cado, e foi demonstrado pelo fabricante que ele neutraliza o alongamento
dos capuzes animais de Xenopus despertado por 25 ng/ml de GDF-8 muri-
deo, quando presente em aproximadamente 10-20 ug/ml (R&D Systems Cat.

# MAB788).

O programa ImagePro (versao 4.5.1.22, de Media Cybernetics)

é usado bara 0 processamento das imagens.
_ E criada uma macro para automatizar 0 processamento das i-
magens. A macro processa a imagem e registra o comprimento em unidades

de bits. Podem ser usados métodos alternativos de medicdo, como é conhe-
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cido na técnica. Contempla-se que os anticorpos da invengao neutralizam a
atividade de GDF-8 no ensaio de capuz animal.
Exemplo 3: Medida da Afinidade de Fabs

A afinidade (Kp) e as taxas de kon € kot dos Fabs antimiostatina

da presente invengdo sdo medidas com o uso de um instrumento BlAcore®

2000 contendo um chip sensor CM4. O BlAcore® utiliza as propriedades 6p-

ticas da ressonancia de plasmoénio de superficie para detectar as alteragdes

na concentragao de proteina de molécuias de interacdo dentro de uma ma-

triz do biossensor de dextrana. Exceto quando observado, todos os reagen-

tes e materiais sdo adquiridos de BlAcore® AB (Upsala, Suécia). Todas as
medidas sao realizadas a 25°C. As amostras contendo Fabs s&o dissolvidas

em tamp&o HBS-EP (150 mM de cloreto de sédio, 3 mM de EDTA, tensoati-
vo P-20 0,05% (p/v), e 10 mM HEPES, pH 7,4). Miostatina ou GDF-i 1 (R&D
Systems) é imobilizada sobre células de fluxo de um chip CM4 com a utiliza-
¢ao de quimica de acoplamento de amina. As células de fluxo (1-4) sao ati-
vadas cdm uma mistura 1:1 de 0,1 M de N-hidroxissuccinimida e 0,1 M de 3-
(N,N-dimetilamino)propil-N-etilcarbodiimida em uma taxa de fluxo de 20
pl/min. Miostatina ou GDF-11 (2,5 pg/ml em 10 mM de acetéto de sddio, pH
4,5) é injetada manualmente sobre as células de fluxo individuais, em uma
taxa de fluxo de 10 pl/min. A densidade da superficie € monitorada até que
cada célula de fluxo atinja uma densidade de superficie de ~150 unidades
de resposta (RU). As superficies sao bloqueadas com uma injegao de 50 pl
de 1 M de etanolamina-HCI, pH 8,5 (10 pl/min). Para assegurar a remogao
completa de qualquer miostatina ou GDF-11 ligada de forma ndo covalente,
15 pl de 10 mM de glicina, pH 1,5; sdo. injetados duas vezes. O tampéao de
processamento usado para os experimentos cinéticos continha 10 mM de
HEPES, pH 7,4, 150 mM de NaCl, P,O 0,005%.

A coleta dos dados de ligacao cinética é realizada na taxa de
fluxo méxima (100 pl/min). Cada ciclo de analise consiste em: (i) inje¢cao de
250 pl de um Fab (a concentragao varia de 50 nM a 0,4 nM em incrementos
de diluicao de duas vezes) sobre todas as 4 células de fluxo, com a célula de

fluxo 1 como a célula de fluxo de referéncia, (ii) dissociacdo de 20 minutos
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(fluxo de tampao), (iii) regeneragcao da superficie de GDF-8 ou GDF-11 com
duas inje¢oes de 15 pl de 10 mM de glicing, pH 1,5, (iv) uma injecao de con-
trole dev15 pl de tampéo de processamento, e (v) um tempo de estabilizagao
de 2 minutos, antes do inicio do ciclo seguinte. O sinal € monitorado como
célula de fluxo 2 menos célula de fluxo 1, célula de fluxo 3 menos célula de
fluxo 1, e célula de fluxo 4 menos célula de fluxo 1. As amostras e um con- .

‘trole de tampéo séo injetados em duplicata em uma ordem aleatéria. Os da-
‘dos sé@o brocessados usando o programa de computador SCRUBBER
-("Center for Biomolecular Interaction Analysis", Universidade de Utah).‘ As
‘taxas de associagao e dissociagao para cada ciclo séao determinadas ajus-

tando-se os dados do biossensor usando um modelo de associagéo simples
com a utilizagao de ClampXP ("Center for Biomolecular Interaction Analysis",
Universidade de Utah) para extrair as constantes da taxa ko, € ko, @ cons-

~ tante de equilibrio de ligacao, Kg4, é calculada com o uso do relacionamento

Ka = Koti'kon. Os Fabs 41-1 e 412-6, quando medidos no ensaio acima, pos-
suem afinidades para GDF-8 de 4,16 nM (4,16 x 10”° M) e 0,46 nM (46 x 10

19 M), respectivamente, e tiveram aﬁnid'a_des para GDF-11 de 8,96 nM e 0,81

nM, respectivamente; a especificidade relativa para ambos os Fabs foi de
aproximadamente uma preferéncia de duas vezes por GDF-8 em relagao a
GDF-11. (Tabela 2)

Tabela 2
GDF-8 v GDF-11
Fab Koo (M7 S7) kon(sec™) | Ko (MM) koo (M7 87) (4 Kon(sec) | Ka (nM)
___|(x10%) (x 10%) calc.  [10°) (x10°) ealc.
411 | 116 482 % | 416 | 1,04 9,32 8,96
412-6 | 3,59 1,66 046 | 509 [ 410 0,81

-Exemplo 4: Medida da Afinidade de Mabs

As medidas da afinidade de ligagao para anticorpos monoclo-
nais de comprimento total da invengdo sdo determinadas com o uso de um
ensaio Sapidyne KINEXA. Glébulos de sefarose de fluxo rapido ativados por
NHS (GE Healthcare) sao pré-revestidos com um anticorpo da invengao (50

Mg de anticorpo antimiostatina por ml de glébulos), e bloqueados com 10
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mg/mi de BSA em 1 M de Tris-HCI, pH 8,0. A seguir, 2 pM, 4 pM, 40 pM de
um anticorpo da invengéo (por exemplo, 3-74/C1E4) sao incubados com va-
rias concentragéo (por exemplo, 2,4 pM a 10 nM, diluigdes seriais) d'e mios-
tatina em tampdo de processamento (PBS, Tween-20 0,005% (v/v) e 1

| mg/mi de ovalbumina) por 10 horas em temperatura ambiente. Para deter-

minar o anticorpo livre presente no equilibrio, cada amostra é passada atra-
vés dos glébulos reve_StidOs com miostatina. A quantidade de anticorpo liga-
do aos glébuios é entdo quantificada passando-se uma solugdo de anticorpo
Fc de cabra anti-humano marcado com fluorescéncia (Cy5) (Jackson lrﬁmu-
no Research) diluida a 1:4.000 em tampao de processamento sobre os glé-
bulos. O sinal de fluorescéncia medido € proporcional a concentragdo de
anticorpo livre no equilibrio. Cada concentracdo de miostatina é medida em
duplicata. A constante de dissociagéo em equilibrio (Kp) é obtida a .partir de
uma regressao nao linear das curvas de competi¢ao usando um modelo de
ligagcdo one-site homogéneo, de multiplas curvas (programa KINEXA).

A constante da taxa de associacao (kon) para a ligagcao de GDF-
8 também é determinada com o uso de um ensaio Sapidyne KINEXA. O an-
ticorpo de 2 pM é misturado com 20 pM de GDF-8 com é utilizacdo das
mesmas condi¢des descritas acima. Por varias vezes, as amostras sao son-
dadas quanto ao anticorpo livie com o uso das condigdes descritas acima
para a ligagcdo em equilibrio, e depois a dependéncia de tempo resultante é
ajustada com o uso do programa KINEXA para determinar a taxa de associ-
acao (Kon). A constante da taxa de dissociacao (ko) € calculada com o uso
da expressao K = Kp X Kon. O anticorpo monoclonal de comprimento total

- 3-74/C1E4;(ligado operacionalmente a uma regido Fc de IgG4) foi medido

usando o ensaio descrito, e os resultados obtidos sao listados abaixo na Ta-
bela 3. '
Tabela 3
Mab Ko, PM (C1 95%) _lkon, M 57" (CI 95%) ktt, S™', calculado
3-74/C1E4  |1,39(0,20-3,58) [1,49 x 10°(1,39-1,58 x 10°) [2,08 x 10°
Exemplo 5: Ensaio Repérter de Miostatina/SBE

Neste ehsaio repérter, um plasmideo que codifica um gene re-
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poérter, isto é, gene luciferase, abaixo de um eklemento de ligagéb SMAD
("SBYE"), mais especificamente (CAGA)42, expressa a proteina de luciferase
quando uma molécula como, por exemplo, miostatina, GDF-11 ou outro
membro da superfamilia do TGF-B, se liga a seu proprio receptor, desenca-
deando, dessa forma, a sinalizagdo SMAD que resulta em um complexo
SMAD fosforilado que é capaz de ligagdo ao SBE. A sequéncia CAGA foi
relatada previamente como sendo uma sequéncia TGF-13 responsiva dentro
do promotbr do gene PAI-1 induzido por TGF-8 (Denner e outros, EMBO J.,
17: 3.091-3.100, 1998). A quantidade de miostatina ativa exposta as células
¢é diretamente proporcional a quantidade da enzima luciferase produzida, a

qual é diretamente proporcional a quantidade de luz produzida e mensura-

vel. A presen¢a de um inibidor (por exemplo, um anticorpo que se liga a mi-

ostatina) reduz a quantidade de miostatina capaz de ativar o SBE, o que, em
ultima andlise, resulta em uma producgao reduzida de luz. Este ensaio tam-
bém é descrito na Publicag&o Internacional Numero WO 2004/037861, aqui
incorporada. _

Contempla-se que um Ensaio Repérter de Miostatina/SBE nao -
se limite as condi¢des exatas aqui descritas; outros tipos de células podem
ser usados, por exemplo, células 293HEK (ATCC) ou A204 de rabdomios-
sarcoma (vide, por exemplo, Whittemore, e outros BBRC, 200: 965-7.1,
2003); outros tipos de répérteres podem ser usados, por exemplo, CAT, B-
gal, GFP, e po'dem ser usadas outras condi¢des de crescimento para as cé-

lulas e outras condi¢des de ensaio, incluindo quantidades variaveis de mios-

tatina na reacé@o. Aqueles habilitados na técnica serao capazes de discernir
se ufn ensaio se enquadra no escopo de um ensaio repdrter de miostati.
na/SBE, pois ele teria um vetor que compreende um elemento SBE acima de
um gene repdrter introduzido em uma célula hospedeira, em que o elemento
SBE usado é responsivo ao SMAD produzido em resposta a ligagcao de mi-
ostatina ao receptor de miostatina. R.S. Thies, e outros, Growth Factors, 18:
251-259, 2001, descrevem um ensaio similar, enquanto Wittemore, L. e ou-
tros, BBRC, 300: 965-971, 2003 descrevem a resposta do elemento SBE ao

SMAD produzido em resposta a ligacao de miostatina ao seu receptor.
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Neste ensaio, células 293E (Edge Biosystems) em um frasco T-
75 crescem em meio DMEM/F12 (1:1) (Gibco 10565-042) e FBS 10%. As
células sdo transfectadas com uma mistura de 100 pl de lipofectamiha 2000
(Invitrogen 11668-019), 5 ml de OptiMEM | (Gibco 51985-034) e 30 u g de

' DNA de SB-luciferase por 4 horas a 37°C. A mistura de transfecgao € entao

removida, e adiciona-se meio completo por 1 hora a 37°C. As células séo
tripsinizadas € ressuspensas em meio completo a 2 x 10° células/ml, e 50 pl
sao plagueados em cada cavidade de uma placa de 96 cavidades Biocoat
(BD 35-6461) e incubados por 1 hora a 37°C. Apés o término da incubak;éo,

0 meio € substituido por 100 pl de cada Fab a ser testado diluidos serial- = -

mente a 1:2, e pré-incubado por 1 hora a 37°C com uma solugao 1:1 de 40
ng/ml de miostatina (R&D Systems 788-G8) ou GDF-11 (R&D Systems) em
meio completo. A ,

A placa é deixada de um dia para o outro a 37°C, CO, 5%, e no
dia seguinte sao adicionados 100 ul de uma mistura 1:1 de Tampéao de Lise
Glo e reaigente de Luciferase Bright-Glo (Promega) a cada cavidade, sendo
também misturados por pipetagem. Dessa mistura, 150 pl sdo transferidos
para uma placa de 96 cavidades branca, e a luminescéncia ‘é medida com o **
uso de um lumindmetro. A luminescéncia é entao tabulada contra a concen-
tracao de Fab, e a ICso para cada Fab por miostatina e GDF-11 é calculada.

Os Fabs testados com o uso das condigdes descritas acima

geraram os valores de ICsg listados na Tabela 4 abaixo.

Tabela 4 -
Fab ICso GDF-8 ICso GDF-11
41H-A7 10nM .~ 40 M
M1L3F12 40 nM 100 nM
41C1A2 1nM 1,2 nM
41C1A4 1nM 2 nM
41C1E4 1 nM 4 nM
41C12A4 1nM 4 nM
41C2A4 1 nM 4 nM
3-74/C1E4 1 nM 4 nM
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Exemplo 6: Farmacocinética ‘
A farmacocinética (PK) dos anticorpos da invengcdo pode ser
avaliada em camundongos C57B6/SCID em uma dose de 1 mg/kg apds uma

administragao unica intravenosa (IV) ou intraperitoneal (IP). Os animais re-
cebem uma mistura de anticorpo ndo marcado e marcado com '*| em uma
dose descrita acima, e a concentragdo sérica é determinada com base na
radioatividade de '®I no soro, e a atividade especifica da dose injetada. E
feito um grafico da concentragéo sérica do anticorpo administrado IV ou IP

versus tempo.
Exemplo 7: Efeito in vivo sobre a massa e a forca musculares

Para determinar se um anticorpo da invencao blogueia a ativi-
dade de miostatina in vivo, um anticorpo da inven¢do pode ser testado em
camundongos SCID adultos. Camundongos SCID sofrem de uma grave de-
ficiéncia imunolégica combinada e, portanto, ndo geram uma reagdo imuno-
l6gica apds inje¢cao de um anticorpo da invengcdo. A massa muscular é usada
como um indicador da atividade de miostatina em camundongos tratados
com um anticorpo da invencao.

Fémeas de camundongos S€ID/CB17 (Taconic Biotechnology)
sdo pesadas e distribuidas em grupos de dez. Um anticorpo da invengéao
(41C1E4) em tampéo de PBS é injetado por via subcutanea nos camundon-
gos.em varias doses (10, 5 e 2 mg/kg) nos dias 0 e 7. Em um grupo de con-
trole, 1I9G a 10 mg/kg € injetada por via subcutdnea nos camundongos nos
dias 0 e 7. No 142 dia, a forca muscular, a forca do membro frontal, é medida
com um medidor de forga de preenséo (por exemplo, modelo 1027 csx, Co-
Iumbhs_ Instruments).f:}Os animais sdo sacrificados, e a massa muscular é

avaliada por ressonancia magnética nuclear (RMN). Os pesos liquidos dos

-musculos gastrocnémio e quadriceps também sdo medidos, além do peso

corporal. Os resultados, as médias e os erros-padrao para os varios parame-
tros sdo apresentados na Tabela 5 abaixo. Os dados séo transformados por
um método de transformagédo Box Cox para normalizacdo dos dados. Os
desvios de cada parametro sao identificados por meios estatisticos com o
programa JMP 5.1 (SAS, Inc.), e excluidos do conjunto de dados. A signifi-
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céncia estatistica foi determinada por ANOVA e por um teste t de Student.
Um valor de p de menos de 0,05 foi considerado significante. O anticorpo

testado a 5 mg/kg e 10 mg/kg gera resultados estatisticamente significativos

em relagéo ao grupo de controle de IgG para todos os parametros testados.

O anticorpo testado a 2 mg/kg gera resultados estatisticamente significativos

em relagdo ao grupo de controle de 'IgG para os parametros de RMN do

musculo, peso liquido do quadriceps e peso liquido do,gastrocnémio. -

Tabela 5
|Grupo de estudo  [PC inicial PC final (g) [RMN do mus{Peso liquidoPeso liquidoForgca de
() culo (g) do quadricepsdo gastrocné-preensao
(mg) mio (mg) : (Newtons)
IgG de controle 19,82 +0,35 20,89 +0,33 |15,17 + 0,27 [159,92 +4,13[92,84 +1,99 [2,89 + 0,08
41C1E42mgkg [19,92+0,32 21,78 +0,22 16,27 +0,13 172,07 +1,563]102,13 + 0,88 [2,99 + 0,07
41C1E45 mgkg - [19,94+0,34 21,9+0,37 16,54 +0,39 [185,27 +4,67|108,16 2,3 13,23 + 0,04
41C1E4 10 mg/kg [19,.9+0,34 P2,3+04 16,99 + 0,27 [190,03 + 3,2 {109,5 +2,03 ‘3,18 + 0,08

PC = peso corporal -
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170

Tyx

Ile

Gln

Gly

Asn

250

Arg

Ser

Thr

Gln

Asp

75

Ile

Glu

Thr

Phe

Gln

155

Val

Thr

Trp

Pro

His

235

Pro

Asp

Glu

Trp

Ile

60

Val

Asp

Asp

Glu

Phe

140

Leu

Gln

Gly

Gln

Glu

220

Asp

Phe

Phe

Gln
Arg
45

Leu
Ile
Gln
Asp
Ser
125
Lys
Trp
Ile
Ile
Ser
205
Ser
Leu

Leu

Gly

Lys Glu
30

Gln Asn
Ser Lys
Arg Gln

Tyr Asp.

95
Asp Tyr
110

Asp Phe
Phe Ser
Ile Tyr

Leu Arg
175

Arg Ser

190

Ile Asp

&

Asn Leu
Ala Vval

Glu val
255
Leu Asp

270

Asn

Thr

Leu

Leu

80

val

His

Leu

Ser

Leu

160

Leu

Leu

val

Gly

Thr

240

Lys

Cys
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Asp
Asp
Lys

305

Tyr

Gly.

Phe

Val

Glu

Phe

230

Ala

Pro

Pro

Asn

Asp

370

<210>

<211>

<213>

- <212>

<400>

2

Homo

2

His Ser Thr Glu

.275

Glu Ala

Asn Tyr

His Thr

Cys Cys

340

Gly Lys

355

Arg Cys

109

PRT

Asp Phe Gly Leu

1

Arg

Tyr

Ile Ala

Phe Val

Asn

65

Pro

50

Pro

Ile

Pro Leu

20
Pro Lys
35

Phe Leu

Arg Gly

Asn Met

Phe

Cys

His

325

Thr

Glu

Gly

sapiens

Asp

Thr

Arg

Gln

Ser

Leu

85

Gly

Ser

310

Leu

Pro

Gln

Cys

Cys

Val

Tyr

Lys

Ala
70

TYTY

Ser

Trp

295

Gly

val

Thr

Ile

Ser

375

Asp

Asp

Lys

Tyr

55

Gly

Phe

Arg Cys
280

Asp Trp
Glu Cys
His Gln
Lys Met

345

Ile Tyr

360

Glu His

Phe Glu
25

Ala Asn

40 |

Pro His

Pro Cys

Asn Gly

70

Cys

Iie

Glu

Ala

330

Ser

Gly

Ser
10

Ala

TYY

‘Thr

Cys

Lys

90

Arg
Ile
Phe
315
Asn

Pro

Lys

Thr
Phe
Cyé
His
Thr

75

Glu

Tyr

Ala

300

Val

Pro

‘Ile

Ile

Glu

Gly

Ser

Leu

60

Pro

Gln

Pro

285

Pro

Phe

Arg

Asn

Pro

365

Ser

Trp

Thr

Ile

Leu Thr val

Lys Arg Tyr

Leu Gln Lys

320

Gly Ser Ala

335

Met Leu Tyr

350

Ala Met Val

Arg

Asp

30

Glu

‘His

Lys

Ile

Cys

15

Trp

Cys

Gln

Met

Tyr

95

Cys

Ile

Glu

Ala

Ser

80

Gly
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<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

3
109
PRT
Ovis

3 .

Asp Phe Gly

1

Arg Tyr

Ile Ala

Phe Leu

50
Asn Pro
65

Pro Ile

Lys Ile

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

<400>

-Asn Leu

1

Arg Tyr

Ile Ala

Pro

Pro
35

Phe
Lys
Asn
Pro
4
109
PRT
Homo
4
Gly

Pro

Pro

35

100

sp.
Leu Asp

Leu Thr
20

Lys Arg
Leu Gln
Gly Ser

Met Leu
85
Gly Met

100

sapiens

Leu Asp

5
Leu Thr
20

Lys Arg

Cys Asp

Val Asp

Tyr Lys

Lys Tyr

55
Ala Gly
70

Tyr Phe

val val

Cys Asp
Val Asp

Tyr Lys

71

" Lys Ile Pro Ala Met Val Val Asp Arg Cys Gly Cys Ser

105

Glu His Ser Thr Glu Ser Arg Cys
10 - 15

Phe Glu Ala Phe Gly Trp Asp Trp

25 30

Ala Asn Tyr Cys Ser Gly Glu Cys

40 45

Pro His Thr His Leu Val His Gln

60
Pro Cys Cys Thr Pro Thr Lys Met
75

Asn Gly Lys Glu Gln Ile Tle Tyr
90 95

Asp Arg Cys Gly Cys Ser

105

Glu His Ser Ser Glu Ser Arg Cys

10 15

Ile

Glu

Ala

Ser

80

Gly

Cys

Phe Glu Ala Phe Gly Trp Asp Trp Ile

25 30

Ala Asn Tyr Cys Ser Gly Gln Cys Glu

40 45
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72

Tyr Met Phe Met Gln Lys Tyr Pro His Thr His Leu Val Gln Gln Ala

50 55

Asn

65 70

Pro

85
Lys
100

<210> 5

<211> 339

{212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Constructo sintético
<400> 5

gaggtgaagc tggtggagtc tgggggaggc
. tcctgtgcag cctctggact cactttcagt
ccggagagga ggctggagtg ggtcgcagcc
tcagacactg tgaagggccg attcaccatt
ctgcaaatga aéagtctgag gtctgaggac
gactactggg gccaaggcac cacggtcacc
<210> 6

<211> 324

<212> DNA

<213> Artificfal

<220>

<223> Constructo sintético
<400> 6

gaaaatgtgc tgacccagtc tccagcaatc
atgacctgca gggccagctc aagtgtaagt
tcaggtgcct cccccaaact ctggatctat
gctcgettca gtggcagtgg gtctgggacce

75

90

105

ttagtgaagc
aggtatggca
attaatagtc
tccagagaca
acagccttgt

gtttcctca

atgtctgcat
tccagttact
agcacatcca

tcttactctc

60

Ile Pro Gly Met Val val Asp Arg Cys Gly Cys Ser ;

ctggagggtc
tgtcttgggt
atggtggtag
atgccaagaa

attactgtgc

ctccagggga
tgcactggta
acttggcttc

tcacaatcag

Pro Arg Gly Ser Ala Gly Pro Cys Cys Thr Pro Thr Lys Met Ser

80

Ile Asn Met Leu Tyr Phe Asn Asp Lys Gln Gln Ile Ile Tyr Gly

95

cctgaaactc
tcgccagact
cacctactat
caccctgtac

aagacttccg

aaaggtcacc
ccagcagaag
tggagtccct

cagtgtggag

60

120

180

240

300

339

60

120

180

240
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gctgaagatg ctgccactta ttactgccag cagtacagtg gttaccactt cacgttcggce 300
tcggggacca agctggaaat gaaa : v 324
<210> 7 | |

<211> 113

5 <212> pRT
<213> Artificial
<220>
<223> Constructo sintético
<400> 7
10 Giu Val Lys Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Lys Pro Gly Gly
1 S .. 10 15
Ser Leu Lys Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Leu Thr Phe Ser Arg Tyr
20 25 . 30
Gly Met Ser Trp Val Arg Gln Thr Pro Glu Arg Arg Leu Glu Trp Val
15 ' 35 40 - 45
Ala Ala Ile Asn Ser His Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ser Asp Thr Val
50 55 60
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 80
20A Leu Gln Met Asn Ser Leﬁ Arg Ser Glu Asp Thr Ala Leu Tyr Tyr Cys
85 90 95
Ala Arg Leu Pro Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser

100 105 110

Ser

e

& <210> 8
<211> 108
.<212> PRT
<213> Artificial
<220>
30 <223> Constructo sintético

<400> 8
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. Glu

Glu

Tyr

Ile

Gly

65

Ala

Phe

Asn

Lys

Leu

Tyr

50

Ser

Glu

Thr

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

9

Val

val

His

35

Ser

Gly

Asp

Phe

12

PRT

Leu

Thr

20

Trp

Thr

Ser

Ala

Gly

100

Mus sp.

Thr

Met

Tyr

Ser

Gly

Ala
85

Ser

Gln

Thr

Gln

Asn

Thr

70

Thr

Gly

Ser

Cys

Gln

Leu
55

Ser

Tyr

Thr

Pro Ala

Arg Ala

25
Lys Ser
40

Ala Ser

Tyr Ser

Tyr Cys

Lys Leu

105

74

Ile
10

Ser
Gly
Gly
Leu
Gln

90

Glu

Met

Ser

Ala

val

Thr

75

Gln

Met

Ser
Ser
Ser
Pro
60

Ile

Tyr

Lys

Arg Ala Ser Ser Ser Val Ser Ser Ser Tyr Leu His

1 5

<210> 10

<211> 12

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Constructo sinﬁético
<400> 10

10

Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Ser Tyr Leu His

1
<210> 11
<211> 12

5

10

Ala

Val

Pro

45

Ala

Ser

Ser

Ser

Ser

30

Lys

Arg

Ser

Gly

Pro

15

Ser

Leu

Phe

val

Tyr

95

Gly

Ser

Trp

Ser

Glu

80

His

U
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75

<212> PRT.
<213> Artificial

<220>

. <223> Constructo sintético

<400> 11

Arg Ala Leu Ser Ser Val Ser Ser Ser Tyr Leu His

1 _ 5 10
<210> 12

<211> 12

<212> PRT

<213> Artificial

<220> |

<223> Constructo sintético

<220>

<221> REGIEO DE INTERESSE SIOLAGICO
<222> (3)..(3) |

<223> X is Sou L

<220>

<221> REGIAO DE INTERESSE SIOLOGICO
<222> (4)..(4)

<223> x is S ou Q

<400> 12

Arg Ala Xaa Xaa Ser Val Ser Ser Ser Tyr Leu His

1 . 5 . 10
<210> 13 pa
<211> 7

.<212> PRT

<213> Artificial
<220>
<223> Constructo sintético

<400> 13
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76

Ser Thr Ser Asn Leu Ala Ser

1 5
<210> 14 |
<211> 7

<212> PRT

<213> Artificial

1 <220>

<223> Constructo sintético
<400> 14

Ser Thr Ser Asn Leu Ala Ala

1 5
<210> 15

<211> 7

<212> PRT

<213> Artificial =

<220>

<223> Constructo sintético
<400> 15

Ser Thr Ser Asn Leu Ala Thr

1 5
<210> 16

<211> 7

<212> PRT

<213> Artificial

<220> ’ £
<223> Constructo sintético
<400> 16

Ser Thr Ser Asn Leu Ala Asn

1 5
<210> 17
<211> 7

<212> PRT
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<213>

<220>

<223>

<400>

77

Artificial

Constructo sintético

17

Ser Thr Ser Asn Leu Ala Asp

1

<210>
<211>
<212>
<2l3>
<220>
<223>

<400>

5
18
7
PRT
Artificial

Constructo sintético

18

Ser Thr Ser Asn Leu Val Ala

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

5
19
7
PRT -
Artificial

Constructo sintético

19

Ser Thr Ser Asn Leu Val Phe

1

<210>

<211>

-<212>

<213>
<220>
<223>

<400>

5
220
7
PRT
Artificial

Constructo sintético

20



Rl

10

15

20

25

30

78

Ser Thr Ser Asn Leu Thr Trp

1

<210>

<211>

<212>

<213>

| <220>

<223>

<400>

5
21
7
PRT
Artificial

Constructo sintético

21

Ser Thr Ser Asn Leu Met Asp

1.

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

<400>

5
22
7
.PRT
Artificial

Constructo sintético-

22

Ser Thr Ser Asn Leu Val Tyr

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

5
23
7
PRT
Artificial

Constructo sintético

23

Ser Thr Ser Asn Leu Val Trp

1

<210>

<211>

<212>

5

24

9

PRT
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<213>
<220>
<223>

<400>

Gln Gln Tyr Ser Gly Tyr His Phe Thr

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Gln His Tyr Ser Gly Tyr His Phe Thr

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Gln Asn Tyr Ser Gly Tyr His Phe Thr

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Artificial

Constructo sintético

24

5
25
9
PRT
Artificial

Constructo sintético

25

5
26 -
9
PRT
Artificial

Constructo sintético

26

5
27
9
PRT
Artificial

Constructo sintético

27

79
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1

<210>
<2i1>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

1

'<210>

<211>
<212>
<213>
<226>
<223>

<400>

80

- Gln Gln Tyr Ser Gly Tyr Phe Phe Thr

5
28
9
PRT
Artificial

Constructo sintético

28

'Gln Gln Tyr Ser Gly Tyr Gln Phe Thr

5
29
9
_PRT
Artificial

Constructo sintético

29

Gln Gln Tyr Ser Gly Tyr Thr Phe Thr

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

5
30
9
PRT
Artificial

Constructo sintético

30

Gln Gln Tyr Ser Gly Tyr Ser Phe Thr

1

<210>

<211>

<212>

5

31

9

PRT
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<213>
<220>
<223>

<400>

Gln Leu Tyr Ser Gly Tyr His Phe Thr

1

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

<400>

Gln Pro Tyr Ser Gly Tyr His Phe Thr

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Gln His Tyr Leu Gly Tyr His Phe Thr

1

<210>

<211>

.<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Artificial

Constructo sintético

31

5
32
9
PRT
Artificial

Constructo sintético

32

5
33
9
PRT
Artificial

Constructo sintético

33

5
34 V Z
9.
PRT
Artificial

Constructo sintético

34

81



10

15

20

25

30

82

Gln His His Ser Gly Tyr His Phe Thr

1

<210>

<211>
<212>_

"<213>

<220>
<223>

<400>

1

'<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

- <223>

<400>

5
35
9
PRT
Artificial

Constructo sintético

35

Gln His Tyr Ser Gly Tyr His Trp Thr

5
36
9
PRT
Artificial

Constructo sintético

36 n

Gln Trp Tyr Ser Gly Tyr His Phe Thr

1

<210>

<211>

-<212>

<213>

:s*<220>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

5
37
9
PRT
Artificial

Constructo sintético

REGIAO DE INTERESSE SIOLOGICO

(2)..(2)

X is Q, N, H, L, Pou W

REGIAO DE INTERESSE SIOLOGICO

g
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<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

83

(3)..(3)

X is Y ou H

REGIAO DE INTERESSE SIOLOGICO
(4)..(4)

X is Sou L

REGIAO DE INTERESSE SIOLOGICO
(7)..(7)

X is H, F, QouT

REGIZO DE INTERESSE SIOLOGICO
(8)..(8)
X-is F ou W

37

Gln Xaa Xaa Xaa Gly Tyr Xaa Xaa Thr

<211>

<212>

<213>

<400>

5
38
10
PRT
Mus sp.

38

Gly Leu Thr Phe Ser Arg Tyr Gly Met Ser

1

<210>

<211>

-<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

5 _ 10
39
10
PRT
Artificial

Constructo sintético

39
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84

Gly Leu Thr Phe Ser Arg Tyr Thr Met Ser

1

<210>

<211>

<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

5 10
40
10
‘PRT
Artificial

Constructo sintético

40

Gly Leu Thr Phe Ser Arg Tyr Pro Met Ser

1

<2;0>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

5 10
a1
10
. PRT
Artificial

Constructo sintético

41

Gly Leu Asn Phe Ser Arg Tyr Gly Met Ser

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

5 10
42
10
PRT
Artificial

Constructo sintético
REGIZ0 DE INTERESSE SIOLOGICO
(3)..(3)

X is T ou N

REGIAO DE INTERESSE SIOLOGICO
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<222> (8)..(8)
<223> X is G, T ou P
<400> 42

Gly Leu Xaa Phe Ser Arg Tyr Xaa Met Ser

1 .- 10
<210> 43
<211> 17

<212> PRT
<213> Mus sp.
<400> 43

Ala Ile Asn Ser His Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ser Asp Thr Val Lys

1 - 5 10 15
Gly

<210> 44

<211> 17

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Constructo sintético
<400> 44

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

1 5 10 15
Gly

<210§ 45

<211> 17 :

<212> PRT

.<213> Artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 45

Ala Ile Asn Ser Arg Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ser Asp Thr Val Lys

1 5 10 15
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86

Gly

<210> 46
<211> 17
;212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Constructo sintético .
<400> 46.

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

1 5 10 ' ‘ 15
61y

'<210> 47

<211> 17

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

. <223> Constructo sintético

<400> 47

Ala Ile Asn Ser Glu Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ser Asp Thr Val Lys

1 5 10 . 15
Gly

<210> 48

-<211> 17

<212> PRT

<213> Art¥ficial

<220>

<223> Constructo sinﬁético

<400> 48

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

Gly

<210> 49
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- <211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

87

17
PRT

Artificial

Constructo sintético

49

Ala Ile Asn Ser Met Gly'Gly Ser Thr Tyr Tyr Ser Asp Thr Val Lys

1 .
Gly
<2l0>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

5 10 - 15
50
17
PRT
Artificial

Constructo sintético

50

Ala Ile Asn Ser Thr Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ser Asp Thr val Lys

1

Gly

<210> -

<211>
<212>
<213>
<220§
<223>

<400>

5 10 15
51
17
PRT
Artificial

Constructo sintético

51

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

1

Gly
<210>
<211>

<212>

5 10 15

52
17

PRT
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<213> Artificial

<220>

%223> Constructo sintético
<460> 52

Ala Ile Asn Ser Pro Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ser Asp Thr Val Lys

1 : 5 , 10 _ 15
Gly , ' : j
<210> 53

<211> 17

<212> PRT

{213> Artificial

'<220>

<223> Constructo sintético
<400> .53

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

1 ' 5 , 10 - 15
Gly

<210> 54

<211> 17

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

'<223> Constructo sintético
<400> 54

Ala Ile Asn Ser Tyr Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ser Asp Thr vkl Lys

1 5 10 15
Gly

<210> 55

<211> 17

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
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<223> Constructo sintético

<400> 55

Ala Ile Asn Ser Trp Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ser Asp Thr Val Lys

1 5 10 .15
Gly ‘
<210> 56

<211> 17

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Constructo sintético
<400> 56

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

1 : 5 10 15
Gly

<210> 57

<211> 17

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Constructo sintético
<400> 57

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

T 5 10 15
Gly ’ o

<210> 58

211> 17

<212> PRT

<213> Artificial
<220>
<223> Constructo sintético

<400> 58
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90

Ala Ile Asn Ser Leu Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ser Asp Thr val Lys

1
Gly

<210>
<211>

<212>

<223>

<400>

S ' 10 15
59
17
PRT

Artificial ' T

Constructo sintético

59

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

1

Gly
<210>
<211>

<212>

. <213>

<220>

<223>

<400>

) 10 15
.60
17
PRT
Artificial

Constructo sintético

60

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

1

Gly

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

5 10 15
61
177" £
PRT
Artificial

Constructo sintético

61

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

1

5 ’ 10 15
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Gly

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

<400>

91

62
17
PRT

Artificial

Constructo sintético

£9
O4

Ala Ile Lys Ser Asn Gly Gly Ser Thr Tyr TYr Ser Asp Thr Val Lys

1
Gly
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

5 10 15
63
17
PRT
Artificial

Constructo sintético

63

Arg Ile Thr Ser Ser Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ser Asp Thr Val Lys

1
Gly .
<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

5 10 , 15
64
17
PRT
Artificial o

Constructo sintético

64

His Ile Lys Ser Ser Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ser Asp Thr val Lys

1
Gly

<210>

5 10 15

65
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<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

1

Gly

<210>

{21l>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

92

17
PRT

Artificial

Constructo sintético

65"

Ala Ile Thr Ser Ser Gly Gly Ser Thr Lys Tyr Sexr Asp Th; Val Lys

5 10 i5
66
17
PRT
Artificial

Constructo sintético

66

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

1
Gly
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

5 10 15
67
17
PRT
Artificial

Constructo sintético

67

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

1
Gly
<210>
<211>

<212>

5 10 15

68
17

PRT



93

<213> Artificial

<220>

<223> Constructo sintético
<400> 68

Ala Ile Lys Ser Leu Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ser Asp Thr val Lys

1 s : 10 | 15
Gly

<210> 69

211> 17

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Constructo sintético-
<400> 69

AlaIIle Thr Ser Met Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ser Asp Thr Val Lys

1 5 10 ’ 15
Gly

<210> 70

<211> 17

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Constructo sintético
<400> 70

Ala Gln . Thr Ser Ser Gly Gly Ser Thr fyr Tyr Ser H:ip Thr Val Lys

1 , 5 10 15
Gly

<210> 71

<211> 17

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
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94

<223> Constructo sintético

<220>

<221> REGIAQ DE INTERESSE

<222> (1)..(1)

<223> X is A, R ou H
<220>

<221> REGIZO DE INTERESSE
<222> -(2);.(2)

<223> X is I ou Q

<220>

<221> REGIAO DE INTERESSE

1<222>  (3)..(3)

<223> X is N, T ou K
<220>

<221> REGIAO DE INTERESSE
<222> (4)..(4)

<223> X is S ou A

<220>

<221> REGIAO DE INTERESSE

'<222>  (5)..(5)

<223> X is H, S, V, L, M,

<220>

.<221> REGIAO DE INTERESSE

<222> (7)..(7)
<223> X is Gou § °
<220>

<221> REGIAO DE INTEkESSE
<222> (10)..(10)

<223> X is Y ou K

<400> 71

SI0LOGICO

SIOLOGICO ;

SIOLOGICO

SI0LOGICO

SIOLOGICO

NI GI DI wl RI A: Y, K, P, T, I ou E

STOLAGICO

STOLOGICO

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Gly Xaa Ser Thr Xaa Tyr Ser Asp Thr Val Lys

1 5

10 15
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95

Gly

<210> 72
<211> 4
<212> PRT

<213> Mus sp.

<400> 172

‘Leu Pro Asp Tyr

1

<210> 73
<211> 17
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Constructo sintético
<400> 73

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

1 5 10 15
Gly

<210> 74

<211> 108

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223§ Constructo sintético
<400> 74 Z

Foe

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly

1 5 10 15

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Ser
20 T 257 . 30
Tyr Leu His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu

35 40 45



10

15

20

30

Ile Tyr Ser Thr Ser Asn Leu

50

55

Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp

65

70

Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr

85

Phe Thr Phe Gly Gly Gly Thr

<210>
<211>

<212>

"<213>

<220>
<223>
<400>
Glu Ile
1

Glu Arg

Tyr Leu

Ile Tyr

50
Gly Ser
65

Pro Glu
Phe Thr
<210>

<211>

<212>

100
75
108
PRT

Artificial

Constructo sintético
75

Val Leu Thr Gln Ser

Ala Thr Leu Ser Cys
20

His Trp Tyr Gln Gln

35

Ser Thr Ser Asn Leu

55

Gly Ser Gly Thr Asp

70
Asp Phe ala Val Tyr
85
Phe Gly Gly Gly Thr
100
76
108

PRT

Ala

Phe

Tyr

Lys

Pro

Arg

Lys

40

Ala

Phe

Tyr

Lys

96

Ala Gly

Ile

Pro Asp Arg Phe Ser

60

Thr Leu Thr Ile Ser Arg Leu Glu

75

Cys Gln His

90
Val Glu

105

Gly Thr

"10
Ala Ser
25

Pro Gly

Thr Gly

Thr Leu

Cys ‘Gln

.90

vVal Glu

105

Ile

Leu

Ser

Gln

Ile

Thr

75

Asn

Ile

80

Tyr Ser Gly Tyr His

Lys

Ser

Ser

Ala

Pro

60

Ile

Tyxr

Lys

Leu

val

Pro

45

Asp

Ser

Ser

Ser

Ser

30

Arg

Arg

Arg

Gly

95

Pro

15

Ser

Leu

Phe

Leu

Tyr

95

Gly

Ser

Leu

Ser

Glu

80 .

His

¥
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<213>

<220>

<223>

<400>

Artificial

Constructo sintético

Glu Ile Val Leu

1

Glu Arg Ala Thr

Tyr Leu

Ile Tyr Ser Thr

50

Gly Ser Gly Ser

65

Pro Glu Asp Phe

Phe Thr

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

<220>

<223>

<400>

76
Thr Gln Ser
5
Leu:Sef'Cys
20
His Trp Tyr Gln Gln
35
Ser Asn Leu
55
Gly Thr Asp
70
Ala Val Tyr
85
Phe Gly Gly Gly Thr
100
77
108
PRT
Artificial
Constructo sintético

77

Pro

Gly

Arg Ala

Lys
40

Ala
Phe

Tyr

Lys

25

Pro

Ser

Thr

Cys

Leu

105

97

Thr
10
Ser
Gly
Gly
Leu
Gln

90

Glu

Leu

Ser

Gln

Ile

Thr

75

Gln

Ile

Ser Leu Ser

Ser Val Ser

Ala Pro Arg

45

Pro Asp Arg

60

Ile Ser Arg

Tyr Ser Gly

Lys

Pro
15

Ser

Leu

Phe

Leu

Tyr

95

Gly

Ser

Leu

Ser

Glu

80

Phe

»

o

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly

1

5

10

15

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Ser Ser Val Ser Ser Ser

20

25

30

Tyr Leu His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu

35

40

45
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15

20

25

30

Ile Tyr Ser Thr

50

Gly Ser Gly Ser

65

Pro-Glu Asp Phe

Phe Thr Phe

<210>
<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Ser Asn Leu Ala

Gly Thr
70
Ala val

85

100
78
108
PRT
Artificial

78

Glu Ile Val Leu Thr Gln

1

5

Glu Arg Ala Thr Leu Ser

20

Tyr Leu His Trp

35

Ile Tyr Ser Thr

50

Gly Ser Gly Ser

65

Pro Glu Asp Phe

Phe Thr Phe Gly

<210>

<211>

<212>

100

79

108

PRT

Tyr Gln

Ser Asn

Gly Thr

70
Ala val
85

Gly Gly

55

Asp

Tyr

.Constructo sintético

Ser

Cys

Gln

Leu

55

Asp

Tyr

Thr

Phe

Tyr

Gly Gly Gly Thr Lys

Pro

Arg

Lys

40

Ala

Phe

Tyr

Lys

98

Ser Gly Ile Pro Asp Arg Phe Ser

60

Thr Leu Thr Ile

75

Ser Arg Leu Glu

80

Cys Gln Gln Tyr Ser Gly Tyr Gln

90

vVal Glu Ile Lys

105

Gly

Ala

25

Pro

Ser

Thr

Cys

val

105

Thr Leu
10

Ser Ser
Gly Gln

Gly 1Ile

Leu Thr

75¢.

Gln Gln

90

Glu Ile

Ser

Ser

Ala

Pro

60

Ile

Tyr

Lys

Leu

val

Pro

45

Asp

Ser

Ser

Ser

Ser

30

Arg

Arg

Arg

Gly

95

Pro

15

Ser

Leu

Phe

Leu

Tyr

95

Gly

Ser

Leu

Ser

Glu

80

Thr
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<213> Artificial

<220>

-<223> Constructo sintético

<400> 79

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser

1 5

Glu Arg Ala Thr Leu Sef'Cys

20

Tyr Leu His Trp Tyr Gln Gln
35

Ile Tyr Ser Thr Ser Asn Leu

50 55

Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asb

65 70 h

Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr

85
Phe Thr Phe Gly Gly Gly Thr
100

<210> 80

<211> 108

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223§ Cénstructo sintético

<400> 80 lﬁ

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser

1

5

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys

20

Tyr Leu His Trp Tyr Gln Gln

35

Pro
Arg
Lys
40

Ala

Phe

-Tyr

Lys

Pro

Arg

Gly

Ala

25

Pro

Ser

Thr

Cys

Leu

105

99

Thr

10

Ser

Gly

Gly

Leu

Gln

90

Glu

Leu Ser Leu

Ser Ser Vval

Gln Ala Pro
45
Ile Pro Asp
60
Thr Ile Ser
75

Gln Tyr Ser

Ile Lys

Ser

Ser

30

Arg

Arg

Arg

Gly

Pro

15

Ser

Leu

Phe

Leu

Tyr

95

Gly

Ser

Leu

Ser

Glu

80

Gln

Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly

10

15

Ala Ser Ser Ser Val Ser Ser Ser

25

30

Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu

40

45
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15

20

25
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Ile Tyr Ser Thr Ser Asn Leu Ala

50

Gly Ser Gly Ser

65

?ro Glu Asp Phe

Phe Thr Phe Gly

100
<210> 81
. <211> 108
<212> PRT

<220>

55

Gly Thr Asp Phe

70

Ala val Tyr Tyr

85

Gly Gly Thr Lys

'<213> Artificial

<223> . Constructo sintético

<400> 81

Glu Ile Val Leu

1

Glu Arg Ala Thr

20

Tyr Leu His Trp
35

Ile Tyr Ser Thr

50
Gly Ser Gly Ser
65 F3

Pro Glu Asp Phe

Phe Thr Phe Gly
100

<210> 82

<211> 108

<212> PRT

Thr

Leu

Tyr

Ser

Gly

Ala

85

Gly

Gln

Ser

Gln

Asn

Thr

70

val

Gly

Ser Pro

Cys-Arg

Gln Lys

40

Leu Ala

55

Asp Phe

Tyr Tyr

Thr Lys

100

Ser Gly Ile

Thr Leu Thr

75

Pro Asp Arg Phe Ser

60

Ile Ser Arg Leu Glu

80

Cys Gln Gln Tyr Ser Gly Tyr Ser

90

Val Glu Ile

105

Gly

Ala:

25

Pro

Thr

Thr

Cys

Thr

10

Ser

Gly

Gly

Leu

‘Gln

. 90

val

105

Glu

Leu

Ser

Gln

Ile

Thr

75

His

Ile

95

Lys ‘ }'.

Ser Leu Ser

Ser Val Ser
30
Ala Pro Arg
45
Pro Asp Arg
60

Ile Ser Arg

Tyr Ser Gly

Lys

Pro

15

Ser

Leu

Phe

Leu

Tyr

95

Gly

Ser

Leu

Ser

Glu

80

His

*
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30

$<213>

<220>

<223>

<400>

Artificial

Constructo sintético

82

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser

Glu Arg Ala Thr Leu Sef‘Cys

20

Tyr Leu His Trp Tyr Gln Gln

Ile Tyr
50

Gly Ser

65

Pro Glu

35
Ser Thr Ser Asn Leu
55
Gly Ser Gly Thr Asp
70
Asp Phe Ala Val Tyr

85

Phe Thr Phe Gly Gly Gly Thr

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223§

<400>

e 100
83
108
PRT

Artificial

Constructo sintético

83"

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser

1

5

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys

20

Tyr Leu His Trp Tyr Gln Gln

35

Pro

Arg

Lys

40

Ala

Phe

Tyr

Lys

Pro

Arg

Lys

40

101

Gly Thr Leu Ser Leu Ser bro Gly
10 A 15

Ala Ser Ser Ser Val Ser Ser Ser

25 30

Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu

45
Ala Gly Ile Pro Asp Arg Phe Ser
60
Thr Leu Thr Ile Ser Arg Leu Glu
75 80

Cys Gln Leu Tyr Ser Gly Tyr Hié
90 95

Val Glu Ile Lys

105

Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly
10 15

Ala Ser Ser Ser Val Ser Ser Ser

25 ’ 30

Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu

45
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15

20

25

30

Ile Tyr Ser Thr Ser Asn Leu Ala

50

55

Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe

65

70

Pro Glu Asp Phe Ala Vval Tyr

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>
<223>
<400>
Glu Ile
1

Glu Arg

Tyr Leu

Ile Tyr

50
Gly Ser
65

Pro Glu

Phe Thr

<210>

<211>

<212>

85

100
84
108
PRT
Artificial

84
Val Leu Thr
5
Ala Thr Leu
20
His Trp Tyr
35

Ser Thr Ser

Gly Ser Gly

Asp Phe Ala
85
Phe Gly Gly
100
85
108

PRT

Gln

Ser

Gln

Asn

Thr

70

Val

Gly

" Phe Thr Phe Gly Gly Gly Thr

.Constructo sintético

Ser

Cys

Gln

Leu

55

Asp

Tyr

Thr

TYY

Lys

Pro

Arg

Lys

40

Ala

Phe

Tyrxr

Lys

102

Thr Gly Ile

Thr Leu Thr
75
Cys Gln Pro
901

val Glu Ile

oy
o
wm

Gly Thf Leu

10 -
Ala Ser Ser
25

Pro Gly Gln

Asn Gly Ile

Thr Leu Thf

Cys ‘Gln His
90

Val Glu Ile

105

Pro

60

Asp Arg Phe Ser

Ile Ser Arg Leu Glu

80

Tyr Ser Gly Tyr His

Lys -

Ser

Ser

Ala

Pro

60

Ile

Tyr

Lys’

Leu

val

Pro

45

Asp

Ser

Ser

Ser

Ser

30

Arg

Arg

Arg

e

Gly

95

Pro

15

Ser

Leu

_Phe

Leu

Tyr

95

Gly

Ser

Leu

Ser

Glu

80

His
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<213>

<220>

<223>

<400>

Artificial

Constructo sintético

85

Glu Ile vVal Leu Thr

1

Glu Arg Ala Thr Leu

20

Tyr Leu His Trp Tyr

35

Ile Tyr Ser Thr Ser

50

Gly Ser Gly Ser Gly

65

Pro Glu Asp Phe Ala

Phe Thr

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223§

<400>

85
Phe Gly Gly
100
86
108
PRT

Artificial

Gln Ser
Ser‘Cys
Gln Gln
Asn Leu

55
Thr Asp
70

val Tyr

Gly Thr

Constructo sintético

86

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser

1

5

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys

20

Tyr Leu His Trp Tyr Gln Gln

35

Pro Gly

Arg Ala

25
Lys Pro
40

Ala Ser

Phe Thr

Tyr Cys

Lys Val

105

ny

103

Thr Leu Ser
10

Ser Ser Ser
Gly Gln Ala

Gly Ile Pro
60
Leu Thr Ile
75
Gln Gln Tyr
90

Glu Ile Lys

Leu

val

Pro

45

Asp

Ser

Ser

Ser

Ser

30

Arg

Arg

Arg

Gly

Pro Gly

15

Ser Ser
LeuILeu
Phe Ser
Leu Glu
80

Tyr Gln

95

Pro Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly

Arg Ala
25
Lys Pro

40

10

15

Ser Ser Ser Val Ser Ser Ser

30

Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu

45
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Ile Tyr Ser Thr Ser Asn Leu Ala Ala

55

50

Gly Ser Gly Ser Gly ThrvAsp

65 70

Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr

85

Phe Thr Phe Gly Gly Gly Thr
100

<210> 87

<211> 108

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> .Constructo sintético

<400> 87

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser

1 5

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys
20

Tyr Leu His Trp Tyr Gln Gln

35
Ile Tyr Ser Thr Ser Asn Leu
50 55

Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp

65 s 70

Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr

85

Phe Thr Phe Gly Gly Gly Thr
100

<210> 88

<211> 108

<212> PRT

Phe

Tyr

Lys

Pro

Arg

Lys

40

Ala

Phe

Tyxr

Lys

Thr

Cys

val

105

Gly

Ala

25

Pro

Asp

Thr

Cys

val

105

‘Gln

104

Gly Ile Pro Asp Arg Phe Ser

60

Leu Thr Ile Ser Arg Leu Glu

75

80

Gln His Tyr Ser Gly Tyr His

90

Glu Ile Lys

Thr Leu Ser

10

Ser Ser Ser

Gly Gln Ala

Gly Ile Pro

60
Leu Thf Ile
75
His Tyr
90
| Ile

Glu Lys

95

Leu Ser Pro

15

Val Ser Ser
30

Pro Arg Leu

45

Asp Arg Phe

Ser Arg Leu

Ser Gly Tyr

95

Gly

Ser

Leu

Serx

Glu

80

His
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<213> Artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 88

Glu Ile vVal Leu Thr Gln Ser

1 5

Glu Arg Ala Thr Leu Ser‘Cys

20

Tyr Leu His Trp Tyr Gln Gln
35

Ile Tyr Ser Thr Ser Asn peu

50 55

Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp

65 70

Pro Glu Asp Phe Ala Vval Tyr

85
Phe Thr Phe Gly Gly Gly Thr
100 e

<210> 89

<211> 108

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223§ Constructo sintético

<400> 89

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser

1

5

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys

20

Pro

Arg

Lys

40

Ala

Phe

Tyr

Lys

Pro

Arg

Gly

Ala

Pro

Ala

Thr

Cys

val

105

105

Thr
10
Ser
Gly
Gly
Leu:
Gln

90

Glu

Leu

Ser

Gln

Ile

Thr

75

Pro

vIle

Ser Leu
Ser Vval
Ala Pro
45
Pro Asp

60

Ile Ser

Tyr Ser

Lys

Ser

Ser

Arg

Arg

Arg

Gly

Pro

15

Ser

Leu

Phe

Leu

Gly

Ser

Leu

Ser

Glu

80

Tyr

95

His

Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly

10

15

Ala Ser Ser Ser Val Ser Ser Ser

25

30

Tyr Leu His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Aré Leu Leu

35

40

45
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Ile Tyr Ser Thr Ser Asn Leu Val

50

55

Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp

65

70

Pfo Glu Asp Phe Ala Val Tyr

85

Phe Thr ‘Phe Gly Gly Gly Thr

<212> PRT

Gln

Ser

Gln

Asn

Thr

70

Vval

Gly

Ser

Cys

Gln

Leu

55

Asp

Tyr

Thr

© 100
<210> 90
'<211> 108
<212> PRT
<213> 'Artificial
<220>
<223> .Constructo sintético
<400> 90
Glu Ile Val Leu Thr
o1 5
Glu Arg Ala Thr-Leu
20
Tyr Leu His Trp Tyr
35
Ile Tyr Ser Thr Ser
50
Gly Ser Gly Ser Gly
65
Pro Glu Asp Phe Ala
85
Phe Thr Phe Gly Gly
100
<210> 91
<211> 108

Phe

Tyr

Lys

Pro

Arg

Lys

40

Val

Phe

Tyr

Lys

Ala

Thr

Cys

val

105

Gly

Ala

25

Pro

Ala

Thr

Cys

val

105

106

Gly Ile Pro

60

Leu Thr Ile

Gln
90

Glu

Thr

10 -

Ser

Gly

Gly

Leu

Gln

90

Glu

75

His

Ile

Leu

Ser

Gln

Ile

Thr

75

His

Ile

Asp Arg Phe Ser

Ser Arg Leu Glu

80

Tyr.Ser'Gly Tyr His

Lys

Ser

Ser

Ala

Pro

60

Ile

Tyr

Lys

Leu

val

Pro

45

Asp

Ser

Leu

Ser

Ser
30

Arg

Arg .

Arg

Gly

95

Pro

15

Ser

Leu

Phe

Leu

Tyr

95

Gly

Ser

Leu

Ser

Glu

80 ¢

His
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<213> Artificial
<220>
<223> Constructo sintético
<400> 91
Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser
1 5
Glu Arg Ala Thr Leu sef Cys
20
Tyr Leu His Trp Tyr Gln Gln
35
Ile Tyr Ser Thr Ser Asn Leu
50 55
Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asé
65 70
Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr
85
Phe Thr Phe Gly Gly Gly Thr
100
<210> 92
<211> 108
<212> PRT
<213> Artificial
<220>
Constructo sintético

<223>

<400> 92

Pro

Arg

Lys

40

Ala

Phe

Tyr

Lys

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro

1

5

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys

20

Arg

107

Gly Thr

10
Ala Leu
25

Pro Gly
Ala Gly
Thr Leu
Cys Gln
90

Val Glu

105

Leu

Ser

Gln

Ile

Thr

75

His

_Ile

Ser Leu

Ser Val

Ala Pro

45

Pro Asp

60

Ile Ser

Tyr Leu

Lys

Ser

Ser

30

Arg

Arg

Arg

Gly

Pro
15

Ser
Leu
Phe

Leu

Tyr

95

Gly

Ser

Leu

Ser

Glu

80

His

Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly

10

15

Ala Ser Ser Ser Val Ser Ser Ser

25

30

Tyr Leu His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu

35

40

45
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Ile Tyr Ser Thr
- 50

Gly Ser Gly Ser

65

Ser Asn Leu Ala

55

Gly Thr Asp Phe

70

Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr

85

Phe Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys

100
<210> 93
<211> 108

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> .Constructo sintético

<400> 93

Glu Ile Val Leu

.1

Glu Arg Ala Thr
20
Tyr Leu His Trp
35
Ile Tyr Ser Thr
50

Gly Ser Gly Ser
65

Pro Glu Asp Phe

Phe Thr Phe Gly
100

<210> 94

<211> 108

<212> PRT

Thr

Leu

Tyr

Ser

Gly

Ala

85

Gly

Gln

Ser

Gln

Asn

Thr

70

Val

Gly

Ser Pro
Cys Arg
Gln Lys
40
Leu val

55

Asp Phe

Tyr Tyr

Thr Lys

108

Ala Gly Ile

Thr Leu Thr
75
Cys Gln His
901

Val Glu Ile

Gly Thr Leu

10 -
Ala Ser Ser
25

Pro Gly Gln
Phe Gly Ile

Thr Leu Thf
75
Cys Gln His
20
Val Glu Ile

105

Pro Asp Arg Phe Ser

60

Ile Ser Arg Leu Glu

80

Tyr Leu Gly Tyr His

Lys 'i

Ser Leu Ser

Ser val Ser
30
Ala Pro Arg
45
Pro Asp Arg.
60

Ile Ser Arg

Tyr Ser Gly

Lys

95

Pro

15

Ser

Leu

Phe

Leu

Tyr

95

Gly

Ser

Leu

Ser

Glu

80

His
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25

30

Artificial

<213>
<220>
<223> Constructo sintético
<400> 94
élu Ile val Leu Thr Gln Ser
1 5
Glu Arg Ala Thr Leu Ser'Cys
20
Tyr Leu His Trp Tyr Gln Gln
| 35
Ile Tyr Ser Thr Ser Asn Leu
50 55
Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp
65 70
Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr
85
Phe Thr Phe Gly Gly Gly Thr
1900
<210> 95
<211> 108
<212> PRT
<213> Artificial
-<220>
<223§ Constructo sintético
<400> 95

Glu Ile val Leu Thr Gln Ser

1

5

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys

20

Tyr Leu His Trp Tyr Gln Gln

35

Pro

Arg

Lys

40

Thr

Phe

Tyr

Lys

Pro

Arg

Gly
Ala
25

Pro
Trp
Thr

Cys

val

105

109

Thr
10
Ser
Gly
Gly
Leu
Gln

90

Glu

Leu

Ser

Gln

Ile

Thr

75

His

Ile

Ser Leu

Ser Vval

Ala Pro

45

Pro Asp

60

Ile Ser

Tyr Ser

Lys

Ser

Sqr

w
o

Arg

Arg

Gly

Pro

15

Ser

Leu

Phe

Leu

Tyr

95

Gly

Ser

Leu

Ser

Glu

80

His

Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly

10

15

Ala Ser Ser Ser Val Ser Ser Serxr

25

30

Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu

40

45
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Ile Tyr Ser Thr

50

Gly Ser Gly Ser

65

Pro Glu Asp

Phe Thr Phe

<210> 96
<211> 108
<212> PRT

Phe

Gly

100

Ser Asn Leu

55

Gly Thr Asp

70

Ala vVal Tyr

85

Gly Gly Thr

<213> Artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 96
Glu Ile Val
1

Glu Arg Ala

Tyr Leu His
35
Ile Tyr Ser
50
Gly Ser Gly
65

Pro Glu Asp

Phe Thr Phe

<210> 97

.<211> 108

<212> PRT

Leu

Thr

20

Trp

Thr

Ser

Phe

Gly

100

Thr

Leu

TyTr

Ser

Gly

Ala

85

Gly

Gln

Ser

Gln

Asn

Thr

70

Val

Gly

Ser

Cys

Gln

Leu

55

Asp

Tyr

Thr

Met Asp Gly Ile Pro

Phe Thr Leu Thr Ile

Tyxr Cys

Lys Val

105

Pro Gly

Arg Ala

25
Lys Pro
40

vVal Tyr

Phe Thr

Tyr Cys

Lys Val

105

110

Gln
90

Glu

Thr

10

Ser

Gly

Gly

Leu

‘Gln

20

Glu

75

His

Ile

Leu

Ser

Gln

Ile

Thr

75

His

Ile

60

Asp Aig Phe Ser

Ser Arg Leu Glu

80

Tyr Ser Gly Tyr His

Lys

Ser Leu Ser

Ser Val Ser
30
Ala Pro Arg

45

Pro Asp Arg.

60

Ile Ser Arg

Tyr Ser Gly

Lys

95

Pro

- 15

Ser

Leu

Phe

Leu

Tyr

95

Gly

Ser

Leu

Ser

Glu

80

His
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<2;3> Artificial
<220>
<223> éons;ructo sintético
<400> 97
Glu Ile Val Leu Thr GlnASer
1 5
Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys
20
Tyr Leu His Trp Tyr Gln Gln
35
Ile Tyr Ser Thr Ser Asn Leu
50 55
Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp
65 70
Pro Glu AsSp Phe Ala Val Tyr
85
. Phe Thr Phe Gly Gly Gly Thr
100
<210> 98
<211> 108
<212> PRT
<213> Artificial
.<220>
<223> Constructo sintéticé
<400> 98

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser

1

5

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys

20

Pro

Arg

Lys

40

val

Phe

Tyr

Lys

Pro

Arg

Gly

Ala

25

Pro

Trp

Thr

‘Cys

val

105

111

Thr
10

Ser

Gly

Gly

Leu

Gln

90

Glu

Leu

Ser

Gln

Ile

Thr

75

His

Ile

Ser

Ser

Ala

Pro

60

Ile

Tyr

Lys

Leu

vVal

Pro

45

Asp

Ser

Ser

Ser

30

Arg

Arg

Arg

Gly

Pro
15

Ser,
Leu

Phe

Leu

TYr

95

Gly

Ser

Leu

Ser

Glu

80

His

Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly

10

15

Ala Ser Ser Ser vVal Ser Ser Ser

25

30

Tyr Leu His Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu

35

40

45
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Ile Tyr Ser Thr Ser Asn Leu Val

50
Gly Ser Gly
65

Pro Glu Asp

Ser

Phe

55

Gly Thr Asp Phe

.70

Ala Vval

85

Tyr

Phe Thr Phe Gly Gly Gly Thr

<210> 99
<211> 108
<212> PRT

100

<213> Artificial

<220>

<223> . Constructo sintético

<400> 99
Glu Ile Vval
1

Glu Arg Ala

Tyr Leu His
35
Ile Tyr Ser
50
Gly Ser Gly
65

Pro Glu Asp

Trp Thr Phe
<210> 100
<211> 108

<212> PRT

Leu

Thr

20

Trp

Thr

Ser

Phe

Gly

100

Thr Gln

5

Leu Ser

Tyr Gln

Ser Asn

Gly Thr

70
Ala val
85

Gly Gly

Ser

Cys

Gln

Leu

55

Asp

Tyr

Thr

Tyr

Lys

Pro

Arg

Lys

40

val

Phe

Tyr

Lys

Ala

Thr

Cys

Val

105

Gly

Ala

25

Pro

Ala

Thr

Cys

val

105

112

Gly Ile Pro Asp Arg Phe Ser

Leu

Gln

90

Glu

Thr

10 -

60

Thr Ile Ser Arg Leu Glu

75

His His

Ile

Leu

Ser '5¢

Gly

Gly

Leu

Gln

90

Glu

Gln
Ile
Thr
75

His

Ile

Lys

Ser Leu Ser

Ser Val Ser
30
Alé Pro Arg
45
Pro Asp Arg
60

Ile Ser Arg

Tyr Ser Gly

Lys

95

Pro

15

Ser

Leu

Phe

Leu

TYY

95

80

Ser Gly Tyr His

Gly

Ser

Leu

Ser

Glu

80

His
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<213> Artificial

<4QO>

<220>
<223> Constructo sintético
<400> 100
Glu Ile Vval Leu Thr Gln Ser
1 5
Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys
| 20
Tyr Leu His Trp Tyr Gln Gln
| 35
Ile Tyr Ser Thr Ser Asn Leu
50 55
Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp
65 70
Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr
85
Phe Thr Phe Gly Gly Gly Thr
100 e
<210> 101
<211> 108
<212> PRT
<213> Artificial
. <220>
<223§ Constructo sintético
101

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser

1

5

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys

20

Tyr Leu His Trp Tyr Gln Gln

35

Pro

Arg

Lys

40

Val

Phe

.Tyr

Lys

Pro

Arg

Gly

Ala

25

Pro

Ala

Thr

Cys

val

105

113

Thr
10

Ser
Gly
Gly
Leu
Gln

90

Glu

Leu

Ser:

Gln

Ile

Thr

75

Trp

Ile

Ser Leu

Ser val |

Alé Pro

45
Pro Asp
60

Ile Ser

Tyr Ser

Lys

Ser

Arg

Arg

Gly

Pro

15

Ser

Leu

Phe

Leu

Tyxr

95

Gly

Ser

Leu

Ser

Glu

80

His

Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly

10

15

Ala Ser .Ser Ser Val Ser Ser Ser

25

30

Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu

40

45
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Ile Tyr Ser Thr Ser Asn’

50

Gly Ser Gly Ser Gly Thr

65

70

Leu

55

Asp

val

Phe

Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr

85

Phe Thr phe Gly Gly Gly Thr Lys

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

<400>

100
102
108
PRT
Artificial

102

Glu Ile val Leu Thr

1

Glu Arg Ala Thr Leu

20

Tyr Leu His Trp Tyr

35

Ile Tyr Ser Thr Ser

50

Gly Ser Gly Ser Gly

65

Pro Glu Asp Phe Ala

85

Trp Thr Phe Gly Gly

<210>

<211>

<212>

100

103

113

PRT

Gln

Ser

Gln

Asn

Thr

70

val

Gly

.Constructo sintético

Ser

Cys

Gln

Leu

55

Asp

Tyr

Thr

Pro

Arg

Lys

40

val

Phe

Tyr

Lys

Thr

Cys

val

105

Gly

Ala

25

Pro

Tyx

Thr

Cys

val

105

114

Gly Ile Pro Asp Arg Phe Ser

60

Leu Thr Ile Ser Arg Leu Glu

Gln His His

90

75

Glu Ile Lys

Thr

10

Ser

Gly

Gly

Leu

‘Gln

90

Glu

Leu
Ser
Gln
Ile
Thr
75

His

Ile

Ser Leu Ser

Ser Val Ser
30
Ala Pro Arg
45
Pro Asp Arg
60

Ile Ser Arg

Tyr Ser Gly

Lys

95

Pro

15

Ser

Leu

Phe

Leu

Tyr

95

80

Ser Gly Tyr His

Gly

Ser

Leu

Ser

Glu

80

His
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1

<213> Artificial
<220>
<223> Constructo sintético
<400> 103
Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser
1 5
Ser Leu Arg Leu Ser Cys'Ala
| 20
Gly Met Ser Trp Val Arg Gln
35
Ser Ala Ile Asn Ser Ser Gly
SO 55
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser
65 70
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg
85
. Ala Arg Leu Pro Asp Tyr Trb
100
Ser
<210> 104
<211> 113
<212> PRT
.<213> Artificial
<220?
<223> Constructo sintético .
<400> 104

-Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala

20

Gly Met Ser Trp Val Arg Gln

35

Gly Gly

Ala Ser

25
Ala Pro
40

Gly Ser

Arg Asp

“Ala Glu

Gly Gln

105

115

Gly Leu
10

Gly Leu

Gly Lys

Thr Tyr

Asn Ser

75

Asp Thr

90

Gly Thr

val Gln

Thr Phe

Gly Leu
45

Tyr Ser

60

Lys Asn

Ala val

Leu Val

Pro

ser

Glu

Asp

Thr

Tyr

“Thr

110

Gly Gly

15

Arg Tyr

Trp Val

Thr val

Leu Tyr

80
Tyr Cys
95

Val Ser

Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly

10

15

Ala Ser Gly Leu Thr Phe Ser Arg Tyr

25

30

Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val

40

45
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116

Ser Ala Ile Asn Ser Arg Gly Gly Ser Thr Tyr

50 55

Tyr Ser Asp

60

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr

65 70

75

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr

85

90

Ala Arg Leu Pro Asp Tyf Tfp Gly Gln Gly Thr

100 105
Ser
<210> 105
<211> 113
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 105

Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly

1 5

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser
20 25

Gly Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro

35 40
Ser Ala Ile Asn Ser Val Gly Gly Ser
50 55

Lys Gly Arg Phe Thtr Ile Ser Arw Asp

65 _ 70

Leu Gln Met Asn Ser Léu Arg Ala Glu

85

Ala Arg Leu Pro Asp Tyr Trp Gly Gln
100 105

Ser

<210> 106

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Gly

Leu
Leu
Lys
v
Ser
75

Thr

Thr

Ala val Tyr

Thr val

Leu Tyr

80

Tyr Cys

95

Leu Val Thr Val Ser

110

Val Gln Pro

Thr Phe Ser
30
Gly Leu Glu
45
Tyr Ser Asp
60

Lys Asn Thr

Ala Val Tyr

Leu Val Thr

110

Gly

15

Arg

Trp

Thr

Leu

Tyr
95

val

Gly

Tyr

val

Val

Tyr
80

Cys

Ser
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<211>

<212;
<213>'
<220>
<223>

<400>

113
PRT

Artificial

106

Glu Val»Gin Leu Leu Glu

1

o}

Ser Leu Arg Leu Ser Cys

20

Gly Met Ser Trp Val Arg

35

Ser Ala Ile Asn Ser Glu

50

LysAGIy Arg Phe Thr Ile

65

70

Leu Gln Met Asn Ser Leu

85

Ala Arg Leu Pro Asp Tyr

Ser

<210>

<211>

<212>
<213>

<220>

.<223>

<400>

100

107
113
PRT

Artifircial

Constructo sintét

107

‘Constructo sintético

Se:

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Trp

ico

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Gly

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Gln

105

117

Gly

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Gly.

Leu

Leu

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Thr

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Leu

Gln

Phe

Leu

45

Ser

Asn

val

vVal

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Thr

110

Gly

Arg

Trp

Thr

Leu

Tyr

95

Val

Gly

Tyr

val

val

Tyx

80

Cys

Ser

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

1

5

10

15

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

20

25

30
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118

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

35

40

45

Ser Ala Ile Asn Ser Ile Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ser Asp

50
Lys Gly Arg Phe Thr Ile
65 70
Leu Gln Met Asn Ser Leﬁ
85

Ala Arg Leu Pro Asp Tyr

100
Ser
<210> 108
<211> 113
<212> . PRT

<213> Artificial

<220>

55

Ser

Afg

Trp

<223> Constructo sintético

<400> 108 N

Glu Val Gln Leu Leu Glu

1 -

Ser Leu Arg Leu Ser Cys

20
Gly Met Ser Trp Val Arg
35
Ser Ala Ile Asn Ser Met
50

Lys Gly Arg Phe Thr Iie

65 70

Leu Gln Met Asn Ser Leu
85

Ala Arg Leu Pro Asp Tvr

100

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Trp

60

Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr

75

Ala Glu Asp Thr Ala Vval Tyr

90

Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Gly

105

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Gln

105

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Gly

Leu
Leu
Ly;
Tyr
Ser
75

Thr

Thr

val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Leu

Gln

Phe

Leu

. 45

Ser

Asn

val

val

110

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

TYTY

Thr

110

Trp Val

Thr val

Leu Tyr
80
Tyr Cys

95

Val Ser

Gly Gly
15

Arg Tyr

Trp Val

Thr val

Leu Tyr

80
Tyr Cys
95

Val Ser

Ny
5
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" Ser

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

<220>

" <223>

<400>

Glu Vval

1

109
113
PRT

Artificial

Constructo siﬁtético
109

Gln Leu Leu Glu Ser

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala

Gly Met

Ser Ala

50

20
Ser Trp Val Arg Gln
35
Ile Asn Ser Thr Gly

55

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser

65

70

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg

Ala Arg

- Ser

<210>
<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

85
Leu Pro Asp Tyr Trp

100

110
113
PRT

Artificial

Constructo sintético

110

Gly

Ala

119

Gly Gly
10

Ser Gly

- 25

Ala

40

VGly

Arg

Ala

Gly

Pro Gly

Ser Thr

Asp Asn

Glu Asp

90

Gln Gly

105

Leu

Leu

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Thr

Val
Thr
Gly
Tyr
60

Lys

Ala

Leu

Gln

Phe

Leu

45

Ser

Asn

val

val

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyxr

Thr

110

Gly Gly
15

Arg Tyr

Trp Val

Thr val

Leu Tyr

80
Tyr Cys
95

vVal Ser

Sy
-

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

1

5

10

15
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Ser Leu Arg

Gly Met Ser

35

Ser Ala Ile
50

Lys Gly Arg

65

Met

Leu Gln

Ala‘Arg Leu
Ser
<210> 111
<211> 113
<212> PRT.
<213>
<220>
<223>
<400> 111
Glu Vval Gln
1

Ser Leu Arg

Gly Met Ser
35
Ser Ala Ile
50
Lys Gly Arg
65

Leu Gln Met

Leu

20

Trp

Asn

Phe

Asn

Thr

Ser Cys Ala

val Arg Gln

Ser Lys Gly

55
Ile Ser
70
Leu

Ser Arg

85

Pro

100

Asp Tyr Trp

Artificial

Constructo sintético

Ala
Ala
40"

Gly
Arg

Ala

Gly

Leu Leu Glu Ser Gly

Leu

20

Trp Val

Asn

Phe

Asn

Ser Cys Ala

Arg Gln

Ser Pro Gly
55

Thr Ile Ser

70
ser

Leu Arg

85

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Gln

105

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

120

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Gly

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Leu
Lys
Tyr
Ser
75

Thr

Thr

Leu
Leg
Lis
Tyr
Ser

75

Thr

Thr Phe Ser
30

Gl& Leu Glu

45

Ser Asp

60

Asn Thr

Lys

Ala val Tyr

Leu Val Thr

110

Val Gln Pro

Thr Phe Ser

30

Gly Leu Glu

45

Ser

Tyr Asp

60

Lys Asn Thr

Ala Val Tyr

Arg Tyr

Trp Val

Thr val

Leu Tyr

80
Tyr”Cys.
95

val Ser

Gly Gly
15
Arg Tyr

Trp Val

Thr Val

Leu Tyr
80
Tyr Cys

95
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121

Ala Arg Leu Pro Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr val Ser

Ser

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

<220>

§ <223>

- <400>

Glu Vval

‘1

100
112
‘113
PRT

Artificial

Constructo sintético
112
Gln Leu Leu Glu Ser Gly

5

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala

20

Gly Met Ser Trp Val Arg Gln Ala

50

35 ' 40

. Ser Ala Ile Asn Ser Gly Gly Gly

55

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg

65

70

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala

Ala Arg

Ser

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

85
Leu Pro Asp Tyr Trp Gly

100

113
113
PRT

Artificial

Constructo sintético

113

105

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Gln

105

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn.

Asp
90

Gly

Leu

Leu

Lys

Ty

110

Val Gln Pro

Thr Phe Ser
30
Gly Leu Glu
45

Tyr Ser Asp

50

Ser

75

Thr

Thr

Lys Asn Thr

Ala val Tyr

Leu Val Thr

110

Gly

15

Arg

Trp

Thr

‘Leu

Tyr
95

val

Gly
Tyr
val
val
Tyr
80

Cys

Ser
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- 25

30

Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly

1 S

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Aia Ser
20 25

Gly Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro

35 40
‘Ser Ala Ile Asn Ser Tyf Gly Gly Ser
50 55

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp

65 70

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu

85 |

Ala Arg Leu Pro Asp Tyr Tré Gly Gln
100 105

Ser

<210> 114

<211> 113

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 114

Glu val Gln
1

Ser Lgu Arg

Gly Met Ser
35
Ser Ala Ile
50
Lys Gly Arg

65

Leu Leu

5

Leu Ser'

20

Trp Val

Asn Ser

Phe Thr

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Ser Gly Gly

Ala Ala Ser

25

Gln Ala Pro
40

Gly Gly Ser

55

Ser

Arg Asp

Gly

122

Gly Leu Val
10
Thr

Gly Leu

Lys Gly

Thr Tyr Tyr

60

Asn Ser'Lys
75

Asp Thr Ala

90

Thr

Gly Leu

Gly Leu Val
10

Gly Leu Thr

Gly Lys Gly

Thr Tyr Tyr
60
Asn Ser Lys

75

Gln

Phe

Leu

45

Ser

Asn

Val

val

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Pro Gly Gly
15

Ser Arg Tyr

30

Giu Trp Vval

Asp Thr Val

Thr Leﬁ Tyr
80
Tyr Tyr Cys
95,
Thr Val Ser

110

Pro Gly Gly
15

Ser Arg Tyr

30

Glu Trp Val
Asp Ser val

Thr Leu Tyr

80
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85

123

920

95

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

Ala Arg Leu Pro Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser

Ser

<210>

L <211>

<212>

- <213>

<220>
<223>

<400>

100
115
113
"PRT
Artificial

Constructo sintético

115

Glu Val Gln Leu Leu Glu

1

Ser Leu

. Gly Met

Ser Ala

50

S
Arg Leu Ser Cys
20

Ser Trp Val Arg

Ile Asn Ser Trp

Lys Gly Arg Phe Thr Ile

65

Ala Arg

- Ser

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

70

-Leu Gln Met Asn Ser Leu

85
.Leu Pro Asp Tyr

100

116
113
PRT

Artificial

Ser
Ala
Gln
Gly
55

Ser

Arg

Trp

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Gly

105

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Gln

105

Gly
10

Gly

Gly

Thr.

Asn

Asp

90

Gly

Leu

Leu

Lys

Tyr

Ser

75 -

Thr

Thr

Val Gln

Thr Phe

Gly Leu

45

Tyr Serxr

60

Lys Asn

Ala Vval

Leu Val

110

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Thr

110

Gly

15

Arg

Trp

Thr

Leu

Tyr

95

val

Gly

Tyr

Val

val

Tyr
80

Cys

Ser
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30

<223> Constructo sintético

<400> 116 ‘

Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser

1 s

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala

20

Gly Met Ser Trp Val Aré Gln
35

Ser Ala Ile Asn Ser Ala Gly

50 . 55

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser

65 70

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg

85
Ala Arg Leu Pro ASp Tyr Trp
100

Ser

<210> 117

<211> 113

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 117
Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser
1 _ 5 |
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala
20
Gly Met Ser Trp Val Arg Gln
35

Ser Ala Ile Asn Ser Asp Gly

50 55

Ala

Gly Gly
Ser
25
Ala Pro
40

Ser

Gly

Arg Asp

Ala Glu

Gly Gln

105

Gly Gly

Ala Ser
25
Ala Pro

40

Gly Ser

Gly

124

Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly

10 15

Gly Leu Thr Phe Ser Arg Tyr

30

Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val

Thr TyrATyr Ser Asp Thr val

60

Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr

75 80

Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys

90 95

Thr Leu Val Thr Val Ser

110

Gly Leu Vval Gln#’ro Gly Gly
10 15
Gly Leu Thr Phe Ser Arg Tyr
30
Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
45
Thr Tyr Tyr Ser Asp Thr Vval

60
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125

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

65

70

75

80

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

85

90

95

Ala Arg Leu Pro Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr val Ser

Ser

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

<400>

100

118
113
PRT
Artificial

Constructo sintético

118

Glu Vval Gln Leu Leu Glu Ser

1

Ser Leu

Gly Met

Ser Ala

50

65

Leu Gln

Ala Arg

Ser

<210>

<211>

<212>

5
Arg Leu Ser Cys Ala
20
Ser Trp Val Arg Gln
35 |
»Ile Asn Ser Leu Gly

55

-Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser

70
Met Asn Ser Leu Arg
85
Leu Pro Asp Tyr Trp

100

119
113

PRT

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Gly

105

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Gl

Gln

105

Gly
10
Gly
Gly.
Thr
Asn
Asp

90

Gly

Leu

Leu

Lys

Ser

75

Thr

Thr

val

Thr

Gly

60

Lys

Ala

Leu

Gln

Phe

Leu

45

Ser

Asn

val

val

110

Pro

Ser

Gly
15

Arg

30~

Glu

Asp

Thx

Tyr

Thr

110

Trp

Thr

Leu

TyY
95

Val

Gly

Tyr

val

Val

TYyr

80

Cys

Ser
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<213>

<220>

<223>

<400>

Artificial

Constructo sintético

Glu val Gln

1

Ser Leu Arg

Gly Met

Ser Ala Ile

50

Lys Gly Arg

65

Leu Gln Met

Ala Arg Leu

Ser

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

<400>

119
Leu Leu Glu
5
Leu Ser Cyé
20
Ser Trp Val Arg
35
Asn Ser Asn
Phe Thr Ile
70
Asn Ser Leu
85
Pro Asp Tyr
100
120
113
PRT
Artificial

Ser
Ala
Gln
Gly
55

Ser

Arg

Trp

Constructp sintético

120

Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser

1

5

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala

20

Gly Met Ser Trp Val Arg Gln

35

Gly
Ala
Ala
40

Gly
Arg

Ala

Gly

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Gln

126

Gly
10

Gly
Gly
Thr
Asn
Asp

90

Gly

105 -~

Leu
Leu
Lys
Tyr
Ser
75

Thr

Thr

val

Thr

'Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Leu

Gln

Phe

Leu

45

Ser

Asn

val

val

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Thr

TYyXx

Thr

110

Gly
15

Arg

Trp

Thr

Leu

Tyr
95

val

Gly
Tyr
Val‘
val
Tyr
80

Cys

Ser

Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly

10

15

Ala Ser Gly Leu Thr Phe Ser Arg Tyr

25

30

Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val

40

45
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127

Ser Ala Ile Thr Ser Ser Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ser

50

55

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser

65

70

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg

85

Ala Arg Leu Pro Asp Tyr'Trp

Ser

- <210>
S <2i1>

<212>

<213>
<220>
<223>

<400>

100
121
113
PRT
Artificial

Constructo sintético

121

Glu Val Gln Leu

1

Ser Leu Arg Leu

20

Thr Met Ser Trp

50

35

.Ser Ala Ile Asn

Lys Gly.Arg Phe

65

Leu Gln Met Asn

Ala Arg Leu Pro

Ser

<210>

100

122

Leu Glu
S5 =~

Ser Cys

Val Arg

Ser Ser

Thr Ile

70
Ser Leu
85

Asp Tyr

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Trp

60

Arg Asp Asn Ser Lys Asn

75

Ala Glu Asp Thr Ala Val

90

Gly Gln Gly Thr Leu Val

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Gly

105

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Gln

105

Gly

10

Gly-

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Gly

Leu Val

Leu Thr

Lys Gly

Tyr Tyr

60

Ser Lys

75

Thr Ala

Thr Leu

Gln

Phe

Leu

45

Ser

Asn

val

Val

Asp Thr Vval

Thr Leu Tyr
80
Tyr Tyr Cys
95
Thr Val Ser

110

Pro Gly Gly
15

Ser Arg Tyr

30

Glu Trp Val

Asp Thr Vval

Thr Leu Tyr
80
Tyr Tyr Cys
95
Thr Val Ser

110
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1

<211> 113

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 122

Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly

1 5

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala

20
Thr Met Ser Trp Val Arg Gln Ala
35 - 40
Ser Ala Ile Lys Ser Ser GlyAGly
50. 55

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg

65 70

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala
85

Ala Arg Leu Pro Asp Tyr Trp Gly

100

Ser

<210> 123

<211> 113

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Constructo sinﬁético

<400> 123

5

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Gln

105

128

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Gly

10

Leu Val Gln

Leu Thr Phe

Lys Gly Leu
45
Tyr Tyr Ser
60
Ser Lys Asn
75

Thr Ala Vval

Thr Leu Val

Pro Gly

Ser Arg

30

Glu Trp

Asp Thr

Thr Leu

Tyr Tyr

95

Thr val

110

15

Gly

Tyr

val
val
Tyr
80

Cys

Ser

- Glu VvVal Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly

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

20

25

30
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129

Pro Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys

35
Ser Ala‘IlevThr Ser Ser
50
Lys Gly Arg Phe Thr Ile
65 : ' 70
Leu Gln Met Asn Ser Leu
| 85

Ala Arg Leu Pro Asp Tyr

100
‘Ser |
<210> 124
<211> 113
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

40

Gly Gly Ser Thr Tyr

55

Ser

Arg

Trp

<223> Constructo sintético

. <400> 124

Glu_Val Gln Leu Leu Glu
1 ‘ 5
Ser Leu Arg Leu Ser Cys

20

Gly Met Ser Trp Val Arg-

35
Ser Ala Ile Thr Ser Ser

50

-Lys Gly Arg Phe Thr Ile

65 70

Leu Gln Met Asn Ser Leu
85

Ala Arg Leu Pro Asp Tyr

100

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Trp

Gly Leu Glu

45

Tyr Ser Asp

60

Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr

75

Ala Glu Asp Thr Ala Vval Tyr

90

Gly Gln Gly Thr

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Gly

105

Gly

Ser

25

Pro

Asp

Glu

Gln

105

Gly.

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Gly

Leu
Leu
Lys
Tyr
Ser
75

Thr

Thr

Leu Val Thr

val
Asn
Gly
Tzr
60

Lys

Ala

Leu

Gln

Phe

Leu

45

Ser

Asn

val

val

110

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Thr

110

Trp Val

Thr Vval

Leu Tyr
80

Tyr Cys

95'

Val Ser

Gly Gly
15

Arg Tyr

Trp Val

Thr val

Leu Tyr

80
Tyr Cys
95

vVal Ser
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Ser

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

125

113

PRT

Artificial

Constructo sintético

125

Glu Vval Gln Leu

Leu Glu Ser

1 5
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala
20

Gly Met Ser Trp Val Arg Gln
35

Ser Ala Ile Lys Ser Ser Gly

50 55

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser

65 70

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg

85
Ala Arg Leu Pro Asp Tyr Trp
100

Ser

<210> 126

<211> 113 ! Fo

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 126

Glu val Gln Leu Leu Glu Ser

1

Gly Gly

Ala Ser

25
Ala Pro
40

Gly Ser

Arg Asp

Ala Glu

Gly Gln

105

130

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Gly

Leu

Leu

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Thr

val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Leu

Gln

Phe

Leu

45

Ser

Asn

val

Val

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Thr

110

Gly
15

Arg
Trp
Thr

Leu

Tyx
95

Val

Gly -

Tyr

val

val

Tyr

80

Cys

Ser

Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly

i0

15
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| Ser Leu Arg

Gly Met Ser
35
Ser Ala Ile

50

‘Lys Gly Arg

65

Leu Gln Met
Ala Arg Leu

Ser

<210> 127
<211> 113
<212> PRT
<213>
<220>
<223>
<400> 127
Glu Val_Gln
1

Ser Leu Arg

Gly Met Sex

35

.Ser Arg Ile

50
Lys Gly Arg
65

Leu Gln Met

Leu

20

Trp

Lys

Phe

Asn

Pro

100

Leu

Leu

20

Trp

Thr

Phe

Asn

Ser

val

Ser

Thr

Ser

85

Asp

Artificial

Leu

Ser

val

Ser

Thr

Ser

85

Cys Ala Ala

Arg Gln Ala

40

Asn Gly Gly

55

ile
70

Leu

Tyrxr

Glu

Cys

Arg

Ser

Iie

70

Leu

Ser

Arg

Trp

Constructo sintético

Ser

Ala

Gln

Gly
55

Ser

Arg

Arg

‘Ala

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

‘Glu

Gln

© 105

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Gly

Ser

25

Pro

Sexr

Asp

Glu

131

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

920

Gly

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Leu Thr

Lys Gly

Tyr Tyr

60
Ser Lys
75

Thr Ala

Thr Leu

Leu Vval

Leu Thr

Lys Gly

Tyr Tyr

60
Ser Lys
75

Thr Ala

Phe
Leu
45

Ser
Asn

val

val

Gln
Phe
Leu
45

Ser

Asn

val

Ser
30

Glu
Asp
Thp
Tyr

Thr

110

Pro
Ser
30

Glu
Asp

Thr

Tyr

Arg

Trp

Thr

Leu

Tyr

95

val

Gly

15

Arg

Trp

Thr

Leu

Tyxr

95

Tyr

val

Val

Tyr
80

Cys

Ser

Gly

Tyr

val

val

Tyxr

80

Cys
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132

Ala Arg Leu Pro Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr val Ser

Ser

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

<400>

100
128
113
PRT
Artificial

Constructo sintético

128

Glu vVal Gln Leu Leu

1

Ser Leu Arg Leu Ser

20

Gly Met Ser Trp Val

Ser His

50

35

Ile Lys Ser

Lys Gly Arg Phe Thr

65

Leu Gln Met Asn Ser

85

Ala Arg Leu Pro Asp

Ser

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

100

129

113

PRT

Artificial

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Tyr

Ser
Ala
Gln
Gly
55.

Ser

Arg

Trp

Constructo sintético

129

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Gly

105

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Gln

105

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Gly

Leu
Leu
Lys
Tyxr
Ser
75

Thr

Thr

val

Thr

Gly

TyX

60

Lys

Ala

Leu

Gln

Phe

Leu

45

Ser

Asn

val

val

110

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Thr

110

Gly
15

Arg
Trp

Thr

Leu

TYY

.95

val

Gly

TyTr

val

Val

Tyr

80

Cys

Ser
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Glu Val Gln

Ser Leu Arg

Gly Met Ser

35

Ser Ala Ile

50

Lys Gly Arg

65

Leu Gln Met

Ala Arg Leu

Ser

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

1

130

113

PRT

Leu

ALeu

20

Trp

Thr

Phe

Asn

Pro

100

Leu

Ser

Val

Ser

Thr

Ser

85

Asp

Artificial

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Tyr

Ser

Ala

Gln

Cly

55

Ser

Arg

Trp

Constructo sintético

130

-Glu val Gln

Ser Leu Arg

Gly Met Ser

35

Ser Ala Ile

50

Lys Gly Arg

65

Leu Leu Glu

5

Leu Ser Cys

20

Ser

Ala

Trp Val Arg Gln

Lys Ala Ser

Phe Thr Ile

70

Gly
55

Ser

Gly
Ala
Ala
40

Gly
Arg
Ala

Gly

Gly
Ala
Ala
40

Gly

Arg

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Gln

105

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

133

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Gly

Gly
10

Gly
Gly

Thr

Asn

Leu

Leu

Lys

Lys

Ser

75

Thr

Thr

vVal

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Leu

Gln
Phe
Leu
45

Ser
Asn

val

val

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyxr

Thr

110

Gly
15

Arg
Trp
Thr

Leu

Tyr
95

val

Gly

Tyr

Val

val

Tyr
80

Cys

Se:

Leu Val Gln Pro Gly Gly

15

Leu Thr Phe SerﬁArg Tyr

30

Lys Gly Leu Glu Trp Val

45

Tyr Tyr Ser Asp Thr Val

60

Ser Lys Asn Thr Leu Tyr

75

80
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134

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

85

90

95

Ala Arg Leu Pro Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser

100
-Ser
<210> 131
<211> 113
<212> PRT
<213> Artificial
<220>
<223>
<400> 131
Glu Val Gln Leu Leu
1 5
Ser Leu Arg Leu Ser
20
Gly Met Ser Trp Val
35
Ser Ala Ile Lys Ser
50
Lys Gly Arg Phe Thr
65
Leu Gln Met Asn Ser
85
Ala Arg Leu Pro Asp
| 100
Ser
<210> 13#T
<211> 113
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

Glu
Cys
Arg
Ser
Ile

70

Leu

Tyr

Constructo sintético

Ser
Ala
Gln
Gly
55

Ser

Arg

Frp

Gly

Ala
Ala
40

Ser

Arg

Ala

Gly

105

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Glnb

105

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Leu

Leu

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Thr

val
Thr
Gly
Tyr
60

Lys

Ala

Leu

Gln

Phe

Leu

45

Ser

Asn

val

val

110

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Thr

110

"Gly Gly

15

Arg Tyr

Trp Val

Thr val

Leu_Tyr

80
Tyr. Cys
95

Val Ser
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<223> Constructo sintético

<400>

<400> 132

Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser

li 5

Sér Leu Arg Leu Ser Cys Ala

20

Gly Met Ser Trp Val Arg Gln
© 35

Ser Ala Ile Lys Ser Leu Gly

50 55

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser

65 70

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg

85
Ala Arg Leu Pro Asp Tyr Trp
100
- Ser

<210> 133

<211> 113

<212> PRT.

<213> Artificial

<220>

'<223§ Constructo sintético
133

Glu Valféln Leu Leu/3lu Ser

1

5

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala

20

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Gly

Gly
Ser
25

Pro
Ser
Asp
Glu

Gln

105

135

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Gly

Leu

Leu

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Thr

val

Thr

Gly

TyTr

60

Lys

Ala

Leu

Gln

Phe

Leu

45

Ser

Asn

val

val

Pro

Sér

30

Ghu

Asp

Thr

Tyr

Thr

110

Gly Gly
15

Arg Tyr -
Trp Val
Thr val

Leu Tyr

80
Tyr Cys‘
95

Val Ser

Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly

10

15

Ala Ser Gly Leu Thr Phe Ser Arg Tyr

25

30

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

35

40

45

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

50

55

60
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136

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys‘Asn Thr Leu Tyr

65 | .70 15 80

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

Ala Arg Leu Pro Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr val Ser

100 ' 105 110
Ser
<210> 134
<211> 113
<212> PRT

<213> Artifieial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 134

Glu Vval G;n Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pfd Gly Gly

1 5 _ ‘ 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Leu Thr Phe Ser Arg ?yr

20 e 25 30
Gly Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 . 40 .45
Ser Ala Gln Thr Ser Ser Gly ély Ser Thr Tyr Tyr Ser Asp Thr Val
50 ‘ 55 60

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

65 70 7Sl 80

}¥au Gln Met Asn Ser Leﬁ.Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg Leu Pro Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr vVal Ser

100 105 110
Ser
<210> 135
<211> 113

<212> PRT
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<213>
<220>
<223>

<400>

Artificial

Constructo sintético

Glu Val Gln

Ser Leu Arg

Pro Met Ser

Ser Arg Ile

50

Lys Gly Arg

65

Leu Gln Met

~ Ser

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>
<223>

<400>

1

. Ala Arg Leu

135
Leu Leu Glu
5
Leu Ser Cys
- 20 ;
Trp Val Arg
35
Thr Sgr Ser
Phe Thr Ile
70
Asn Ser Leu
85
Pro Asp Tyr
100
136
;13
PRT
Artificial

Ser

ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Trp

Constructo sintético

136

5

-Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala

20

Pro Met Ser Trp Val Arg Gln

35

Gly Gly

Ala Sser

25
Ala Pro
40

Gly Ser

Arg Asp

Ala Glu

Gly Gln

105

137

Gly Leu Val Gln
10 °

Gly Leu Thr Phe

Gly ﬁys Gly Leu
45
Thr Tyr Tyr Ser
60
Asn Ser Lys Asn
75

Asp Thr Ala val
90

Gly Thr Leu Vval

Pro
Sqr
30

Glu
Asp
Thr

Tyr

Thr

110

Gly Gly
15

Arg Tyr
Trp Val
Thr val

Leu Tyr

80
Tyr Cys
95

val Ser

Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly

10

15

Ala Ser Gly Leu Thr Phe Ser Arg Tyr

25

30

Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val

40

45
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Ser Ala Ile

Glu val Gln Leu

1

Ser Leu Arg Leu

20

Pro Met Ser Trp

35

Ser Ala Ile Lys

50

Lys Gly Arg Phe

65

Leu Gln Met Asn

Ala Arg Leu "Pro

Ser

<210>

100

138

Leu

Ser

val

Ser

Thr

Ser

85

Asp

Lys Ser Ser

Ile
70

Leu

Tyr

Glu
Cys
Arg

Ser

Ile

70

Leu

Tyr

138

Gly Gly Ser Thr Tyr

55

Ser
Arg

Trp

50
Lys Gly Arg Phe Thr
65
Leu Gln Met Asn Ser
85
Ala Arg Leu Pro Asp
100
Ser
<210> 137
<21;> 113
<212> PRT
<213> Artificial
<220>
<223> Constructo sintético
<400> 137

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Trp

Arg Asp Asn Ser

75

Ala Glu Asp Thr

90

Gly Gln Gly Thr

105

Gly Gly

Ala Ser

25
Ala Pro
40

Gly ser

Arg Asp

Ala Glu

Gly Gln

105

Gly

10

Gly

Gly

Thr

‘Asn

Asp

90

Gly

Leu
Leu
Lys
s
Ser
75

Thr

Thr

Tyr Ser Asp Thr Vval

60

Lys Asn Thr Leu Tyr

80

Ala Val Tyr Tyr Cys

95

Leu Val Thr val Ser

Val Gln

Thr Phe

Gly Leu

45

Tyr Ser

60

Lys #sn

Ala val

Leu val

110

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Thr

110

Gly

15

Arg

Trp

Thr

Leu

Tyr
95

vVal

Gly

Tyr

val

Val

Tyr
80

Cys

Ser
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<211>

<212>

<213>‘

<220>

<223>

<400>

113

PRT

Artificial

Constructo sintético

138

Glu val Gln Leu Val

1

Ser

Pro

Ser

LysA

65

Leu

Ala

Ser

Leu

Met

Ala

50

Gly

Gln

arg

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

Arg

Ser

35

Ile

Met

Leu

139

11

PRT

139

Leu

20

Trp

Thr

Phe

Asn

Pro

100

5

Ser

Val

Ser

Thr

Ser

85

Asp

Homo sapiens

1 5
<210> 7140
<211> 108
<212> PRT
<213> Artificial

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Tyr

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Trp

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Gly

Gly

Ser

25

Pro

Ser

‘Asp

Glu

Gln

105

139

Gly
10

Gly
Gly
Thr
Asn
Asp

90

Gly.

10

Leu

Léu

Lys

Tyxr

Ala

75

Thr

Thr

val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Leu

Gln Pro

Phe Ser

30
Leu Val
45

Ser Asp
Asn Thr
Val Tyr

val Thr

110

Gly

15

Arg

Trp

Thr

Leu

Tyr
95

Val

Gly

Tyxr

val

val

Tyr

80

Cys

Ser
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<220>

<223> Constructo sintético

<4db>d‘i40 |

Glu Ile val Leu Thr Gln Ser

'1 5

Glu Arg Ala.Thr Leu Ser Cys

20

Tyr Leu His Trp Tyr Gln Gln
35

Iie Tyr Ser Thr Ser Asn Leu

50 55

Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp

65 70

Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr

85
Phe Thr Phe‘Gly Gly Gly Thr
100

<210> 141

<211> 108

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 141

Glu Ile val &eu Thr Gln Ser

1

Glu Arg Ala Thr Leu

Tyr Leu His

35
Ile Tyr Ser

50

20

Trp

Thr

5

Ser Cys

Glin Gln

Tyr

Ser Asn Leu

55

Pro
Arg
Lys
40

Val
Phe

Tyxr

Lys

Pro
Arg
Lys

40

val

Gly

Ala

25

Pro

Tyr

Thr

Cys

val

105

140

Thr
10.
Ser
Gly.
Gly
Leu
Gln

90

Glu

Leu

Ser

Gln

Ile

Thr

75

His

Ile

Ser

Ser

Ala

Pro

60

Ile

His

Lys

Leu Ser Pro

15

Val Ser Ser

30

Pro Arg Leu

45

Asp Arg Phe

Ser Arg Leu

Ser Gly Tyr

95

Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro

Ala

25

Pro

Ala

10

15

Gly

Ser

Leu

Ser

Glu

80

His

Gly

Ser Ser Ser Val Ser Ser Ser

30

Gly Gln Ala Pro Arg Leu

45

Gly Ile Pro Asp Arg Phe

60

Leu

Ser
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Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr

65

70

Pro Glu Asp Phe Ala val Tyr Tyr Cys

85

Trp Thr Phe Gly Gly Cly Thr Lys Val

<400>

100
142
108
PRT
Artificial

Constructo sintético

142

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser

5

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys

20

Tyr Leu His Trp Tyr Gln Gln

35

Ile Tyr Ser Thr Ser Asn Leu

50

55

Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp

65

70

Pro Glu Asp Phe Ala val Tyr

' 85

Trp Thr Phe Gly Gly Gly Thr

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

100
143
23
PRT
Homo sapiens

143

Pro

Arg

Lys

40

val

Phe

Tyr

Lys

105

Gly

Ala

25

Pro

Ala

Thr

Cys

Val

105

141

Leu Thr Ile Ser Arg Leu Glu

75

80

Gln His His Ser Gly Tyr His

90

© Glu Ilé Lys

Thr

10

Ser

Gly

Gly

Leu-

Gln

90

Glu

Leu

Sef

Gln

Ile.

Thr

75

His

Ile

Ser

Ser

Ala

Pro

60

Ile

His

Lys

95

Leu Ser Pro
15
Val Ser Ser
30
Pro Arg Leu
45

Asp Arg Phe

Ser Arg Leu

Ser Gly Tyr

95

Gly

Ser

Leu

Ser

Glu

80

His



142

Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly
1 5 ' 10 15

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys

20
<210> 144
<211> 15§
<212> PRT

<400> 144

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

1 5 .10 . . 15
<210> 145
<211> 32

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 145

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

Leu Thr Ile Ser Arg Leu Glu Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys

20 . 25 o 30
<210> 146
<211> 10

<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 146

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys

1 5 ‘ . i0
<210> 147

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 147
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143

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys

1

<210> 148
<211> 25
<212> PRT

<213> Homo

Ser Leu Arg

-<210> 149
<211> 25
<212> PRT

<213> Homo
<400> 149
Glu val Gln
1

Ser Leu Arg

<210> 150
<211> 25
<212> PRT

<213> Homo
<400> 150

Glu Vval Gln

Ser Leu Arg

<210> 151

<211> 14

<212> PRT

5 10

sapiens
i
Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gin Pro Gly Gly
5 . 10 _— 15
Leu Ser Cys Ala Ala Ser

20 25

sapiens

Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
5 10 ) 15
Leu Ser Cys Ala Ala Ser

20 25

sapiens

7.

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

Leu Ser Cys Ala Ala Ser

20 25



144

<213> Homo sapiens
<400> 151

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

1 5 : 10
<210> 152 |

<211> 32

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 152

Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr Leu Gln
1 5 .10 ‘ 15

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

20 - 25 30
<210> 153
<211> 32
<212> PRT.

<213> Homo sapiens

<400> 153

Ar§ Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn‘Thr Leu Tyr Leu Gln
1 5 10 - 15

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

20 25 30
<210> 154
<211> 7
<212> PRT® P

<213> Artificial

_<220>

<223> Constructo sintético

<220>

<221> ‘REGIAO DE INTERESSE SIOLOGICO
<222> (6)..(6)

<223> X is A, V, T, ouM



10

15:

20

30

<220>

<221>

<222>

<223>

<400>

REGIAO DE INTERESSE SIOLOGICO

(7).

L (7)

X is S, A, T, N, W, Dou Y

154

Ser Thr Ser Asn Leu Xaa Xaa

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

155
106
PRT
Homo

155

val Ala Ala

1

Leu

. Pro

Gly

65

His

val

Lys

Arg

Asn

50

Ser

Lys

THY

-<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

Ser

Glu
35

Ser

Leu

val

Lys

156

315

DNA

Homo

156

5

sapiens
Ala Pro
Gly Thr
20

Ala Lys
Gln Glu
Ser Ser
Tyr Ala

85

Ser Phe

100

sapiens

Ser

Ala

val

Ser

Thr

70

Cys

Asn

val

Ser

Gln

Phe

Val

Trp

- 40

Val

55

Leu

Glu

Arg

Thr

Thr

val

Gly

Ile

val

25

Lys

Glu

Leu

Thr

Glu

105

145

Phe Pro
10

Cys Leu

Val Asp

Gln Asp

Sexr Lys

75
His Gln
90

Cys

Pro

Leu

Asn

Ser

60

Ala

Gly

Ser Asp

Asn Asn

30

Ala Leu

45

Lys Asp

Asp Tyr

Leu Ser

Glu Gln
15

Phe Tyr

Gln Ser

Ser Thr

Glu Lys

80

Ser Pro

95
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‘gtggctgcac
gcctetgttg
gtggataacg
gacagcacct
aaagtctacg
aacaggggag
<210> 157
<212> DNA
<213>
<400> 157
gtggctgcac
gcctcectgttg
gtggataacg
gacagcacct
aaagtctacg
aacaggggag
<210> 158
<211> 970
<212> DNA
<213>
<400> 158
ggcccategg
ctgggctgec
gccctgadéa
gctcagcagc-
cgtagatcac
cccatgecca
cccaaaaccc
ggacgtgagc

gcataatgcce

cgtcctcacce

catctgtctt
tgtgcctgct
ccctecaatce
acagcctcag
cctgcgaagt

agtgce

Homo sapiens

catctgtctt

tgtgcctgct

ccctecaatce

acagcctcag

cctgcgaagt

agtgc

Homo sapiens

tcttceeget
tggtcaagga
gcggcgtgca
gtggtgaccg
aagcccagca
ccctgecccag
aéggacactc
caggaagacc
aagacaaagc

gtcctgcacce

catcttcceeg
gaataacttc
gggtaactéc
cagcaccctg

cacccatcag

catcttceceg
gaataécttc
gggtaéctcc
cagcaccctg

cacccatcag

agcgccecctge
ctacttccce
caccttceceg

tgccctceccag

acaccaaggt

cacctgagtt
tcatgatctc
ccgaggtcca
cgcgggagga

aggactggct

146

ccatctgatg
tatcccagag
caggagagtg
acgctgagca

ggcctgaget

ccatctgatg
tatcccagag
caggagagtg
acgctgagca

ggcctgagct

tccaggagca
gaaccggtga
gctgtcectac
cagcttgggc
ggacaagaga
cctgggggga
ccggacccect
gttcaactgg
gcagttcaac

gaacggcaag

agcagttgga
aggccaaagt
tcacagagca
aagcagacta

cgcecgtcac

agcagttgaa
aggccaaagt
tcacagagca
aagcagacta

cgccecgtecac

cctccgagag
cggﬁgtcgtg
agtcctcagg
acgaagacct
gttgagtcca
ccatcagtct
gaggtcacgt
tacgtggatg
agcacgtacc

gagtacaagt

atctggaact
acagéggaag
ggacagcaag
cgagaaacac

aaagagcttc

atctggaact
acagtggaag
ggacagcaag
cgagaaacac

aaagagcttce

cacagccgcec
gaactcaggc
aé%ctactcc
acacctgcaa
aatatggtcc
tcctgttcecece
gcgtggtggt
gcgtggaggt
gtgtggtcag

gcaaggtctc

60

120

180
240
300 -

315

60

120

-180

240

300

315

60

120

7180

240

300

360°

420

480

540

600



caacaaaggc
aéagccacag
cctgacctge
tgggcageeg
cttectctac
. atgctcegtg

tctgggttga

ctccegtect
gtgtacaccc
ctggtcaaag
gagaacaact
agcaggctéa

atgcatgagg

ccatcgagaa
tgceccccatce
gcttctacce
acaagaccac
ccgtggacaa

ctctgcacaa

147

aaccatctcc
ccaggaggag
cagcgacatc
gccteceegtg
gagcaggtgg

ccactacaca

aaagccaaag
atgaccaaga
gccgtggagt

ctggactccg

caggagggga

cagaagagcc

ggcagcceccg
accaggtcag
gggaaagcaa
acggctccectt
étgtcttctc

tctcectgte

N

660

720

780

840

900

960

970
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REIVINDICAGOES

1. Anticorpo monoclonal antimiostatina, caracterizado pelo fato
de que compete pela ligagao a miostatina em um ensaio ELISA por competi-
¢ao com um anticorpo competidor compreendendo dois polipeptideos com
as sequéncias mostradas nas SEQ ID N°: 98 e SEQ ID N°: 138, e sendo que
o referido anticorpo antimiostatina monoclonal se liga a miostatina com uma
afinidade de, no maximo, 5 x 1072 M.

2. Anticorpo monoclonal antimiostatina de acordo com a reivindi-
cacao 1, caracterizado pelo fato de que o referido anticorpo se liga & miosta-
tina com uma afinidade de, no maximo, 1,4 x 1072 M.

3. Anticorpo monoclonal antimiostatina de acordo com a reivindi-
cacdo 1 ou 2, caracterizado pelo fato de que o referido anticorpo apresenta
uma ICso menor ou igual a cerca de 1 nM em um ensaio de miostatina/SBE -
in vitro como mostrado no exemplo 5.

4. Anticorpo monoclonal antimiostatina de acordo com a reivindi-
cacao 3, caracterizado pelo fato de que a ICso do referido anticorpo em um
ensaio reporter de miostatina/SBE in vitro é pelo menos 20% menor do que
a ICsg do anticorpo em um ensaio reporter GDF-11/SBE in vitro como mos-
trado no exemplo 5.

5. Anticorpo monoclonal antimiostatina, caracterizado pelo fato
de que compreende dois polipeptideos com as sequéncias mostradas nas
SEQ ID N°: 98 e SEQ ID N°: 138.

6. Anticorpo monoclonal antimiostatina caracterizado pelo fato
de que compreende uma regido variavel da cadeia pesada e uma regiao va-
riavel da cadeia leve, sendo que a dita regido variavel da cadeia pesada
compreende:

a) um peptideo em CDRH1 com SEQ ID N°:42,

b) um peptideo em CDRH2 com SEQ ID N°:71, e

c) um peptideo em CDRH3 com SEQ ID N°:72,

e em que a dita regido variavel da cadeia leve compreende:

a) um peptideo em CDRL1 com SEQ ID N°:12,

b) um peptideo em CDRL2 com SEQ ID N°:154, e
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¢) um peptideo em CDRL3 com SEQ ID NO:37.

7. Anticorpo monoclonal antimiostatina caracterizado pelo fato
de que compreende uma regido variavel da cadeia pesada e uma regido va-
riavel da cadeia leve, sendo que a dita regido varidvel da cadeia pesada
compreende:

a) um peptideo em CDRH1 com SEQ ID NO:40,

b) um peptideo em CDRH2 com SEQ ID NO:60, e

c) um peptideo em CDRH3 com SEQ ID NO:72,
e sendo que a dita regido variavel da cadeia ieve compreende:

a) um peptideo em CDRL1 com SEQ ID NO:9,

b) um peptideo em CDRL2 com SEQ ID NO:18, e

c) um peptideo em CDRL3 com SEQ ID NO:34.

8. Anticorpo monoclonal antimiostatina de acordo com qualquer
uma das reivindicagdes 1 a 7, caracterizado pelo fato de que € um anticorpo
humanizado ou totalmente humano, ou uma porgao de ligagdo de antigeno
do mesmo.

9. Anticorpo monoclonal antimiostatina de acordo com qualquer
uma das reivindicagdes 1 a 8, caracterizado pelo fato de que € um anticorpo
de comprimento total, um anticorpo substancialmente intacto, um fragmento
Fab, um fragmento F(ab’), ou um fragmento Fv de cadeia simples.

10. Anticorpo monoclonal antimiostatina de acordo com quaiquer
uma das reivindicagdes 1 a 8, caracterizado pelo fato de que compreende
ainda uma regiao constante da cadeia pesada selecionada a partir do grupo
consistindo em 1gG4, 19Gg, 19G3, 1gG4, IgA, IgE, IgM e IgD.

11. Anticorpo monoclonal antimiostatina de acordo com qualquer
uma das reivindicacdes 1 a 8, caracterizado pelo fato de que o dito anticorpo
nao se liga a um peptideo, que consiste em aminoacidos 40-64 de miostati-
na madura humana, a niveis significantemente maiores que o normal.

12. Anticorpo monoclonal antimiostatina de acordo com qualquer
uma das reivindicagdes 1 a 7, caracterizado pelo fato de que a regiao constante
presente no anticorpo se origina do genoma de um animal selecionado a partir
do grupo consistindo em animais domésticos, animais de esportes e animais
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que servem de fontes de alimentos.

13. Composicao farmacéutica, caracterizada pelo fato de que
compreende o anticorpo, como definido em qualquer uma das reivindicagées
1a12.

14. Composicao farmacéutica de acordo com a reivindicagao 13,
caracterizada pelo fato de que compreende ainda um veiculo farmaceutica-
mente aceitavel.

15. Anticorpo de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1
a 12, caracterizado pelo fato de ser para uso como um medicamento.

16. Uso de uma quantidade eficaz do anticorpo, como definido
em qualquer uma das reivindicagdes 1 a 12, caracterizado pelo fato de ser
para a preparacdo de um medicamento para aumento da massa muscular
ou aumento da densidade 6ssea em um individuo em necessidade do mes-
mo.

17. Uso de uma quantidade eficaz do anticorpo, como definido
em qualquer uma das reivindicagées 1 a 12, caracterizado pelo fato de ser
na preparagdo de um medicamento para o tratamento ou a prevengao de
uma ou mais condigdes selecionadas a partir de fraqueza, caquexia, destrui-
¢ao muscular, fraqueza muscular, miopatia, distrofia muscular, osteoporose,
DPOC, insuficiéncia ou doenga renal, insuficiéncia ou doenga hepatica, insu-

ficiéncia cardiaca, diabetes do Tipo Il ou sindrome metabdlica.
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1
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FIG. 2

cavalo,

1/11

Pro-miostatina
MOKLOLCVYI YLFMLIVAGP VDLNENSEQK ENVEKEGLCN 40
ACTWRONTKS SRIEAIKIQI LSKLRLETAP NISKDVIRQL 80
LPKAPPLREL IDQYDVQRDD SSDGSLEDDD YHATTETIIT 120
MPTESDFLMQ VDGKPKCCFF KFSSKIQYNK VVKAQLWIYL 160
RPVETPTTVF VQILRLIKPM KDGTRYTGIR SLKLDMNPGT 200
GIWQSIDVKT VLONWLKQPE SNLGIEIKAL DENGHDLAVT 240
FPGPGEDGLN PFLEVKVTDT PKRSRRDFGL DCDEHSTESR 280
CCRYPLTVDF EAFGWDWIIA PKRYKANYCS GECEFVFLQK 320
YPHTHLVHQA NPRGSAGPCC TPTKMSPINM LYFNGKEQII 360
YGKIPAMVVD RCGCS 376 (ID. DE SEQ. N°:1)

Miostatina madura (humana, muridea, de rato, galinha, peru, cachorro,
porco)

1 DFGLDCDEHS TESRCCRYPL TVDFEAFGWD WIIAPKRYKA 40

41 NYCSGECEFV FLOKYPHTHL VHOANPRGSA GPCCTPTKMS 80

81 PINMLYFNGK EQIIYGKIPA MVVDRCGCS 109

FIG. 3

Galinha
Cachorro
Cavalo
Carneiro
Vaca
Porco

Galinha
Cachorro
Cavalo
Carneiro
Vaca
Porco

FI1G. 4

Miostatina
GDF-11

Miostatina
GDF-11

Miostatina
GDF-11

(ID. DE SEQ. N°:2)

Miostatina madura

58
DFGLDCDEHSTESRCCRYPLTVDFEAFGWDWI IAPKRYKANYCSGECEFVFLQKYPHTH
DFGLDCDEHSTESRCCRYPLTVDFEAFGWDWI IAPKRYKANYCSGECEFVFLQKYPHTH
DFGLDCDEHSTESRCCRYPLTVDFEAFGWDWI IAPKRYKANYCSGECEFVFLQKYPHTH
DFGLDCDEHSTESRCCRYPLTVDFEAFGWDWI IAPKRYKANYCSGECEFLFLOKYPHTH
DFGLDCDEHSTESRCCRYPLTVDFEAFGWDWI IAPKRYKANYCSGECEFVFLQKYPHTH
DFGLDCDEHSTESRCCRYPLTVDFEAFGWDWI IAPKRYKANYCSGECEFVFLQKYPHTH

109 SEQ ID
LVHQANPRGSAGPCCTPTKMSPINMLYFNGKEQIIYGKIPAMVVDRCGCS
LVHQANPRGSAGPCCTPTKMSPINMLYFNGKEQIIYGKIPAMVVDRCGCS
LVHQANPRGSAGPCCTPTKMSPINMLYFNGKEQITIYGKIPAMVVDRCGCS
LVHQANPKGSAGPCCTPTKMSPINMLYFNGKEQITYGKIPGMVVDRCGCS
LVHQANPRGSAGPCCTPTKMSPINMLYFNGEGQITYGKIPAMVVDRCGCS
LVHQANPRGSAGPCCTPTKMSPINMLYFNGKEQIIYGKIPAMVVDRCGCS

NN WN NN

Homologia miostatina:GDF-11
DFGLDCDEHSTESRCCRYPLTVDFEAFGWDWIIAPKRYK
NLGLDCDEHSSESRCCRYPLTVDFEAFGWDWIIAPKRYK

ANYCSGECEFVFLOKYPHTHLVHOANPRGSAGPCCTPTK
ANYCSGQCEYMFMQKYPHTHLVQQANPRGSAGPCCTPTK

MSPINMLYFNGKEQIIYGKIPAMVVDRCGCS
MSPINMLYFNDKQQIIYGKIPGMVVDRCGCS

(ID. DE SEQ. N°:2)
(ID. DE SEQ. N°:4)



2/1

FIG. 5 Anticorpo original

DNA de HCVR YN41

5" - GAGGTGAAGCTGGTGGAGTCTGGGGGAGGCTTAGTGAAGCCTGGAGGGTC
CCTGAAACTCTCCTGTGCAGCCTCTGGACTCACTTTCAGTAGGTATGGCA
TGTCTTGGGTTCGCCAGACTCCGGAGAGGAGGCTGGAGTGGGTCGCAGCC
ATTAATAGTCATGGTGGTAGCACCTACTATTCAGACACTGTGAAGGGCCG
ATTCACCATTTCCAGAGACAATGCCAAGAACACCCTGTACCTGCAAATGA
ACAGTCTGAGGTCTGAGGACACAGCCTTGTATTACTGTGCAAGACTTCCG
GACTACTGGGGCCAAGGCACCACGGTCACCGTTTCCTCA (ID. DE SEQ. N°:

5)

Aminodcidos de HCVR YN41

EVKLVESGGG LVKPGGSLKL SCAASGLTEFS RYGMSWVRQT PERRLEWVAA
INSHGGSTYY SDTVKGREFTI SRDNAKNTLY LQMNSLRSED TALYYCARLP
DYWGQGTTVT VSS (ID. DE SEQ. N°: 7)

DNA de LCVR (Kappa) YN4l1

5' - GAAAATGTGCTGACCCAGTCTCCAGCAATCATGTCTGCATCTCCAGGGGA
AAAGGTCACCATGACCTGCAGGGCCAGCTCAAGTGTAAGTTCCAGTTACT
TGCACTGGTACCAGCAGAAGTCAGGTGCCTCCCCCAAACTCTGGATCTAT
AGCACATCCAACTTGGCTTCTGGAGTCCCTGCTCGCTTCAGTGGCAGTGG
GTCTGGGACCTCTTACTCTCTCACAATCAGCAGTGTGGAGGCTGAAGATG
CTGCCACTTATTACTGCCAGCAGTACAGTGGTTACCACTTCACGTTCGGC
TCGGGGACCAAGCTGGAAATGAAA (ID. DE SEQ. N°: 6)

Aminoadcidos de LCVR (Kappa) YN41
ENVLTQSPAI MSASPGEKVT MTCRASSSVS SSYLHWYQQOK SGASPKLWIY

STSNLASGVP ARFSGSGSGT SYSLTISSVE AEDAATYYCQ QYSGYHFTFG
SGTKLEMK (ID. DE SEQ. N°: 8)



FIG. 6

YN41
41-1
41-2
41-3
41-4
41-5
41-6
41-8
41-9
41-10
41-11
41-12
41-13
41-14
41-15
41-17
41-18
41-19
41-20
411-1
411-2
411-4
411-5
411-6
411-7
411-10
411-11
411-12
411-13
411-15
411-16
412-1
412-5
412-6
412-8
412-9
412-13
412-14
412-15
412-16
41L2-A1
41L2-A2
41L2-A3
41L2-E3
41L2-ES
41L3-F12
41L3-G2
411.3-G6
41H-A7
41H-BS8
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Alinhamento de CDR de cadeia leve

CDR1

RASSSVSSSYLH

RASQSVSSSYLH
RASSSVSSSYLH
RASSSVSSSYLH
RASSSVSSSYLH
RASSSVSSSYLH
RASSSVSSSYLH
RASSSVSSSYLH
RASSSVSSSYLH
RASSSVSSSYLH
RASSSVSSSYLH
RASSSVSSSYLH
RASSSVSSSYLH
RASSSVSSSYLH
RASSSVSSSYLH
RASSSVSSSYLH
RASSSVSSSYLH
RASSSVSSSYLH
RASSSVSSSYLH
RASSSVSSSYLH
RASSSVSSSYLH
RASSSVSSSYLH
RASSSVSSSYLH
RASSSVSSSYLH
RASSSVSSSYLH
RASSSVSSSYLH
RASSSVSSSYLH
RASSSVSSSYLH
RASSSVSSSYLH
RASSSVSSSYLH
RASSSVSSSYLH
RASSSVSSSYLH
RASSSVSSSYLH
RASSSVSSSYLH
RASSSVSSSYLH
RASSSVSSSYLH
RALSSVSSSYLH
RASSSVSSSYLH
RASSSVSSSYLH
RASSSVSSSYLH
RASSSVSSSYLH
RASSSVSSSYLH
RASSSVSSSYLH
RASSSVSSSYLH
RASSSVSSSYLH
RASSSVSSSYLH
RASSSVSSSYLH
RASSSVSSSYLH
RASSSVSSSYLH
RASSSVSSSYLH

SEQ ID

NO.

=
o oV

O W WIWWWWWOWWWWWWEIWIWWVWILWVWLWWOLWWWLWWWYWWYWYWYWWWWO WYY YYO YWY

CDR2
STSNLAS
STSNLAA
STSNLAT
STSNLAS
STSNLAS
STSNLAS
STSNLAS
STSNLAS
STSNLAT
STSNLAT
STSNLAA
STSNLAT
STSNLAT
STSNLAT
STSNLAT
STSNLAT
STSNLAN
STSNLAT
STSNLAS
STSNLAT
STSNLAA
STSNLAA
STSNLAT
STSNLAA
STSNLAD
STSNLAT
STSNLAT
STSNLAT
STSNLAT
STSNLAA
STSNLAA
STSNLVA
STSNLVA
STSNLVA
STSNLVA
STSNLVA
STSNLAA
STSNLAA
STSNLAA
STSNLAA
STSNLVF
STSNLTW
STSNLMD
STSNLVY
STSNLVW
STSNLVA
STSNLVA
STSNLVA
STSNLVA
STSNLVA

SEQ ID
NO.
13
14
15
13
13
13
13
13
15
15
14
15
15
15
15
15
16
15
13
15
14
14
15
14
17
15
15
15
15
14
14
18
18
18
18
18
14
14
14
14
19
20
21
22
23
18
18
18
18
18

CDR3
QOYSGYHFT
QHYSGYHFT
ONYSGYHFT
QQYSGYFFT
QQYSGYQFT
QQYSGYTFT
QQYSGYQFT
QQYSGYSFT
QHYSGYHFT
QHYSGYHFT
QLYSGYHFT
QHYSGYHFT
QHYSGYHFT
QHYSGYHFT
QHYSGYHFT
QPYSGYHFT
QHYSGYHFT
QHYSGYHFT
QQYSGYQFT
QHYSGYHFT
QHYSGYHFT
QHYSGYHFT
QHYSGYHFT
QHYSGYHFT
QHYSGYHFT
QHYSGYHFT
QHYSGYHFT
QHYSGYHFT
QHYSGYHFT
QPYSGYHFT
QPYSGYHFT
QHYSGYHFT
QHYLGYHFT
QHYSGYHFT
QHYLGYHFT
QHYLGYHFT
QHYLGYHFT
QHYLGYHFT
QHYLGYHFT
QHYSGYHFT
QHYSGYHFT
QHYSGYHFT
QHYSGYHFT
QHYSGYHFT
QHYSGYHFT
QHHSGYHFT
QHYSGYHWT
QWYSGYHFT
QHYSGYHFT
QHYSGYHFT

SEQ ID
NO.
24
25
26
27
28
29
28
30
25
25
31
25
25
25
25
32
25
25
28
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
32
32
25
33
25
33
33
33
33
33
25
25
25
25
25
25
34
35
36
25
25



FIG. 6 Continuacio
41H-D6 RASSSVSSSYLH
41H-D11 RASSSVSSSYLH
41H-E11 RASSSVSSSYLH
41H-E4 RASSSVSSSYLH
41H-ES RASSSVSSSYLH
41H-E7 RASSSVSSSYLH
41H-EO RASSSVSSSYLH
41H-E12 RASSSVSSSYLH
41H-F10 RASSSVSSSYLH
41H-F12 RASSSVSSSYLH
41C1A2 RASSSVSSSYLH
41C1A4 RASSSVSSSYLH
41C1icl RASSSVSSSYLH
41C1E4 RASSSVSSSYLH
41C2A1 RASSSVSSSYLH
41C2A4 RASSSVSSSYLH
41C2E4 RASSSVSSSYLH
41C2G8 RASSSVSSSYLH
3-74/C1A2 RASSSVSSSYLH
3-74/C1A4 RASSSVSSSYLH
3-74/C1E4 RASSSVSSSYLH
3-74/C2A4 RASSSVSSSYLH
Consensus RAX;X,SVSSSYLH

X;:S5 or L
X,:S or Q

WO W WY

WWWWWWWWWYWWWLWYWY YV

12
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STSNLVA
STSNLVA
STSNLVA
STSNLVA
STSNLVA
STSNLVA
STSNLVA
STSNLVA
STSNLVA
STSNLVA
STSNLVY
STSNLVY
STSNLVA
STSNLVA
STSNLVA
STSNLVA
STSNLVY
STSNLVY
STSNLVY
STSNLVY
STSNLVA
STSNLVA

18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
22
22
18
18
18
18
22
22
22
22
18
18

STSNLXX, 154
Xs:A,V, T or M
X,:5,A,T,N,W,D or Y X;:Y or H
X,:S or L
X,:H,F,Q or T
Xg:F or W

QHYSGYHFT
QHYSGYHFT
OHYSGYHFT
QHYSGYHFT
QHYSGYHFT
QHYSGYHFT
QHYSGYHFT
QHYSGYHFT
QHYSGYHFT
QHYSGYHFT
QHYSGYHFT
QHHSGYHFT
QHYSGYHWT
QHHSGYHFT
QHYSGYHWT
QHHSGYHWT
QHYSGYHWT
QHYSGYHFT
QHYSGYHFT
QHHSGYHFT
QHYSGYHFT
QHHSGYHWT

25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
34
35
34
35
36
35
25
25
34
25
36

OX,X,X,GYX,X, T 37

X,:Q,N,H,L,P or W
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FIG.7 Alinhamento de CDR de cadeia pesada

Fab
YN41
41-1
41-2
41-3
41-4
41-5
41-6
41-8
41-9
41-10
41-11
41-12
41-13
41-14
41-16
41-17
41-18
41-19
41-20
411-1
411-2
411-4
411-5
411-6
411-7
411-10
411-11
411-12
411-13
411-14
411-16
412-1
412-5
412-6
412-8
412-9
412-13
412-14
412-15
412-16
41L.2-A1
41L.2-A2
41L2-A3
41L2-E3
41L2-E9
41L3-F12
411L.3-G2
41L3-G6
41H-A7
41B~-B8
41H-D6
41H-D11
41H-E11
41H-E4
41-E5

CDR1

GLTFSRYGMS

GLTFSRYGMS
GLTFSRYGMS
GLTFSRYGMS
GLTFSRYGMS
GLTFSRYGMS
GLTFSRYGMS
GLTFSRYGMS
GLTFSRYGMS
GLTFSRYGMS
GLTFSRYGMS
GLTFSRYGMS
GLTFSRYGMS
GLTFSRYGMS
GLTFSRYGMS
GLTFSRYGMS
GLTFSRYGMS
GLTFSRYGMS
GLTFSRYGMS
GLTFSRYGMS
GLTFSRYGMS
GLTFSRYGMS
GLTFSRYGMS
GLTFSRYGMS
GLTFSRYGMS
GLTFSRYGMS
GLTFSRYGMS
GLTFSRYGMS
GLTFSRYGMS
GLTFSRYGMS
GLTFSRYGMS
GLTFSRYGMS
GLTFSRYGMS
GLTFSRYGMS
GLTFSRYTMS
GLTFSRYTMS
GLTFSRYTMS
GLTFSRYGMS
GLTFSRYTMS
GLTFSRYGMS
GLTFSRYGMS
GLTFSRYGMS
GLTFSRYGMS
GLTFSRYGMS
GLTFSRYGMS
GLTFSRYGMS
GLTFSRYGMS
GLTFSRYGMS
GLTFSRYPBMS
GLNFSRYGMS
GLTFSRYGMS
GLTFSRYGMS
GLTFSRYGMS
GLTFSRYGMS
GLTFSRYGMS

SEQ ID
NO
38
38
38
38
38
38
38
38
38
38
38
38
38
38
38
38
38
38
38
38
38
38
38
38
38
38
38
38
38
38
38
38
38
38
39
39
39
38
39
38
38
38
38
38
38
38
38
38
40
41
38
38
38
38
38

CDR2
ATINSHGGSTYYSDTVKG

AINSSGGSTYYSDTVKG
AINSRGGSTYYSDTVKG
AINSRGGSTYYSDTVKG
AINSSGGSTYYSDTVKG
AINSVGGSTYYSDTVKG
AINSSGGSTYYSDTVKG
AINSEGGSTYYSDTVKG
AINSRGGSTYYSDTVKG
AINSIGGSTYYSDTVKG
AINSRGGSTYYSDTVKG
AINSMGGSTYYSDTVKG
AINSTGGSTYYSDTVKG
AINSSGGSTYYSDTVKG
AINSKGGSTYYSDTVKG
AINSPGGSTYYSDTVKG
AINSGGGSTYYSDTVKG
AINSSGGSTYYSDTVKG
AINSYGGSTYYSDTVKG
AINSSGGSTYYADSVKG
AINSSGGSTYYSDTVKG
AINSMGGSTYYSDTVKG
AINSRGGSTYYSDTVKG
AINSWGGSTYYSDTVKG
AINSAGGSTYYSDTVKG
AINSSGGSTYYSDTVKG
AINSDGGSTYYSDTVKG
AINSGGGSTYYSDTVKG
AINSLGGSTYYSDTVKG
AINSNGGSTYYSDTVKG
AINSSGGSTYYSDTVKG
AINSSGGSTYYSDTVKG
AINSSGGSTYYSDTVKG
AITSSGGSTYYSDTVKG
AINSSGGSTYYSDTVKG
AIKSSGGSTYYSDTVKG
AINSSGGSTYYSDTVKG
AINSSGGSTYYSDTVKG
AINSSGGSTYYSDTVKG
AINSSGGSTYYSDTVKG
AITSSGGSTYYSDTVKG
AITSSGGSTYYSDTVKG
AITSSGGSTYYSDTVKG
AITSSGGSTYYSDTVKG
AITSSGGSTYYSDTVKG
AITSSGGSTYYSDTVKG
AITSSGGSTYYSDTVKG
AITSSGGSTYYSDTVKG
AITSSGGSTYYSDTVKG
AITSSGGSTYYSDTVKG
AIKSSGGSTYYSDTVKG
AIKSNGGSTYYSDTVKG
RITSSGGSTYYSDTVKG
HIKSSGGSTYYSDTVKG
AITSSGGSTKYSDTVKG

SEQ ID

NO
43
44
45
45
44
46
44
47
45
48
45
49
50
44
51
52
53
44
54
73
44
49
45
55
56
44
57
53
58
59
44
44
44
60
44
61
44
44
44
44
60
60
60
60
60
60
60
60
60
60
61
62
63
64
65

CDR3
LPDY
LPDY
LPDY
LPDY
LPDY
LPDY
LPDY
LPDY
LPDY
LPDY
LPDY
LPDY
LPDY
LPDY
LPDY
LPDY
LPDY
LPDY
LPDY
LPDY
LPDY
LPDY
LPDY
LPDY
LPDY
LPDY
LPDY
LPDY
LPDY
LPDY
LPDY
LPDY
LPDY
LPDY
LPDY
LPDY
LPDY
LPDY
LPDY
LPDY
LPDY
LPDY
LPDY
LPDY
LPDY
LPDY
LPDY
LPDY
LPDY
LPDY
LPDY
LPDY
LPDY
LPDY
LPDY

SEQ ID

NO
72
72
72
72
72
72
72
72
72
72
72
72
72
72
72
72
72
72
72
72
72
72
72
72
72
72
72
72
72
72
72
72
72
72
72
72
72
72
72
72
72
72
72
72
72
72
72
72
72
72
72
72
72
72
72



FIG 7 Continuagao
41H-E7 GLTFSRYGMS
41H-E9 GLTFSRYGMS
41H-E12 GLTFSRYGMS
41H-F10 GLTFSRYGMS
41H-F12 GLTFSRYGMS
41C1A2 GLTFSRYPMS
41C1A4 GLTFSRYPMS
41C1cC1 GLTFSRYPMS
41C1E4 GLTFSRYPMS
41C2A1 GLTFSRYPMS
41C2A4 GLTFSRYPMS
41C2E4 GLTFSRYPMS
41C2G8 GLTFSRYPMS
3-74/C1A2 GLTFSRYPMS
3-74/C1iA4 GLTFSRYPMS
3-74/C1lE4 GLTFSRYPMS
3-74/C2A4 GLTFSRYPMS
Consensus GLX,FSRYXMS
X;:T or N

Xs:G,T or P

38
38
38
38
38
40
40
40
40
40
40
40
40
40
40
40
40

42
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AIKASGGSTYYSDTVKG 66 LPDY 72
ATIKSSGSSTYYSDTVKG 67 LPDY 72
ATIKSLGGSTYYSDTVKG 68 LPDY 72
AITSMGGSTYYSDTVKG 69 LPDY 72
AQTSSGGSTYYSDTVKG 70 LPDY 72
RITSSGGSTYYSDTVKG 63 LPDY 72
RITSSGGSTYYSDTVKG 63 LPDY 72
ATKSSGGSTYYSDTVKG 61 LPDY 72
AITSSGGSTYYSDTVKG 60 LPDY 72
AITSSGGSTYYSDTVKG 60 LPDY 72
AITSSGGSTYYSDTVKG 60 LPDY 72
ATKSSGGSTYYSDTVKG 61 LPDY 72
RITSSGGSTYYSDTVKG 63 LPDY 72
RITSSGGSTYYSDTVKG 63 LPDY 72
RITSSGGSTYYSDTVKG 63 LPDY 72
AITSSGGSTYYSDTVKG 60 LPDY 72
AITSSGGSTYYSDTVKG 60 LPDY 72

X, XXX, X.GX,STX,, YSDTVKG 71

X,:A,R or H

X,:I or Q

X;:N, T or K

X,:S or A

Xs:H4,S8,v,L,M,N,G,D,W,R,A,Y,K,P,T, T or E

X,:G oxr S

XY or K
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FIG. 8

Constante kappa (ID. DE SEQ. N°: 155)

VAAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDS
KDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSEFNRGEC

DNA da constante kappa (ID. DE SEQ. N°: 156)

GTGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTCCCGCCATCTGATGAGCAGTTGAAATCTGGAACT
GCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTATCCCAGAGAGGCCAAAGTACAGTGGAAG
GTGGATAACGCCCTCCAATCGGGTAACTCCCAGGAGAGTGTCACAGAGCAGGACAGCAAG
GACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACGCTGAGCAAAGCAGACTACGAGAAACAC
AAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAGGGCCTGAGCTCGCCCGTCACAAAGAGCTTC
AACAGGGGAGAGTGC

IgG4S->P Delta K (ID. DE SEQ. N°: 157)

GPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVIVSWNSGALTSGVHTFPAVLQOSSGLYS
LSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFELEP
PKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQEFNSTYRVVS
VLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVS
LTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVE'S
CSVMHEALHNHYTQKSLSLSLG

IgG4S->P Delta K DNA (ID. DE SEQ. N°: 158)

GGCCCATCGGTCTTCCCGCTAGCGCCCTGCTCCAGGAGCACCTCCGAGAGCACAGCCGCC
CTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCCGAACCGGTGACGGTGTCGTGGAACTCAGGC
GCCCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCGGCTGTCCTACAGTCCTCAGGACTCTACTCC
GCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCCTCCAGCAGCTTGGGCACGAAGACCTACACCTGCAA
CGTAGATCACAAGCCCAGCAACACCAAGGTGGACAAGAGAGTTGAGTCCAAATATGGTCC
CCCATGCCCACCCTGCCCAGCACCTGAGTTCCTGGGGGGACCATCAGTCTTCCTGTTCCC
CCCAAAACCCAAGGACACTCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACGTGCGTGGTGGT
GGACGTGAGCCAGGAAGACCCCGAGGTCCAGTTCAACTGGTACGTGGATGGCGTGGAGGT
GCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTTCAACAGCACGTACCGTGTGGTCAG
CGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAACGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTC
CAACAAAGGCCTCCCGTCCTCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCG
AGAGCCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCAGGAGGAGATGACCAAGAACCAGGTCAG
CCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTACCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAAAGCAA
TGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTT
CTTCCTCTACAGCAGGCTAACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGGAGGGGAATGTCTTCTC
ATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACACAGAAGAGCCTCTCCCTGTC
TCTGGGTTGA
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ioN *03S 3@ -dI

MIFANIODDALIHADSAHOIAAAYIAFAITYSILTIIALOSDSISIIAd IOMATINS LS AT TTHIYOOANOOAMHTASSSASSSYIISTIVIADdSTSTLOISOLTATE
MIFANIOOOALIHADSAHODAXAVIAAAATISILTLIALDSOSOS YA IDXATINS LS AITTHIYOOdNOOAMHTASSSASSSYHISTIVYADdSTSTLOISOLTAIE
MIFANLO99ILIHADS AHODAXAVAAAdATIS ILTLIALDSDSOSIIAd IDANINS LS AL TTHIVOOINOOAMHTASSSASSSYHISTIVYADGSTSTLOISOLTAIE
MITANIO99ALIHADS AHODAAAVIATAATIS ILTIAAIDSDSISIIA IOMTINS LS AT TTIYOOANODAMHTASSSASSSYUOSTIVIADI STSTLOdSOLTALE
MIFANIOO9ALIHAOSAHODAXAYAQEAITISIITLAALOSOSISIIAd IDTATNS LS AL TTHIYOOdNODAMHTASSSASSSYHISTIVIIDASTSTLOISOLTALE
MIAANILOO9ALIHADSAHODAAAYAAAdATISILTIIALDSOSOSAIAd IDVYINSLISAITTIAVOIINODAMHTASSSASSSYIOS TIVIIDISTSTLOdSOLIATH
MIFANIOOOALIHADTAHOOAXAYICEAITISIITLIAIOSOSOSIIAdIDVYINSLS AL TTHAYOIINOOAMHTASSSASSSYUISTLYIADASTSTLOISOLIALE
MIIAMIOO9ALIHAOTAHODAAAYAAAAATISITTLIALDSOSISIIAd IDVYINS LS AT TTIIYOOINOOAMHTASSSASSSYHISTIVIIDASTSTLOISOLTALE
MIAAMLOODALIHADTAHODAAAVAAAdATISILTIAALISOSOSAEAd IDYYINSLIS AT TTIAVODANOOAMHTASSSASSTYIISTLYYIDISTSTLOASOLTAIT
MIIANIOO9ILIHADTAHODAAAVIQAJITIS I ITLIATOSOSOSIIAd IOVATNSISA I TTHAVYODINOOAMHTASSSASSSVUISTIVIADGSTSTLOISOLTALE
MIFANIO99ALIHADTARODAAAVIAAIITISILTIIAALOSOSOSIIAd IDVATNSLSAITTHIYOOANODAMHTASSSASSSYHISTIVIADASTSTLOISOLTALE
MIFAMIOODALAHADSAHODAAAVACAIATIS I L TLAALISOSISINAd IDVATINSLSAITTIAVOOINODAMHIASSSASSSYIISTLVEADASTSTLOdSOLTAIA
MIIANIOODALIHADTAHOIAAAYAAIAATISI T TLIALDSDSISIIAd IDVATNSLSAI TTHIYOOINODAMHTIASSSASSSYIOSTLVEADASTSTLIOISOLTIATE
MIFAMIOODALIHADSAHODAXAVAATAATISI L TILIAIOSDSISAIAd IDVATNSLSAITTHIYOOANODAMHTASSSASSSYHISTIVIIDISTSTLOISOLTAIE
MIZAMIOODALIHADSAFOOAAAVAAAIITISILITIALOSOSDSIYAd IDVYINSISAITTIAVOOINOOAMHTASSSASSSYIDSTLVIIOISTSTIOISOLTAIE
MIZAMIOOOALIHADSAZODAAAVICEAIATISILTIIALOSOSOSIIAdIOVYINSLSAITTHAYOOdNOOAMHTASSSASSSYIDSTIVIADASTSTIOISOLTATE
MIIAMLO9DALAHADS AHODXAAYAAAATYSILILIIALOSOSISIHAd IDTVINSIS AT TTIdVYOOINOOAMHTASSSASSSYIDSTLYEANISTSTLOASOLTATT
MIZAMLOD9ALIHADSAHODAAAYAAAAATISILTIIALDSDSDSIYAd IDTVINSISAITTIAYOOINODAMHTASSSASSS YOS TLYHIDASTSTLIOSOLTAIT
MIIANIOODILIHADS AHODAXAAVAAAAATIS I T TLIAIOSDSISAIAd IDTVINSLSAITTHIVOOINODAMHTIASSSASSSYUISTLYEADASTSTIOISOLTAIE
MIZANIOO9ILAHADSAHOIAXAVIATAATISILTLAAIOSDSISIYAd IDTVINSLSAITTHAYOOdNODAMHTASSSASSSYHOSTIVIADSTSTIOISOLTATE
MIIAMIOO9ALAHADSAHODXAAVAAHAATISILTIIALOSOSDSIYAd IDTYVINS LS A ITTEdVOOINODAMHTASSSASSSYIOSTLVIIDISTSTLIOISOLTATT
MIFANIOO9ALIHADSAHOIAXAVIAIAATISIITIAALOSDSISIYAd IDVYINSLS A I TTEAVOOINODAMHTASSSASSSYHOSTLYYADASTSTIOISOLTATE
MIFAANLO993LAHADSAHODAXAYAAIATTISILTLAALOSOSOSIIAd IDTYINSISAITTHAVOOANODAMHTASSSASSSYHOSTLYHADISTSTIOISOLTATE
MIIANLOODALIHADS AHODAAAVAAAdATIS ILTLIALOSOSOSINAd IOV INS IS AT TTHAYODIMODAMHTASSSASSSYIDSTIVIADASTSTLOdSOLTIALE
MIFAMIO99ALAHADS AHOD XA XAAVAAAdTTES ILTLIALOSOSOSIIAJ IDVYINSISAITTHIYOOINOOAMHTASSSASSSYHISTIVIADASTSTLOISOLINIE
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RESUMO
Patente de Invengdo: "ANTICORPO MONOCLONAL ANTIMIOSTATINA,
COMPOSIGAO FARMACEUTICA, E SEU USO".

A presente invengdo refere-se a anticorpos antimiostatina que
sdo caracterizados como tendo uma alta afinidade e que podem ser anticor-
pos quiméricos, humanizados ou totaimente humanos, imunoconjugados dos
anticorpos, ou fragmentos de ligagao de antigeno dos mesmos. Os anticor-
pos da invengao sao Uteis para 0 aumento da massa muscular, aumento da
densidade oOssea, ou para o tratamento de varios disturbios em espécies

mamiferas e aviarias.
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