Republica Federativa do Brasil
hitie do 7 .

(RPI 2096)

@ o Coméroin Extarior
Ingtitute Mach da ¥

21 P10614040-8 A2

(22) Data de Depésito: 18/07/2006
(43) Data da Publicacao: 09/03/2011

* BRPIOG®1T4040AZ2%

(51) Int.CI.:
C07K 16/28
A61P 37/00
A61P 11/06
A61K 39/395
GO1N 33/68
GO1N 33/577
C12N 15/13
C12N 510

(54) Titulo: ANTICORPOS NEUTRALIZADORES ANTI-
B7RP1 HUMANOS

(30) Prioridade Unionista: 18/07/2005 US 60/700,265
(73) Titular(es): AMGEN INC, MEDAREX, INC

(72) Inventor(es): GERALD SIU, HAICHUN HUANG, STEVEN
KIYOSHI YOSHINAGA, WENYAN SHEN

(74) Procurador(es): Dannemann ,Siemsen, Bigler &
Ipanema Moreira

(86) Pedido Internacional: PCT US2006027862 de 18/07/2006

(87) Publicacéo Internacional: wo 2007/011941de 25/01/2007

(57) Resumo: ANTICORPOS NEUTRALIZADORES ANTI-B7RP1
HUMANOS. A presente invengéo refere-se a anticorpos que interagem
com ou se ligam a proteina-1 relacionada a 67 humana (B7RP1) e
anticorpos que se ligam a e neutralizam a fungédo de B7RP1. A
invengdo também refere-se a composi¢des farmacéuticas dos ditos
anticorpos e métodos para neutralizar a fungdo de B7RP1 e,
particularmente, para o tratamento de distlrbios imunes (por exemplo,
resposta imune inapropriada), por administragdo de uma quantidade
farmaceuticamente eficaz de anticorpos anti-B7RP1. Também refere-
se a métodos de detec¢do da quantidade de B7RP1 em uma amostra
usando anticorpos anti-B7RP1.
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~ Relatério Descritivo da Patente de Invencédo para "ANTICOR-
POS NEUTRALIZADORES ANTI-B7RP1 HUMANOS".

Este pedido reivindica a prioridade do pedido de patente proviso-
ria norte-americana n° de série 60/700.265, depositado em 18 de julho de
2005, cuja descricao € explicitamente aqui incorporada por referéncia.
ANTECEDENTES DA INVENCAO

A presente invengao refere-se a anticorpos monoclonais huma-

nos que se ligam a proteina-1 relacionada a B7 (B7RP1). Também se des-
crevem composicoes € métodos para o tratamento de doencgas e disturbios
relacionados a imunossupressao e ativagao imune.

ANTECEDENTES DA INVENCAO

Células T iniciam a resposta imune, medeiam fungdes efetoras
especificas para antigenos e regulam a atividade de outros leucécitos por
secrecao de citocinas. Para a geragao de uma resposta imune de linfécitos T
(células T) apropriada, dois sinais tém de ser fornecidos a célula T pelas cé-
lulas apresentadoras de antigenos (APC). O antigeno tem de ser apresenta-
do ao receptor de célula T (TCR) mediante um complexo de histocompatibi-
lidade maior (MHC), em um evento que determina especificidade. As células
T s6 podem réconhecer 0 antigeno apresentado em uma APC. Além do re-
ceptor de antigeno, uma ativagao de células T apropriada também requer a
interagdo de outras moléculas de superficie celular tanto na célula T, quanto
na APC. Essas moléculas, chamadas de moléculas co-estimuladoras, con-
sistem em um receptor na célula responsiva e um ligante presente na célula
indutora. Esse sinal co-estimulador independente de antigeno tem de ser
fornecido por engajamento de membros da familia B7 na APC com seus re-
ceptores em células T. Unﬁa resposta imune produtiva leva a proliferagao,
diferencia¢do, expansao clonal e fungdo efetora. Na auséncia do segundo
sinal co-estimulador, as células T sofrem de um estado de nao responsivida-
de especificas para antigenos de longa dura¢ao, chamado de anergia. Expe-
rimentos clinicos em fase |l demonstraram que o0 bloqueio de uma via co-
estimulédora é eficaz no tratamento de psoriase (Abrams et al., 2000, J Exp
Med. 192: 681-94; Abrams et al., 1999, J. Clin. Invest. 103: 1243-52) e artrite
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 reumatdide (Kremer et al., 2003, New England Journal of Medicine 349:

1907-15), indicando que essa estratégia geral € um bom alvo para terapia

imunomoduladora.

- Uma molécula B17 co-estimuladora particular, a proteina-1 rela-
cionada a B7 (B7RP1), € uma proteina transmembrana do tipo 1 com uma
sequiéncia de sinal e dominio extracelular na terminagdo amino, um dominio

extracelular compreendendo duas algas Ig, um dominio transmembrana e

-um dominio intracelular carbéxi terminal (Publicagdo de Pedido PCT n2 WO

00/46240). B7RP1 se liga preferencialmente a ICOS (que significa "co-
estimulador induzivel"; Yoshinga et al., 2000, Int. Immun. 12: 1439-1447)
expressado na superficie celular de células T. ICOS desempenha um impor-
tante papel na produgao tanto de citocinas do tipo' 1, quanto do tipo 2 por
células T ativadas (Coyle et al., 2000, Immunity 13: 95-105).
B7RP1 é o unico ligante expressado consti_tutivarriente em APCs

(Yoshinaga et al., 1999, Nature 402; 827-32), ao passo que ICOS € expres-
sado apenas em células T ativadas (McAdam et al., 2000, Journal of Immu-
nology 165: 5035-40). A sinalizagao dependente de B7RP1 é requerida para
a ativacdo da célula T efetora (isto é, completamente ativada), assim como
sua maturacéo a partir de seu precursor virgem (Dong et al., 2003, Journal of
Autoimmunity. 21: 255-60; Coyle et al., 2000, Immunity. 13: 95-105). Conse-
quentemente, a interacdo B7RP1/ICOS é requerida para respostas imunes
de recordagao dependentes de células T apropriadas (Dong et al., 2003,
Journal of Autoimmunity. 21: 255-60).

| As atuais tentativas de interferir com a via de células T co-
estimuladora focalizaram principalmente em polipeptidioé co-estimuladores
que bloqueiem apenas a ativacao de células T, mas n&o focalizou na ativa-
géo' e maturagdo. Conseqlientemente, essas terapias proporcionam uma
inibicdo geral da fungéao de células T. Em contraste, o blogueio da interagdo
B7RP1/ICOS em um ambiente clinico é altamente desejavel, porque propor-
cionaria um perfil de efeitos colaterais mais limitado do que terapias de co-
estimulagcdo que bloqueiam apenas a ativagao de células T virgens.
SUMARIO DA INVENGCAO
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A invencdo apresenta anticorpos monoclonais que se ligam a
proteina-1 relacionada a B7 (B7RP1). Em uma modalidade, os anticorpos
monoclonais sdo anticorpos monoclonais humanos que neutralizam as ativi-
dades biolégicas de B7RP1 e sédo particularmente Uteis para inibir parcial ou
completamente a atividade co-estimuladora imune de B7RP1. Também séo
apresentadas pela invengdo células, particularmente células de hibridoma,
que produzem os anticorpos monoclonais da invencdo. Em aspectos particu-
lares,o0s anticorpos da invengao se ligam especificamente a regiao H ou D de
B7RP1, conforme aqui descrito. ”

A invengdo também apresenta proteinas de fusao Compreen-
dendo a seqiéncia de uma regido Fc de anticorpo e uma ou mais sequén-
cias identificadas como SEQ-ID NO: 1 a SEQ ID NO: 40. Essas moléculas
podem ser prepavradas usando-se métodos descritos, por exemplo, no Pedi-
do de Patente Internacional, Publicagdo n® WO 00/24782, qUe € aqui incor-
porada por referéncia. Essas moléculas podem ser expressadasv por exem-
plo, em células de mamlferos (por exemplo, células de ovario de hamster'
chinés) ou células bacterianas (por exemplo, células de E. coli).

Em certos aspectos, a invengdo apresenta anticorpos compre-
endendo uma cadeia pesada e uma cadeia leve, em que a cadeia pesada
compreende uma regiao constante de cadeia pesada selecio'nada das regi-
Oes constantes de cadeia pesada de IgG1, IgG2, IgG83, 1gG4, IgM, IgA e IgE
ou quaisquer de suas variagdes alélicas (conforme discutido em Kabat et al.,
1991, SEQUENCES OF PROTEINS OF IMMUNOLOGICAL INTEREST,
Quinta Edi¢céo, Departamento Norte-americano de Satde e Sefvig:os Huma-
nos, Publicacao NIH n2 91/3242), aqui incorporado por referéncia, e a regiao
variavel da cadeia pesada compreende uma sequéncia de aminoacidos con-
forme descrita na qualquer uma das SEQ ID NO: 7 a SEQ ID NO: 14, ou seu
fragmento de imunoglobulina de ligagdo a antigeno ou imunologicamente
funcional. Um anticorpo da invengdo compreende uma sequéncia de amino-
acidos da regido constante de cadeia pesada de 1gG2, conforme descrita na
SEQ ID NO: 41, ou seu fragmento de imunoglobulina de ligagdo a antigeno
ou imunologicamente funcional, ou uma sequéncia de aminoacidos da regiao
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constante de cadeia pesada de IgG1, conforme descrita na SEQ ID NO: 42,
ou seu fragmento de imunoglobulina de ligagdo a antigeno ou imunologica-
mente funcional. Em certas modalidades, os anticorpos sédo anticorpos mo-
noclonais, anticorpos humanos ou, de preferéncia, anticorpos monoclonais
humanos.

Em certos aspectos, a invengdo apresenta anticorpos compre-
endendo uma cadeia pesada e uma cadeia leve, em que a cadeia leve com-
preende uma regido constante com uma seqiéncia de aminodcidos confor- -
me descrita na SEQ ID NO: 43 ou seu fragmento de imunoglobulina de liga-
¢80 a antigeno ou imunologicamente funcional, e a regido variavel de cadeia
leve compreende uma sequéncia de aminodacidos conforme descrita na SEQ
ID NO: 1 a SEQ ID NO: 6, ou seu fragmento de imunoglobulina de ligagéao a
antigeno ou imunologicamente funcional. Em certas modalidades, os anti-

corpos sao anticorpos monoclonais, anticorpos humanos ou, de preferéncia,

-anticorpos monoclonais humanos.

Em certos aspectos, os anticorpos da invencdo compreendem
uma cadeia pesada e uma cadeia leve, em que a regido variavel da cadeia
leve compreende uma sequéncia de aminodacidos conforme descrita na SEQ
ID NO: 7 ou SEQ ID NO: 8, ou seu fragmento de imunoglobulina de ligagdo a
antigeno ou imunologicamente funcional. Em outros aspectos, a regiéo vari-
avel de cadeia leve compreende uma seqiiéncia de aminoacidos conforme -
descrita na SEQ ID NO: 1, ou seu fragmento de imunoglobulina de ligagdo a
antigeno ou imunologicamente funcional. _ _

' Em outros aspectos, os anticorpos da invencdo compreendem
uma cadeia pesada e uma cadeia leve, em que a regiao varidvel da cadeia
pesada compreende uma sequéncia de aminoacidos conforme descrita na

- SEQ ID NO: 9, ou seu fragmento de imunoglobuiina de ligagao a antigeno ou

imunologicamente funcional. Em outros aspectos, a regido variavel de ca-
deia leve compreende uma seqliéncia de aminoacidos conforme descrita na
SEQ ID NO: 2, ou seu fragmento de imunoglobulina de ligagdo a antigeno ou
imunologicamente funcional. '

Em aspectos adicionais, a cadeia pesada compreende pelo me-
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nos uma regido determinante de complementaridade (CDR) com uma se-

quéncia de aminoacidos conforme descrita em qualquer uma de SEQ ID NO:

27 a SEQ ID NO: 40, ou seu fragmento de imunoglobulina de ligacao a anti-

geno ou imunologicamente funcional. Em ainda outros aspectos, a cadeia
leve compreende pelo menos uma CDR com uma seqiiéncia de aminoéci-
dos conforme descrita em qualquer uma de SEQ ID NO: 15 a SEQ ID NO:

26, ou seu fragménto de imunoglobulina de ligagdo a antigeno ou imunologi-

-camente funcional.

A invengao também apresenté anticorpos que se ligam espe'cif'i-
camente a B7RP1, em que a cadeia pesada compreende uma regido varia-
vel compreendendo uma seqléncia de aminoacidos conforme descrita na
SEQ ID NO: 7 ou SEQ ID NO: 8, ou seu fragmehto de imunoglobulina de
ligagdo a antigeno ou imunologicamente funcional, e a cadeia leve compre-
ende uma regidao variavel compreendendo uma sequéncia de aminoacidos
conforme descrita na SEQ ID NO: 1, ou seu fragmento de imunoglobulina de
ligagédo a antigeno ou iAr'nunoIogicamente funcional.

Além disso, a invengdo apresenta anticorpos que se ligam espe-'
cificamente a B7RP1, em que a cadeia pesada compreende uma regiao va-
ridvel compreendendo uma sequiéncia de aminoacidos conforme descrita na

SEQ ID NO: 9, ou seu fragmento de imunoglobulina de Iigagéd a antigenoou -

imunologicamente funcional, e a cadeia leve compreende uma regiao varia-

vel compreendendo uma sequéncia de aminoacidos conforme descrita em
SEQ ID NO: 2, ou seu fragmento de imunoglobulina de ligagdo a antigeno ou
imunologicamente funcional. | |

Em certos aspectos, a invengdao também apresenta anticorpos
compreendendo uma cadeia pesada e uma cadeia leve, em que a cadeia
pesada compreende uma regido variavel de cadeia pesada, e em que a re-
gido varidvel de cadeia pesada compreende uma sequéncia que tenha pelo
menos cerca de 75%, pelo menos cerca de 80%, pelo menos cerca de 85%,
pelo menos cerca de 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%,' 97%, 98% ou
pelo menos cerca de 99% de identidade com a seqtiéncia de aminoacidos
conforme descrita na SEQ ID NO: 7 a SEQ ID NO: 14, e em que a cadeia
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leve compreende uma regido variavel de cadeia leve, e em que a regiao va-
riavel de .cadeia leve compreende uma seqiiéncia que tenha pelo menos
cerca de 80%, pelo menos cerca de 85%, pelo menos cerca de 90%, 91%,
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% ou pelo menos cerca de 99% de i-
dentidade com a seqiéncia de aminoacidos conforme descrita na SEQ ID
NO: 1 a SEQ ID NO: 6, e em que o anticorpo se liga especificamente a
B7RP1. |

A invencédo também apresenté anticorpos que se ligam especifi- -
camente a B7RP1, em que a cadeia pesada compreende uma seqiéncia de
aminoacidos conforme descrita na SEQ ID NO: 44 ou SEQ ID NO: 46, ou
seu fragmento de imunoglobulina de ligagédo a antigeno ou imunologicamen-
te funcional, e a cadeia leve compreende uma sequéncia de aminoacidos
conforme descrita na SEQ ID NO: 45, ou seu fragmento de imunoglobulina
de ligagéo a antigeno ou imunologicamente funcional.

- A invengdo também apresenta anticorpos que se ligam especifi-

‘camente a B7RP1, em que a cadeia pesada compreende uma sequéncia de

aminoacidos conforme descrita na SEQ ID NO: 47, ou seu fragmento de i-
munoglobulina de ligacao a antigeno ou imunologicamente funcional, e a
cadeia leve compreende uma sequéncia de aminoacidos conforme descrita
na SEQ ID NO: 48, ou seu fragmento de imunoglobulina de ligagdo a antige-
no ou imunologicamente funcional.

Em certos aspectos, a invengao apresenta anticorpos compre-
endendo uma cadeia pesada e uma cadeia leve, em que a cadeia pesada
compreende uma regiao variavel de cadeia pesada, e em que a regido vari-
avel de cadeia pesada compreende pelo menos uma CDR corh uma se-
gléncia que tenha pelo menos cerca de 75%, pelo menos cerca de 80%,
pelo menos cerca de 85%, pelo menos cerca de 90%, 91%, 92%, 93%, 94%,
95%, 96%, 97%, 98% ou pelo menos cerca de 99% de identidade com a se-
gliiéncia de aminoécidos conforme descrita na SEQ ID NO: 27 a SEQ ID NO:
40, e em que a cadeia leve compreende uma regido variavel de cadeia leve,
e em Cjue a regido variavel de cadeia leve compreende pelo menos uma

CDR com uma sequéncia que tenha pelo menos cerca de 80%, pelo menos
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cerca de 85%, pelo menos cerca de 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%,
97%, 98% ou pelo menos cerca de 99% de identidade com a sequéncia de

‘aminoécidos conforme descrita na SEQ ID NO: 15 a SEQ ID NO: 26, e em

que o anticorpo se liga especificamente a B7RP1.

A invengado também apresenta anticorpos de cadeia unica, anti-
corpos Fv de cadeia unica, anticorpos F(ab), anticorpos F(ab) e anticorpos
(Fab’).. | | “

Em aspectos‘ particulares, a invengao apresenta uma cadeia leve
compreendendo uma seqiéncia de aminoacidos conforme descrita na SEQ
ID NO: 15 a SEQ ID NO: 26, ou seu fragmento de imunoglobulina de ligagao
a antigeno ou imunologicamente funcional.

Além disso, a invengao apresenta'uma cadeia pesada compre-
endendo uma séqﬁéncia de aminoacidos conforme descrita em qualquer
uma de SEQ ID NO: 27 a SEQ ID NO: 40, ou seu fragmento de imunoglobu-
lina de ligagao a antlgeno ou imunologicamente funcional.

A invencdo também refere-se a anticorpos humanos |solados
que se ligam especificamente a B7RP1, em que o anticorpo compreende: (a)
regidbes de armagédo de cadeia pesada humahas, uma regidao de CDR1 de
cadeia pesada humana, uma regiao de CDR1 de cadeia pesada humana e -
uma regido de CDR3 de cadeia pesada humana; e (b) regides de armacgéo
de cadeia leve humanas, uma re'giéo de CDR1 de cadeia leve humana, uma

regido de CDR1 de cadeia leve humana e uma regiao de CDR3 de cadeia

leve humana. Em certos aspectos, a regiao de CDR1 de cadeia pesada hu-

mana pode ser a regido de CDR1 de cadeia pesada conforme mostrada em
qualquer uma das SEQ ID NO: 27, 30 ou 35, e a regido de CDR1 de cadeia
leve humana pode ser a regido de CDR1 de cadeia leve mostrada em qual-
quer uma das SEQ ID NO: 15, 18 ou 24. Em outros aspectos, a regido de
CDR2 de cadeia pesada humana pode ser a regidao de CDR2 de cadeia pe-
sada conforme mostrada em qualquer uma das SEQ ID NO: 28, 31, 33, 36
ou 39, e a regido de CDR2 de cadeia leve humana pode sér a regiao de
CDR2 de cadeia leve mostrada em qualquer uma das SEQ ID NO: 16, 19 ou
21. Em ainda outros aspebtos, a regiao de CDRS3 de cadeia pesada humana
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pode ser a regido de CDR3 de cadeia pesada conforme mostrada em qual-
quer uma das SEQ ID NO: 29, 32, 34, 37, 38 ou 40, e a regidao de CDR3 de
cadeia leve humana pode ser a regiao de CDR3 de cadeia leve mostrada em
qualquer uma das SEQ ID NO: 17, 20, 22, 23, 25 ou 26.

- Os anticorpos da invengao se caracterizam pela capacidade de
se ligarem especificamente a B7RP1. Além disso, os anticorpos da invengao
tém a capacidade de antagonizafpelo menos uma atividade in vitro e/ou in
vivo associada a polipeptidios B7RP1. A-invengéo apresenta anticorpos hu- -
manos anti-B7RP1 humano isolados com alta afinidade de ligacao pafa poli-
peptidios B7RP1, em que os anticorpos se ligam a um polipeptidio B7RP1
humano e se dissociam do polipeptidio B7RP1 humano com uma constante
de dissociacdo (Kp) de cerca de 10° M, 107 M, 108 M, 10° M, 10° M, 10
M, 1072 M, ou menos, conforme determinado usando-se KinExA, ou que ini-
bem a sobrevivéncia induzida por B7RP1 em um ensaio de neutralizagdo in
vitro com uma ECs de cerca de 10° M, 107 M, 10% M, 10° M, 107° M, 10

‘M, 1072 M, ou menos.

A invengao também apresenta anticorpos humanos isolados ou
seus fragmentos de imunoglobulina de ligagdo a antigeno ou imunologica-
mente funciohais que se ligam especificamente a B7RP1, em que os anti-
corpos ou fragmentos compreendem uma regido variavel de cadeia pesada
compreendendo uma CDR1, CDR2 e CDR3 de cadeia pesada, em que:

a) a CDR1 de cadeia pesada tem uma sequéncia de aminodci-
dos conforme descrita em SEQ ID NO: 27, a CDR2 de cadeia pesada tem
uma seqiiéncia de aminoacidos conforme descrita em SEQ ID NO: 28, e a
CDRS3 de cadeia pesada tem uma sequéncia de aminoacidos conforme des-
crita em SEQ ID NO: 29; | |

b) a CDR1 de cadeia pesada tem uma seqléncia de aminoaci-
dos conforme descrita em SEQ ID NO: 30, a CDR2 de cadeia pesada tem
uma sequéncia de aminoacidos conforme descrita em SEQ ID NO: 31, e a
CDRS de cadeia pesada tem uma sequéncia de aminoacidos conforme des-
crita em SEQ ID NO: 32; |

c) a CDR1 de cadeia pesada tem uma seqtiéncia de aminoaci-



10

15

20

25

30

dos conforme descrita em SEQ ID NO: 27, a CDR2 de cadeia pesada tem
uma seqliéncia de aminodcidos conforme descrita em SEQ ID NO: 33, e a

'CDR3 de cadeia pesada tem uma sequéncia de aminoacidos conforme des-

crita em SEQ ID NO: 34;
d) a CDR1 de cadeia pesada tem uma sequéncia de aminodci-
dos conforme descrita em SEQ ID NO: 35, a CDR2 de cadeia pesada tem

uma sequéncia de aminoacidos conforme descrita em SEQ ID NO: 36, e a

- CDR3 de cadeia pesada tem uma seqiéncia de aminoacidos conforme des-

crita em SEQ ID NO: 37;

e) a CDR1 de cadeia pesada tem uma seqliéncia de aminoaci-
dos conforme descrita em SEQ ID NO: 27, a CDR2 de cadeia pesada tem
uma seqiiéncia de aminoacidos conforme descrita em SEQ ID NO: 33, e a
CDR3 de cadeia pesada tem uma Seqﬁéncia de aminoacidos conforme des-
crita em SEQ ID NO: 38; ou ‘ |

f) a CDR1 de cadeia pesada tem uma seqiéncia de éminoécidos
conforme descrita em SEQ ID NO: 35, a CDR2 de cadeia pesada tem uma
seqléncia de aminoacidos conforme descrita em SEQ ID NO: 39, e a CDR3
de cadeia pesada tem uma sequiéncia de aminoacidos conforme descrita em
SEQ ID NO: 40. '

A invencao também apresenta anticorpos humanos isolados ou.
seus fragmentos de imunoglobulina de ligagdo a antigeno ou imunologica-
mente funcionais que se ligam especificamente a B7RP1, em que os anti-
corpos ou fragmentos compreendem uma regidao variavel de cadeia leve
compreendendo uma CDR1, CDR2 e CDRS3 de cadeia leve, em que:

a) a CDR1 de cadeia leve tem uma seqiiéncia de aminoacidos
conforme descrita em SEQ ID NO: 15, a CDR2 de cadeia leve tem uma se-
qt'.'léncia de aminoacidos conforme descrita em SEQ ID NO: 16, e a CDR3 de
cadeia leve tem uma sequéncia de aminoacidos conforme descrita em SEQ
ID NO: 17;

b) a CDR1 de cadeia leve tem uma seqliéncia de aminoéacidos
conforme descrita’em SEQ ID NO: 18, a CDR2 de cadeia leve tem uma se-
gléncia de aminoacidos conforme descrita em SEQ ID NO: 19, e a CDR3 de
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10 .

cadeia leve tem uma seqléncia de aminoacidos conforme descrita em SEQ
ID NO: 20;

c) a CDR1 de cadeia leve tem uma seqiéncia de aminoacidos
conforme descrita em SEQ ID NO: 15, a CDR2 de cadeia leve tem uma se-
quéncia de aminoacidos conforme descrita em SEQ ID NO: 21, e a CDR3 de
cadeia leve tem uma sequéncia de aminoéacidos conforme descrita em SEQ
ID NO: 22; |

d) a CDR1 de cadeia leve tem uma seqléncia de aminoacidos
conforme descrita em SEQ ID NO: 18, a CDR2 de cadeia leve tem. uma se-
quéncia de aminoacidos conforme descrita em SEQ ID NO: 19, e a CDR3 de

cadeia leve tem uma seqléncia de aminodacidos conforme descrita em SEQ

- 1D NO: 23;

e) a CDR1 de cadeia leve tem uma seqléncia de aminoacidos
conforme descrita em SEQ ID NO: 24, a CDR2 de cadeia leve tem uma se- -
guéncia de aminoacidos conforme descrita em SEQ ID NO: 16, e a CDR3 de

‘cadeia leve tem uma sequéncia de aminoécidos conforme descrita em SEQ

ID NO: 25; ou

f) a CDR1 de cadeia leve tem uma sequéncia de aminoéacidos
conforme descrita em SEQ ID NO: 24, a CDR2 de cadeia leve tem uma se-
qliéncia de aminoécidos conforme descrita em SEQ ID NO: 16, e a CDR3 de
cadeia leve tem uma sequéncia de aminoacidos conforme descrita em SEQV
ID NO: 26. | -

A invengdo também apresenta anticorpos que competem com a
ligagdo dos anticorpos aqui descritos a B7RP1. Em certos aspectos, um an-
ticorpo competitivo da invengdo compete com a ligagao de um anticorpo que
compreende qualquer uma das SEQ ID NO: 1 — 40 a B7RP1 humano. _

Também sdo parte da invengdo sequéncias polinucleotidicas
que codifiquem anticorpos humanos anti-B7RP1 humano, vetores compre-.

endendo as seqiiéncias polinucleotidicas que codificam anticorpos humanos

anti-B7RP1 humano, células hospedeiras transformadas com vetores incor-
porando polinucleotideos que codificam anticorpos humanos anti-B7RP1

humano, formulagdes compreendendo anticorpos humanos anti-B7RP1 hu-
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mano e métodos para sua preparagao e uso.

A invengdo também apresenta métodos para detectar B7RP1

em uma amostra biolégica, compreendendo a etapa de contato da amostra

com um anticorpo da invengao ou seu fragmento de ligagéo a antigeno. Um
anticorpo anti-B7RP1 da invengao pode ser empregado em qualquer método
de ensaio conhecido, como ensaios de ligagdo competitiva, ensaios interca-
lados diretos e indiretos, ensaios de imunoprecipitagdo e ensaios imunos-
sorventes ligados a enzima (ELISA) (vide, Sola, 1987, Monoclonal Antibodi-
es: A Manual of Techniques, pp. 147-158, CRC Press, Inc.) para a detecgéb
e quantificacao de B7RP1. Os anticorpos podem ser ligar a B7RP1 com uma
afinidade que seja apropriada para o método de ensaio que é empregado.

Além disso, a invengao apresenta métodos para o tratamento de
uma doenga associada a prodUgéovaumentada de B7RP1, sensibilidade au-
mentada a B7RP1 e/ou doengas relacionadas ao controle d'e respostas de
células T, compreende_ndo a etapa de administracdo de uma quantidade
farmaceuticamente efiéaz de uma composicao farmacéutica compreendendo
pelo menos um anticorpo da invenc¢do ou seu fragmento de imunoglobulina
de ligagdo a antigeno ou imunologicamente funcional a uma individuo ne-
cessitado.

‘As modalidades da invengéo ficardo evidentes cbm a seguinte
descricao detalhada e reivindicagdes. '
BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS ‘_

A figura 1A representa a sequéncia de regido variavel de anti-

corpo 16H (SEQ ID NO: 7) e a seqliéncia de regido variavel 16H de linha-
gem germinativa (16Hg) correspondente (SEQ ID NO: 8). . .

A figura 1B apresenta resultados de ensaios de co-estimulagcdo
usando anti-CD3 e proteina de fusdo hB7RP1-Fc, demonstrando que 16Hg
retém suas atividades bioldgicas em comparagao com 16H.

A figura 2 mostra os resultados do ensaio de ligagdo Biacore®
com anticorpos 16H, 16Hg e 5D. |

A figura 3 mostra os resultados do ensaio de ligagdo KinExA
com anticorpo 5D.
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~ A figura 4 mostra os resultados do ensaio de ligagdo KinExA
com anticorpo 2H.
A figura 5 mostra os resultados do ensaio de ligacao KinExA

- com anticorpo 2H de linhagem germinativa (2Hg).

A figura 6 apresenta os resultados de ensaios de ensaios de
competicao por ligagdo que mostram que o anticorpo 16H compete com |-
COS-Fc pela ligagdo com B7RP-1; analisado por citometria de fluxo.

A figura 7 apresenta um resui‘no de uma andlise de polimorfismo -
de nucleotideos tnicos (SNP) de B7RP-1. |

A figura 8 apresenta um resumo da analise de um conjunto de
anticorpos monoclonais anti-B7RP-1 humano em ensaios de competicdo
ELISA. Os valores mostrados estdo em ICsos para inibicdo de ligagcao de
uma proteina de fusao ICOS-Fc. |

A figura 9A mostra a coloragéo fluorescente do dominio extrace-
lular (ECD) de B7RP1 com anticorpos 16H, 5D e ICOS marcados.

A figura 9B mostra uma eficacia de ligagéo similar de anticorpos
16H e 5D a uma variante SNP de B7RP1.

A figura 9C apresenta os resultados de ensaios de co-
estimulagao cbm anticorpos 16H e 5D e variantes SNP.

A figura 10A mostra um ensaio de co-estimulagdo em placa com
anticorpos monoclonais 1B7v2 em comparagdo com inumeros anticorpos
monoclonais B7RP-1 antimurino diferentes.

As figuras 10B, 10C e 10D mostram os resultados de experimen- .
tos de desafio com antigenos, analisados para IgM (figura 10B), 1gG2a (figu-
ra 10C) e I1gG1 (figura 10D) séricas especificas para o antigeno.

A figura 11 aprésenta resultados de ELISA demonstrando que os
niveis séricos de IL-5 séo reprimidos por anticorpos 1B7v2.

A figura 12A mostra que anticorpos 16H podem se ligar a B7RP1
de macaco Cynomolgus (painel direito) e B7RP1 humano (painel esquerdo).

A figura 12B mostra que os anticorpos 16H, 16Hg e 5D podem
inibir a ativagao de células T dependénte de B7RP1/ICOS de macaco Cy-

nomolgus.
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A figura 13A apresenta os valores de titulos de macacos Cynomol-
gus individuais e médio do grupo no dia 53 e dia 57 apés o desafio secundario

“com toxdide tetanico no dia 42 em animais tratados com anticorpos 16H.

- A figura 13B apresenta os valores de titulos de macacos Cyno-
molgus individuais e médio do grupo no dia 53 e dia 57 apds o desafio secun-
dario com toxdide teténico no dia 42 em animais tratados com anticorpos 5D.
DESCRICAO DETALHADA DE CERTAS MODALIDADES

Os cabecalhos de se¢bes aqui usados sao apenas para fins or-

ganizacionais e nao devem ser tomados como limitativos da matéria descri-
ta. Todas as referéncias citadas neste pedido sdo expressamente aqui in-
corporadas por referéncia para qualquer finalidade.
DefinicGes | | |

Técnicas convencionais podem ser usadas para DNA recombi-
nante, sintese de oI‘igonucleotl’deos e cultura de tecido e trahsformagéo (por
exemplo, eletroporagao, lipofecgcao). Reagdes enzimaticas e técnicas de pu-
rificacao podem ser efétuadas.de acordo com as especificagdes do fabrican-
te ou conforme comunﬁente realizado na técnica ou conforme aqui descrito.
As técnicas e procedimentos precedentes podem ser geralmente efetuados
de acordo com métodos bem-conhecidos na técnica e conforme descritos
em varias referéncias gerais e mais especificas que sejam citédas e discuti-
das no presente relatério. Vide, por exemplo, Sambrook et al., 2001, MOLE-
CULAR CLONING: A LABORATORY MANUAL, 32 ed., Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., que é aqui incorporado por refe-
réncia para qualquer finalidade. A menos que sejam dadas definicoes espe-
cificas, a nomenclatura utilizada com relacéo a, e os procedimentos e técni-
cas laboratoriais de quimica analitica, quimica orgénica sintética e quimica
médica e farmacéutica aqui descritas sdo aquelas bem-conhecidas e comu-
mente usadas na técnica. Da mesma forma, podem-se usar técnicas con-
vencionais para sinteses quimicas, analises quimicas, preparacao, formula-
¢ao e distribuicdo farmacéutica, e tratamento de pacientes. |

Conforme utilizados de acordo com a presente descri¢do, os se-

guintes termos, a menos que indicado de outra forma, devem ser entendidos
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como possuindo os seguintes significados. As expressdes "propriedade bio-
l6gica”, "_caracteristica biologica" e o termo "atividade" com referéncia a um
anticorpo da presente invengdo sdo aqui usados de maneira intercambiavel
e incluem, mas nao se limitam a, afinidade e especificidade de epitopo (por
exemplo, anticorpo humano anti-B7RP1 humano que se ligam a B7RP1 hu-
mano), capacidade de antagonizar a atividade do polipeptidio-alvo (por e-
xemplo, atividade de B7RP1), a estabilidade in vivo do anticorpo e as propri-

edades imunogénicas do anticorpo. Outras propriedades ou caracteristicas

- biolégicas identificiveis de um anticorpo reconhecidas na técnica incluem,

por exemplo, reatividade cruzada (isto é, com homélogos ndo humanos de

B7RP1, ou com outras proteinas ou tecidos, geralmente) e capacidade de

- preservar altos niveis de expressado de proteina em células de mamiferos.

As propriedades ou caracteristicas acima mencionadas podem ser observa-
das ou medidas usando-se técnicas reconhecidas na técnica, incluindo, mas

nao limitadas a, ELISA, ELISA competitivo, andlise de ressonancia de plas-

-mon de superficie, ensaios de neutralizag&o in vitro e in vivo (por exemplo,

Exemplo 2) e imunohistoquimica com se¢des de tecido de diferentes fontes,
incluindo seres humanos, primatas ou qualquer outra fonte apropriada. Ativi-
dades e propﬁedades biolégicas particulares de anticorpos humanos anti-
B7RP1 humano sao descritas em maiores detalhes.nos Exemplos abaixo.

O termo "polinucleotideo isolado", conforme aqui usado, significa
um polinucleotideo de DNA gendmico, cDNA, RNA ou de origem sintética ou
de alguma combinagdo deles, em que, em virtude de sua origem, o polinu-
cleotideo isolado (1) ndo esteja associado a todo ou a uma parte de um poli-
nucleotideo com o qual o polinucleotideo isolado seja encontrado na nature-
za, (2) esteja ligado a um polinucleotl’deo ao qual nao esteja ligado na natu-
reza, ou (3) ndo ocorra na natureza como parte de uma seqiéncia maior.

O termo "polinucleotideo”, conforme aqui citado, significa poli-
meros de acido nucléico de fita simples ou fita dupla de pelo menos 10 nu-
cleotideos de comprimento. Em certas modalidades, os nucleotideos que
compc”)ém o polinucleotideo podem ser ribonucleotideos ou desoxirribonu-

cleotideos ou uma forma modificada de qualquer tipo de nucleotideo. As di-
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tas modificagdes incluem modificacdes de bases, como bromuridina, modifi-

cagdes da ribose, como arabinosida e 2’,3’-didesoxirribose, e modificagbes

de ligagcBes internucleotidicas, como fosforotioato, fosforoditioato, fosforosse-

lenoato, fosforodisselenoato, fosforoanilotioato, fosforaniladato e fosforoami-
dato. O termo "polinucleotideo” inclui especificamente formas de fita simples
e dupla de DNA ou RNA. '

@) termo ‘oligonucleotideo” aqui citado inclui nucleotideos de o-
corréncia natural e modificados, ligados entre si por ligagdes oligonucleotidi-
cas de ocorréncia natural e/ou de ocorréncia ndo natural. Os oligonucleoti'-
deos s@o um subconjunto de polinucleotideos compreendendo membros que
sejam em geral de fita simples e tenham um comprimento de 200 nucleoti-
deos ou menos. Em certas modalidades, os oligonUcIeotl’deos tém 10 a 60
nucleotideos de cbmprimento. Em certas modalidades, os oligonucleotideos
tém 12, '13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 ou 20 a 40 nucleotideos dé comprimento.
Os oligonucleotideos podem ser de fita simples ou de fita dupla,' por exem-
plo, para uso na consffugéo de um mutante genético. Oligonucleotideos da
invengao podem ser oligonucleotideos em sentido ou anti-sentido com refe-
réncia a uma sequéncia codificadora de proteina.

O termo "nucleotideos de ocorréncia natural" inclui desoxirribo-
nucleotidéos e ribonucleotideos. O termo "nucleotideos modificados" inclui
nucleotideos com grupos de agﬂbar modificados ou substituidos e dimilares.
O termo "ligagGes oligonucleotidicas” inclui ligagdes oligonucleotidicas como
fosforotioato, fosforoditioato, fosforosselenoato, fosforodisselenoato, fosforo-
anilotioato, fosforaniladato, fosforoamidato e similares. Vide, p’or exemplo,
LaPlanche et al., 1986, Nucl. Acids Res., 14: 9081; Stec et al., 1984, J. Am.’
Chem. Soc., 106: 6077; Stein et al., 1988, Nucl. Acids Res., 16: 3209; Zon et
al., 1991, Anti-Cancer Drug Design, 6: 539; Zon et al., 1991, OLIGONUCLE-
OTIDES AND ANALOGUES: A PRACTICAL APPROACH, pp. 87-108 (F.
Eckstein, Ed.), Oxford University Press; Stec et al., patente norte-americana
n? 5.151.510; Uhimann e Peyman, 1990, Chemical Reviews, 90: 543, cujas
descricbes sao aqui incorporadas por referéncia para qUanuer finalidade.

Um oligonucleotideo pode incluir um marcador detectavel para permitir a
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deteccéo do oligonucleotideo ou sua hibridizacio.

O termo "proteina isolada" aqui citado significa que a presente
proteina (1) € livre de pelo menos algumas outras proteinas com as quais
seria encontrada na natureza, (2) é essenciaimente livre de outras proteinas
da mesma fonte, por exemplo, da mesma espécie, (3) é expressada por uma
célula de uma espécie diferente, (4) foi separada de pelo menos 50 por cen-
to dos polinucleotideos, lipidios, Vcarboidratos ou outros materiais com os
quais esteja associada na natureza, (5) ndo esta associada- (por interagdo -
covalente ou nao covalente) com pértes de uma proteina com a qual a "pro-
teina isolada" esteja associada na natureza, (6) esta operacionalmente as-

sociada (por interag&o covalente ou ndo covalente) com um polipeptidio com

- 0 qual ndo esteja associado na natureza, ou (7) ndo ocorre na natureza. Es-

sa proteina isolada pode ser codificada por DNA genémico, cDNA, mRNA ou
outro RNA, de origem sintética, ou qualquer de suas combinacées. Em uma
modalidade, a proteina isolada é substancialmente-livre de proteinas ou po-
Iipe'ptl’dios ou outros contaminantes que sejam encontrados em seu ambien-
te natural que interfiram com seu uso (terapéutico, diagnéstico, profilatico, de
pesquisa ou outro). |

Um anticorpo "isolado” é um que tenha sido identificado e sepa-
rado e/ou recuperado de um componente de seu ambiente natural. Compo-
nentes contaminantes de seu ambiente natural sdo materiais que interferem
com usos diagnosticos ou-terapéuticos'do anticorpo e podem incluir enzi-
mas, hormoénios e outras substancias proteindceas e ndo proteinaceas. Em
certas modalidades, o anticorpo é purificado (1) a mais de 95% ou mais de
99% em peso de anticorpo, conforme determinado pelo método de Lowry,
(2) a um grau suficiente para se obterem pelo menos 15 residuos da se-
quéncia de aminoacidos N-terminal ou interna com o uso de um seqlencia-
dor de copo giratdrio, ou (3) até a homogeneidade por SDS-PAGE sob con-
digdes redutoras ou ndo redutoras usando-se coloragio azul de Coomassie
ou prata. O anticorpo isolado inclui o anticorpo in situ dentro de células ré-
combinantes, pois pelo menos um componente do ambiente natural do anti-
borpo nao estara presente.
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Os termos "polipeptidio" ou "proteina" significam moléculas com
a sequéncia de proteinas nativas, isto €, proteinas produzidas por células de
ocorréncia natural e especificamente ndao recombinantes, ou células geneti-
camente manipuladas ou recombinantes, e podem compreender moléculas
com a seqliéncia de aminodcidos da proteina nativa ou moléculas com dele-
¢oes de, adigOes a e/ou substituigdes de um ou mais aminoacidos da se-
gliéncia nativa. Os termos "polipeptidio” e "proteina” englobam especificamen-
te anticorpos anti-B7RP1, ou sequéncias que tenham delecdes de, adigdes a
e/ou substituicdes de um ou mais aminoéacidos de um anticorpo anti-B7RP1.

O termo "fragmento polipeptidico" refere-se a um polipeptidio
que tenha uma dele¢ao amino terminal, uma delegdo carboxila terminal e/ou -
uma delegéo interna. Em certas modalidades, os fragmentos tém pelo me-
nos 5 a cerca de 500 amino_écidos de comprimento. Deve-se notar que, em
certas modalidades, os fragmentos tém pelo menos 5, 6, 8, 10, 14, 20, 50,
70, 100, 110, 150, 200, 250, 300, 350, 400 ou 450 aminoacidos de compri-
mento. : Fragmentos pélipeptidicos particularmente Uteis incluem dominios
funcionais, incluindo dominios de ligagao, particularmente de ligacdo a anti-
geno, particularmente em que o antigeno é um epitopo de B7RP1 humano.
No caso de um anticorpo anti-B7RP1, fragmentos utilizaveis incluem, mas
n&o se limitam a, uma regido de CDR, um dominio variavel de cadeia pesa-
da ou leve, uma parte de uma cadeia de anticorpo ou apenas sua regiao va-
riavel incluindo duas CDRs e similares.

O termo "agente de ligagao especifica" refere-se a uma molécula
de ocorréncia natural ou nao natural que se ligue especificamente a um alvo.
Exemplos de agentes de ligagao especificos incluem, mas néo se limitam a,
proteinas, peptidios, acidos nucléicos, carboidratos e lipidios. Em certas mo-
dalidades, um agente de ligagao especifico € um anticorpo.

O termo "agente de ligagado especifica a B7RP1" refere-se a um
agente de ligagédo especifica que se ligue especificamente a qualquer parte
de B7RP1. Em certas modalidades, um agente de ligacdo especifica a
B7RP1 é um anticorpo que se ligue especificamente a B7RP1.

A titulo de exemplo, um anticorpo "se liga especificamente" a um
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alvo, se 0 anticorpo, quando marcado, puder sofrer competicéo pelo seu alvo
pelo anticorpo nao marcado correspondente.

O termo "fragmento de imunoglobulina imunologicamente fun-
cional", conforme aqui usado, refere-se a um fragmento po_Iip'éptl'dico que
contenha pelo menos as CDRs das cadeias pesada e leve da imunoglobuli-
na. Um fragmento de imunoglobulina imunologicamente funcional da inven-
¢cao é capaz de se ligar a um antl'geno. Em certas modalidades, o antigeno é
um ligante que se liga especificamente a um receptor. Nessas modalidades, -
a ligacdo de um fragmento de imUnogIobulina imunologicamente funcional

da invengdo impede a ligagéo do ligante a seu receptor, interrompendo a

resposta bioldgica resultante da ligagao do ligante ao receptor. Em uma mo-

dalidade, um fragmento de imunoglobulina imunologicamente funcional da
invencao se liga especificamente a B7RP1. De preferéncia, o fragmento se
liga especificamente a B7RP1 humano.

O termo "de ocorréncia natural" ou "nativo”, conforme aqui usado

e aplicado a um objeto, refere-se ao fato de que o objeto pode ser encontra-

do na natureza. Por exemplo, uma sequéncia polipeptidica ou polinucleotidi-
ca que esteja presente em um organismo (incluindo virus) que possa ser
isolado de urha fonte na natureza e que nao tenha sido intencionalmente
modificado pelo homem & de ocorréncia natural. O termo “de ocorréncia nao

natural" ou "ndo nativo", conforme aqui usado, refere-se a um material que

nao seja encontrado na natureza ou que tenha sido estruturalmente modifi-

cado ou sintetizado pelo homem. Por exemplo, "de ocorréncia nao natural".
pode se referir a uma variante, como uma variante de polinucleotideo que
possa ser produzida usando-se técnicas de mutagénese conhecidas na téc-

nica ou uma variante de polipeptidio produzida por essa variante de polinu-

- cleotideo. Essas variantes incluem, por exemplo, aquelas produzidas por

substitui¢cdes, dele¢des ou adi¢gdes de nucleotideos que possam envolver um

ou mais nucleotideos. Variantes polinucleotidicas podem ser alteradas em

regides codificadoras ou ndo codificadoras ou em ambas. Alteragdes nas
regides codificadoras podem produzir substituicdes, delecbes ou adi¢cdes de

aminodcidos conservadoras. Particularmente entre estas estdo substitui-
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¢Oes, adicbes, delegdes e substituicdes conservadoras silenciosas, que ndo
alterem as propriedades e atividades de um anticorpo para B7RP1 da inven-
¢do. Aqueles versados na técnica podem determinar prontamente como ge-
rar essa variante usando métodos bem-conhecidos na técnica.

O termo "operacionalmente ligado" significa que os componen-
tes aos quais o termo se aplica estdo em uma relagdo que os permita reali-
zar suas fungées inerentes sob condi¢bes adequadas. Por exemplo, uma
sequiéncia de controle "operaciohalmente ligada" a uma sequéncia codifica-
dora de proteina esta ligada a ela de modo que a expressao da seqt'jéncia
codificadora de proteina seja conseguida sob condigcdes compativeis com a
atividade transcricional das seqliéncias de controle.

O termo "seqliéncia de controle", conforme aqui usado, refere-se
a sequéncias polinucleotidicas que possam efetuar a expressao, processa-
mento ou localizac&o intracelular de sequéncias codific_:adoraé as quais este-

jam operacionalmente ligadas. A natureza dessas sequéncias de controle

.pode depender do org‘énismo hospedeiro. Em modalidades particulares, se-

quéncias de controle para procariotas podem incluir um promotor, um sitio
de ligacao ribossomal e uma seqiiéncia de término de transcrigdo. Em outras
modalidades particulares, sequéncias de controle para eucariotas podem

incluir promotores compreendendo um ou uma pluralidade de sitios de reco-

nhecimento para fatores de transcrigdo, seqléncias intensificadoras de

transcricdo, seqliéncias de término de transcricdo e sequéncias de poliadeni-
lagdo. Em certas modalidades, "sequéncias de controle” podem incluir se-
gUéncias lideres e/ou sequéncias de parceiro de fusao.

O termo "vetor" inclui uma molécula de acido nucléico capaz de
transportar para dentro de uma célula outro acido nucléico ao quai tenha
sido ligado. Um tipo de vetor € um "plasmidio”, que refere-se a uma alca de
DNA de fita dupla circular a qual segmentos de DNA adicionais possam ser
ligadas. Outro tipo de vetor € um vetor viral, em que segmentos de DNA adi-
cionais podem ser ligados no genoma viral. Certos vetores sdo capazes de
replicacdo auténoma em uma células hospedeira na qual sejam introduzidos
(por exemplo, vetores bacterianos com uma origem bacteriana de replicagao
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e vetores epissomais de mamiferos). Outros vetores (por exemplo, vetores
nao epissomais de mamiferos) podem ser integrados no genoma de uma
célula hospedeira por introducdo na célula hospedeira e, dessa forma, sdo
replicados juntamente com o genoma do hospedeiro. Além dissp, certos ve-
tores sdo capazes de direcionar a expressdo de genes aos quais estejam
operacionalmente ligados. Esses vetores sao aqui chamados de "vetores de

expressao recombinante” (ou simplesmente "vetores de expressdo"). Em

. geral, vetores de expressao utilizaveis na pratica de técnicas de DNA re-

combinante freqlientemente estdo na forma de plasmidios. No presente rela-
torio, "plasmidio” e "vetor" podem ser usados de maneira intercambiavel,
pois o plasmidio é a forma de vetor mais comumente usada. Entretanto, a
invencao se destina a incluir essas outras formas de vetores de expressao,
como vetores virais (por exemplo, retrovirus de replicagdo defeituosa,; ade-
novirus e virus adenoassociados), que sirvam a fungdes equivalentes.

A expresséo "célula hospedeira recombinante" (ou simplesmente

"célula hospedeira") inclui.uma célula na qual um vetor de expressao recom-

binante tenha sido introduzido. Aqueles versados na técnica devem entender
que esses termos pretendem se referir ndo apenas a célula sujeita particular,
mas também a descendéncia dessa célula. Como certas modificagées po-
dem ocorrer em geragdes sucessivas devido a mutagdo ou influéncias ambi-
entais, essa descendéncia pode ndo ser, de fato, idéntica a célula original,
mas ainda esté incluida dentro do ambito do terrho “células hospedeira",
conforme aqui usado. Uma ampla variedade de sistemas de expressao hos-
pedeiros pode ser usada para expressar os anticorpos da presente inven-
¢ao, incluindo sistemas de expressao bacteriana, em levedura, de baculovi--
rus e mamiferos (assim como sistemas de expressao de descricdo em fago).
Um exemplo de um vetor de expressdo bacteriana adequado é o pUC19.
Para expressar um anticorpo de maneira recombinante, uma célula hospe-
deira é transfectada com um ou mais vetores de expressdo recombinante
portadores de fragmentos de DNA que codifiquem as cadeias leve e pesada
de imunoglobulina do anticorpo, de modo que as cadeias leve e pesada se-
jam expressadas na célula hospedeira e possam ser secretadas no meio em’
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que as células hospedeiras sdo cultivadas, os anticorpos podendo ser recu-
perados desse meio. Metodologias de DNA recombinante padronizadas séo

usadas para se obterem genes de cadeia leve e pesada de anticorpo, incor-

porar esses genes em vetores de expressdo recombinante e introduzir os
vetores em células hospedeiras, como aquelas descritas em Sambrook et
al., 2001, MOLECULAR CLONING: A LABORATORY MANUAL, Cold Spring
Harbor Laboratories, Ausubel, F. M. et al. (Eds.), CURRENT PROTOCOLS
IN‘MOLECULAR BIOLOGY, Greene Publishing Associates (1989) e na pa-
tente norte-americana n® 4.816.397, de Boss et al. - | -

O termo "transducao” é usado para se referir a transferéncia de
genes de uma bactéria para outra, normalmente por um fago. "Transdugdo"
também refere-se a aquisi¢cao e transferéncia de sequéncias celulares euca-
riéticas por retrovirus. | |

O termo "transfecg¢do" é usado para se referir é captagao de
DNA estranho ou exdégeno por uma célula, e uma célula foi “trénsfectada"
quando o DNA exdgeno tiver sido introduzido dentro da membrana celular.
Inumeras técnicas de transfecgao sao bem-conhecidas na técnica e sao aqui
apresentadas. Vide, por exemplo, Graham ét al., 1973, Virology 52: 456;
Sambrook et al., 2001, MOLECULAR CLONING: A LABORATORY MANU-
AL, Cold Spring Harbor Laboratories; Davis et al., 1986, BASIC METHODS
IN MOLECULAR BIOLOGY, Elsevier; e Chu et al., 1981, Gene 13: 197. Es-
sas técnicas podem ser usadas para introduzir uma ou mais fracdes de DNA
exogeno em células hospedeiras adequadas.

O termo "transformagéo”, conforme aqui usado, refere-se a uma
alteragao nas caracteristicas genéticas de uma célula, e uma celula foi trans--
formada quando tiver sido modificada para conter um novo DNA. Por exem-
plo, uma célula é transformada quando é geneticamente modificada a partir
de seu estado nativo. Apés a transfecg¢ao ou transdugéo, o DNA transforma-
dor pode se recombinar com 0 DNA da célula por integracao fisica em um
cromossomo da célula, ou pode ser mantido transitoriamente como um ele-
mento epissomal sem ser replicado, ou pode se replicar independentemente

como um plasmidio. Considera-se que uma célula foi transformada de ma-
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neira estavel, quando 0 DNA é replicado com a divisdo da céiula. :

O termo “antigeno" refere-se a uma molécula ou parte de uma
molécula capaz de ser ligada por um agente de ligacao seletiva, como um
anticorpo, e, além disso, capaz de ser usada em um animal bara produzir
anticorpos capazes de ligagdo a um epitopo desse antigeno. Um antigeno
pode ter um ou mais epitopos.

Em certas modalidades, variantes de anticorpos incluem- varian-

tes de glicosilagdo, em que o nimero e/ou tipo de sitios de glicosilacdo foi -

alterado em comparagéo com as seqiiéncias de aminoacidos do polipeptidio
de origem. Em certas modalidades, variantes de proteinas compreendem um
numero maior ou menor de sitios de glicosilagdo ligados a N do que a prote-
ina nativa. Um sitio de glicosilagdo ligado a N se caracteriza pela seqiéncia:
Asn-Xaa-Ser ou Asn-Xaa-Thr, em que o residuo de aminoacido designado
por Xaa pode ser qualquer residuo de aminodcido, exceto prolina. A substi-
tuicdo de residuos de aminoacidos para criar essa seqiiéncia fornece um
novo sitio em potencial para a adigdo de uma cadeia de carboidrato ligada a
N. Alternativamente, substituicdes que eliminem essa seqliéncia removerdo
uma cadeia de carboidrato ligada a N existente. Também se apresenta um
rearranjo de cédeias de carboidratos ligadas a N, em que'um ou mais sitios

de glicosilagédo ligados a N (tipicamente aqueles que sejam de ocorréncia.

| natural) s&o eliminados, e um ou mais novos sitios ligados a N sdo criados.

Var_iantes de anticorpos adicionais incluem variantes de cisteina, em que um
ou mais residuos de cisteina sdo deletados ou substituidos por outro amino-
acido (por exemplo, serina), em comparagéo com a seqiiéncia de aminoaci-
dos de origem. Variantes de cisteina podem ser Uteis quando os anticorpos
tém de ser redobrados em uma conformagdo biologicamente ativa, como
depois do isolamento de corpusculos de inclusdo insollveis. Variantes de
cisteina em geral tém menos residuos cisteina do que a proteina nativa e,
tipicamente, tém um numero par para minimizar interagdes resultantes de
cisteinas nao pareadas.

Em modalidades adicionai's, variantes de anticorpos podem in-
cluir anticorpos compreendendo um fragmento Fc modificado ou uma regido
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constante de cadeia pesada modificada. Um fragmento Fc, que significa
“fragmento que se cristaliza", du uma regido constante de cadeia pesada

pode ser modificada por mutagdo para conferir a um anticorpo caracteristi-

cas de ligagao alteradas. Vide, por exemplo, Burton e Woof, 1992, Advances

“in Immunology 51: 1-84; Ravetch e Bolland, 2001, Annu. Rev. Immunol. 19:

275-90; Shields et al., 2001, Journal of Biol. Chem. 276: 6591-6604; Telle-
man e Junghans, 2000, Immunology 100: 245-251; Medesan et al., 1998,

“Eur. J. Immunol. 28: 2092-2100; todos aqui incorporados por referéncia).

Essas mutagbes podem incluir substituigbes, adi¢bes, delegbes ou quaisQuér
de suas combinagbes e séo tipicamente produzidas por mutagénese direcio-
nada a sitio usando um ou mais oligonucleotideos mutagénicos, de acordo
com métodos aqui descritos, assim como de acordo com métodos conheci-
dos na técnica (vide, por exemplo, Sambrook et al., MOLECULAR CLO-
NING: A LABORATORY MANUAL, 32 ed., 2001, Cold Spring ‘Harbor, N.Y., e

Berger e Kimmel, METHODS IN ENZYMOLOGY, Volume 152, Guide to Mo-

lecular Cloning Techniques, 1987, Academic Press, Inc., San Diego, CA.,
que sao aqui incorporados por referéncia).

De acordo com certas modalidades, as substituicdes de aminoa-
cidos podem (1) reduzir a suscetibilidade a protedlise, (2) reduzir a suscetibi-
lidade a 6xidagéo,' (3) alterar a afinidade de .Iigagéo e/ou (4) cohferir ou modi-

ficar outras propriedades fisico-quimicas ou funcionais nesses polipeptidios.

De acordo com certas modalidades, substituigdes Unicas ou mudiltiplas de

~ aminoéacidos (em certas modalidades, substituicbes de aminoacidos conser-

vadoras) podem ser feitas na sequéncia de ocorréncia natural (em certas
modalidades, na parte do polipeptidio fora do(s) dominio(s) formador(es) de
contatos intermoleculares). Em certas modalidades, uma substituicdo de a-
minoacido conservadora}tipicamente nao altera substancialmente as carac-
teristicas estruturais da sequéncia de origem (por exemplo, um aminoacido
substituto devem romper ou tender a romper a estrutura secundéria que ca-
racteriza uma sequéncia de origem, como uma hélice). Exempvlos de estrutu-
ras secundarias e terciarias de polipeptidios reconhecidas na técnica sao
descritas em PROTEINS, STRUCTURES AND MOLECULAR PRINCIPLES
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(Creighton, Ed.), 1984, W. H. Freeman and Company, New York; INTRO-
DUCTION TO PROTEIN STRUCTURE (C. Branden e J. Tooze, eds.), 1991,
Garland Publishing, New York, N.Y.; e Thornton et al., 1991, Nature 354:
105, todos aqui incorporados por referéncia. '

’ "Anticorpo" ou "peptidio(s) de anticorpo" refere-se a um anticor-
po intacto, ou seu fragmento de ligagdo, que compete com o anticorpo intac-
to para ligacdo especifica. Em cerfas modalidades, os fragmentos de ligagao
sao produzidos por técnicas de' DNA recombinante. Em modalidades adicio- -
nais, os fragmentos de ligacao sdo produzidos por clivagem enzimatica ou

quimica de anticorpos intactos. Os fragmentos de ligagao incluem, mas nédo

- se limitam a, F(ab), F(ab’), F(ab’)z, Fv e anticorpos de cadeia unica.

A invencao apresenta anticorpos que compreendem uma cadeia
pesada e uma cadeia leve, em que as cadeias pesada e leve formam juntas
uma estrutura de ligagédo a antigeno capaz de se ligar especificamente a

B7RP1. Uma cadeia pesada de comprimento total inclui um dominio de regi-

‘50 variavel, Vy, e trés dominios de regiao constante, C41, Cy2 e Cy3. O do-

minio Vy esta na terminag@o amino do polipeptidio, € o dominio C3 esta na
terminacao carboxila. O termo "cadeia pesada’, conforme aqui usado, en-
globa uma cadeia pesada de comprimento total e seus fragmentos. Uma
cadeia leve de comprimento total inclui um dominio de regiao variavel, Vy, e
um dominio de regido constante, C,.. Como a cadeia pesada, o dominio de

regido varidvel da cadeia leve estd na terminagdo amino do polipeptidio. O

~termo "cadeia leve", conforme aqui usado, engloba uma cadeia leve de

comprimento total e seus fragmentos. Um fragmento F(ab) € composto por
uma cadeia leve e as regides Cy1 e variavel de uma cadeia pesada. Uma
cadeia pesada de uma molécula F(ab) ndo pode formar uma ligagédo dissul-
feto com outra molécula de cadeia pesada. Um fragmento F(ab’) contém
uma cadeia leve e uma cadeia pesada que contém mais da regido constan-
te, entre os dominios Cy1 e Cx2, de modo que uma ligagao dissulfeto inter-
cadeias possa se formar entre duas cadeias pesadas para formar uma mo-
lécula F(ab’),. A regiao Fv compreende as regides varidveis tanto da cadeia

pesada, quanto da leve, mas ndo tem as regides constantes. Anticorpos de
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cadeia unica sdo moléculas Fv em que as regides variaveis de cadeia pesa-

da e leve foram conectadas por um ligante flexivel para formar uma Unica

‘cadeia polipeptidica, que forma uma regido de ligagdo a antigeno. Anticor-

pos de cadeia unica sao discutidos em detalhes na Publicacdo de Pedido de
Patente Internacional n® WO 88/01649 e has patentes norte-americanas n?
4.946.778 e 5.260.203. | ‘

Um énticorpo bivalente diferente de um anticorpo "multiespecifi-
co" ou "multifuncional®, em certas modalidades, é entendido como compre-
endendo sitios de ligagao com especificidade antigénica idéntica. |

Na avaliacéo da ligagao e especificidade de anticorpo de acordo
com a invengao, um anticorpo inibe substancialmente a adesdo de um ligan-
te a um receptor, quando um excesso de anticorpo reduz a quantidade de
ligante ligado ao receptor em pelo menos cerca de 20%, 40%, 60%, 80%,
85% ou mais (confdrme medido, inter alia, com o uso de um ensaio de liga-
cao competitiva in vitro). o

"Anticorpo ‘neutralizador" significa uma molécula de anticorpo
que seja capaz de bloquear ou reduzir substancialmente uma fungao efetora
de um antigeno-alvo ao qual se liga. Portahto; um anticorpo anti-B7RP1
"neutralizador" é capaz de bloquear ou reduzir substanciaimente uma fungéo

efetora, como ligagéo a receptor e/ou geragdo de uma resposta celular, de -

B7RP1. "Reduzir substancialmente" pretende significar pelo menos cerca de

60%, pelo menos cerca de 70%, pelo menos cerca de 75%, pelo menos cer-
ca de 80%, pelo menos cerca de 85% ou pelo menos cerca de 90% de redu-
¢ao de uma fungao efetora do antigeno-alvo (por exemplo, B7RP1 humano).
O termo "epitopo” inclui qualquer sitio em um antigeno que seja
capaz de se ligar especificamente a uma imunoglobulina ou receptor de cé-
lula T. Em certas modalidades, determinantes de epitopos incluem.agrupa-
mentos de moléculas de superficie quimicamente ativos, como aminoéacidos,
cadeias colaterais de agucares, grupos fosforila ou grupos sulfonila, e, em
certas modalidades, podem ter caracteristicas estruturais tridimensionais
especificas e/ou caracteristicas de carga especificas. Um epitopo é uma re-
giao de um antigeno que seja ligada por um anticorpo. Em certas modalida-
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des, diz-se que um anticorpo se liga especificamente a um antigeno, quando
reconhece preferencialmente seu antigeno-alvo em uma mistura complexa
de proteinas e/ou macromoléculas. Em certas modalidades, diz-se que um
anticorpo se liga especificamente a um antigeno, quando a constante de dis-
sociagdo em equilibrio é de cerca de 10° M, 107 M, 108 M, 10° M, 107° M,

10" M, ou menos de cerca de 10712 M.

Um anticorpo se liga "essencialmente ao mesmo epitopo" como
um anticorpo de referéncia, quando os ddis anticorpos reconhecem epitopos -
idénticos ou estericamente superpdstos. Os métodos mais amplamenfe usa-
dos e rapidos para determinar se dois anticorpos se ligam a epitopos idénti-
cos ou estericamente superpostos sdo ensaios de competicao, que podem
ser configurados em todos os inumeros diferentes formatos, usando antige-
no marcado ou anticorpo marcado. Normalmente, o antigeno é imobilizado
em um substrato, e a capacidade de anticorpos ndo marcados de bloquea-
rem a ligagcao de anticorpos marcados é medida usando-se is6topos radioa-
tivos ou marcadores enzimaticos. |

O termo "agente" é aqui usado para designar um composto qui-
mico, uma mistura de compostos quimicos, uma macromolécula biolégica ou
um extrato préparado a partir de materiais biologicos. |

Conforme aqui usado, os termos “marcador" ou "marcado” refe-
re-sem & incorporagédo de um marcador detectavel, por exemplo, por incor-
poragdo de um aminoacido radiomarcado ou fixacdo a um polipeptidio de
fragdes biotina que possam ser detectadas por avidina marcada (por exem- '
plo, estreptavidina compreendendo um marcador detectavel, como um mar-
cador fluorescente, um marcador quimioluminescente ou uma atividade en--
zimatica que possa ser détectada por métodos Opticos ou colorimétricos).
Em certas modalidades, o marcador também pode ser terapéutico. Varios
métodos de marcagao de polipeptidios e glicoproteinas sdo conhecidos na

técnica e podem ser vantajosamente usados nos métodos aqui apresenta-

dos. Exemplos de marcadores para polipeptidios incluem, mas ndo se limi-
tam a, radioisGtopos ou radionuclideos, como 2H, C, "N, 3g, %y, %mTe

"In, 125 ¢ '), marcadores fluorescentes (por exemplo, isotiocianato de flu-
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oresceina ou FITC, rodamina ou fésforos lantanideos), marcadores enzima-

ticos (por exemplo, peroxidase de rabano, B-galactosidase, luciferase, fosfa-

‘tase alcalina), marcadores quimioluminescentes, marcadores hapténicos,

como grupos biotinila, e epitopos polipeptidicos predeterminados reconheci-
dos por um repérter secundario (por exemplo, seqiéncias de par de ziper de
leucina, sitios de ligagé@o para anticorpos secundarios, dominios de ligagdo a
metais ou etiquétas de epitopos). Em certas modalidades, os marcadores
sao fixados por bragos espagadores (como (CHz)n, em que n < cerca de 20)
de varios comprimentos, para reduzir o bloqueio estérico em potencial. '

O termo "amostra biolégica", conforme aqui usado, inclui, mas
ndo se limita a, qualquer quantidade de uma substancia de um ser vivo ou
ser anteriormente vivo. Esses seres vivos incluem, mas ndo se limitam a,
seres humanos, camundongos, macacos, ratos, coelhos € outros animais.
Essas substancias incluem, mas néo se limitam a, sangue, soro, uriha,- célu-
las, 6rgaos, tecidos, ossos, medula éssea, linfonodos e pele. | |

O termo "agentes farmacéutico ou farmaco", conforme aqui usa-
do, refere-se a um composto quimico ou composi¢do capaz de induzir um
efeita: terapéutico. desejado, quando apropriadamente administrado a um
paciente. A expressao "quantidade farmaceuticamente eficaz", com referén-
cia a uma composigdo farmacéutica compreendendo um ou uma pluralidade
dos anticorpos da inveng&o, deve ser entendida como significando, de acor-
do com a invengao, uma quantidade da dita composi¢do farmacéutica que
seja capaz de abolir, em um paciente, a diminuigdo no limiar de sensibilidade
a estimulos externos, com o retorno desse limiar de sensibilidade a um nivel
comparavel como observado em sujeitos saudaveis. ,

Um “disturbio" é qualquer condicdo que se beneficie db trata-
mento de acordo com a presente invengao. "Dist(jrbio" e "condigao" sdo aqui
usados de maneira interéambiével e incluem disturbios crénicos e agudos do
sistema imune ou doengas do sistema imune associadas a uma resposta
imune inapropriada, incluindo aquelas condi¢cbes patolégicas>que predispo-
nham o mamifero ao disturbio em questédo. Inumeras condigdes e distirbios

que se beneficiariam do tratamento de acordo com a presente invengao sédo
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descritos, po'r exempio, no Pedido de Patente Internacional n¢
PCT/US00/01871 (Publicagéo n® WO 00/46240), cuja descri¢do é incorpora-
da por referéncia em sua inteireza.

Os termos "doenca do sistema imune" e "condi¢cdo do sistema
imune" englobam qualquer condigao médica ou disturbio associado a niveis
aumentados de B7RP1, sensibilidade aumentada a B7RP1 ou doencas me-
diadas por células T, incluindo, mas nao limitadas a, doenga auto-imune,
sobrevivéncia a enxerto, transplante de rhedula ossea e érgaos, alossensibi- -
lizagdo devida a transfusdes sangijineas, sindrome do choque téxico, doen-
¢as mediadas por células B dependentes de células T, doencas inflamatorias
cronicas associadas a disfungéo cronica de células imunes, disturbios linfo-
proliferativos (como mieloma multiplo, macroglobulinemia de Waldenstom e -
crioglobulinemias) e céncer. Exemplos n&o limitativos de doencgas auto-
imunes incluem ldpus eritematoso sistémico, artrite reumatéide, purpura

trombocitopénica imune (ITP), esclerose multipla, diabetes e psoriase. E-

-xemplos nado limitativos de doengas inflamatérias crénicas incluem doenca

inflamatoria do intestino (como doenga de Crohn e colite ulcerativa), doenca
de Grave, tireoidite de Hashimoto e diabetes melito.

Os termos "doenga do sistema imune" e "condigdo do sistema
imune" também englobam qualquer condigdo clinica que seja melhoradaA
pela inibicdo da produgdo de anticorpos, como reacgdes de hipersensibilida-
de. Reac;:ées de hipersensibilidade podem ser causadas, por exemplo, por
febre do feno, alergias, asma, atopia e edema agudo.

' Exemplos nado limitativos de doengas que causam reagbes de
hipersensibilidade mediadas por anticorpos incluem llpus eritematoso sis-
témico, artrite (como artrite reumatoide, artrite reativa, artrite psoriaca), ne-
fropatias (conﬁo glomerulonefrite, nefropatias membranosas, mesangiocapi-
lares, segmentares focais, necrotizantes focais, em crescente e proliferati-
vas, como tubulopatias), disturbios cutdneos (como pénfigo e penfigdide,
eritema nodoso), endocrinopatias (como tireoidite, doenca de Grave, doenca
de Hashimoto, diabetes melito dependénte de insulina), varias pneumopatias

(como alveolite extrinseca), varias vasculopatias, doenga celiaca, doencas
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com produgao aberrante de IgA, muitas anemias e tromboc:topenlas sin-

drome de Guillain-Barre e miastenia gravis.

Conforme aqui usados, os termos "quantidade eficaz" e "quanti-
dade terapeuticamente eficaz", quando usados com referéncia a uma com-
posi¢do de veiculo ou farmacéutica compreendendo um ou mais anticorpos
humanos anti-B7RP1 humano, refere-sem a uma quantidade ou dosagem
suficiente para produzir um resultado desejado (isto é, quando para terapia
com o veiculo anticorpos humanos anti-B7RP1 humano da presente inven-
¢do, o resultado desejado é a modulagdo desejada de respostas de células

T, por exemplo) ou para sustentar uma diminuicdo observavel no nivel de

~ uma ou mais atividades biolégicas de B7RP1. Mais especificamente, uma

quantidade terapéuticamente eficaz ¢ uma quantidade do(s) anticorpo(s)
humano(s) anti-B7RP1 humano suficiente para inibir, durante algum periodo
de tempo, um ou mais dos processos patoldgicos clinicamente definidos as-
sociados a condi¢do em questéo, por exemplo, disturbios e doengas imunes,
em um sujeito tratado'. in vivo com o agente. Na presente invengdo, uma
"quantidade eficaz" de um anticorpo anti-B7RP1 pode modular as respostas
de células T em um paciente. Nos métodos da presente invengao, o termo
"controlar” e suas variantes gramaticais sdo usados para se referirem a pre-
vengéo; inibigéio parcial ou completa, reducéao, retardo ou alentecimento de
um evento indesejavel, por exemplo, uma resposta imune. A quantidade efi-
caz pode variar dependendo do veiculo ou anticorpo(s) humano(s). anti-
B7RP1 humano selecionado(s) e também é dependente de varios fatores e
condi¢des relacionadas ao sujeito a ser tratado e a gravidade do disturbio.
Por exemplo, se o veiculo ou anticorpo(s) humano(s) anti-B7RP1 humano
tiver de ser administrado in vivo fatores como a idade, peso e saude do pa-
ciente, assim como curvas de resposta a dose e dados de toxicidade obtidos
em trabalho pré-clinico com animais estariam entre aqueles considerados.
Se o agente tiver de ser contatado com as células in vitro, também se proje-
tariam varios estudos pré-clinicos in vitro para avaliar parémefros como cap-
tacdo, meia-vida, dose, toxicidade e outros. A determinagdo de uma quanti-
dade eficaz ou quantidade terapeuticamente eficaz para um dado agente
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esta dentro da capacidade daqueles versados na técnica.

Conforme aqui usados, os termos "proteina-1 relacionada a B7"
e "B7RP1" sdo definidos como todas as espécies de mamiferos da sequén-
cia nativa B7RP1, que € descrita na Publicacdo de Pedido de Patente Inter-
nacional n® WO 00/46240, que é aqui incorporada por referéncia.

Conforme aqui usado, "substancialmente puro" ou "substancial-
mente purificado" significa um composto ou espécie que seja a espécie pre-
dominante presente (isto é; em bases mbla-res, € mais abundante que qual- -
quer outra espécie individual na composi¢cdo). Em certas modalidades, uma
fragdo substancialmente purificada é uma composicdo em que a espécie
compreenda pelo menos cerca de 50 por cento (em bases molares) de todas
as espécies macromoleculares presentes. Em certas modalidades, uma
composi¢cao substancialmente pura compreendera mais de cerca de 80%,
85%, 90%, 95% ou 99% de todas as espécies macromoleculares presentes

na composicao. Em certas modalidades, a espécie é purificada até ficar es-

‘sencialmente homogénea (espécies contaminantes nao podem ser detecta-

das na composi¢cdo por métodos de detecgdo convencionais), em que a
composicao consiste essencialmente em uma unica espécie macromolecular.

O termo "paciente" inclui sujeitos humanos e animais.

"Tratamento" ou "tratar" refere-se tanto a tratamento terapéutico,
quanto profilatico ou medidas preventivas. Aqueles necessitados de trata-
mento incluem aqueles ja como disturbio, assim como aqueles propensos a
ter o disturbio ou aqueles em que o disturbio deva ser prevenido.

A menos que requerido de outra forma pelo contexto, termos
singulares devem incluir plurais, e termos plurais devem incluir o singular.

De acordo com certas modalidades da inveng&o, anticorpos di-
recionados a B7RP1 podem ser usados para tratar disturbios do sistema
imune e doengas do sistema imune, incluindo, mas nao limitados a, aqueles
acima mencionados.

Em um aspecto da invengao, apresentam-se anticorpos mono-
clonais‘completamente humanos gerados contra e com especificidade biold-

gica e imunoldgica para ligagdo a B7RP1. Em outro aspecto, a invencéo a-
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presenta acidos nucléicos compreendendo sequiéncias de nucleotideos que
codificam sequéncias de aminoacidos para moléculas de imunoglobulina de
cadeia pesada e leve, particularmente seqléncias correspondendo a suas
regides variaveis. Modalidades particulares desse aspecto da inveng¢do séao
sequéncias correspondendo a regides detérminantes de complementaridade
(CDRs), especificamente de CDR1 a CDRS, das cadeias pesadas e leves

apresentadas pela invengdo. Em ainda outro aspecto, a invengdo apresenta

- células de hibridoma e linhagens celulares que expressam as moléculas de

imunoglobulina e -anticorpos, como anticorpos monoclonais da invengéao. A
invengao também apresenta preparagdes biolégica e imunologicamente puri-
ficadas de anticorpos, como anticorpos monoclonais gerados contra € com
especificidade biolégica e imunolégica para ligagdo a B7RP1 humano.

A capacidade de clonar e reconstruir loci humanos com tamanho
de megabases em cromossomos artificiais de levedura (YACs) e de introdu-
zi-los na linhagem germinativa de camundongo proporciona uma abordagem
vantajosa para elucidar os componentes funcionais de loci muito grandes ou
grosseiramente mapeados, assim como gerar modelos uteis de doenca hu-
mana. Além disso, a utilizagdo dessa tecnologia para substituicdo de loci de
camundongo por seus equivalentes humanos fornece insights Unicos na ex-
pressdo e regulagdo de produtos de genes humanos durante o desenvolvi-
mento, sua comunicagio com outros sistemas e seu envolvimento na indu-
¢cao e progressao de doengas. _ |

Uma importante aplicagéo pratica dessa estratégia é a "humani-
zagao" do sistema imune humoral de camundongo. A introdugéo de loci de
imunoglobulina (lg) humana em camundongos, em que os genes de Ig en-
dégenos tenham sido inativados, oferece a oportunidade de estudar meca-
nismos subjacentes a expressédo e montagem programadas de anticorpos,
assim como seu papel no desenvolvimento de células B. Além disso, essa
estratégia proporciona uma fonte para a produgao de anticorpos monoclo-
nais completamente humanos (MAbs). |

O termo "anticorpo humano" inclui anticorpos com regides varia-

veis e constantes substancialmente correspondentes a seqiiéncias de imu-
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noglobulina de linhagem germinativa humana. Em certas modalidades, anti-
corpos humanos sao produzidos em mamiferos ndo humanos, incluindo,
mas nao limitados a, roedores, como camundongos e ratos, e lagomorfos,
como coelhos. Em certas modalidades, os anticorpos humanos séo produzi-
dos em células de hibridoma. Em certas modalidades, os anticorpos huma-
nos sao produzidos de maneira recombinante.

O termo "recombinanie" com referéncia a um anticorpo inclui
anticorpos que sejam preparados, expréssados, criados ou isolados por
meios recombinantes. Exemplos re'presentativos incluem anticorpos expres-
sados usando-se um vetor de expressao recombinante transfectado em uma
célula hospedeira, anticorpos isolados de uma biblioteca combinatéria de

anticorpos humanos recombinantes, anticorpos isolados de um animal (por

-exemplo, um camundongo) que seja transgénico para genes de imunoglobu-

linas humanas (vide, por exemplo, Taylor et al., 1992, Nucl. Acids Res. 20:
6287-6295); ou anticorpos preparados, expressados, criados ou isolados por

‘qualquer meio que envolva a jungdo de sequéncias de genes de imunoglo-

bulinas humanas a outras seqiéncias de DNA. Esses anticorpos humanos
recombinantes tém regides variaveis e constantes derivadas de seqiiéncias
de imunoglobulinas de linhagem germinativa humanas.

Anticorpos humanos tém pelo menos trés vantagens com rela-
¢ao0 a anticorpos nao humanos e quimericos para uso em terapia humana:

1) porque a parte efetora do anticorpo é humana, pode interagir
melhor com outras partes do sistema imune humano (por exemplo, destruir
células alvo mais eficientemente por citotoxicidade dependente de comple-
mento (CDC) ou citotoxicidade celular dependente de anticorpo (ADCC));

2') 0 sistema irhune humano ndo deve reconhecer o anticorpo
humano como estranho, e, consequentemente, a resposta de anticorpo con-
tra esse anticorpo injetado deve ser menor do que contra um anticorpo nao
humano totaimente estranho ou um anticorpo quimérico parcialmente estranho;

3) relatou-se que antlcorpos nao humanos injetados tém uma
meia- wda na circulagdo humana muito mais curta do que a meia-vida de an- .

ticorpos humanos. Anticorpos humanos injetados terdo uma meia-vida es-
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sencialmente idéntica & de anticorpos humanos de ocorréncia natural, permi-
tindo que sejam dadas doses menores e menos frequientes.

Assim, espera-se que anticorpos completamente humanos mi-
nimizem as respostas imunogénicas e alérgicas intrinsecas a MAbs de ca-
mundongos ou derivados de camundongos, e, dessa forma, aumentem a
eficacia e seguranga dos anticorpos administrados. Anticorpos completa-
mente humanos da inveng&o, portanto, podem ser usados no tratamento de
doencgas e disturbios associados a resposta imune inapropriada, seu trata-
mento requerendo administracéo repetida de anticorpos. Assim, uma vanta-
gem particular dos anticorpos anti-B7RP1 da invengéo € que os anticorpos
sdo completamente humanos e podem ser administrados a pacientes de
maneira nao aguda, minimizando, a0 mesmo tempo, reacdes adversas co-
mumente associadas a anticorpos anticamundongo humanos ou outros anti-
corpos ndo completamente humanos anteriormente descritos de espécies
nao humanas. ' |

- Aqueles vérsados. na técnica podem manipular cepas de ca-
mundongos deficientes na produgcéo de anticorpos de camundongos com
grandes fragmentos dos loci de Ig humana, de modo que esses camundon-
gos produzam anticorpos humanos na auséncia de anticorpos de camun-
dongo. Grandes fragmentos de Ig humana podem preservar a grande diver-
sidade de géne variavel, assim como a regulagéo apropriada da produgéo e
expressao do anticorpo. Mediante exploragédo da maquinaria celular do ca-
mundongo para diversificacdo e sele¢do de anticorpos e a falta de tolerancia
imunoldgica a proteinas humanas, o repertério de anticorpos humanos re-
produzidos nessas cepas de camundongos fornece anticorpos de alta afini--
dade contra qualquer antigeno de interesse, incluindo antigenos- humanos.
Usando-se tecnologia de hibridoma, MAbs humanos especificos para anti-
genos com a especificidade desejada podem ser produzidos e selecionados.

Animais transgénicos (por exemplo, camundongos) também po-
dem ser usados para produzir anticorpos humanos na auséncia de producéo
de imunoglobulina endégena. Por exemplo, a transferéncia do arranjo de

gene de imunoglobulina de linhagem germinativa humana nesses camun-
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dongos mutantes de linhagem germinativa resultara na produgao de anticor-
pos humanos com um desafio antigénico (vide, por exemplo, Jakobovits et
al., 1993, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 2551-2555; Jakobovits et al., 1993,
Nature 362: 255-258; Bruggemann et al., 1993, Year in Immun. 7: 33, 1994,
Nature 148: 1547-1553) e, 1996, Nature Biotechnology 14: 826; Gross et al.,
2000, Nature 404: 995-999; e patentes norte-americanas n? 5.877.397,
5.874.299, 5.814.318, 5.789.650, 5.770.429, 5.661.016, 5.633.425,
5.625.126, 5.569.825 e 5.545.806 (todoé aqui incorporados por referéncia -
em sua inteireza para. todas as fihalidades)). Anticorpos humanos também
podem ser produzidos-em bibliotecas de descricdo de fago (Hoogenboom e
Winter, 1992, J. Mol. Biol. 227: 381; Marks et al.,, 1991, J. Mol. Biol. 222:
581). As técnicas de Cole et al. e Boerner et al. também sao disponiveis pa-
ra a preparacao de anticorpos monoclonais humanos (Cole et al., 1985,
MONOCLONAL ANTIBODIES AND CANCER THERAPY, Alan R. Liss, p.
77; e Boerner et al., 1991, J. Immunol. 147: 86-95). -

Anticorpos humanos recombinantes também podem ser subme-
tidos-a mutagénese in vitro (ou, quando se usa um animal transgénico para
sequéncias de Ig humana, mutagénese ‘somética in vivo) e, portanto, as se-
qgléncias de a‘minoécidos das regidoes Vy e V. dos anticorpos recombinantes
sao sequéncias que, embora derivadas daquelas relacionadas a sequéncias
de Vy e Vi de linhagem germinativa humana, podem nao existir naturalmente
dentro do repertério de linhagem germinativa de anticorpos humanos in vivo.

Em certas modalidades, aqueles versados na técnica podem
usar regides constantes de espécies diferentes da humana, juntamente com
a(s) regiao(oes) variavel(eis) humana(s) nesses camundongos para produzir
anticorpos quimeéricos. | , _

Um anticorpo biespecifico ou bifuncional é tipicamente um anti-
corpo hibrido artificial com dois pares de cadeia pesada/cadeia leve diferen-
tes e dois sitios de ligagao diferentes. Anticorpos biespecificos podem ser
produzidos por varios métodos, incluindo, mas nao limitados a, fusdo de hi-
bridomas ou ligagao de fragmentos F(Aab’). Vide, por exemplo, Songsivilai e
Lachmann, 1990, Clin. Exp. Immunol. 79: 315-321; Kostelny et al., 1992, J.
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Immunol. 148: 1547-1553.
A invencao apresehta anticorpos que se ligam a B7RP1 huma-

‘no. Esses anticorpos podem ser produzidos por imunizagao com B7RP1 de

comprimento total ou seus fragmentos. Os anticorpos da invengdo podem
ser policlonais ou monoclonais e/ou podem ser anticorpos recombinantes.
Em modalidades preferidas, os anticorpos da inven¢do sao anticorpos hu-
manos preparadbs,' por exemplo, por imunizagdo de animais transgénicos
capazes de produzir anticorpos humanos (vide, por exemplo, Pedido de Pa-
tente Internacional, Publicagdo n® WO 93/12227). |

As regides determinantes de complementaridade (CDRs) das
regioes variaveis de cadeia leve e cadeia pesada de anticorpos anti-B7RP1
da invencao podem ser enxertadas em regides de armagéo (FRs) da mesma:
espécie ou de outras. Em certas modalidades, as CDRs das regides varia- |
veis de cadeia leve e cadeia pesada do anticorpo anti-B7RP1 podem ser
enxertadas em FRs humanas de consenso. Para criar FRs humanas de con-
senso, FRs de varias Aseqﬁéncias de aminoacidos de cadeia pesada ou ca-
deia leve humana sdo alinhadas para identificar uma sequéncia de -aminoa-
cidos de consensor. As FRs da cadeia pesada ou cadeia leve do anticorpo
anti-B7RP1 podem ser substituidas por FRs de uma cadeia pesada ou ca-
deia leve diferente. Aminoacidos raros nas FRs das cadeias'pesada e leve
do anticorpor anti-B7RP1 tipicamente ndo sao substituidos, ao passo que o
restante dos aminoacidos.da FR podem ser substituidos. Aminoéacidos raros
sdo aminoacidos especificos que estao em posigdes em que normalmente
nao sao encontrados em FRs. As regiGes variaveis enxertadas de anticorpos
anti-B7RP1 da i‘nvengéo podem ser usadas com uma regidao constante que
seja diferente da regiao constante do anticorpo anti-B7RP1. Alternativamen-
te, as regides variaveis enxertadas séo parte de um anticorpo Fv de cadeia
unica. A enxertia de CDR é descrita, por exemplo, nas patentes norte-
americanas n® 6.180.370, 5.693.762, 5.693.761, 5.585.089 e 5.530.101, que
sao aqui incorporadas por referéncia para qualquer finalidade.

Anticorpos da invengao podem ser preparados usando-se ca-

mundongos transgénicos que tenham uma parte substancial do I6cus produ-
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tos de anticorpo humano inserida em células produtoras de anticorpos dos
camundongos e que sejam adicionalmente manipulados para serem defici-
entes na producao de anticorpos enddgenos, murinos. Esses camundongos
sao capazes de produzir moléculas de imunoglobulinas humanas e anticor-
pos e ndo produzem ou produzem quantidades substancialmente reduzidas
de moléculas de imunoglobulinas e anticorpos murideos. As tecnologias uti-
lizadas para se conseguir esse résultados sao apresentadas nas patentes,
pedidos e referéncias apresentadas no presente relatério. Em certas modali-
dades, aqueles versados na técnica podem empregar métodos como 0s
descritos na Publicagdo de Pedido de Patente Internacional n® WO
98/24893, que é aqui incorporada por referéncia para qualquer finalidade.
Vide também Mendez et al., 1997, Nature Genetics 15: 146-156, que é aqui
incorporado por referéncia para qualquer finalidade.

Os anticorpos monoclonais (mAbs) da invengdo podem ser pro-

duzidos por varias técnicas, incluindo metodologia de anticorpos monoclo-

‘nais convencional, por exemplo, a técnica padrao de hibridizagado de células

somaticas de Kohler e Milstein (1975, Nature 256: 495). Outras técnicas para
a produgdo de anticorpos monoclonais podem ser empregadas, por exem-
plo, transformacao viral ou on'cogénica de linfécitos B.

Um sistema animal exemplificativo para a preparagédo de hibri-
domas é o camundongo. A produgdo de hibridoma no camundongo é conhe-
cida na técnica, e protocolos de imunizagéo e técnicas para isolamento de
esplendcitos imunizados para fusdo também sdo conhecidas na técnica.
Parceiros de fusdo (por exemplo, células de mieloma murino) e procedimen-
tos de fusao também sao conhecidos.

Em uma certa modalidade, anticorpos monoclonais humanos
dirigidos contra B7RP1 podem ser gerados usando-se camundongos trans-
génicos portadores de partes do sistema imune humano, em vez do sistema
do camundongo. Esses camundongos transgénicos, aqui chamados de ca-
mundongos "HuMab", contém um mmolocus de gene de imunoglobulina hu-
mana que codifica sequéncias de |munoglobullna de cadeia pesada (pey) e
de cadeia leve k humanas néo rearranjadas, juntamente com mutagdes-alvo
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que inativam os loci de cadeias p e k endégenas (Lonberg et al., 1994, Natu-
re 368: 856-859). Portanto, os camundongos exibem expressao reduzida de
IgM ou k de camundongo em resposta & imunizagao, os transgenes de.ca-
deia pesada e cadeia leve humanas introduzidos sofrem comutagao de clas-
se e mutagdo somatica para gerar anticofpos monoclonais IgG k humanos
de alta afinidade (Lonberg et al., supra; Lonberg e Huszar, 1995, Intern. Rev.
Immunol. 13: 65'-93; Harding e Lonberg, 1995, Ann. N. Y. Acad. Sci. 764:

-'536-546). A preparacdo de camundongos HuMab é descrita em detalhes em

Taylor et al., 1992, Nucleic Acids Res. 20: 6287-6295; Chen et al., 1993, In-
ternational Immunology 5: 647-656; Tuaillon et al., 1994, J. Immunol. 152:
2912-2920; Lonberg et al., 1994, Nature 368: 856-859; Lonberg, 1994,
Handbook of Exp. Pharmacology 113: 49-101; Taylbr et al., 1994, Internatio-
nal Immunology 6: 579-591; Lonberg e Huszar, 1995, Intern. Rev. Immunol.
13: 65-93; Harding e Lonberg, 1995, Ann. N. Y. Acad. Sci. 764: 536-546; Fi-
shwild et al., 1996, Nature Biotechnology 14: 845-851, cujos conteldos s&o
aqui incorporados por‘r'eferéncia em sua inteireza. Vide também as patentes
norte-americanas n2 5.'545.806, 5.669.825, 5.625.126, 5.633.425, 5.789.650,
5.877.397, 5.661.016, 5.814.318, 5.874.299 e 5.770.429, todas de Lonberg e
Kay, assim como a patente norte-americana n? 5.545.807, de Surani et al.;
as Publicacoes de Pedidos de Patentes Internacionais n® WO 93/1227, pu-
blicado em 24 de junho de 1993; WO 92/22646, publicado em 23 de dezem-
bro de 1992; e WO 92/03918, publicado em 19 de margo de 1992, cujas
descrigao sao aqui incorporadas por referéncia em sua inteireza. Alternati-
vamente, as cepas de camundongos transgénicos descritas nds Exemplos
abaixo podem ser usadas para gerar anticorpos anti-B7RP1 humanos. .

A presente invenga@o apresenta anticorpos monoclonais huma-
nos que séo especificos para e neutralizam polipeptidios B7RP1 humanos
bioativos. Também se épresentam seqliéncias de aminoacidos de cadeia
pesada e leve anticorpos que s&o altamente especificos para e neutralizam
polipeptidios B7RP1 quando se ligam a eles. Essa elevada'especificidade
permite que os anticorpos humanos anti-B7RP1 humano e anticorpos mono-
clonais humanos com especificidade similar sejam uma imunoterapia eficaz
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para doengas associadas a B7RP1.

Em um aspecto, a invengao apresenta anticorpos humanos iso-
lados que se ligam ao mesmo ou essencialmente a0 mesmo epitopo que o
anticorpo 16H aqui apresentado.

Em um aspecto, a invengdo apresenta anticorpos humanos iso-
lados compreendendo pelo menos uma das sequéncias de aminodcidos
mostradas nas SEQ ID NO: 1 — 40 ou 44 — 58 que se liguem a um epitopo
de polipeptidio B7RP1 com alta afinidade e tenham a capacidade de anta-
gonizar a atividade do polipeptidio B7RP1. Esses anticorpos podem se ligar
ao mesmo ou essencialmente ao mesmo epitopo que os anticorpos anti-
B7RP1 mostrados nos Exemplos aqui.

'Em certas modalidades, os anticorpos isolados se ligam ao poli-

peptidio B7RP1 com uma constante de dissociagéo (Kp) de cerca de 10® M,
107 M, 108 M, 10° M, 10" M, 10" M ou menos e inibem a sobrevivéncia

induzida por B7RP1 em um ensaio de neutralizagdo in vitro com uma ECso

~de cerca de 10° M, 107 M, 10°® M, 10° M ou menos. Apresentam-se aqui

exemplos de anticorpos humanos anti-B7RP1 humano que atendem aos
critérios de ligacéo e neutralizagdo acima mencionados.

Em certas modalidades, anticorpos humanos anti-B7RP1 huma-
no da invengao sdo aqui chamados de 16H, 16Hg (linhagem germinativa),
5D, 2H, 2Hg (linhagem germinativa), 15H, 41H e 43H. O anticorpo 16H com-"
preende sequéncias polipeptidicas de V. e V4 conforme mostradas na SEQ
ID NO: 7 e SEQ ID NO: 1, respectivamente. O anticorpo 16Hg compreende
sequéncias polipeptidicas de cadeia leve variavel (V) e de cadeia pesada
variavel (Vi) conforme mostradas na SEQ ID NO: 1 e SEQ ID NO: 8, respec-
tivamente. O anticorpo 5D Compreende sequiéncias polipeptidicas de Ve Vy

- conforme mostradas em SEQ ID NO: 2 e SEQ ID NO: 9, respectivamente. O

anticorpo 2H compreende sequiéncias polipeptidicas de V. e Vy conforme
mostradas em SEQ ID NO: 3 e SEQ ID NO: 10, respectivamente. O anticor-
po 2Hg compreende seqtiéncias polipeptidicas de V. e V4 conforme mostra-
das em SEQ ID NO: 3 e SEQ ID NO: 11, respectivamente. O anticorpo 15H
compreende seqléncias polipeptidicas de V| e V4 conforme mostradas em
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SEQ ID NO: 4 e SEQ ID NO: 12, respectivamente. O anticorpo 41H compre-
ende sequéncias polipeptidicas de V. e Vy conforme mostradas em SEQ ID

'NO: 5 e SEQ ID NO: 13, respectivamente. O anticorpo 43H compreende se-

quéncias polipeptidicas de V| e Vy conforme mostradas em SEQ ID NO: 6 e
SEQ ID NO: 14, respectivamente. As propriedades dos anticorpos humanos
anti-B7RP1 humano da presente invengao sdo especificamente apresenta-
das nos Exemplds. E particularmente notavel a alta afinidade pelo polipepti-
dio B7RP1 e a alta capacidade de antagonizar a atividade do polipeptidio
B7RP1 aqui demonstrada. o
A constante de dissociacdo (Kp) de um anticorpo. humano anti-
B7RP1 humano pode ser determinada pof ressonancia de plasmon de su-
perficie, conforme 'geralmente descrito nos Exemplos abaixo. Geralmente, a
andlise de ressonancia de plasmon de superficie mede interagbes de ligagdo
em tempo real entre o ligante (polipeptidio B7RP1 recombinante imobilizado
em uma matriz de biossensor) e o0 analito (anticorpos erh solugao) por res-
sonancia de plasmon”de superficie (SPR) usando-se o sistema BlAcore®
(Pharmacia Biosensor, Piscataway, NJ). A andlise de plasmon de superficie
também pode ser efetuada por imobilizagdo do analito (anticorpos em uma
matriz de biossensor) e apresentacao do ligante (V recombinante em solu-

¢d0). A constante de dissociacdo (Kp) de um anticorpo humano anti-B7RP1

humano também pode ser determinada usando-se metodologia KinExA. Em

certas modalidades da invengéo, os anticorpos se ligam a B7RP1 com uma
Kp de aproximadamente 10° M, 10° M, 107 M, 10® M, 10° M, 10"° M, 10™"
M ou 102 M. O termo "Kp", conforme aqui usado, pretende se referir & cons-
tante de dissociacao de uma interagdo anticorpo-antigeno particular. Para:
fins da presenté invencao, a Kp foi determinada conforme mostrado nos E-
xemplos abaixo.

Em certas modalidades, os anticorpos da inveng¢ao sado do isoti-
po IgG1, 1gG2, 1IgG3 ou IgG4. Os anticorpos podem ser do isotipo 1gG2 ou
IgG1. Em outras modalidades, os anticorpos da inven¢cado podem ser do iso-
tipo IgM, IgA, IgE ou IgD. Em certas modalidades da invencgao, os anticorpos

compreendem uma cadeia leve kappa humana e uma cadeia pesada de
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IgG1, IgG2, IgG3 ou IgG4 humana. A expressdo de anticorpos da invengéo
compreendendo uma regido constante de cadeia pesada de IgG1 ou IgG2 é

descrita nos Exemplos abaixo. Em modalidades particulares, as regioes va-

riaveis dos anticorpos estao ligadas a uma regido constante diferente da re-
giao constante para o isotipo I1gG1, 1gG2, 1gG3 ou IgG4. Em certas modali-
dades, os anticorpos da invengéo foram clonados para expressdo em células
de mamiferos. . |

Em certas modalidades, mod'ificagées conservadoras nas cadei-
as pesadas e cadeias leves de anticorpos anti-B7RP1 (e modificagdes cor-
respondentes nos nucleotideos codificadcres) produzirdo anticorpos anti-

B7RP1 com caracteristicas funcionais e quimicas similares as dos anticor-

pos anti-B7RP1 aqui apresentados. Em contraste, modificagdes substanciais -

nas caracteristicas funcionais e/ou quimicas de anticorpos anti-B7RP1 po-
dem ser realizadas por sele¢do de substituicbes na seqliiéncia de aminoaci-

dos das cadeias pesadas e leves que difiram significativamente em seu efei-

“to sobre a manutencéo (a) da estrutura do arcabougo molecular na area da

substituicdo, por exemplo, como uma conformagdo em folha ou helicoidal,
(b) da carga ou hidrofobicidade da molécula no sitio alvo, ou (c) da maior
parte da cadeia colateral.

Por exemplo, uma "substituicado de aminoacido conservadora"
pode envolver uma substituicdo de um residuo de aminoacido nativo por um
residuo n&o nativo, de modo que haja pouco ou nenhum efeito sobre a pola-
ridade ou carga do residuo de amino&cido nessa posigdo. Além disso, qual-
quer residuo nativo o polipeptidio também pode ser substituido por alanina,
conforme foi anteriormente descrito para "mutagénese de varredura de ala-
nina". } | ‘

Substituigdes de aminoacidos (conservadoras ou ndo conserva-

doras) podem ser determinadas por aqueles versados na técnica no momen-

to em que se desejam essas substituicoes. Em certas modalidades, as subs-

tituicOes de aminoacidos podem ser usadas para identificar aqueles residuos
de aminoécidos de um anticorpo anti-B7RP1 que estejam envolvidas na es-
pecificidade e/ou afinidade de ligagdo do anticorpo por B7RP1 (por exemplo,



10

15

20

25

30

41

residuos que estejam envolvidos na ligagcdo do anticorpo a um epitopo parti-
cular), como residuos de aminoacidos nas regides CDR1, CDR2 e/ou CDR3
das cadeias leves ou pesadas, conforme aqui descrito. Essas substituicdes
de amino&cidos podem aumentar ou diminuir a afinidade dos anticorpos anti-
B7RP1 aqui descritos. |

, Pequenas alteracdes em uma sequéncia de aminoacidos, como
delegado, adicao ou substituicdo de um, ou de poucos ou mesmo de vérios
aminoacidos pode levar a uma forma alélica da proteina original que tenham
propriedades substancialmente idénticas. Conseqtientemente, além dos an-
ticorpos especificamente descritos aqui, outros anticorpos "substancialmente
homologos" podem ser prontamente projetados e fabricados utilizando-se
varias técnicas de DNA recombinante bem-conhecidas por aqueles versados
na técnica. Em geral, modificagbes dos genes podem ser prontamente reali-
zadas por varias técnicas bem-conhecidas, como mutagénese direcionada a
sitio. Consequentemente, a presente invengdo considera anticorpos huma-
nos anti-B7RP1 "variahtes" ou "mutantes” com caracteristicas substancial-
mente similares aos anticorpos humanos anti-B7RP1 aqui apresentados (vi-
de, por exemplo, WO 00/56772, que é aqui incorporado por referéncia). As-
sim, o termo "variante" ou "mutante" com referéncia a um anticorpo humano
anti-B7RP1 significa qualquer molécula de ligagdo (molécula X) (i) em que
as regibes hipervariaveis CDR1, CDR2 e CDR3 da cadeia pesada ou as re-
gides hipervariaveis CDR1, CDR2 e CDRS3 da cadeia leve tomadas como um
todo sao pelo menos cerca de 80% homdlogas, pelo menos cerca de 90%
homologas ou pelo menos cerca de 95% homédlogas as regides hipervaria-
veis mostradas nas SEQ ID NO: 15 a SEQ ID NO: 26 ou SEQ ID NO: 27 a
SEQ ID NO: 40, respectivamente, e (ii) em que a variante ou mutante € ca-
paz de inibir a atividade de B7RP1 humano na mesma medida que um anti-
corpo humano anti-B7RP1 de referéncia com regides de arcabougo idénticas
as da molécula X. Esses anticorpos podem ser ligar a B7RP1 humano ou a
B7RP1 de camundongo ou a ambos. A sequéncia de B7RP1 de camundon-
go é descrita no WO 00/46240, que é incorporado por referéncia.

Ordinariamente, uma variante de anticorpo humano anti-B7RP1
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tera CDRs de cadeia leve e/ou pesada, quando tomadas como um todo, que
tenham pelo menos cerca de 80% de identidade de sequéncia de aminoaci-
dos, pelo menos cerca de 85% de identidade de sequéncia, pelo menos cer-
ca de 90% de identidade de sequéncia, pelo menos cerca de,91% de identi-
dade de sequiéncia, pelo menos cerca de 92% de identidade de seqliéncia,
pelo menos. cerca de 93% de identidade de sequéncia, pelo menos cerca de
94% de identidade de sequéncia, pelo menos cerca de 95% de identidade

~ de seqliéncia; pelo menos cerca de 96% de identidade de sequéncia, pelo -

menos cerca de 97% de identidade de sequéncia, pelo menos cerca de 98%
de identidade de sequéncia, ou pelo menos cerca de 99% de identidade de
sequéncia de aminodacidos com a seqiiéncia de aminoacidos conforme mos-
trada nas SEQ ID NO: 15 a SEQ ID NO: 26 e/ou SEQ ID NO: 27 a SEQ ID
NO: 40, respectivamente. Esses anticorpos po'dem se ligar a B7RP1 humano
ou a B7RP1 de camundongo ou a ambos.

Uma variante de anticorpo humano anti-B7RP1 tera uma regiéo
variavel de cadeia leve, quando tomada como um todo, que tenha pelo me-
nos cerca de 80% de identidade de sequéncia de aminoacidos, pelo menos
cerca de 81% de identidade de sequéncia, pelo menos cerca de 82% de i-
dentidade de sequéncia, pelo menos cerca de 83% de identidade de se-
quiéncia, pelo menos cerca de 84% de identidade de seqUéncia, pelo menos
cerca de 85% de identidade de sequéncia, pelo menos cerca de 86% de i-'.
dentidade de sequéncia, pelo menos cerca de 87% de identidade de se-
quéncia, pelo menos cerca de 88% de identidade de sequéncia, pelo menos
cerca de 89% de identidade de sequiéncia, pelo menos cerca de 90% de i-
dentidade de sequéncia, peld menos cerca de 91% de identidade de se-
quéncia, pelo menos cerca de 92% de identidade de sequiéncia, pelo menos
cerca de 93% de identidade de sequéncia, pelo menos cerca de 94% de i-
dentidade de seqliéncia, pelo menos cerca de 95% de identidade de se-
qléncia, pelo menos cerca de 96% de identidade de sequéncia, pelo menos
cerca de 97% de identidade de seqléncia, pelo menos cerca de 98% de i-
dentidade de sequéncia, ou pelo menos cerca de 99% de identidade de se-

guéncia de aminoacidos com a seqliéncia de aminoacidos conforme mostra-
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da nas SEQ ID NO: 1 a SEQ ID NO: 6, e/ou uma regiao variavel de cadeia
pesada, quando tomada como um todo, que tenha pelo menos cerca de 70%

~de identidade de sequiéncia de aminoécidos, pelo menos cerca de 75% de

identidade de sequéncia, pelo menos cerca de 80% de identidade de se-

~ guéncia, pelo menos cerca de 81% de identidade de seqliéncia, pelo menos

cerca de 82% de identidade de sequéncia, pelo menos cerca de 83% de i-
dentidade de sequéncia, pelo menos cerca de 84% de identidade de se-
quéncia, pelo menos cerca de 85% de identidade de seqliéncia, pelo menos
cerca de 86% de identidade de sequéncia, pelo menos cerca de 87% de i-
dentidade de sequéncia, pelo menos cerca de 88% de identidade de se-

- quéncia, pelo menos cerca de 89% de identidade de sequéncia, pelo menos"

cerca de 90% de identidade de seqiiéncia, pelo menos cerca de 91% de i-

dentidade de seqléncia, pelo mehos cerca de 92% de identidade de se-
quéncia, pelo menos cerca de 93% de identidade de seqﬂénéia, pelo menos
cerca de 94% de identidade de sequéncia, pelo menos cerca de 95% de i-
dentidade de seqi]éncvia, pelo menos cerca de 96% de identidade de se-
gléncia, pelo menos cerca de 97% de identidade de sequéncia; pelo menos
cerca de 98% de identidade de sequéncia, ou pelo menos cerca de 99% de
identidade de seqléncia de aminoacidos com a seqiiéncia de aminoacidos
conforme mostrada nas SEQ ID NO: 7 a SEQ ID NO: 14. Esses anticorpos

podem se ligar a B7RP1 humano e/ou a B7RP1 de camundongo.

Conforme sera percebido por aqueles versados na técnica, mui-
tos dos residuos de contato com CDR em potencial s&o passiveis de substi-
tuicdo por outros aminoécidos e ainda permitem que o anticorpo retenha
uma afinidade substancial pelo antigeno. Da mesma forma, muitos dos resi-
duos de arcabougo ndo em contato com as CDRs nas cade'i_as pesadas e
leves podem acomodar substituicbes de aminoacidos das posi¢des corres-
pondentes de outros anﬁcdrpos humanos, sem perda significativa de afini-
dade ou néo imunogenicidade do anticorpo humano. A selegdo de varios
aminoécidos alternativos pode ser usada para produzir versdes dos anticor-
pos anti-B7RP1 épresentado e seus fragmentos que tenham combinagGes
variaveis de afinidade, especificidade, ndo imunogenicidade, facilidade de
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fabricacao e outras propriedades desejaveis.

Ufna "variante" com referéncia a um polinucleotideo pretende se
referir a uma molécula de acido nucléico com pelo menos 75% de identidade
de sequéncia de acido nucléico com uma sequéncia polinucle'ot'n'dica da pre-

sente invengao. Ordinariamente, uma variante de polinucleotideo terd pelo
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Em modalidades alternativas, anticorpos da invengao podem ser

expressados em linhagens celulares diferentes das linhagens celulares de
hibridoma. Nessas modalidades, seqliéncias que codifiquem anticorpos par-
ticulares podem ser usadas para transformagéo de uma célula hospedeira .

de mamifero adequada. De acordo com essas modalidades, a transforma-
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¢do pode ser conseguida usando-se qualquer método conhecido para a in-
troducdo de polinucleotideos em uma célula hospedeira, incluindo, por e-
xemplo, acondicionamento do polinucleotideo em um virus (ou em um vetor
viral) e transducdo de uma célula hospedeira com o virus (ou vetor) ou por
procedimentos de transfecgdo conhecidos na técnica, conforme exemplifica-
do pelas patentes norte-americanas n? 4.399.216, 4.912.040, 4.740.461 e
4.959.455 (todas’aqui incorporadas por referéncia para qualquer finalidade).
Geralmente, o procedimento dé transformacéao usado pode depender do
hospedeiro a ser transformado. Métodos para introduzir polinucleotideos he-
terélogos em células de mamiferos sdo bem-conhecidos na técnica e inclu-
em, mas nao se limitam a, transfeccdo mediada por dextrano, precipitagao
de fosfato de célcib, transfecgdo mediada por polibreno, fusdo de protoplas-
tos, eletroporagdo, encapsulagao do(s) polinucleotideo(s) em lipossomos e
microinjecdo direta do DNA em nucleos. , |

Uma molécula de &cido nucléico que codifique a seqliéncia de
aminoacidos de uma régiéo constante de cadeia pesada, uma regiao ‘varié-
vel de cadeia pesada, uma regido constante de cadeia leve ou uma regido
variavel de cadeia leve de um anticorpo anti-B7RP1 da invengao é inserida
em um vetor de expressdo apropriado usando-se técnicas de ligagao padro-
nizadas. Em uma modalidade, a regido constante de cadeia 'pesada ou de
cadeia leve do anticorpo anti-B7RP1 é anexada a terminagao C da regiao
variavel apropriada e é ligada em um vetor de expressado. O vetor € tipica-
mente selecionado para ser funcional na célula hospedeira pafticular empre-
gada (isto &, o vetor é compativel com a maquinaria da celula hospedeira, de
modo que a amplificagdo do gene e/ou a expressao do gene possam ocor--
rer). Para uma revisdo dos vetores de expressdo, vide METHODS IN
ENZYMOLOGY 185 (Goeddel, ed.), 1990, Academic Press.

Tipicamente, os vetores de expressdo usados em qualquer uma
das células hospedeiras contera seqliéncias para manutenc¢éo de plasmidio
e para clonagem e expressdo de seqiéncias de nucleotideos exogenas. Es-
sas seqléncias coletivamente chamadas de "sequiéncias de flanco", em cer-

tas modalidades, tipicamente incluirdo uma ou mais das seguintes sequén-
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cias de nucleotideos: um promotor, uma ou mais sequléncias intensificado-
ras, uma origem de replicagcdo, uma sequéncia de término de transcrigao,
uma seqbéncia de intron completa contendo um sitio de jungdo doador e um
receptor, uma seqiéncia que codifique uma sequéncia lider para secregdo

de polipeptidio, um sitio de ligacédo a ribossomo, uma seqliéncia de poliade-

nilagao, uma regido de polielo para inser¢ao do acido nucléico que codifica o

polipeptidio a ser expressado e um elemento marcador selecionavel. Cada
uma dessas sequéncias é discutida abaixo.

Opcionalmente, o vetor pode conter uma sequéncia codificadora,
de "etiqueta®, isto €, uma molécula oligonucleotidica localizada na extremi-
dade 5’ ou 3’ da sequéncia codificadora do polipeptidio do anticorpo anti-
B7RP1; a sequéncia oligonucleotidica codifica poliHis (como hexaHis) ou
outra "etiqueta”, como FLAG, HA (virus da hemaglutinina influenza), ou myc,
para a qual existam anticorpos comercialmente disponiveis. Essa etiqueta é
tipicamente fusionada ao polipeptidio pela expressao do polipeptidio e pbde
servir de meio de purificagdo por afinidade ou detecgdo do anticorpo anti-
B7RP1 da célula hospedeira. A purificagédo por afinidade pode ser realizada,
por exemplo, por cromatografia em coluna usando-se anticorpos contra a
etiqueta como uma matriz de afinidade. Opcionalmente, a etiqueta pode ser
subsequentemente removida do polipeptidio do anticorpo anti-B7RP1 por
varios meios, como usando certas peptidases para clivagem. |

Sequéncias de flanco podem ser homologas (isto é, da mesma
espécie e/ou cepa como célula hospedeira), heterdlogas (isto é, de uma es- |
pécie diferente da espécie ou cepa da célula hospedeira), hibridas (isto é,
uma combinagao de sequiéncias de flanco de mais de uma fonte), sintéticas
ou nativas. Assim, a fonte de uma sequéncia de flanco pode ser qualquer

- organismo procaridtico ou eucaridtico, qualquer organismo vertebrado ou

invertebrado, ou qualquer planta, contanto que a seqléncia de flanco seja

funcional na e possa ser ativada pela maquinaria da célula hospedeira.

Sequéncias de flanco utilizaveis nos vetores desta invengédo po-
dem ser obtidas por qualquer um dos varios métodos conhecidos na técnica.
Tipicamente, seqliéncias de flanco aqui utilizaveis terdo sido previamente
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identificadas por mapeamento e/ou por digestdo com endonuclease de res-

tricdo e podem ser, portanto, isoladas da fonte de tecido apropriada usando-

se as endonucleases de restricdo apropriadas. Em alguns casos, a seqlén-
cia de nucleotideos completa de uma seqiiéncia de flanco pode ser conheci-
da. Aqui, a seqliéncia de flanco pode ser sintetizada usando-se os métodos
aqui descritos para sintese ou clonagem de 4cidos nucléicos.

Se tdda ou apenas uma parte da sequéncia de flanco for conhe-
cida, -pode ser obtida usando-se reacdo em cadeia de polimerase (PCR)
e/ou por triagem de uma biblioteca genémica com uma sonda adequada,
como um oligonucleotideo e/ou fragmento de sequéncia de flanco da mesma
espécie ou de outra. Se a sequéncia de flanco néo for conhecida, um frag-
mento de DNA contendo uma sequéncia de flanco pode ser isolado de um
pedaco maior do DNA que pode cohter, por exemplo, uma sequéncia codifi-
cadora ou mesmo outro gene ou genes. O isolamento pode sér realizado por
digestao com endonuclease de restricdo para produzir o fragmento de DNA
apropriado, seguido pbrisolamento usando-se purificacdo em gel de agaro-
se, cromatografia em coluna Qiagen® (Chatsworth, CA) ou outros métodos
conhecidos por aqueles versados na técnica. A sele¢ao de enzimas adequa-
das para atingir essa finalidade sera prontamente aparente para aqueles
versados na técnica. |

Uma origem de replicalgéo é tipicamente uma parte daqueles
vetores de expressao procarioticos comprados comercialmente, e a origem
ajuda na amplificagdo do vetor em uma célula hospedeira. Se o vetor de es-
colha ndo contiver um sitio de origem de replicag@o, pode ser sintetizado
quimicamente com base em uma seqtiéncia conhecida e ligado no vetor. Por
exemplo, a origem de replicagdo do plasmidio pBR322 (New England Bio-
labs, Beverly, MA) é adequada para a maioria das bactérias Gram-negativas,
e vérias origens virais (por exemplo, SV40, polioma, adenovirus, virus da
estomatite vesicular (VSV) ou papilomavirus, como HPB ou BPV) s3o utiliza-
veis para vetores de clonagem em células de mamiferos. 'Geralmente, o}
componente de origem de replicagdo ndo é necessario para vetores de ex-

presséo em mamiferos (por exemplo, a origem SV40 freqiientemente s é
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usada porque também contém o promotor precoce do virus).

Uma sequéncia de término de transcri¢cao esta tipicamente loca-
lizada de 3’ a extremidade de uma regido codificadora de polipeptidio e ser-
ve para terminar a transcricdo. Normalmente, uma sequéncia de término de
transcricdo em células procaridticas é um fragmento rico em G-C seguido
por uma seqléncia poli-T. Embora a seqiéncia seja facilmente clonada de
uma biblioteca ou mesmo comprada comercialmente como parte de um ve-
tor, também pode ser prontamente sintetizada usando-se métodos para sin- -
tese de ‘acidos nucléicos, como aquéles aqui descritos. |

Um gene marcador selecionavel codifica uma proteina necessa-

ria para a sobrevivéncia e 0. crescimento de uma célula hospedeira cultivada

- em um meio de cultura seletiva. Genes marcadores de selegao tipicos codi-

ficam proteinas que (a) conferem resisténcia a antibidticos ou outras toxinas,
por exemplo, ampicilina, tetraciclina ou canamicina para células hospedeiras
procaribticas; (b) complementam deficiéncias auxotréficas da célula; ou (c) -
suprem nutrientes criticos ndo disponiveis em meios complexos ou defini-
dos. Marcadores selecionaveis exemplificativos sao o gene da resisténcia a
canamicina, o gene de resisténcia a ampicilina e o gene de resisténcia a te-
traciclina. Vantajosamente, um gene de resisténcia a neomicina também po-
de ser usado para selecao tanto em células hospedeiras procariéticas, quan-
to eucariéticas. ' ,

Outros genes selecionaveis podem ser usados para amplificar o
gene que serd expresso. A amplificacdo € o processo pelo qual os genes
que sao requeridos para a produgao de uma proteina critica para ou cresci-
mento ou sobrevivéncia da célula s&o reiterados em tandem dentro dos cro-
mossomos de geragdes sucessivas de células recombinantes. Exemplos de

marcadores selecionaveis adequados para células de mamiferos incluem os

genes da diidrofolato redutase (DHFR) e da timidina quinase sem promotor.

Transformantes de células de mamiferos sdo colocados sob pressdo de se-
lecao na qual apenas os transformantes estejam unicamente adaptados para
sobreviver em virtude do gene selecionavel presente no vetor. A pressdo de

selecdo é imposta por cultivo das células transformadas sob condigbes em
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que a concentracdo do agente de selegdo no meio seja sucessivamente au-
mentada, levandb, dessa forma, a amplificacdo tanto do gene selecionavel,
quanto do DNA que codifica outro gene, como um anticorpo que se ligue ao
polipeptidio B7RP1. Como resultado, quantidades aumentadas de um poli-
peptidio, como um anticorpo anti-B7RP1, sdo sintetizadas a partir do DNA
amplificado. '

Um éitio de ligagéo a ribossomo normalmente é necessario para
inicio da tradugdo de mRNA e se caracteriza por uma seqiéncia de Shine-
Dalgarno (procariotos) ou uma sequéncia de Kozak (eucariotos). O elemento
esta tipicamente localizado em 3’ com relagdo ao promotor e 5’ com relagédo
a sequiéncia codificadora do polipeptidio a ser expresso.

Em alguns casos, como quando se des'eja a glicosilagdo em um
sistema de expressdo em célula hospedeira eucariética, podem-se manipu-
lar as varias pré- ou pré-seqiiéncias para melhorar a glicosiiagéo ou o ren-
dimento. Por exemplo, pode-se alterar o sitio de clivagem de peptidase de
um peptidio de sinal 'particular ou adicionar pré-seqiéncias que também
possam afetar a glicoéilagéo. O prdduto de proteina final pode ter, na posi-
¢do -1 (com relagdo ao primeiro aminoacido da proteina madura) um ou
mais aminodcidos adicionais incidentes a expresso, que podem néo ter si-

do totalmente removidos. Por exemplo, o produto de proteina final pode ter

um ou dois residuos de aminoacidos encontrados no sitio de clivagem de

peptidase ligados a terminagdo amino. Alternativamente, o uso de alguns
sitios de clivagem com enzima pode resultar em uma forma ligeiramente
truncada do polipeptidio desejado, se a enzima cortar nessa area dentro do
polipeptidio maduro. |
Vetores de expressao e clonagem da invengéo tipicamente con-
tém um promotor que é reconhecido pelo organismo hospedeiro e esta ope-
racionalmente ligado a molécula que codifica o anticorpo anti-B7RP1. Os
promotores sd@o sequéncias ndo transcritas localizadas a montante (isto é,
5’) do codon de partida de um gene estrutural (em geral até Cerca de 100 a
1.000 pb) que controla a transcrigdo do gene estrutural. Os promotores sdo

convencionalmente agrupados em uma de duas classes: promotores induzi-
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veis e promoto’res constitutivos. Promotores induziveis iniciarh niveis aumen-
tados de ,trahscrigéo do DNA sob seu controle em resposta a alguma altera-
¢ao nas condi¢des de cultura, como a presencga ou auséncia de um nutriente
ou uma mudanga de temperatura. Promotores constitutivos, _pdr outro lado,
transcrevem uniformemente genes aos quais estejam operacionalmente li-
gados, isto é, com pouco ou nenhum controle sobre a expressao do gene.

Um grande nimero de promotores, reconhecidos por varias células hospe-

. deiras em potencial, s&o bem-conhecidos. Um promotor adequado esté ope- -

racionalmente ligado ao DNA que codifica a cadeia pesada ou cadeia leve
que compde um anticorpo anti-B7RP1 da invengao por remog¢ao do promotor
do DNA de fonte mediante digestdo com enzima de restricdo e inser¢do da
sequéncia promotora desejada no vetor. | '
Promotores adequados para uso com hospedeiros de levedura
também sdao bem-conhecidos na técnica. Intensificadores de levedura sédo-

vantajosamente usados com promotores de levedura. Promotores adequa-

-dos para uso com células hospedeiras de mamiferos sdo bem-conhecidos e

incluem, mas ndo se limitam a, aqueles obtidos dos genomas de virus, como
virus de polioma, virus da variola de aves, adenovirus (como Adenovirus 2),
virus do papilbma bovino, virus do sarcoma aviario, citomegalovirus, retrovi-
rus, virus da hepatite B e Virus Simio 40 (SV40). Outros promotores de ma-
miferos adequados incluem promotores de mamiferos heterélogos, por e-
xemplo, promotores do choque térmico e o promotor da actina.

Promotores adicionais que podem ser de interesse incluem, mas
nao se limitam a: promotor precoce de SV40 (Bernoist e Chambon, 1981,
Nature 290: 304-10); promotor de CMV (Thomsen et al., 1984, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 81: 659-663); o promotor contido na repeti¢cao terminal longa
3’ do virus de sarcome Rous (Yamamoto, et al., 1980, Cell 22: 787-97); pro-
motor da timidina quinase de herpes (Wagner et al., 1981, Proc. Natl. Acad.
Sic. USA 78: 1444-45); seqiéncias promotora e reguladora do gene da me-
talotionina (Brinster et al., 1982, Nature 296: 39-42); e promotores procarioti-
cos, como o promotor da beta-lactamése (Villa-Kamaroff et al., 1978, Proc.
Natl. Acad. Sci USA, 75: 3727-31); ou o promotor TAC (DeBoer et al., 1983,



10

15

20

25

30

51

Proc. Natl. Acad. Sic. USA, 80: 21-25). Também s&o de interesse as seguin-
tes regides de controle de transcrigao de animais, que exibem especificidade
de tecido e foram utilizadas em animais transgéncios: a regido de controle
do gene da elastase |, que é ativa em células acinéres pancreaticas (Swift et
al.,, 1984, Cell 38: 639-46; Ornitz et al., 1986, Cold Spring Harbor Symp. |
Quant. Biol. 50: 399-409 (1986); MacDonald, 1987, Hepatology 7: 425-515);

a regido de controle do gene da insulina, que é ativa em células beta pan-

creéaticas (Hanahan, 1985, Nature 315: 115-22); a regiao de controle do gene
da imunoglobulina, que é ativa em células linféides (Grosschedl! et al., 1984,
Cell 38: 647-58; Adames et al., 1985, Nature 318: 533-38; Alexander et al.,
1987, Mol. Cell. Biol., 7: 1436-44); a regiao de controle do virus mamario de
camundongo, que € ativa em células testiculares, de mama, linfides e mas-
tcitos (Leder et al., 1986, Cell 45: 485-95); a regiao de controle do gene da
albumina, que é ativa no figado (Pinkert et al., 1987, Genes and Devel. 1:
268-76); a regidao de controle do gene da alfa-feto-proteina, que é ativa no
figado (Krumlauf et al., 1985, Mol. Cell. Biol. 5: 1639-48; Hammer et al.,
1987, Science 235: 53-58); a regiao de controle do gene da 1-antitripsina,
que é ativa no figado (Kelsey et al., 1987, Genes and Devel. 1: 161-71); a
regido de controle do gene da betaglobina, que é ati\)a em células mieldides
(Mogram et al., 1985, Nature 315: 338-40; Kollias et al., 1986, Cell 46: 89-
94); a regiao de contrdle do gene da proteina basica da mielina, que é ativa

~em celulas oligodendrociticas no cérebro (Readhead et al., 1987, Cell 48:

703-12); a regido de controle do gene da cadeia leve 2 da miosina, que é
ativa em musculos esqueléticos (Sani, 1985, Nature 314: 283-86); e a regido
de controle do gene do hormédnio liberador gonadotrépico, que é ativa no
hipotalamo (Mason et al., 1986, Science 234: 1372-78).

"Uma seqﬁéncia intensificadora pode ser inserida no vetor para
aumentar a transcricdo de DNA que codifica a cadeia leve ou pesada que
compde o anticorpo anti-B7RP1 da invengao por eucariotos superiores. Os
intensificadores sao elementos de acao cis do DNA, normalmente de cerca
de 10 — 300 pb de comprimento, que agem sobre o promotor para aumentar

a transcrigdo. Os intensificadores sdo relativamente independentes da orien-
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tacdo e posi¢do, tendo sido encontrado tanto em posi¢des 5;, quanto 3’ com
relagcdo a unidade de transcricdo. Sdo conhecidas varias seqliéncias intensi-
ficadoras disponiveis de genes de mamiferos (por exemplo, globina, e'l'asta-
se, albumina, alfa-feto-proteina e insulina). Tipicamente, entretanto, usa-se
um intensificador de um virus. O intensificador de SV40, o intensificador do
promotor precoce de citomegalovirus, o intensificador de polioma e intensifi-
cadores de adenovirus conhecidos na técnica sdo elementos intensificado-
res exemplificativos para a ativagao de promotores eucariéticos. Embora o in-
tensificador possa estar posicionado no vetor em 5’ ou 3’ com relacdo a se-
guéncia codificadora, esta tipicamente localizado em um sitio a5 do promotor.

Vetores de expressao da invengao podem ser construidos a par- |
tir de um vetor de partida, como um vetor comercialmente disponivel. Esses
vetores podem ou nao conter todas as sequiéncias de flanco desejadas.
Quando uma ou mais das sequéncias de flanco aqui descritas ndo estao ja
presentes no vetor, elas podem ser individualmente obtidas e ligadas no ve-
tor. Métodos usados para obtencdo de cada sequiéncia de flanco sdo bem-
conhecidos por aqueles versados na técnica.

Depois que o vetor tiver sido construido, e uma molécula de aci-
do nucléico que codifica urha cadeia leve, uma cadeia pesad'a ou uma ca-
deia leve e uma cadeia pesada que compdem um ahticorpo anti-B7RP1 tiver
sido inserida no sitio apropriado do vetor, o vetor completo pode ser inserido
em uma célula hospedeira adequada para amplificacdo e/ou expressdo de
polipeptidio. A transformag@o de um vetor de expressdo para um anticorpo
anti-B7RP1 em uma célula hospedeira se.lecionada pode ser realizada por
métodos bem-conhecidos, incluindo transfecgéo, infecgdo, co-precipitacao
com fosfato de célcio, eletroporagédo, microinje¢ao, lipofec¢do, transfecgao
mediada por DEAE-dextrano ou outras técnicas conhecidas. O método sele-
cionado sera, em parte, fungao do tipo de célula hospedeira a ser usada.
Esses métodos e outros métodos adequados sao bem-conhecidos por aque-
les versados na técnica e sdo apresentados, por exemplo, em Sambrook et
al., supra. ‘ '

Uma célula hospedeira, quando cultivada sob condigbes apro-
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priadas, sintetiza um anticorpo anti-B7RP1 que pode ser subsequentemente
coletado do meio de cultura (se a célula hospedeira secreta-lo no meio) ou
diretamente da célula hospedeira que o produz (se nao for secretado). A se-
lecdo de uma célula hospedeira apropriada dependera de vérios fatores,
como niveis de expressdo desejados, modificagdes do polipeptidio que se-

jam desejaveis ou necessérias para atividade (como glicosilagao ou fosfori-

lagdo) e facilidade de dobramento em uma molécula biologicamente ativa.

Linhagens celulares de mamiferos disponiveis como hospedei-
ros para expressdo sdo bem-conhecidas na técnica e incluem, mas nao se

limitam a, finhagens celulares imortalizadas disponiveis na Colegdo Ameri-

cana de Cultura de Tipo (ATCC), incluindo, mas nao limitadas a, células de

ovario de hamster chinés. (CHO), células Hela, células de rim de hamster
recém-nascido (BHK), células de rim de macaco (COS), células de carcino-
ma hepatocelular humano (por exemplo, Hep G2), e iniumeras outras linha-
gens celulares. Em certas modalidades, as linhagens celulares podem ser
selecionadas mediante determinac¢édo de quais linhagens celulares tém ele-
vados niveis de expressdo e produzem constitutivamente anticorpos com
propriedades de ligagdo a B7RP1. Em outra modalidade, uma linhagem ce-
lular da linhagem de células B que né&o produz seu préprio anticorpo, mas
que tem a capacidade de produzir e seCrefar um anticorpo heterélogo pode
ser selecionada. | ' -
Anticorpos da invengdo sdo utilizdveis para a detecgdo de
B7RP1 em amostras biolégicas e identificagdo de células ou tecidos que
produzam a proteina B7RP1. Anticorpos da invengao que se ligam especifi-
camente a B7RP1 podem ser utilizados no tratamento de doengas mediadas
por B7RP1. Os ditos anticorpos podem ser usados em ensaios de ligagao
para detectar B7RP1 e para inibir B7RP1 de formar um complexo com re-
ceptores de B7RP1. Os ditos anticorpos que se ligam a B7RP1 e bloqueiam
a interagdo com outros compostos de ligagdo podem ter uso terapéutico na
modulagdo de doengcas mediadas por B7RP1. Em certas modalidades, os
anticorpos contra B7RP1 podem bloquear a ligagdo de B7RP1 a seu recep-

tor, o que pode resultar no rompimento da cascata de transdugéo de sinal
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induzida por B7RP1.

A presente invengdo também refere-se ao uso de um ou mais
anticorpos da presente invencao na fabricagdo de um medicamento para o
tratamento de um disturbio ou condicao causada pela expressdo aumentada
de B7RP1 ou sensibilidade aumentada a B7RP1 em um paciente, como
qualquer um dos disturbios ou condi¢gbes aqui apresentados.

Em certas modalidades, a invencao apresenta compdsigc")es far-
macéuticas compreendendo uma quantidade terapeuticamente eficaz de um
ou de uma pluralidade dos anticorpos da inveng¢ao juntamente com um dilu-
ente, veiculo, solubilizador, emulsificador, conservante e/ou adjuvante far-
maceuticamente aceitavel. Materiais de formulagédo aceitaveis .sdo nao toxi-
cos para receptores as dosagens e concentragées empregadas. Em modali-
dades preferidas, apresentam-se composi¢coes farmacéuticas compreenden-
do uma quantidade terapeuticamente eficaz de anticorpos anti-B7RP1.

| Em certas modalidades, materiais de formulagao aceitaveis sdo
nao téxicos para receptores as do‘sag’ens e concentragbes empregadas.
| Em certas modalidades, a composi¢ao farmacéutica pode conter
materiais de formulagao para modificar, manter ou preservar, por exemplo, o
pH, osmolaridade, viscosidade, clareza, cor, isotonicidade, odor, esterilidade,
estabilidade, taxa de dissolugao ou liberagao, adso‘rgéo_ ou penetragdo da
compoéigéo. Nessas modalidades, materiais de formulagdo adequados in-
cluem, mas nao se limitam a, aminoacidos (como glicina, glutamina, aspara-

~ gina, arginina ou lisina); antimicrobianos; antioxidantes (como acido ascérbi-

co, sulfito de sédio ou hidrogeniossulfito de sodio); tampdes (como borato,
bicarbonato, Tris-HCI, citratos, fosfatos ou outros acidos ofgénicos); agentes |
de volume (como manitol ou glicina); agentes quelantes (como &cido etileno-
diamina tetraacético (EDTA)); agentes de formagéo de complexo (como ca-
feina,  polivinilpirrolidona, beta-ciclodextrina ou  hidroxipropil-beta-
ciclodextrina); cargas; monossacarideos; dissacarideos; e outros carboidra-
tos (como glicose, manose ou dextrinas); proteinas (como albumina sérica,
gelatina ou imunoglobulinas); agentes corantes, de sabor e diluigdo; agentes
emulsificantes; polimeros hidrofilicos (como polivinilpirrolidona); polipeptidios
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de baixo peso molecular; contra-ions formadores de sal (como sddio); con-
servantes (como cloreto de benzalcdnio, acido benzéico, acido salicilico, ti-
merosal, alcool fenetilico, metilparaben, propilparaben, clorexidina, &cido
sérbico ou p'eréxido de hidrogénio); solventes (como glicerina, prdpileno gli-
col ou polietileno glicol); alcoois de agucares (como manitol ou sorbitol); a-

gentes de suspensio; tensoativos ou agentes umectantes (como Pluronics,

| PEG, ésteres de sorbitano, polissorbatos, como polissorbato 20, polissorbato

80, Triton, trometamina, lecitina, colesterol, tiloxapal); agentes de aumento
da estabilidade (como sacarose ou sorbitol); agentes de aumento da tonici-
dade (como haletos de metais alcalinos, por exemplo, cloreto de sédio ou |
potassio, manitol sorbitol); veiculos de distribuicdo; diluentes; excipientes
e/ou adjuvantes farmacéuticos.  Vide REMINGTON'S PHARMACEUTICAL
SCI_ENCES, 182 Edigédo (A. R. Gennaro, ed.), 1990, Mack Publishing Company. .
Em certés modalidades, a composicao farmacéutica 6tima sera
determinada por aqueles versados na técnica dependendo, por exemplo, da
via de administragcao desejada, formato de distribuicédo e dosagem desejada.
Vide, por exemplo, REMINGTON'S PHARMACEUTICAL SCIENCES, supra.
Em certas modalidades, essas composicdes podem influenciar o estado fisi-
co, estabilidade, taxa de liberagdo in vivo evtaxa de depuragéo in vivo dos
anticorpos da invengao. |
Em certas vmodalidades, o.veiculo ou carreador priméario em uma
composigéo farmacéutica pode ser de natureza aquosa ou nao aquosa. Por
exemplo, um veiculo ou carreador adequado pode ser agua para injecdo,
solucdo salina fisiolégica ou fluido cérebro-espinhal artificial, possivelmente
suplementado com outros materiais comuns em composi¢oes para adminis-
tragdo parenteral. Solugdo salina tamponada neutra ou sdlugéo salina mistu-.
rada com albumina sérica sdo veiculos exemplificativos adicionais. Em cer-
tas modalidades, as composicdes farmacéuticas da presente invengao com-
preendem tampao Tris de pH de cerca de 7,0 — 8,5, ou tamp&o acetato de
pH de cerca de 4,0 — 5,5, e também podem incluir sorbitol, sacarose, Tween-
20 e/ou um substituto adequados para eles. Em certas modalidades da in-

vengdo, composigdes de anticorpo anti-B7RP1 podem ser preparadas para
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armazenamento por misturacdo da composi¢do selecionada, com o grau
desejado de pureza, com agentes de formulagao opcionais (REMINGTON'S
PHARMACEUTICAL SCIENCES, supra), na forma de uma torta liofilizada ou
solugdo aquosa. Além disso, em 'certas modalidades, o produto de anticorpo
anti-B7RP1 pode ser formulado como um liofilizado usando-se excipientes
apropriados, como sacarose.

As composi¢des farmacéuticas da invengdao podem ser selecio-
nadas para distribuicdo parenteral. Alternativarhente, as composicoes podem
ser selecionadas para inalagao ou para distribuic@o através do trato digesti-
vo, como por via oral. A preparacao dessas composi¢oes farmaceuticamente
aceitaveis esta dentro dos conhecimentos daqueles versados na técnica.

‘Os componentes de formulagdo estdo presentes em concentra-
¢bes que sejam aceitaveis para o sitio de administragdo. Em certas modali-
dades, usam-se tampdes para manter a composigao em pH fisioldgico ou pH
ligeiramente menor, tipicamente dentro de uma faixa de pH de cerca de 5 a
cerca de 8. '

Quando se considera a administragdo parenteral, as composi-
cOes terapéuticas para uso nesta invencao podem ser fornecidas na forma
de uma solucdo aquosa aceitavel para via parenteral e livre de pirdgenos,
compreendendo o anticorpo anti-B7RP1 desejado em um veiculo farmaceu-
ticamente aceitavel. Um veiculo particularmente adequado para inje¢cao pa-
renteral é agua desfilada estéril, em que o anticorpo anti-B7RP1 sejé formu-

lado como uma solugéo isotbnica estéril, apropriadamente preservada. Em

certas modalidades, a preparagéo pode envolver a formulagdo da molécula
desejada com um agente, como microesferas injetaveis, particulas bioerodi-
veis, compostos poliméricos (como &cido polilatico ou acido poliglicélico),
glébulos ou lipossomos, que possa proporcionar uma liberagao controlada
ou prolongada do produto, que pode ser distribuido mediante injecao de de-
pésito. Em certas modalidades, também se pode usar &cido hialurdnico, que
tem o efeito de promover uma duragé@o prolongada na circulagdo. Em certas
modalidades, podem-se usar dispositivos implantaveis de distribuicao de

farmacos para introduzir a molécula de anticorpo desejada.
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Composigoes farmacéuticas da invengdo podem ser formuladas
para inalacdo. Em certas modalidades, anticorpos anti-B7RP1 s&o vantajo-
samente formulados como um pd seco inalavel. Em certas modalidades, so-
lugdes de inalagao de anticorpo anti-B7RP1 também podem ser formuladas
com um propelente para distribuicdo por aerossol. Em certas modalidades,
as solugbes podem ser nebulizadas. A administragdo pulmonar e métodos

de formulagao para ele sdo adicionalmente descritos nos Pedido de Patente

Internacional n? PCT/US94/001875, que é incorporada por referéncia e des-
creve a distribuicéo pulmonar de proteinas quimicamente modificadas.

| Também se considera que as formulagdes possam ser adminis-
tradas por via oral.- Anticorpos anti-B7RP1 que sejam administrados dessa

maneira podem ser formulados com ou sem 0s veiculos comumente usados

. na combinagéo de formas de dosagem sélidas, como comprimidos e capsu-

las. Em certas modalidades, pode-se projetar uma capsula para liberar a
parte ativa da formulagdo no ponto do trato gastrointestinal em que a biodis-
ponibilidade seja maximizada, e a degradagéo pré-sistémica seja minimiza-
da. Agentes adicionais podem ser incluidos para facilitar a absor¢éo do anti-
corpo anti-B7RP1. Diluenfes, sabores, ceras de baixo ponto de fusado, dleos
vegetais, lubrificantes, agentes de suspenséo, agentes de desintegragao de
comprimidos e aglutinantes também podem ser empregados. '

Apresenta-se uma composi¢ao farmacéutica da invengdo que

compreende uma quantidade eficaz de um ou uma pluralidade de anticorpos

“anti-B7RP1 em mistura com excipientes ndo toxicos que sejam adequados

para fabricagdo de comprimidos. Pela dissolugdo dos comprimidos em agua
estéril, ou outro veiculo apropriado, as solu¢gdes podem ser preparadas em
forma de dose unitaria. Excipientes adequados incluem, mas nao se limitam
a, diluentes inertes, como carbonato de calcio, carbonato ou bicarbonato de
sodio, lactose ou fosfato de calcio; ou agentes de ligagéo, como amido, gela-
tina ou goma-arabica; ou agentes lubrificantes, como estearato de magnésio,
acido estearico ou talco.

Composi¢des farmacéuticas adicionais serao evidentes para a-

queles versados na técnica, incluindo formulagdes envoivendo anticorpos
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anti-B7RP1 em formula¢des de distribuicao prolbngada ou controlada. Téc-
nicas para a formulagdo de varios outros meios de distribuicdo prolongada
ou controlada, como veiculos de lipossomos, microparticulas bioerodiveis ou
glébulos porosos e inje¢cdes de depdsito, também sdo conhecidas por aque-
les versados na técnica. Vide, por exemplo, Pedido de Patente Internacional
n? PCT/US93/00829, que € incorporado pof referéncia e descreve a libera-
¢do controlada de microparticulas poliméricas porosas para a distribuicdo de
composicoes farmacéuticas. Preparagdes de liberacéao prolongada podem
incluir matrizes poliméricas semipermedveis na forma de artigos modelados,
por exemplo, peliculas ou microcapsulas. Matrizes de Iivberagéo prolongada
podem incluir poliésteres, hidrogéis, polilactidas (conforme descrito na paten-
te norte-americana n? 3.773.919 e na Publicagao de Pedido de Patente Eu-
ropéia n? EP 058481, que sdo aqui incorporados por referéncia), copolime- -
ros de acido L-glutdmico e gama etil-L-glutamato (Sidman et al., 1983, Bio-
polymers 22: 547-556), poli(metacrilato de 2-hidroXietiIa) (Langer et al., 1981,
J. Biomed. Mater. Res. 15: 167-277) e Langer, 1982, Chem. Tech. 12: 98-
105), acetato de etileno vinila (Langer et al., supra) ou acido poli-D(-)-3-
hidroxibutirico (Publicagdo de Pedido de Patente Européia n® EP 133.988).
Composic¢oes de liberagao pr_olongada também podem incluir lipossomos,
que podem ser preparados por qualquer um dos varios métodos conhecidos

.na técnica. Vide, por exemplo, Eppstein et al., 1985, Proc. Natl. Acad. Sci.

USA 82: 3688-3692;'_Publicag6es de Pedidos de Patentes Européias n® EP
036.676, EP 088.046 e EP 143.949, aqui incorporadas por referéncia.

' Composi¢des farmacéuticas usadas para administragao in vivo
sdo tipicamente fornecidas como preparagdes estéreis. A esterilizagado pode
ser realizadavpo'r filtracdo através de membranas de filtragao estéril. Quando
a composicdo é liofilizada, a esterilizagdo usando esse método pode ser
conduzida antes ou depois da liofilizagao e reconstituicdo. Composi¢coes pa-
ra administracdo parenteral podem ser armazenadas em forma liofilizada ou
em solugdo. Composicdes parenterais em geral sdo colocadas em um reci-
piente com um orificio de acesso estéril, por exemplo, uma bolsa ou frasco
de solugdo intravenosa com uma rolha perfuravel por uma agulha de inje¢cdo
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hipodérmica. _

Uma vez que a composicdo farmacéutica tenha sido formulada,
pode ser armazenada em frascos estéreis como uma solugao, suspensao,
gel, emulséo‘, sélido ou como um p6 desidratado ou liofilizado. Eséas formu-
lagdes podem ser armazenadas em forma pronta para o uso ou em uma forma

(por exemplo, liofilizada), que seja reconstituida antes da administragao.

A invencdo também apresenta kits para a produgédo de uma uni-
dade de administragéo de dose unica. Os kits da invengdo podem conter
tanto um primeiro recipiente com uma proteina seca, quanto um segundo
recipiente com uma formulagdo aquosa. Em certas modalidades da inven-
¢éo, apresentam-se kits contendo seringas pré-enchidas de camara Unica ou -

_multiplas (por exemplo, seringas para liquidos e liosseringas).

A quantidade eficaz de uma composi¢édo farmacéutica contendo
anticorpo anti-B7RP1 a ser empregada terapeuticamente dependera, por

exemplo, do contexto e objetivos terapéuticos. Aqueles versados na técnica

" perceberao que os niveis de dosagem apropriados para tratamento variardo

dependendo, em parte, da molécula distribuida, da indicagao para a qual o
anticorpo anti-B7RP1 esta sendo usado, da via de administracéo e do tama-
nho (peso corporal, superficie corporal ou tarhanho' do 6rgao) e/ou condigcdo
(idade e saude geral) do paciente. Em certas modalidades, o clinico pode
titular a dosagem e modificar a via de administra¢éo para obter o efeito tera-
péutico étimo. A dosagem tipica pode variar de cerca de 0,1 pg/kg até cerca
de 30 mg/kg ou mais, dependendo dos fatores acima mencionados. Em cer-
tas modalidades, a dosagem pode variar de cerca de 0,1 mg/kg a cerca de 30
mg/kg; de 1 pg/kg até cerca de 30 mg/kg; ou de 5 pg/kg até cerca de 30 mg/kg.
A fréqijéncia de dosagem dependera dos parémetros farmacoci--
néticos do anticorpo anti-B?RP1 particular na formulagéo usada. Tipicamen-
te, o clinico administra a composi¢ao até que se atinja uma dosagem que
consiga o efeito desejado. A composi¢cao pode, conseqlentemente, ser ad-
ministrada como uma dose unica, como duas ou mais doses (que pbdem ou
ndo conter a mesma quantidade da molécula desejada) durante o tempo, ou
como uma infus&o continua mediante um dispositivo de implante ou cateter.
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Rotineiramente, aqueles versados na técnica refinam ainda mais a dosagem
apropriada, o que esta dentro do ambito de tarefas rotineiramente efetuadas
por eles. Dosagens apropriadas podem ser determinadas mediante uso de
dados de dose-resposta. Em certas modalidades, os anticorpos da invengao
podem ser administrados a pacientes durante todo um periodo de tempo

prolongado. A administragdo cronica de um anticorpo da invengao minimiza

~a resposta imune adversa ou alérgica comumente associada a anticorpos

que sejam gerados contra um antigeno humano em um animal nao humano,
por exemplo, um anticorpo ndo completamente humano produzido em uma
espécie ndo humana. '

A via de administracdo da composigao farmacéutica esta de a-
cordo com métodos conhecidos, .por exemplo, oral, mediante inje¢ao por
vias intravenosa, intraperitoneal, intracerebral (intraparenquimal), intracebre-
broventricular, intramuscular, intra-ocular, intra-arterial, intraportal ou intrale-
sional; por sistemas de liberagédo prolongada ou por dispositivos de implante.
Em certas modalidades, as composi¢cdoes podem ser administradas por inje-
cao de bolo ou continuamente por inje¢ao, ou por dispositivo de implante.

A composicao também pode ser administrada localmente medi-
ante implante de uma membrana, esponja.ou outro material apropriado no
qual a molécula desejada tenha sido absorvida ou encapsulada. Em certas
modalidades, quando se usa um dispositivo de implante, o dispositivo pode
ser implantado em qualquer tecido ou 6rgao adequado, e a distribuicao da
molécula desejada pode ser por difusdo, bolo-de liberagdo controlada no
tempo ou administragdo continua.

Também pode ser desejavel usar composi¢des farmacéuticas de
anticorpo anti-B7RP1 de acordo com a invengao ex vivo. Nesses casos, cé-
lulas, tecidos ou 6rgaos que tenham sido removidos do pacientes sao descri-
tos a composi¢oes farmacéuticas de anticorpo anti-B7RP1, apés»o que as
células, tecidos e/ou 6rgaos sdo subsequentemente implantados de volta no
paciente.

Em particular, anticorpos anti-B7RP1 podem ser distribuidos por

implante de certas células que tenham sido geneticamente manipuladas,
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usando-se métodos como os aqui descritos, para expressar e secretar o po-
lipeptidio. Em certas modalidades, essas células podem ser células animais
ou humanas, e podem ser autdlogas, heterdlogas ou xenogénicas. Em cer-
tas modalidades, as células podem ser imortalizadas. Em outras modalida-

des, para diminuir as chances de uma resposta imunoldgica, as células po- |
dem ser encapsuladas para evitar infiltragdo de tecidos em volta. Em moda-

lidades adicionais, os materiais de encapsulagao sao tipicamente envoltorios”

ou membranas poliméricas biocompativeis e semipermeéveis que permitam
a liberagao do(s) produto(s) de proteina, mas impegam a destruigdo das cé-
lulas pelo sistema imune do paciente ou por outros fatores prejudiciais dos

tecidos em volta.
- EXEMPLOS

Os exemplos a seguir, incluindo os experimentos conduzidos e
resultados conseguidos, sdo apresentados apenas para fins ilustrativos e

nao devem ser tomados como limitativos da invengao.

- Exemplo 1

Produgéo de Anticorpos Monoclonais Humanos Contra Proteina-
1 Relacionada a B7 (B7RP1)

Antigeno

B7RP-1 humano recombinante purificado (hB7RP-1), preparado
conforme descrito na Publicagéo de Pedido de Patente Internacional n®¢ WO
00/46240, que é aqui incorporada por referéncia, ou células CHO transfecta-
das para expressar hB7RP-1 foram usados como antigeno. B7RP-1 humano
maduro tem a seqliéncia de aminodacidos dos residuos X a 302 na seqiiéncia
mostrada no WO 00/46240 como SEQ ID NO: 17, em que X pode ser 19, 20,
21,22, 24 ou 28. |
Camundongos HuMab Transgénicos

Anticorpos monoclonais completamente humanos contra B7RP-
1 foram preparados usando-se as cépas HCo7 e HCo12 de camundongos
transgénicos HuMab, ambas expressando genes de anticorpo humano. Em
ambas essas cepas de camundongos, o gene da cadeia leve kapa de ca-
mundongo -endégeno foi homozigoticamente rompido conforme descrito em
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Chen et al. (1993) EMBO J. 12: 811-820, e o0 gene da cadeia pesada de ca-

mundongo endégeno foi homozigoticamente rompido conforme descrito no

Exemplo 1 da Publicagdo PCT WO 01/09187. Cada uma dessas.cepés de

camundongos é portadora de um transgene de cadeia leve kapa humana,

KCo5, conforme descrito em Fishwild et al. (1996) Nature Biotechnology 14: -
845-851. A cepa HCo7 ¢ portadora do transgene de cadeia pesada humana

HCo7, conforme descrito nas patentes norte-americanas _n‘—’ 5.545.806,

5.625.825 e 5.545.807. A cepa HCo12 é portadora do transgene de cadeia
pesada humana HCo12, conforme descrito no Exemplo 2 da Publicagao

PCT WO 01/09187. |

Imunizacdes de HuMab

Para gerar anticorpos monoclonais completamente humanos
contra B7RP-1, camundongos HuMab da cepa HCo7 ou HCo12 foram imu-
nizados com B7RP-1 recombinante purificado ou células CHO transfectadas
para expressar B7RP-1. Esquemas de imunizagéo gerais para camundon-
gos HuMab séo descritos em Lonberg et al. (1994) Nature (368(6474): 856- -
859; Fishwild et al. (1996) Nature Biotechnology 14: 845-851, e Publicagao
PCT WO 98/24884. Os camundongos tinham 6 - 16 semanas de idade
quando da primeira infusao de antigeno. Uma preparagé@o recombinante pu-
rificada de antigeno B7RP-1 (50 pg) ou uma preparacdo de células CHO
transfectadas (3,5 x 10° — 1 x 107 células) foi usada para imunizar os ca-
mundongos HuMab por via intraperitoneal.

Os camundongos transgénicos foram imunizados duas vezes
com antigeno purificado em adjuvante de Freund completo por via intraperi-
toneal, seguido por 2 — 4 semanas de imuniza¢des IP (até um total de 8 i-
munizac¢des) com o antigeno purificado em adjuvante de Freund incompleto.
A imunizagdo com células CHO transfectadas para expressar B7RP-1 foi a
mesma, exceto que o adjuvante de Freund completo e o adjuvante de Fre-
und incompleto ndo foram usados com as células. A resposta imune foi mo-
nitorizada por sangramentos retroorbitais. O plasma foi triado por ELISA
(conforme descrito abaixo), e os camundongos com titulos suficientes de

imunoglobulina humana anti-B7RP-1 foram usados para fusGes. Os camun-
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dongos receberam um reforgo por via intravenosa com o antigeno 3 e 2 dias
antes do sacrificio e remogao do bacgo. Tipicamente, foram realizadas 10 —
20 fusbes. para cada antigeno. Um total de 28 camundongos das cepas de
camundongos HCo7 e HCo12 foram imunizados com B7RP-1.

Selecdo de Camundongos HuMab Produtores de Anticorpos Anti-B?RP-1

Para selecionar camundongos HuMab produtores de anticorpos
que se ligam a B7RP-1, soros de camundongos imunizados foram testados
por ELISA conforme descrito por Fishwild et al. (1996). Resumidamente, as
placas de microtitulacdo foram revestidas com B7RP-1 recombinante purifi-
cado a 1 — 2 pg/mL em PBS, 50 pl/cavidade foram incubados a 4°C durante
uma noite, entao, bloqueados com 200 pL/cavidade de soro de galinha a 5%
em PBS/Tween (0,05%). Diluigbes de plasma de camundongos imunizados
com B7RP-1 foram adicionadas a cada cavidade e incubadas durante 1 - 2
horés a temperatura ambiente. As'placas foram lavadas com PBS/Tween e,

entdo, incubadas com um anticorpo policlonal Fc de cabra anti-lgG humana -

conjugado com peroxidase de rabano silvestre (HRP) durante 1 hora a tem-

peratura ambiente. Depois da lavagem, as placas foram desenvolvidas com
substrato ABTS (Sigma, A-1888, 0,22 mg/mL) e analisadas por um espectro-

fotdmetro a OD 415 — 495. Os camundongos que desenvolveram os titulos

mais elevados de anticorpos anti-B7RP-1 foram usados para fusoes. As fu-
sdes foram realizai_das conforme descrito abaixo, e 0os sobrenadantes de hi-
bridomas foram testados quanto a atividad}e{anti-B?RP-1 por ELISA.

Geracado de Hibridomas Produtores de Anticorpos Monoclonais Huménos

Contra B7RP-1
Os esplendcitos de camundongo, isolados dos camundongos

HuMab, foram fusionados com PEG a uma linhagem celular de mieloma de.
camundongo com base em protocolos padronizados. Os hibridomas resul-
tantes foram, entdo, triados quanto a produgdo de anticorpos especificos
para o antigeno. Suspensdes de células unicas de linfécitos esplénicos de
camundongos imunizados foram fusionadas a um quarto do numero de célu-
las de mieloma de camundongo nao secretoras SP2/0 (ATCC, CRL 1581)
com 50% de PEG (Sigma). As células foram plagueadas a aproximadamente
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1 x 10°/cavidade em placas de microtitulagdo de fundo plano, seguido por
uma incubagao de cerca de duas semanas em meio seletivo contendo 10%
de soro bovino fetal, 10% de meio condicionado P388D1 (ATCC, CRL TIB-
63), 3 — 5% de Origen (IGEN) em DMEM (Mediatech, CRL 10013, com alta
glicose, L-glutamina e piruvato de sédio) mais 5 mM de HEPES, 0,055 mM
de 2-mercaptoetanol, 50 mg/mL de gentamicina e 1x HAT (Sigma, CRL P-

| 7185). Apds 1 — 2 semanas, as células foram cultivadas em meio no qual o

HAT foi substituido por HT. Cavidades individuais foram, entdo, triadas por
ELISA '(descrito acima) quanto a anticorpos IgG monoélonais anti-B7RP-1
humano.s. Uma vez ocorrido um amplo crescimento do hibridoma, 0 meio foi
monitorizado normalmente apds 10 — 14 dias. Os hibridomas secretores de
anticorpos foram replaqueados, novamente triados e, caso ainda positivos
para IgG humana, os anticorpos monoclonais anti-B7RP-1 foram subclona-
dos pelo menos duas vézes por diluigado limitativa. Os subclones estaveis
foram, entéo, cultivados in vitro para gerar pequenas quantidades de anti-
corpo em meio de cultura de tecido para caracterizagdo adicional.

Exemplo 2
Clonagem das Cadeias Pesada e Leve do Anticorpo Anti-B7RP1

O hibridoma que expressa o anticorpo monoclonal de liga¢do a
B7RP1 16H foi usado como uma fonte para isolar RNA total usando reagen-
te TRIzoI® (Invitrogen). Um oliglonucleotideo 5° RACE - (amplificagédo rapida
de extremidades de cDNA) (5'- CGA CUG GAG CAC GAG GAC ACU GAC

- AUG GAC UGA AGG AGU AGA AA -3'; SEQ ID NO: 69) foi ligado ao RNA

usando-se os componentes e o protocolo do kit GeneRacer® (Invitrogen). A
primeira fita de cDNA foi sintetizada usando-se um primer aleatério com um
adaptador de extensdo (5’- GGC CGG ATA GGC CTC CAN NNN NNT -3’)
(SEQ ID NO: 59), e um ensaio preparatorio 5 RACE (amplificagao rapida de
extremidades de cDNA) foi efetuado usando-se o kit GeneRacer® (Invitro-
gen) de acordo com as instrugdes do fabricante. Para a preparagao de cDNA
codificador de cadeia leve completo, o primer direto foi o primer aninhado de
GeneRacer®, e o primer reverso foi (5- GGG GTC AGG CTG GAA CTG
AGG -3) (SEQ ID NO: 60). Para a preparagcao de cDNA que codifica a regi-
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ao variavel da cadeia pesada, o primer direto foi o primer aninhado de Ge-

- neRacer®, e o primer reverso foi (5'- TGA GGA CGC TGA CCA CAC G -3)

(SEQ ID NO: 61). Os produtos de RACE foram clonados em pCR4-TOPO
(Invitrogen),'e as seqliéncias foram determinadas. As seqiéncias de con-
senso foram usadas para projetar primers para amplificagao por PCR de ca- |
deia de anticorpo de comprimento total.

Para a preparacdao de cDNA que codifica cadeia leve kapa de
anti-B7RP1 16H, o primer de PCR 5’ codificava a terminagdo amino da se-
quéncia de sinal, um sitio de enzima de restrigdo- Xbal e uma sequéncia Ko-
zak otimizada (5- CAG CAG AAG CTT CTA GAC CAC CAT GGA CAT GAG

GGT CCT CGC TCA GCT CCT GGG -3') (SEQ ID NO: 62). O primer 3’ codi-
ficava a terminagao carboxila e o cédon de término, assim como um sitio de

restricdo Sall (5'- CTT GTC GAC TCA ACA CTC TCC CCT GTT GAA GCT
C -3’) (SEQ ID NO: 63). O fragmento de produto de PCR resultante foi purifi-
cado, digerido com Xbal e Sall e, entéo, isolado em gel e ligado no vetor de

_expressdao em mamiferos pDSRa20 (vide o Pedido Internacional, Publicagéo

n® WO 90/14363, que é aqui incorporado por referéncia para qualquer finali-
dade. pDSRa20 foi produzido alterando-se o nucleotideo 2.563 em pDS-
Ra19 de uma "guanosina" para uma "adenoéina" por mutagénese direciona-
da a sitio). | ‘

Para é prép_aragéo de cDNA que codifica cadeia pesada de anti-
B7RP1 16H, o primer de PCR 5’ codificava a terminagado amino-da sequén-
cia de sinal, um sitio de enzima de restricdo Xbal e uma seqiiéncia Kozak
otimizada (5'- ACA ACA AAG CTT CTA GAC CAC CAT GGA GTT GGG
GCT GAA CTG G -3) (SEQ ID NO: 64). O primer 3’ codificava a extremida-
de carboxila da regido variavel, incluindo um sitio BsmBi de fita em sentido
de ocorréncia natural (5'- GTG GAG GCA CTA GAG ACG GTG ACC AGG
ATT CC -3) (SEQ ID NO: 65). O produto resultante foi purificado, digerido
com Xbal e BsmBlI, isolado em gel e ligado no vetor pDSRa20 contendo a
regido constante de IgG1 humana e também no vetor pDSRa20 contendo a
regido constante de 1I9gG2 humana. Todas as regides variaveis de cadeia pe-
sada de anti-B7RP1 derivadas de hibridoma, a despeito da regido constante
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nativa associada, foram clonadas conforme descrito acima em ambos os
vetores pDSRa20 contendo as regides constantes de IgG1 humana e 1gG2

humana.

- Exemplo 3

Expressio de Anticorpos Anti-B7RP1 em Células de Ovario de Hamster

Chinés (CHO)

A expressdo estavel do mAb anti-B7RP1 16H foi conseguida por
co-transfecg¢éao de plasmidios cadeia pesada de 16H/pDSRa19 IgG2 B7RP1-
kapa/pDSRa19 em células de ovario de hamster chinés (CHO) deficientes
em diidr‘bfolato redutase (DHFR") livres de soro e_adaptadas, usando-se um
método de fosfato de célcio (a seqliéncia de cadeia pesada de 16H de com-
primento total é mostrada na SEQ ID NO: 44; a sequéncia da cadeia kapa de
16H & mostrada na SEQ ID NO: 45). As células transfectadas foram selecio-
nadas em meio contendo soro dialisado, mas nao contendo hipoxantina-
timidina, para assegurar o crescimento de células que expressem a enzima
DHFR. Os clones transfectados foram triados usando-se ensaios comd ELI-
SA para detectar a expressao de mAb anti-B7RP1 16H no meio condiciona-

do. Os clones de expressdo mais elevada foram submetidos a concentragdes

- crescentes de metotrexato (MTX) para amplificagcdo de DHFR. Clones amplifi-

cados com MTX foram triados usando-se ensaios como ELISA para detectar a
expressao mais elevada de mAb anti-B7RP1 16H no meio condicionado. Os

clones de expressdo mais elevada foram submetidos a subclonagem para se

~ obter uma populagdo homogénea e a criagdo de bancos de células.

Outros anticorpos anti-B7RP1 recombinantes da invengao po-
dem ser gerados em células de ovario de hamster chinés deficientes em

- DHFR usando-se o mesmo protocolo acima descrito para o anticorpo mono-

clonal anti-B7RP1. As sequéncias de DNA que codificam a cadeia pesada
ou a cadeia leve completa de cada anticorpo anti-B7RP1 sdo clonadas em
vetores de expressao. Células CHOd sao co-transfectadas com um vetor de
expressao capaz de expressar uma cadeia pesada completa e um vetor de
expressao que expresse a cadeia leve completa do anticorpo anti-B7RP1
apropriado. Por exemplo, para gerar um anticorpo anti-B7RP1 5D, as células
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sd0 co-transfectadas com um vetor capaz de expressar uma cadeia pesada’
completa compreendendo a seqléncia de aminoacidos descrita na SEQ ID
NO: 47, e um vetor capaz de expressar a cadeia leve completa compreen-
dendo a sequéncia de aminoacidos d'e_scrita na SEQ ID NO: 48. A Tabela 2
resume cadeias leves completas exemplificativas e cadeias pesadas com-

pletas exemplificativas para anticorpos anti-B7RP1 com regides constantes

de cadeia pesada de IgG humana. Aqueles versados na técnica reconhece-

rao que a IgG1 ou IgG2 poderiam se substituir (isto é, quando se relaciona
IgG1 na tabela, IgG2 poderia estar presente e vice-versa). Alternativamente,
qualquer imunoglobulina (por exemplo, IgM, IgA, IgE ou IgH) poderia ser u- |
sada para gerar anticorpos da invengéo.

- Tabela 2
Anticorpo Regiao Variavel de Cadeia Pesada + | Cadeia Pesada Completa
Regido Constante de Cadeia Pesada '
16H(IgG2) | SEQ ID NO: 7 + SEQ ID NO: 41 SEQ ID NO: 44
16H(IgG1) | SEQ ID NO: 7 + SEQ ID NO: 42 SEQ ID NO: 70
16Hg(lgG2) | SEQ ID NO: 8 + SEQ ID NO: 41 SEQ ID NO: 46
16Hg(lgG1) | SEQ ID NO: 8 + SEQ ID NO: 42 SEQ ID NO: 71
5D(IgG1) SEQ ID NO: 9 + SEQ ID NO: 42 SEQ ID NO: 47
5D(1gG2) | SEQ ID NO: 9 + SEQ ID NO: 41 SEQ ID NO: 72
2H(1gG2) SEQ ID NO: 10 + SEQ ID NO: 41 SEQ ID NO: 49
2H(IgG1) SEQ ID NO: 10 + SEQ ID NO: 42 - SEQ ID NO: 73
2Hg(1gG2) | SEQ ID NO: 11 + SEQ ID NO: 41 SEQ ID NO: 51 _
2Hg(IgG1) | SEQ ID NO: 11 + SEQ ID NO: 42 SEQ ID NO: 74
43H(1gG2) | SEQID NO: 14 + SEQ ID NO: 41 SEQ ID NO: 52
43H(IgG1) | SEQID NO: 14 + SEQ ID NO: 42 SEQ ID NO: 75
41H(1gG2) | SEQ ID NO: 13 + SEQ ID NO: 41 SEQ ID NO: 54
41H(IgG1) | SEQ ID NO: 13 + SEQ ID NO: 42 SEQ ID NO: 76
15H(IgG2) | SEQ ID NO: 12 + SEQ ID NO: 41 SEQ ID NO: 56
15H(IgG1) | SEQID NO: 12 + SEQ ID NO: 42 SEQ ID NO: 57
Anticorpo | Regido Variavel de Cadeia Leve +| Cadeia Leve Completa
Regido Constante de Cadeia Leve :
16H SEQ ID NO: 1 + SEQ ID NO: 43 SEQ ID NO: 45
5D SEQ ID NO: 2 + SEQ ID NO: 43 SEQ ID NO: 48
2H SEQ ID NO: 3 + SEQ ID NO: 43 SEQ ID NO: 50
43H SEQ ID NO: 6 + SEQ ID NO: 43 SEQ ID NO: 53
41H SEQ ID NO: 5 + SEQ ID NO: 43 SEQ ID NO: 55
15H SEQ ID NO: 4 + SEQ ID NO: 43 SEQ ID NO: 58
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Exemplo 4

Producéo de Anticorpo Anti-B7RP1
O anticorpo anti-B7RP1 é produzido por expressdao em uma li-

nhagem clonal de células CHO. Para cada operag¢ao de produgao, as células
de um Unico frasco -sdo descongeladas em meio de cultura celular livre de
soro. As células sédo cultivadas inicialmente em um frasco T, seguido por
frascos rotativos e, entdo, cultivadas em reatores de ago inoxidavel de esca-
la crescente até um biorreator de 2.000 L. A producédo é realizada em um
biorreator de 2.000 L usando-se uma cultura de bateladas alimentada, em
que uma alimentagdo nutriente contendo componentes de meio concentra-
dos é adicionada para manter o crescimento das células e a viabilidade da
cultura. A produgéo dura aproximadamente duas semanas, durante as quais
o anticorpo anti-B7RP1 é constitutivamente produzido pelas células e secre- -
tado no meio de cultura celular. |

O reator de produgéo € controlado a Um pH, temperatura e nivel
de oxigénio dissolvido predeterminados: o pH é controlado por adigdo de gas
didxido de carbono e carbonato de sodio; o oxigénio dissolvido é controlado
por fluxos dos gases ar, nitrogénio e oxigénio.

Ao término da pfodugéo, o caldo de células é alimentado a uma
centrifuga de pilha de discos, e o sobrenadante da cultura é separado das
células. O concentrado é adicionalmente clarificado através de um filtro de
profundidade, seguido por um filtro de 0,2 pm. O meio condicionado clarifi-
cado &, entdo, concentrado por ultrafiltragdo de fluxo tangencial. O meio
condicionado é concentrado 15 a 30 vezes. O meio condicionado concentra-
do resultante é, entdo, processado mediante purificagdo ou congelado para

purificagdo em uma data posterior.

Exemplo 5
Linhagem Germinativa de mAb 16H

O alinhamento de sequéncias do anticorpo 16H com seqliéncias
de linhagem germinativa humana mostrou que a seqiéncia de arcabougo na
regido variavel do anticorpo 16H era mais idénticas as seqléncias de linha-
gem germinativa Vy 3-07 e JH4, com apenas trés aminoacidos de diferenga
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(figura 1A). A sequéncia de arcabougo para a regido VK do anticorpo 16H se
mostrou idéntica a sequéncia da linhagem germinativa VK1-L15. E teorica-
mente possn’vel'que hipermutacdes somaticas sejam reconhecidas como es-
tranhas pela resposta imune de um péciente;‘ caso em que o paciente gera-
ria uma resposta anti-idiotipo que pudesse neutralizar a terapéutica. Para
reduzir essa possibilidade, as trés alteracdes de aminoacidos na regiéo de

arcabougo VH foram convertidas de volta as seqiéncias de linhagem germi-

nativa Vy 3-07 e JH4 (figura 1A). Como os segmentos de gene de Vy e Jy da
linhagem germihativa estdo presentes em todos os genomas humanos, a
versdo de linhagem germinativa de 16H provavelmente ndo sera reconheci-
da como estranha pela resposta imune de um paciente dosado. Bioensaios
de co-estimulagdo em placa foram conduzidos para determinar se os anti-
corpos' de linhagem germinativa podiam induzir proliferagéo de células T
com uma ICsg similar a ICso de anticorpos nao de linhagem germinativa. Os

ensaios de co-estimulagdo foram conduzidos conforme descrito abaixo, u-
sando-se anti-CDS3, e a proteina de fusdo hB7RP-1-Fc confirmou que esse
anticorpo de linhagem germinativa, chamado de 16H Iihhagem germinativa
ou 16Hg, retinha suas atividades biolégicas (figura 1B).

Exemplo 6 o v
Medicio da Afinidade de Anticorpos Monoclonais por Biacore® e KinExA

Trés anticorpos (5D e-16H, preparados conforme descrito no
Exemplo 1, e 16H linhagem germinativa, preparado conforme descrito no
Exemplo 5) foram purificados e submetidos a andlise de afinidade de liga-
¢ao. B7RP1-Fc foi imobilizado a alta densidade em um chip sensor CMS5,

 usando-se quimica de acoplamento de amina padrdo. Uma concentragdo

fixa de mAD foi, entdo, incubada com concentragdes variéVeis de B7RP-1 ou-
B7RP1-Fc durante pelo menos oito horas a temperatura ambiente, para
permitir que atingissem o equilibrio. As amostras foram, entao, injetadas so-
bre a superficie de B7RP1-Fc, e o sinal de ligagéo observado representava o
anticorpo livre restante em solugdo no equilibrio. Com o uso de duas con-
centragdes de anticorpos diferentes (0,2 nM e 1 nM), a Kp da interacéo entre
um mAb particular e o ligante foi calculada a partir de analise de regresséo
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nao linear das curvas de competicdo, usando-se um modelo de ligagdo ho-
mogénea em um sitio de curva dupla (Adamczyk et al., 1999, Bioconjugate
Chem. 10: 1032-37; Adamczyk et al., 2000, Methods 20: 319-28). Conforme
mostrado na figura 2 e na Tabela 3, os mAbs 16H, 16Hg e 5D se ligaram
todos as proteinas solluveis B7RP-1 e B7RP-1-Fc com elevadas afinidades.
Além disso, os resultados indicaram que 0 16H (n&o linhagem germinativa) e -
16Hg (linhagem germinativa) reagiram de maneira similar, demonstrando .
que a linhagem germinativa ndo afetou significativamente a ligagéo entre o

anticorpo e o ligante.

Tabela 3
Sumario dos Valores de Kp
. B7RP-1 B7RP1-Fc
5D : 37 pM - 1,6 pM
16H - 1,9nM 27 pM
16H (linhagem germinativa) 2,7 nM 17 pM

A ligacdo dos anticorpos 5D, 2H e 2H linhagem germinativa
também foi testada usando-se tecnologia KinExA (ensaio de exclusao cinéti-
ca). Nesse enséio, hB7RP-1 foi acoplado a glébulos de agarose. Os glébulos
foram usados para criar uma coluna de glébulos. Amostras contendo anti-
corpo a uma concentragao fixa, que se deixou que chegassem ao equilibrio
com concentragOes variaveis de hB7RP-1, foram, entdo, passados pela co-
luna de glébulos.- Anticorpo que nao formou complexo com o ligante se ligou
aos globulos revestidos. | '

Um anticorpo secundario anti-Fc humano etiquetado fluorescen-
te foi usado para detectar 0 anticorpo de teste ligado. o) sinal obtido foi pro-
porcional ao anticorpo livre em solugao a uma dada concentragao de ligante.
Usando-se duas concentragdes de anticorpos diferentes, a Kp da interagdo
foi calculada a partir da andlise de regressao nao linear das curvas de com-
peticdo, usando-se um modelo de ligagdo homogénea em um sitio de curva
dupla (Adamczyk et al., 1999, Bioconjugate Chem. 10: 1032-37; Adamczyk
et al., 2000, Methods 20: 319-28). As figuras 3, 4 e 5 mostram os ajustes de
curva dupla para os anticorpos 5D, 2He 2H (linhagem germinativa). Usando-
se essa técnica, observou-se uma diferenga de aproximadamente 10 vezes
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nas Kps para os anticorpos 5D e 2H.

Os resultados dos ensaios Biacore® e K'in‘E'xA demonstraram
que o anticorpd 5D tem maior afinidade por hB7RP-1 do que 2H ou 16H. Da
mesma forma, a versdo de linhagem 'germinativa do anticorpo 2H n&o mos-
tra uma diferenga significativa com relagdo ao construto ndo linhagem ger-

minativa.

| Exemplo 7

Caracteristicas Funcionais de Anticorpos Anti-B7RP1

As caracteristicas funcionais de anticorpos contra B7RP-1 da -
invengao foram avaliadas usando-se ensaios de ligagdo-competicdo, ensai-

os de co-estimulacgao in vitro e ensaios de toxdide tetanico in vitro.

- Estudos de Ligacdo-Competicdo

_ Estudos de ligagéo-competicao foram conduzidos com os mAbs
16H para demonstrar que podem competir com a ligacao de ICOS a B7RP- -
1. Células CHO transfectadas com um gene que codifica 0 B7RP-1 humano

-de comprimento total foram primeiro incubadas com quantidades decrescen-

tes de mAb 16H nao marcado e subseqiientemente tingidas com uma prote-
ina de fusdo ICOS-Fc marcada de maneira fluorescente. As células foram,
entdo, analisadas usando-se citometria de fluxo. Cc)nforme mostrado na figu-
ra 6, ICOS-Fc tingiu as células CHO transfectadas com B7RP-1; 0,4 pg/mL

. de mAb 16H.né&o afetaram a ligagdo com ICOS-Fc. Entretanto, 6 e 25 pg/mL

de 16H competiram eficientemente com a ligagédo a ICOS-Fc, indicando que
mAb 16H de fato competia com ICOS pela ligagéao a B7RP-1.
Ensaios de Co-estimulacdo

Placas de cultura celular (Falcon, Cat. N® 353077, fundo em U)

foram revestidas com 1 pg/mL de anticorpos anti-CD3 humano (PharMingen
Cat. N2 555336) e 10 ug/th de IgG anti-humana (especifica para Fc, Sigma,
Cat. N2 13391). Os anticorpos anti-CD3 e imunoglobulina anti-humana em
solugao salina tamponada com fosfato (PBS) foram adicionados a cada ca-
vidade (100 pl/cavidade). As placas revestidas foram incubadas a 4°C du-
rante uma noite ou a temperatura.ambiente durante 2 horas. As placas fo-
ram, entdo, lavadas com PBS duas vezes. Depois da lavagem, 1 pg/mL de
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B7-2Fc humano (R&D System, Cat. N2 141-B2) ou 5 ug/mL de hB7RP1Fc,
ambos diluidos em PBS, foram adicionados a cada cavidade (100 pL por
cavidade). As placas foram, entdo, incubadas a temperatura ambiente du-
rante 3 horas e lavadas duas vezes com PBS depois disso. Células T huma-
nas purificadas (1 x 10° por cavidade) em 200 pL de volume de meio (RPMI
1640 suplementado com 10% de soro de novilho fetal (FCS), penicilina-
estreptomicina-L-qutamiha (PSG), B-mercaptoetanol (2-ME), aSpartato de
N-acetila (NAA) e piruvato de Na) e incubadas a 37°C, 5% de CO_ durante
48 horas. Adicionou-se ®H timidina (ICN Cat. n® 2404205) a 1 pCi/cavidade, -
e as cavidades foram incubadas durante uma noite a 37°C, 5% de CO,. As
células foram, entdo, colhidas e contadas.

Placas de cultura celular (Falcon, Cat. N2 353077, fundo em U)
foram revestidas com 1 pg/mL de anti-CD3 humano como acima. Células
CHO transfectadas com hB7RP1 (irradiadas a 5000RAD ) foram adicionadas
a 2 x 10 por cavidade, seguido por células T humanas purificadas a 1 x 10°
pof cavidade em 200 pL de volume. As placas foramincubadas a 37°C, 5%
de CO,, durante 48 horas como acima. Adicionou-se *H timidina a 1
pCi/cavidade. As células foram incubadas durante uma noite, colhidas e con-
tadas como acima. -

Ensaios de Toxodide Tetéanico
PBMC foram purificédas de sangue humano usando-se um gra- -

diente de Ficoll-Paque (Amersham Biosciences) da seguinte maneira. O
sangue foi diluido a 1:2 com PBS, o sangue diluido foi colocado em camada
sobre o Ficoll (1/3 de Ficoll a temp. ambiente + 2/3 de sangue diluido), cen-
trifugado a 2.500 rpm durante 30 minutos a temperatura ambiente, a camada
superior (plasma e plaquetas) foi aspirada, e a camada de células mononu-
cleares foi transferida para um tubo de 50 mL fresco. As PBMC foram lava-
das com PBS (3 x o volume da camada de células mononucleares) e centri-
fugadas durante 10 minutos a 1.300 rpm a temperatura ambiente e lavadas
como acima. As PBMC foram ressuspendidas em meio (RPMI 1640 + 10%
de FBS termicamente inativado + 1X PSG + 1X NEAA + 55 uM de 2-ME), e

as células foram contadas.
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As PBMC foram adicionadas a cavidades de uma placa de fundo
redondo de 96 cavidades a 100 uL de PBMC/cavidade (3 x 108/mL). Adicio-
nou-se toxoide tetanico (20 pg/mL; Universidadevde Massachusetts) para
uma concentracgao final de 5 pg/mL. As células foram incubadas durante 3
dias a 37°C; 100 pL de sobrenadante foram coletados e incubados durante
mais 6 a 8 horas na presenga de 1 pCi/cavidade de ®H timidina (MP Biome-

dicals). As células foram, entdo, colhidas e contadas.

A Tabela 4 resume as caracteristicas funcionais de certos anti-

corpos da invengdo, conforme determinadas usando-se 0s ensaios acima

descritos.
Tabela 4
Placa Biacore Fc Biacore CHO Toxéide Te-
- _ mono : tanico
2H 43 v 89 _1445 - 15
15H 36 141
16H . 53 27 1900 276 27
16Hg 32 17 2700 523 . '
41H 52 : 115
43H 46 ’ 35
5D - B5 1,6 37 1456 15
ICOS-Fc | 200 - 1000 1000 _ 10,672
0-CD86 . 40
*Valores de ECs¢/KD em pM i
Exemplo 8

‘Mapeamento de Epitopo

-Conduziram-se estudos para idenﬁficar a regiao em B7RP-1 &

- qual se ligam os anticorpos monoclonais 16H/16Hg e 5D. Para isso, desen-

volveu-se um novo ensaio de ligagdo de Classificador de Células Ativado por
Fluorescéncia (FACS). O dominio extracelular humano (ECD) de B7RP1
(SEQ ID NO: 66), assim como fdrmas truncadas de B7RP-1 contendb algi
(do tipo IgV; SEQ ID NO: 67) ou a Ig2 (do tipo IgC; SEQ ID NO: 68) foram ex-
pressados como N-terminais, em fusdes em qLJadro com avidina de galinha. |
SEQ ID NO: 66 (ECD): _ .
DTQEKEVRAMVGSDVELSCACPEGSRFDLNDVYVYWQTSESKTVVTYHIP
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QNSSLENVDSRYRNRALMSPAGMLRGDFSLRLFNVTPQDEQKFHCLVLSQ
SLGFQEVLSVEVTLHVAANFSVPVVSAPHSPSQDELTFTCTSINGYPRPNV
YWINKTDNSLLDQALQNDTVFLNMRGLYDVVSVLRIARTPSVNIGCCIENVL
LQONLTVGSQTGNDIGERDKITENP
SEQ ID NO: 67 (do tipo IgV):
DTQEKEVRAMVGSDAVELSCACPEGSHFDLNDVYVYWQTSESKTVVTYHIP
QNSSLENVDSRYRNRALMSPAGMLRGDFSLRLFNVTPQDEQKFHCLVLSQ
SLGFQEVLSVEVTLHVAANFSVPVVSAPHSPSQDELTFT
SEQ ID NO:68 (do tipo 1gC): :
l_.GFQEVLSVEVTLHVAANFSVPVVSAPHSPSQDELTFTCTSINGYPRPNVY
WINKTDNSLLDQALQNDTVFLNMRGLYDVVSVLRIARTPSVNIGCCIENVLL
QQNLTVGSQTGNDIGERDKITENP

~ Vetores de expressao contendo genes que codifiguem essas
proteinas de fusao foram individualmente transfectados de maneira transité-
ria em células 293T, e os meios condicionados dessas linhagens celulares
foram usados como fonte da proteina de fusdo. A etiqueta de avidina foi u-
sada para capiurar as proteinas de fusdo B7RP1 da solugdo usando-se um
glébulo revestido com biotina. As proteinas de fusdo foram incubadas com
mAbs 16H ou 5D marcados de maneira fluorescente ou com uma proteina
de fusdo ICSO-Fc marcada de maneira fluorescente, e incubadas com glé-
bulos revestidos com biotina. Os gl6bulos foram recupérados e analisados
usando-se citometria de fluxo em um Becton-Dickinson Bioscience FACScan
(BD, Franklin Lakes, NJ). Conforme mostrado na figura 9A, a coloragéo fluo-
rescente dos glébulos foi detectada com os regantes 16H, 5D e ICOS, quan- -
do o ECD completo de B7RP-1 foi fixado, indicando que todos esses trés
reagentes podiam se ligar ao ECD de B7RP-1. Da mesma forma, todos os
trés reagentes se ligaram a proteina de fusdo com avidina contendo apenas
o dominio Ig1, indicando que tanto o mAb ICSO, quanto o anti-B7RP-1 de
bloqueio podiam se ligar a essa regido. Em contraste, nem o mAb ICOS nem
o anti-B7RP-1 podiam se ligar a proteina de fusdao contendo apenas o domi-
nio Ig2 proximal a membrana. Assim, as regides de ligacédo de ICOS, 16H e

5D a B7RP-1 estavam localizadas no dominio Ig1.
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Os anticorpos gerados conforme descrito acima no Exemplo 1 e
testados quanto a ligagdo usando o ensaio de ligagdo a fusdo com avidina
podiam ser divididos em duas classes de epitopos, H e D, conforme mostra-
do na Tabela 5. Dos 100 anticorpos inicialmente sélecionados com base em
sua capacidade de se ligarem a B7RP1, 15 foram incapazes de se ligar no

ensaio de ligagdo a fusdo com avidina, mais provavelmente por causa da

| degradacao.
Tabela 5
Classificagcdo de mAbs por epitopo

: Classe R N2
Epitopo H 75
Epitopo D : 10
Novo epitopo, bloqueador de ICOS 0
Novo epitopo, ndo blogueador de ICOS 0
Ligac@o nao detectavel 15

Exemplo 9

Identificacao de SNP e Analise Funcional

Uma variante de polimorfismo de nucleotideo dnico (SNP) prin-
cipal foi identificada em B7RP-1, que esta presente na popula¢do com uma
freqiiéncia de alelo de 28,4% (figura 7). A variante foi identificada dentro da
sequiéncia codificadora de proteina madura. Uma busca no banco de dados
do Centro Nacional de_ Informagdo em Biotecnologia (NBCI) revelou uma
segunda variante de SNP em potencial; a segunda variante foi identificada
em uma analise individual de 1,5 (trés cromossomos). A primeira variante de
SNP (V1281) ést_ava localizada no primeiro dominio do tipo IgV, ao passo
que a variante de SNP do NCBI (L221F) estava localizada no segundo do-
minio do tipo IgC. |

Conforme acima descrito, tanto o anticorpo monoclonal 16H,
quanto o 5D se ligam ao primeiro dominio do tipo IgV, portanto é improvavel
que a ultima variante L221F afete a ligag@o ou fungdo do mAb 16H ou 5D.
Todavia, para determinar se qualquer uma dessas variantes de SNP afeta a ‘
ligagao e/ou fungdo de 16H ou 5D, conduziram-se dois experimentos difé- ‘

rentes. No primeiro conjunto de experimentos, proteinas de fusdo com avidi-
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na foram construidas com as duas variantes de SNP e testadas quanto a
ligagédo a anticorpos 16H ou 5D no ensaio de citometria de fluxo acima des-
crito. Esses mAbs representativos das classes de epitopos H e D se ligaram
as variantes de SNP com eficacia similar a de B7RP-1 do tipo selvagem (fi-
gura 9B). Esses dados sugerem que anticorpos tanto das classes de epitopo
H, quanto D se ligam a variantes SNP de B7RP-1.

Na segunda abordagem, prbtel'nas de fuséo com Fc foram cons-
truidas usando-se a seqliéncia de variante SNP de B7RP-1 e comparadas
quanto a capacidade dessas proteinas de estimularem células T no ensaio
de co-eétimulagéo em placa (figura 9C). Tanto os anticorpos 16H, quanto 5D
inibiram a co-estimulagdo mediada pelas proteinas de fusdo com Fc de vari- -
ante de SNP, com ECsos similares & proteina de fusdo do tipo selvagem.
Tomados juntos, esses dados indicam que as duas variantes SNP de B7RP-V
1 em potencial foram recbnhecidas pelos anticorpos da invengao. Assim, 0s
anticorpos da invengdo podem se ligar a alvos em pacientes contendo essas
variantes de SNP. '

Exemplo 10 ,
Modelos de Eficacia Animal /n vivo

A capacidade de anticorpos contra B7RP-1 de inibirem a respos-
ta imune foi analisada usando-se um anticorpo monoclonal anti-B7RP-1 mu-
rideo de rato muridizado (1B7v2),- e desafiando-se camundongos BALB/c

com hemocianina de lapa (KLH). -

Geracdo do anticorpo monoclonal anti-B7RP-1_murideo de rato muridizado
1B7v2 | |

Uma linhagem de célula de ovario de hamster chinés que super-
expressava B7RP-1 murideo de comprimento total foi injetada em ratos co-
mo uma imunizagdo priméaria e, subseqlientemente, com uma proteina de
fusao B7RP1-Fc muridea para reforgar a resposta imune. Os bagos foram
colhidos 3 ou 4 dias apés o reforgo intravenoso, e as células B esplénicas
foram fusionadas com a linhagem de mieloma de rato Y3-Ag1.2.3 (ATCC
CRL-1631). As células foram, entao, selecionadas em meio suplementado
com hipoxantina-amihopterina-timidina (HAT) durante 2 semanas e subse-
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quentemente subclonadas em célula tnica por diluigdo limitativa. Esses pro-
cedimentos sao descritos em "Practical Immunology, 2nd ed." Leslie Hudson
e Frank C. Hay; Blackwell Scientific Publications 1980.

Os genes que codificam a imunoglobﬁlina 1B7 forérri clonados
da linhagem celular 1B7 usando-se procedimentos padronizados (Sambrook
et al.,, 2001, MOLECULAR CLONING: A LABORATORY MANUAL, 32 ed.,

Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y.). A troca de

isotipo dos mAbs anti-huB7RP1 humanos foi realizada por clonagem dos
fragmentos de regido variavel contendo extremidades coesivas de sitios de
restrigdo Xbal e BsmBI no vetor pDSRa‘ com a regido constante IgG1 ou
hulgG2 humana que também tinha extremidades Xbal e BsmBl. Para o anti-
muB7RP1 de rato 1B7, a quimera foi formada por um processo de PCR de
superposigéo em trés etapas. A regido varidvel de rato foi amplificada por
PCR com um primer 3’ que continha parte, ~25 — 35 nucleotideos, da regidao
constante muridea. A regido constante muridea foi amplificada com um'pri- ,

‘mer 5’ que continha parte, ~25 — 35 nucleotideos, da regido variavel de rato.

Os dois fragmentos foram, entdo, usados como molde, e os primers de regi-
ao variavel de rato 5’ (contendo Xbal) e a regido constante 3' muridea (con-
tendo Sall) foram usados para gerar uma cadeia leve ou cadeia pesada
completa. Os prodUtos de PCR de cadeia leve ou cadeia pesada foram, en-
tao, digeridos com Xbél e Sall e clonados em pDSRa19. Um total de. 25 pg
de DNA linearizado (12,5 yg de pDC323B LC + 12,5 ug de pDC324 HC) foi
transfectado em células CS-9 usando-se eletroporagédo e selegdo em meio
suplementado com DHFR. ’

Para testar a eficacia do mAb 1 B7v2, conduziram-se ensaios de
co-estimulagéo em placa com esse mAb. Os resultados foram comparados
com outros mAbs anti-B7RP-1 murideo (figura 10A). Conforme acima discu-
tido, 1B7 é o mAb produzido por hibridoma original; foram testadas duas
preparagoes diferentes (marcadas como 1,33 e 7,4). 5E1 e 11G10 foram
outros anti-mB7RP-1 monoclonais gerados nas fusbes acima descritas. Fi-
nalmente, HK5.3 era um anti-mB7RP-1 comercialmente disponivel (Ebiosci-
ences n° 16-5985-85).
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O mAb 1B7v2 bloqueou a ativagéo de células T nesse ensaio de
maneira igual a ou melhor do que os outros mAbs e, portanto, foi seleciona-
do como terapéutica substituta para estudos adicionais. |

Desafio com Antigeno em Camundongos

A hemocianina de lapa (KLH) foi comprada na Pierce Biotechno-
logy (Rockford, lllinois). A solugdo de dosagem n® 1 (KLH a 5 mg/kg em 1
mg/camundongo de alume) foi preparada com partes iguais de 2x alume
(500 mg de alume mais 50 mL de PBS (solugao salina tamponada com fos-
fato)) e 2x KLH (2,0 mL de dH20 (livre de RNAse) mistu‘radoé com 20 mg de -
KLH liofilizado, levados a 20 mL com 1x PBS). A solugédo de dosagem n? 2
(KLH a 1 mg/kg em 1 mg/camundongo de alume) foi preparada com 1 parte de
2x KLH misturada com 4 partes de 1x solucdo salina tamponada com fosfato.

Camuvndongos BALB/c fémeas foram preparados com 1 mg/kg
de KLH/alume e reimuniiados no dia 21 com 5 mg/kg de KLH apenas, intro-
duzidos por injecdo intraperitoneal. Os camundongos foram tratados por in-
je¢éo intraperitoneal com 1B7v.2, o anticorpo de. controle de isotipo (anti-
AGP3 PB) ou veiculo (PBS) apenas, comegando-se no dia 1 (um dia antes da
imunizagdo com KLH/aIumé), em um volume final de 200 yL a cada 5 dias.

Os.camundongbs foram sangrados a cada 7 dias retroorbital-
mente (aproximadamente 200 pL) para se obterem 'aproximadamente 50 -
100 pL de soro. para andlise de IgM (figura 10B), IgG2a (figura 10C) e IgG1
(figura 10D) sérica especifica para o antl'geno.. Tanto os camundongos de
controle de isotipo, quanto os tratados com veiculo mostraram respostas
imunes primérias e secundarias significativas. A resposta de IgM n&o foi afe-
tada pelo tratamento, ao passo que o bloqueio de B7RP-1-ICOS com 1B7v2
diminuiu tanto as respostas primarias, quanto secundarias de 1gG2a e I1gG1
de maneira estatisticamente significativa.

IL-5 é uma citocina liberada por células T em resposta a estimu-
lagdo com antigeno, que induz a diferenciacéo e fungéo de células B. Como
se acredita que a interagdo B7RP-1/ICOS seja critica para a fungéo de éélu-
las B dependente de células T, a medi¢éo- dos niveis séricos de IL-5 foi usa-
da para determinar se a interdicdo do eixo B7RP-1/ICOS estava, de fato,
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afetando a fungéo de células T. Como esperado, o bloqueio de B7RP-1 tam-

- bém inibiu os niveis séricos de IL-5 induzidos por antigeno. Os soros foram

colhidos dos camundongos do experimento de de_safio com antigeno acima
delineado 24 horas apos o desafio com antigeno no dia 21, e os niveis séri-
cos de IL-5 foram determinados por ELISA. Conforme mostrado na figura 11,

niveis elevados de IL-5 foram detectados nos camundongos de teste tao

cedo quanto 9 horas apés o desafio; os niveis comegaram a declinar em 48
horas e retornaram a linha basal em 72 horas. O tratamento dos camundon-
gos com mAb 1B7v2 levou a uma repressdo estatisticamente significativa

d'os.m'veis de IL-5 no periodo de 24 horas.
Exemplo 11

'Ligacdo a B7RP-1 de Macaco Cynomolgus

_ Para determinar se os mAbs anti-hB7RP-1 também se ligavam a
B7RP-1 de macaco Cynomolgus, conduziram-se experimentos de coloragdo |
com citometria de fluxo. com o mAb 16H e células B purificadas de macacos

Cynomolgus e seres humanos. Conforme mostrado na figura 12A, a adigéo

de 16H marcado de maneira fluorescente a células B de Cynomolgus levou
ao tingimento, indicando que 16H estava, de fato, se ligando a B7RP-1 de
Cynomolgus (painel direito). Como esperadb, 16H também tingiu células B
humanas (painel esquerdo). Além disso,. 16H, 16Hg e 5D foram testados em’
ensaios de co-estimulagdo em placa usando-se células T de Cynomolgus,
B7RP-1-Fc de Cynomolgus e mAb anti-CD3. Conforme mostrado na figura
12B, todos os trés mAbs inibiram a ativacao de células T de Cynomolgus
dependente de B7RP-1; indicando que esses mAbs bloqueiam funcional-

‘mente a interagéo ICSO-B7RP-1 de Cynomolgus.

Exemplo 12
Respostas a Antigeno Dependentes de Células T no Macaco Cynomolqus

Apds Administracéo dos Anticorpos Anti-B7RP-1

Conduziu-se um estudo em macaco Cynomolgus com dois anti-
corpos monoclonais anti-B7RP-1, 16H e 5D, para avaliar a capacidade des-
ses anticorpos de inibirem uma resposta a antigeno por células B dependen-
te de células T, conforme determinado pelos niveis séricos de anticorpo es-
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pecifico para o antigeno. Resumidamente, as respostas de anticorpos anti-
hemocianina de lapa (KLH) e antitoxdide teténico foram examinadas apés o
desafio com antigeno na presenga de anticorpos contra B7RP-1 no macaco
Cynomolgus. |

- O Artigo de Teste 1 era 16H, e o Artigo de Teste 2 era 5D. O
Artigo de Controle era o veiculo para o anticorpo contra B7RP-1 (0,01% de
acetato de sédio, pH 5,0, 5% de sorbitol, 0,004% de Tween 20). A hemocia-
nina de lapa (KLH) foi comprada na Pierce Biotechnology (Rockford, lllinois).

A KLH foi preparada por reconstituicdo com agua estéril para
fornecer uma solugéo de estoque a 10 mg/mL. A solugéb de estoque foi dilu-
ida com agua estéril para fornecer uma solugdo de dosagem a 1 mg/mL. O
toxoide tetanico usado para esses experimentos foi o Toxdide Tetanico Su-
per-Tet® w/Havlogen®, comprado na Intervet® Inc. (Milsboro, Delaware). O
nivel de dose para esses experimentos foi de 75 Ul (0,5 mL de 150 Ul/mL).

A Tabela 6 mostra a distribuicao de gfupos de tratamento dos 28

macacos Cynomolgus.

Tabela 6
Grupo | Numeros de | Artigo de Tes- | Via | Nivelde | Volume | Conc. da
n® ma- te Dose de dose | solugéo de
chos/fémeas (mg/kg) | (ml/kg) dose
' (mg/mL)
1 2/2 Controle v 0 1 0
2 22 B7RP-1 5D v 0,1 1 0,1
3 2/2 B7RP-1 5D v 1,0 1 1,0
4 2/2 B7RP-1 5D \ 8,0 1 10,0
5 2/2 B7RP-116H | IV 0,1 1 0,1
6 2/2 B7RP-116H | IV 1,0 1 1,0
7 2/2 B7RP-116H | IV | 80 1 10,0

As doses de artigo de teste foram administradas mediante inje-
¢ao intravenosa a todos os animais nos Dias 1, 8, 15, 22, 29, 36, 43 € 50. Os
animais escalados para necropsia nos Grupos 1 — 4 (1/sexo/grupo) recebe-
ram uma dose adicional no Dia 57. A avaliagdo da resposta imune foi condu-
zida em todos os animais mediante imunizagao com os antigenos KLH e
toxdide tetanico, seguida por amostragem de sangue quanto a imunoglobuli-
nas especificas para o antigeno (IgM e 1gG).
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Valores de titulo estavam presentes apds a administragao prima- -
ria tanto do antigeno KLH, quanto do de tétano. Para KLH, os vaiores de
titulo priméarios variaram de 0 a 900 tanto para IgM, quanto para IgG. Como
o desafio primario com KLH foi administrado antes-da administragdo do arti-
go de teste, ndo se avaliou nenhum efeito dos anticorpos contra B7RP-1.
Para o toxdide teténico, os valores de titulo primarios variaram de 0 a 50 pa-

" ra IgM, e de 0 a 4.050 para IgG. Nao houve nenhuma diferenca na resposta

primaria ao toxdide teténico entre os grupos de anticorpo contra B7RP-1 e 0
grupo de controle.

' Como esperado, os valores de titulo para IgG estavam aumen-
tados apds a administragédo secundaria tanto do antigeno KLH, quanto do de
tétano, quando comparados com os valores de titulo priméarios. Para KLH, os
valores de titulo secundarios variaram de 0 é 300 para IgM, e de 0 a 8.100
para IgG. Entretanto, ndo houve nenhuma evidéncia de inibicdo da resposta
secundaria a KLH atribuida a administragao dos anticorpos contra B7RP-1.

| Para o toxdide tetanico, os valores de titulo secundarios estavam
abaixo de 50 para IgM e variavam de 1.350 a 36.450 para IgG. Os resulta-
dos para valores médios de animais individuais e grupos sédo apresentados
na figura 13A (anticorpo 16H) e figura 13B (anticorpo 5D), para os Dias 53 e

57 apds o desafio secundario com toxdide tetanico no Dia 42. '
No Dia 53,. 0 numero de animais que atingiram resposta de pico

era de %, % e % aos niveis de dose de 0,1, 1 e 8 mg/kg de 16H, respectiva-

mente, e de ', % e % aos niveis de dose de 0,1, 1 e 8 mg/kg de 5D, respec-
tivamente, em comparagdo com 2/4 dos animais de controle. Assim, em ge-
ral, 0 numero de animais que atingiram um elevado titulo no Dia 53 era re- -
duzido nos animais tratados com anticorpo contra B7RP-1. No Dia 57, os.
valores de titulo estavam mantidos nos animais de controle, ao passo que 0s
valores de titulo para véarios dos animais tratados com anticorpo contra
B7RP-1 declinaram dos valores do Dia 563. O numero de animais com eleva-
dos titulos no Dia 57 era de 0/4, 0/4 e % aos niveis de dose de 0,1, 1 € 8
mg/kg de 16H, respectivamente, e de 0/4, 0/4 e 0/4 aos niveis de dose de
0,1, 1 e 8 mg/kg de 5D, respectivamente, em comparagao com 2/4 dos ani-
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mais de controle. }

Esses resultados demonstraram que os dois anticorpos contra
B7RP-1 16H e 5D inibiram a resposta a antigenos de células B dependente
de células T em macacos Cynomolgus, conforme determinado pelos niveis
séricos de anticorpos especificos para toxéide tetanico. Além disso, a pre-
senga de anticorpos contra B7RP-1 era importante para o bloqueio da inte-
racdo B7RP-1-ICOS durante a resposta primaria, para se detectar um efeito
apds o desafio secundario.

Esses resultados e os resultados do Exemplo 10 demonstraram
que tanto a terapéutica substituta, quanto os candidatos terapéuticos blo-
quearam respostas imunes dependentes de células T e B em sistemas de
modelo murideo e de macaco, o que indica que o bloqueio desse eixo co-
estimulador pode ser eficaz no tratamento de doencas mediadas-por células
B, como llpus eritematoso sistémico (SLE), asma e artrite reumatdide (RA).

. ‘Deve-se entender que a descricdo precedente enfatiza certas
modalidades especificas da invengao, e que todas as modificagbes ou alter-
nativas equivalentes a elas estdo dentro do espirito e &mbito da invengéao,

conforme descrita nas reivindicagdes anexas.
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Listagem de Sequéncia

ANTICORPOS NEUTRALIZADORES ANTI-B7RP1 HUMANOS
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PatentIn version

1
107
PRT
Homo

1

Asp Ile Gln

1

Asp Rrg Val

Leu Ala Txp

35

Tyr Ala Ala

S0

Ser Gly Sexr

65

Glu Asp Phe

Thr Phe Gly

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

<400>

2
107
PRT
Homo

P

Glu Ile Val

1

sapiens
Met Thr
Thr Ile
20

Tyr Gln
Ser Ser
Gly Thr
Ala Thr

85

Gln Gly
100

sapiens

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyx

Thr

Ser

Cys

Lys

Gin

55

Phe

Tyr

Lys

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Val

Sex

Ala

25

Glu

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

90

Ile

Leu

Gln

Pro
Ile
75

Tyx

Lys

Serx Ala
Gly Ile

Pro Lys
45

Ser Arg
60

Ser Ser

Asp Ser

Ser

Ser

30

Ser

Phe

Leu

val Gly
15

Asn Trp

Leu Ile

Ser Gly

Gln Pro

8¢

Pro Arg
95

Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly

5

10

1S



Glu Arg Ala Thr
20

Leu Ala Trp Tyr
35

Tyr Asp Ala Ser Asn Arg Ala Thr

50

Ser Gly Ser Gly

Glu Asp Phe Ala

Thr Phe Gly Gln
100

<210> 3
<211> 107
<212> PRT

Leu

Gln

Thr

val
85

Gly

<213> Homo sapiens

<400> 3
‘Asp Ile Gln Met
1

Asp Arg Val Thr
20

Leu Ala Trp Tyr
35

Tyr Thr Ala-Ser
: 50

Ser Gly Ser Gly
Glu Asp Phe Ala

Thr Phe Gly Gin
100

<210> 4
<211> 108

Thr
Ilg
Gln
Ser
Thr
Thr

85

Gly

Ser

Gln

Asp
70

Tyr

Thx

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thx

Cys

Lys

55

Phe

Tyr

Lys

Ser

Cys

Lys

Glin

55

Phe

Tyr

Lys

Arg

Pro

40

Thr

Cys

Val

Pro

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Val

84

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Ser

Ala

25

Glu

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Ser

Gln

Ile

Thr

Gln

Ile

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln
90

Ile

Gln Ser

Ala Pro

Pro Ala
60

Ile Ser
75

Arg Asn

Lys

Leu -Ser
Gln Gly
Ala Pro
Pro Ser

GQ

Ile Ser
75

Tyr Asn

Lys

val

Arg

45

Arg

Ser

Asn

Ala
Ile
Lys
45

Arg

Ser

Ser

Ser

Leun

Phe

Leu

Trp

Ser

Ser

Ser

Phe

Leu

Tyr

Sér Tyr
Leu Ile
Ser Gly
Glu Pro

80

Pro Tzp
95

Val Gly
15

Asn Trp

Leu Ile



<212> PRT
<213> Homo

<400> 4
Glu Ile Val

1

Glu Arg Ala

Leu Ala Trp

35

Iyr Asp Ala

50

Ser Gly Ser

65

Glu Asp Phe

Leu Thr Phe

<210> 8
<211> 107

<212> PRT

<213> Homo
<400> 5

Asp Ile Gln
1

Asp ArgAVal

Leu Ala Trp
' 35.

Tyr Ala Ala
S0

Ser Gly Ser
65

sapiens

Leu Thr

Thr
20

Leu
Tyr
Sér Asn
Thr

Gly

Ala val

.85

Gly
100

sapiens
Met Thr
Thr Ile
20

Tyr Gln

Ser Ser

Gly Thr

Gln’

Gly

Gln

Ser

Gln

Asp
70

Tyr

Gly

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp
70

Ser

Cys

Tyx

Thr

Ser
Cys
Lys

Gln

55

Phe

85

Pro Ala Thr

10

Arg Ala Ser
25

Pro Gly Gln

40

Gly Ile

Thr Leu Thr

Gln
90

Cys Gln

Val Glu

Lys
. 105

Ser
10

Pro Ser

Ala Ser

25

Arg

Pro Glu Lys

40

Ser Gly Val

Thr Leu Thr

Leu

Gln

Ala

Tle
75

Arg

Tle

Leu
Gln
Ala
Pro

Ile
75

Ser

Ser

Pro

Ala

60

Ser

Ser

Lys

Ser

Gly

Pro

Ser

60

Ser

Leu

Val
Arg
45

Arg

Sex

Asn

Ala
Ile
Lys
45

Arg

Ser.

Ser Pro Gly

15

Ser Ser Tyr
30

Leu Leu Ile
Phe

Ser Gly

Pro
80

Leu Glu

Pro Ala

95

Trp

Val
15

Ser Gly

Ser Ser Trp

Ser Leu Ile

Phe Ser Gly

Pro
80

Leu Gln



Glu Asp Phe

Thr Phe Gly

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

6
107
PRT
Homo

'<400> 6
Asp Ile Gln
1

Asp Arg Val

Leu Ala Trp

35

Phe Ala Ala

S0

‘Ser
65

Gly Ser

Glu Asp Phe

Thr Phe Gly

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

121
PRT
Homo

<400> 7
Glu Val Gin
1

Ser Leu Arg

Trp Met Ser
35

Ala Thr
85

Gln Gly
100 ’

sapiens

Met Thr
5

Thxr Ile

20

Tyr Gln

Sex Ser

Gly Thr

Ala Thr
85

Gln Gly
100

sapiens

Leu Val
5

Leu Ser
20

Trp Val

86

Tyr Tyr Cys Gln

Thr Lys Val Glu
- 105

Gln Ser Pro Ser

Thr Cys Arg Ala

Gln Lys Pro Glu

40

Gln Ser
55

Leu Gly

Asp Phe Thr Leu

70

Tyr Tyr Cys Gln

Glu
105

Thr Lys Leu

Glu Ser Gly Gly

Cys Ala Gly Ser
25

Arg Gln Ala Pro
40

Gln Tyr Asn Thr Tyr éro Arg

80

Ile Lys

Ser Leu Ser

Ser Gln Gly

Lys Ala Pro

Val Sexr

60

Pro

Thr Ile

75

Ser

Gln
a0

Tyr Asn

Ile Lys

Gly Leu Val
10

Gly Phe Thr

Gly Lys Gly

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Ser

Gln

Phe

Leu

95

Ser Val
15

Gly

Ser Ser

30

Trp

Ser Leu Ile

Phe Ser Gly

Gln Pro

80

Leu

Pro
- 95

Tyr Tyr

Pro Gly Gly

15

Ser Ser Tyr
30

Glu Trp Val



Ala Tyr Ile

lys Gly Arg

65

50

Leu Gln Met

Ala Arg Glu

Gln Gly Ile

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

<400>

8

115

121
PRT
Homo

Glu Val Gln

1

Ser

Trp

Lys
65

Leu

Gln

Leu

Met

Tyr

50

Gly

Gln

Arg

Gly

Arg

Ser

35

Ile

Arg

Met

Glu

Thr
115

Lys
Phe
Asn
_Gly

100

Leu

Gln

Thr

Ser

85

Ile

val

sapiens

Leu
Leu
20

Trp
Lys
Phe
Asn
Gly
100

Leu

Val.

Serxr

Val

"Gln

Thr
Ser
85

Ile

val

Asp

Ile
70

Leu

Leu

Glu

Cys

Arg

Asp

Ile

Leu

Leu

Thr

Gly.

55

Ser

Arg

Trp

val

Sex

Ala

Gln

Gly

55

Sexr

Arg

Trp

val

Asn

Arg

Ala

Phe

Ser
120

Gly

Ala

Ala

40

Asn

Arg

Ala

Phe

Ser

120

87

Glu

Asp

Glu

Gly

105

Ser

Gly

Ser

25

Pro

Glu

Asp

Glu

Gly
105

Ser

Lys

Asn

Asp

Asp

Gly

Gly

Gly

Lys

Asn

Asp
90

Asp

Tyx

Ala

Thr

Leu

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ala
75

Thr

Leu

Tyr Val
60
Lys Lys

Ala Val

Pro Thr

Val Gln
Thr Phe
Gly Leu
Tyr Val
60

Lys Asn

Ala Val

Pro Thr

Asp

Ser

Tyr

Phe
110

Pro
Ser
30

Glu
Asp
Ser

Tyr

Phe
110

Ser

Leu

Tyr

95

Trp

Gly
15

Ser

Trp

Ser

Leu

Tyr

85

Trp

vVal

Tyr

80

Cys

Gly

Gly

Tyr

val

val

80

Cys

Gly



<210> 9
<211> 121
<212> PRT
<213> Homo

<400> 9
Gln Val Gln
1 .

Ser Leu Arg

Met His
35

Gly

vVal Ile
50

Glu
65

Gly Arg

Leu Gln Met

Ala Arg Asp

Gln Gly Thr

115

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

10

121
PRT.
Homo
<400> 10

Glu Val Gln
1

Ser Leu Arg

. Trp Met Ser
35

Ala Tyr Ile
50

sapiens

Leu Val Glu

Leu Ser Cys

20

Trp Val Arg

Trp Tyr Asp

Phe Thr Ile

70

Ser Leu
85

Asn

Leu Asn Ile

100

Leu Val Thr

sapiens.

Leu Val Glu
5

Leu Ser Cys
20

Trp Val Arg

Lys Gln Asp

Ser

Ala

Gln

Gly

Ser

Axg

Met

val

Ser

Vval

Gln

Gly
55

Gly

Ala

Ala

40

Ser

Arg

Ala

vVal

Ser
120

Gly

Gly

Ala

40

Sexr

88

Gly

Ser

25

Pro

Lys

Asp

Clu

105

Ser

Gly
Ser
25

Pro

Glu

Gly Val val

10

Gly
Gly
Lys
Asn
Asp

90

Gly

Gly
10
Gly

Gly

Lys

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Ile

Leu

Phe

Lys

Tyr

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Phe

Val

Thr

Gly

Tyr
60

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

val

Asp

Gln

Phe

Leu

45

Val

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Phe

Tyr
110

Pro

Sex

30

Glu

Asp

Gly Arg
15

Ser Tyr

Trp Val

Ser Val

Leu Tyr

80

Tyr
95

Cys

Trp Gly

Gly Gly

Ser Tyr
val

Trp

Ser val



Lys Gly Arg
65
Leu Gln Met
Ala Arg Asp
Gln Gly Ile
115
<210> 11
<211i> 121
<212> PRT
<213> Homo
<400> 11

Glu Val Gln
1 .

Ser Leu Arg

Ser
35

Trp Met

Ala Tyr Ile

50

Lys Gly
65

Arg

Leu Gln Met

Asp

Ala Arg

Thr
115

Gln Gly

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

12
120
PRT
Homo

Phe Thr

Asn Ser
85

Gly Ile
100

Leu Val

sapiens

Leu Val
5

Lieu Ser’

20

Trp Yal
Lys Gln
Phe Thr
Asn Ser

8s

Gly Ile
100

Leu Vval

sapiens

Ile

70

Leu

Leu

Thxr

Glu

Cys

Arg

Asp

Ile

70

Leu

Leu

Thr

Ser

Arg

Trp

val

Serxr

Ala

Gln Al

Cly
55

Ser
Arg

Txp

val

Arg

Ala

Phe

Ser
120

Gly

Ala

Arg

Ala

Phe

Ser
120

89

Asp

Glu

Gly

105

Ser

Gly

Ser

25

Pro

Glu

Asp

Glu

Gly
105

Ser

Asn Rla Lys Asn Ser Leu Tyr

Asp
920

Asp

Gly

10

Gly

Gly

Lys

Asn

Asp

20

Asp

15

Thr Ala Val

Ile Pro Thr

Leu Val Gln

Phe Thr Phe

Lys Gly Leu

45

Tyr Val

Tyr
- 60

Ala Lys Asn

75

Thr Ala val

Ile Pro Thr

80

Tyr Tyr Cys
5. -

Tyr Trp

Gly
110 o

Pro Gly Gly
15

Ser Ser Tyr
30

Glu Trp Val
Asp Ser Val

Ser Leu Tyr
80

Tyr Tyr Cys
95

Tyr Trp Gly
110



<400> 12

Glu Val Glin
1

Ser Leu Arg

Ala Met His

35

Ala
50

Ser Ile

Gly
€5

Arg

Gln Met Asn

Lys Ser Gly

Thr Leu

115

Gly

13
122
PRT
Homo

<210>
<211>
<212>
<213>
<400> 13

Glu Val Gin
1

Ser Leu Arg

Trp Met Ser
- 35

Ala Tyr Ile
50

Lys Gly Arg
65

Leu

Leu

20

Trp

Gly

Thr

Ser

Val

100

Val

Vai
Ser
Val
Thr
Ile
Leu
85

Pro

Thr

sapiens

Leu

Leu

Trp

Lys

Phe

Val

-5

Ser

val

Gln

Thr

Gln

Cys

Arg

Gly

Sex

Axg

Leu

val

Glu

Cys

Arg

Asp

Ile
70

Ser

Rla

Gln

Gly

55

Arg

Ala

Leu

Ser

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Gly
Gly
Ala
40

Gly
Asp

Glu

Trp

90

Gly

Ser

25

Pro

Thr

Asn

Asp

Phe
105

Ser-j

120

Gly

Ala

RAla

40

Ser

Arg

Gly

Ser.

25

Pro

Glu

Asp

Gly
10

Gly
Gly
Tyx
Ala
Met
90

Gly

Gly
10

Gly
Gly

Lyé

Asn

Leu

Phe

Lys

Tyr

1ys

75

Ala

Glu

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ala
75

vVal

Thr

Gly

Ala

60

Asn

Met

Phe

val

Gly

Tyr
60

Lys

His

Phe

Leu

Asp

Ser

Tyr

Tyr

Gln
Phe
Leu
45

Val

Asn

Pro Gly Gly
15

Sexr
30

Ser Tyr

Glu Trp Val

Ser Val Lys

Leu Tyr Leu

80

Tyr Cys BAla
95

Gly Gln
110

Pro Gly Gly

15

Ser
30

Ser Tyr

Glu Trp Val.

Asp Ser Val

Ser Leu Tyr

80



Leu Gln

Met

Ala Arg Asp

Gln Gly Thr

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

<400>

Glu Val
1

ils

14
118
PRT
Homo

14

Gln

Ser Leu Arg

Aia Met

His
35

Ser Ala Ile

50

Gly Arg
G;n_Met
Arg Val
"Leu Val

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

<400>

Arg Ala

Phe

Asn

vVal

Thr
115

15
11
PRT
Homo

15

Ser

Asn Ser
85

Gly Ile
100

Leu Val

sapiens
Leu Val
Leu Ser
20

Trp Val
Gly Ala
Thr Ile
Ser Leu

85

Val val
100

Val Ser

sapiens

Gln Gly
5

Leu

Leu

Thr

Gln

Cys

Arg

Gly

Ser

70

Arg

Val

Ser

Arg
Trp

Val

Se:

Ala

Gln

Gly

Arg

Ala

Gly

Ala

Phe

Ser
120

Gly

Gly

Ala

40

Gly

Asp

Glu

Phe

91

Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys

S0

95

Gly Asp Leu Pro Thr Tyr Trp Gly

105

Ser

Gly Gly Leu

Ser Gly Phe
25 :

Pro Gly Lys
Thr Tyr Tyr

Asn Ala Lys
75

Asp Met Ala
S0

Phe Asp Tyr
105

Ile Ser Asn Trp Leu Ala

10

Val His

Thr Phe

Gly Leu
45

Ala Asp
60

Asn Ser

Val Tyr

110

Pro
Ser
30

Glu
Ser

Leu

Tyr

Trp Gly Gln

110

Gly Gly
15

Ser Tyr
Trp Val

Val Lys

Tyr Leu
80

Cys Ala
95

Gly Thr
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<210> 16

<211> 7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 16

Ala Ala Ser Ser Leu Gln Ser
1 ' 5

<210> 17

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 17

Gln Gln Tyr Asp Ser Tyr Pro Arg Thr
1 : 5

<210> 18

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo. sapiens

<400> 18

Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Tyr Leu Ala
1 5 10

<210> 19

<211> 7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 19

Asp Ala Ser Asn Arg Ala Thr
1 } 5

<210> 20

. <211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 20

Gln Gln Arg Asn Asn Trp Pro Trp Thr
1 5 :

<210> 21

<211> 7

<212> PRT

<213> Homo sapiens
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<400> 21

Thr Ala Ser Ser Leu Gln Ser
1 5

<210> 22
<211> 9
<212> PRT .
<213> Homo sapiens

<400> 22
Gln Gln Tyr Asn Ser Tyr Pro Arg Thr
1 5

<210> 23
<211> 10
<2i2> PBRT .
<213> Homo sapiens

<400> 23

Gln Gln Arg Ser Asn Trp Pro aAla Leu Thr
1 5 . 10

<213> Homo sapiens

Arg Ala Ser Gln Gly Ile Ser Ser Trp Leu Ala
1 ) 10~

<210> 25
<211> 9
<212> PRT .
<213> Homo sapiens

<400> 25

Gln Gln Tyr Bsn Thr Tyr Pro Arg Thr
1 5

<210> 26
<211> 9~
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 26

Gln Gln Tyr Asn Ser Tyr Pro Tyr Thr
1 5



<210> 27
<211> 5

- <212> PRT

<213> Homo
<400> 27

Sexr Tyr Trp
1

<210> 28
<21il> 17
<212> PRT
<213> BHomo

<400> 28
Tyr Ile Lys
1

Gly

<2106> 29
<211> 12
<212> PRT
<213> Homo

<400> 29
Glu Gly Ile
1

<210> 30
<211> 5
<212> PRT

<213> Homo

<400> 30

Ser Tyx Gly
1l

<210> 31
<211> 17
<212> PRT
<213> Homo

<400> 31
Val Ile Trp
1

Gly

94

sapiens

Met Ser

sapiens

Gln Asp Gly Asn Glu Lys Tyr Tyr Val Asp Ser Val Lys

5 i0 : 15
sapiens

Leu Trxp Phe Gly Asp Leu Pro Thr Phe
5 10

sapiens

Met His

sapiens

Tyr Asp Gly Ser Lys Lys Tyr Tyr Ala Bsp Ser Val Glu
5 ' 10 15



95

<210> 32

<211> 12

<212> PRT

<213> Homo. sapiens

<400> 32

Asp Leu Asn Ile Met Val Trp Gly Ile Phe Asp Tyr
1 5 10

<210> 33

<211> 17

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 33

Tyr Ile Lys Gln Asp Gly Ser Glu Lys Tyr Tyr Val Asp Ser Val Lys
1 5 10 : . 15

Gly

210> 34
<211> 12
<212> PRT o
<213> Homo sapiens

<400> 34

Asp Gly Ile Leu Trp Phe Gly Asp Ile Pro Thr Tyr
1 : 5 i¢

<210> 35

<211> S

<212> PRT

' <213> Homo sapiens

<400> 35

Sexr Tyr Ala Met His
1 S

<210> 36

<211> 16

<212> PRT .
<213> Homo sapiens

<400> 36

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



<210> 37
211>
<212>

<213>

BRT
Homo
<400> 37

Gly Val Pro
1

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

38
12
PRT
Homo
<400> 38

Asp Gly Ile
1

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

39
16
PRT
Homo
<400> 39

ala Ile Gly
1

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

40
10
PRT
Bomo
<400> 40

val Val val
1

41
326
PRT
Homo

<210>
<211>
<212>
<213>
<400> 41

Ala Ser Thr
1

Ser Thr Ser

Phe Pro Gilu
35

96

saplens

Leu Leu Trxp Phe Gly Glu Phe Tyx
5 10

sapiens

Leu Trp Phe Gly Asp Leu Pro Thr Tyr
5 10

sapiens -

Ala Gly Gly Gly Thxr Tyr

Tyr Ala Asp Ser Val Lys Gly
5 5

10 1

sapiens

Val Val Gly Phe Phe Asp Tyx
5 . 10

sapiens

Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Cys Ser Arg
5 10 15

Glu Ser Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr
20 25 30

Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser
40 45



Gly

Leu

Tyr

Thr

Pro

Thr

val

145

val

Ser

Pro

225

Gln

Ala

Thr

val

50

Ser

Thr

vVal

Val

Leu

Higsg

Ser

Cys

Glu.

Ala
115

Met

130

Ser

Asn
Pro
210
Gln
Val

Val

Pro

His

Val

Gly
195
Ile

Val

Ser

Pro
275

Thr

Val

Asn

Axg

100

Gly

Ile

Glu

His

Arg

180

Lys

Glu

Tyr

Leu

Trp
260

Met

Phe

val

val

85

Lys

Pro

Ser

Asp

Pro
Thr
70

Asp
Cys
Ser
Arg

Pro

: 150

Asn
165

Ala

val Vval

Glu

Lys

Thr

Thr

245

Glu

Leu

Tyr

Thr

Leu

230

Cys

Ser

Asp

Ala

55

val

His

Cys

Val

Thr

135

Glu

Lys

Lys

Ile

215

Pro

Leu

Asn

Ser

97

Val Leu
Pro Ser
Lys Pro

Val Glu
105

Phe Leu
120

Pro Glu
Val Gln
Thr Lys

Val Leu
185

Cys lys
200

Ser Lys

Pro Ser

vVal Lys

Gly Gln
265

Asp Gly
280

Gln
Serx
Ser
1)

Cys
Phe
vVal
Phe
Pro
170
Thr
Val
Thr
Arg
Gly
250

Pro

Ser

Ser
Asn
15

Asn
Pro
Pro
Thr
Asn
155
Arg
val
Ser
Lys
Glu
235
Phe

Glu

Phe

Ser
60

Phe
Thr
Pro
Pro
Cys
140
Trp
Glu
val

Asn

Gly

220

Glu
Tyr
Asn

Phe

Gly Leu

Gly Thr

Lys Val

Cys Pro
110

Lys Pro
125

val val

Tyr Val

Glu Gln

His Gin
190

Lys Gly
205

Gln Pro

Met Thr

Pro Ser

Asn Tyr

270

Leu Tyr
285

Tyr
Gln
Asp
95

Ala
Lys
Val
Asp
Phe
175
Asp
Leu
Arg
Lys
Asp
255

Lys

Ser

Ser

Thr

80

Lys

Pro

Asp

Asp

Gly

160

Asn

Trp

Pro

Glu

Asn

240

Ile

Thr

Lys



Leu Thr Val

290

Ser Val Met

305

Ser Leu Ser

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

<400>

Ala
1

Ser

Phe

Gly

Leu

65

Tyr

Lys

Pro

Lys

Val
145

Tyr

Ser

Thr

Ile

Val

Ala

Pro

130

Val

Val

42
330
PRT
Homo

42
Thr
Ser
Glu
35
His
Ser
Cys

Glu

Pro
115

Lys

Val

Asp

Asp Lys

His

Pro

Glu

Gly
325

sapiens

Lys

Gly

20

Thr

val

Asn

Pro

100

Glu

Asp

Asp

Gly

Gly
.
Gly
val
Phe
val
Val
85
Lys
Leu
Thr

Val

val

Serx
Ala

310

Lys

Pro

Thr

Pro
Thr
10.

Asn
Ser
Leu
Leu
Ser
150

Glu

98

Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys

295

300

Leu- His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser ILeu

Ser

Ala

val

Ala

tn
wn

Val
His
Cys
61y
Met
135

His

Val

Val Phe

Ala Leu
25

Ser Trp
40

val Leu
Pro Ser
Lys Pro
Asp Lys

105

Glvaro
120
Ile Serx

Glu Asp

His Asn

Pro
10

Gly
Asn
Gln
Ser
Ser
90

Thr
Ser
Arg

Pro

Ala

315

Leu
Cys
Ser
Ser
Ser
75

Asn
nig
val
Thr
Glu

155

Lys

Ala

Leu

Gly

Ser
80

Leu

Thr

Thr

Phe

Pro

140

Val

Thr

Pro

Val

Ala

45

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

125

Glu

Lys

Lys

Ser

Lys

30

Leu

Leu

Thr

Val

Pro

110

Phe

Val

Phe

Pro

Ser

15

Asp

Thr

Tyx

Gln

Asp

95

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

320

Lys

Tyr

Ser

Ser

Thr

80

Lys

Cys

Pro

Cys

160

Glu



Glu

His

Lys

Gln

225

Leu

Pro

Asn

Leu

val

305

. Gln

Gln

Gln

Ala L

210

Pro

Thx

Ser

Tyr

Tyr

290

Phe

Lys

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

<400>

Arg Thr Val

1

Tyr

Asp
185

Lys

Asp

Lys T

275

Ser

Ser

Ser

43
107
PRT
Homo

43

Gln Leu Lys

Tyr Pro Arg

Asn

180

Txp

Pro

Giu

Asn

Ile

260

Lys

Cys

Leu

165

Sexr

Leu

Ala

Gln
245
ala
Thr
Leu

Ser

Ser
325

sapiens

Ala Ala

5

Thx

Bsn

Pro

Val
Pro
Thr
Val

310

Leu

Pro

Tyx

Gly

Ile

215

Val

Sex

Glu,

Pro
val
295

Met

Ser

Ser

Ser Gly Thr Ala

20

Glu Ala

Lys Val

Axg
Lys
200
Glu
Tyr
Leu
Trp
val
280
Asp

His

Pro

Val

Ser

99

170

val Vai Ser Val lLeu
185

Glu Tyr DLys Cys Lys
205

Lys Thr Ile Ser Lys
220

Thr Leu Pro Pro Ser
' 235

Thr Cys Leu Val Lys
’ 250 '

Glu Ser Asn Gly Gln
265

Leu Asp Ser Asp Gly
285

Lys Ser Arg Trp Gln
300

Glu Alaz Leu His Asn
315

Gly Lys
330

Phe Ile Phe Pro Pro
10 .

Thy

190

Val

Ala

Arg

Gly

Pro

270

Ser

Gln

His

175

Val
Ser
Lys
Asp
Phe
255
Glu
Phe

Gly

Tyr

Leu
Asn
Gly
Glu
240
Tyxr
Asn
Phe

Asn

Thr
320

Sex Asp Glu -

15

Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe

25

30

Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln

40

45



Ser

Gly
50

Asn

Thr Tyr Ser

65

Lys

Pro

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

<400>

His

Val

Lys

Thr

44
447
PRT
Homo

44

Glu Val Gln

1

Ser

Trp

Ala

Lys

65

Leu

Gln

vVal

Ala

Met

Tyr

50

Gly

Gln

Arg

Gly

Phe

130

Leu

Arg

Sex
35

-

Ile

Arg

Met

Glu

Ile

115

Pro

Gly

Ser

Leu

Val

Lys

Gln

Ser

Tyx

85

Ser

100

sapiens

Leu

Leu

20

Trp

Lys

Phe

Asn

Gly

100

Leu

Leu

Cys

Val

Ser

val

Thr

Ser

Ile

Val

Ala

Leu

Glu

Ser

Ala

Phe

Glu

Cys

Arg

Asp

Ser
55
Thr

Cys

Asn

Ser
Ala
Gln

Gly

- 55

Ile
70

Leun
Leu
Thr

Pro

val

Ser

Arg

Trp

val

Cys
135

Lys

100

Val

Leu

Glu

Arg

Gly

Gly

Ala

40

Asn

Arg

Ala

Phe

Ser

120

Serx

Asp

Thr

Thr

val

Gly
105

Gly

Ser

25

Pro

Glu

Asp

Glu

Gly

105

Ser

Arg

Tyr

Glu

Leu

Thr

1]

Glu

Gly

10

Gly

Gly

Lys

RAsn

Asp

Asp

Ala

Ser

Phe

Gln

Ser

15

His

Cys

Leu

Phe

Lys

Tyxr

Ala

15

Thr

Leu

Ser

Thr

Pro

Asp
60

Lys Ala Asp

Gln Gly Leu

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

RAla

Pro

Thr

Ser

140

Glu

Ser Lys

Gln Pro

Phe Ser
30

Leu Glu
45

Val Asp

Lys Ser

Val Tyr

Thr Phe

110

Lys Gly
125

Glu Ser

Pro val

Asp

Tyr

Ser
95

Gly
15

Ser

Trp

Ser

Leu

Tyr
95

Txp
Pro

Thr

Thr

‘Ser

Glu
80

Ser

Gly

Tyr

Val

val

Tyr

80

Cys

Gly

Sex

Ala

Val



145

Serxr

val,

Prc

Lys

val

225

Phe

Pro

vVal

Thr

Val

© 305

Cys

Serx

Pro

val

Gly
385

Trp

Leu

Sexr

Glu

Leu

Glu

Gln

Lys

290

Leu

Lys

Lys

Sex

Lys

370

Gln

Asn

Gln

Ser

195

Ser

Cys

Phe

Val

Pro

Thr

Val

Thr

Axg

355

Gly

Pro

Ser

Ser

180

Asn

Asn

Pro

Pro

Thr
260

~Asn

Axrg

Val

Ser

Lys

340

Glu

Phe

Glu

Gly
165
Ser
Phe

Thr

Pro

150

Ala

, Gly

Gly

Lys

Cys.

. 230

Pro

245

Cys

Txp

Glu

val

Asn

325

Gly

Glu

Tyx

Asn

Lys

val

Tyx

Glu

His

310

Lys

Gln

Met

Pro

Asn
390

Leu

Leu

Thr

Val

215

Pro

Pro

Val

‘Val

Gln

285

Gln

Gly

Pro

Thr

Ser

375

Tyr

101

Thr

Tyr

Gln

200

Asp

Ala

Lys

Val

Phe
Asp
Leu
Arg

Lys

360

Asp

Lys

Ser

Ser

185

Thr

Lys

Pro

Rsp

Asp

265

Gly

Asn

Txp

Pro

Glu

345

Asn

Ile

Thr

Gly
170
Leu
Tyr
Thr
Pro
Thx
250
Val

Val

Ser

Leu ‘

Ala
330

Pro

Gln

Ala

Thr

155

Val

Ser

Thr

Val

val

23§

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

315

Pro

Gln

Val

Val

Pro
395

His

Ser

Cys

Glu

220

Ala

Met

His

Val

Phe

300

Gly

Val

Ser

Glu

380

Pro

Thr

Val

Asn

205

Rrg

Gly

Ile

Glu

His

285

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu
365

Trp

Met

Phe

Val

190

Val

Lys

Pro

Ser

Val

Glu

Lys

Thr

350

Thr

Glu

Pro
178

Thr

Asp

Cys

Ser

Arg

255

Pro

Ala

Val

Tyr

Thr

335

Leu

Cys

Ser

Asp

160
Ala
val
His
Cys
Val
240
Thr
Glu
Lys
Ser
Lys
320

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser
400



102

Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Axg -
405 410 415 -

Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu
420 425 430

His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser lLeu Ser Pro Gly Lys
435 440 445

<210> 45

<211> 214

<212> PRT

<213> Home sapiens

<400> 45
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Glin Gly Ile Ser Asn Trp
20 _ 25 .30

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Glu Lys Ala Pro Lys Ser Leu Ile
35 40 45

Tyr Ala Ala Ser Ser Leu Gln ¢ Val [
50 55 : 60

n
D
=
:
fm~
<
<3
1
s
]
3
n
()
'3
w
g
<3
[}
w0
[1]
H
(9]
1
et

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75 80

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Asp Ser Tyr Pro Arg
85 90 95

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg Thr Val Ala Ala
100 105 110

Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln Leu Lys Ser Gly
115 _ 120 125

Thr Ala Ser Val val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala
130 135 140 . )

Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly Asn Ser Gln
145 150 155 160



Glu Ser Val

Ser Thr

Ala Cys

Leu

Glu
195

Thr

Thr
i8¢0

Val

Glu
165

Leu

Thr

Phe Asn Arg Gly Glu

210

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

<400>

46
447
PRT
Homo

46

sapiens

Glu Val Gln Leu Val

1

Ser Leu

Trp Met

Ala Tyx
50

Lys Gly
65

Leu Gln

ala Arg

Gln Gly

Val Phe

130

Ala Leu
145

Arg
Ser
35

Ile
Arg
Met
Glu
Thr
115

Pro

Gly

Leu

20

Trp

Lys

Phe

Asn

Gly

100

Leu

Leu

Cys

5

Ser

Val

Gln

Thr

Sexr

85

Ile

val

Ala

Leu

Gin

Ser

His

Cys

Glu
C?s
Arg
Asp
Ile
70

Leu
Leu
Thr

Pro

Val
150

Asp

Lys

Gln

Ser

Ala

Gln

Gly

Ser

Arg

Trp

val

Cys

135

Lys

Ser

Ala

Gly
200

Gly

Ala

Ala

40

Asn

Arg

Ala

pPhe

Ser

120

Ser

Asp

103

Lys
Asp

185

Leu

Gly

Ser

25

Pro

Glu

asp

Glu

Gly

105

Ser

Arg

Tyr

Asp Ser Thr Tyr

170

Tyx

Ser

Gly

10

Gly

Gly

Lys

Asn

Asp-

Asp

Ala

Ser

Phe

Glu Lys His

Ser Pro Val

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ala

75

Thr

Leu.

Ser

Thr

Pfo
155

val

Thr

Gly

Tyx

60

Lys

Ala

Pro

Thr

Ser

140

Glu

205

Gln

Phe

Leu

45

Val

Asn

Val

Thr

Lys

125

Glu

Pro

Ser

Lys

180

Thr

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Sex

Tyr

Phe

110

Gly

Ser

Val

Len
175

Val

Lys

Gly
15

Ser
Trp
Ser
Leu
Tyr
35

Trp
Pro

Thr

Thr

Serx

Tyr

Ser

Gly

Tyr

Val

val

Tyr

80

Cys

Gly

Serxr

Ala

Val
160



Ser

vVal

Pro

Lys

Val

225

Phe

val

Thx

Val

305

Cys

Ser

Pro

- Val

Gly
385

Trp

Leu

Ser

Pro

210

Glu

Leu

Glu
Gln
Lys
230
Leu
Lys
Lys
Ser
Lys
370

Gln

Asn

Gln

Ser

185

Serx

Cys

Phe

Val

Phe

275

Pro

Thr

Val

Thr

Arg

355

Gly

Pro

Ser

Sex

180

Asn

Asn

Pro

Pro

Thr

260

Asn

Axrg

Val

Ser

Lys

340

Glu

bPhe

Glu

Gly

165

Ser

Phe

Thyr

Pro

Pro

245

Cys

Trp

Glu

Val

Asn

325

Gly

Glu

Tyr

aAsn

Ala

Gly

Gly

Lys

Cys

230

Lys

Val

Tyr

Glu

His

310

Lys

Gln

Met

Pro

Asn
390

Leu
Leu
Thr
Val
215
Pro
Val
Val
Gin
295
Gln
Gly
Pro
Thr
Ser

375

Tyr

104

Thr

Tyr

Gln

200

Agp

Ala

Lys

Val

Asp

280

Phe

Asp

Leu

Arg

Lys

360

Asp

Lys

Ser

Sexr

185

Thr

Lys

Pro

Asp

Asp

265

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

345

Asn

Ile

Thr

Gly
170

Leun

Tyx

Thr

250

Val

Val

Ser

Leu

Ala

330

Pro

Gln

Ala

Thr

Val

Ser

Thxr

Val

Val

235

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

315

Pro

Gln

Val

val

Pro
395

Ser

Cys

Glu

220

Ala

Met

His

val

Phe

300

Gly

Ile

Val

Sexr

Glu

380

Pro

Thr

Val

Asn

208

Arg

Gly

Ile

Glu

His

285

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu
365

Met

Phe
val
130
val
Lys
Pro
Ser
Asp
270
Asn
Val
Glu
Lys
Thr
350
Thr

Glu

Leu

Pro
175

Thr

Asp

Sex

Arg

255

Pro

Val

Tyxr

Thr
335

Leu.

Cys

Ser

Asp

Ala |
Val
His
Cys
Val
240
Thr
Glu
Lys
Ser
Lys.
320
Ile
Pro
Leu

Asn

Ser
400



Asp Gly Ser

Trp Gln

His Asn

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

<400>
Gln Val
1

Ser Leu
Gly Met

Ala Val
50

Glu Gly
65

Leu Gln
Ala Arg
Gln Gly

Val Phe
130

Ala Leu
145

Ser Trp

Gln

His
435

47
451
PRT
Homo

47

Gln

Arg

His

35

Ile

Arg

Met

Asp

Thr

115

Pro

Gly

Asn

Phe

Gly
420

Tyr

Phe
405

Asn

Thr

sapiens

Leu

Leu
20

Trp

Trp

Phe

Asn

Leu

100

Leu

Leu

Cys

Ser

Val

Ser

Tyr
Thr
Ser
85

Asn
Val
Ala

Leu

Gly

Leu Tyr Ser

Val Phe Ser

Gln Lys Ser

Glu

Cys

1 Arg

Asp

Ile

70

Leu

Ile

Thr

Pro

Val

150

Ala

Ser

Ala

Gln

Gly

Ser

Arg

Met

Val

Ser

135

Lys

Leu

440

Gly

Ala

Ala

40

Ser

Arg

Ala

Val

Ser

120

Ser

Asp

Thr

105

Lys

Cys

Leu
410

Ser

425

Leu

Gly

Ser

25

Pro

Lys

Asp

Glu

10S

Ser

Lys

Tyr

Ser

Ser

Giy
10

Gly
Gly
Lys
Asn
Asp
Gly
Ala
Ser

Phe

Gly

Thr Val Asp

Val Met His

Leu Ser Pro

Val

Phe

Lys

Tyxr

Ser

75

Thr

Ile

Ser

Thr

Pro

155

Val

val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Phe

Thr

Ser

140

Glu

His

445

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Asp

Lys

125

Gly

‘Pro

Thr

Lys

Glu
430

Gly

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Phe

Tyr

110

Gly

Gly

val

Phe

Serx
415

Ala

Lys

Gly
15

Ser

Ser

Leu

Tyr
95

Trp.

Pro

Thr

Thr

Pro

Arg

Leu

Arg
Tyz
Val
Val
Tyr
80

Cys
sly
Ser
Ala
Val

160

Ala



val

Pro

Lys

Asp
225

Gly

Ile

Glu

Arg

305

Lys

Glu

Tyr

Leu

Trp
385

vVal

Leu

Ser

Pro

210

Lys

Pro

Ser

Asp

N e
NS

290

val

Glu

Lys

Thr

Thr

370

Glu

Leu

Gln

Ser

195

Ser

Thr

Ser

Arg

val

Tyr

Thr

Leun

355

Cys

Ser

Asp

Sex

180

Ser

Asn

His

Val

Thr
260

Glu

£
v
w

Ser

Lys

Ile

340

Pro

Leu

Asn

Ser

165

Ser

Leu

Thr

Thr

Phe
245

Pro

Val

Val

Cys

325

Ser

Pro

vVal

Gly

Asp

Gly

Gly

Lys

Cys
230

Leu

Glu

Lys

Leu

310

Lys

Lys

Ser

Lys

Gln
390

Gly

Leu

Thx

val
215

Pro

Phe

val

Phe

Thr

Val

Ala

Arg

Gly

375

Pro

Ser

106

Tyr

Gln

200

Asp

Pro

Pro

Thr

Val

Ser

Lys

Asp

360

Phe

Glu

Phe

Ser

185

Thr

Lys

Cys

Pro

Cys
265

Trp

[2)
e

Leu

Asn

Gly

345

Glu

Tyr

Asn

Phe

170

Leu

TYY

Lys

Pro

Lys
250

Val

Tyx

9]
F-l
c

His

Lys

330

Gln

Leu

Pro

Asn

Leu

Sex

Ile

Val

Ala
235

Pro

Val

Val

Gln

315

Ala

Pro

Thr

Ser

Tyr

385

Tyr

Ser

Cys

Glu

220

Pro

Lys

Val

Asp

Leu

Arg

Lys

Asp

380

Lys

Ser

vVal

Asn

205

Pro

Glu

Asp

Asp

Gly
285

Pro

Glu

Asn

365

Ile

Thr

Lys

val
190

val

Lys

Leu.

Thr

Val

270

val

Leu

Ala’

Pro

350

Gln

Ala

Thr

Leu

175

Thx

Asn

Ser

Leu

Leu

255

Ser

Glu

P T
4L

Asn

Pro

335

Gln

Val

Val

Pro

Thr

Val

His

Cys

Gly
240

Met

His

Val

3
~
H

Gly

320

Ile

Val

Ser

Glu

Pro

400

Val



Asp

His

Pro

Lys Ser

Glu Ala
435

Gly Lys
450

<210> 48
<211> 214
<212> PRT

<213>

Homo

<400> 48

Glu

1

Glu

Len

Tyr

Ser

€5

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys
145

Ile Val
Arg Ala

Ala Trp
35

Asp Ala
50

Gly Ser
Asp Phe
Phe Gly

Ser Val
115

Rla Ser
130

Val Gln

405

107

410

415

Arg Txp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met

420.

425

430

Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu SerALeu Serxr

sapiens

Leu
Thr
20

Tyxr
Ser
Gly
Ala
Gln
100

Phe

Val

Trp

Thr
5

Leu

Gln

Asan

Thr

Val

85

Gly

Ile

Val

Lys

Gln
Ser
Gln
3Ig
Asp
70

Tyr
Thr
Phe

Cys

Val
150

Ser
Cys
Lys
Ala
55

Ppe
Tyrxr
Lys
Pro
Leu

135

Asp

440

Pro

Arg

Pro

40

Thx

Thr

Cys

Val

Pro

120

Leu

Asn

Ala

Ala

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

105

Sexr

asn

Ala

Thr

10

Ser

Gln

Ile

Thr

Gln

90

Ile

Asp

Asn

Leu

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Arg

Lys

Glu

Phe

Gln
155

Ser

Ser

Pro

Ala

60

Ser

Asn

Arg

Gln

Tyr

445

Leu

Val

Arg

45

Arg

Ser

Asn

Thr

Leu

125

Pro

140 .

Ser

Gly

Ser

Sex

30°

Leu

Phe

Leu

Txp

Val

110

Lys

Arg

Asn

Pro
Ser
Leu
Ser
Glu
Pro
95.
Ala
Ser

Glu

Ser

Gly
Tyxr
Ile
Gly
Pro
80

Trp
Ala
Gly

Ala

Gln
160



Glu Ser Val

Ser Thr Leu

Aia Cys Glu

195

Phe Asn Arg

210

<210>
<Z11>
<212>
<213>

<400>

49
433
PRT
Homo

48

Arg Thr Val

1

Gin 1

Tyr

sSer

Thyr

65

Lys

Pro

Pro

Thr

Thr

Pro

Gly

50

Tyr

His

val

Ser

Ala
130

Val

.Lys
Arg
Asn
Ser
Lys
Thr
Val
115

Ala

Ser

Thr

Thr
180

vVal

Glu
165

Leu

Thr

Gly Glu

sapiens

Rla

Ser

20

Glu

Ser

Leu

Val

Lys

100

Phe

Leu

Trp

Ala

Gly

Ala

Gln

Sexr

Tyx

85

Ser

Pro

Gly

Asn

Gln

Sexr

His

Cys

Pro

Thr

Lys

Glu

Ser

70

Ala

Phe

Leu

Cys

Ser

Asp
Lys

Gln

Ser

Val
Ser
Thr
Cyg

Asn

Leu
135

Gly

108

Ser

Ala

Gly
2QQ

Vai

Ser

Gln

- 40

val

Leu

Glu

Arg

Pro

120

Val

Ala

Lys

Asp

185

Leu

Phe

Val

25

Trp

Thr

Thx

Val

Gly

105

Cys

Lys

Leu

Asp
170

Tyr

Ser

Ile

val

Lys

Glu

Leu

Thx

90

Glu

Ser

Asp

Thr

Ser

Glu

Ser

Phe

Cys

Val

Gln

Se;

75

His

Cys

Arg

Tyr

Ser

Thr Tyr
Lys BRis

Pro Val
205

Pro Pro
Leu Leu

Asp Asn
45

Asp Ser
60 -

Lys Ala
Gln Gly
Ala Ser

Ser Thr
125

Phe Pro
140

Gly Val

Sexr

Lys

180

Thx

Ser

Asn

30

Ala

Lys

Asp

Leu

Thr

110

Serxr

Glu

His

Leu
178

Val

‘Lys

Asp
15

Asn
Leu
Asp
Tyx
Ser
95

Lys
Glu

Pro

Thr

Ser

Tyr

Ser

Glu
Phev
Gln
Sex
Glu
80
Ser
Gly
Ser

Val

Phe



145

Pro

Thr

Asp

Cys

Sex

225

Pro

Ala

Val

Tyr

305

Thr

Leu

Cys

Ser

Asp
385

Ala

Val

His

Cys
210

Val

Thr
Glu
LYS
Ser
290
Lys
Ile
Pro
Leu
Asn

370

Ser

Val

Pro

Lys

195

Val

Phe

Pro

Val

Thr

278

val

Cys

Ser

Pro

vVal

355

Gly

Asp

Leu

Ser

180

Pro

Glu

Leu

Glu

Gln

260

Lys

Leu

Lys

Lys

Ser

340

Lys

Gln

Gly

Gln

165

Ser

Ser

Cys

Phe

Val

245

FPhe

Pro

Thr

Val

Thrx

325

Arg

Gly

Pro

Ser

150

Ser

.Asn

Asn

Pro

Pro

230

Thr

Asn

Arg

Val

Ser

310

Lys

Glu

Phe

Glu

Phe
390

Sex

Phe

Thr

Pro

218

Pro

Cys

Trp

109

Gly

Gly

Lys

200

Cys

Lys

val

Tyxr

Glu Glu

Val
29%

Asn

Gly

Glu

Tyr

Asn

375

Phe

Lys

Gln

Met

Pro

360

Asn

Leu

Leu

Thr

185

Val

Pro

Pro

Val

Val

265

Gln

Gln

Gly

Pro

Thr

345

Ser

Tyr

Tyr

Tyr
170
Gln
Asp
Ala
Lys
val
250
Asp
Phe
Asp
Leu
Axrg
330
Lys
Asp

Lys

Ser

188

Sexr

Thr

Lys

Pro

Asp

235

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro

315

Glu

Asn

Ile

Thr

Lys
395

Leu

Tyr

Thr

Pro
220

Thr

Val

Val

Ser

Len

300

Ala

Pro

Gln

Ala

Thr

380

Leu

Ser

Thr

Val

205

Val

Leu

Ser

Glu

Pro

Gln
Val
Val
365

Pro

Thr

Ser

Cys

190

Glu

Ala

Met

His

Val

270

Phe

Gly

Ile

Val

Serx

350

Glu

Pro

val

Val

175

Asn

Arg

Gly

Glu

160

Val

Val

Lys

Pxo

Ser
240

255 -

His

Arg

Lys

Glu

Tyxr

335

Leu

Trp

Met

Asp

Asn

Val

Glu

Lys

320

Thr

Thrx

Glu

Leu

Lys
400



110

Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu

Ala Leu His

Lys

<210>
<211>
<Ziz>
<213>

<400>

S50
214
PRT
Homo

50

Asp Ile Gin

1

Asp

Leu

3
H

Ser
65

Glu
Thr
Pro

Thr

Lys
145

Arg

Ala

Asp

Phe

Ser

Ala

130

val

Val

Serx

Phe

Gly

Val

115

Ser

Gln

405

410

415

Asn His TyrAThr Gln Lys Sex Leu Ser Leu Ser Pro Gly

420

sapiens

Met

Thr
290

Tyr

]
o
2]

Gly

Ala

Gln

100

Phe

Val

Trp

Thr

Ile

Gln

[42)

Thr

Thr

Gly

Ile

Val

Lys

Gln

Thr

Gin

Tyx

Thr

Phe

Cys

val
150

Ser

Cys

Lys

5]

0o
13

Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu

135

Asp

Pro

Thr

Cys

val

Pro

120

Leu

Asn

425

Ser

Ala

25

Glu

Leu

Gln

Glu

105

Ser

Asn

Ala

Ser

Ser

Lys

Thr

Gln

90

Ile

Asp

Asn

Leu

Leu

Gln

Ala

n
H
c

Ile

75

Tyr

Lys

Glu

Phe

Gln
155

Ser

Gly

Pro

L2

o W
o

Ser
Agn
Arg
Gln
Tyx

140

Ser

Ala

Ile

éer
Ser
Thr
Leu
125

Pro

Gly

430

Ser

Sex
30

Ser

Phe §

Leu

Tyr

Val

110

Lys

Axg

Asn

Val

Asn

Leu

Gln

Pro

95

Ala

Ser

Glu

Sexr

Gly

Trp

I;e

Pro

80

Arg

Ala

Gly

Ala

Gln
160



Glu Ser Val Thr

Ser Thr Leu Thr

180

Ala Cys Glu Val

185

Phe Asn Arg Gly

210

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

<400>

51
447
PRT

Glu

165

Leu

Thr

Glu

Homo sapiens

51

Glu Val Gln Leu

1

Ser 1

Trp

Ala

Lys

65

Leu

Ala

Gln

val

Met
Tyr
50

Gly

Gln

Arg

Gly

Phe
130

Arg Leu
20

Ser Trp
35

Ile Lys

Arg Phe

Met Asn

Asp Gly
100

Thr Leu
115

Pro Leu

Val

Ser

Val

Gln

Thr

Ser
85

Ile

vVal

Ala

Gln Asp Ser

Ser Lys Ala

Cys

Glu

Cys

Arg

Asp

Ile

70

Leu

Leu

Thx

Pro

Gln

Ser

Ala

Gln

Gly

Ser

Arg

Trp

Val

Cys
135

Gly

200

Gly

Ala

Ala

40

Sex

Arg

Ala

Phe

Ser
120

Ser

111

Lys

Asp

185

Leu

Gly

Ser

25

Pro

Glu

Asp

Glu

Gly
105

Ser

Arg

Asp Ser Thr Tyr

170

Tyr

Ser

Gly

10

Gly

Gly

Lys

Asn

Asp
90

Asp

Ala

Ser

Glu Lys His

Ser Pro Val

Leu

Lys

Tyx

Ala

75

Thr

Ile

Ser

Thr

Val

Gly
Tyxr
60

Lys

Ala

Pro

Thr

Ser
140

205

Gln
Phe
Leu
45

Val

Asn

Val

Thr

Lys
125

Glu

Ser

Lys

180

Thr

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Ser

Tyr

Tyx
110

Gly

Ser

Leu
175

val

Lys

Gly

15

Ser

Trp

Ser

Tyr
95

Txp

Pro

Thr

Ser
Tyr

Ser

Gly
Tyx
val
Val
Tyr
80

Cys
Gly

Ser

Ala



Ala
145
Ser
val
Pro
Lys
val
225

Phe

Pro

Thr
Val
305
Cys
Serx
Pro

Val

Gly

Leu

Txp

Leu

Ser

Pro

210

Glu

Leu

Glu

&
=]

Lys ‘

290

Len

Lys

Lys

Sex

Lys

370

Gln

Gly
Asn
Gln
Ser
195
Ser
Cys
Phe
Val
Phe
275
Pro
Thr
Val
Thr
Arg
355

Gly

Pro

Cys

Sex

Ser

180

Asn

Bsn

Pro

Pro

Thr

260

Asn

val

Ser

Lys

340

Glu

Phe

Glu

Leu

Gly

165

Ser

Phe

Thr

Pro

Pro

245

Cys

TIrp

g Glu

Val
Asn
325
Gly
Glu

Tyr

Asn

Val

150

Ala

Gly

Gly

Lys

Cys

230

Lys

Val

Tyr

Glu

His

310

Lys

Gln

Met

Pro

Asn

Lys

Leu

Leu

Thx

val

215

Pro

Pro

Val

Val

Gln

295

Gln

Gly

Pro

Thr

Ser

375

Tyr

112

Asp

Thr

Tyr

Gln

200

Asp

Lys

Val

Asp

280

Phe

Asp

Leu

Arg

Lys’

360

Asp

Lys

Tyr

Ser

Ser

185

Thr

Lys

Pro

Asp

Asp

265

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

345

Asn

Ile

Thr

Phe

Gly

176

Leu

Tyx

Pro

Thr

250

Val

val

Sex

Leu

Ala

330

Pro

Gln

Ala

Thr

Pro
155
val
Ser
Thr
Val
Val
235
Leu
Ser
Glu
Thr
Asn
315
Pro
Gln
val

val

Pro

Glp
His
Ser
Cys
Glu
220
Ala
Met
His
Val
Fhe
300
Gly
Ile
Val
Ser
Glu

380

Pro

Pro
Thr
val
Asn
205
Azxg

Gly

Ile

His
285
Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu
365

Trp

Met

val

Phe

val

190

val

Lys

Pro

Ser

Asp

270

Asn

Val

Glu

Lys

Thr

350

Thr

Glu

Leu

Thr

Pro

175

Thr

Asp

Cys

Ser

Arg

255

Pro

Ala

Val

Tyx

Thr

335

Leu

Cys

Ser

Asp

val

160

Ala

val

His

Cys

Val

240

Thr

Glu

Lys '

Ser

Lys

320

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser



385

Asp Gly Ser

Trp Gln Gln

His Asn His

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Glu Val
1

Sexr Leu

Ala Met

Ser Ala
50

Gly Arg

65

Gln Met

Arg Val

Leu Val

Leu Ala

130

Cys Leu
145

435

52

444

PRT
Homo

‘52

Gln

Arg

His

35

Ile

Phe

Asn

Val

Thr

115

Pro

Val

Phe

Gly
420

Tyr

Phe
405

Asn

Thr

sapiens

Leu
Leu
20

Trp
Gly
Thr
Ser
Val
100
val

Cys

Lys

val
5
Ser
val
Ala
Ile
Leu
85
val
Ser

Ser

Asp

390

Leu

Val

Gln

Gln

Cys

Arg

Gly

Ser

70

Arg

Val

Ser

Arg

Tyr
150

Tyr

Phe

Lys

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Arg

Ala

Gly

Ala

Ser

113

Serx
Ser

Ser
440

Gly
Gly
Ala
40

Giy
Asp
Glu
Phe
Ser

120

Thr

135°

Phe

Pro

Lys:

Cys
425

Leu

Gly
Ser
25

Pro
Thr
Asn
Asp
Phe
105
Thr

Ser

Glu

Leu
410

Ser

Ser

Gly

10

Gly

Gly

Tyr

Ala

Met

90

Asp

Lys

Glu

Pro

3385

Thr Val Asp

Val Met

Leu Ser

Leu Val

Phe Thr

Lys Gly

Tyr Ala

60

Lys Asn
75

Ala Val

Tyr Trp

Gly Pro

Ser Thr

His

Pro
445

Phe

Leu

45

Asp

Ser

Tyr.

Gly

Ser
125

Ala

140

Val Thr
155

Val

Lys

Glu

430

Gly

Pro

Ser

Glu

Ser

Leu

Tyr

Gln

110

val

Ala

Ser

Serxr
4158

Ala

Lys

Gly
15

Ser
Trp
Val
Tyxr
Cys
95

Gly
Phe

Leu

Trp

400

Arg

Leu

Gly
Tyxr
Val
Lys
Leu
80

Ala
Thr
Pro

Gly

Asn
160



Ser

Ser

Asn
Pro
225
Pro

Thr

Asn

Val
305
Ser
Lys
Glu

Phe

Glu
385

Gly

Ser

Phe

Thr

210

Pro

Pro

Cys

Trp

Glu

290

Val

Asn

Gly

Glu

Tyr

370

Asn

Ala

Gly

Gly

195

Lys

Cys

Lys

Val

Tyr

275

Glu

His

Lys

Gln

Met

355

Pro

Asn

Leu

Leun

180

Thr

Pro

Pro

Val

260

Val

Gln

Gln

Gly

Pro

340

Thr

Ser

Tyr

Thr

165

Tyr

Gln

Asp

Lys

245

val

Asp

Phe

Asp

Leu

325

Arg

Lys

Asp

Lys

Ser

Ser

Thr

Lys

Pro

Gly

Leu

Tyr

Thr

215

Pro

230

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp

310

Pro

Glu

Asn

Ile

Thr
390

Thr

Val

Val

Ser

295

Leu

Ala

Pro

Gln

Ala

375

Thr

val

Ser

Thr

200

val

Val

Leu

Ser

Glu

280

Thr

Asn

Pro

Gln

val

360

val

Pro

114

His

Ser.

185

Cys
Glu
Ala
Met
His
265
val
Phe
Gly
Ile
val
345
Ser

Glu

Pro

Thr
170
Val
Asn
Arg
Gly
Ile
250
Glu
His
Arg
Lys
Glu
330

Tyr

Leu

Trp

Met

Phe
val
Val
Lys
Pro
235
Ser
Asp
Asn
Val
Glu
315
Lys
Thr
Thr

Glu

Leu
395

Pro

Thr

Asp

Cys
220

Ser-

Pro

Ala

val

300

Tyr

Thr

Leu

Cys

Ser

380

Asp

Ala

Val

His
205

Cys

vVal

g Thr

Glu

Lys

285

Ser

Lys

Ile

Pro

Leu

365

Asn

Ser

Val

Pro

190

Lys

Val

Phe

Pro

Val

270

Thr

val

Cys

Ser

Pro

350

val

Gly

Asp

Leu

175

Ser

Pro

Glu

Leu

Glu

255

Gln

Lys

Leu

Lys

Lys

335

Ser

Lys

Gln

Gly

Gln

Ser

Sexr

Cys

Phe

240

val

Phe

Pro

Thr

val

320

Thr

Arg

Gly

Pro

Serxr
400



115

Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gin
' 405 410 415 '

Gly Bsn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Bla Leu His Asn His
420 425 430

Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
435 440

<210> 53

<211> 214

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 53

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

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Gly Ile Ser Ser Trp
20 25 30

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Glu Lys Ala Pro Lys Ser Leu Ile
35 490 45

Phe Ala Ala Ser Ser Leu Gln Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 : 70 75 80

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Asn Ser Tyr Pro Tyr
85 90 95

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg Thr Val Ala Ala
100 105 . 110

Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln Leu Lys Ser Gly
115 120 125

Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala
130 135 140

Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly Asn Ser Gln

145 150 155 160

Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser



Ser
Ala

'Phe

Thr Leu

Cys Glu
i9s

Asn Arg
210

<210> 54
<211> 447
<212> PRT
<213> Homo

<400> 54

Glu
1

Ser

Trp

Lys

65

Leu

Ala

Gln

val

RAla
145

Val Gln

Leu Arg

Met Ser
35

Tyr Ile
50

Gly Arg

Gln Met

Arg Asp

Gly Thr
115

Phe Pro
130

Leu Gly

165
Thr Leu

180

Val Thr

Gly Glu

sapiens

Lieu Val
5

Leu Ser
20

Trp Val
Lys Gln
Phe Thr
Asn Ser

85

Gly Ile
100
Leu Vval

Leu Ala

Cys Leu

1

16

170

175

Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr

185

190

His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser

Cys

Glu

Cys

Arg

Asp

Ile

70

Leu

Leu

Thr

Pro

Val
150

Ser

Gln

Gly

S5

Ser

Arg

Trp

val

Cys

135

Lys

200

Gly
Ala
Ala
40
Ser
Arg
Ala
Phe
Ser
120

Ser

Asp

Gly

Ser

25

Pro

Glu

Asp

Glu

Gly

105

Ser

Arg

Tyr

Gly

10

Gly

Gly

Lys

Asn

Asp

90

Asp

Ala

Ser

Phe

Leu

Phe

Lys

Tyx

Ala

15

Thr

Leu

Ser

Thr

Pro
155

205

Val Gln

Thr Phe

Gly Leu
45

Tyr Val
60

Lys Asn

Ala Val

Pro Thr

Thr Lys
125

Ser Giu
140

Glu Pro

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Sex

Tyr

Tyr

110

Gly

Ser

Val

Gly

15

Ser

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Trp

Pro

Thr

Thr

Gly
Tyr
Val
Val
Tyr
80
Cys
Gly
Ser

Ala

Val
160



Ser

Val

Pro

Lys

val

225

Phe

Pro

Val

Thr

val

- 305

Cys

Ser

Pro

Val

Gly
385

Trp

Ser
Pro
210
Glu
Leu
Glu
Gln
Lys
290

Leu

Lys

Lys -

Ser

Lys
370

Gln

Asn

Gln

Ser

195

Ser

Cys

Phe

val

Phe

275

Pro

Thr

val

Thr

Arg

355

Gly

Pro

Ser

Ser

180

Asn

asn

Pro P

Pro
Thr
260
Asn
Arg
Val

Ser

Lys
340

Glu

Phe

Glu

Gly

165

Ser

Phe

Thr

Pro

245

Cys

Trp

Glu

Val

Asn

325

Gly

Glu

Tyr

Asn

Ala

Gly

Gly

Lys

Cys

230

Lys

val

Tyr

Glu

His

310

Lys

Gln

Met

Pro

Asn
390

Leu

Leu

Thr

Val

215

Pro

Pro

Val

Val

Gln

295

Gln

Gly

Pro

Thr

Ser

375

Tyr

117

Thr
Tyr
Gln
200
Asp
Ala
Lys
Val
Asp
280
Phe
Asp
Leu
Arg
Lys
360

Asp

Lys

Ser

Ser

185

Thr

Lys

Pro

Asp

265

Gly

Asn.

Trp

Pro

Glu

345

Asn

Ile

Thr

Gly

170

Leu

Tyx

Thr

Thr

250

Val

Val

Ser

Leu

Ala

330

Pro

Gln

Ala

Thr

Val

Sex

Thr

Val

Val

235

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

315

Pro

Gln

Val

Val

Pro
395

His

Ser

Cys

Glu

220

Met

His

Val

Phe

300

Gly

Ile

vVal

Ser

Glu

380

Pro

Thr
Val
Asn
205
Arg
Gly
Ile
Glu
His
285
Arg
Lys
Glu

Tyr

Leu
365

Trp

Met

Phe

val

190

val

Lys

Pro

Ser

Agp

270

Asn

Val

Glu

Lys

Thr

350

Thr

Glu

Leu

Pro
175

Thr

Asp

Cys

Ser

Arg

255

‘Pro

Ala I

Val

Tyr

Thr
335

Leu-

Cys

Ser

Asp

Ala.

Val

His

Cys

Val

240

Thr

Glu

Ser

Lys

320

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser
400



Asp Gly Ser

Trp Gln Gin

His Asn His

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

<400>

435

85
214
PRT
Homo

55

Asp Ile Gln

1

Asp

Leu

Tyr

Ser

Glu

Thx

Pro

. Thr

Lys

145

Glu

Arg

Ala

Ala

50

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

130

val

Ser

Val

Trp

35

Ala

Ser

Phe

Gly

Val

115

Ser

Gln

Val

118

Phe Phe Leu Tyr Ser Lys
405 ’

Gly Asn Val Phe Ser Cys
420 425

Tyr Thr Gln Lys Ser Leu
440

sapiens

Met Thr Gln Ser Pro Ser
Thr Ile Thr Cys Arg Ala
20 25

Tyr Gln Gln Lys Prc Glu
40

Ser Ser Leu Gln Ser Gly
- 58

Gly Thr Asp Phe Thr Leu
' 70

Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln
85 :

Gln Gly Thr Lys Val Glu
100 105

Phe Ile Phe Pro Pro Ser
120

Val Val Cys Leu Leu Asn
135

Trp Lys Val Asp Asn Ala
150

Thr Glu Gln Asp Ser Lys

Leu
410

Ser

Sex

Ser
10

Ser

lys

Val

Thr

Gln

90

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp

Thr Val Asp

Val Met His

Leu Ser Pro

Leu.

Gln
Ala
Pro
Ile
75

Ty;
Lys
Glu
Phe
Gln

155

Ser

Ser

Gly

Pro

Ser

60

Ser

Asn

Arg

Gln

Tyr

140

Ser

Thr

445

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Thr

Thr

Leu

125

Pro

Gly

Tyxr

Lys

Glu

430

Gly

Ser

Ser

30

Ser

Phe

Leu

Tyr

Val

110

Lys

Arg

Asn

Ser

Ser
415

Ala

Lys

Val

Ser

Leu

Sexr

Gln

Pro

95

Ala

Ser

Glu

Sexr

Leu

Arg

Leu

Gly

Trp

Ile

Gly

Pro

80

Arg

Ala

Gly

Ala

Gln

160

Ser



Ser Thr Leu
Ala Cys Glu
195
Phe Asn Arg
210
<210> 56
<211> 446
<212> PRT
<213> Homo
<400> 56

Glu val Gin

1

Ser

Ala

Ser

Gly

65

Gln

Lys

Gly

Phe

Leu
145

Leu

Met

Ala

50

Arg

Mef

Ser

Thr

Pro
130

Gly

Arg

His

35

Ile

Phe

Asn

Gly

Leu

115

Leu

Cys

165

Thr Leu

180

Val

Thr

119.

170

175

Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr

185

190

His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser

Gly Glu Cys

sapiens

Leu

Leu

20

Trp

Gly

Thr

Ser

Val

100

val

Ala

Leu

Val

Ser

val

Thr

Ile

Leu

85

Pro

Thr

Pro

val

Gln

Cys

Arg

Gly

Ser

70

Arg

Leu

Val

Cys

Lys
150

Ser
Ala
Gln

Gly

.55

Arg

Ala

Leu

Ser

Ser

135

Asp

200

Gly
Gly
Ala
40

Gly
Asp
Glu
Trp
Ser
120

Arg

Tyr

Gly
Ser
25

Pro
Thr
Asn
Asp
Phe
105
Ala

Ser

Phe

Gly
10

Gly
Gly
Tyr
Ala
Met
90

Gly
Ser

Thr

Pro

Leu

Phe

Lys

Tyr

Lys

75

Ala

Glu

Thr

Ser

Glu
155

205

Val His
Thr Phe

Gly Leu
45

Ala Asp
60

Asn Ser
Met Tyr
Phe Tyr

Lys Gly
125

Glu Ser
140

Pro Val

Pro

Ser

30

Glu

Ser

Leu

Tyxr

Trp

110

Pro

Thr

Gly
15

Ser

Trp

Val

Tyr

Cys
95

Gly -

Ser

Ala

val

Gly

Tyr

Val

Lys

Leu

80

Ala

Gln

Val

Ala

Ser
160



Trp
Leu

Serx

Glu
225
Leu
Glu
Gln
Lys
Leu
305
Lys
Lys
Serx

Lys

Gln
385

Asn

Gln

Ser

Ser
210

Phe

Val

Phe

Pxo
290
Thr
val
Thx
Arg
Gly
370

Pro

Ser

Ser

Asn

185

Asn

Pro

Pro

Thy

Asn

275

Arg

val

Ser

Lys

Glu

355

Phe

Glu

Gly Ala

Ser

180

Phe

Thr

Pro

Pro

Cys

260

Trp

Glu

Val

Asn

Gly

340

Glu

Tyr

Asn

165

Gly
Giy
Lys
Cys
Lys
245
Val
Tyr
Glu
His
Lys
325
Gln
Met

Pro

Asn

Leu

Leu

Thr

Val

vVal

Gln

Gln

310

Gly

Pro

Thr

Ser

Tyr
390

Thr

Tyr

Gln

Asp

215

Lys

Val

Asp

Phe

295

Asp

Leu

Arg

Lys

Asp

375

Lys

120

Ser
Ser
Thr
200

Lys

Asp
Gly
280

Asn

Trp

Pro

Glu
Asn
360

Ile

Thr

Gly

Leu

185

Tyr

Thr

Pro

Thr

Val

265

Val

Sex

Leu

Ala

Pro
345

Gln

Ala

Thr

val
170
Ser

Thr

Val

Leu

250

Ser

Glu

Thr

Asn

Pro

330

Gln

Val

Val

Pro

His

Ser

Cys

Glu

Ala

235

Met

His

val

Phe

Gly

315

Ile

val

Ser

Glu

Pro
395

Thr

Val

Asn

Arg

226

Gly

Ile

Glu

His

300

Lys

Glu

Tyr

Leu

Trp

380

Met

Phe

val

Val

205

Lys

Pro

Ser

Asp

Asn

285

Val

Glu

Lys

Thr

Thr

365

Glu

Leu

Pro

Thr
190

Asp

Cys

Ser

Arg

Pro

270

Ala

Val

Tyx

Thr

Leu

350

Cys

Ser

Asp

Ala

178

Val

His

Cys

Val

Thr

255

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile

335

Pro

Leu

Asn

Ser

val

Pro

Lys

Val

Phe

240

Pro

Val

Thr

val

Cys

320

Ser

Pro

val

Gly

Asp
400



121

Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp
405 410 415

Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His
420 425 430

Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser lLeu Ser Pro Gly Lys
435 440 445

<210> 57
<211> 450
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 57
Glu Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Gly Gly Leu Val His Pro Gly Gly
1 S 10 15

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

Ala Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leuw Glu Trp Val
35 40 45

Ser Ala Ile Gly Thr Gly Gly Gly Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys
50 55 60

Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Ser Leu Tyr Leu
65 70 15 80

Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Met Ala Met Tyr Tyr Cys Ala
' B85 90 95

Lys Ser Gly Val Pro Leu Leu Trp Phe Gly Glu Phe Tyr Trp Gly Gln
100 105 110

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

Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lyé Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala
130 135 140 _

Leu Gly Cys lLeu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser
145 150 155 160

Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val
165 170 175



Leu
Ser
Pro
Lys
- 225

Bro

Ser

asp
Asn
Val
305
Glu
Lys
Thr
Thr
Glu

385

Leu

Gln

Ser

Ser
210

Thr

Ser

Axg

Pro
Ala
290
Val
Tyx
Thx
Leu
Cys
370

Serx

Asp

Sex

Ser

195

Asn

Val

Thr

Glu

2175

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

355

Leu

Asn

Ser

Ser
180

Leu

Thr

Phe

Pro
260

val

Thr

Val

Cys

Ser

340

Pro

val

Gly

Asp

Gly

Gly

Lys

Cys

Leu

245

Glu

Lys

Lys

Leun

Lys

325

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly
405

Leu

Thr

val

Pro

230

Phe

Val

Phe

Pro

Thr

310

Val

Ala

Arg

Gly

Pro

390

Ser

Tyr

Gln

Asp

215

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

295

val

Ser

Lys

Asp

Phe

375

Glu

Phe

122

Ser

Thr

Leu
185

Tyx

200

Lys

Cys

Pro

Cys

Trp
280
Glu

Leu

Asn

Gly

Glu
360

Tyr

Asn

Phe

Lys

Pro

Lys

Val
265

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

345

Leu

Pro

Asn

Leu

Ser
Ile
val
Ala
Pro
250
Val
val
Gln
Gln
Ala
330
Pro
Thr
Ser

Tyxr

Tyx
410

Ser

Cys

Glu

Pro

235

Lys

val

Asp

Tyr

Asp

315

Arg

Lys

Asp

Lys

395

Ser

Val
Asn
Pro
220

Glu

Asp

Gly

Asn
300

Trp
Pro
Glu
Asn
Ile
380

Thx

Lys

Val
Val
205
Lys
Leu

Thr

Val

val
285
Ser
Leu
Ala
Pro
Gln
365
Ala

Thr

Leu

Thr
190
Asn
Ser
Leun

Leu

Ser
270

Glu
Thr
Asn
Pro
Gln
350
Val
Val

Pxo

Thr

Val

His

Cys

Gly

Met

255

His

val

Tyr

Gly

Ile

335

Val

Ser

Glu

Pro

Val
415

Pro
Lys
Asp
Gly
240

Ile

Glu

His.
Arg
Lys
320
Glu
Tyxr
Leu
Trp
Val

400

Asp



123 .

Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met Hig.
420 425 430

Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro
435 440 ‘ 445 ;

Gly Lys
450

<210> 58

<211> 215

<212> PRT

<213> BHomo sapiens

<400> 58
Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala 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 Tyr
20 25 30

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu Ile
35 40 45

. Tyr Asp Ala Ser Asn Arg Ala Thr Gly Ile Pro Ala Arg Phe Ser Gly -
50 55 ‘ 60

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Tle Ser Ser Leu Glu Pro
65 70 75 80

Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Arg Ser Asn Trp Pro Ala
: 85 90 95

Leu Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg Thr Val Ala
100 105 110

Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln Leu Lys Ser
115 120 125

Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu
130 135 140

Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly Asn Ser
145 150 155 160



Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu

165

124

170

Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala asp Tyr Glu Lys

iso

185

175

His Lys Val
190

Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys

185

Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys

210 215
<210> 58
<211> 24
<212> DNA
<213> Homo sapiens
<220>
<221> misc_feature
<222> (18)..(23)
<223> n is a, ¢, g, or t
<400> 59

ggccggatag gcectccannn nnnt

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

<400>

60

21

DNA

Homo sapiens

60

ggggtcagge tggaactgag ¢

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

<400>

61

19

DNA

Homo sapiens

61

tgaggacgct gaccacacg

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

<400>

62

54

DNA

Homo sapiens

62

200

205

cagcagaagc ttctagacca ccatggacat gagggtcctc gctcagctcc tggg

<210>
<211>
<212>

63
34
DNA

24

21

19

54



125

<213> Homo sapiens

<400> 63 )
cttgtcgact caacactcte ccctgttgaa gete

<210> 64
<211> 43
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 64
acaacaaage ttctagacca ccatggagtt ggggctgaac tgg

<210> 65
<211> 32
<212> DNA

<213> Homo sapiens
<400> 65
gtggaggcac tagagacggt gaccaggatt cc

<210> 66

<211> 228

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 66
Asp Thr Gln Glu Lys Glu Val Arg Ala Met Val Gly Ser Asp Val Glu
1 5 i0 15

Leu Ser Cys Ala Cys Pro Glu Gly Ser Arg Phe Asp Leu asn Asp Val
20 25 30

Tyr Val Tyr Trp Gln Thr Ser Glu Sex Lys Thr Val Val Thr Tyr His
35 40 45

Ile Pro Gln Asn Ser Ser Leu Glu Asn Val Asp Ser Arg Tyr Arg Asn
50 : 55 &0

Arg Ala Leu Met Ser Pro Ala Gly Met Leu Arg Gly Asp Phe Ser Leu
65 70 75 80

Arg Leu Phe Asn Val Thr Pro Gln Asp Glu Gln Lys Phe His Cys Leu
85 . 20 95

Val Leu Ser Gln Ser Leu Gly Phe Gln Glu Val Leu Ser Val Glu Val
' 100 105 110

Thr Leu Ris Val Ala Ala Asn Phe Ser Val Pro Val Val Ser Ala Pro



His
Gly
145
Leu
Gly
val

Thr

Thr
225

Ser
130

Tyxr

Leu

Asn

Val
210

Glu

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

<400>

115

Pro

Pro

Asp

Tyr

Ile

185

Gly

Asn

67
139
PRT
Homo

67

Asp Thr Giln

i

Leu

Tyr

Ile

Sex

Val

Pro
50

Arg Ala

65

Arg

Leu

Cys

Tyr

35

Gln

Leu

Phe

Ser

Arg

Gln

180

Gly

Ser

Pro

Gln

Pro

Ala

165

val

Cys

Gln

sapiens

Glu

Ala

20

Trp

Asn

Met

Asn

Lys

Cys

Gln

Ser

Ser

Val
85

Asp

Asn

150

Leu

Val

Cys

Thr

Glu

Pro

Thx

Serx

Pro

70

Thr

Glu

-135

val

Gln

Ser

Ile

Gly
215

Val

Glu

Ser

Leu

55

RAla

Pro

126

120

Leu
Tyr
Asn
Val
Giu
200

Asn

Aré
Gly
Glu
40

Glu

Gly

Gln

Thr

Trp

Asp

Leu

185

Asn

Asp

Ala

Ser

25

Ser

Asn

Met

Asp

Phe

Ile

Thx

170

Arg

Val

Ile

Met

10

Arg

Lys

Val

Leu

Glu

90

Thr

Asn

155

val

Ile

Leu

Gly

Val

Phe

Thx

Asp

Arg

75

Gln

Cys

140

Lys

Phe

Ala

Leu

Glu
220

Gly

Asp

Val

Ser

60

Gly

Lys

125

Thr

Thx

Leu

Gln
208

Arg

Sex

Leu

Val

45

Arg

Asp

Phe

Ser
Asp

Asn

g Thr

180

Gln

Asp

Asp

Asn

30

Thr

Tyr

Phe

His

Ile

Asn

Met

175

Pro

Asn

Lys

Val

15

Asp

Tyr

Arg

Ser

Cys
95

Asn
Ser
160
Axg
Ser

Leu

Ile

Glu

Val

His

Asn

Leu
80

Leu ©



Val Leu Sex

Thr Leu His

115

His Ser Pro

130

<210>
<21i>
<212>
<213>

<400>

68
127
PRT
Homo

68

Leu Gly Phe

1

Ala Asn

Phe

Asp Glu Leu

Asn Val
50.

Leu Gln

€5

Val Ser

Tyr

Asn

Val

Cys Ile Glu

Thr Gly

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

<400>

Asn
11s

69
39
DNA
Homo

69

Gln Ser Leu Gly Phe

100

Val Ala

Ala Asn

Ser Gln Asp Glu

sapiens

Gln Glu
5

Sér Val
20

Thr Phe

Trp Ile

Asp Thr

Leu Arg

85

Asn Val
100

Asp Ile

sapiens

val
P£o
Thr
Asn

Val

70

Ile

Leu

Gly

135

Leu

val

Cys

Lys

55

Phe

Ala

Leu

Glu

Phe
120

Leu

Ser

val

Thr

40

Thr

Leu

Arg

Gln

Arg
120

127 .

Gln Glu Val Leu Ser Val Glu Val

105

Ser

Thr

val
Ser
25

Ser
Asp
Asn

Thr

Gln
105

Asp

Val Pro Val

Phe

Glu

10

Ala

Ile

Asn

Met

Pro

90

Asn

Lys

Thr

Val

Pro

Asn

Ser

Arg

75

Ser

Leu

Ile

cgacggagca cgaggacacg acaggacgaa ggagagaaa

Thr

His

Gly

Leu

Gly

val

Thr

Thr

110

Val Ser Ala Pro

125

Leu

Ser

Tyr

45

Leu

Leu

Asn

Val

Glu
125

His

Pro

30

Pro

Asp

Tyxr

Ile

Gly

110

Asn

val

18

Ser

Axrg

Gln

Asp

Gly

Ser

Pro

Ala

Gln

Pro

Ala -

vVal
80

Cys

Gln

39



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

<400>

70
451
PRT
Homo

70

sapiens

Glu Val Gln Leu

1

Ser

Trp

Ala

Lys

65

Leu

Ala

Gln

Val

Ala

145

Ser

Val

Pro

Lys

Leu

Met

Tyxr

50

Gly

Gln

Arg

Gly

Phe

130

Leu

Trp

Leu

Ser

Pro
210

Arg

Ser

35

Ile

Arg

Met

Glu

Ile

115

Pro

Gly

Asn

Gln

Ser

195

Ser

Leu

20

Trp

Lys

Phe

Asn

Gly

100

Leu

Leu

Cys

Ser

Ser

180

Ser

Asn

Ser

Val

Gln

Thr

Sexr

Ile

val

Ala

Leu

Gly

165

Ser

Leu

Thr

Val

Glu

Cys

Arg

Asp

Ile

70

Leu
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REIVINDICAGOES
1. Anticorpo isolado que se liga especificamente a B7RP1, em
que o anticorpo compreende uma cadeia pesada com uma regido variavel
de cadeia pesada e uma cadeia leve, em que a regido variévél de cadeia
pesada compreende uma sequéncia de aminoécidos que tenha pelo menos
80% de identidade de seqliéncia com a sequéncia de aminoacidos apresen-
tada em qualquer uma das SEQ ID NO: 7 —- 14, ou fragmento de imunoglo- -

. bulina de ligagé@o a antigeno ou imunologicamente funcional da mesma.

2. Anticorpo isolade, de acordo com a reivindicagdo 1, em que o
anticorpo se liga especificam'ente a B7RP1 humano, mas ndo a B7RP1 de
camundongo. '

3. Anticorpo isolado, de acordo com a reivindicagdo 1, em que o

- anticorpo se liga especificamente a B7RP1 humano e a B7RP1 de camun-

dongo.

4. Anticorpo, de acordo com a reivindicagao 1, em que a regiao
variavel de cadeia pesada compreende uma sequiéncia de amihoécidos con-
forme apresentada nas SEQ ID NO: 7 - 14, ou fragmento de imunoglobulina
de ligagdo a antigeno ou imunologicamente funcional da mesma. "

-5. Anticorpo, de acordo com a reivindiéagéoi, em que a cadeia
pesada compreende uma CDR1 de cadeia pesada humana que tenha uma
sequiéncia de aminodcidos conforme apresentad’a nas SEQ .ID NO: 27, 30 ou
35, ou fragmento de imunoglobulina de ligagdo a antigeno ou imunologica-
mente funcional da mesma.

6. Anticorpo, de acordo com a reivindicagdo 1, em que a cadeia
pesada compreende uma CDR3 de cadeia pesada humana que tenha uma
sequéncia de aminoacidos conforme apresentada nas SEQ ID NO: 29, 32,
34, 37, 38 ou 40, ou fragmento de imunogiobulina de ‘Iigagéo a antigeno ou
imunologicamente funcional da mesma.

7. Anticorpo, de acordo com a reivindicagao 1, em que a cadeia
pesada compreende uma CDR2 de cadeia pesada humana que tem uma
sequéncia de aminoacidos conforme apresentada nas SEQ ID NO:; 28, 31,
33, 36 ou 39, ou fragmento de imunoglobulina de ligagao a antigeno ou imu-
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nologicamente funcional da mesma. ,
8. Anticorpo isolado que se liga especificamente a B7RP1, com-

preendendo:

~ a) uma cadeia pesada com uma regido variavel de cadeia pesa-
da compreendendo uma sequéncia de aminoacidos conforme apresentada
na SEQ ID NO: 7, fragmento de imunoglobulina de ligagdo a antigeno ou
imunologicamente funcional da mesma, e uma cadeia leve com uma regido
variavel de cadeia leve compreendendo uma seqiiéncia de aminoacidos con-
forme apresentada na SEQ ID NO: 1, ou fragmento de imunoglobulina de
ligagao a antigeno ou imunologicamente funcional da mesma:

b) uma cadeia pesada com uma regido variavel de cadeia pesa-

~da compreendendo uma seqiéncia de aminoacidos conforme apresentada

na SEQ ID NO: 8, fragmento de imunoglobulina de ligagdo a antigeno ou
imunologidamente funcional da mesma, e uma cadeia leve com uma regido
variavel de cadeia leve compreendendo uma seqiéncia de aminoacidos con-
forme apresentada na SEQ ID NO: 1, ou fragmento de imunoglobulina de
ligagdo a antigeno ou imunologicamente funcional da mesma;

c) uma cadeia pesada com uma regido variavel de cadeia pesa-
da compreendendo uma seqiéncia de aminoacidos conforme apresentada

~na SEQ ID NO: 9, fragmento de imunoglobulina de- ligagdo a antigeno ou

imunologicamente funcional da mesma, e uma cadeia leve com uma regido
variavel de cadeia leve compreendendo uma sedi}éncia_de aminoacidos con-
forme apresentada na SEQ ID NO: 2, ou seu fragmento de imunoglobulina
de ligagcao a antigeno ou imunologicamente funcional da mesma;

d) uma cadeia pesada com uma regido variavel de cadeia pesa-
da compreendendo uma seqiéncia de aminoacidos conforme apresentada
na SEQ ID NO: 10, fragmento de imunoglobulina de ligagdo a antigeno ou
imunologicamente funcional da mesma, e uma cadeia leve com uma regiao
variavel de cadeia leve compreendendo uma sequéncia de aminoacidos con-
forme apresentada na SEQ ID NO: 3, ou fragmento de imunoglobulina de
ligagdo a antigeno ou imunologicamente funcional da mesma;

e) uma cadeia pesada com uma regiao variavel de cadeia pesa-
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da compreendendo uma sequéncia de aminoacidos conforfne apresentada
na SEQ ID NO: 11, fragmento de imunoglobulina de ligacédo a antigeno ou
imunologicamente funcional da mesma, e uma cadeia leve com uma regiao
variavel de cadeia leve compreendendo uma sequéncia de amin:oécidos con-
forme apresentada na SEQ ID NO: 3, ou fragmento de imunoglobulina de
ligagdo a antigeno ou imunologicamente funcional da mesma; |

| f) uma seqiiéncia de aminoacidos conforme apresentada na
SEQ ID NO: 12, fragmento de imunoglobulina de ligagdo a antigeno ou imu-
nologicamente funcional da mesma, e uma cadeia leve com uma regido va-
riavel de cadeia leve compreendendo uma seqiéncia de aminoacidos con-

forme apresentada na SEQ ID NO: 4, ou seu fragmento.-de imunoglobulina

de ligagao a antigeno ou imunologicamente funcional da mesma;

g) uma cadeia pesada com uma regido variavel de cadeia pesa-
da compreendendo uma seqiéncia de aminoacidos conforme apresentada
na SEQ ID NO: 13, fragmento de imunoglobulina de ligagao a antigeno ou
imunologicamente funcional da mesma, e uma cadeia leve com uma regido
variavel de cadeia leve compreendendo uma sequéncia de aminoacidos con-
forme apresentada na SEQ ID NO: 5, ou fragmento de imundglobulina'de
ligagdo a antigeno oU imunologicamente funcional da mesma; ou

h) uma cadeia pesada com uma regido variavel de cadeia pesa-
da compreendendo uma seqﬂéncia de aminoacidos conforme apresentada
na SEQ ID NO: 14, fragmento de imunogiobulina de ligagao a antigeno ou
imunologicamente funcional da mesma, e uma cadeia leve com uma regiao
variavel de cadeia leve compreendendo uma seqiiéncia de aminoacidos con-
forme apresentada na SEQ ID NO: 6, ou fragmento de imunoglobulina de
ligagao a antigeno ou imunologicamente funcional da mesma.

9. Anticorpo isolado que se liga especiﬁcamente a B7RP1, em
que o anticorpo compreende uma cadeia pesada e uma cadeia leve com
uma regiao variavel de cadeia leve, em que a regiao variavel de cadeia leve
compreende uma sequéncia de aminoécidbs que tenha peio menos 80% de
identidade de sequéncia com a seqiéncia de aminoacidos apresentada em
qualquer uma das SEQ ID NO: 1 - 6, ou fragmento de ligagao a antigeno ou
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imunologicamente funcional da mesma.

10. Anticorpo isolado, de acordo com a reivindicagdo 9, em que
o anticorpo se liga especificamente a B7RP1 humano, mas nao a B7RP1 de
camundongo. |

11. Anticorpo isolado, de acordo com a reivindicagdo 9, em que o
anticorpo se liga especificamente a B7RP1 humano e a B7RP1 de camundongo.

12. Anticorpo, de acordo com a reivindicagdo 9, em que a regido
variavel de cadeia leve compreende uma seqiéncia de arhinoécidos que
tenha pelo menos 90% de identidade de sequiéncia com a seqliéncia de a-
minoacidos apresentada em qualquer uma das SEQ ID NO: 1 - 6, ou frag-
mento de imunoglobulina de ligagdo a antigeno ou imunologicamente fun-
cional da mesma.

13. Anticorpo, de acordo com a reivindicagdo 9, em que a cadeia
pesada compreende uma CDR1 de cadeia pesada humana que tenha uma’
sequéncia de aminodcidos conforme apresentada nas SEQ ID NO: 15, 18 ou
24, ou fragmento de imunoglobulina de ligagdo a antigeno ou imunologica-
mente funcional da mesma. '

14. Anticorpo, de acordo com a reivindicagao 9, em que a cadeia
pesada compreende uma CDR3 de cadeia pesada humana que tenha uma
sequéncia de aminoacidos conforme apresentada nas SEQ ID NO: 17, 20,

- 22, 28, 25 ou 26, ou fragmento de imunoglobulina de 'Iigagéd a antigeno ou

imunologicamente funcional da mesma. ‘

15. Anticorpo, de acordo com a reivindicagao 9, em que a cadeia
pesada compreende uma CDR2 de cadeia pesada humana que tenha uma
sequiéncia de aminoacidos conforme apresentada nas SEQ ID NO: 16, 19 ou
21, ou fragmento de imunoglobulina de ligagdo a antigeno ou imunologica-
mente funcional da mesma.

16. Anticbrpo isolado que se liga espécificamente a B7RP1,
compreendendo:

a) a CDR1 de cadeia pesada tem uma seqléncia de aminoaci-
dos conforme descrita em SEQ ID NO: 27, a CDR2 de cadeia pesada tem
uma sequéncia de aminoacidos conforme descrita em SEQ ID NO: 28, e a
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CDR3 de cadeia pesada tem uma seqiiéncia de aminoacidos conforme des-
crita em SEQ ID NO: 29; A }

b) a CDR1 de cadeia pesada tem uma sequéncia de aminoéaci-
dos conforme descrita em SEQ ID NO: 30, a CDR2 de cadeia pesada tem
uma sequéncia de aminoacidos conforme descrita em SEQ ID NO: 31, e a
CDRS de cadeia pesada tem uma sequéncia de aminoacidos conforme des-
crita em SEQ ID NO: 32;

c) a CDR1 de cadeia pesada tem uma seqiiéncia de aminoaci-
dos conforme descrita em SEQ ID NO: 27, a CDR2 de cadeia pesada tem
uma seqléncia de aminoécidos conforme descrita em SEQ ID NO: 33, ea
CDRa de cadeia pesada tem uma seqiiéncia de aminoacidos conforme des-

- crita em SEQ ID NO: 34;

d) a CDR1 de cadeia pesada tem uma sequéncia de aminoaci-
dos conforme descrita em SEQ ID NO: 35, a CDR2 de cadeia pesada tem
uma sequéncia de aminoacidos conforme descrita em SEQ ID NO: 37;

‘ e) a CDR1 de cadeia pesada tem uma seqﬂéncié de aminoéci-
dos conforme descrita em SEQ ID NO: 27, a CDR2 de cadeia pesada tem
uma sequéncia de aminoacidos conforme descrita em SEQ ID NO: 33, e a
CDR3 de cadeia pesada tem uma seqiiéncia de aminoacidos conforme des-
crita em SEQ ID NO: 38; ou |

f) a CDR1 de cadeia pesada tem uma sequéncia de aminoacidos
conforme descrita em SEQ ID NO: 35, a CDR2 de cadeia pesada tem uma
sequéncia de aminoacidos conforme descrita em SEQ ID NO: 39, e a CDR3
de cadeia pesada tem uma sequiéncia de aminoacidos conforme descrita em
SEQ ID NO: 40.

17. Anticorpo, de acordo com a reivindicagao 1, 9 ou 16, em que
a cadeia pesada e a cadeia leve estdo conectadas por um ligante flexivel
para formar um anticorpo de cadeia Unica.

18. Anticorpos, de acordo com a reivindicagdo 17, que é um an-
ticorpo Fv de cadeia unica.

19. Anticorpo, de acordo com a reivindicagao 1, 9 ou 16, que é

um anticorpo Fab.
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20. Anticorpo, de acordo com a reivindicagdo 1, 9 ou 16, que é-
um anticorpo Fab'. '

21. Anticorpo, de acordo com a reivindicagdo 1, 9 ou 16, que é
um anticorpo (Fab’),. '

22. Anticorpo, de acordo com a reivindicagédo 1, 9 ou 16, em que
o0 anticorpo € um anticorpo completamente humano.

23. Anticorpo, de acordo com a reivindicacdo 1, 9 ou 16, em que
o anticorpo inibe a atividade de B7RP1.

- 24. Método de tratamento de uma doenga auto-imune ou respos-
ta inflamatéria em um paciente, compreendendo a administragdo ao paciente
de uma quantidade farmaceuticamente eficaz de um anticorpo isolado que
se ligue especificamente a B7RP1, em que o anticorpo compreende uma
sequéncia de aminodacidos conforme apresentada em qualquer uma das
SEQ ID NO: 1 - 40, 44 — 58 ou 70 - 76, ou fragmento de imunoglobulina de
ligagdo a antigeno ou imunologicamente funcional da mesma.

- 25. Método, de acordo com a reivindicagao 24, em que a doenga -
auto-imune € artrite reumatoéide ou lipus eritematoso sistémico. _

26. Método, de acordo com a reivindicagdo 24, em que a respos-
ta inflamatéria é asma.

27. Método de tratamento de um paciente compreendendo a
administragao ao paciente de uma quantidade farmaceuticamente eficaz de
um anticorpo humano isolado que se ligue especificamente a B7RP1, em
que o anticorpo compreende uma seqléncia de aminoacidos conforme a-
presentada em qualquer uma das SEQ ID NO: 1 - 40, 44 — 58 ou 70 — 76,
ou fragmento de imuhoglobulina de ligagao a antigeno ou imunologicamente
funcional da mesma. |

28. Método de tratamento de um paciente com asma, artrite
reumatoide ou lupus eritematoso sistémico, o método compreendendo a
administragao ao paciente de uma quanti.dade farmaceuticamente eficaz de
um anticorpo humano isolado que se ligue especificamente a B7RP1, em
que o anticorpo compreende uma seqiéncia de aminoacidos conforme a-
presentada em qualquer uma das SEQ ID NO: 1 - 40, 44 - 58 ou 70 — 76,
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ou fragmento de imunoglobulina de ligagdo a antigeno ou irﬁunologi_camente
funcional da mesma. , | ,

29. Composigao farmacéutica, compreendendo um veiculo far-
maceuticamente aceitavel e uma quantidade terapeuticamente eficaz de um
anticorpo isolado que se ligue especificamente a B7RP1 , €M que o anticorpo
compreende uma sequéncia de aminoacidos conforme apresentada em
qualquer uma das SEQ ID NO: 1 - 40, 44 - 58 ou 70 - 76, ou fragmento de
imunoglobulina de ligagdo a antigeno ou imunologicamente funcional da
mesma. »

30. Método de trafamento de uma doenga auto-imune ou respos-
ta inflamatdria em um paciente, compreendendo a administragéo ao paciente
de uma composi¢édo farmacéutica como definida na reivindicagéo 29.

31. Método para a detecgdo de B7RP1 em uma amostra biol6gi-
ca, compreendendo: o

a) o contato da amostra com o anticorpo como definido na reivindi-
cagdo 1, 9 ou 16, sob condigdes que permitam a ligagdo do anticoArpo aB7RP1; e

b) a medigdo do nivel de anticorpo ligado na amostra.

32. Molécula de &cido nucléico que codifica o anticorpo como
definido na reivindicagdo 1, 9 ou 16. - -

33. Célula hospedeira compreendendo o acido nucléico como
definido na reivindicagao 32. ‘

34. Linhagem celular isolada que produz um anticorpo como de-
finido em qualquer uma das reivindicagoes 1, 9 ou 16.

35. Sequéncia selecionada das SEQ'ID NOS: 15 — 40, e em que
o agente de ligagao especifica pode se ligar a B7RP1.

36. Composigao farmacéutica compreendendo um veiculo far-
maceuticamente aceitavel e uma quantidade terapeuticamente eficaz do a-
gente de ligagao como definido na reivindicagao 35.

37. Método de tratamento de uma doenga auto-imune ou respos-
ta inflamatdria em um paciente, compreendendo a administragio ao paciente
de uma composigao farmacéutica como definida na reivindicagao 36.

38. Agente de ligagao, de acordo com a reivindicagao 35, que é
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uma proteina. ‘

39. Molécula de acido nucléico que codifica o agente de ligagcédo
como definido na reivindicagao 35.

40. Célula hospedeira compreendendo o &cido nucléico como
definido na reivindicacao 39. _

41. Linhagem celular isolada que produz um agente de ligacdo
como definido na reivindicagcdo 35.

42. Método de tratamento de uma doenga auto-imune ou respos-
ta inflamatdria em um paciente, compreendendo a administragdo ao paciente
de uma quantidade farmaceuticamente eficaz do agente de ligagcdo como
definido na reivindicagdo 35.

43. Método, de acordo com a reivindicagdo 42, em que a doenga
auto-imune é artrite réumatéide ou lupus eritematoso sistémico.

44, Método, de acordo com a reivindicagdo 42, em que a respos-
ta inflamatéria é asma.

~45. Método para a detecgdo de B7RP1 em uma amostra biolgi-
ca, compreendendo: _

a) o contato da amostra com o agente de ligagdo como definido na

reivindicagéo 35, sob condi¢bes que permitam a ligagao do anticorpo a B7RP1; e

b) a medigao do nivel de anticorpo ligado na amostra.

46. Molécula de acido nucléico isolada compreendendo uma se-
quéncia de nucleotideos que codifique um peptidio com aminoacidos con-
forme apresehtados em qualquer uma das SEQ ID NO: 1 - 39. |

47. Anticorpo isolado que se liga especificamente a:

a) a regido D de B7RP1, ou fragmento de imunoglobulina de li-
gagao a antigeno ou imunologicamente funcional da mesma; ou

| b) a regido H de B7RP1, ou fragmento de imunoglobulina de li-
gag&o a antigeno ou imunologicamente funcional da mesma.

48. Anticorpo, de acordo com a reivindicagdo 47, em qué aca-
deia pesada e a cadeia leve estdao conectadas por um ligante flexivel para
formar um anticorpo de cadeia unica. ‘

49. Anticorpo, de acordo com a reivindicagao 48, que é um anti-
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corpo Fv de cadeia Unica. _

50. Anticorpo, de acordo com a reivindicagéo 47, que é um anti-
corpo Fab. .

51. Anticorpo, de acordo corh a reivindicag¢ao 47, que é um anti-
corpo Fab’. . A

52. Anticorpo, de acordo com a reivindicagéo 47, que é um anti-
corpo (Fab’),. |

53. Anticorpo, de acordo com a reivindicagdo 47, em que o anti-
corpo € um anticorpo completamente humano. |

54. Anticorpo, de_vacordo com a reivindicagao 47, em que o anti-
corpo inibe a atividade de B7RP1. '

55. Método de tratamento de uma doenga auto-imune ou respos-
ta inflamatdria em um paciente, compreendendo a administragéo ao paciente
de uma quantidade farmaceuticamente eficaz do anticorpo como definido na
reivindicagdo 54. | |

56. Método, de acordo com a reivindicagao 55, em que a doenca
auto-imune é artrite reumatéide ou IUpus eritematoso sistémico.

57. Método, de acordo com a reivindicagao 55, em que a respos-
ta inflamatéria é asma.

58. Composigcao farmacéutica compreendendo um veiculo far-
maceuticamente aceitavel e uma quantidade terapeuticamente eficaz do an-
ticorpo de acordo com a reivindicagao 55.

59. Método de tratamento de uma doenga auto-imune ou respos-
ta inflamatoria em um paciente, compreendendo a administragdo ao paciente
de uma composigao farmacéutica como definida na reivindicagao 58.

60. Método para a detecgdo de B7RP1 em uma amostra bioldgi-
ca, compreendendo:

a) o contato da amostra com o anticorpo como definido na reivindi-
cagao 47, sob condigdes que permitam a ligagao do anticorpo a B7RP1: e

b) a medigao do nivel de anticorpo ligado na amostra.

61. Molécula de acido nucléico que codifica o anticorpo como

definido na reivindicagao 47.
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62. Célula hospedeira compreendendo o acido nucléico como
definido na reivindicagao 61.

63. Linhagem celular isolada que produz um anticorpo como de-
finido na reivindicagao 47. _

64. Compreende qualquer uma das SEQ ID NO: 1 — 40.

65. Molécula de acido nucléico que codifica o anticorpo de acor- -
do com a reivindicacao 64.

66. Célula hospedeira compreendendo o &cido nucléico como
definido na reivindicagao 65.

67. Linhagem celular isolada que produz um anticorpo de acordo
com a reivindicagao 64.

68. Anticorpo humano isolado que se liga especificamente a
B7RP1, em-que ‘0 anticorpo compreende uma sequéncia de aminoéacidos
conforme apresentada em qualquer uma das SEQ ID NO: 44 — 58 ou 70 -
76, ou fragmento de imunoglobulina de ligagdo a antigeno ou imunologica- -
mente funcional da mesma.

69. Anticorpo, de acordo com a reivindicagdo 68, em que a ca-
deia pesada e a cadeia leve estdo conectadas por um ligante flexivel para
formar um anticorpo de cadeia unica.

70. Anticorpo, de acordo com a reivindicagdo 69, que é um anti-
corpo Fv de cadeia unica.

71. Anticorpo, de acordo com a reivindicagéo 68, que é um anti-
corpo Fab.

72. Anticorpo, de acordo com a reivindicagdo 68, que é um anti-
corpo Fab'. |

- 73. Anticorpo, de acordo com a reivindicagio 68, que é um anti-
corpo (Fab’).

74. Anticorpo, de acordo com a reivindicagdo 68, em que o anti-
corpo € um anticorpo completamente humano.

75. Anticorpo, de acordo com a reivindicagao 68, em que o anti-
corpo inibe a atividade de B7RP1. '

76. Método de tratamento de uma doenga auto-imune ou respos-
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ta inflamatdria em um paciente, compreendendo a administrégéo ao paciente
de uma quantidade farmaceuticamente eficaz do anticorpo como definido na
reivindicagéo 75. |

77. Método, de acordo com a reivindicagéo 76, em que a doenga
auto-imune ¢é artrite reumatdide ou ldpus eritematoso sistémico.

78. Método, de acordo com a reivindicagéo 76, em que a respos-
ta inf_Iamatéria‘ é asma.

79. Composigdo farmacéutica compreendendo um veiculo far-
maceuticamente aceitavel e uma quantidade terapeuticamente eficaz do an-
ticorpo como definido na reivi‘hdicagz’io 75.

80. Método de tratamento de uma condicdo causada por expres-
sao aumentada de B7RP1 ou sensibilidade aumentada a B7RP1 em um pa-
ciente, compreendendo a administragdo ao paciente de uma composigao
farmacéutica como definida na reivindicagéo 79.

81. Método para a deteccao de B7RP1 em uma amostra biolégi-
ca, compreendendo:

a) o contato da amostra com o anticorpo de acordo com a reivin-
dicagao 68, sob condigbes que permitam a ligagdo do anticorpo a B7RP1 Le

b) a medigao do nivel de anticorpo ligado na amostra.

82. Molécula de acido nucléico que codifica o anticorpo como
definido na reivindicacdo 68.

83. Celula hospedeira compreendendo o acido nucléico como
definido na reivindicagdo 82.

84. Linhagem celular isolada que produz um anticorpo como de-
finido na reivindicagao 68.

85. Molécula de acido nucléico isolada que codifica um polipep-
tidio com uma seqiiéncia de aminoacidos conforme apresentada em qual-
quer uma das SEQ ID NO: 1 - 40, 44 — 58 ou 70 —~ 76.

86. Célula hospedeira compreendendo o &cido nucléico como
definido na reivindicagao 85.

87. Linhagem celular isolada que produz um polipeptidio como

definido na reivindicagao 85.
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Proenol-y

RESUMO ,
Patente de Invengdo: "ANTICORPOS NEUTRALIZADORES ANTI-B7RP1
HUMANOS".

A presente invengao refere-se a anticorpos que interagem com
ou se ligam a proteina-1 relacionada a B7 humana (B7RP1) e anticorpos que
se ligam a e neutralizam a. funcdo de B7RP1. A invengdo também refere-se -
a composigbes farmacéuticas dos ditos anticorpos e métodos para neutrali-
zar a fungao de B7RP1 e, particularmente, para o tratamento de disturbios
imunes (por exemplo, resposta imune inapropriada), por administragdo de
uma quantidade farmaceuticamente eficaz de anticorpos anti-B7RP1. Tam-
bém refere-se a métodos de detecgdo da quantidade de B7RP1 em uma
amostra usando anticorpos anti-B7RP1. -
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