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Relatério Descritivo da Patente de Invengao para "ANTICORPO
MONOCLONAL, USO DO MESMO E COMPOSIGCAO FARMACEUTICA".
CAMPO DA INVENCAO »

A invengao refere-se ao tratamento de doengas, disturbios e
condicoes proliferativas celulares associadas com TGF-B. Em particular, a
invencdo fornece anticorpos e fragmentos de ligagdo a antigeno dos mes-
mos que neutralizam TGF-B1, -B2, e -B3 maduros, humanos. .
ANTECEDENTES DA INVENGCAO

A familia de proteinas TGF-B consiste em trés isoformas distin-

tas (TGF-B1, -B2, e -B3) cujas vias ativam e regulam respostas de multiplos

genes que influenciam estados de doenga tais como, por exemplo, condi-

¢Oes celulares proliferativas, inflamatérias e cardiovasculares. A, expressao

de isoforma de TGF-B no cancer é complexa e variavel com diferentes com-

binacdes de isoformas de TGF¥B que tém papéis diferentes em canceres

particulares. Por exemplo, TGF-B1 e -3 desempenham um papel maior no
cancer ovariano e sua progressao do que TGF-B2; enquanto que a expres-
sao de TGF-B1 e B2 é maior em tumores de condrossarcoma de grau eleva-
do do que —B3. No cancer de mama humano, TGF-B1 e B3 sao altamente
expressos, com a expressao de 33 se correlacionando com a sobrevida glo-
bal —/_pacientes com metastases nodais e expressao positiva de TGF- B3
tém evolugcao progndstica ruim. Entretanto, no cancer de célon, TGF-B1 e B2
sao mais altamente éxpressos do que B3 e estdo presentes em niveis circu-
lantes maiores do que em individuos livres de cancer. No cancer de glioma,

. TGF- B2 é essencial para a migragado celular. Consequentemente, existe:

uma necessidade de modular a expressao de multiplas isoformas Vde TGF-B
em condigdes de proliferagao celular tais como céancer.

_ US 5.571.714 descreve o uso de anticorpos anti-TGF no trata-
mento de malignidades e cancer metastatico e, em particular, descreve um
anticorpo de murino designado 1D11.16 (ATCC No. HB9849), que é dito se
ligar a ambos TGF-B1 e -B2. Esse documento estabelece qﬁe 0 anticorpo
1D11.16 se liga ao TGF-B2 com um Ka de apenas 3,4 x 10® L/mol (Kd =
1/Ka).
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O tratamento de disturbios proliferativos celulares, tais como
malignidades e canceres, pode ser melhorado pelo uso de anticorbos que
neutralizam TGF-B1, -B2, e -B3 maduros, humanos, com cinética de ligacao
e afinidade melhoradas. Estabilidade fisica e quimica substanciais, farmaco- .
cinética adequada e boa solubilidade também sao deséjéveis para um pro-
duto farmacéutico. Conseqlientemente, permanece uma necessidade nao
atingida por anticorpos que tém caracteristicas adequadas para o tratamento
farmacéutico de disturbios proliferativos celulares. ' ’
SUMARIO DA INVENCAO |

A présente invengao fornece composi¢cdes de anticorpo mono-
clonal que neutralizam TGF-B1, -B2 e -B3 méduros humanos com um Ky
menor do que 4 pM para TGF-81 maduro humano e uma Kgq menor do que 8-
pM para TGF-82 maduro humano e uma kq menor do que 4 pM para TGF-B3
maduro humano. A invengao também fornece anticorpos que tém as seguin-
tes combinagdes de sequéncias de regido variavel de cadeia Ievé (LCRV) e
de regiao variavel de cadeia pesada (HCVR): SEQ ID NO: 27 e 51, 27 e 59,
27 e 60, 27 e 61, 27 € 62, 27 € 63, 27 e 64, 28 € 52, 29 e 51, 30 e53,31e
54,32 e 55,33 e 56,34 e 51,34e57,35e 58,36 e 51,36 e 69, 36 ¢ 75, 37
e 51,38e51,39e 51,40 e 51, 41 e 64, 41 e 67, 42 e 66, 43 e 68, 44 e 66,
45 €51,45e69,46e70,46e 71,47 e71,48¢e 72,49 e 73, 50 e 65, ou 50
e 74.

A invencao também inclui fragmentos de ligagao de antigeno de
tais anticorpos, assim como anticorpos e fragmentos que tém regides de ar-
caboucos e constantes humanas ou humanizadas. Os anticorpos e fragmen-
tos da invengéao sao uteis para tratar doengas, disturbios e condi¢des prolife-
rativas celulares. _

- Em uma modalidade, os anticorpos da presente invengdo neu-
tralizam TGF-B1 maduro humano, TGF-B2 maduro humano e TGF-83 madu-
ro humano, e tém um ICs5o menor do que ou igual a cerca de_= 100 pM para
TGF-B1 maduro humano, uma ICso menor do que ou igual a cerca de 400
pM para TGF-f2 maduro humano e um ICsp menor do que ou igual a cerca
de 200 pM para TGF-B3 maduro humano em um ensaio de neutralizagao de
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Célula HT-2 in vitro.

» Em uma modalidade, os anticorpos da presente invehgéo com-
preendem uma regido variavel de cadeia pesada (HCVR) e uma regiao vari-
avel de cadeia’leve (LCVR), em que a dita HCVR compreende um peptideo
em CDRH1 com a sequéncia mostrada em SEQ ID NO: 96 ou SEQ ID NO:
100, um peptideo em CDRH2 com a seqliéncia mostrada em SEQ ID NO:
97, SEQ ID NO:99, SEQ ID NO: 101 ou SEQ ID NO: 102 e um peptideo em
CDRH3 com a seqiiéncia mostrada em SEQ ID NO: 98 e em que a dita LC-
VR compreende um peptideo em CDRL1 com a sequéncia mostrada em
SEQ ID NO: 88,'.SEQ ID NO: 91, SEQ ID NO: 92, ou SEQ ID NO: 93, um

.peptideo em CDRL2 com a sequéncia mostrada na SEQ ID NO:89 ou SEQ

ID NO: 94 e um peptideo em CDRL3 com a sequéncia mostrada na SEQ ID
NO:90 ou SEQ ID NO:95. '
Em uma modalidade, anticorpos da presente invengdo ainda

compreendem uma regiao de arcabougo humana.

- Em outra modalidade, os anticorpos da presente invengdo compreen-
dem uma HCVR com a seqliéncia selecionada a partir do grupo que consiste
em SEQ ID NO: 64, 68, 69, 70 e 74 e uma LCVR com a sequéncia selecio-
nada a partir do grupo que consiste em SEQ ID NO: 41, 43, 45, 46, e 50.

Em outra modalidade, os anticorpos da presente invengao com-

‘preendem uma HCVR com a sequiéncia mostrada em SEQ ID NO: 69 e uma

LCVR a seqiiéncia mostrada em SEQ ID NO: 45.

| Em uma modalidade, os anticorpos da presente invengdo com-
preendem uma cadeia pesada a sequéncia selecionada a partir do grupo
que consiste em SEQ ID NO: 77, 79, 81, 83 e 85 e uma cadeia leve com a
sequléncia selecionada a partir do grupo do grupo que consiste em SEQ ID
NO: 76, 78, 80, 82, e 84.
_ Em uma modalidade, os anticorpos da presente invengao com-
preendem uma cadeia pesada a sequéncia mostrada em SEQ ID NO: 81 e
uma cadeia leve com a sequéncia mostrada em SEQ ID NO: 80

A invengao fornece um método de tratar disturbios proliferativos

celulares em um mamifero, preferivelmente um primata e mais preferivel-
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mente um ser humano, que compreende administrar a um mamifero que
necessita de tal tratamento uma quantidade eficaz de um anticorpo da in-
vengao ou um fragemento do mesmo.

A invencdo fornece um método de tratar uma doenga ou condi- .
cao, na qual a fibrogénese e/ou angiogénese mediadas por TGF-B estao
implicadas, em um mamifero, preferivelmente um primata e mais preferivel-
mente um ser humano, incluindo sindrome mielodisplasica (MDS)/disturbio
mieloproliferativo (MPD), cancer de mama, cancer de prostata, cancer ovari-
ano, carcinoma hepatocelular, cancer pancreatico, mieloma mrultiplo, cancer
colorretal, outras rhalignidades hematolégicas (leucemia de células pilosas,
CML, AML, etc), que compreende administrar é um mamifero que necessita
de tal tratamento uma quantidade eficaz de um anticorpo da inveng@o ou um
fragmento do mesmo. Isso pode ainda compreender administrar ao mamife-
ro uma quantidade eficaz de um} agente terapéutico diferente dos anticorpbs
anti-TGF-B, tal como um agente quimioterapico, agente antiangi'bgénico ou
quimioterapico citotdxico.

Em outra modalidade, a invengao fornece um método para tratar
um ’paciente com cancer de mama metastatico que superexpressa HER-2,
que compreende administrar ao paciente uma quantidade eficaz de um anti-
corpo da invengdo e de um anticorpo que bloqueia a sinalizagdo através do
receptor de HER-2, isto é trastuzumab.

A presente invencao também fornece uma composigcao farma-
céutica que compreende um anticorpo da invengdo em combinagdo com um
veiculo, diluente ou excipiente farmaceuticamente aceitavel.

Essa invencao também fornece o uso de um anticorpo da inven-
¢ao para a producdo de um medicamento para tratamento de disturbios pro-
liferativos celulares em mamiferos. Além disso, essa invengdo fornece uma
composigao farmacéutica adaptada para tratamento de disturbios proliferati-
vos celulares que compreende um anticorpo da invengdo em combinagao
com um ou mais excipientes, veiculos ou diluentes farmaceuticamente acei-
taveis do mesmo. A inveng¢ao também fornece o uso de um anticorpo da in-

vencao para a produgao de um medicamento para tratamento de uma doen-
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¢a ou condigao capaz de ser melhorada ou prevenida pela neutralizagao das
atividades de TGF-B. |

Essa invengéo também fornece o uso de um anticorpo da inven-
¢ao para a produgao de um medicamento para tratamento de uma doenca
ou condicdo na qual a fibrogénese e/ou angiogénese mediadas por TGF-8
estdo implicadas, em um mamifero, preferivelmente um primata e mais pre-
ferivelmente um ser humano, incluindo MDS/MPD, cancer de mama, cancer
de prostata, cancer ovariano, carcinoma hepatocelular, cancer pancreético,_
mieloma multiplo, cancer colorretal, outras malignidades hematoldgicas (leu-
cemia de células pilosas, CML, AML, etc), que compreende administrar a um

‘mamifero que necessita de tal tratamento uma quantidade eficaz de um anti-

corpo da invengdo ou um fragmento do mesmo. Isso pode ainda compreen-
der administrar ao mamifero uma quantidade eficaz de um agente terapéuti-

co diferente dos anticorpos antiQTGF-B, tal como um agente quimioterapico,

agente antiangiogénico ou agente citotéxico ou uma citocina. Além disso,
essa invengao fornece uma composicao farmacéutica adaptada para o tra-
tamento de condi¢bes nas quais a neutralizagéo ou redugao de atividades de
TGF-B poderia ser benéfica em um mamifero, incluindo MDS/MPD, céancer
de mama, cancer de préstata, cancer ovariano, carcinoma hepatocelular,

cancer pancreatico, mieloma multiplo, cancer colorretal, outras malignidades

-hematolégicas (leucemia de células pilosas, CML, AML, etc), que compreen-

de um anticorpo da invengdao em combinagdo com um ou mais excipientes,
veiculos ou diluentes. farmaceuticamente aceitaveis. A invengdao também

- fornece o uso de um anticorpo da invengao para a produ¢do de um medica-

mento para tratar uma doenga ou condigao capaz de ser melhorada ou pre-

venida pela neutralizagao ou redugao de atividades de TGF-8.

BREVE DESCRIGAO DOS DESENHOS

A FIGS. 1A e B mostram as sequéncias de aminoacidos das regi-

Oes variaveis de cadeia pesada e cadeia leve dos anticorpos preferidos da

invengéo, respectivamente. Os dominios de CDR estdao em négrito.
FIGURAS. 2A e B mostram o alinhamento da sequéncia de ami-

noacidos dos dominios de CDR dos anticorpos preferidos da presente in-
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vencado. As variacoes estao em negrito e sublinhadas.

FIGURA 3 lista as sequiéncias de aminoacidos de cadeia leve e
cadeia pesada de um anticorpo monoclonal da invengao, isto € mAb 12.7.
DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

O termo um "anticorpo monoclonal” refere-se a uma composigao
com uma populacao de anticorpos homogénea, que compreende quatro ca-
deias peptidicas, duas cadeias pesadas (H) e duas cadeias leves (L) interli-
gadas por ligagoes de dissulfeto. A porcdo aminoterminal de cada cadeia
inclui uma regiao variavel de cerca de i00-110 ou mais aminoacidos. Essa
regiao variavel de cada cadeia inciui trés regides de determinagdo de-com-
plementaridade (CDRs) que reconhecem e se Iigam a um antigeno em parti-
cular. Um "anticorpo monoclonal" pode ser um anticorpo intacto (que com-
preende uma cadeia leve completa e uma cadeia pesada completa), um an-
ticorpo substancialmente intacto‘, ou uma porg¢éo ou fragmento de um anti-
corpo que compreende uma porc¢éo de ligagdo de antigeno, por exemplo, um
fragmento Fab, ou fragmento F(ab’); de um anticorpo. Além disso, um "anti-
corpo monoclonal" pode ser um fragmento variavel de cadeia dnica (scFv),
que consiste na regido variavel de cadeia pesada (VH) e na regido variavel
de cadeia leve (VL) de um anticorpo unidas por um ligante peptidico flexivel.

| Uma "populagao de anticorpo homogénea" refere-se a uma po-

pulagdo de anticorpo homogénea ou substancialmente homogénea (isto e,
pelo menos cerca de 85%, 87%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%,
mais preferivelmente pelo menos cerca de 97% ou 98% ou o mais preferi-

~velmente pelo menos 99% dos anticorpos na populagdo poderiam competir

em um ensaio de ELISA pelo mesmo antigeno ou epitopo). Anticorpos po-
dem ou nao ser glicosilados e ainda estao dentro dos limites da invengao.
Anticorpos monoclonais podem ser homogéneos se eles tiverem seqiiéncia
de aminoacido idéntica embora eles possam diferir em uma modificagao
pos-traducional, por exemplo padrao de glicosilagao. v

O termo "quantidade eficaz" é tido como significando uma dose
de um composto necessaria para se obter o efeito farmacoldgico desejado.

O termo "epitopo" refere-se aquela porcao de uma molécula ca-



10

15

20

25

30

paz de ser reconhecida e ligada por um anticorpo em uma ou mais das regi-
Oes de ligagédo ao antigeno do anticorpo. Epitopos consistem freq(]entemen-
te em um agrupamento de superficie quimicamente ativa de moléculas tais
como aminoacidos ou cadeias laterais de agucar e tém caracteristicas estru-
turais tridimensionais especificas assim como caracteristicas de carga espe-
cificas.

O termo "Kd" refere-se a constante de dissociagdo de uma inte-
racdo anticorpo-antigeno em particular. Ela é calculada pela formula Koi/Kon =
Kd. O termo "kon" refere-se a associagdo ou constante de ligagéao (on rate),
ou taxa de reag¢ao especifica, da reacao ativadora, ou formadora de comple-

.x0, medida em unidades: M-1sec-1. O termo "ko" refere-se a dissociagéo ou -

constante de desligamento (off rate), ou taxa de reagao especifica para a
dissociagdo de um anticorpo do complexo anticorpo/antigeno, medida em

unidades: 1/segundo. A afinidade de um anticorpo monoclonal da presente

invencao esta freqlientemente correlacionada com uma ko menor do que
com uma kon maior, entretanto, ndo estando limitado pela teoria, modalida-
des de ambas kot € kon melhoradas sao abrangidas. Em uma modalidade
mais preferida, anticorpos monoclonais da presente invengao sao anticorpos
de alta poténcia ou fragmentos dos mesmos, geralmente exibindo valores de
Koif baixos. |

~ O termo "neutralizar" como usado aqui com relagao a uma ativi-
dade de um anticorpo monoclonal da invengéao significa a habilidade de an-
tagonizar, impedir, evitar, reprimir, retardar, interromper, eliminar, parar, re-
duzir ou reverter substancialmente, por exemplo, a progressao ou severida-
de daquilo que esta sendo inibido incluindo, mas néo-limitado, a atividade ou’
propriedade bioldgica, uma doenga ou condigao. A inibicdo ou neutralizagao
é preferivelmente pelo menos 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%,

90%, 95% ou maior.

Com relagao as capacidades de ligagao e neutralizagao de anti-
corpos da invengao, o TGF-B referido aqui € a forma madura, humana, bio-
logicamente ativa de TGF-B1, TGF-B2, e TGF-f3 (SEQ ID NO: 1, 2, e 3).
Veja também, por exemplo, No. de acesso NCBI: P01137, NP_003229, e
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NP_003230 que descrevem as sequéncias de DNA e aminoacido de, res-
pectivamente, TGF-B1, -B2, e -3 humanos (incluindo seus dominios precur-
sores e por¢gdes maduras). Um TGF-B1, -B2, ou -B3 homodimérico ligado por
dissulfeto maduro contém dois polipeptideos de 112 aminoacidos e tem uma.
massa molecular prevista de aproximadam'ente 25 kDa. Anticorpos da in-
vencao se ligam e neutralizam tais isoformas de TGF-8 maduras, mas nao
mostram ligacdo significativa de isoformas de TGF-B1, -B2, e -B3 latentes
sob condi¢cées similares. ‘ ’

Melhorias na afinidade e né cinética de ligacao solucionam pro-
blemas de anticorpos, por exemplo, por auxiliar a aumentar 0s perfis farma-
cocinéticos e de seguranca; pela redugao da“dose, toxicidade, e custo da
terapia; e pela melhora da eficacia biolégica. A constante de dissociagdo (Kd)
de um anticorpo pode ser encontrada usando métodos na técnica, por e-
xemplo, Kinexa® (veja, por exemplo, Darling, et al., 2004 ASSAY and Drug
Development Technologies 2:647-57) ou BlAcore® AB (Upsala, Suécia), ou
adaptando Karlsson et al., 1991 J. Immunol. Methods 145, 299-340. O termo
"kon" refere-se aqui a associagdo ou constante de ligagao "on-raté“, ou taxa
de feagéo especifica, da reagao ativadora, ou formadora de complexo de
anticorpo: antigeno, M'sec™. O termo "k refere-se aqui a dissociagéo ou

Constante de desligamento "off rate", ou taxa de reagdo especifica, para a

dissociagéo de um anticorpo de um complexo anticorpo:antigeno (sec™). O

termo "K' refere-se aqui-a constante de dissociacao de um complexo de

anticorpo:antigeno em particular calculado como Ky = Kot/Kon. Ka € 0 inverso

~ de Kg.

A Ky de um anticorpo da invengao para TGF-B1 humano maduro
esta na faixa de cerca de 0,0001 pM a cerca de 5,0 pM. Mais preferivelmen-
te, esta na faixa de cerca de 0,001 pM a cerca de 3,0 pM. O mais preferivel-
mente, esta na faixa de cerca de 0,01 pM a cerca de 0,5 pM. A Kd de um
anticorpo da invengao para TGF-B2 maduro humano esta na faixa cl_e cerca
de 0,01 pM a cerca de 5,0 pM. Mais preferivelmente, na faixa de cerca de
0,05 pM a cerca de 2,0 pM, e o mais preferivelmente, esta na faixa de cerca
de 0,1 pM a cerca de 1,5 pM. A Ky de um anticorpo da invencgéo para TGF-
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B3 maduro humano esta na faixa de cerca de 0,005 pM a cerca de 3 pM.
Mais preferivelmente, ela esta na faixa de cerca de 0,05 pM a cerca de 2,8
pM. O mais preferivelmente, ela esta na faixa de cerca de 0,2 pM a cerca de
2 pM. Preferivelmente os anticorpos da invengdo sdo caracterizados por
uma Ky de 4,0 x 102 M ou menos para TGF-B1 maduro humano, uma Kgde
8,0 x 102 M ou menos para TGF-B2 maduro humano, e uma Kq de 4,0 x 10°
M ou menos para TGF-B3 maduro humano.

A Kg de um anticorpo da invengéo para TGF-B1 € pelo menos 2
vezes maior do que a Kyq de 1D11.16 para TGF-B1, mais preferivelmente é
pelo menos 25 ‘v.ezes maior, € o mais preferiveimente é pelo menos 50 ve-

-zes maior. Para ser claro, afinidade maior significaria um valor de K4 menor.

A K4 de um anticorpo da invencao para TGF-B2 é pelo menos 1,5 vezes
maior do que a Ky de 1D11.16 para TGF-B2, mais preferivelmente & pelo
menos 10 vezes maior, € O mais preferivelmente é pelo menos 20 vezes
maior. A Ky de um anticorpo da invengao para TGF-B3 é pelo menos 4 vezes
maior do que a Kq de 1D11.16 para TGF-B3, mais preferivelmente é pelo
menos 6 vezes maior, e 0 mais preferivelmente € pelo menos 10 vezes mai-
or. .

A Kyde um Fab da invengdo para TGF-B1 maduro humano esta
na faixa de cerca de 0,009 pM a cerca de 75,0 pM, esta mais preferivelmen-

“te na faixa de cerca de 240 a cerca de 1, mas preferivelmente na faixa de

cerca de 50 a cerca de 2, e ainda mais preferivelmente na faixa de cerca de
0,018 pM a cerca de 50 pM, e estd o mais preferivelmente na faixa de cerca
de 0,02 pM a cerca de 25 pM. A Ky de um Fab da invengdo para TGF-B2
maduro humano esta na faixa de cerca de 0,0045 pM a cerca de 60 pM,
mais preferivelmente esta na faixa de cerca de 0,002 pM a cerca de 45 pM,
e o mais preferiveimente esta na faixa de cerca de 0,02 pM a cerca de 35

PM. A Kq de um Fab da invengao para TGF-B1 € pelo menos 30 vezes maior

do que a Kyg de 1D11.16 para TGF-B1, mais preferivelmente € pelo menos
300 vezes maior, e o mais preferivelmente, é pelo menos 1500 vezes maior.
A Ky de um Fab da invengdo para TGF-B2 é pelo menos 10 vezes maior do
que a Ky de 1D11.16 para TGF-B2, mais preferivelmente é pelo menos 100
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vezes maior, o mais preferivelmente é pelo menos 500 vezes maior.
Anticorpos da invengéo exibem ko para TGF-81 maduro huma-
no preferivelmente na faixa de cerca de 110 a cerca de 1 (todos os valores
para ko S0 x 10 s™'), mais preferivelmente na faixa de cerca de 50 a cerca
de 6, e ainda mais preferivelmente na faixa de cerca de 15 a cerca de 4; pa-
ra TGF-B2 maduro humano preferivelmente na faixa de cerca de 20 a cerca
de 4; e para TGF-B3 maduro humano na faixa de cerca de 90 a cerca de 1,
mais preferivelmente na faixa de cerca de 50 a cerca de 4, e ainda mais pre-
ferivelmente na faixa de cerca de 35 a cerca de 6. Anticorpoé da invencgao
exibem aumento de ko sobre 1D11.16 para TGF-B1, -B2, e -B3 na faixa de
cerca de 2 a cerca de 50 vezes, mais pre_feriv'elmente-na faixa de cerca de
2,5 a cerca de 25 vezes, e ainda mais preferivelmente na faixa de cerca de 3
a cerca de 15 vezes. |
Em outra modalidade, um anticorpo da invengdo tem uma Kon
maior do que 5 para TGF-B1 maduro humano, maior do que 2,8"para TGF-
B2 maduro humano, e maior do que 1,56 para TGF-B3 maduro humano (to-
dos dos valores para Kon $30 X 107 M s7). A kon para TGF-B1 maduro hu-
mano esta preferivelmente na faixa de cerca de 1,5 a cerca de 60, mais pre-
ferivelmente na faixa de cerca de 2 a cerca de 45, e ainda mais preferivel-
rhente na faixa de cerca de 3 a cerca de 30; para TGF-B2 esta preferivel-
mente na faixa de cerca de 1 a cerca de 40, mais preferivelmente na faixa de
cerca de 1 a cerca de 25, e ainda mais preferivelmente na faixa de cerca de
1 a cerca de 15; e para TGF-B3 maduro humano esta preferivelmente na -

~faixa de cerca de 1,2 a cerca de 20, mais preferivelmente na faixa de cerca

de 1,2 a cerca de 10, e ainda mais preferivelmente na faixa de cerca de 1,2
a cerca de 5. Anticorpos da invengao exibem um aumento médio de kon SO-
bre 1D11.16 para TGF-B1, -B2, e -B3 preferivelmente na faixa de cerca de
1,5 a cerca de 40 vezes, mais preferivelmente na faixa de cerca de 2 a cerca |
de 15 vezes, e ainda mais preferivelmente na faixa de cerca de 2 a cerca de
10 vezes. Em uma modalidade preferida, um anticorpo da invengéo'se liga a
TGF-B1 mais que a TGF-B2 e B3.

Um anticorpo é dito "neutralizar" seu antigeno se a ligacao do



10

15

20

25

30

11

anticorpo ao antigeno resultar em inibigdo ou redugao, completa ou parcial,
de uma fungdo biolégica do antigeno. Neutralizagdo da atividade bioldgica
de uma isoforma de TGF-B é avaliada por medir a inibigdo ou reducéo, com-
pleta ou parcial, de um ou mais indicadores in vitro ou in vivo de atividade de
TGF;B, tal como, ligagao ao receptor, um efeito inibidor sobre o crescimento
celular; quimiotaxia, apoptose, fosforilagdo de proteina intracelular, ou trans-
dugéao de sinal. O mais preferiVeImente, a habilidade de neutralizar a ativida-
de de TGF-B é avaliada, como descrito aqui, por um ensaio de proliferacao
de célula HT-2 ou por medir a inibigao de fosforilagdo de Smad2.

| Antidorpos da invengcao neutralizam TGF-B1 maduro humano,

- TGF-B2 maduro humano, e TGF-B3 maduro humano, e tem uma ICsp de -

menos do que ou igual a cerca de 100 pM, 75 pM, 50 pM, 25 pM, 17.5 pM,
10 pM, 4 pM, ou 3pM para TGF-1 maduro humano, uma ICso de menos do
que ou igual a cerca de 400 pM, 345 pM, 200 pM, 100 pM, 77,5 pM, 50 pM,

'40 pM, ou 23 pM para TGF-B2 maduro humano, e um do que ICso de menos

do que ou igual a cerca de 200 pM, 115 pM, 105 pM, 75 pM, 50 pM, 45 pM,
ou 35 pM para TGF-B3 maduro humano em um ensaio de neutralizagao de
célula HT-2 in vitro. ' _

| Atividade neutralizante m‘elhorada aumenta os perfis de farma-
cocinética e seguranga; reduz a dosagem, toxicidade, e custo da terapia; e
melhora a eficacia biolégica. Em uma modalidade preferida, a ICso de um
anticorpo da invengéo no ensaio de proliferagdo/neutralizagéo de ceélula HT-
2 Como descrito aqui é de menos do que cerca de 20 pM para TGF-B1, me-
nos do que cerca de 325 pM para TGF-B2, e de menos do que cerca de 125
pM para TGF-B3. Contra TGF-B1, um anticorpo da invengéo prefefiveImente
tem uma ICso na faixa de cerca de 0,1 a cerca de 50 pM, mais preferivelmen-
te na faixa de cerca de 0,1 a cerca de 30 pM, e o mais preferivelmente na
faixa de cerca de 0,1 a cerca de 20 pM. Contra TGF-B2, um anticorpo da
invencdo tem preferivelmente uma ICso na faixa de cerca de 1 a cerca de
400 pM, mais preferivelmente na faixa de cerca de 10 a cerca de 350 pM, e
o mais preferivelmente na faixa de cerca de 15 a cerca de 325 pM. Contra
TGF-B3, um anticorpo da invengao tem preferivelmente uma ICso na faixa de
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cerca de 0,1 a cerca de 200 pM; mais preferivelmente na faixa de cerca de 1
a cerca de 150 pM, e o mais preferivelmente na faixa de cerca de 10 a cerca
de 125 pM. _

Em outra modalidade, anticorpos da invengdo exibem em média .
um aumento de ICso sobre 1D11.16 em um ensaio de Aproliferagéo de célula
HT-2 para TGF-B1 na faixa de cerca de 100 a cerca de 600 vezes, mais pre-
ferivelmente na faixa de cerca de 200 a cerca de 500 vezes, e ainda mais
preferivelmente na faixa de cerca de 300 a cerca de 400 vezes; para TGF-2
na faixa de cerca de 10 a cerca de 4001vezes, mais preferivelmente na faixa
de cerca de 25 a cerca de 300 vezes, e ainda mais preferivelmente na faixa
de cerca de 50 a cerca de 200; e para TG_F-BS' na faixa de cerca de 2 a cer-
ca de 200 vezes, mais preferivelmente na faixa de cerca de 4 a cerca de 50
vezes, e ainda mais preferivelmente na faixa de cerca de 6 a cerca de 25.

A concentragcao de- um anticorpo necessaria para neutralizar
uma atividade de TGF-B é dependente de varios parametros, tal como, por
exemplo, concentracao de citocina, tipo celular, condigdes de crescimento e,
tipo de atividade estudadé. O carater de neutralizagcao de um antiCorpo' da

v invéngéo é avaliado por medir o grau de inibigao da fosforilagéao da proteina

Smad2 em um modelo de xenoenxerto de tumor humano U87MG, como
d'escrito aqui. Em outra modalidade preferida, um anticorpo da invengéo tem
uma TEDs, (dose terapéutica eficaz) em tal ensaio na faixa de cerca de 100
a cerca de 200 mg/kg, mais preferivelmente na faixa de cerca de 50 a cerca
de 80 mg/kg; e ainda mais preferivelmente na faixa de cerca de 5 a cerca'de

- 25 mg/kg.

Certos anticorpos e fragmentos da invengao tém CDRs especifi-
cas: VHCDR1 X;X2WMN [SEQ ID NO: 10, onde X; € Tou S; e X2 é Eou Y];
VHCDR2 QIFPX;X.GSTNYXsEMX,EG [SEQ ID NO: 11, onde X; é A, ou F;
X, € S, T,oulL Xsé N, G, S, D, ou A; X4 € F, ou Y]; VHCDR3
GXyGNYALDAMDY [SEQ ID NO: 12, onde X; é D, I, M, Y, L, V, Q_, ou F];
VLCDR1 RASESVDX;X.GNSFMH [SEQ ID NO: 13, onde X1 é S, Y, F, ou L;
X2 é Y ou W]; VLCDR2 X;ASNLES [SEQ ID NO: 14, onde X; é L, ou Y]; e
VLCDR3 X;QX2X3EDPLT [SEQ ID NO: 15, onde X1 € Q, T, ou C; X2€é N, ou
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H; X3é N, I, M, D, T, ou A].

_ Ainda abrangidos sdo anticorpos criados com CDRs das tais
féormulas apés manipulagdo das CDRs (na orientacdo apropriada) em se-
quéncias de arcabougos de anticorpo humano ou humanizado para produzir
composigc”)es da invengdo que neutralizam TGF-1, -B2, e -B3 maduros, hu-
manos. Qualquer método conhecido na técnica pode ser usado para incor-
porar CDRs especificas dentrd de sequéncias de arcabougos. Como descri-.
to, sequiéncias de arcabougos humanas ou humanizadas variaveis podem
ser derivadas de qualquer dominio variavel germinativo ou rearranjado ou,
por exemplo, dominio varidvel sintético baseado em sequéncias consenso

.de dominios variaveis humanos conhecidos. Sequiéncias de arcaboucgos de

dominio variavel preferidas sdo aquelas que nao afetam significativamente
as propriedades biologicas de uma modalidade de anticorpo anti-TGF-B1, -

B2, e -B3 - isto &, a habilidadede se ligar com alta afinidade e neutralizar

TGF-B1, -B2, e -83 maduros humanos. Preferivelmente, tais arcabougos nao
fazem surgir adicionalmente reagdes imunogénicas significativas quando
administrados a um ser humano. Sequiéncias de arcabougo podem ser se-
quiéncias de anticorpos humanos de ocorréncia natural ou sequéncias con-
senso de varios anticorpos humanos. '

Exemplos nao-limitantes de seqﬁéncias de arcabougo para a re-

‘gido variavel de cadeia pesada de modalidades de anticorpo da invengéo

incluem o segmento VH, DP-5 (Tomlinson, et al. 1992 J. Mol. Biol. 227:776-

98) e o segmento J, JH4, JH1 ou JH5 (Ravetch, et al. 1981 Cell 27:583-91).

O segmento VK, L1 (Cox, et al. 1994 Eur. J. Immunol. 24:827-36) e o seg-
mento J, Jk4 (Hi'eter, et al. 1982 J. Biol. Chem. 10:151 6-22)-séo'exemplos'
nao-limitantes de sequiéncias de arcabougo para a regido variavel de cadeia

leve.

_ Em uma modalidade preferida, o arcabougo FR1 de HCVR

compreende [SEQ ID NO: 16]; e o arcabougo FR2 de HCVR compreende

[SEQ ID NO: 17]; o arcabougo FR3 de HCVR compreende [S‘EQ ID NO: 18];

e o arcabouco FR4 de HCVR compreende [SEQ ID NO: 19]. Em outra moda-

lidade preferida, o arcabougo FR1 de LCVR compreende [SEQ ID NO: 20]; o
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arcabouco FR2 de LCVR compreende [SEQ ID NO: 21], o arcabougo'FRS

de LCVR compréende [SEQ ID NO: 22]; e o arcabougo FR4 de LCVR com-

preende [SEQ ID NO: 23]. Em outra modalidade preferida, um arcabouco de

HCVR compreende [SEQ ID NO: 86]em que X1 €S, Y, F,oul; X2é YouW;
Xz é A 0uF; Xs6S, T,ouL; XséN, G, S,D,ouA; Xsé F,ouY;eXzéD,|,

M, Y, LV, Q, ouF. Em outra modalidade preferida, Um arcabougo de LCVR

compreende [SEQ ID NO: 87]emque X;é Tou S; X2 é E,ouY; Xz éL, ou

Y;Xs6Q, T,0uC; Xs 6 N,ouH; e X¢ ¢ N, I, M, D, T,ou A. :

Em ou‘tra modalidade. preférida,, regides de arcabougo e cons-
tantes podem cohter alteracdes, delegodes, adigdes, substituicdes, ou-qual-
quer combinagcao dos mesmos quando compafadas com sequéncias huma-
nas. Regides de .arcabougo e constantes nas quais 1, 2, 3, 4,5, 6,7, 8, 9, od
10 sao substituidos, deletados ou adicionados em qualquer combinagdo séo
preferidas. Em outra modalidadé, o arcabouco tem 85-99% de identidade de
sequéncia a um arcabougo descrito aqui. |

Em uma modalidade, uma regiao constante de cadeia pesada
preferida para uso com uma composigdo de ligagdo de anticorpo'da inven-
cao é uma regiao constante de IgG. Em uma modalidade mais preferida, a
regido constante de IgG € uma regido constante de IgG1 ou uma regido
constante de IgG4 (ainda mais preferivelmente sdo regides constantes de

[SEQ ID NO: 24]; ou [SEQ ID NO: 25]). Uma sequiéncia de regido constante

de cadeia leve preferida da invengdo é [SEQ ID NO: 26]. Em outra modali-

dade preferida, anticorpo, composi¢des de ligacédo contém regido constante

de cadeia pesada de IgG1 ou a regido constante de cadeia pesada de 1gG4

e a regiao constante de cadeia leve kappa.

Também abrangidas sdo sequéncias de polinucleotideo que co-
dificam anticorpos da invencdo. Quando se manipula anticorpos usando
CDRs da invencao, a identificacdo de residuos dentro de arcabougos de an- |
ticorpos que provavelmente influenciam sequéncias doadoras e aceptoras
de ligagdo de antigeno pode ser determinada por alinhar a moldes de se-
guéncia derivados de repertérios de anticorpo. "Residuos invariantes” (Kabat
et al., 1991) e "residuos chave" (Chothia et al., 1989) podem ser identifica-
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dos, e atribuicbes de classes canénicas dos loops de ligacdo de antigeno
doadores L1-L3, H1 e H2, respectivamente, podem ser determinadas por
rastreamento de uma sequéncia proposta contra moldes de sequéncia (veja,
por exemplo, Martin.& Thornton, 1996 Mol. Biol. 263:800—15). Residuos na
interface VH/VL (Chothia et al., 1985) e residuos conhecidos por serem es-
truturalmente conservados nos sitios centrais (Chothia-et al, 1998) séo
comparados com residuos doédores e aceptores correspondentes. Residuos
de arcabouco doador e aceptor ndo-pareados nesses sitios sé&o analisados
com base em informagéo de outros anticorpos de estrutura conhecida (Ber-
man, evt al., 2000' Nucl. Acids Res. 28(1): 235-42). A sele¢ao de arcabougos

-humanos como moldes para humanizagao de regides V ndao-humanas pode

definir decisdes subsequentes relacionadas a quais residuos humanizar. A
escolha de moldes homdlogos de anticorpos com estrutura cristalina conhe-
cida, a partir de seqiiéncias germinativas, ndo-germinativas ou consenso

'derivadas de bases de dados disponiveis pode ser empregada (veja, por

exemplo, Routledge et al. (Routledge, et al., 1993 em Protein Engineering of

Antibody Molecules for Prophylactic and Therapeutic Applications in Man

(Clark, M., ed) pp. 14-44, Academic Titles, Nottingham, UK; e B. Lo, 2004
Antibody Engineering: Methods and Pfot_ocols, Humana Press)).' Qutra forma

de manipular anticorpos é escolher a sequéncia germinativa humana mais
préxima como o arcabougo para receber CDRs doadoras (Tomlinson et al.,
1992) usando uma éstratégia "best-fit" para buscar sequéncias germinativas
em bases de dados. © método de arcabougo de linhagem germinativa é util -
porque sequencnas germinativas humanas nao apresentam hlpermutagoes-
somaticas, que sdo potencialmente imunogénicas. Moléculas de acido nu-
cléico que codificam anticorpos da invengao variantes de uma combinagao
de regides de arcabougo e CDRs da invengéo inseridas dentro de arcabou-

¢os humanos modificados podem ser-manipuladas usando uma estratégia

de linhagem germinativa humana consenso onde um subgrupo humano é
usado como o arcaboucgo (veja, por exemplo, Presta et al., 1993 J. Immunol
151:2623-32; Couto et al., 1994 Hybridoma, 13:215-9; Couto et al.,, 1995
Cancer Res. (Supl.), 55, 5973s-7s; Werther et al., 1996 J. Immunol,,
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157:4986-95; O'Connor et al., 1998 Protein Engng 11:321-8).

Fragmentos de anticorpo (como descrito), ou parte de uma se-
quéncia ou SEQ ID NO aqui contida, também sao abrangidos. Tais fragmen-
tos de proteina e/ou polipeptideo podem ser "auto-suficientes", ou compre- .
ender parte de um polipeptideo ou proteina maior, do qual os fragmentos
formam uma porg&o ou regido, por exemplo, uma regiao continua unica de
uma SEQ ID NO: aqui contida tal como, por exemplo, conectados em uma
proteina de fusdo. Polinucleotideos que codificam tais fragmentos também
sao abrangidos. |

Anticorpos da invengcdo sdo manipulados por qualquer método
conhecido na técnica, tal como, por exemplo, éintese quimica; ou engenha-
ria recombinante, genética ou molecular e ndo sao restritos por método de
criacdo. Tipicamente, acidos nucléicos que codificam anticorpos da invengao
incluem uma sequéncia de polinUcIeotn’deo de controle de expressao operati-
vamente ligada as sequéncias codificantes, incluindo regides bromotoras
associadas naturalmente ou heterdlogas. Preferivelmente sequéncias de
controle de expressao sao sistemas promotores eucarioticos em vetores que
transformam ou transfectam células hospedeiras eucariéticas, mas sequién-
cias de controle para hospedeiros procariéticos também podem ser usadas.
Uma vez que o vetor é incorporado em uma célula hospedeira apropriada,
ela é propagada sob condigcbes adequadas para expressar sequiéncias, e,
conforme desejado, para a coleta e purificagdo das cadeias leves, cadeias
pesadas, dimeros de cadeia leve/cadeia pesada, ou anticorpos intactos,

fragmentos de ligacdo ou outras formas de imunoglobulina. Sequiéncias de

DNA de regido constante sdo isoladas por métodos conhecidos na técnica a
partir de uma variedade de células humanas, mas preferivelmente a partir de
células B imortalizadas. Células de fontes adequadas para as sequéncias de
polinucleotideo e células hospedeiras para expressao e secregdo de imuno-
globulina sao obtidas a partir de fontes conhecidas na técnica.

A invencao abrange sequéncias de polipeptideos funcionais com
similaridade ou identidade de sequéncia substancial a uma sequéncia conti-
da aqui (por exemplo, pelo menos: 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%,
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94%, 95%, 96%, 97%, 98%, ou 99% idéntica a uma seqiéncia da invengao
(ou fragmento)) usando métodos conhecidos na técnica tal como, por exem-
plo, otimizagdo de pareamentos de residuos. Tais seqléncias incluem qual-
quer uma com uma caracteristica funcional de um anticorpo da invengéo
(por >exemplo, ligacdo e neutralizagao de TGF-B1, -B2, e -B3 maduros huma-
nos em um ensaio descrito aqui). Tais modalidades funcionalmente relacio-
nadas incluem adigdes, substituigées e/ou delec¢des de residuos de aminoa-
cidos de uma sequiéncia da inven¢do em uma CDR ou uma regido constan-
te. Substituicdes e/ou adicdes de aminoacidos podem ser baseadas em simi-
laridade em poléridade, carga, solubilidade, hidrofobicidade, e/ou natureza

- anfipatica dos residuos envolvidos. Ainda, aminoéacidos n&o-classicos ou

analogos quimicos de aminoacidos podem ser substituidos ou adicionados
na seqliéncia de polipeptideo. Todas as tais variantes estdo no escopo da-
queles versados na técnica de biologia molecular dada nos ensinamentos

aqui especificando férmulas Unicas ou sequéncias de polipeptideo e as limi-

tagdes funcionais da invengao.

Modalidades preferidas da composi¢édo da invengao tém uma ou
mais das seguintes caracteristicas: Kq menor do que 2 x 10> M para TGF-
B1, menor do que 5 x 107" M para TGF-82, menor do que 8 x 1073 M para

TGF-B3; kot menor do que 8 x 10° s™" para TGF-B1, menor do que 11 x 10°

s para TGF-B2, menor do que 13 x 10° s para TGF-B3; kon maior do que 5
x 10 M s para TGF-B1, maior do que 2 x 10’ M ™' para TGF-B2, e maior
do que 1,5 x 10’ M s'! para TGF-B3; aumento de Ky de uma composigao de
Fab para TGF- B1 com relagdo a Fab de 1D11.16 para TGF-B1 de pelo me-
nos 6000 vezes; aumento de Ky de uma composi¢ao de antlcorpo com rela-
¢do a 1D11.16 maior do que cerca de 34 vezes para TGF-B1, maior que do

que cerca de 13 vezes para TGF-B2, e maior do que cerca de 9 vezes para

TGF-B3; ICso maior do que cerca de 300 vezes maior do que aquele de um

valor de ICso de um 1D11.16 em um ensaio de HT-2; um valor de EDsg na
faixa de cerca de 11 a cerca de 17 mg/kg em um modelo de xenoenxerto de
tumor humano U87MG para a inibicdo de fosforilagdo de Smad2 de (como

descrito aqui); menos do que 5,0% de agregagdo de uma composi¢ado da
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invencdo como determinado por cromatografia de exclusdo de tamanho a-
pdés armazenamento por 30 dias em uma concentragao de 1 mg/mL, 40°C,
em tamp&o padrdo (tal como, por exemplo, Citrato (20 mM); Fosfato (10
mM); ou PBS (fosfato 10 mM, contendo NaCl 150 mM)), e um pH (5.0, 6.5,
ou 7,4); menos do que 1% de produtos de'degradagé-io ou nenhuma forma
acida - como determinado por cromatografia de troba cation (CEX) - apds
armazenamento por 30 dias a 1 mg/ml, menos do que 35°C, em tamp&o pa- -
drdo (tal como, por exemplo, Citrato (20 mM); Fosfato (10 mM) ou PBS (fos-
fato 10mM, contendo NaCl 150 mM)),'e < pH 7.0; e maior do que 80% de
recuperacgao de'prbtel’na de uma composi¢ao da invengao usando métodos
conhecidos na técnica apds armazenam_ento» em uma concentragao de 2
mg/mL a 4°C por duas semanas, e recuperacao de dialise a pH 6.0. |

Composigées da invengdo sao uteis como terapéuticos para
modular, tratar, inibir, melhorar, ou evitar uma doenga, disturbio, estado, sin-
drome ou condi¢cdo associada com um ou mais de TGF-B1, e -B2, e -B3. An-
ticorpos podem ser administrados usando qualquer método conhecido na
técnica e podem ser combinados para uso com veiculos, diluentes, estabili-
zadore}s, e excipientes farmaceuticamente aceitaveis convencionais. Essas
combinagcdes podem ser colocadas em formas de dosagem tal como por
liofilizagdo em frascos de dosagem lacrados ou sob armazenamento em
preparagdoes aquosas estabilizadas. Veiculos, diluentes, estabilizadores, e
excipientes farmaceuticamente aceitaveis sdo conhecidos na técnica ou
descritos, por exemplo, no Merck Index, Merck & Co., Rahway, NJ.

Em particular, anticorpos (ou fragmentos) da invengéo s&o uteis
para tratar disturbios proliferativos celulares, incluindo qualquer doenga, sin-
drome, disturbio, condigdo, ou estado, que afeta qualquer célula, tecido,
qualquer local ou qualquer combinagéo de 6rgéos, tecidos, ou partes do cor-
po que sdo caracterizadas por uma proliferagdo anormal em um unico local
ou multiplos locais, de células, grupos de células, ou tecidos, quer sejam
benignos ou malignos. Como definido aqui, um disturbio proliferati\/a celular
abrange, por exemplo, malignidades hematoldgicas (tal como, por exemplo,
MDS ou MPD, tal como, por exemplo, com envolvimento de megacariocitos.



10

15

20

25

30

19

(veja, por exemplo, Sakamaki, et al.,, 1999 Blood 94(6):1961-70)), leucemia
de células pilosas, e outras malignidades hematoldgicas, tais corho, por e-
xemplo, leucemia mieldide crénica (CML), leucemia linfocitica cronica (CLL),
leucemia linfoblastica aguda (ALL), leucemia mieldide aguda (AML), etc.));
cancer de pulmdo de células nao-pequenas; cancer de mama; cancer de
prostata; (incluindo refratario a horménio); cancer de ovario; cancer hepato-
celular; cancer pancreatico; rhieloma multiplo; cancer colorretal; um neo-
plasma do cdlon, abdémen, osso, mama, sistema digestivo, figado, pan-
creas, peritonio, sistema enddcrino (por exemplo, uma glandula adrenal,
uma glandula paratireéide, da pituitaria, dos testiculos, do ovario, do timo, ou

-da tiredide), olhos, cabeg¢a, pescogo, sistema nervoso, (central ou periférico),

do sistema linfatico, pelve, pele, bago, térax, e sistema urogenital. Adicio-
nalmente, um anticorpo da invencgéo é util para doenga do musculo esquelé-
tico — tal como, por exemplo, tratamento de enfraquecimento muscular, (por

exemplo, caquexia); promocao de crescimento muscular (por exemplo, apds

doenga, trauma, feconstrugéo ou substituicao). _

Um agente "quimioterapico” € um composto quimico util no tra-
tamento de cancer. Exemplos de agentes quimioterapicos incluem agentes
alquilantes, tal como ciclofosfamida e flu_orouracila; antimetabolitos tal como
fluorouracila e géncitabina; antibiéticos tais como adriamicina; e agentes an-
timitéticos, tal como vincristina e vinorelbina.

“Um agehte "antiangiogénico" refere-se a um composto que blo-
queia, ou interfere com, em algum grau, o desenvolvimento de vasos san-
guineos. O agente antiangiogénico pode ser, por exemplo, uma pequena

~ molécula ou antlcorpo que se liga ao fator de crescimento ou receptor de

fator do crescimento envolvido em promover angiogénese.

O termo "quimioterapia citotéxica" como usado aqui refere-se a
uma substancia que inibe ou evita a fungdo de células e/ou causa destruigao
de células, incluindo isétopos radioativos (por exemplo, At.2'!, '3 125 y%0
Re'® Re'® Sm'®®, Bi?'2, P* e isétopos radioativos de Lu), e toxinas tais
como toxinas de pequenas moléculas ou toxinas enzimaticamente ativas de

origem bacteriana, fungica, de planta ou animal, incluindo fragmentos e/ou
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variantes desses.

Um Vpolinucleotideo é "operativamente ligado" quando ele é co-
locado em relagdo funcional com outro polinucleotideo. Por exemplo, um
promotor ou intensificador é operativamente ligado a uma sequiéncia codifi- .
cante se ele afeta a transcricao da seqUéricia. Um béptideo é "operativa-
mente ligado" a outro peptideo quando os polinucleot'ideos que os codificam
sdo operativamente ligados, preferivelmente eles estdo na mesma fase de
leitura. ' ' '

O termo "vetor" inclui uma molécula de acido nucléico capaz de
transportar outro acido nucléico ao qual ele foi ligado, incluindo, mas nao-
limitado a, plasmideos e vetores virais. Certos Vetores sdo capazes de repli-
cagéo autdbnoma em uma célula hospedeira dentro da qual eles estio inseri-
dos enquanto que outros vetores podem ser integrados no genoma de uma
célula hospedeira por introducao na célula hospedeira, e assim, sdo.replica-
dos junto com o genoma do hospedeiro. Além disso, certos veto'rés sdo ca-
pazes de direcionar a expresséo de genes aos quais eles estao operativa-
mente ligados. Tais vetores sao referidos aqui como "vetores de éXpresséo
recombinantes" (ou simplesmente "vetores de expressdo") e vetores exem-
plares sao bem-conhecidos na técnica.

_ ‘Como usado aqui, as expressdes "célula", "célula hospedelra“
"linhagem celular" e "cultura de células" sdo usadas intercambiavelmente e
incluem uma célula individual ou cultura celular que é uma receptora de
qualquer polinucleotideo isolado da-invengdo ou qualquer(isquer) vetor(es)
recombinante(s) que compreende(m) uma seqiéncia que codifica uma HC-
VR, LCVR ou anticorpo monoclonal da invencao. Células hospedeiras inclu-
em progénie de uma unica célula hospedeira, e a progénie pode nao neces-
sariamente ser completamente idéntica (em morfologia ou no complemento
de DNA total) a célula parental original devido & mutagédo e/ou alteragao na-
tural, acidental ou deliberada. Uma célula hospedeira inclui células transfor-
madas, transduzidas ou infectadas in vivo ou in vitro com um ou mais veto-
res recombinantes ou um polinucleotideo que expressa um anticorpo mono-

clonal da invengao ou uma cadeia leve ou cadeia pesada do mesmo. Uma
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célula hospedeira que compreende um vetor recombinante da inveng¢éao (tan-
to incorporado estavelmente no cromossoma hospedeiro ou nao) também
pode ser referida como "célula hospedeira recombinante”. Células hospedei-
ras preferidas para uso na invengdo sao células CHO (por exemplo, ATCC
CRL-9096), células NSO, células SP2/0 e células COS (ATCC por exemplo.,
CRL-1650, CRL-1651), HeLa (ATCC CCL-2). Células hospedeiras adicionais
para uso na invengao incluem' células de planta, células de levedura, outras

células de mamifero e células procaribticas.

Expressao e purificacdo de anticorpo

Para expressar um anticorpo da invencao, um DNA que codifica

-uma cadeia leve e/ou pesada parcial ou de extensdo completa é inserido em

um vetor de expressao tal que o gene seja operativamente ligado a sequén-
cias de controle transcricional e traducional. O vetor de expressao e sequén-
cias de controle de expressao séo escolhidos para serem compativeis com a
célula hospedeira de expressao usada. O gene da cadeia leve do anticorpo
e o gene da cadeia pesada do anticorpd podem ser inseridos em vetores
separados, ou mais tipicamente, ambos os genes sao inseridos no mesmo
vetor de expressdao. Os genes do anticorpo sao inseridos no vetor de ex-
pressao por métodos padréao. Adicion'almente, o vetor de expressao recom-
binante pode codificar um peptideo de sinal que facilita a secrecdo da cadeia

‘leve e/ou pesada do anticorpo monoclonal anti-TGF-8 a partir de uma célula

hospedeira. o gene' da cadeia leve e/ou pesada do anticorpo monoclonal
anti-TGF-B pode ser clonado no vetor tal que o peptideo de sinal seja opera-
tivamente ligado in-frame a terminagao amino do gene da cadeia do anticor-
po. O peptideo de sinal pode ser um peptideo de sinal de imunoglbbulina ou -
um peptideo de sinal heterdlogo.

Além do(s) gene(s) de cadeia pesada e/ou leve do anticorpo, um

vetor de expressao recombinante da invengdo carrega sequéncias regulaté-

rias que controlam a expressdo do(s) gene(s) da cadeia do anticorpo em
uma célula hospedeira. O termo "sequéncia regulatéria" pretende incluir
promotores, intensificadores e- outros elementos de controle de expressao
(por exemplo, sinais de poliadenilagao), conforme necessario, que controlam
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a transcricdo ou traducgdo do(s) gene(s) da cadeia do anticorpo. O desénho
do vetor de expressao, incluindo a sele¢ao de sequéncias regulatérias pode
depender de tais fatores, como a escolha da célula hospedeira a ser trans-
formada, o nivel de expressdo desejado da proteina. Sequéncias regulato- .
rias preferidas para expressao em célula de hospedeifo de mamifero inclu-
em elementos virais que direcionam altos niveis de expressao de proteina
em células de mamifero, tais como promotores e/ou intensificadores deriva-
dos de citomegalovirus (CMV), Simian Virus 40 (SV40), adenovirus (por e-
xemplo, o promotor tardio principal de adenovirus (AdMLP)) e virus de poli-
oma. -

Além dos genes de cadeia pesadé e/ou leve do anticorpo e se-
quéncias regulatérias, os vetores de expressao recombinantes da invengéd
podem carregar sequléncias adicionais, tais como sequéncias que regulam a
replicacédo do vetor em células ‘hospedeiras (por exemplo, origens de repli-
cacdo) e um ou mais genes marcadores selecionaveis. O gené ‘marcador
selecionavel facilita a selegao de células hospedeiras dentro das quais o ve-
tor foi introduzido. Por exemplo, tipicamente o gene marcador confere resis-
téncia a farmacos, tais como G418, higromicina, ou metotrexato, em uma
célula hospedeira dentro da qual o vetor tenha sido introduzido. Genes mar-
cadores selecionaveis incluem o gene de diidrofolato redutase (DHFR) (para
uso em células hospedeiras DHFR-minus com selegcao/amplificagao por me-
trotexato), o gene neo (para selegcao de G418), e glutamina sintetase (GS)

em uma linhagem celular negativa para GS (tal como NSO) para selegao /

~amplificacao.

Para expressdo das cadeias leve e/ou pesada, o(s) vetor(es) de
expressao que codifica(m) as cadeias pesada e/ou leve é(sao) introduzidos
em uma célula hospedeira por técnicas padréo, por exemplo, eletroporagao,
precipitagdo com fosfato de calcio, transfeccao de DEAE-dextrano, transdu-
cao, infeccao ou similar. Embora seja teoricamente possivel expressar os
anticorpos da invengao tanto em células procaridticas como eucarioticas,
células eucaritticas sao preferidas, e 0 mais preferivelmente células hospe-

deiras de mamiferos, porque tais células, mais provavelmente irao montar e
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secretar um anticorpo apropriadamente enovelado e imunologicamente ati-
vo. Células hospefeiras de mamiferos preferidas para expressar os anticor-
pos recombinantes da invengédo incluem células de Ovario de Hamster Chi-
nés (CHO) (incluindo células DHFR-CHO, descritas em Urlaub & Chasin,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:4216-20, 1980, usadas com um marcador se-
lecionavel de DHFR, por exemplo, como descrito em Kaufman & Sharp, J.
Mol. Biol. 159:601-21, 1982, e células GS-CHO, descritas em Enosawa, et
al., Cell Transplantation 6: 537-540, 1997, usadas com um marcador selef
cionavel de glutamina sintetase (GS)), células de mieloma NSO, células

COS, e células SP2/0. Quando vetores de expressdo recombinantes que

-codificam genes de anticorpo sao introduzidos em células hospedeiras de -

mamiferos, os anticorpos sao produzidos por cultivo das células hospedeiras
por um periodo de tempo suficiente para permitir a expressdo do anticorpo
nas células hospedeiras, ou -méis preferivelmente, secregdo do anticorpo no
meio de cultura no qual as células hospedeiras sao cultivadas. Anticorpos
podem ser recuperados a partir da célula hospedeira e/ou do meio de cultura
usando métodos de purificagao padrao.

Células hospedeiras também podem ser usadas para produzir
porcoes, du fragmentos de anticorpos‘ intactos, por exemplo, fragmentos Fab
ou moléculas de scFv por técnicas que sao convencionais. Sera compreen-

- dido por um versado na técnica que variagdes no procedimento acima estao

dentro do escbpo da presente invencdo. Por exemplo, pode ser desejavel
transfectar uma célula hospedeira com DNA que codifica a cadeia leve ou a
cadeia pesada de um anticorpo dessa inveng¢ao. Tecnologia de DNA recom-
binante também' pode ser usada para remover algum ou todo o' DNA que
codifica uma ou ambas as cadeias leve e pesada que ndo sao necessarias
para ligagdo a TGF-B. As moléculas expressas a partir de tais moleculas de

DNA truncadas também s&o abrangidas pelos anticorpos da invengao.

Em um sistema preferido para expressao recombinante de um
anticorpo da invengdo, um vetor de expressdo recombinante que codifica
tanto a cadeia pesada como a cadeia leve do anticorpo é introduzido em cé-
lulas GS-CHO por eletroporacao. Dentro do vetor de expressao recombinan-
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te, os genes de cadeias pesada e leve sao cada operativamente ligados a
elementos reguIAat()rios intensificadores/promotores (por exemplo, derivados
de SV40, CMV, adenovirus e similares, tal como um elemento regulatorio
intensificador de CMV/promotor de AAMLP ou um elemento regulatério in-
tensificador de SV40 / promotor de AdMLP) para direcionar altos niveis de
transcricdo dos genes. O vetor de expressdo recombinante também carrega
um gene de DHFR, que permite a selegao de células CHO que foram trans-
fectadas com o vetor usando selecao/amplificagao por metotrexato. As célu-
las hospedeiras transformantes selecionadas sdo cultivadas para permitir
expressdo das cadeias pesada e leve do anticorpo e o anticorpo intacto é
recuperado do meio de cultura. Técnicas de Biologia molecular padrao sao
usadas para preparar o vetor de expressdo recombinante, transfectar as cé-
lulas hospedeiras, selecionar transformantes, cultivar as células hospedeiras
e recuperar o anticorpo do meié de cultura. Anticdrpos, ou porgdes de liga-
cao de antigeno dos mesmos, da invengdo podem ser expressos em um
animal (por exemplo, um camundongo) que é transgénico para genes de
imunoglobulina humana (veja, por exemplo, Taylor, et al., Nucleic Acids Res.
20:6287-95, 1992). o

Uma vez expressos, os anticorpos intactos, seus dimeros, ca-
deias leve e pesada individuais, ou outras formas de imunoglobulina da pre-
sente invencao podem ser purificados de acordo com procedimentos padrao
da técnica, incluindo precipitagdo com sulfato de aménio, cromatografia de
troca de ion, afinidade, fase reversa, coluna de interagao hidrofdbica, eletro-

~ forese em gel, e similares. Imunoglobulinas substancialmente puras de pelo

menos cerca de 90%, 92%, 94% ou 96% de homogeneidade sado preferidas,
e 98 a 99% ou mais homogeneidade o mais preferido, para usos farmacéuti-
cos. Uma vez purificados, parcialmente ou até homogeneidade conforme
desejado, os peptideos podem entdo ser usados terapeuticamente ou profi- |
laticamente, como direcionado aqui.

Composicao

Um anticorpo da invengao pode ser incorporado em composi-
¢Oes farmacéuticas adequadas para administracdo a um individuo. Os com-
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postos da invengdo podem ser administrados sozinhos ou em combinagéo
com um veiculo, diluente, e/ou excipientes farmaceuticamente _éceitéveis,
em doses uUnicas ou multiplas. As composi¢cdes para administragéo sao pro-
jetadas para sérem apropriadas para o modo de administragdo selecionado,
e dierntes, veiculos, e/ou excipientes farmaceuticamente aceitaveis, tais
como agentes dispersantes, tampdes, tensoativos, conservantes, agentes
solubilizantes, agentes . de isotonicidade, e similares sdo usados conforme
apropriado. As ditas composicdes sao feitas de acordo com técnicas con-
vencionais, como por exemplo, em Remington, The Science and Practice of
Pharmacy, 19° Edicdo, Gennaro, Ed., Mack Publishing Co., Easton, PA,

-1995; que fornece um compéndio de técnicas de formulagdo como sdo ge-

ralmente conhecidas por versados.
Uma composi¢cdo que compreende um anticorpo. da invengdo

pode ser administrada a um individuo que exibe patologias ou disturbios

conforme descrito aqui usando técnicas de administracdo padrao incluindo
administragao intravenosa, intrape_ritoneai, subcutanea, pulmonar, transdér-
mica, intramuscular, intranasal, bucal, sublingual ou supositorio.

A via de administragdo de um anticorpo da invengao pode ser
parenteral. Preferivelmente, anticorpos da invengao podem ser ‘incorporados '
em uma composi¢do farmacéutica adequada para administragéo parenteral.
O termo parenteral como usado aqui inclui administragao intravenosa, intra-
muscular, subcutanea, retal, vaginal ou intraperitoneal. Liberagdo sistémica
periférica por inje¢ao intravenosa, intraperitoneal, ou subcutanea é preferida.

A composic¢do deve ser tipicamente estéril e estavel sob as con-
digdes de fabnca(;ao e armazenamento no recipiente fornecido, incluindo por
exemplo, um frasco ou seringa lacrada. Portanto, composi¢des podem ser

esterilizadas por filtragdo apés fazer a formulagéo, ou tornadas microbiologi-

camente aceitaveis de outra maneira.-Uma composi¢éo tipica para infusao

intravenosa poderia ter um volume de tanto quanto 250 - 1000 ml de fluido,
tal como solugao de Ringer estéril, salina fisiolégica, solugao de dextrose ou
solugao de Hank e uma dose terapeuticamente eficaz (por exemplo, 1 a 100
mg/mL, ou mais) de concentragdo de anticorpo. A dose pode variar depen-
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dendo do tipo e da severidade da doenga. Como é bem-conhecido nas téc-
nicas médicas, dosagens para qualquer individuo dependem de varios fato-
res, incluindo o tamanho do paciente, area de superficie corporal, idade, do
composto particular a ser administrado, sexo, momento e via de administra-
¢ao, saude geral, ou outros farmacos que estao sendo administrados con-
comitantemente. Uma dose tipica pode ser, por exem-plo, na faixa de 0,001 a

1000 ug; entretanto, doses abaixo ou acima dessa faixa exemplar sao pre-
vistas, especialmente considerando os fatores mencionados acima. O regi-
me de dose parenteral diaria pode ser de cerca de 0,1 pg/kg a cerca de 100
Hg/kg de peso c‘ofboral'total, preferivelmente de cerca de 10 yg/kg a cerca
de 5 mg/kg e mais preferivelmente de cerca dé 10 Og/kg a 3 mg/kg de peso
corporal por dia. O progresso pode ser monitorado por avaliagéo periédica;
Para administragdes repetidas ao longo de varios dias ou mais, dependendo
da condicao, o tratamento é repetido até que uma supressdo desejada dos
sintomas da doencga ocorra. Entretanto, outros regimes de dosagem podem
ser Uteis e ndo estdo excluidos daqui. A dosagem desejada pode ser libera-
da pela administragdo de uma massa unica, pela administragéo'de varias
massas, ou por administragao por infusdo continua de anticorpo, dependen-
do do padrao de declinio farmacocinético que o praticante deseje obter.

' Essas quantidades sugeridas de anticorpo sdo submetidas a
uma grande quantidade de critérios terapéuticos. O fator chave em selecio-
nar uma dose e cronograma apropriado é o resultado obtido. Fatores para
consideragao nesse contexto incluem o disturbio particular sendo tratada, o

~mamifero particular sendo tratado, a condigao clinica do paciente individual,

a causa do disturbio, o local de liberagdo do anticorpo, o tipo particular de
anticorpo, o método de administragdo, e cronograma de administragao, e
outros fatores conhecidos de médicos.

’ Agentes terapéuticos da invengdo podem se congelados ou liofi-
lizados para armazenamento e reconstituidos em um veiculo estéril adequa-
do antes do uso. Liofilizagao e reconstituicdo podem levar a graus'variados
de perda de atividade de anticorpo. As dosagens podem ter que ser ajusta-

das para compensar. Geralmente, pH entre 6 e 8 é preferido.
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Artigos manufaturados

7 Em outra modalidade da invengao, um artigo manufaturado con-
tendo materiais uUteis para o tratamento dos disturbios ou condi¢des descri-
tas acima é fornecido. O artigo manufaturado compreende um recipiente e
um rétulo. Recipientes adequados incluem, por exemplo, garrafas, frascos,
seringas, e tubos de teste. Os recipientes podem ser formados a partir de
uma variedade de mateﬁriais.téis como vidro ou plastico. O recipiente contém
uma composi¢do da invencdo que é eficaz para tratar o distarbio ou condi-
cao e pode ter uma porta de acesso estéril (por exemplo, o recipiente pode
ser uma bolsa de solugao intravenosa ou um frasco que tem uma tampa per-

-furavel por uma agulha de injegéo'hipodérmica). O agente ativo na composi-

¢ao é um anticorpo anti-TGF-B da invengédo. O rétulo sobre, ou associado
com, o recipiente indica que a composi¢ao € usada para tratar a condi¢ao de
escolha. O artigo manufaturado pode ainda compreender um segundo reci-

piente que compreende um tampao farmaceuticamente aceitavel, tal como

solugao salina tamponada com fosfato, solugdo de Ringer e solucdo de dex-
trose. Ele pode ainda incluir outros materiais desejaveis a partir de um ponto
de vista comercial e do usuario, incluindo outros tampdes, diluentes, filtros,
agulhas, seringas, e bulas com instru¢6e_s para uso.

Os seguintes exemplos sao oferecidos apenas para fins ilustrati-

"vos, e ndo sao pretendidos para limitar o escopo da presente invencao de

nenhuma forma.

Exemplo 1: Producéo e Purificacdo de Anticorpo

Para expressdo simultanea da cadeia leve e da cadeia pesada
de anticorpos da invencao, ambos os genes que codificam a cadéia pesada
e cadeia leve sao clonados para formar em um vetor de dois genes com ca-

da gene sob o controle de um promotor de hCMV-MIE separado. As se-

quéncias codificantes corretas sao confirmadas por seqgienciamento de DNA

de ambas as sequiéncias codificantes de cadeias leve e pesada.
O plasmideo de expressao para a expressao simultdnea da ca-
deia leve e cadeia pesada de um anticorpo da invengao é linearizado pela

enzima de corte simples Sal |, precipitado com acetato de sodio e etanol,
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lavado com etanol 70% gelado e seco ao ar em uma cabine de biosseguran-
ca estéril. O pélete de DNA ¢é entdo re-dissolvido com o meio de trahsfecgéo
e usado para transfectar células CHO. A transfecgao € realizada por eletro-
porar a mistura célula-DNA usando o equipamento GenePulsar (BioRad,
Hercules, CA) ajustado em 300 V e 1120 UFd. Clones que expressam um
anticorpo da invengao sao entao gerados pela diluigzéo limitante e posterior-
mente expandidos para producao e purificagao de anticorpo. Os anticorpos
da invengéao sao entdo purificados de acordo com procedimentos padrao da
técnica, que incluem precipitacdo em éulfato de amoébnio, cromatografia de
troca de ion, afinidade, fase reversa, coluna de interagdo hidrofobica, eletro-
forese em gel e similares. | '

Exemplo 2: ELISA

ELISA é corrido usando placas de microtitulagéo revestidas Cos-
tar 3366 (durante a noite a 4°C éom 0,4 ug/ml de TGF-B1, TGF-B2, ou TGF-
B3). A placa é entdo lavada (2X) antes de se adicionar (100 uL) de solucdo
de bloqueio (BSA 10 mg/ml em tampao de lavagem) por poc¢o. As diluigdes
de Fab sdo incubadas em cavidades revestidos (1,5 h, 22°C). Apés a lava-
gem, conjugado de fosfatase élcalina kappa anti-humano é adicionado e in-
cubado (1 h, 22°C). Um substrato colorimétrico é adicionado apds lavagem
intensa e a absorbancia é medida (A560). '

Em outro exemplo, as composi¢des de ligagcado sdo testadas em
um ensaio de ELISA competitivo. Tipicamente, um ensaio de fase em solu-

cao é realizado no qual um composto que deveria competir com um antigeno

~pela ligagcao a um anticorpo, tal como um anticorpo, € combinado primeiro

com o anticorpo na fase em solugao, entdao o grau de ligagdo do anticorpo
com o antigeno é subseqglentemente medido. Materiais: Tampao de reves-
timento de carbonato (carbonato de sédio 50 mM pH 9.6). Antigenos: TGF-
B1 (R&D Systems, Cat # 240-B/CF, 239 ug/ml), TGF-B2 (RDI, Cat #RDI-
1035, 50 ug/ml), e TGF-B3 (RDI, Cat # RDI-1036/CF, 50 ug/ml) diluid_os para
0,4 ug/mL em tampao de revestimento. Tampéao de lavagem (Tris 0,02 M pH
7.4, NaCl 0,15 M, Tween 20 0,1% e solugido de bloqueio de BSA 10 mg/ml
(Sigma A-4503) dissolvida em tampéao de lavagem). As proteinas usadas
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como controles positivos sdo de camundongo anti-TGF-$1, -B2, ou -B3 hu-
mano (R&D Systems, cat# 1D11), camundongo anti-TGF-B2 humano (R&D
Systems, cat# BAF302) e camundongo anti-TGF-83 humano (R&D Systems,
cat# BAF243), que sdo diluidas para 1 ug/ml em tampao de bloqueio. O con-
jugado de anticorpo de detecgao é conjugado anti-kappa de camundongo —
peroxidase (Southern Biotech, cat# 1050-05), em uma concentragao de tra-
balho de 1:2000 em solugao de bloqueio. O substrato da reagao de cor sao
comprimidos de O-fenilenodiamina (OPD) (Sigma cat# P-6912) dissolvidos
em tampao de substrato: Na,HPO, 0,1 M, pH para 5.0 com acido citrico 0,05

M. A solugao de 'trabalho de OPD (isto é, o volume para uma placa de 196

cavidades) e feita recentemente antes do desenvolvimento de cada placa

por dissolver 1x5mg comprimido de OPD em 12,5 mL de tampao de substra-
to e entdo por 5 ul de H,O, 30%. Protocolo: uma unica placa de 96 cavida-

" des é revestida com antigeno (TGF-B1, -B2, ou -B3 a 0,4 ug/ml e 50 uL dis-

pensados por pogo) lacrada com fita e armazenada (16-20h, 4°C). A placa é
lavada (2X) em tampéo de lavagem antes da adi¢cao de solugao de bloqueio
(100 uL por pogo de BSA 10 mg/ml em tamp&o de lavagem). Apds incuba-
¢do (~1hr-22°C), a placa é lavada (2X) com tampao de lavagem e entao 100
uL de cad'a amostra (diluida em tampéq) ou controle (diluida em PBS) séao
adicionados por‘pogo e incubados (1,5h-22°C). Apé6s a incubacao, a placa é
lavada (6X) com tampao de lavagem e entdo conjugado anti- kappa de ca-
mundongo — peroxidase (diluido para 1:2000 em solugao de blqueio) ou
SA-HRP (diluido 1:10.000 em solugdo de bloqueio) adicionado (100
ul/pogo). Amostras de teste sdo deixadas incubar (1h-22°C) antes de adi-
cionar 100 uL de substrato de OPD /pogo. Apés o desenvolvimento de cor’
(=10 min), a placa de 96 cavidades é medida em uma absorbancia de
490nm. |

Exemplo 3: Constantes cinéticas para Fabs

O instrumento KinExA 3000 (Sapidyne Inst. Inc.) mede a cinética
de ligacao. Resumidamente, o antigeno é acoplado covalentemente a esfe-
ras de azlactone e a ligagcao de um Fab livre da invengao as esferas € detec-
tada no instrumento. Para medir Kq, tubos individuais contendo 20 pM de
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Fab (200 pM para anticorpo) com antigeno em diluicao seriada decrescente
(0-250 nM), sdo incubados (1-6d-25°C em PBS contendo BSA 1%, azida
0,02% e Tween20 0,01%). Apo6s a incubagao, Fab livre em cada amostra
equilibrada é determinado no KinExA 3000 pelas instru¢des do fabricante. .
Valores de K4 sao determinados usando o pfograma KihExA 3000. Para me-
dir kon, Fabs individuais em 2 nM sao misturados com 0-240 nM de antigeno
usando o método de inje¢cao de acordo com as instrugoes do fabricante, e o
Fab nao ligado é detectado_. Os dados resultantes sao usados para calcular
a kon com o programa KinExA 3000. A koffé calculada usando a formula Ky =
Kot'kon. Dados deé afinidade obtidos sob as condi¢gdes de KinExA© para-mo-
dalidades de Fab que se ligam a TGF Beta 1 séb mostrados abaixo na Tabe-

la 1.

Tabela 1
Fabs kon (M-1s-1) (x 106) | koff (sec-1) calc, (x 10-6) | Kd (pM)
Fab3.A |[21,0 310 | 15
Fab 4.17 |22,0 - 6,0 ' 0,28
Fab 12.4 |34,0 - |s2 1,55
Fab 12.7 | 3,7 ' 0,34 10,09
Fab 12.8° | 26,0 5,5 0,22

De forma similares, os dados de Fab para afinidade de ligagao
de TGF-B2 sob as condi¢des de KinExA © mostraram Kd <35 pM. ’
Exemplo 4: Constantes cinéticas para Anticorpos

Métodos alternativos de medir constantes cinéticas sdo mostrados,
por exemplo: afinidade de um anticorpo da invencdao para TGF-1 (R&D
Systems, Cat # 240-B/CF), TGF-B2 (RDI, Cat #RDI-1035), e TGF-3 (RDI,
Cat # RDI-1036/CF) é medida por BlAcore® 2000. As medidas de afinidade v
de ligagao para anticorpos monoclonais de extensdo completa da invengao
sdo determinadas usando Biacore. Exceto quando observado, todos os rea-
gentes e materiais sao adquiridos de BlAcore® AB (Upsala, Swedeh). Todas
as medidas feitas em temperatura ambieﬁte. As amostras sdo dissolvidas
em tampao HBS-EP (cloreto de s6dio 150 mM, EDTA 3 mM, 0,01% (p/v)
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tensoativo P-20, e HEPES 10 mM, pH 7,4). Proteina A recombinante é imo-
bilizada em todas as quatro células de fluxo de um chip sensor CM4 em um
nivel de 400-450 unidades de resposta (RUs) usando um kit de acoplamento
de amina. A ligagao € avaliada usando multiplos ciclos analiticos. Cada ciclo
é realizado em uma taxa de fluxo de 50 HML/min consistindo nas etapas: inje-
¢do de 12 uL de anticorpo a 0,5 ug/mL, injecdo de 250 pL de TGF-B1 (co-
megando em 5 nM e usando diluigées seriadas duas vezes até 0,13 nM para
cada ciclo, com duas inje¢des para cada concentragdo) seguido por um re-
tardo curto (5 min) ou longo (120 min) para dissociagédo, e regeneragao u-
sando duas inje¢6es de 50 uL de cloridrato de glicina 10 mM, pH 1,5. As ta-

.xas de associagao e dissociagdo por ciclo sao feitas pelo ajuste dos dados

do biossensor a partir de um modelo de associagdo simples usando
ClampXP (Center for Biomolecular Interaction Analysis, Univ. de Utah) para

extrair as constantes kon € koff; @ constante de ligagdo no equilibrio Kd é cal-

culada a partir de K4 = Kot/Kon-

‘ Anticorpos monoclonais de extensdo completa da invencgéo fo-
ram construidos por Fabs operativamente ligados a uma regido Fc de 1gGs
usando técnica padrdo: mAb 3.A compreendendo LC de SEQ ID NO: 76 &
HC de SEQ ID NO: 77; LC de mADb 4.'17Ade SEQ ID NO: 84 & HC de SEQ ID
NO: 85; LC de mAb 12.4 de SEQ ID NO:78 & HC de SEQ ID NO: 79; LC de
mAb 12.7 de SEQ ID NO: 80 & HC de SEQ ID NO: 81; e LC de mAb 12.8 de
SEQ ID NO: 82 & HC de SEQ ID NO: 83. Quando mAbs s&o medidos usan-
do o ensaio descrito, .0s resultados sao conforme mostrado na Tabela 1 a-

baixo.
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Tabela 2
Valores médios _
Mabs Isoforma kon (M s7) Kott (s) KD (M)
Mab
12.4 TGF-b1 > 4 E+07 6,71E-06 <2,0 E-13
TGF-b2 2 42E+07 6,00E-06 2 65E-13
TGF-b3 1,76E+07 15,3E-06 8,51E-13
Mab
12.7 TGF-b1 - >5E+07 7,93E-06 <2,0 E-13
TGF-b2 2,80E+07 11,1E-06 4,73E-13 -
TGF-b3 1,56E+07 12,8E-06 8,20E-13
Mab |
12.8 TGF-b1 >5 E+07 7,92E-06 <2,0 E-13
TGF-b2 2,29E+07 1,22E-05 1,00E-12
TGF-b3 1,85E+07 1,12E-05 5,40E-13_
Mab 3.A TGF-b1 >5 E+07 1,07E-04 <2,0 E-12
TGF-b2. ' >5 E+07 2,18E-04 <4 E-12
TGF-b3 2,90E+07 2,38E-05 9,26E-13
Mab
4.17 TGF-b1 >5 E+07 9,71E-06 <2,0 E-13
TGF-b2 2,37E+07 9,86E-06 * 5,29E-13
TGF-b3 2,17E+07 2,84E-05 1,53E-12

Exemplo 5: Especificidade

BlAcore é usado para avaliar a especificidade de anticorpos por
entidades, tal como, por exemplo, a forma latente de TGF-B1, -B2 ou -$3.
Todas as medidas sdo realizadas em temperatura ambiente. As amostras
sao disSoIvidas em tampéao HBS-EP (cloreto de sédio 150 mM, EDTA 3 mM,
0,01% (p/v) tensoativo P-20, e HEPES 10 mM, pH 7.4). Proteina A recombi-
nante é imobilizada em todas as quatro células de fluxo de um chip sensor
CM4 em um nivel de 400-450 unidades de resposta (RUs) usando Um kit de
acoplamento de amina. A ligacédo é avaliada usando multiplos ciclos analiti-
co. Cada ciclo é realizado em uma taxa de fluxo de 100 pL/minuto consistin-
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do nas seguintes etapas: inje¢do de 15 pL de uma composigéo de ligagao de
anticorpo a 1 pg/mL, injegdo de 250 yL de TGF-B1 5 nM, TGF-BZ latente 5
nM, ou TGF-B3 5 nM seguido por um retardo curto (5 min) para dissociacgéo,
e regeneragido’ usando duas injegcdes de 50 pL de cloridrato de glicina 10
mM, ’pH 1,5. A quantidade de sinal apds captura do anticorpo entao ligante é
determinada usando o programa de controle do instrumento. Como o sinal é
proporcional a massa de prdteina capturada, a estequiometria do ligante
capturado é facilmente calculavel. Sob tais condi¢des, os dados para anti-
corpos da invengdo nao mostram ligacdo especifica significativa de isofor-

mas latentes de TGF.

.Exemplo 6: Ensaio de neutralizagdo de célula HT-2

Para testar a habilidade de um anticorpo neutralizar a bioativi-
dade de TGF-B, pode-se adaptar o ensaio de proliferagao de célula HT-2 de
Tsang, et al., (1995 Cytokine 7:389-97). O ensaio de HT-2 avalia as caracte-
risticas de neutralizagdo de um anticorpo sobre a bioatividade de TGF-B pela
inibicdo e/ou diminuigao significativa da p'roliferagéo celular da linhagem ce-
lular HT2 dependente de IL4. Resumidamente, células HT-2 proliferam de
uma maneira dependente da dose por IL-4 mas sofrem apoptose por TGF-B. |
A inibicdo da proliferagdo por TGF-§ é bloqueada pela adicao de um anticor-
po anti-TGF-8. Células HT-2 humanas proliferam em resposta a IL-4, mas

- TGF-B1, -B2, ou -B3 inibem a proliferagao induzida por IL-4. Consequente-

mente, um anticorpd é neutralizante se ele impedir o efeito inibitério normal
dé TGF-B sobre células HT-2 induzidas por IL-4. Consequentemente, a proli-
feragdo celular induzida por IL-4 deveria ocorrer livremente se quantidade
suficiente de uma composicao de ligagao especifica a TGF-B1, ;[52, e B3
fosse adicionada a uma mistura de células HT-2 contendo uma quantidade
inibitéria da proliferagdo celular de TGF-B1, -B2, ou -B3. A capacidade neu-

tralizante de resposta a dose é feita usando o ensaio de HT-2 na presenca

de isoformas de TGF-B particulares e do sinal de proliferagao de IL-4.

O grau de proliferagao celular é determinado usando um ensaio
de proliferagdo celular comercial (por exemplo, CellTiter 96® AQueous One
Solution Cell Proliferation Assay de Promega). Células HT-2 sao mantidas
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em RPMI 1640 suplementado com 10% de FBS, penicilina/estreptomicina
(100 U/ml e 100Aug/ml, respectivamente), beta-mercaptoetanol 50 uM e hiL-2
10 ng/ml (R&D Systems)r. As células sdo centrifugadas a 1000 RPM em uma
centrTfuga Jouvan CR422 e re-suspensas em PBS. Apds lavar (2X) com.
PBS, as células sao finalmente re-suspensaé (0,15 x 10° células/ml em meio
de Ensaio (RPMI 1640 livre de vermelho de fenol suple,mehtado com 2% de
FBS, penicilina/estreptomicina (100 U/ml e 100 ug/ml, respectivamente) e
beta-mercaptoetanol 50 uM). A cada pogo de uma placa de 96 cavidades
sdo adicionados 50 ul de células em um Meio de Ensaio. Concentragdes
variadas de um 'aﬁticorpo da invengao sao pré-incubadas com TGF-B1, -B2,
ou -B3 recombinante (300 pg/ml em Meio ’de Ensaio). Apés uma pré-
incubagdo.de 30 min, 50 ul da mistura de TGF-B/anticorpo sao adicionadoé
as celulas HT-2, seguido imediatamente por 50ul de Meio de Ensaio conten-
do 6,0 ng/ml de IL-4 de murino (2,0 ng/m! final). Apés incubagdo com o meio
de ensaio (20-48 hr, 37°C em uma atmosfera com 5% de CO2, u’rhidificada),
35ul de solugdo aquosa CellTiter 96 (Promega Corp) sédo adicionados. Apos
incubacao adicional (2-3 hr, conforme acima), o ensaio € quantificado em um
leitor de placa de ELISA a 490 nM usando o ensaio colorimétrico CellTiter
96® (a quantidade de produto de formazana - medida pela quantidade de
absorbancia a 490nm - é diretamente proporcional ao numero de células
vivas). Comparado a 1D11.16; ATCC-HB9849, anticorpos da invengao exi-
bem neutralizagao melhorada de morte celular induzida por TGF-B1-, -B2-, e
-B3 e poténcia de neutralizagdo (por exemplo, IC50 < 0,1 mg/mL ou <125

- pM) como mostrada na Tabela 3 abaixo.

Tabela 3 '
mAb 3.A mAb 4.17 mADb 12.4 mAb 12.7
Média Média | SEM | Média | SEM | Média | SEM | Média | SEM
ng/ml ng/ml ng/mi ng/ml ng/ml
TGF- | 214,84 2,62 0,96 . | 0,42 0,08 0,44 0,16 0,59 0,16
B1
TGF- | 574,40 |51,43 11,63 | 3,65 0,84 |6,14 {137 |[334 0,89
B2 -
TGF- 99,98 16,91 5,61 15,79 3,68 5,22 0,87 6,78 0,41
B3
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Exemplo 7: Ensaio de Neutralizacao de Xenoenxerto

Ao se ligar aos receptores TGF-BRI e TGF-BRII, ligantes d_é TGF-B a-
tivam uma cascata de sinalizagdo, na qual proteinas Smad-2 sao fosforila-
das para produzir efeitos biolégicos a jusante, tal como, por exemplo, no
cancer. Inibicao e/ou diminuigao significativa de fosforilagdo de Smad2 evi-
dencia a neutralizacdo das atividades biolégicas de TGF-§ através de ativa-
¢ao transcricional (veja, por exémplo, Li, et al., 2005 World J Surg 29(3):306-
11). Para avaliar a eficacia de neutralizagao in vivo de um anticorpo, os n|’_-
veis de Fosfo-Smad2 em um modelo de xenoenxerto e/ou em multiplos 6r-

gaos ou tecido sao feitos apds exposicdo a um anticorpo da invencao para

fornecer evidéncia de sua eficacia de neutralizagédo em condig¢oes proliferati-

vas celulares, tais como, por exemplo, cancer. O teste de eficacia in vivo é
avaliado por medir o grau de inibigcao de fosfo-Smad2 usando um modelo de

tumor humano U87MG altamente vascularizado (veja, por exemplo, Plow-

man, et al., 1997 "Human tumor xenograft models" em Anticancer Drug De-

velopment Guide: Preclinical Screening, 'Clinical Trials, and Approval; Tei-
cher B (ed) pp 101-25. Humana Press: Totowa NJ). Camundongos "nude"

nu/nu atimicos fémeas (Charles River, ~22-24 g) sao postos em quarentena
e mantidos (7d de alimentagdo e agua ad libitum) antes da manipulagio ex-
perimental. O teste comega por injegdes do flanco (s.c.) de células de glio-

~ blastoma U87MG subconfluentes humanas (~5x10%por animal em 0,2 ml de

meio de cultura misturado com Matrigel (BD Biosciences, 1:1 v/v)) para pro-
mbver crescimento do tumor. Os xenoenxertos sdo entdo monitorados até
que o volume do tumor alcance ~300 mm3 e ent&do os animais sdo divididos
randomicamente‘ em grupos de tratamento (10/grupo) com dosagem inicia-
da. A terapia de implantacao pds-tumor comega quando mAb 12.7 é admi-

nistrado (i.p.) em doses variadas (por exemplo, 1, 10, 100 ug/animal) em um

veiculo de solugao salina duas vezes por semana (q4d) por uma duragao de

dosagem de suas semanas. Controles de solugédo salina e 1gG4 humana
(100 ug) sao administrados em paralelo. 48H apds a ultima dose, os animais
sao sacrificados com amostras de tumor e pulméo coletadas e congeladas

em nitrogénio liquido. As amostras sao subsequentemente trituradas e lisa-
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das para andlise de fosforilacao de Smad2 por ELISA usando anticorpos
contra Smad2 fdsforilada ou total. Sangue também ¢é coletado em tubos tra-
tados com EDTA através de pungéo cardiaca. Amostras de sangue sao cen-
trifugadas para se obter amostras de plasma (800 rpm, 4°C, 30 min; e entao
3000 rpm, 4°C, 10 min), que sao armazenadas (-80°C) até analise. Compa-
racdo estatistica de fosforilagdo de Smad2 ¢ realizadé usando JMP5.1 (SAS
Institute). Um teste ANOVA one-way e teste de Dunnett com um controle
também sado usados. Os niveis de fosfo-Smad2 sao testados para avaliar a
inibicdo do alvo induzida pelo tratamehto com composicoes da invencéao. O

nivel de fosfo-S‘m'adZ é normalizado para a Smad total (ou proteina total)

para minimizar variagao introduzida pelo tamanho do tecido e processo de

manuseio. Os dados desse modelo de xenoenxerto U87MG mostram uma
inibicdo dependente da dose de fosforilagdo de Smad2, assim demonstrando
eficacia de neutralizagao in vivb em modular os efeitos de TGF-B sobre a
proliferacdo celular. Os dados mostram que uma dose de 10 D'g diminui a
fosforilacdo de Smad2 em 60% (p=0,012), com 72% de inibigdo alcangavel
em doses de 100 Og (p<0,0001). Além disso, uma diminui¢cao de 75% na
fosfbrilagéo de Smad2 é vista em tecido pulmonar em dose de 100 Og de
uma composigdo da invengdo (p<0,001). Também ha uma diminuigdo de-

pendente da dose nos niveis de Fosfo-Smad2 (em relagao a Smad total (T-

‘Smad)) e niveis de Fosfo-Smad2 diminuidos em tecido de pulmao (na dose

de 100 ug). Dados similares sdo obtidos quando os niveis de fosfo-Smad
sao normalizados tanto aos niveis de Smad total ou a raiz quadrada dos ni-
veis de Smad total (tSmad), dessa forma indicando ainda que a porcenta-
gem de inibicdo do crescimento do tumor esta correlacionada com a libera-

cao de dosagem de uma composigao de ligagéo da invengao.
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LISTAGEM DE SEQUENCIA

A SEQ'ID NO: 1 é a cadeia madura humana da sequéncia de ami-
noacido de TGF-B1. , _

SEQ ID NO: 2 é a cadeia madura humana da sequéncia de ami-
noacido de TGF-B2.

SEQ ID NO: 3 é a cadeia madura humana da-sequiéncia de ami-
noacido de TGF-B3. |

SEQ ID NO: 4 é uma sequéncia de aminoacido de VHCDR1 de
um anticorpo da invencgao.

SEQ‘ ID NO: 5 é uma sequéncia de aminoacido de VHCDR2 de

-um anticorpo da invencgao.

SEQ ID NO: 6 é uma sequéncia de aminoacido de VHCDR3 de
um anticorpo da invengao.
SEQ ID NO: 7 é uma seqiéncia de aminoacido de VLCDR1 de

um anticorpo da invengao.

v SEQ ID NO: 8 é uma sequéncia de aminoéacido de VLCDR2 de
um anticorpo da invengao. _
| SEQ ID NO: 9 é uma sequéncia de aminoacido de VLCDR3 de
um anticorpo da invencao. : | | |
SEQ ID NO: 10 é a sequiéncia de aminoacido de VHCDR1 de
anticorpos da invencgao.
' SEQ ID NO: 11 é a sequéncia de aminoacido de VHCDR2 de
ahticorpos da invengao. ’
SEQ ID NO: 11 é a sequéncia de aminoacido de VHCDR3 de
anticorpos da in\)engéo. ’ | '
SEQ ID NO: 13 é a sequéncia de aminoacido de VLCDR1 de
anticorpos da invengao.
SEQ ID NO: 14 é a sequéncia de aminoacido de VLCDR2 de

anticorpos da invengéo.

SEQ ID NO: 15 é a sequéncia de aminoacido de VLCDRS3 de
anticorpos da invengao.
SEQ ID NO: 16 é uma seqliéncia de aminoacido de arcabougo
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de FR1 de HCVR humana.

SEQ ID NO: 17 é uma seqiéncia de aminoacido de arCabougo
de FR2 de HCVR humana.

SEQ ID NO: 18 é uma sequéncia de aminoacido de arcabougo
de FR3 de HCVR humana. | |

SEQ ID NO: 19 é uma seqliéncia de arﬁinoécido de arcabougo
de FR4 de HCVR humana.

SEQ ID NO: 20 é uma sequéncia de aminoacido de arcabougo
de FR1 de LCVR humana. |

SEQ ID NO: 21 é uma seqliéncia de aminoacido de arcabougo
de FR2 de LCVR humana. | |

SEQ ID NO: 22 é uma seqliéncia de aminoacido de arcabougd
de FR3 de LCVR humana.

SEQ ID NO: 23 é uma seqliéncia de aminoacido de arcabougo
de FR4 de LCVR humana. _ ’

SEQ ID NO: 24 é uma seqliéncia de aminoacido de regiao cons-
tante de cadeia pesada hu'man_a. A R

- SEQ ID NO: 25 é outra sequéncia de aminoacido de regido
constante de cadeia pesada humana. '
v SEQ ID NO: 26 é uma sequéncia de aminoacido de regidao cons-

tante de cadeia leve humana.

SEQ ID NO: 27-50 séo sequiéncias de aminoacido de regiao va-

riavel de cadeia leve (LCVR) humanizada para anticorpos particulares da

- presente invengao.

SEQ ID NO: 51-75 sdo sequéncias de aminoacido de regido va-
riavel de cadeia pesada (HCVR) humanizada para anticorpos particulares da
presente invengao. _

SEQ ID NO: 76-85 sdo seqiéncias de aminoacido de cadeias
pesada e leve (HC & LC) humanizadas para anticorpos particulares da pre-
sente invencao. '

SEQ ID NO: 86-87 sao sequéncias de aminoacido de cadeias

pesada e leve (HC & LC) humanizadas para anticorpos particulares da pre-
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sente invengao.

_ SEQ ID NO: 88-102 sdo as seqiiéncias de aminoacido das C-
DRs de cadeia pesada e leve para anticorpos preferidos da presente inven-
cdo. ' A
' SEQ ID NO: 103-112 sao as sequéncias de DNA que codificam
LCVRs e HCVRs preferidas da presente invencgao.
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<110>
<120>

<130>
<150>
<151>
<160>
<170>
<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Ala Leu
1

val Arg
ITe His
Pro Tyr

50

Tyr Asn

- 65

Gln Ala
Lys val

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

"ANTICORPO MONOCLONAL, USO DO MESMO E COMPOSIGCAO FARMACEUTI-

CA"

X-17188
US 60/753,956

2005-

112

12-23

40

LISTAGEM DE SEQUENCIA

ELI LILLY AND COMPANY

PatentIn version 3.3

1
112
PRT
homo
1

Asp

Gln

Glu

35

Ile

Gln

Leu

Glu

112

PRT

homo

sapiens

Thr Asn

Leu Tyr
20

Pro Lys
Trp'ser
His Asn
Glu Pro
85

GIn Leu

100

sapiens

Tyr

Ile

Gly

Leu

Pro

70

Leu

Ser

Cys

Asp.

TYyr

Asp

55

Gly

Pro

Asn

Phe

Phe

His

40

Thr

Ala

Ile

Met

Ser

Arg

25

Ala

Gln

Ser

val

Ile
105

ser

10

Lys

Asn

Tyr

Ala

Tyr

920

val

Thr

Asp

Phe

Ser

Ala

75

Tyr

Arg

Glu

Leu

Cys

Lys

60

Pro

val

ser

Lys

Gly

Leu

45

val

Cys

Gly

cys

Asn

Trp

30

Gly

Leu

cys

Arg

Lys
110

cys
15

Lys

Pro

Ala

val

Lys

95
Cys

Cys
Trp
Cys
Leu
Pro
80

Pro

ser
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<400> 2
Ala Leu Asp
1

Leu Arg Pro

Ile His Glu

35

Pro Tyr Leu
SQ

Tyr Asn Thr

- 65

Gln Asp Leu

| Lys Ile Glu
<210> 3
<211> 112
<212> PRT
<213> homo
<400> 3

"Ala Leu Asp.

1

val Arg Pro

val His Glu
35
Pro Tyr Leu
50
Tyr Asn Thr
65

Gln Asp Leu

Ala Ala

Leu Tyr
20

Pro Lys
Trp Ser
Ile.Asn
Giu Pro
85

GIn Leu
100

sapiens

Thr Asn
5

Leu Tyr:

20

Pro Lys
Arg ser
Leu Asn

Glu Pro
85

Tyr
Ile
Gly
ser
Pro
70

Leu

Ser

Tyr
Ile
Gly
Ala
Pro

70

Leu

Cys

Asp

Tyr

ASp

55
Glu

Thr

Asn

Cys

Asp

Tyr

Asp

55

Glu

Thr

Phe
Phe
Asn
40

Thr
Ala

Ile

Met

Phe
Phe
Tyr
40

Thr

Ala

Ile

41

Arg

Lys

25

Ala

GlIn

Ser

Leu

Ile
105

Arg

Arg

25

Ala

Thr

ser

Leu

Asn

10

Arg

Asn

His

Ala

Tyr

90

val

Asn

10

Gln

Asn

His

Ala

Tyr
90

val

Asp

Phe

Ser

ser

75

Tyr

Lys

Leu

Asp

Phe

ser

ser

75

Tyr

Gln
Leu
Cys
Arg
60

Pro

Ile

ser

Glu
Leu
Cys
Thr
60

Pro

val

Asp

Gly

Ala:

45

val

Cys

Gly

cys

Glu

Gly

ser

45

val

Cys

Gly

Asn

Trp

30

Gly

Leu

Cys

Lys

Lys
110

Asn

Trp

30

Gly

Leu

cys

Arg

Cys

15

Lys

Ala

ser

-val

Thr
95
cys

Cys
15

Lys
Pro
Gly

val

Thr
95

Cys
Trp.
cys
Leu
Ser
80

Pro

Ser

Cys
Trp
Cys
Leu
Pro

80

Pro



42

Lys val Glu GIn Leu Ser Asn Met val val Lys Ser Cys Lys Cys Ser

100 105 110
<210> 4
<211> 5
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> synthetic construct
<400> 4 o

Thr Tyr Trp Met Asn

1 5
<210> 5

<211> 17

<212> PRT

<213> Artificial

<220> '
<223> constructo‘sintético_
<400> 5

Gln Ile Phe Pro Ala Ser Gly Ser Thr Asn Tyr Asn Glu Met Phe Glu

1 5 10 15
Gly
<210> 6
- <211> 12
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> constructo sintético

<400> 6

Gly Asp Gly Asn Tyr Ala Leu Asp Ala Met Asp Tyr
1 5 10

<210> 7
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15

20

25

30

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

43

15
PRT

Artificial

constructo sintético

7

Arg Ala Sser Glu Ser val Asp Ser Tyr Gly Asn Ser Phe Met His

1
<210>
<211>

-<212>

<213>
<220>

 <223>

<400>

5
8
7
PRT _
Artificial

constructo sintético

8

Leu A1a Ser Asn Leu Glu Ser

1

<210>
<211>
<212>

-~ <213>

<220>
<223>
<400>

9

5
9
PRT

Artificial

constructo sintético

9

GIn GIn Asn Asn Glu Asp Pro Leu Thr

1

<210>

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

5
10
5
PRT
Artificial

constructo sintético

10

15
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15

20

25

30

44

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (O..(1
<223> Xaa até a posicdao 1 = Thr ou Ser
<220> '
<221> MISC_FEATURE
<222> (2)..(2)
<223> Xaa até a posicdo 2 = Glu ou Tyr
<400> 10 ’
Xaa Xaa Trp Met Asn
1 5
<210> 11
<211> 17
<212> PRT
<213> Artificial
<220>
<223> constructo sintético
 <220>
<221> MISC_FEATURE
<222>  (5)..(5)
<223> Xaa até a posicgdo 5 = Ala ou Phe
<220>
<221> MISC_FEATURE
- <222> (6)..(6)
<223> Xaa até a posicdo 6 = Ser, Thr, ou Leu
.<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (12)..(12)
<223> Xaa até a posicao 12 = Asn, Gly, Ser, Asp, ou Ala
<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (15)..(15



10

- 15

20

25

30

<223>
<400>

45

Xaa até a posig¢dao 15 = pPhe ou Tyr

11

Gin ITe Phe Pro Xaa Xaa Gly Ser Thr Asn Tyr Xaa Glu Met Xaa Glu

1
Gly

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

- <220>

<223>
<220>

<221

<222>
<223>
Phe

<400>

1

'<210>

<211>
<212>

5 . ' 10 15
12
12
PRT
Artificial

constructo sintético

MISC_FEATURE
2)..(2
Xaa até a posicdo 2 = Asp, Ile, Met, Tyr, Leu, Vval, Gln, ou

12 _
Gly Xaa Gly Asn Tyr Ala Leu Asp‘ATa Met Asp Tyr
5 10
13
15
PRT '
Artificial

<213>
<220>
<223>

<220>

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

constructo sintético
MISC_FEATURE
(8)..(8)

Xaa até a posicdo 8 = ser, Tyr, Phe, ou Leu

MISC_FEATURE
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15

20

25

30

<222>
<223>
<400>

46

..

Xaa até a posicdo 9 = Tyr ou Trp

13

Arg Ala Sser Glu Ser val Asp Xaa Xaa Gly Asn Ser Phe Met His

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

5 10 15
14
7
PRT

Artificial
constructo sintético

MISC_FEATURE
..V
Xaa até a posigdo 1 = Leu ou Tyr

14

Xaa Ala ser Asn Leu Glu Ser

1

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

- <223>

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

5
15
9
PRT
Artificial

constructo sintético

MISC_FEATURE
@..

Xaa até a posicdo 1 = Gln, Thr, ou Cys

MISC_FEATURE
3..(3

Xaa até a posicdo 3 = Asn ou His
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15
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<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

47

MISC_FEATURE
4)..4
Xaa até a posicdo 4 = Asn, Ile, Met, ASp, Thr, ou Ala

15

Xaa GIn Xaa Xaa Glu Asp Pro Leu Thr

1

<210>
<211>
<212>

-<213>

<400>

5
16

30

PRT
homo sapiens

16

GIn val GIn Leu val GIn Ser Gly Ala Glu val Lys Lys Pro Gly Ala

1

5 : 10 15

Ser val Lys val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr phe Thr

<210>
<211>

<212>

<213>

- <400>

20 - : .25 - 30
17
14
PRT
homo sabiens

17

Trp val Arg GIn Ala Pro Gly GIn Gly Leu Glu Trp Met Gly

1

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

<400>

5 . 10
18
32
PRT
homo sapiens

18

Arg val Thr Met Thr Thr Asp Thr Ser Thr Ser Thr Ala Tyr Met Glu

1

5 10 15

Leu Arg Ser Leu Arg Ser Asp Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys Ala Arg

20 25 30
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15

20

25

30

<210> 19
<211> 11
<212> PRT
<213> homo
<400> 19
Trp Gly Gln
1

<210> 20
<211> 23
<212> PRT

<213> homo
<400> 20
Asp Ile Gln
1

Asp Arg val

<210> 21
<211> 15

<212> PRT
€213> homo
<400> 21
Trp Tyr GIn
1

<210> 22
<211> 32
<212> PRT
<213> homo
<400> 22

Gly val Pro
1

Leu Thr Ile

sapiens

Gly Thr tLeu val Thr val Ser Ser

5

sapiens

Met Thr GIn Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser val Gly

5
Thr Ile Thr Cys
20 '

sapiens

48

10

10

15

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

5

sapiens

ser Arg Phe ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr

5

Ser Ser Leu GIn Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys

20

25

10

10

30

- 15

15
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15

20

25

30

<210> 23
<211> 10
<212> PRT
<213> homo
<400> 23
Phe Gly Gly
1

<210> 24
<211> _328
<212> PRT
-<213> homo
<400> 24

Ser Thr Lys

1

Thr
Pro
val
Ser
65

Ile
val
Ala

Pro

val

145

Ser
é1u
His
50

Ser
Cys
Glu
Pro
Lys

130

val

Gly

Pro
35
Thr

val

Asn

Pro

Glu

115

Asp

Asp

sapiens

Gly

Thr
5

sapiens

49

Lys val Glu Ile Lys

Gly Pro Ser

Gly

20 -

val
Phe
val
val
Lys
100
Leu

Thr

val

5
Thr

Thr

Pro’

Thr

Asn

85

ser

Leu

Leu

Ser

Ala
val

Ala

val

70

‘His

Cys

Gly

Met

His

150

val

Ala

ser

val

55

Pro

Lys

Asp

Gly

Ile

135
Glu

Phe
Leu
Trp
40

Leu
ser
Pro
Lys
Pro
120

Ser

Asp

Pro

Gly

.25

Asn
Gln
ser
Ser
Thr
105
Ser

Arg

Pro

10

Leu
10
cys

ser

ser

ser

Asn

90

His

val

Thr

Glu

Ala
Leu
Gly
Ser
Leu
75

Thr
Thr
Phe

Pro

val

155

Pro

val

Ala

Gly

60

Gly

Lys

Cys

Leu

Glu

140

Lys

‘ser

Lys

Leu
45

VLeu

Thr

val

Pro

Phe

125

val

Phe

Ser

Asp

30

Thr

Tyr

Gln

Asp

Pro

110

Pro

Thr

Asn

Lys
15

Tyr'
ser
ser
Thr

Lys

95

Cys

Pro

Cys

Trp

ser

Phe

Gly

Leu

Tyr

80

Lys

Pro

Lys

val

Tyr
160
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15

20

25

30

val
Gln
Gln
Ala
Pro
225
Thr
ser
Tyr
Tyr
Phe

305
Lys

Asp

Tyr

Asp

Leu

210

Arg

Lys

Asp

Lys

Ser

290

Ser

ser

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

Gly

Asn

Trp

195

Pro

Glu

Asn

Ile

Thr
275
Lys

cys

Leu

25
326
PRT
homo

25

Ala Ser Thr

1

Ser Thr Ser

Phe Pro Glu

val Glu
165

ser Thr

180

Leu Asn

Ala Pro

Pro Gln

Gln val

- 245
Ala val
260
Thr Pro
Leu Thr

Ser val

Ser Leu

325

sapiens

val

Tyr

Gly

Ile

val

230

Ser

Glu

Pro

val

Met

310

ser

His

Arg

Lys

Glu

215

Tyr

Leu

Trp

val

Asp.

295

His

Pro

Asn

val

Glu

200

Lys

Thr

Thr

Glu

Leu

280

LYysS

Glu

Gly

Lys Gly Pro Ser val

5

Glu Ser Thr Ala Ala

20

50

Ala

val

185

Tyr

Thr

Leu

Cys

ser

265

ASp

ser

Ala

Phe

Lys
170

ser

Lys‘

Ile

Pro

Leu

250

Asn

ser

Arg

Leu

Thr

val

Cys

ser

-Pro

235

val
Gly
Asp
Trp

His

315

Lys

Leu

Lys

Lys

220

ser

Lys

Gln

Gly

GlIn

300

Asn

Pro

Thr

Va1

205

Ala
Arg
G1y
Pro
Ser
285

Gln

His

Pro Leu Ala Pro

10

Leu Gly Cys Leu val

25

Arg

val
190

ser

Lys

Asp

Phe

Glu

270

Phe

Gly

Tyr

Cys

Glu
175
Leu
ASn
Gly
Glu
Tyr
255

Asn

Phe

Asn

Thr

ser

15

-
His
Lys
Gln
Leu
240 -
Pro
Asn
Leu
val

Gln

'320

Arg

Lys Asp fyr

30

Pro val Thr val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser
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15
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25
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Gly
Leu
65

Tyr
Arg

G] u

Asp

"ASp

145
Gly

Asn
Trp
Prfo
Glu

225

Asn

Ile

Thr

Arg

val
50

ser
Thr
val
Phe
Thr
130
val
Va'l
ser
Leu
Ser
210
Pro
Gln
Ala

Thr

Leu

35

His
ser
Cys
Glu
Leu
115
Leu
Ser
Glu
Th r
Asn
195
Ser
Gln
val
val
Pro

275
Thr

Thr

val

Asn

ser

100

Gly

Met

Gln

val 7

Tyr
180
Gly
Ile
val
Ser
Glu
260

Pro

val

Phe
val
val
85

Lys
Gly
Ile
Glu
His
165
Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

245

Trp

val

Asp

Pro
Thr
70

ASp
Tyr
Pro
Ser
ASp
150
Asn
val
Glu
LysS
Thr
230
Thr
Glu

Leu

Lys

Ala
55

val

His

Gly

Ser

Arg

135

Pro

Ala

‘val

Tyr

Thr

215

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser

40

val
Pro
Lys
Pro
val
120

Thr

Glu

LyS

Ser

51

Leu

ser

Pro

Pro

105

Phe

Pro

val

Thr

val

Gln
ser
Ser
90

Cys
Leu
é'l u
Gln
Lys

170

Leu

185

Lys

200

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

280

Arg

cys

ser

Pro

val

Gly

265

Asp

Trp

Lys

Lys

Ser

Lys

250

Gln

Gly

Gln

Ser

ser

75

Asn

Pro

Phe

val

Phe

155

Pro

Thr

val

Ala

GlIn

235

Gly

Pro

Ser

Glu

ser
60

Leu
Thr
Pro
Pro
Thr
140
Asn
Arg
val
Ser
Lys
220
Glu
Phe
Glu

Phe

Gly

45
Gly

Gly
Lys
cys
Pro
125
cys
Trp
Glu
Leu
AsSn
205
Gly
Glu
Tyr
Asn
Phe

285

Asn

Leu

Thr

‘val

Pro
110
Lys
val
Tyr
Glu
His
190
Lys
Gln
Met
Pro
Asn
270

Leu

val

Tyr
Lys
ASp
95

Ala
Pro
val
val
Gln
175
Gln
Gly

Pro

Thr

Ser

255

Tyr

Tyr

Phe

ser

Thr

80

Lys

Pro

Lys

val

Asp

160

Phe

Asp

Leu

Arg

Lys

240

Asp

Lys

ser

Ser
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290
Cys Ser
305

Leu Sser

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Arg Thr
1

G1ln Leu

val

Leu

26
107
PRT
homo
26

val

Lys

Tyr Pro Arg

35

ser Gly Asn

50
Thr Tyr
65

Lys His
Pro val

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

ser

Lys

Thr

27

111

PRT

295

52

300

Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr GIn Lys ser

ser

Leu

325

sapiens

Ala

Ala

-5

ser

20

Glu

Ser

Leu

val

Gly

Ala

Gln

ser

TYr

- 85

Lys
100

ser

Artificial

310
Gly

Pro
Thr

Lys

Glu

ser
70

Ala

Phe

ser

Ala

val

ser.

55

Thr

Cys

AsSn

constructo sintético

27

val
ser
Gln
40

val
Leu

Glu

Arg

Phe
val
25

Trp
Thr
Thr

val

Gly
105

Ile

10

val

Lys

Glu

Leu

Thr

90

Glu

315

Phe
Cys
val
Gln
Ser
75

His

cys

Pro

Leu

Asp

Asp

60

Lys

GlIn

Pro

Leu

Asn

45

ser

Ala

Gly

ser

Asn

30

Ala

Lys

Asp

Leu

Asp
15

Asn

Leu

Asp

Tyr

Ser

95

320

Glu

Phe

Gln

ser

Glu

80

Ser
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GlIn
Thr
His
Léu
Gly
70

Asp

Phe

ser

Cys

Trp

Ala

55

Ser

Phe

Gly

constructo sintético

Asp Ile GIn Met Thr

1 ‘5

Asp Arg val Thr Ile

20

Gly Asn Ser Phe Met
' 35

Lys Leu Leu Ile Tyr

50

Arg Phe ser G1y_Ser

65

‘Ser Leu GlIn Pro Glu

85
Glu Asp Pro Leu Thr
. 100

<210> 28

<211> 111

<212> PRT

<213> Artificial

<220> |

<223>

'<400> 28

Asp Ile Gln Met Thr

1

5

Asp Arg val Thr Ile

20

Gly Asn Ser Phe Met

35

Lys Leu Leu Ile Tyr

50

Arg Phe Ser Gly Ser

65

GlIn

Thr

His

Leu

Gly
70

ser

Cys

Trp

Ala

55

ser

Pro

Arg

Tyr

40

Ser
Gly
Ala

Gly

Pro
Arg
Tyr
40

ser

Gly

53

Ser

Ala

25

Gln

Asn

Thr

Thr

Gly
105

ser

Ala

25

Gln

Asn

Thr

ser

10

Ser

Gln

Leu

ASp

Tyr

90
Thr

ser

10

Ser

Gln

Leu

Asp

Leu

Glu

Lys

Glu

Phe

75

Tyr

Lys

Leu

Glu

Lys

Glu

Phe
75

Ser
ser
Pro
Ser
60

Thr

cys

val

ser
ser
Pro
ser

60
Thr

Ala
val
Gly
45

G1y
Leu

Gln

Glu

Ala
val
Gly
45

Gly

Leu

Ser

Asp

30

Lys

val

Thr

Gln

Ile
110

Ser

Asp

30 -

Lys
val

Thr

val

15

Ser
Ala
Pro
Ile
Asn

95
Lys

val
15

ser

Ala

Pro

Ile

Gly

Tyr

Pro

ser

Ser

80

Ile

Gly

Tyr

Pro

Ser

Ser

80
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Ser Leu

Glu Asp

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Asp Ile
1

Asp Arg

Gly Asn

~Lys Leu

50

Arg Phe

65

Ser Leu

Glu Asp

<210>

<211>
<212>

54

G1ln Pro Glu Asp Phe Ala Thr
85
Pro Leu Thr phe Gly Gly Gly
100 105
29
111
PRT

Artificial

construCtb sintético
29
Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser
5 |
val Thr Ile Thr Cys Arg Ala
20 25
ser Phe Met His Trp Tyr GIn
35 40
Leu Ile Tyr Leu Ala Ser Asn
55
ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr
‘ 70
GIn Pro Glu Asp pPhe Ala Thr
85
Pro Leu Thr Phe Gly Gly Gly
100 105
30
111

PRT

<213> Artificial

<220>
<223>
<400>

constructo sintético

30

Tyr Tyr Cys Gln Gln Asn Met

90

95

Thr Lys val Glu Ile Lys

Ser

10

ser

Gln

Leu

Asp

Tyr

90
Thr

Leu

Glu

Lys

Glu

Phe

75

Tyr

Lys

Ser

Ser

Pro

Ser

60

Thr

cys

val

Ala

val

Gly

45

Gly

Leu

Thr

Glu

110

ser

Asp

30

Lys

val

Thr

Gln

Ile
110

val
15

Ser

Ala

Pro

Ile

Asn

95

Lys

Gly

Tyr

Pro

ser

ser

80

Asn
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Asp Ile GIn Met Thr Gln Ser

1 'S

Asp Arg val Thr Ile Thr Cys

20

Gly Asn Ser Phe Met His Trp
' 35

Lys Leu Leu Ile Tyr Leu Ala

50 55

Arg Phe Sser G1y.Ser Gly Ser

65 70

-Ser Leu GIn Pro Glu Asp Phe

85
Glu Cys Pro Leu Thr Phe Gly
. 100

<210> 31

<211> 111

<212> PRT

<213> Artificial

<220

<223> construéto sintético

'<400> 31

Asp Ile GIn Met Thr GIn Ser

1

5

Asp Arg val Thr Ile Thr cys

Gly Asn

Lys

Arg
65

Leu
50
Phe

20

Ser Phe Met His Trp

35

Leu ITe Tyr Leu Ala

55

Ser Gly Ser Gly Ser

70

Pro
Arg
Tyr
40

ser
Gly

Ala

Gly

Pro
Arg
Tyr
40

Ser

Gly

55

sSer

Ala

25

Gln

Asn

Thr

Thr

Gly
105

ser

Ala

25

Gln

Asn

Thr

ser

10

ser

Gln

Leu

Asp

Tyr

90
Thr

Ser

10

ser

Gln

Leu

Asp

Leu

Glu

LYyS

Glu

Phe

75

Tyr

Lys

Leu

Glu

Lys

Glu

Phe
75

Ser

ser

Pro

Ser

60

Thr

Cys

val

ser

Ser

Pro

Ser

60

Thr

Ala
val
Gly
45

Gly
Leu

Gln

Glu

Ala
val
Gly
45

Gly

Leu

ser
ASp
30

Lys
val
Thr

Gln

Ile

110

ser
Asp
30

Lys

val

Thr

val
15

Ser
Ala
Pro
Ile
Asn

95

Lys

val
15

ser

Ala

Pro

Gly

Tyr

Pro

Ser

Ser

80

Asn

Gly

Tyr

Pro

ser

Ser

80
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- 56

Ser Leu GIn Pro Glu Asp Phe Ala Thr

85

Glu Asp Pro Leu Thr Phe Gly Gly Gly

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

100
32
111
PRT
Artificial

constructo sintético

32

Asp Ile GIn Met Thr GIn Ser

1

Asp
Gly
Lys
Arg

65

Ser

- Glu

Arg

Asn

Leu

50

Phe

Leu

Asp

<210>

<211>

<212>

<213>
<220>
<223>

<400>

5
val Thr Ile Thr Cys
20 '
ser Phe Met His Trp
35
Leu Ile Tyr Leu Ala
55
Ser Gly Ser Gly Ser
_ 70
GIn Pro Glu Asp Phe
85
Pro Leu Thr Phe Gly
100
33
111
PRT

Artificial

constructo sintético

33

Pro
Arg

Tyr

40

Ser

Gly

Ala

Gly

105

ser
Ala
25

Gln
Asn
Thr

Thr

Gly
105

Tyr Tyr Cys GIn GIn Asn Asp

90

95

Thr Lys val Glu Ile Lys

ser

10

ser

Gln

Leu

Asp

Tyr

90 .

Thr

Leu

Glu

Lys

Glu

Phe

75

Tyr

Lys

Ser
Ser‘
Pro
Ser
60

Thr

cys

val

Ala

val

Gly

45

Gly

Leu

Gln

Glu

110

Ser

Asp

30

Lys

val

Thr

Gln

val
15

Ser

Ala

Pro

Ile

Asn

- 95

Ile
110

Lys

G1y'
Tyr
Pro
ser
ser

80

Thr
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Asp ITe GIn Met Thr Gln Ser

Asp Arg val Thr Ile Thr Cys
20
Gly Asn ser Phe Met His Trp
35
Lys Leu Leu Ile Tyr Leu Ala
50 -55
Arg Phe Ser'G1y ser Gly Ser
65 ’ ’ 70

- Ser Leu GIn Pro Glu Asp Phe

85
Glu Ile Pro Leu Thr Phe Gly
100

<210> 34

<211> 111

<212> PRT

<213> Artificial
220>

'<223> constructo sintético

' <400> 34

Asp Ile GIn Met Thr Gln ser
1 5
Asp Arg val Thr Ile Thr Cys
20
Gly Asn Ser Phe Met His Trp
35

Lys Leu Leu Ile Tyr Leu Ala

50 55
Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser
65 70

Pro
Arg
Tyr
40

Ser
Gly

Ala

Gly

Pro
Arg
Tyr
40

Ser

Gly

57

Ser

Ala

25

Gln

Asn

Thr

Thr

'G1y‘

Ser

10

Ser

Gln

teu

Asp

Tyr

90
Thr

105 .

ser

Ala

25

Gln

Asn

Thr

ser

10

ser

GIn

Leu

ASp

Leu

Glu

Lys

Glu

Phe

75

Tyr

LysS

Leu

Glu

Lys

Glu

Phe
75

Ser

Ser

Pro

Ser

60

Thr

Ccys

val

Ser

Ser

Pro

Ser

60
Thr

Ala

val

Gly

45

Gly

Leu

Gln

Glu

Ala

val

Gly

45

Gly

Leu

Ser

Asp

30

Lys

val

Thr

Gln

Ile
110

Ser

Asp

30

Lys

val

Thr

val
15

Ser
Ala
Pro
Ile
Asn

95
Lys

val
15

ser
Ala

Pro

Ile

Gly

Tyr

Pro

Ser

Ser

80

Asn

Gly

Tyr

Pro

ser

Ser

80



10

15

20

25

30

58

Ser Leu GIn Pro Glu Asp Phe Ala Thr

85

Glu Asp Pro Leu Thr Phe Gly Gly Gly

<210>

<211>

<212>
<213>
<220>

<223>
<400>

1100
35
111
PRT
Artificial

constructo sintético

35

Asp Ile GIn Met Thr Gln Ser

1

Asp

Gly

Lys

Arg
65

Ser

Glu

Arg

Asn

Leu

50

Phe

Leu

Asp

<210>
<211>

<212>

<213>

<220>
<223>
<400>

val
Ser
35
Leu
Ser
Gln
Pro
36

111

PRT

Thr

20

Phe

Ile

Gly

Pro

Leu

100

5

Ile

Met

Tyr

ser

Glu

85

Thr

Artificial

Thr

His

Leu

Gly
70

Asp-

Phe

Cys

Trp

Ala

55

Ser

Phe

Gly

constructo sintético

36

Pro

Arg

Tyr

_40

Ser

Gly

Ala

Gly

105

ser

Ala

25

Gln

Asn

Thr

Thr

Gly
105

Tyr Tyr Cys GIln Gln Asn Ala

90

95

Thr Lys val Glu Ile Lys

ser

10

ser

Gln

Leu

ASp

Tyr

90

Thr

Leu

Glu

Lys

Glu

Phe

75

Tyr

Lys

Ser
ser
Pro
ser
60

Thr

cys

val

Ala

val

Gly

45

Gly

Leu

Gln

Glu

110

ser

Asp

30

Lys

val

Thr

Gln

Ile

110

val G1yv
15

ser Tyr

Ala Pro

Pro ser

Ile Ser

80
His Asn
95

Lys



10

15

20

25

30

Asp Ile GIn Met Thr

1

Gln
Thr
His
Lg u
Gly
70

Asp

Phe

ser
Cys
Trp

Ala

.55

Ser

Phe

Gly

constructo sintético

Asp Ile GIn Met Thr

1 5

Asp Arg val Thr Ile

20

Gly Asn Ser Phe Met
' 35

Lys teu Leu Ile Tyr

50

Arg Phe Sser G1y.Ser

65

-Ser Leu GIn Pro Glu

85
Glu Asp Pro Leu Thr
. 100

.<210> 37

<211> 111

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223>

.<400> 37

5

Asp Arg val Thr Ile

20

Gly Asn Ser Phe Met

50

35

Lys Leu Leu Ile Tyr

Arg Phe Ser Gly Ser

65

Gln

Thr

His

Leu

Gly
70

Ser

Ccys

Trp

Ala

55

Ser

Pro
Arg
Tyr
40

ser
Gly

Ala

Gly

Pro

Arg

TYyr
40

ser

Gly

59

Ser

Ala

25

Gln

Asn

Thr

Thr

Gly
105

ser

Ala

25

Gln

Asn

Thr

Ser

10

Ser

Gln

Leu

Asp

Tyr

90
Thr

ser
10

ser
GIn

Leu

Asp

Leu

Glu

Lys

Glu

Phe

75

Tyr

Lys

Leu

Glu

Lys

Glu

Phe
75

Ser
ser
Pro
ser
60

Thr

Cys

val

Ser
Ser
Pro
ser

60
Thr

Ala

val

Gly

45

Gly

Leu

Gln

Glu

Ala

val

Gly

45

Gly

Leu

Ser

Asp

30

Lys

val

Thr

Gln

Ile
110

Ser

Asp

30

Lys

val

Thr

val
15
Trp
Ala
Pro
Ile
Asn

95
Lys

val

15

Phe

Ala

Pro

Ile

Gly
Tyr
Pro
ser
ser

80

Ile

Gly
Tyr
Pro
;er

ser

80



10

15

20

25

30

60

Ser Leu GIn Pro Glu Asp Phe Ala Thr

85

Glu Asp Pro Leu Thr Phe Gly Gly Gly

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

100
38
111
PRT
Artificial

constructo sintético

38

Asp Ile Gln Met Thr
~5

1

Asp Arg
Gly Asn

LysALeu

50
Arg Phe
65

Ser Leu
Glu Asp

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

val

Ser

35

Leu

Ser

Gln

Pro

39

111

PRT

Thr

20

Phe

Ile

Gly

Pro

Leu

100

Ile

Met

Tyr

Ser

Glu

85

Thr

Artificial

GIn

Thr

His

Leu

Gly

70

Asp

Phe

ser

Cys

Trp

Ala

55

Ser

Phe

Gly

constructo sintético

39

Pro

Arg

Tyr

40

ser

Gly

Ala

Gly

105

Ser

Ala

25

GlIn

Asn

Thr

Thr

Gly
105

Tyr Tyr Cys GIn Gln Asn Ile

90

95

Thr Lys val Glu Ile Lys

ser

10

Ser

Gln

Leu

Asp

Tyr

90

Thr

Leu

Glu

Lys

Glu

Phe

75

Tyr

Lys

Ser

Ser

Pro

ser

60

Thr

Cys

val

Ala

val

Gly

45

Gly

Leu

GIn

Glu

110

ser

ASp

30

Lys

val

Thr

G1n

Ile

110

val
15

Leu

Ala
Pro

Ile

Asn

- 95

Lys

Gly

Tyr

Pro

ser

ser

80

Ile
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15

20

25

30

Asp Ile GIn Met Thr

1

Asp Arg val

Gly Asn Ser

50

35

Lys Leu Leu

Arg Phe Ser

65

20
Phe

Ile

5

Thr Ile

Met

Tyr

Gly Ser

Gln

Thr

His

Tyr

Gly
70

Asp Ile GIn Met Thr GIln Ser

1 5

Asp Arg val Thr Ile Thr Cys

20
Gly Asn Ser Phe Met His Trp
' 35
Lys Leu Leu Ile Tyr Leu Ala
50 ' 55

Arg Phe Ser‘G1y.Ser Gly ser

65 70

-Ser Leu GIn Pro Glu Asp Phe

85

Glu Asp Pro Leu Thr Phe Gly
| 100

‘<210>, 40

<211> 111

'<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> construtto sintético

<400> 40

Ser
Ccys
Trp
Ala

55

Ser

Pro

Arg

‘Tyr

40

Ser
Gly
Ala

Gly

Pro

Arg

Tyr
40

ser

Gly

61

Ser

Ala

25

Gln

Asn

Thr

Thr

Gly
105

ser
Ala
25

Gln

Asn

Thr

ser

10

ser

GIn

Leu

Asp

Tyr

90

Thr

ser
10

ser
Gln

Leu

ASp

Leu

Glu

Lys

Glu

Phe

75

Tyr

Lys

Leu

Glu

Lys

Glu

Phe
75

Ser
ser
Pro
ser
60

Thr

cys

val

Ser
Ser
Pro
Ser

60
Thr

Ala

val

Gly

45

Gly

Leu

Glu

Ala

val

Gly

45

Gly

Leu

Ser

Asp

30

Lys

val

Thr

GlIn

Ile
110

Ser

Asp

30

Lys

val

Thr

val

15

Ser
Ala
Pro
Ile
Asn

95

Lys

val

15

Ser

Ala

Pro

Ile

Gly

Trp

Pro

Ser

ser

80

Ile

Gly

Tyr

Pro

Ser

ser

80
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62

Ser Leu GIn Pro Glu Asp Phe Ala Thr

85

Glu Asp Pro Leu Thr Phe Gly Gly Gly

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

100
41
111
PRT
Artificial

constructo sintético

41

ASp ITe GIn Met Thr
~5

1

Asp Arg
Gly Asn
Lys Leu

50
Arg Phe

65

Ser Leu

Glu Asp

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

val

Ser

35

Leu

Ser

Gln

Pro

42

111

PRT

Thr
20

Phe
Ile
Gly

Pro

Leu

100

Ile
M?t
Tyr
ser
Glu

85
Thr

Artificial

Gln

Thr

His

Leu

Gly

70

Asp

Phe

sSer

Cys

Trp

Ala
55

ser

‘Phe

Gly

constructo sintético

42

Pro
Arg

Tyr

40

ser
Gly
Ala

Gly

105

ser

Ala

25

Gln

Asn

Thr

Thr

Gly
105

Tyr Tyr Cys Gln GIn Asn Ile

90

95

Thr Lys val Glu Ile Lys

Ser

10

Ser

Gln

Leu

Asp

Tyr

90
Thr

Leu

Glu

Lys

Glu

Phe

75

Tyr

Lys

Ser
Ser
Pro
Ser
60

Thr

cys

val

Ala

val

Gly

45

Gly

Leu

Gln

Glu

110

Ser

Asp

30

Lys

val

Thr

Gln

Ile

110

val
15
Phe

Ala

Pro

Ile

Asn
95

Lys

G1y'
Tyr
Pro
ser
Ser

80

Ile



10

- 15

20

25

30

Asp Ile GIn Met Thr

1

Asp

Arg

Gly Asn

Lys

Arg
65

Leu

50

Phe

5

val Thr Ile

20

ser Phe Met

35

Leu Ile Tyr

Sser Gly Ser

Gln Ser
Thr Cys
His Trp
Leu Ala
55

Gly Ser
70

Pro
Arg
Tyr
40

ser
Gly

Ala

Gly

Asp Ile GIn Met Thr GIn Ser

1 5

Asp Arg val Thr Ile Thr Cys

20

Gly Asn Ser Phe Met His Trp
' 35

Lys Leu Leu Ile Tyr Leu A15

50 .55

Arg Phe Ser'G1y‘Ser Gly ser

65 70

-Ser Leu GIn Pro Glu Asp Phe

85
Glu Asp Pro Leu Thr Phe Gly
. 100

'<210> 43

<211> 111

<212> PRT

<213> Artificial

<220> |

<223> constructo sintético -

<400> 43

Pro

Arg

Tyr

40

ser

Gly

63

ser

Ala

25

GlIn

Asn

Thr

Thr

Gly
105

Ser

Ala

25

Gln

Asn

Thr

Ser

10

Ser

Gln

Leu

Asp

Tyr

90

Thr

Ser
10

ser
Gln

Leu

Asp

Leu

Glu

Lys

Glu

Phe

75

Tyr

Lys

Leu

Glu

Lys

Glu

Phe
75

Ser
ser
Pro
ser
60

Thr

cys

val

Ser
Ser
Pro
ser

60

Thr

Ala
val
Gly
45

Gly
Leu

GlIn

Glu

Ala
val
Gly
45

Gly

Leu

Ser

Asp

30

Lys

val

Thr

Gln

Ile
110

Ser

Asp

30

Lys

val

Thr

val
15

ser
Ala
Pro
Ile
Asn

95

Lys

val
15

Trp

Ala

Pro

Ile

Gly

Tyr

Pro

ser

ser

80

Ala

Gly

Trp

Pro

ser

Sser

80
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30

64

Ser Leu GIn Pro Glu Asp Phe Ala Thr

85

Glu Asp Pro Leu Thr Phe Gly Gly Gly

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

100
44
111
PRT
Artificial

constructo sintético

44

Asp Ile GIn Met Thr GIn Ser

1

Asp Arg
Gly Asn

Lys>Leu

50
Arg Phe
65

Ser Leu

- Glu Asp

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

-5
val Thr Ile Thr Cys
20
ser Phe Met HisvTrp
35 ’
Leu Ile Tyr Leu Ala
55
Ser G1y Ser Gly Ser
70
Gln Pro Glu Asp -Phe
85
Pro Leu Thr Phe Gly
100
45
111
PRT

Artificial

constructo sintético

45

Pro
Arg

Tyr

.40

ser

Gly

Ala

Gly

105

Ser

Ala

25

Gln

Asn

Thr

Thr

Gly
105

Tyr Tyr Cys GIn Gln Asn Ile

90

95

Thr Lys val Glu Ile Lys

Ser

10

ser

Gln

Leu

Asp

Tyr

90

Thr

Leu

Glu

Lys

Glu

Phe

75

Tyr

Lys

ser

ser

Pro

Ser

60

Thr

Cys

val

Ala

val

Gly

45

Gly

Leu

Gln

Glu

110

Ser

ASp

30

Lys

val

Thr

Gln

Ile
110

val
15

Ser

Ala

Pro

Asn

- 95

Lys

Gly

TYyr

Pro

ser

‘Ser

80

Ile
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15

20

25

30

Gln

Thr

His

Leu

Gly

70

Asp

Phe

ser
Cys
Trp

Ala

35

ser

Phe

Gly

constructo sintético

Asp Ile GIn Met Thr

1 5

Asp Arg val Thr Ile

20

Gly Asn Ser Phe Met
' 35

Lys Leu Leu Ile Tyr

50

Arg Phe Ser'G1y4Ser

65 |

-Ser Leu GIn Pro Glu

85
Glu Asp Pro Leu Thr
. 100

<210> 46

<211> 111

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223>

'<400> 46

Asp Ile GIn Met Thr

1

Asp

Gly

Arg
65

Arg

Asn

50

Phe

val

Ser

35

LYysS Leu Leu

Ser

Thr
20
Phe

Ile

Gly

5

Ile

Met

Tyr

Ser

Gln

Thr

His

Tyr

Gly
70

‘SEF

Ccys
Trp
Ala

55

Ser

Pro

Arg

Tyr

40

ser

Gly

Ala

Gly

Pro

Arg

Tyr

40

Ser

Gly

65

ser

Ala

25

Gln

Asn

Thr

Thr

Gly
105

Ser

Ala

25

GIn

Asn

Thr

Ser

10

ser

GlIn

Leu

Asp

Tyr

20

Thr

Ser
10

ser
Gln

Leu

Asp

Leu

Glu

Lys

Glu

Phe

75

Tyr

Lys

Leu

Glu

Lys

Glu

Phe
75

ser

ser

Pro

ser

60

Thr

cys

val

Ser

Ser

Pro

Ser

60

Thr

Ala

val

Gly

45

Gly

Leu

Gln

Glu

Ala

val

Gly

45

Gly

Leu

ser
ASp
30

Lys
val
Thr

Gln

Ile

110

ser
Asp
30

Lys

val

Thr

val

15
Phe

Ala
Pro
Ile
Asn

95

Lys

val

15

Trp

Ala

Pro

Gly

Tyr

Pro

ser

ser

80

Ile

Gly

Tyr

Pro

Ser

ser

80
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66

Ser Leu GIn Pro Glu Asp Phe Ala Thr

85

Glu Asp Pro Leu Thr Phe Gly Gly Gly

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

100
47
111
PRT
Artificial

constructo sintético

47

Asp Ile GIln Met Thr GIn Ser

1

ASp Arg
Gly Asn

Lys‘Leu

50
Arg Phe
65

Ser Leu

- Glu Asp

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

5
val Thr Ile Thr Cys
20
ser Phe Met His Trp
35
Leu Ile Tyr Leu Ala
55
ser Gly Ser Gly Ser
70
Gln Pro Glu Asp Phe
85
Pro Leu Thr Phe Gly
100
48
111
PRT

Artificial

constructo sintético

48

Pro
Arg

Tyr

40

Ser

Gly

Ala

Gly

105

Ser

Ala

25

Gln

Asn

Thr

Thr

Gly
105

Tyr Tyr Cys GIn Gln Asn Ala

90

95

Thr Lys val Glu Ile Lys

ser

10

Ser

GlIn

Leu

ASp

Tyr

90
Thr

Leu

Glu

Lys

Glu

Phe

75

Tyr

Lys

ser

Ser

Pro

ser

60

Thr

cys

val

Ala

val

Gly

45

Gly

Leu

Gln

Glu

110

Ser

Asp

30

Lys

val

Thr

Gln

Ile
110

val
15

ser

Ala
Pro

Ile

Asn

- 95

Lys

Gly

Tyr

Pro

ser

ser

80
Ile



10

= 15

20

25

30

Asp I1e GIn Met Thr Gln Ser

1 5

Asp Arg val Thr Ile Thr Cys

20

"Gly Asn Ser Phe Met His Trp
‘ 35

Lys Leu Leu Ile Tyr Leu A1#

50 .55

Arg Phg ser G1¥ Ser Gly Ser

65 70

-Ser Leu GIn Pro Glu Asp Phe

85
Glu Asp Pro Leu Thr Phe Gly
. 100

‘<210> 49

<211> 111

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> construéto sintético

"<400> 49

Asp Ile GIn Met Thr Gln Ser

1

Asp

Gly

Lys

Arg
65

Arg

Asn

Leu

50

Phe

5

val Thr Ile Thr Cys

20

Ser Phe Met His Trp

35

Leu Ile Tyr Leu Ala

55

ser Gly ser Gly Ser

70

Pro
Arg
Tyr
40

Ser
Gly

Ala

Gly

Pro
Arg
Tyr
40

ser

Gly

67

ser

Ala

25

Gln

Asn

Thr

Thr

Gly
105

ser

Ala

25

Gln

Asn

Thr

ser

10

ser

Gln

Leu

Asp

Tyr
90

.Thr

ser

10

ser

Gln

Leu

Asp

Leu

Glu

Lys

Glu

Phe

75

Tyr

Lys

Leu

Glu

Lys

Glu

Phe
75

ser
ser
Pro
ser
60

Thr
Cys

val

Ser
ser
Pro
ser

60
Thr

Ala
val
Gly
45

Gly
Leu

Gln

Glu

Ala
val
Gly
45

Gly

Leu

ser

Asp

30

Lys

‘val

Thr
Gln

Ile

110

ser
Asp
30

Lys

val

Thr

val

15

ser
Ala
Pro
Ile
Asn

95

Lys

val

15

Phe

Ala

Pro

Ile

Gly

Tyr

Pro

ser

ser

80

Ile

Gly

Trp

Pro

ser

ser

80
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68

Ser Leu GIn Pro Glu Asp Phe Ala Thr

85

Glu Asp Pro Leu Thr Phe Gly Gly Gly

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Asp Ile
1

Asp Arg

Gly Asn
Lys Leu

50

Arg Phe

65

sSer Leu

100
50
111
PRT
Artificial

constructo sintético

50

G1n Met

val Thr

20
Ser Phe
35

Leu Ile

Ser Gly

GIln Pro

Glu Asp Pro Leu

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

100
51
111

PRT

Thr
Ile
Mét
Tyr
Ser
Glu

85

Thr

Artificial

GIn

Thr

His

Leu
Gly
70

Asp

Phe

ser

cys

Trp

Ala

55

ser

-Phe

Gly

constructo sintético

51

Pro
Arg

Tyr

40

Ser

Gly

Ala

Gly

105

Ser

Ala

25

Gln

Asn

Thr

Thr

Gly
105

Tyr Tyr Cys GIn GIn Asn Ile

90

95

Thr Lys val Glu Ile Lys

Ser

10

Ser

Gln

Leu

ASp

Tyr

90

Thr

Leu

Glu

Lys

Glu

Phe

75

Tyr

Lys

Ser

ser

Pro

Ser

60

Thr

Cys

val

Ala

val

Gly

45

Gly

Leu

Gln

Glu

110

ser

Asp

30

LyS

val

Thr

Gln

val
15
Phe

Ala
Pro

Ile

Asn

- 95

Ile

110

Lys

Gly
Trp
Pfo
ser
Ser

80

Ala
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-~ 15

20

25

30

Asp
Asp
Gly
Lys

Arg
65

-ser

Glu

Ile
Arg
Asn
Leu
50

Phe

Leu

Asp

<210>

<211>
<212>

<213>
<220>

<223>

'<400>

GIn Met Thr

val Thr Ile
20

ser Phe Met

35

Leu Ile Tyr
ser Gly ser

Gln Pro Glu
85
Pro Leu Thr
. 100
52
111
PRT

Artificial

52

Gln
Thr
His
Tyr
Gly
70

ASp

Phe

ser
Cys
Trp

Ala

55

Ser

Phe

Gly

constructo sintético

Asp Ile GIn Met Thr Gln Ser

1

5

Asp Arg val Thr Ile Thr Cys

Gly

Lys

Arg
65

Asn

Leu
50
Phe

20

Ser Phe Met His Trp

35

Leu Ile Tyr Leu Ala

55

Ser Gly Ser Gly Ser

70

Pro

Arg

Tyr

40

ser

Gly

Ala

Gly

Pro

Arg

Tyr

40

ser

Gly

69

ser

Ala

25

Gln

Asn

Thr

Thr

Gly
105

Ser

Ala

25

G1n

Asn

Thr

ser

10

ser

Gln

Leu

Asp

Tyr

90
Thr

Ser

10

ser

Gln

Leu

Asp

Leu

Glu

Lys

Glu

Phe

75

Tyr

Lys

Leu

Glu

Lys

Glu

Phe
75

Ser
ser
Pro
ser
60

Thr

Cys

val

Ser
Ser
Pro
Ser

60
Thr

Ala
val
Gly
45

Gly
Leu

GIn

Glu

Ala
val
Gly
45

Gly

Leu

ser

Asp

30

Lys

val

Thr

Gln

Ile
110

Ser

Asp

30

Lys

val

Thr

val

15

Phe
Ala
Pro
Ile
Asn

95

Lys

val

15

Phe

Ala

Pro

Ile

Gly

Tyr

Pro

Ser

Ser

80

Ile

Gly

Trp

Pro

Ser

Ser

80



10

15

20

25

30

70

ser Leu GIn Pro Glu Asp Phe Ala Thr

85

Glu Asp Pro Leu Thr pPhe Gly Gly Gly

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Asp Ile
1

Asp Arg
Gly Asn

Lys Leu

50
Afg Phe
65

Ser Leu
Glu Asp

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

100
53
111
PRT

Artificial

constructo sintético

53
GIn Met

val Thr

20
ser phe
35

Leu Ile

ser Gly

Gln Pro

Pro Leu
100
54
111

PRT

Thr

Ile

Met

Tyr

Ser

Glu

85
Thr

Artificial

Gln

Thr

Leu
Gly
70

Asp

Phe

ser

Cys

"Trp

Ala
55
Ser

Phe

Gly

constructo sintético

54

Pro

Arg

Tyr

40

ser

Gly

Ala

Gly

105

ser

Ala

25

Gln

Asn

Thr

Thr

Gly
105

Tyr Tyr Cys GIn GIn Asn Ile

920

95

Thr Lys val Glu Ile Lys

Ser

10

Ser

Gln

Leu

ASp

Tyr

90
Thr

Leu

Glu

Lys

Glu

Phe

75

Tyr

Lys

ser

Ser

Pro

ser

60

Thr

Cys

val

Ala

val

Gly

45

Gly

Leu

Gln

Glu

110

Ser

Asp

30

Lys

val

Thr

Gln

Ile
110

val
15
Trp

Ala

Pro

Ile

Asn

95

Lys

Gly

Trp

Pro

ser

ser
80
Ile



10

15

20

25

30

Asp ITe Gln Met Thr

Lys

Arg
65

Ser

Arg val

Asn Ser

35
Leu Leu
50

Phe Ser

Leu GIn

5
Thr Ile
20
Phe Met
Ile Tyr

Gly Ser

Pro Glu

Asp Ile GIn Met Thr GIn Ser

1 5

Asp Arg val Thr Ile Thr Cys

20
Gly Asn Ser Phe Met His Trp
' 35
Lys Leu Leu Ile Tyr Leu Ala
50 .55

Arg Phe Ser G1y.Ser Gly Ser

65 70
-Ser Leu GIn Pro Glu Asp Phe

85
Glu Asp Pro Leu Thr Phe Gly
100

<210> 55

<211> 111

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> constructo sintético

<400> 55

Gln Ser
Thr Cys .
His Trp

Tyr Ala

55
Gly Ser
70

Asp Phe

Pro
Arg
Tyr
40

Ser
Gly

Ala

Gly

Pro
Arg
Tyr
40

Ser

Gly

Ala

71

Ser
Ala
25

Gln
Asn
Thr

Thr

Gly
105

ser
Ala
25

GIn
Asn

Thr

Thr

Ser

10

ser

Gln

Leu

Asp

Tyr

90
Thr

ser

10

Ser

Gln

Leu

Asp

Tyr

Leu

Glu

Lys

Glu

Phe

75

Tyr

Lys

Leu

Glu

Lys

Glu

Phe

75

Tyr

Ser
ser
Pro
Ser
60

Thr

cys

val

ser
Ser
Pro
Ser
60

Thr

Cys

Ala
val
Gly
45

Gly
Leu

Gln

Glu

Ala
val
Gly
45

Gly

Leu

GIn

ser
Asp
30

Lys
val
Thr

Gln

Ile
110

Ser
ASp
30

Lys
val

Thr

Gln

val
15
Trp
Ala
Pro
Ile
AsSn

95

Lys

val
15

Trp

Ala

Pro

Ile

Asn

Gly

Tyr

Pro

Ser

Ser

80

Ile

Gly

Trp

Pro

ser

ser

80

Asn
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15

20

25

30

85

72

90

95

Glu Asp Pro Leu Thr phe Gly Gly Gly Thr Lys val Glu Ile Lys

constructo sintético

Gln

Thr

His

Leu

Gly
70
AsSp

Phe

ser

Cys

Trp

Ala

55

ser

Phe

Gly

constructo sintético

100

<210> 56

<211> 111

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223>

<400> 56

Asp Ile GIn Met Thr

1 -5

Asp Arg val Thr Ile
20

Gly Asn Ser Phe Met

35
Lys Leu Leu Ile Tyr
50

Arg Phe Ser Gly Ser

65

Ser Leu GIn Pro Glu

85

Glu Asp Pro Leu Thr
100

<210> 57

<211> 111

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223>

<400> 57

Pro

Arg

TYyr

40

Ser

Gly

Ala

Gly

105

ser

Ala

25

Gln

Asn

Thr

Thr

Gly
105

ser

10

Ser

Gln

Leu

Asp

Tyr

90
Thr

Leu
Gju
Lys
Glu
Phe
75

Tyr

Lys

ser

Ser

Pro

Ser

60

Thr

Cys

val

Ala

val

Gly

45

Gly

Leu

Gln

Glu

110

ser

Asp

30

Lys

val

Thr

Gln

Ile

110

val
15
Phe

Ala

Pro

Ile

ASn
95
Lys

Gly

Tyr

Pro

ser

Ser

80
Ile

Asp Ile GIn Met Thr GIn Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser val Gly



-

10

15

20

25

30

74

Glu Asp Pro Leu Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys val Glu Ile Lys

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

100
59
111
PRT

Artificial

constructo sintético

59

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser

1
Asp Arg

Gly Asn

Lys Leu

50
Arg'Phe
65

Ser Leu

5
val Thr Ile Thr Cys
- 20°
Ser Phe Met His Trp
35

Leu Ile Tyr Tyr Ala

55

Ser Gly Ser Gly Ser
70
GIn Pro Glu Asp Phe
85

Glu Asp Pro Leu Thr Phe -Gly

- <210>

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

100
60

111

PRT
Artificial

constructo sintético

60

Pro

Arg

Tyr

40

Ser

Gly

Ala

Gly

105

ser

Ala

25

Gln

Asn

Thr

Thr

Gly
105

ser

10

Ser

Gln

Leu

Asp

Tyr

90
Thr

Leu
Glu
Lys
Glu
Phe
75

Tyr

Lys

Ser

ser

Pro

ser

60

Thr

Cys

val

Ala

val

Gly

45

Gly

Leu

Gln

Glu

110

ser

ASp

30

LyS

val

Thr

Gln

Ile

110

val
15
Trp

Ala

Pro

I1e‘

Asn’

95

Lys

Gly -
Tyr
Pro
ser
ser

80

Ala

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

1

5

10

15



10

- 15

20

25

30

Asp Arg

Gly Asn.

Lys Leu

50
Arg Phe
65

ser Leu

Glu Asp

<2105

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

1

Asp Arg

Gly Asn

Lys Leu

50
Arg Phe
65

Ser Leu

val

Sser

35

Leu

ser

Gln

Pro

58

111

PRT

Thr

20
Phe

Ile

Gly

Pro

Leu

100

Ile

Met

Tyr

Ser

Glu

85

Thr

Artificia]'

Thr
His
Tyr
Gly
70

Asp

Phe

Cys
Trp

Ala

55

.ser

Phe

Gly

constructo sintético

58

Va1 Thr Ile.

20

"Asp Ile GIn Met Thr

5

Ser Phe Met

35

Leu Ile Tyr

Sser Gly Ser

GIn Pro Glu

85

GIn

Thr

His

Leu

Gly

70

Asp

Ser
cys
Trp
Ala
55

ser

Phe

Arg

Tyr

40

ser

Gly

Ala

Gly

Pro

Arg

Tyr

40

Ser

Gly

Ala

73

Ala

25

Gln

Asn

Thr

Thr

10

ser

Gln

Leu

Asp

Tyr

90

Gly
105

ser

Ala

25

Gln

Asn

Thr

Thr

Thr

ser.

10

ser

Gln

Leu

Asp

Tyr
90

Glu

Lys

Glu

Phe

75

Tyr

Lys

Leu

Glu

Lys

Glu

Phe

75
Tyr

Ser
Pro
ser
60

Thr

Ccys

val

ser
ser
Pro
ser
60

Thr

Cys

val
Gly
45

Gly
Leu

Gln

Glu

Ala
val
Gly
45

Gly

Leu

GIn

Asp
30

Lys

‘val

Thr

Gln

Ile

15

Trp

Ala

Pro

Ile

-Asn

95

LYysS

110

ser

Asp

30

Lys

val

Thr

Gln

val
15

Trp

Ala

Pro

Ile

Asn

95

Tyr

Pro .

ser

ser

80

Ala

Gly

Tyr

Pro

ser

ser

80

Ile



10

15

20

25

30

Asp Ile GIn Met Thr

1
Asp

Gly

Lys

Arg

65

Ser

Arg
ASn
Leu
50

Phe

Leu

val

Ser

35

Leu

Ser

Gln

Thr
20

Phe
Ile

Gly

Pro

5

Ile

Met

Tyr

ser

Glu
85

Gln

Thr

His

Leu

Gly

70

Asp

Asp Arg val Thr Ile Thr Cys

‘ 20

Gly Asn Ser Phe Met His Trp
35

Lys Leu Leu Ile Tyr Leu Ala

50 55

Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser

65 70

ser Leu Gln Pro}GTu Asp Phe

85
Glu Asp Pro Leu Thr pPhe Gly
100

<210> 61

<211> 111

V<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> constructo sintético

<400> 61

Ser

Cys

Trp

Ala

55

ser

Phe

Arg

TYyr

40

Ser

Gly

Ala

Gly

Pro’

Arg

Tyr

40

Ser

Gly

Ala

75

Ala

25

Gln

Asn

Thr

Thr

Gly
105

Ser

Ala

25

Glin

Asn

Thr

Thr

Ser

Gln

Leu

Asp

Tyr

90

Thr

ser
10

Ser
Gln
Leu

Asp

Tyr
90

Glu

Lys

Glu

Phe

75

Tyr

Lys

Leu

Glu

Lys

Glu

Phe

75

Tyr

Ser
Pro
ser
60

Thr

cys

val

ser
Ser
Pro
ser
60

Thr

Cys

val

Gly

45

Gly

Leu

Gln

Glu

Ala

val

Gly

45
Gly

Leu

Gln

Asp

30

Lys

val

Thr

Gln

Ile

110

Ser

Asp

30

Lys

val

Thr

Gln

Trp

Ala

Pro

Ile

Asn

95

Lys

val
15

ser

Ala

Pro

Ile

Asn

95

Trp

Pro

Ser

ser

80

Ala

Gly

Trp

Pro

ser

Ser

80

Asn
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15

20

25

30

76

Glu Asp Pro Leu Thr pPhe Gly Gly Gly Thr Lys val Glu Ile Lys

constructo sintético

Gln

Thr

His

Tyr'
55

Gly
70

Asp

Phe

Ser

Cys

Trp

Ala

ser

Phe

Gly

constructo sintético

100
<210>. 62
<211> 111
<212> PRT
<213> Artificial
<220>
<223>
<400> 62
Asp Ile GIn Met fhr
1 5
Asp Arg val Thr Ile
20
Gly Asn Ser Phe Met
35
Lys Leu Leu Ile Tyr
5o .
Arg Phe Ser Gly Ser
65
Ser Leu GIn Pro Glu
85
Glu Asp Pro Leu Thr
100
- <210> 63
<211> 111
<212> PRT
<213> Artificial
<220>
<223>
<400> 63

Pro
Arg
Tyr
40

Ser
Gly

Ala

Gly

105

ser

Ala

25

Gln

Asn

Thr

Thr

Gly
105

Ser

10

ser

Gln

Leu

Asp

TYyr

920

Thr

Leu

Glu

Lys

Glu

Phe
75

Tyr.

Lys

Ser

ser

Pro

Ser

60

Thr

cys

val

Ala

val

Gly

45

Gly

Leu

Gln

Glu

110

ser

Asp

30

Lys

val

Thr

Gln

Ile

110

val
15

Trp

Ala

Pro

I1e-

Asn
95

Lys

Gly -
Trp
Pro
ser
ser

80

Ile

Asp Ile GIn Met Thr GIn Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser val Gly

1

5

10

15



10

15

20

25

30

Thr
His
Leu
Gly
70

Asp

Phe

Cys

Trp

Ala

55

ser

"Phe

Gly

constructo sintético

Gln val Gln

1

ser
Trp
Gly
Glu

65

Met

val

Met

Gln

50

Glu

Lys

Asn
35

Ile

Gly Arg

Leu

Asp Arg val Thr Ile
20

Gly Asn Ser Phe Met

'35
Lys Leu Leu Ile Tyr
- 50

Arg Phe Ser Gly Ser

65

ser Leu Gln Pro.G1u

85

-Glu Asp Pro Leu Thr
100

<210> 64

<211> 121

.<212> PRT

<213> Artificial

<220> |

<223>

<400> 64

Leu val GIn Ser

val
20

Trp
Phe

val

Arg

5

Ser

val

Pro

Thr

Ser

85

Cys

Arg

Ala

Met

70

Leu

Lys

Gln

Ser
55

Thr

Arg

Arg

Tyr

40

ser

Gly

Ala

Gly

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Thr

ser

77

Ala

25

Gln

Asn

Thr

Thr

Gly
105

Ala

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Asp

ser
Gln
Leu
Asp
Tyr

90
Thr

Glu
10

Gly
Gly
Thr

Thr

Asp
90

Glu

Lys

Glu

Phe

75

Tyr

Lys

val

Tyr

Gln

Asn

Ser

75
Thr

ser

Pro

Ser

60

Thr

Cys

val

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

val

Gly

45

Gly

Leu

Gln

Glu

Lys

Phe

Leu

45

Gly

ser

val

ASp
30

Lys
val
Thr

Gln

Ile
110

Pro
Thr
30

Glu
Glu

Thr

Tyr

Phe

Ala

Pro

Ile

Asn

-95

Lys

Gly
15

Ser

Trp

Met

Ala

Tyr
95

Trp

Pro

ser

Ser

80

Ala

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

cys
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15

20

25

30

78

Ala Arg Gly Ile Gly Asn Tyr Ala Leu

100

105

GIn Gly Thr Lequa1 Thr val Sser Ser

<220>

constructo sintético

115

<210> 65

<211> 121

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223>

<400> 65

Gln val GIn Leu val

1 5

Ser val Lys val Ser

20
Trp Met Asn Trp val
. 35 .
G1y>G1n Ile Phe Pro
50

Gju Gly Arg val Thr

65

Met Glu Leu Arg Ser

85
~Ala Arg Gly Met Gly
100
Gln Gly Thr Leu val
115

<210> 66

<211> 121

<212> PRT

<213> Artificial

GIn Ser
Cys Lys
Arg Gln
Ala Ser
55

Met Thr
70

Leu ‘Arg

Asn Tyr

Thr val

120

Gly
Ala

Ala

40

Gly

Thr

Ser

Ala

Ser

120

Ala

ser

25

Pro

ser

Asp

Asp

Leu

105

ser

Asp Ala Met Asp Tyr Trp Gly

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

90

Asp

val

Tyr

GIn

Asn

ser

75

Thr

Ala

LysS

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Met

Lys

Phe

Leu

45

Ser

ser

val

Asp

110

Pro
Thr
30
Glu
Glu
Thr

Tyr

Tyr
110

Gly
15

Thr

Trp

Met

Ala

Tyr

95

Trp

Ala
Tyr
Met
Phe
Tyr
80

cys

Gly
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<223> constructo sintético

<400> 66

GIn val GIn Leu val GIn Ser

1

ser val Lys

Trp Met Asn
35
Gly GIn Ile
50

-Glu Gly Arg

65

Met Glu Leu

Ala Arg Gly

GIn Gly Thr
115
<210 67
<211> 121
'<212> PRT

val
20

Trp

Phe

val

Arg

Ile

100

Leu

5

ser Cys
val Arg
Pro Ala

Thr Met

70 .

Ser Leu
85
Gly Asn

val Thr

<213> Artificial

<220>

Lys
Gln
Ser
55

Thr
Arg

Tyr

val

<223> constructo sintético

<400> 67

Gln val GIn Leu val Gln Ser

1

20

5

Ser val Lys val Ser Cys Lys

Trp Met Asn Trp val Arg Gln

35

79

Gly Ala Glu val Lys
10

Ala ser Gly Tyr Thr
25

Ala Pro Gly GIn Gly

40

Gly Ser Thr Asn Tyr

60
Thr Asp Thr ser Thr
75

Ser Asp.Asp Thr Ala

| 90

Ala Leu Asp Ala Met
105

Ser Ser

120

Gly Ala Glu val Lys
10
Ala ser Gly Tyr Thr
25
Ala Pro Gly Gln Gly
40

Lys

Phe

Leu

45

Gly

ser

val

Asp

Lys

Phe

Pro

Thr

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Tyr
110

Pro

Thr
30

Gly Ala
15

Thr Tyr
Trp Met
Met Phe

Ala Tyr
80

Tyr CyS

95

Trp Gly

Gly Ala
15
Thr Tyr

Leu Glu Trp Met

45



10

15

20

25

30

Gly Gln Ile Phe Pro Ala Ser
50 55

Glu Gly Arg val Thr Met Thr

65 70

Met Glu Leu Arg Ser Leu Arg

85
Ala Arg Gly Tyr Gly Asn Tyr
100
Gln Gly Thr Leu Ya1 Thr val
115 |

<210> 68

<211> 121

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223>

<400>

constructo sintético

68

GIn val GIn Leu val GIn Ser

1

Ser val

Trp Met

- Gly G1n

50
Glu Gly
65

Met Glu

Ala Arg

Lys

Asn

35

Ile

Arg

Leu

val
20

Trp
Phe
val

Arg

Ile

100

5

ser

val

Pro

Thr

ser

85
Gly

Ccys

Arg

Ala

Lys

-G1n

Leu

-~ 55

Met

70

Leu

Asn

Thr

Arg

Tyr

Gly

Thr

ser

Ala

Ser

120

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Thr

Ser

Ala

80

ser

Asp

Asp

Leu

105

ser

Ala

Ser

25

Pro

ser

Asp

Asp

Leu

105

Thr

Thr

Asp

90

Asp

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

90

Asp

Asn

ser

75

'Thr

Ala

val

Tyr

G1n

Asn

ser

75

Thr

Ala

Tyr
60
Thr

Ala

Met

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Met

Asp

Ser

'Va1

Asp

Lys

Phe

Leu

45

Gly

Ser

val

Asp

Glu
Thr
TYyr

Tyr
110

Pro
Thr
30

Glu
Glu
Thr

Tyr

Tyr
110

Met

Ala

TYyr

95

Trp

Gly

15

Ser

Trp

Met

Ala

Tyr

95
Trp

Phe
Tyr
80

Cys

Gly

Ala
Tyr
Met
Phe
Tyr
80

Cys

G1y
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- 15
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25

30

81

GIn Gly Thr Leu val Thr val Ser Ser

<400>

70

v 115
<210> 69
<211> 121
<212> PRT
<213> Artificial
<220>
<223> constructo sintético
<400> 69 .
G1ln val GIn Leu val GIn Ser
1 5
Ser val Lys val Ser Cys Lys
20
| Trp Met Asn Trp val Arg GIn
| 35 -
Gly GIn Ile PherPro Ala Leu
50 55
Glu Gly Arg val Thr Met Thr
65 70
Met Glu Leu Arg Ser Leu Arg
85
Ala Arg GTy i1e G1y Asn Tyr
100
GIn Gly Thr Leu val Thr val
115 |
<210> 70
<211> 121
<212> PRT
<213> Artificial
<220>
<223> constructo sintético

120

Gly
Ala

Ala

40

Gly

Thr

Ser’

Ala

ser

120

Ala

ser

25

Pro

sSer

Asp

Asp

Leu

105

Ser

Glu
10

Gly
Gly
Thr
Thr
Asp

90

Asp

val

Tyr

Gln

Asn

Ser

75

Thr

Ala

Lys
Thr

Gly

Tyr

60
Thr

A1a

Met

LYysS
Phe
Leu
45

Asn

ser

val

Asp

Pro

Thr

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Tyr
110

Gly
15

Ser
Tfp
Met

Ala

Tyr

95
Trp

Ala
G1q
Met
Tyr
Tyr
80

Cys

Gly
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15

20

25

30

G1ln val Gln

Ser val Lys

Trp Met Asn
35
Gly GIn Ile
50
Glu Gly Arg
65

Met Glu Leu

Ala Arg Gly

Gln Gly Thr
115
<210> 71
<211> 121
<212> PRT
<213>

<220>

<223>
<400> 71

Leu
val
20

Trp
Phe

val

Arg

val

ser
val

Pro

Thr

ser

- 85

Ile
100

Leu

Gly

val

Artificial
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Trp
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Trp
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115 120
<210> 87 |
<211> 111
<212> PRT

<213> Artificial

-<220>

<223> constructo sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (31)..(32)

<223> Xaa pode ser qualquer aminoécido de ocorréncia natural
<220>

<221> misc_feature

<222> (54)..(54) , |

<223> Xaa podé ser qualquer aminodcido de ocorréncia natural
<220>

<221> miéc_featuré

<222> (93)..(93%

<223> Xaa pode ser qua1queﬁ aminodcido de ocorréncia natural
<220> | |

<221> misc_feature .

<222> (95)..(96)

<223> xaa pode ser qualquer aminodcido de ocorréncia natural

<400> 87
Asp Ile GIn 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 Glu Ser val Asp Xaa Xaa
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25
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104

20 25

Gly Asn Ser Phe Met His Trp Tyr Gln

Lys Leu
50

35 ‘ 40
Leu Ile Tyr Xaa Ala Ser Asn
55

Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr

65

Ser Leu

<210>
<211>
<212>

70
GIn Pro Glu Asp Phe Ala Thr
85
Glu Asp Pro Leu Thr Phe Gly Gly Gly
100 105
88
15
PRT
Artificial

<213>
<220>
<223>

- <400>

constructo sintético

Gln Lys Pro

Leu Glu Ser

60
Asp Phe Thr

75

Tyr Tyr Cys
90
Thr Lys val

Gly
45

Gly

Leu

Xaa

Glu

30

Lys

val

Thr

Gln

Ile
110

Ala Pro
Pro Ser

Ile ser

80
Xaa Xaa
95

Lys

Arg Ala Ser Glu Ser val Asp Phe Trp Gly Asn Ser Phe Met His

1

<210>

<211>
<212>

- <213>

<220>
<223>
<400>

88
5
89
7
PRT
Artificial

constructo sintético

89

Leu Ala Ser Asn Leu Glu Ser

1

<210>
<211>
<212>

5
90
9

PRT

10

15
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105

<213> Artificial

<220>

<223> constructo sintético
<400> 90

Gln GIn Asn Ile Glu Asp Pro Leu Thr

1 5
<210> 91

<211> 15

<212> PRT

<213> Artificial

-<220>

<223> constructo sintético

<400> 91

V Arg Ala Ser Glu ser val Asp frp Trp Gly Asn Ser Phe Met His
1 5 10 ' 15
<210> 92 |
<211> 15
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

"<223> constructo sintético

<400> 92

Arg Ala Sser Glu ser.val Asp Phe Tyr Gly Asn Ser Phe Met His

1 5 10 15
<210> 93 |

<211> 15

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> constructo sintético
<400> 93

Arg Ala Ser Glu Ser val Asp Trp Tyr Gly Asn Ser Phe Met His
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1

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

106

5 10
94
7
PRT

Artificial

constructo sintético

94

Tyr Ala Ser Asn Leu Glu Ser

1

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

1

€210>
<211>
<212>
<213>

- <220>

<223>
<400>

5
95
9
PRT -
Artificial

constructo sintético

95

- GIn GIn Asn Ala Glu Asp Pro Leu Thr

5
96
5
PRT
Artificial

constructo sintético

96

Ser Tyr Trp Met Asn

1 .

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

5
97
17
PRT
Artificial

15
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107

<220>

<223> constructo sintético

<400> 97 A

Gln Ile Phe Pro Ala ser Gly ser Thr Asn Tyr Gly Glu Met Phe Glu .
1 5 10 15

Gly

<210> 98

<211> 12

<212> PRT

-<213> Artificial

<220>

<223> constructo sintético

. <400> 98

Gly Ile GTY Asn Tyr Ala Leu Asp Ala Met Asp Tyr

1 5 10
<210> 99

<211> 17

<212> PRT

<213> Artificﬁa1

<220>

<223> constructo sintético

- <400> 99

G1ln Ile Phe Pro Ala Leu Gly Ser Thr Asn Tyr Gly Glu Met Phe Glu

1 5 » 10 , 15
Gly '

<210> 100

<211> 5

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
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<223>
<400>

constructo sintético

100

Ser Glu Trp Met Asn

1

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

Gln Ile Phe Pro Ala Leu Gly Ser Thr Asn Tyr Asn Glu Met Tyr Glu
10

1
Gly

<210>
<211>

_ <212>

<213>
4220>
<223>
<400>

GIn Ile Phe Pro Phe Ser Gly Ser Thr Asn Tyr Asn Glu Met Phe Glu

1
Gly

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

5
101
17
PRT
Artificial

constructo sintético

101

-5
102
17
PRT
Artificial

constructo sintético

102
5

103

363

PRT

Artificial

constructo sintético

10

15

15
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<400> 103

Cys Ala Gly

1

Ala

Gly

Thr

Gly

- 65

Cys

| Thr

Gly
Ala
Gly
145
Cys
Cys
Gly
Thr
cys

225

Ala

Gly
Ala
Cys
50

Cys
Ala
Gly
Thr
Gly
130
Gly
Ala
Thr
Ala
Gly
210

Ala

Thr

Thr
Ala
35

Ala
Ala
Cys
Gly
Cys
115
Gly
Thr
Ala
Ala
Gly
195
Ala

Cys

Gly

Gly’

Cys
20
Gly

Gly

Ala

Cys

Ala
100

A1aA

Thr

Cys

Gly.

Cys
180
Gly
Cys

Gly

Gly

Thr Thr
5
Thr Gly

Ala Ala
Thr Gly

Gly Gly
70

Thr Thr

85

Thr Gly

Gly Gly
Cys Thr
Ala Gly

150

Thr Gly
165 .

‘G1y Gly

Gly Cys

Cys Ala

Ala Gly

230
Ala Gly

Cys
Gly

Gly

Ala

55
Cys

Thr

Ala

cys

Thr

135

Ala

Gly

Gly

Cys

Cys

215

Cys

Cys

Ala
Thr
Cys
40

Ala
Thr

Ala

Ala

Cys.

120
Gly

Thr

Thr

Gly

Gly

200

Ala

Ala

Thr

109

Gly

Gly

25

cys

Gly

Thr

Cys

Cys

105

Cys

Ala

Thr

Ala

Ala

185

Thr

Gly

Ccys

Gly

Cys
10

Cys
Thr
Gly
Cys
Cys
90

Thr
Cys
Gly

Thr

Gly
170

Gly

Gly

Ala

Ala

cys

Thr

Thr

Gly

Thr

Thr

75

Thr

Gly

Thr

Thr

Thr

155

Thr

Ala

Thr

cys

Gly

235
Gly

Gly
G1y
Gly
cys
60

Gly

Cys

Gly

Gly

Gly

140

Thr

Ala

Thr

Cys

Ala

220

Cys

Thr

Gly
Ala
Thr
45

Thr
Gly
Cys
Gly
Gly
125
Gly
Cys
Cys
Gly
Ala
205
Cys

cys

Ala

Thr

Gly

30

Gly

Cys

Thr

Thr

Thr

110

Thr

Ala

Cys

Thr

Thr

190

Cys

Ala

Thr

Gly

Gly

15
Gly

Cys

Cys

-Thr

Ala
95

Gly
Cys
Thr

Thr

Ala
175

Thr

Cys

Thr

Ala

Cys

Cys
Thr .
Cys
Thr
Ala
80

Cys
cys
Ala
é]y
Gly
160
Ala
cys
Ala
Cys
Cys

240

Cys
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Thr Gly Cys

Gly Gly Cys

Gly Cys

275
Gly

290

Ala Cys
305

Thr

Thr Ala Thr

Cys Ala Gly

Cys Cys

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

Gly

355
104
333

_PRT

Gly

260

Cys

Ccys

Ala

Gly

G1y

- 340
Thr

245
Thr

Gly
Gly

Cys

Thr

Thr

Thr

Gly

310

Gly

325

Gly

cys

Artificial

Ala

Cys

Thr

Ccys

Gly

Gly

295

Cys

Ccys

Ala

Cys

constructo sintético

104

Gly Ala Cys Ala Thr

1

5

Ala Gly Thr Cys Thr

20

Gly Thr>Cys Thr Gly

35

Gly Ala Cys Ala Gly

50

Cys Thr Thr Gly Cys

65

Cys

Cys

Cys

Ala

Ccys
70

Cys

Cys

Ala

Gly

55
Gly

Thr

Thr

280

Gly

Cys

Thr

Cys

cys
360

Ala

Ala

Thr

40

Thr

Gly

110

Gly
265
Ala
Ala
Cys
Ala
Cys

345
Thr

Gly
Thr
25

Cys

Cys

Gly

250

Ala

Thr

Ala

'Thr

Cys
330
Cys

Cys

Ala

10

Cys

Thr

Ala

Ccys

Cys

Thr

Thr
Gly
315
Thr

Thr

cys

Thr
Cys
Gly
cys

Ala

75

Gly

Ala

Ala

Ala

Cys

285

Gly

300 -

Gly

Gly

Gly

Gly

Thr

Thr

cys

60

Ala

Ala

Gly

Gly

Ala

cys

Ala

45

Ala

Gly

Cys

270

Thr

Gly

Thr

Gly

Thr
350

Cys

cys
30
Gly

Thr

Thr

255

Ala

Gly

Thr

Gly

Gly

Cys
Thr
Ala
Cys

320

335

Ccys

Ccys

15

Cys

Gly

cys

Gly

Ala

cys
Thr
Ala
Ala

Ala

80
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Ala

Gly

Ala

Ala

Ala
145

-Thr

Ala

Ala

Gly

Cys
225

"Ala

A'I.a
cys
Gly
Thr

305
Gly

Ala
Gly
cys
Ccys
130
Ala
Thr
Thr
Gly
Ala
210
Ala
Gly
Thr

Thr

Ala

290

Cys

Gly

Gly

Cys

Thr

115

cys

Gly

Gly

Ccys

Thr

Ala
100
Gly

Ala

Ccys

Cys

Thr

- 180

Gly-

195
Thr

cys

Thr.

Thr

Gly

275

Gly

Gly

Thr

Thr

Cys
Thr
Cys
Thr
260
Thr
Gly

Gly

Gly

Gly

85

Ala

Gly

Gly

Thr

Ala

165

Gly

Thr

Thr

Cys’

Thr
245
Thr
Cys
Ala

cys

Gly
325

Thr
Thr
Thr
G:1.y
Cys
150
Thr
Gly
cys
Gly
Thr

230
Gly

‘Gly

Ala

Thr

Gly

310

Ala

Thr

Ala

Ala

Gly
135

Cys
Cys
Ala
Ala
Gly
215
cys
Cys
Cys
G'I'y
Cys
295

Gly

Gly

Gly
Gly
Thr
120
Ala
Thr
Cys
Gly

Gly

200

Gly
Ala
Ala
Ala
Cys
280
Cys

Ala

Ala

111

Ala
Thr
105
Cys
Ala
Gly
Ala
Thr
185
Thr
Ala

Cys

Ala

Thr
90

Thr
Ala
Ala
Ala
A] a
170
Cys
Gly
Cys

cys

Cys

. 250

Ala

265

Ala

Gly

Gly

Thr

Cys

Ala

Cys

Gly

Cys
330

Thr

Thr

Gly

Gly

Thr

155

cys

Cys

Gly

Ala

Ala

235

Cys

Thr

Ala

Thr

Gly

315

Ala

Thr
Thr
Cys
Cys
140
Cys
cys
cys
cys
Gly
220
Thr
Thr
Thr
Ala
Cys
300

Ala

Ala

Cys

Ala

Ala

125

Cys

Thr

Thr

Ala

Ala

205

Ala

Cys

Gly

Ala

Thr

285

Ala

Cys

Ala

Thr

Thr

110

Gly
Cys
Ala
Ala
Thr
190
Gly
Thr
A'I a
Ala
Cys
270
Ala

Cys

cys

Gly
95

Gly
Ala
Cys
Thr
Gly
175
Cys
Thr
Thr
Gly
Ala

255

Thr

Thr

Gly

Ala

Gly
Cys
Ala
Thr
Cys
160
Ala
Ala
Gly
Thr
Cys
240
Gly
Ala
Ala

Thr

Ala
320
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<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

105
363

PRT

Artificial

constructo sintético

105

Cys Ala Gly

1

Ala Gly Thr

Giy Ala Ala

Thr Cys

50
Gly Cys
65

35

Ala

Ala

Cys Ala Cys

Thr Gly

Gly Thr

~Ala Gly

130
Gly Gly
145

Cys Ala

Cys Thr

Gly Ala

Gly
Cys
115
Gly
Thr
Thr

Ala

Gly

Gly

Ccys

20

Gly

Gly

Ala

Cys

Ala

Thr
5

Thr

Ala
Thr
Gjy
Thr

85
Thr

100 -

Ala

Thr

cys

Thr

cys

180
Gly

Gly

Cys

Ala

Gly

165

Gly

Gly

Thr

Gly

Ala

Gly

Gly

70

Thr

Gly

Gly

Thr

Cys

Gly

Gly

Ala

55
Cys

Thr

Ala

Cys

Thr

- 135

Gly

150
Gly

Gly

Cys

Ala

Gly

Gly

Cys

Ala
Thr
Cys
40

Ala
Thr
Ala
Ala
Cys
120
Gly
Thr
Thr

Gly

Gly

112

Gly
Gly
25

Ccys
Gly
Thr
Cys
Cys
105
Cys
Ala
Thr
Ala
Ala

185

Thr

cys

10

cys

Thr

Gly

Cys

Cys

20

Thr

cys

Gly

Thr

Gly

170

Gly

Gly

Thr
Thr
Gly

Thr

Thr

75
Thr

Gly

Thr

Thr

Thr

155

Thr

Ala

Thr

Gly

Gly

Gly

cys

60

Gly

Cys

Gly

Gly

Gly

140

Thr

Ala

Thr

Cys

Gly

Ala

Thr

45

Thr

Gly

Cys

Gly

Gly

125

Gly

Cys

Cys

Gly

Ala

Thr
Gly
30

Gly
Cys
Thr
Thr
Thr
110
Thr
Ala
Cys
Thr
Thr

190

Cys

Gly

15
Gly

cys

Cys

Thr

Ala

95

Gly’

cys

Thr

Thr

Ala

175

Thr

Cys

cys
Thr -
Cys
Thr
Ala
80

Cys
Ccys
Ala
Gly
Gly
160
Ala
Cys

Ala
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195

Thr Gly Ala
210

Cys Ala Cys

225

Ala Thr Gly

Thr Gly Cys

G]y Gly Cys

275

Gly Cys Gly
290

305

Ala Cys Thr

Thr Ala Thr

Cys Ala Gly

Cys Cys

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

<400>

Gly

355

106
333
PRT .

Cys

Gly

Gly

Cys

Ala

Ala

. 245

Gly

260

cys

Cys

Ala

G1y:

Gly
340
Thr

Thr

Gly

Gly

Cys

Gly

325

Gly

Cys

Artificial

Ala
Gly
230
Gly
Thr

Thr

Thr.

Gly
310
Ala

cys

Thr

Cys
215
Cys
Cys
Cys
Gly
Gly
295

Cys

Cys

‘Ala

Cys

constructo sintético

106

113

200

Ala Gly Ala
Ala Cys Ala

Thr Gly Cys
1250
Thr Gly Ala
265
Thr Ala Thr
280 ,
Gly Ala Ala

Cys Cys Thr

Thr Ala Cys
330
Cys Cys Cys
345
Cys Thr Cys
360

Ccys

Gly
235
Gly

Cys

Thr

Thr

Gly

315

Thr

Thr

Cys

Ala

220

Cys

Thr

Gly

Ala

205
Cys

Ccys

Ala

Ala

Cys

285

Ala
300
Gly

Gly

Gly

Gly

Ala

Gly

Gly

Ala

Thr

Gly

Cys

270

Thr

Gly

Thr

Gly

Thr
350

Thf

Ala

Cys
255

Ala

-Gly

Thr
Gly
Gly

335
cys

Cys
Cys .
240
Cys
cys
Thr

Ala

Cys
320

Cys -

Ala

Gly Ala Cys Ala Thr Cys Cys Ala Gly Ala Thr Gly Ala Cys Cys Cys

1

5

10

15

Ala Gly Thr Cys Thr Cys Cys Ala Thr Cys Cys Thr Cys Cys Cys Thr

20

25

30
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Gly
Gly
Cys
65

Ala
Gly
Ala
Ala
Ala
145
Thr
Ala
Ala
Gly
Cys
225
Ala

Ala

Cys

Thr

Ala

50

Thr

Ala

Gly

Ccys

cys

130

Ala

Thr

Thr

Gly

Ala

210

Ala

G'ly.

Thr

Thr

Cys

35

Cys

Thr

Gly

Cys

Thr

Thr
Ala
Gly
Thr
Ala

100
Gly

115

cys

Gly

Gly

Cys

Gly

195

Thr

Cys

Thr

Thr

Gly
275

Ala

Cys

Cys

Thr

180

Thr

Cys

Thr

cys

Thr

260
Thr

Gly

Gly

cys

Gly
85

A1a

Gl y-

Gly

Thr

Ala

165
Gly

Thr

Thr

Cys

Thr

245

Thr

Cys

Cys

Ala

Cys

70

Thr

Thr

Thr

Gly

Cys

1‘50‘
Thr

Gly

Cys

Gly

Thr

230

Gly

Gly

Ala

-Ala

Gly

55

Gly

Thr

Ala

Ala

Gly

135
Cys

Cys.

Ala

Ala

Gly

215

Cys

Cys

Cys

Gly

Thr
40
Thr

Gly

Gly

Gly

Thr
120
Ala
Thr
Cys
Gly
Gly
200
Gly
Ala
Ala

Ala

Cys
280

114

Cys

cys

Gly

Ala

Thr

Ala

Cys

Thr

90

Thr
105
Cys
Ala
Gly
Ala
Thr
185
Thr
Ala
Ccys
Ala
Ala

265

Ala

Thr

Ala

Ala

Ala

Ala

170

Cys

Gly

cys

Cys

Cys

250

cys

Ala

Gly

Cys

-A’Ia

75

Thr
Thr
Gly
Gly

Thr

155

Cys

cys

Gly

Ala

Ala

235

Cys

Thr

Ala

Thr

cys

60

Ala

Gly

Thr

cys

Cys

140

Cys

Cys

Cys

Cys

Gly

220

Thr

Thr

Thr

Ala

Ala

45

Ala

Gly

Gly

Ala

Ala

125

Cys

Thr

Thr

Ala

Ala

205

Ala

Cys

Gly

Ala

Thr
285

Gl yr

Thr
Thr
Thr
Thr
110
Gly
Cys
Ala
Ala
Thr

190
Gl y

Thr

Ala

Ala

Cys

270
Ala

Gly

Cys

Gly

Gly

95

Gly

Ala

Cys

Thr

Gly
175

Ccys

Thr

Thr

Gly

Ala

255

Thr

Thr

Ala
Ala
Ala
80

Gly
Cys
Ala
Thr
Cys
160
Ala
Ala
Gly
Thr
Cys
240
Gl y
A1 a

Ala



10

15

20

25

30

Gly Ala Gly Gly Ala Thr Cys
290 ) 295

Thr Cys Gly Gly Cys Gly Gly

305.

310

Gly ¢1y Thr Gly Gly Ala Gly

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

.<220>

<223>
<400>

1

325
107
363
PRT

Artificial

constructo sintético

107

| cys Ala Gly Gly Thr Thr Cys

5

Ala Gly Thr Cys Thr Gly Gly

20

Gly Ala Ala Gly Ala Ala Gly

35

Thr Cys

50
Gly cys
65

Cys Ala
Thr Gly
Gly Tﬁr
Ala Gly

130
Gly Gly

Ala G1y Thr Gly Ala
- 55

Ala

Cys

Gly

cys

115

Gly

Thr

Ala
Cys
Ala
100
Ala

Thr

Cys

GTy Gly
.70

‘Thr Thr

85
Thr Gly

Gly Gly

Cys Thr

Ala Gly

Ccys

Thr

Ala

Cys

Thr

135

Ala

115

Cys Gly Cys

Ala Gly Gly

Ala Thr Cys

Ala

Thr

Gly

Gly

25

cys
40

Ala

Thr

Ala

Ala
Cys
120

Gly

Thr

Cys

Gly

Thr

cys

Cys

105

cys

Ala

Thr

330

Cys
10
Cys

Thr

Gly

Ccys
Cys
90

Thr
Ccys

Gly

Thr

Thr

Gly

315

Ala

Thr

Thr

Gly

Thr

Thr

75

Thr

Gly

Thr

Thr

Thr

Cys Ala Cys Gly Thr

300

Ala

Ala

Gly

Gly

Gly

Ccys

60

Gly

cys

Gly

Gly

Gly

140
Thr

Cys Cys Ala Ala

Ala

Gly

Ala

Thr

45

Thr
Gly
Cys
Gly
Gly
125

Gly

Cys

Thr
Gly
30

Gly
Cys
Thr
Gly
Thr
110
Thr

Ala

Cys

Gly
15

Gly
cys
Cys
Thr
Ala
95

Gly
Cys

Thr

Thr

320 .

Cys

Thr

Cys

Thr

Ala

80

Gly

Cys

Ala

Gly

Gly
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145

Ccys Ala Thr Thr

Cys Thr Ala Cys

180

Gly Ala Gly Gly

195

Thr Gly Ala Cys
210

Cys Ala Cys Gly

225

Ala Thr Gly Gly
© 245

Thr Gly Cys Gly

260

Gly Gly Cys Cys

GTy}Cys

275
Gly Cys

290

Ala Cys

Thr Ala

Thr Ala Thr Gly

Cys Cys

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

~Cys Ala Gly Gly

340
Gly Thr
355
108
333

PRT

Gly
165
Ala
Gly

cys

Ala

150
Gly

Ala

cys

Ala

Gly

Thr

Cys

Ccys

- 215

Gly

. 230

Ala

Thr

Gly

Gly

Cys

Gly

325

Gly

Cys

Artificial

Gly

Thr

Thr_

Thr
Gly
310

Ala

Cys

Thr

cys

Cys

Cys

Gly

Gly

295

Cys

Cys

Ala

Cys

Thr

Gly

Gly

200

Ala

Ala

Thr

Thr

Thr

280

Gly

cys

Thr

Cys

Cys
360

116

Ala

Ala

185

Thr

Gly

cys

Gly

Gly

265

Ala

Ala

cys

Ala

Ccys

345
Thr

Gly
170

Gly

Gly

Ala

Ala

cys

250

Ala

Thr

Ala

Thr

Cys

330.

cys

cys

155

Thr
Ala
Thr
Cys
Gly
235
Gly
Cys
Thr
Thr
Gly
315
Thr

Thr

Cys

Ala

Thr

cys

Ala

220

Cys

Thr

Gly

Ala

Ala

300

Gly

Gly

Gly

Cys

Gly

Ala

205

Ccys

Cys

Ala

Ala

Cys

285

Gly

Ala

Gly

Gly

Thr

Thr
190

Cys

Ala

Thr

Gly

Cys

270

Thr

Gly

Thr

Gly

Thr
350

Ala
175
Ala
Cys
Thr
Ala
Cys

255

Ala

Gly

Thr

Gly

Gly

~ 335

Cys

160
Ala
Cys
Ala
Cys
cys -
240
cys
cys
Thr
Ala
Cys
320

cys

Ala
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<223> constructo sintético

<400> 108
Gly Ala Cys
1

Ala é1y Thr

Gly Thr Cys
35
Gly Ala Cys
50

-cys Thr Thr

65

Ala Ala Gly

Gly Gly Cys

Ala Cys Thr
| 115

Ala Cys cys
130

‘Ala Ala Gly

145
Thr Thr Gly

Ala Thr Cys

Ala Gly Gly
195
Gly A1a Thr
210
Cys Ala Cys
225

Ala

Cys
20

Thr

‘Ala

Gly

Thr

Ala

100

Gly
Ala
Cys
Ccys
Thr
180
Thr

cys

Thr

Thr Cys
5 .
Thr Cys

Gly Cys

Gly Ala

Cys Cys
70

Gly Thr

85

Ala Thr

Gly Thr

Gly Gly

Thr Cys

150

Ala Thr

165

Gly Gly

Thr cys

Thr Gly

Cys Thr
230

Cys

Cys

Ala

Gly

55

Gly

Thr

Ala

Ala

Gly

135

Cys

Cys

Ala

Ala

Gly

215
Cys

Ala
Ala
Thr
40

Thr
Gly
Gly
Gly

Thr
120

Ala

Thr

cys

Gly

Gly

200

Gly

Ala

117

Gly

Thr

25

cys

Cys

Gly

Ala

Thr

/105

Cys

Ala

Gly

Ala

Thr

185

Thr

Ala

Cys

Ala
10

Cys
Thr
Ala
cys
Thr
90

Thr
Ala
A1a
Ala
Ala
170
Cys
Gly

Cys

Cys

Thr

Cys

Gly

Cys

Ala

75
Thr

Thr

Gly

Gly

Thr

155

Cys

Ccys

Gly

Ala

Ala

235

Gly
Thr
Thr
Cys
60

Ala
Thr
Thr
Cys
Cys
140
Cys
cys
Cys
Cys
Gly

220

Thr

Ala

Cys

Ala

45

Ala

Gly

Cys

Ala

Ala

125

cys

Thr

Thr

Ala

Ala

205

Ala

Cys

Cys

Cys

30

Gly

Thr

Thr

Thr

Thr

110

Gly

Cys

Ala

Ala

Thr

190

Gly

Thr

Ala

Cys

15

Cys

Gly

Cys

Gly

Ala

95

Gly

Ala

Cys

Thr

Gly

175

Cys

Thr

Thr

Gly

Cys
Thr
Ala
Ala
Ala
80

Thr
Cys
Ala
Thr
Cys
160
Ala
Ala
Gly

Thr

Cys
240
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Ala Gly Thr

Ala Thr Thr

Cys Thr Gly
275
Gly Ala Gly
290
Thr Cys Gly
305
Gly Gly Thr

<210> 109 -

<211> 363
<212> PRT
<213>
<220>
<223>
<400> 109

Cys Ala Gly

1

Ala Gly Thr

~Gly Ala Ala

35
Thr Cys Ala
50
Gly Cys Ala
65

Cys Ala Cys

Thr Gly Gly

Cys Thr
245
Thr Thr

260 -

Thr Cys
Gly Ala
Gly Cys

Gly Gly
- 325

Artificial

Gly Thr
5

Cys Thr

20

Gly Ala

Gly Thr

Ala Gly

Cys Thr

85

Ala Thr

Gly
cly
Ala
Thr
Gly

310

Ala

Thr
Gly

Ala

Gly

Gly
70
Thr

Gly

Cys

Cys

Gly

Cys

295

Gly

Gly

~constructo sintético

Cys

Gly

G1y

Ala

55

Cys

Thr

Ala

Ala

Ala

cys

280

Cys

Ala

Ala

Ala

Thr

Cys

40

Ala

Thr

Ala

Ala

118

Ala
Ala
265

Ala

Gly

Gly

Thr

Gly

Gly

25

cys

Gly

Thr

Ccys

cys

Cys

250

Cys

Ala

Cys

Gly

cys
330

Cys

10

cys

Thr

Gly

Cys

cys

90
Thr

cys

Thr

.A1a

Thr

Gly

315

Ala

Thr
Thr
Gly
Thr
Thr
75

Thr

Gly

Thr

Thr

Ala

Ccys

300

Ala

Ala

Gly

Gly

Gly

Cys

60
Gly

cys

Gly

Gly

Ala

Thr

285

Ala

Cys

Ala

Gly

Ala

Thr

45

Thr

Gly

Ccys

Gly

Ala
Cys
270
Ala

Cys

Ccys

Thr

Gly

30

Gly

Cys

Thr

Thr

Thr

Ala

255

Thr

Thr

Gly

Ala

Gly’

15
Gly

Cys

Cys

Thr

Ala

95
Gly

v
Ala
Ala
Thr

Ala

320 -

Cys
Thr
Cys
Thr
Ala
80

Cys

Cys
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Gly
Ala
Gly
145
Cys

Cys

Gly

| Thr

Cys
225
Ala
Thr
Gly
Gly

Ala
305

Thr

Cys

cys

Thr
Gly
130
Gly
Ala
Thr
Ala
Gly
210
A'Ia
Thr
Gly
Gly
cys

290
Cys

Ala

Ala

Cys

Cys

115

Gly

Thr

Thr

Ala

Gly

195

Ala

cys

Gly

Cys

cys

275

Gly

Thr

Thr

Gly

Gly

100

Ala

Thr

Cys

Thr

Gly

cys

Ala

Gly

165

Cys
180
Gly
Cys
Gly

Gly

Gly

. 260

Cys
Cy;
Ala
Gly
Gly

340
Thr

Ala

Gly

cys

Ala

Ala

245

Thr
Gly
Gly
Cys
Gly
325

Gly

Cys

Gly
Thr
Gly
150
Gly
Ala
cys
Ala
Gly
230
Gly
Thr
Thr
Thr
Gly
310
Ala

Cys

Thr

Cys

Thr
135

Ala

Gly

Thr

cys

Cys

215
Cys

‘cys

Cys

Gly

Gly

295

Cys

Cys

Ala

Cys

Cys
120
Gly
Thr
Thr

Gly

Gly

119

105

Cys

Ala

Thr

Ala

Ala

Cys

Gly

Thr

Gly

170
Gly

185

Thr

200 -

Ala

Ala

Thr

Thr

Thr

280

Gly

cys

Thr

Cys

C_ys

Gly
Cys
G'! y
Gly
265
Ala
Ala
Cys
Ala
Cys

345
Thr

Gly

Ala

Ala

Cys

250

Ala

Thr

Ala

Thr

Cys

330

Cys

Cys

Thr

Thr

Thr

155

Thr

Ala

Thr

Cys

Gly

235

Gly

Ccys

Thr

Thr

Gly

315

Thr

Thr

Ccys

Gly
G'liy
140
Thr
Ala
Thr
Cys
Ala
220
Cys
Thr
Gly
Ala
Ala
300
Gly

Gly

Gly

Gly

125

Gly

Cys

Cys

Gly

Ala

205

Cys

Cys

Ala

Ala

Cys

285

Gly

Ala

Gly

Gly

110
Thr

Ala
Cys
Thr
Thr
190
Cys
Ala
Thr
Gly
Cys
270
Thr
Gly
Thr

Gly

Thr
350

Cys

Thr

Thr

Ala
175

-Thr

Cys

Thr

Ala

cys
255

‘Ala

Gly

Thr

Gly

Gly
335
Cys

Ala
Gly .
Gly
160
Ala
Cys
Ala
cys
Cys
240
Cys
Ccys
Thr
Ala
cys
320

Cys

Ala
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<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Gly Ala
1

Ala Gly
Gly Thr
Gly Ala
50

cys Thr
65

Ala Ala
Gly Gly

Ala Cys

Ala Cys
130

Ala A1a'

145
Ala Cys

Ala Thr

355
110
333

PRT

Artificial

constructo sintético

110

Cys

Thr

cys

35

Cys

Thr

Gly

Cys

Thr

115

Cys

Gly

Gly

cys

Ala
Cys
20 .
Thr
Ala
Gly
Thr
Ala
100
Gly
Ala
Cys

Cys

Thr
180

Thr
Thr
Gly
Gly
Cys
Gly
85

Ala
Gly
Gly
Thr
Ala

165
Gly

Cys

cys

Ccys

Ala

cys

70

Thr

Thr

Thr

Gly

Cys

150

Thr

Gly

Cys

cys

Ala

Gly

55

Gly.
Thr
Ala
Ala

Gly

/135

Cys

cys

Ala

360

Ala
Ala
Thr
40

Thr
Gly
Gly
Gly
Thr
120
Ala
Thr

Cys

Gly

120

Gly
Thr
25

Cys
cys
Gly
Ala
Thr
105
Ccys
Ala
Gly

Ala

Thr
185

Ala Thr
10

Cys Cys

Thr Gly

‘Ala Cys

Cys Ala
75

Thr Thr

90

Thr Thr

Ala Gly

Ala Gly

Ala Thr

155
Ala Cys
170

Cys Cys

Gly

Thr

Thr

Cys

60

Ala

Gly

Thr

Cys

cys

140

Cys

Cys

Cys

Ala

Cys

Ala

45

Ala

Gly

Gly

Ala

Ala

125

Cys

Thr

Thr

Ala

Cys

cys

30

Gly

Thr

Thr

Thr

Thr
110

Gly

cys

Ala

Ala

Thr
190

Cys

15
Cys

Gly

Cys

Gly
80

Ala

95

Gly

Ala

cys

Thr

Gly

175

Cys

Cys
Thr
Ala
Ala
Ala
Thr
cys
Ala
Thr
Thr
160
wa

Ala
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Ala Gly Gly Thr Thr Cys Ala
195

Gly Ala Thr cys Thr Gly Gly
210 ' 215

Cys A1a Cys Thr Cys Thr Cys

225 230

Ala Gly Thr Cys Thr Gly Cy§

245
Ala Thr Thr'Thr.Thr Gly Cys
260

-Cys Thr Gly Thr Cys Ala Gly

275
Gly Ala Gly Gly Ala Thr Cys
290 - 295
Thr Cys Gly Gly Cys Gly Gly

305 - 310

Gly Gly Thr Gly Gly Ala Gly
325

<210> 111

<211> 363

<212> PRT

<213> Artificial

<220> .

<223> constructo sintético
<400> 111

Cys Ala Gly Gly Thr Thr Cys
1 5

Ala Gly Thr cys Thr Gly Gly

' 20
Gly Ala Ala Gly Ala Ala Gly
35

Thr Cys Ala Gly Thr Gly Ala

Gly
200
Gly
Ala
Ala
Ala
Cys
280
Cys

Ala

Ala

Ala
Thr
Cys

40

Ala

121

Thr

Ala

Cys

Ala

Ala

265

Ala

Gly

Gly

Thr

Gly
Gly
25

cys

Gly

Gly
Cys
Cys
cys
250
cys
Ala
Cys
Gjy

cys
330

cys
10
Cys

Thr

Gly

Gly

Ala

Ala

235

Cys

Thr

Ala

Thr

Gly

315

Ala

Thr

Thr

Gly

Thr

Cys
Gly
220
Thr
Thr
Thr
Ala
cys
300

Ala

Ala

Gly

Gly

Gly

Cys

Ala

205

Ala

Cys

Gly

Ala

Thr

285

Ala

Cys

Ala

Gly

Ala

Thr

45

Thr

¢1y
Thr
Ala
Ala

Cys

270 .

Gly

cys

Cys

Thr
Gly
30

Gly

Cys

Thr

Thr
Gly
Ala
255
Thr
Cys
Gly

Ala

Gly
15
Gly

Cys

cys

Gly
Thr
Cys
240
Gly
Ala
Cys

Thr

Ala
320

cys
Thr
cys

Thr
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Gly
65

Cys
Thr
Gly
Ala
Gly
145

Thr

Ccys

G'IyA

fhr

Ccys
225

~Ala

Thr

Gly

Gly

Ala

50

Cys

Ala

Gly

Thr

Gly

130

Gly

Thr

Thr

Ala

Gly

210

Ala

Thr

Gly

Gly

Ccys
290
Cys

Ala

Cys

Gly

cys

115

Gly

Thr

Ala

Ala

Gly

195

Ala

Cys

Gly

Cys

Cys

275

Gly

Thr

Ala

Cys

Ala

100

Ala

Thr

Cys

Gly

Cys

180

Gly

Cys

Gly

Gly

260

Cys

cys

Ala

Gly
Thr
85

Thr
Gly
Cys
Ala
Thr
165
Ala
Gly
Cys
Ala
Ala
245
Thr
Gly

Gly

cys

Gly

70

Thr

Gly

Gly

Thr

Gly

150
Gly

A’Ia_

Cys

Ala

Gly

230
Gly

Thr

Thr

Thr

Gly

55

Cys

Thr

Ala

Cys

Thr

135

Ala

Gly

Thr

Cys

cys
215

-Cys

Cys

Ccys

Gly

Gly

295

Cys

Thr

Ala

Ala

Cys

120

Gly

Thr

Thr

Gly

Gly

200

Ala

Ala

Thr

Thr

Thr
280
Gly

Cys

122

Thr

Cys

Cys

105

Cys

Ala

Thr

Ala

Ala

185

Thr

Gly

Cys

Gly

Gly

265

Ala

Ala

cys

Ccys

Cys

90

Thr

cys

Gly

Thr

Gly

170

Gly

Gly

Ala

Ala

Cys

250

Ala

Thr

Ala

Thr

Thr
75

Thr
Gly
Thr
Thr
Thr

155
Thr

Ala

Thr

Cys

Gly

235

Gly

Cys

Thr

Thr

Gly

60
Gly

Cys

Gly

Gly

Gly

140

Thr

Ala

Thr

cys

Ala

220

Cys

Thr

Gly

Ala

Ala
300
Gly

Gly

Cys

Gly

Gly

125

Gly

Cys

Cys

Gly

Ala

205

Cys

Cys

Ala

Ala

Ccys

285

Gly

Ala

Thr

Thr

Thr
110

Thr

Ala

cys

Thr

Thr

190

Cys

Ala

Thr

Gly

Cys

270

Thr

Gly

Thr

Thr

Ala
95
Gly

Cys

Thr

Thr

Ala
175

Thr

cys

Thr

Ala

Cys

255

Ala

Gly

Thr

Gly

Ala
80

Cys
Cys
Ala
Gly -
Thr »
160

Ala

cys

‘Ala

Cys
Cys
240
Cys
Cys
Thr
A] a

Cys
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- <213>

305

310

Thr Ala Thr Gly Gly Ala Cys Thr

325

Ccys Ala Gly Gly Gly Cys Ala Cys

© 340

Cys Cys Gly Thr Cys Thr Cys Cys

355
<210> 112
<211> 333

<212> PRT

<220>
<223>

. <400> 112

Gly Ala CyS-A1a

1 |

Ala Gly Thr Cys

20

Gly Thr Cys Thr

35

Gly Ala Cys. Ala

: so

Cys Thr Thr Gly
65

Ala Ala Gly Thf

Gly Gly Cys Ala
100
Ala Cys Thr Gly
115
Ala Cys Cys Ala
130

Artificial

Thr

-5

Thr

Gly

Gly
Cys
Gly
85

Ala

Gly

Gly

Ccys

Ccys

Cys

Ala

.Cys

70

Thr

Thr

Thr

Gly

cys

Cys

Ala

Gly

55

Gly

Thr

Ala

Ala

Gly
135

360

constructo sintético

Ala
Ala

Thr

40

Thr

Gly

Gly

Gly

Thr

120

Ala

123

Ala
Ccys

345
Thr

Gly
Thr
25

Cys
Cys
Gly
Ala
Thr
105

Ccys

Ala

Cys
330
Cys

Cys

Ala
10
Ccys

_Thr

Ala

Cys
Thr
90

Thr

Ala

Ala

315

320

Thr Gly Gly Gly Gly Cys

335

Thr Gly Gly Thr Cys Ala.

Cys

Thr

Ccys

Gly

Cys

Ala

75

Thr

Thr

Gly

Gly

Gly

Thr

Thr

Cys

60

Ala

Thr

Thr

cys

Cys
140

Ala

Cys

_A1a

45

Ala
Gly
Cys
Ala
Ala

125
cys

350

cys

Cys

30

Gly

Thr

Thr

Thr

Thr

110

Gly

Cys

Ccys

15

Cys

Gly

Cys

Gly

Gly

95
Gly

Ala

Cys

Cys

Thr

Ala

Ala

Ala

80

Gly

Cys

Ala

Thr
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Ala
145
Thr
Ala
Ala
Gly
cys
225
Ala

Ala

cys

Gly

Thr
305
Gly

Ala

Thr

Thr

Gly

Ala

210

Ala

Gly

Thr

Thr

Ala

290

Cys

Gly

Gly

Gly

Cys

Gly

195

Thr

cys

Thr

Thr

Gly

275

Gly

Gly

Thr

Cys

Ccys

Thr
180

Thr

Cys
Thr
Cys
Thr
260
Thr
Gly

Gly

Gly

Thr

_A'Ia

165
Gly

Thr

Thr

Cys

Thr

cys

150

Thr

Gly

Cys

Gly

Thr

230
Gly

245 -

Thr

Cys

Ala

Cys

Gly
325

Gly

Ala

Thr

Gly
310

Ala

Cys
Cys
Ala
Al a
Gly
215
Cys

Cys

Cys

Gly

Cys
295
Gly

Gly

Thr

Cys

Gly

Gly

200

Gly

Ala

Ala

Ala

Cys

280

Cys

Ala

Ala

124

Gly

Ala

Thr

185

Thr

Ala

Cys

Ala

Ala

265

Ala

Gly

Gly

Thr

Ala

Ala

170

Cys

Gly

Cys

Cys

Cys

250

cys

Ala

cys

Gly

Cys
330

Thr
155

Ccys

. Ccys

Gly

.Ala

Ala
235
Cys
Thr
Ala
Thr
Gly

315

Ala

cys

cys

cys

Cys

Gly

220

Thr

Thr

Thr

Ala

Cys

300

Ala

Ala

Thr
Thr
Ala
Ala
205
Ala
Cys
Gly
Ala
Thr
285
Ala

cys

Ala

Ala

Ala

Thr

190

Gly

Thr

Ala

Ala

Cys

270

Gly

Ccys

cys

Thr

Gly
175

Cys

“Thr

Thr

Gly

Ala
255
Thr

Cys

Gly

Ala

Cys
160

Ala
Ala
Gly
Thr
Cys
240
Gly
Ala
Cys
Thr

Ala
320
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REIVINDICAGOES

1. Anticorpo monoclonal, ou um fragmento de ligacéo a antige-
no do mesmo, caracterizado pelo fato de que neutraliza TGF-1 maduro
humano, TGF-$2 maduro humano, e TGF-3 maduro humano, e que tem
um Kg de 4,0 x 107" M ou menos para TGF-B1 maduro humano, e um Ky de
8,0 x10™'> M ou menos para TGF-B2 maduro humano, e um K4 de 4,0 x10™"2
M ou menos para TGF-83 maduro humano.

2. Anticorpo monoclonal anti-TGF-8 ou um fragmento de liga-
¢do a antigeno do mesmo, caracterizado pelo fato de que neutraliza TGF-B1
maduro humano, TGF-B2 maduro humano, e TGFjB3 maduro humano, que
tem um ICso de menos que ou igual a cerca de 100 pM para TGF-31 maduro
humano, e um ICso de menos do que ou igual a cerca de 400 pM para TGF-
B2 maduro humano, e um ICso de menos do que ou igual a cerca de 200 pM
para TGF-B3 maduro humano em um ensaio de neutralizagao de célula HT-
2 in vitro.

3. Anticorpo monoclonal ou um fragmento de ligagao a antige-
no do mesmo de acordo com a reivindicagdo 1 ou 2, caracterizado pelo fato
de que compreende uma regido variavel de cadeia pesada (HCVR) e uma
regido variavel de cadeialeve (LCVR),-em que as ditas HCVR e-LCVR com-
preendem regides determinantes da compiementaridade (CDRs) que sé&o
selecionadas do grupo que consiste em:

a) HCVR CDR1 tendo uma sequéncia de aminoacidos confor-
me SEQ. ID NO: 96,

HCVR CDR2 tendo uma sequéncia de aminoacidos conforme
SEQ. ID NO: 97,

HCVR CDR3 tendo uma sequéncia de aminoacidos conforme
SEQ. ID NO: 98,

LCVR CDR1 tendo uma sequéncia de aminoacidos conforme
SEQ. ID NO: 88,

LCVR CDR2 tendo uma sequéncia de aminoacidos conforme
SEQ. ID NO: 89,

LCVR CDR3 tendo uma sequéncia de aminoacidos conforme
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SEQ. ID NO: 90;

b) HCVR CDR1 tendo uma sequéncia de aminoacidos con-
forme SEQ. ID NO: 96,

HCVR CDR2 tendo uma sequéncia de aminoacidos conforme
SEQ.ID NO: 99, ~ ~ T

HCVR CDR3 tendo uma sequéncia de aminoacidos conforme
SEQ. ID NO: 98,

LCVR CDR1 tendo uma sequéncia de aminoacidos conforme
SEQ. ID NO: 91,

LCVR CDR2 tendo uma sequéncia de aminoacidos conforme
SEQ. ID NO: 89,

LCVR CDR3 tendo uma sequéncia de aminoacidos conforme
SEQ. ID NO: 90;

c) HCVR CDR1 tendo uma sequéncia de aminoacidos con-
forme SEQ. ID NO: 100,

HCVR CDR2 tendo uma sequéncia de aminoacidos conforme
SEQ. ID NO: 101,

HCVR CDR3 tendo uma sequéncia de aminoacidos conforme

SEQ.IDNO:98, - - o R

LCVR CDR1 tendo uma sequéncia de aminoacidos conforme
SEQ. ID NO: 92,

LCVR CDR2 tendo uma sequéncia de aminoacidos conforme
SEQ. ID NO: 89,

LCVR CDR3 tendo uma sequéncia de aminoacidos conforme
SEQ. ID NO: 90;

d) HCVR CDR1 tendo uma sequéncia de aminoacidos con-
forme SEQ. ID NO: 96,

HCVR CDR2 tendo uma sequéncia de aminoacidos conforme
SEQ. ID NO: 101,

HCVR CDR3 tendo uma sequéncia de aminoacidos conforme
SEQ. ID NO: 98,

LCVR CDR1 tendo uma sequéncia de aminodacidos conforme



10

15

20

25

30

SEQ. ID NO: 93,

LCVR CDR2 tendo uma sequéncia de aminoacidos conforme
SEQ. ID NO: 94,

LCVR CDR3 tendo uma sequéncia de aminoacidos conforme
SEQ. ID NO: 95;

e,

e) HCVR CDR1 tendo uma sequéncia de aminoacidos con-
forme SEQ. ID NO: 96,

HCVR CDR2 tendo uma sequéncia de aminoacidos conforme
SEQ. ID NO: 102,

HCVR CDR3 tendo uma sequéncia de aminoacidos conforme
SEQ. ID NO: 98,

LCVR CDR1 tendo uma sequéncia de aminoacidos conforme
SEQ. ID NO: 88,

LCVR CDR2 tendo uma sequéncia de aminoacidos conforme
SEQ. ID NO: 89,

LCVR CDRS3 tendo uma sequéncia de aminoacidos conforme

SEQ. ID NO: 95.

~——— - —-—- 4. - Anticorpo monoclonal ou um fragmento de ligagcao a-antige-

no do mesmo de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a 3, carac-
terizado pelo fato de que compreende uma HCVR e uma LCVR, em que as
ditas HCVR e LCVR s&o selecionadas do grupo que consiste em:

a) HCVR tendo uma sequéncia de aminoacidos conforme
SEQ. ID NO: 64 e

LCVR tendo uma sequéncia de aminoacidos conforme SEQ. ID
NO: 41;

b) HCVR tendo uma sequéncia de aminoacidos conforme
SEQ. ID NO: 68 e

LCVR tendo uma sequéncia de aminoacidos conforme SEQ. ID
NO: 43;

c) HCVR tendo uma sequéncia de aminoacidos conforme
SEQ.IDNO: 69 e
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LCVR tendo uma sequéncia de aminoacidos conforme SEQ. ID
NO: 45;

d) HCVR tendo uma sequéncia de aminoacidos conforme
SEQ.IDNO: 70 e

LCVR tendo uma sequéncia de aminoacidos conforme SEQ. ID
NO: 46.

5. Anticorpo monoclonal ou um fragmento de ligacdo a antige-
no do mesmo de acordo a reivindicagcao 4, caracterizado pelo fato de que
compreende uma HCVR com uma sequéncia conforme mostrado em SEQ
ID NO: 69, e uma LCVR com uma sequéncia conforme mostrado em SEQ ID
NO: 45.

6. Anticorpo monoclonal, caracterizado pelo fato de que com-
preende uma cadeia pesada e uma cadeia leve, em que as ditas cadeia pe-
sada e cadeia leve sao selecionadas a partir do grupo que consiste em:

a) uma cadeia pesada tendo uma sequéncia de aminoacidos
conforme mostrada em SEQ ID NO: 77, e

uma cadeia leve tendo uma sequéncia de aminoacidos confor-
me mostrada em SEQ ID NO: 76;

e b) uma cadeia pesada tendo uma sequéncia de aminoacidos

conforme mostrada em SEQ ID NO: 79, e

uma cadeia leve tendo uma sequéncia de aminoacidos confor-
me mostrada em SEQ ID NO: 78;

c) uma cadeia pesada tendo uma sequéncia de aminoacidos
conforme mostrada em SEQ ID NO: 81, e

uma cadeia leve tendo uma sequéncia de aminoacidos confor-
me mostrada em SEQ ID NO: 80;

d) uma cadeia pesada tendo uma sequéncia de aminoacidos
conforme mostrada em SEQ ID NO: 83, e

uma cadeia leve tendo uma sequéncia de aminoacidos confor-
me mostrada em SEQ ID NO: 82;

e) uma cadeia pesada tendo uma sequéncia de aminoacidos

conforme mostrada em SEQ ID NO: 85, e
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uma cadeia leve tendo uma sequéncia de aminoacidos confor-
me mostrada em SEQ ID NO: 84.

7. Anticorpo monoclonal de acordo com a reivindicagao 6, ca-
racterizado pelo fato de que compreende uma cadeia pesada com uma se-
quéncia de aminoacidos conforme mostrado em SEQ ID NO: 81 e uma ca-
deia leve com uma sequéncia de aminoacidos conforme mostrado em SEQ
ID NO: 80.

8. Anticorpo monoclonal ou um fragmento de ligagéo a antige-
no do mesmo de acordo com qualquer uma das reivindicagées 1 a 7, carac-
terizado pelo fato de que € para uso como um medicamento.

9. Fragmento de ligagao de acordo com qualquer uma das rei-
vindicagoes 1 a 8, caracterizada pelo fato de que o fragmento € um fragmen-
to Fab.

10. Composigao farmacéutica, caracterizada pelo fato de que
compreende o dito anticorpo monoclonal ou um fragmento de ligagao a anti-
geno do mesmo como definido em qualquer uma das reivindicagdes 1 a9 e
um veiculo, diluente ou excipiente farmaceuticamente aceitavel.

11. Uso do dito anticorpo monoclonal ou um fragmento de liga-
¢ao a antigeno do- mesmo-como definido em qualquer uma-das reivindica-
¢oes 1 a 9, caracterizado pelo fato de que é para a produgao de um medi-
camento para tratar desordens proliferativas celulares em um individuo que
necessite disso.

12. Uso de acordo com a reivindicagao 11, caracterizado pelo
fato de que a dita desordem proliferativa celular & selecionada do grupo que
consiste em sindrome mielodisplasica (MDS)/ desordem mieloproliferativa
(MDP), cancer de mama, cancer de prostata, cancer de ovario, carcinoma
hepatocelular, cancer pancreatico, mieloma multiplo, cancer colo-retal, leu-
cemia das células pilosas, leucemia mielogénica crénica e leucemia mielo-

génica aguda.
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RESUMO -
Patente de Inven(;ao "ANTICORPO MONOCLONAL USO DO MESMO E
' COMPOSIGAO FARMACEUTICA" ‘
A presente invengado fornece anticorpos de afmldade muito alta, .
ou fragmentos de ligagdo de antigeno desses, que.neutrallzam TGF-B1,

‘TGF-BZ e TGF-QS maduros humanos. -Os van.tico_rpos da invengéo sao uteis

para tratar distdrbios proliferativos celulares em um mamifero.
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