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Relatério Descritivo da Patente de Invencao para “"COMPOSI-
COES DE ANTICORPO PARA O RECEPTOR DO FATOR DE CRESCI-
MENTO ANTIEPIDERMICO RECOMBINANTE".
CAMPO DA INVENCAO

A presente invengao refere-se ao campo de anticorpos recom-

binantes para uso na terapia de cancer em seres humanos.
ANTECEDENTES DA INVENCAO
O Receptor do Fator de Crescimento Epidérmico (EGFR) de-

sempenha uma fungao importante na proliferagado celular assim como na
apoptose, na angiogénese e no espalhamento metastasico, processos que
sao cruciais para a progressao de tumores (Salomon e outros, Crit. Rev. On-
cology/Haematology, 19:183-232 (1995); Wu e outros, J. Clin. Invest., 95:
1897-1905 (1995); Karnes e outros, Gastroenterology, 114:930-939 (1998);
Woodburn e outros, Pharmacol. Therap. 82: 241-250 (1999); Price e outros,
Eur. J. Cancer, 32A:1977-1982 (1996)). De fato, estudos mostraram que o
crescimento celular mediado pelo EGFR é aumentado em uma variedade de
tumores sélidos incluindo cancer pulmonar de células nao-pequenas, cancer
de proéstata, cancer de mama, cancer gastrico e tumores de cabecga e pesco-
¢co (Salomon DS e outros, Critical Reviews in Oncology/Haematology,
19:183-232 (1995)). Além disso, € agora sabido que a ativagao excessiva do
EGFR na superficie das células cancerosas esta associada com a doenga
avancada, o desenvolvimento de um fendétipo metastasico e um prognostico
fraco em pacientes com cancer (Salomon DS e outros, Critical Reviews in
Oncology/Haematology 19:183-232 (1995)).

Além disso, a expressao de EGFR é frequentemente acompa-
nhada pela produgéo de ligantes de EGFR, TGF-alfa e EGF entre outros, por
células tumorais que expressam EGFR o que sugere que um ciclo autécrino
participa da progressdo destas células (Baselga e outros (1994) Pharmac.
Therapeut. 64: 127-154; Modjtahedi e outros (1994) Int. J. Oncology. 4: 277-
296). O bloqueio da interagao entre tais ligantes de EGFR e EGFR, portanto,
pode inibir o crescimento e a sobrevivéncia de tumores (Baselga e outros
(1994) Pharmac. Therapeut. 64: 127-154).
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O EGFR é uma glicoproteina ligada a membrana com um peso
molecular de aproximadamente 170 kDa. O EGFR consiste em um dominio
de ligagao ao ligante externo glicosilado (621 residuos) e um dominio cito-
plasmatico (542 residuos) conectados por um ligador de transmembrana
curto de 23 aminoacidos. A parte extracelular do EGFR contém 25 pontes de
dissulfeto e 12 sitios de glicosilagdo ligados a N e é geralmente considerada
como consistindo em quatro subdominios. As estruturas em cristal por raios
X do EGFR sugerem que o receptor adota tanto uma conformacgéao restrita
autoinibida que nao pode se ligar ao EGF (Ferguson e outros, Mol Cell,
2003, vol 11: 507-517) quanto uma conformagao ativa que pode mediar a
ligacao ao ligante de EGF e a dimerizagdo do receptor (Garret e outros, Cell
2002, vol 110:763-773; Ogiso e outros, Cell, 2002, vol 110:775-787). Em par-
ticular, foi sugerido que o dominio | e o dominio lll fornecem contribui¢cdes
aditivas para a formacao de um sitio de ligacao ao ligante de alta afinidade.
Os dominios Il e IV sao regides similares & laminina ricas em cisteina que
estabilizam o dobramento das proteinas e contém uma interface de dimeri-
zacgado de EGFR possivel.

E sabido que o EGFR existe em um nimero de conformacgodes
diferentes na superficie celular, onde a conformacgéo restrita ou fechada é a
mais frequente. A conformagao restrita nado pode sofrer dimerizagao e, por-
tanto, € inativa. O anticorpo terapéutico Erbitux & conhecido por estabilizar a
conformacgao restrita através da ligagdo ao dominio lll e do impedimento es-
térico do receptor em atingir o estado nao restrito. Entretanto, alguns recep-
tores ainda podem ser capazes de adotar a conformacido nao restrita, se
ligarem a ligantes e sofrer dimerizagdo. Um anticorpo monoclonal (mAb) se-
ra tipicamente eficiente somente na ligagao contra uma das conformagdes e,
portanto, ndo pode se dirigir eficientemente as células cancerosas que exi-
bem outras conformagdes ou as células cancerosas que exibem uma varie-
dade de conformacgobes.

Os anticorpos monoclonais (mAbs) direcionados para o dominio
de ligagao ao ligante do EGFR podem bloquear a interagdo com os ligantes
do EGFR e, concomitantemente, a via de sinalizacao intracelular resultante.
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O Erbitux® (Cetuximab) & um anticorpo monoclonal quimérico de
ser humano/camundongo recombinante que se liga especificamente ao do-
minio extracelular do (EGFR) humano. O Erbitux € composto das regides Fv
de um anticorpo anti-EGFR murino com regides constantes de cadeias pe-
sada e leve kappa de IgG1 humana e possui um peso molecular aproximado
de 152 kDa. O Erbitux & produzido em cultura de células de mamifero (mie-
loma murino). O Erbitux € aprovado para o tratamento de pacientes com
cancer colorretal metastasico e cujo tumor expressa EGFR. Em adigcédo, o
Erbitux é utilizado em combinagio com terapia de radiagao para tratar paci-
entes com cancer de células escamosas de cabeca e pescog¢o que nao pode
ser removido por cirurgia ou como um tratamento de segunda linha de can-
cer de células escamosas de cabeca e pescogo que nao teve sucesso com a
terapia padronizada a base de platina.

O Vectibix® (panitumumab) € um anticorpo monoclonal kappa
IgG2 humano recombinante que se liga especificamente ao EGFR humano.
O Vectibix possui um peso molecular aproximado de 147 kDa. O Panitumu-
mab é produzido em células de mamiferos engenheiradas geneticamente
(Ovario de Hamster Chinés). O Vectibix € aprovado para o tratamento de
pacientes com cancer colorretal metastasico e cujo tumor expressa EGFR
com progressao da doenga ou apds regimes de quimioterapia contendo fluo-
ropirimidina, oxaliplatina e irinotecano.

Um numero de receptores de EGF mutantes foi identificado nas
células tumorais humanas. Isto pode tornar a atividade do receptor indepen-
dente da ligacdo ao ligante (EGFRVIII) levando a maior tumorigenicidade. Os
anticorpos monoclonais contra um EGFR mutante podem ser gerados, mas
tal anticorpo monoclonal ndo sera necessariamente eficiente contra o EGFR
nao-mutado.

Foram identificadas mutagdes de EGFR em pacientes humanos
com cancer que afetam sua resposta a quimioterapia direcionada para o
EGFR. A WO 2006/110478 (Novartis) divulgou 43 mutagdes assim como 18
SNPs nos quadros abertos de leitura do EGFR. Algumas mutaces de senti-
do errado sdo identificadas em dois ou mais tipos de tumores. A WO
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2006/091899 (Amgen) divulgou oito mutagdes adicionais identificadas em
varias células cancerosas. Uma ou mais destas mutagdes podem estar loca-
lizadas no epitopo ou afetar a estrutura do epitopo ligado por um dos anti-
corpos monoclonais aprovados atualmente. Os pacientes que carregam
tai(is) mutacao(des) nao poderao ser tratados por um anticorpo monoclonal.

Além disso, ha relatos na literatura que mostram a heterogenei-
dade na glicosilacdo de pelo menos um dos sitios de glicosilagao (Whitson e
outros, 2005 Biochemistry 44:14920-31; Zhen e outros 2003 Biochemistry
42; 5478-92). Tal heterogeneidade pode resultar diretamente ou indireta-
mente na exposicao diferencial de epitopos que variam entre as células tu-
morais.

A citotoxicidade celular dependente de anticorpo (ADCC) é um
mecanismo alternativo através do qual os anticorpos mediam a morte das
ceélulas tumorais. O nivel de ADCC ¢é dependente de varios fatores incluindo
o subtipo de IgG (IgM>1gG1>1gG2), a densidade de anticorpo nas células-
alvo, o padrao de glicosilagao do anticorpo assim como as propriedades do
préprio alvo.

Friedmann e outros (PNAS 2005, 102:1915-20) mostraram que
dois anticorpos monocionais murinos selecionados em relagao a sua capaci-
dade de inibir a ligacdo do EGF ao EGFR através da ligagdo de epitopos de
EGFR distintos sdo capazes de regular para menos de forma sinérgica a
expressao do receptor em células KB e em células CHO que expressam de
forma transitéria EGFR. Os anticorpos de inibigdo de EGF de competicéo
cruzada ndo exibiam qualquer sinergia.

Modjtahedi e outros (Cell Biophysics vol 22, 1993, 129-146) tes-
taram combinagdes de varios anticorpos anti-EGFR de rato com epitopos
que nao se sobrepdem. Os anticorpos eram de isotipos diferentes. Em todos
os casos o efeito de utilizar dois anticorpos era intermediario entre os efeitos
de utilizar quantidades similares dos dois anticorpos monoclonais isolada-
mente. Isto foi confirmado tanto in vivo quanto in vitro.

A WO 2004/032960 (Merck Patent) descreve que o uso combi-
nado de dois anticorpos monocionais, Mab425 e Mab225 (Cetuximab), resul-
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ta em uma maior quantidade de anticorpos ligados a superficie de células
cancerosas que expressam EGFR comparada a uma quantidade similar de
cada um dos anticorpos monoclonais isoladamente. A publicagdo também
descreve maior regulagéo para menos do EGFR quando é utilizada a combi-
nacgao de anticorpos comparada com os dois anticorpos monoclonais.

Perera e outros (Clin Cancer Res 2005;11(17):6390-99) descre-
veram um efeito sinérgico de tratamento de camundongos que carregam
xenoenxertos de U87MG.de2-7 com uma combinacdo de dois anticorpos
monoclonais murinos. Um dos anticorpos (mAb 528) se liga a todos os sub-
tipos de EGFR com especificidade similar a do cetuximab. O outro (mMAB
806) se liga apenas ao de2-7 EGFR. A linhagem de células U87MG.de2-7 é
uma linhagem de células transfectada com de2-7EGFR. A linhagem de célu-
las U87MG.DK expressa uma variagao inativa de quinase do de2-7 EGFR.
Nao foi observada sinergia quando os dois anticorpos foram utilizados contra
os camundongos que carregam os xenoenxertos de U87MG.DK. Em um
modelo de xenoenxerto com a linhagem de células A431 expressando EGFR
do tipo selvagem, os autores néo forneceram evidéncia de sinergia. O de2-7
EGFR esta presente apenas em um numero limitado de tipos de canceres,
tal como glioma, até alguma extensao cancer de mama e canceres pulmona-
res.

Embora estes estudos tenham indicado que em alguns casos a
sinergia possa existir entre dois anticorpos monoclonais murinos, estes tam-
bém mostram que em muitos casos, ndao é observada sinergia. Os estudos
também nao fornecem uma composigao de anticorpo anti-EGFR que é efici-
ente contra uma faixa ampla de linhagens de células cancerosas clinicamen-
te relevantes.

Consequentemente, existe uma necessidade de anticorpos te-
rapéuticos melhorados contra EGFR que sejam eficientes no tratamento
e/ou na prevencao de doengas relacionadas a superexpressdo de EGFR
quando administrados em dosagens baixas. Ha ainda uma necessidade de
anticorpos terapéuticos para cancer que possam ser amplamente aplicados

que possam ser utilizados sem possuir conhecimento profundo em relagao a
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estrutura do EGFR expresso pelas células cancerosas em questao.
SUMARIO DA INVENCAO

Em um aspecto, a invengao refere-se a uma composig¢ao de an-

ticorpos recombinantes que compreende pelo menos 3 moléculas de anti-
corpos anti-EGFR distintas, em que os anticorpos se ligam aos primeiro, se-
gundo e terceiro epitopos distintos do EGFR.

Em um aspecto adicional a invencao refere-se a uma composi-
¢ao de anticorpos recombinantes que compreende pelo menos duas molécu-
las de anticorpos para EGFR distintas, em que uma molécula de anticorpo
anti-EGFR distinta € selecionada do grupo que consiste nos anticorpos: 992,
1024, 1030, 1042, 1208, 1229, 1254, 1257, 1260, 1261, 1277, 1284, 1308,
1320, 1344 e 1347 ou dos anticorpos que possuem as CDRs destes anticor-
pos.

Preferencialmente, pelo menos uma molécula de anticorpo anti-
EGFR distinta € selecionada do grupo que consiste nos anticorpos 992,
1030, 1024, 1347, 1277, 1254, 1320, 1260, 1261 e 1284 ou dos anticorpos
que possuem as CDRs destes anticorpos. Em uma modalidade particular-
mente preferida da invengao, a composi¢do de anticorpos compreende os
anticorpos 992 e 1024 ou dois anticorpos baseados em suas sequéncias
CDRS3 ou em suas sequéncias VL e VH ou compreende dois anticorpos com
essencialmente a mesma especificidade de ligagao.

As composig¢des de anticorpos representativas da invengao pro-
varam ser eficientes na inibicao da proliferacao de linhagens de células can-
cerosas representativas, que € indicativo de um uso in vivo no tratamento de
cancer. Estes resultados foram confirmados em um ensaio com esferoides
de células cancerosas, que pode ser mais representativo da situagao in vivo,
quando as células cancerosas formam tumores. Além disso, uma composi-
¢ao de anticorpos da invengéo parece reduzir a motilidade das células dos
esferoides de cancer e assim reduz a propensao de formar metastases. A
eficiéncia in vivo em um modelo de xenoenxerto também foi demonstrada
com uma composi¢do de anticorpos representativa. Estes resultados foram

confirmados com uma composi¢cao de anticorpos particularmente preferida
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que consiste nos anticorpos 992 e 1024.

Em um modelo de xenoenxerto de cancer humano em camun-
dongos, uma composi¢dao de anticorpos representativa da invengao resultou
em um grau significativamente maior de diferenciagdo terminal das céluias
tumorais quando comparado ao de anticorpos monoclonais disponiveis co-
mercialmente, Vectibix e Erbitux. Parece que a composi¢cao de anticorpos
preferida da invencgéao funciona através de um mecanismo de agao diferente
comparado com o dos anticorpos monoclonais uma vez que nenhum novo
crescimento de tumor foi observado apds o término do tratamento com a
composi¢ao de anticorpos da invengdo. Um novo crescimento do tumor é
observado ap6s o término do tratamento com anticorpos monoclonais.

Em estudos de ligagcao, os inventores demonstraram que parte
dos anticorpos fornecidos com o presente relatério descritivo parece facilitar
a ligacao de anticorpos adicionais, aumentando assim a quantidade total de
anticorpo ligado ao receptor. Foi também demonstrado que a ligagao de trés
anticorpos do Dominio |l facilita a ligagdo subsequente de anticorpos adicio-
nais. Estas observagées apoiam claramente o conceito de utilizagdo de uma
composi¢cao com pelo menos 3 moléculas de anticorpos anti-EGFR distintas,
em que os anticorpos se ligam aos primeiro, segundo e terceiro epitopos
distintos do EGFR. O efeito também pode ser obtido utilizando combinagdes
especificas de dois anticorpos da inveng¢ao através da selegdo de anticorpos
que fornecem este efeito especifico. Tais anticorpos sdao candidatos preferi-
dos para a mistura com outros anticorpos.

As composi¢cdes da invencao podem fornecer varias vantagens
adicionais. As células cancerosas expressam uma variedade de EGFR. A
variacao é observada na conformacao, na glicosilagdo e na estrutura prima-
ria (mutagdes e SNPs). Um Unico anticorpo monoclonal pode ser direciona-
do, mas nao a todas estas variagbes de EGFR. Os mutantes de EGFR po-
dem ser mutantes de escape para anticorpos monoclonais. Um anticorpo
que compreende dois anticorpos da invengao ou trés ou mais anticorpos dis-
tintos que se ligam a epitopos do EGFR distintos € menos suscetivel a mu-

tantes, SNPs, mutantes de delecao e variagbes na glicosilagdo. Isto é evi-
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denciado pela eficiéncia ampla das misturas de anticorpos da presente in-
vengédo contra um conjunto de linhagens de células cancerosas humanas,
representando diversas conformacgdes e variagdes de EGFR.

A administragao de um anticorpo monoclonal também pode nao
desativar a atividade de quinase do EGFR completamente. Uma inibigdo
mais eficiente da sinalizagao pode ser conseguida através de uma combina-
¢ao de anticorpos.

Pode ser, portanto, benéfico incluir anticorpos que se ligam a
conformacgdes de EGFR diferentes (por exemplo, a conformagao nao restrita
e o dimero de receptor) em uma mistura de anticorpos. Tal mistura de anti-
corpos pode ser mais potente na inibigcao da atividade de EGFR que um an-
ticorpo monoclonal que se liga apenas a uma das conformagdes.

Além disso, através da utilizagdo de uma abordagem com trés
ou mais anticorpos anti-EGFR na composi¢céo pode ser possivel aumentar a
densidade dos anticorpos na superficie das células tumorais aumentando
assim a morte através da ADCC quando comparada a dos anticorpos mono-
clonais.

Em um aspecto adicional, a invencgéao refere-se a um método pa-
ra a produgao de uma composicao de anticorpos que compreende:

a) atransfecgdo de uma primeira populagédo de células eucari6-
ticas com um primeiro construto de expressao que codifica um primeiro anti-
corpo que compreende um primeiro par cognato de cadeias Vu e V_ capaz
de se ligar a um primeiro epitopo de EGFR distinto;

b) a transfec¢dao de uma segunda populagao de células eucari-
6ticas com um segundo construto de expressao que compreende um segun-
do anticorpo que compreende um segundo par cognato de cadeias V4 € V.
capaz de se ligar a um segundo epitopo de EGFR distinto;

c) a repeticdo opcional da etapa b) para a terceira ou popula-
c¢bes adicionais, construtos de expressido, pares cognatos e epitopos de
EGFR;

d) a selegcao das primeira, segunda e opcionalmente popula-

¢coes de células adicionais transfectadas;
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e) a combinagdo das populagdes transfectadas em um recipi-
ente para a obtencédo de um banco de células;

f) a cultura das células do banco de células sob condigdes que
permitam a expressao dos anticorpos; e

g) a recuperagao e a purificagdo da composi¢ao de anticorpos
do sobrenadante.

Para facilitar a produgio, o processamento a jusante e a carac-
terizacdo de todos os anticorpos compreendem a mesma regiao constante
de cadeia pesada.

Em um aspecto adicional, a inven¢éao refere-se a um banco de
células que compreende pelo menos duas subpopulagcdes de células eucari-
oticas; cada subpopulagao transfectada ou transduzida com um construto de
expressédo que codifica um anticorpo que compreende um par cognato de
cadeias Vy e V| capaz de se ligar a um epitopo de EGFR distinto. Preferen-
cialmente, as células sao transfectadas utilizando integracao especifica ao
sitio.

Além disso, a invencao refere-se a um método de redugao da
sinalizagao de EGFR que compreende a administragdo a uma composigao
de células que expressam EGFR, de uma composicao de anticorpos da in-
vengao e a redugao da sinalizagao do EGFR.

A invencao refere-se ainda a um método de morte das células
que expressam EGFR que compreende a administragcdo a uma composi¢cao
de células que expressam EGFR, de uma composi¢cao de anticorpos de
qualquer uma da invencao e a morte das células que expressam EGFR.

E também fornecido um método de indugdo da apoptose nas
células que expressam EGFR, que compreende a administracdo a uma
composicdo de células que expressam EGFR, de uma composicao de anti-
corpos da invengao, induzindo assim a apoptose.

Um aspecto adicional refere-se a um método de inibicao da pro-
liferacdo de células que expressam EGFR que compreende a administragao
a uma composicdo de células que expressam EGFR, de uma composi¢ao de

anticorpos da invengao inibindo assim a proliferagao.
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A invencao refere-se a um método de indugao da diferenciagao
de células tumorais in vivo, que compreende a administragao a um individuo
que sofre de cancer, de uma composi¢do de anticorpos da invengao, indu-
zindo assim a diferenciacao das células tumorais. Este aspecto baseia-se
nos efeitos observados na diferenciagcao terminal in vivo de células cancero-
sas quando expostas a uma composigao de anticorpos da invengao.

Em um aspecto adicional, a invengao refere-se a artigos farma-
céuticos que compreendem uma composi¢do de anticorpos da invengao e
pelo menos um composto capaz de induzir a diferenciagdo de células cance-
rosas como uma combinagao para a administragao simultanea, separada ou
sucessiva na terapia de cancer. Combinando as composi¢coes de anticorpos
da invengao com agentes conhecidos por induzirem a diferenciagao terminal
das células cancerosas, o efeito pode ser adicionalmente aumentado.

Ainda em um aspecto adicional, a invencao refere-se a artigos
farmacéuticos que compreendem uma composi¢cédo de anticorpos da inven-
¢ao e pelo menos um composto quimioterapéutico ou antineoplasico como
uma combinagcdo para a administracao simultanea, separada ou sucessiva
na terapia de cancer. E provavel que a composicdo de anticorpos da inven-
¢ao possa ser utilizada para um tratamento de segunda linha, isto &, apés ou
simultaneamente com o tratamento que utiliza agentes quimioterapéuticos
ou antineoplasicos convencionais ou apds ou simultaneamente com terapia
de radiagao e/ou cirurgia.

Em um aspecto separado é fornecido um polinucleotideo sele-
cionado do grupo que consiste em um acido nucleico que possui a sequén-
cia de acido nucleico mostrada na Figura 23 (SEQ ID NO: 100); um &cido
nucleico que codifica um polipeptideo que possui a sequéncia de aminoaci-
dos mostrada na Figura 23 (SEQ ID NO: 101); um acido nucleico que possui
a sequéncia de acido nucleico mostrada na Figura 34A (SEQ ID NO: 102); e
um acido nucleico que codifica um polipeptideo que possui a sequéncia de
aminoacidos mostrada na Figura 34B (SEQ ID NO: 103). Além disso, & for-
necido um polipeptideo que compreende a sequéncia de aminoacidos mos-

trada na Figura 23 (SEQ ID NO: 101) e um polipeptideo que compreende a
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sequéncia de aminoacidos mostrada na Figura 34B (SEQ ID NO: 103), veto-
res de expressao que compreendem o dito acido nucleico que é definido an-
teriormente ligado de forma operacional a uma sequéncia promotora capaz
de direcionar a expressao do dito acido nucleico e uma célula transfectada
ou transduzida com o dito vetor de expressao.

Estas sequéncias constituem as sequéncias de polinucleotideos
e de polipeptideos de EGFR de Cinomdlgo, isto €, de Macaca fascicularis.
Esta espécie de macaco € um animal amplamente utilizado para estudos
toxicoloégicos. Para uma espécie de animal ter valor em um estudo toxicolo-
gico envolvendo anticorpos contra antigenos préprios humanos, € essencial
que os anticorpos também se liguem a proteina-alvo no tox-animal, prefe-
rencialmente com aproximadamente a mesma afinidade. O teste de anticor-
pos para a ligagao ao EGFR de cinomélgo foi tornado agora possivel com a
contribuicdo dos presentes inventores. Os EGFR de cinomoélgos e humano
sdo proteinas altamente homdlogas, mas de forma surpreendente foi desco-
berto um numero de anticorpos com afinidade muito diferente para EGFR
humano e de cinomélogos. Isto enfatiza a importancia de utilizagao da prote-
ina EGFR exata de cinomologos para a verificagao, que foi fornecida pelos
presentes inventores.

Além disso, é fornecido um método para a verificagcao de anti-
corpos em relacao a ligagcdo ao EGFR de cinomoélgo, que compreende as
etapas de

- fornecimento de pelo menos um anticorpo de teste;

- realizagdo de um ensaio para determinar a ligacédo do anticor-
po ao dominio extracelular do EGFR de cinomdélgo (Figura 23, SEQ ID NO:
101) ou ao EGFR de cinomdlgo de comprimento completo (Figura 34B, SEQ
ID NO: 103); ou a superficie das células que expressam o dominio extracelu-
lar de EGFR de cinomoélgo ou a expressdo do EGFR de cinomdlgo de com-
primento completo;

- e selegao de pelo menos um anticorpo que se liga ao dominio
extracelular do EGFR de cinomodigo.

O método pode compreender ainda a verificagdo em relagao a
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ligacao ao dominio extracelular do EGFR humano ou a ligagcao com as célu-
las que expressam o EGFR humano.

Em um aspecto adicional a invengao refere-se a um método pa-
ra a identificacao de anticorpos anti-EGFR capazes de aumentar a ligagao
simultanea de outro anticorpo anti-EGFR ao EGFR, o dito método compre-
endendo

a. Em um primeiro ensaio, a determinacao da capacidade de
ligacdo maxima de um primeiro anticorpo em relagdao a uma quantidade fixa
de antigeno de EGFR,

b. Em um segundo ensaio, a saturagido de uma quantidade fixa
de antigeno de EGFR com um segundo anticorpo anti-EGFR,

c. O contato do complexo EGFR-anticorpo com o dito primeiro
anticorpo e a determinacao da capacidade de ligagao maxima e

d. A comparagao das capacidades de ligagao para determinar
se a capacidade de ligagcdo maxima da etapa c. excede a capacidade de
ligacao maxima da etapa a.

Este ensaio pode ser utilizado para identificar combinag¢des adi-
cionais de anticorpos que possuem propriedades similares aquelas dos anti-
corpos 992 e 1024.

Definigcdes

O termo "anticorpo" descreve um componente funcional do soro
e é frequentemente referido como uma colegcao de moléculas (anticorpos ou
imunoglobulina) ou como uma molécula (a molécula de anticorpo ou a molé-
cula de imunoglobulina). Uma molécula de anticorpo é capaz de se ligar ou
de reagir com um determinante antigénico especifico (o antigeno ou o epito-
po antigénico), que por sua vez pode levar a indugdo de mecanismos efeto-
res imunoldgicos. Uma molécula de anticorpo individual € geralmente consi-
derada monoespecifica e uma composi¢cdo de moléculas de anticorpos pode
ser monoclonal (isto €, consistindo em moléculas de anticorpos idénticas) ou
policlonal (isto &, consistindo em duas ou mais moléculas de anticorpos dife-
rentes que reagem com o mesmo ou com epitopos diferentes no mesmo an-

tigeno ou até mesmo em antigenos diferentes distintos). Cada molécula de
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anticorpo possui uma estrutura exclusiva que possibilita que se ligue especi-
ficamente ao seu antigeno correspondente e todas as moléculas de anticor-
pos naturais possuem a mesma estrutura basica geral de duas cadeias leves
idénticas e duas cadeias pesadas idénticas. Os anticorpos também s&o cole-
tivamente conhecidos como imunoglobulinas. E também pretendido que os
termos anticorpo ou anticorpos como utilizados aqui incluam anticorpos qui-
meéricos e de cadeia isolada, assim como fragmentos de ligagdo de anticor-
pos, tais como Fab, fragmentos Fv ou fragmentos scFv, assim como formas
multiméricas tais como moléculas de IgA diméricas ou IgM pentavalentes.
Um anticorpo pode ser humano, murino, quimérico, humanizado ou remol-
dado.

O termo "par cognato codificador de V4 e V" descreve um par
original de sequéncias que codificam V4 e V_ contidas dentro ou derivadas
da mesma célula que produz anticorpo. Assim, um par cognato de V4 e V|
representa o pareamento de Vy e V| originalmente presente no doador do
qual tal célula é derivada. O termo "um anticorpo expresso partindo de um
par codificador de V4 e V" indica que um anticorpo ou um fragmento de an-
ticorpo é produzido partindo de um vetor, plasmideo ou similar que contém a
sequéncia que codifica Vy e V.. Quando um par cognato que codifica Vy e
V| é expresso, na forma de um anticorpo completo ou na forma de um frag-
mento estavel do mesmo, este preserva a afinidade e a especificidade de
ligacao do anticorpo originalmente expresso da célula do qual é derivado.
Uma biblioteca de pares cognatos € também chamada de um repertério ou
uma colecao de pares cognatos e pode ser mantida individualmente ou a-
grupada.

O termo "CDR" - regido de determinagdo de complementaridade
€ como definida em Lefranc e outros (2003) IMGT unique numbering
for immunoglobulin and T cell receptor variable domains and Ig superfamily
V-like domains. Dev. Comp Immunol 27, 55-77.

O termo "um membro distinto de uma proteina policlonal recom-
binante" significa uma molécula de proteina de uma composi¢cao de protei-

nas que compreende moléculas de proteinas diferentes, mas homélogas, em
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que cada molécula de proteina € homoéloga as outras moléculas da compo-
sicao, mas também contém um ou mais filamentos de sequéncia de polipep-
tideo variavel, que é/sao caracterizado(s) por diferengcas na sequéncia de
aminoacidos entre os membros individuais da proteina policional.

O termo "promotores cabeca-a-cabega" refere-se a um par de
promotores que é colocado em proximidade intima de forma que a transcri-
¢ao de dois fragmentos génicos controlada pelos promotores ocorre em di-
recbes opostas. Um promotor cabega-a-cabeg¢a também pode ser construido
com um preenchimento ("stuffer") composto de acidos nucleicos irrelevantes
entre os dois promotores. Tal fragmento de preenchimento pode conter fa-
cilmente mais de 500 nucleotideos. Os promotores cabecga-a-cabeca tam-
bém podem ser chamados de promotores bidirecionais.

O termo "imunoglobulina” € comumente utilizado como uma de-
nominagao coletiva da mistura de anticorpos encontrada no sangue ou no
soro, mas também pode ser utilizada para denominar uma mistura de anti-
corpos derivada de outras fontes.

O termo "molécula de imunoglobulina" significa uma molécula
de anticorpo individual, por exemplo, como sendo uma parte da imunoglobu-
lina ou uma parte de qualquer composicao de anticorpos policlonais ou mo-
noclonais.

O termo "uma biblioteca de variagdes de moléculas de acidos
nucleicos de interesse” é utilizado para descrever a colecao de moléculas de
acidos nucleicos, que codificam coletivamente uma "proteina policlonal re-
combinante de interesse". Quando utilizada para transfecgao, a biblioteca de
variagbes de moléculas de acidos nucleicos de interesse esta contida em
uma biblioteca de vetores de expressao. Tal biblioteca possui tipicamente
pelo menos 2, 3, 5, 10, 20, 50, 1000, 10*, 10° ou 10° membros distintos.

O termo "transferéncia de massa" & utilizado para descrever a
transferéncia de sequéncias de acidos nucleicos de interesse de uma popu-
lacdo de vetores para uma outra populacado de vetores e fazendo isso para
cada DNA simultaneamente sem recorrer ao isolamento dos DNAs individu-

ais de interesse. Tais populag¢des de vetores podem ser bibliotecas que con-
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tém, por exemplo, regides variaveis, promotores, lideres ou elementos inten-
sificadores de interesse. Estas sequéncias podem entdo ser movidas sem o
isolamento prévio, por exemplo, de um vetor de fago para um vetor de ex-
pressao de mamifero. Especialmente para as sequéncias de anticorpos, esta
técnica garante que a ligacao entre a diversidade de V4 e Vi nao é perdida
enquanto que as bibliotecas sdo movidas, por exemplo, de um vetor de sele-
cao (por exemplo, um vetor de exibigao de fago) para um vetor de expressao
de mamifero. Dessa maneira o pareamento original de V4 e V. € mantido.

Como utilizado aqui, o termo "ligado de forma operacional” refe-
re-se a um segmento que esta ligado a outro segmento quando colocado em
uma relagao funcional com o outro segmento. Por exemplo, o DNA que codi-
fica uma sequéncia sinal esta ligado de forma operacional ao DNA que codi-
fica um polipeptideo se este for expresso na forma de um lider que participa
na transferéncia do polipeptideo para o reticulo endoplasmatico. Ainda, um
promotor ou um intensificador esta ligado de forma operacional a uma se-
quéncia codificadora se este estimular a transcricao da sequéncia.

O termo "anticorpo policlonal" descreve uma composi¢cdo de
moléculas de anticorpos diferentes que € capaz de se ligar a ou de reagir
com varios determinantes antigénicos especificos diferentes no mesmo ou
em antigenos diferentes. Geralmente, acredita-se que a variabilidade de um
anticorpo policlonal esteja localizada nas assim chamadas regides variaveis
do anticorpo policlonal. Entretanto, no contexto da presente invencao, a poli-
clonalidade pode também ser entendida para descrever diferencas entre as
moléculas de anticorpos individuais que residem nas assim chamadas regi-
des constantes, por exemplo, como no caso de misturas de anticorpos que
contém dois ou mais isotipos de anticorpos tais como os isotipos humanos
IgG1, 1gG2, IgG3, IgG4, IgA1 e IgA2 ou os isotipos murinos IgG1, 1gG2a,
IgG2b, 1IgG3 e IgA. Para as finalidades da presente invengao tal anticorpo
policlonal também pode ser denominado "uma composi¢cao de anticorpos".

O termo "epitopo” é comumente utilizado para descrever uma
propor¢do de uma molécula maior ou de uma parte de uma molécula maior

(por exemplo, antigeno ou sitio antigénico) que possui atividade antigénica
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ou imunogénica em um animal, preferencialmente um mamifero e mais pre-
ferencialmente em um ser humano. Um epitopo que possui atividade imuno-
génica € uma parte de uma molécula maior que ativa uma resposta de anti-
corpo em um animal. Um epitopo que possui atividade antigénica &€ uma par-
te de uma molécula maior a qual um anticorpo se liga de forma imunoespeci-
fica que é determinada através de qualquer método conhecido na técnica,
por exemplo, através dos ensaios imunolégicos descritos aqui. Os epitopos
antigénicos nao precisam necessariamente ser imunogénicos. Um antigeno
€ uma substancia a qual um anticorpo ou um fragmento de anticorpo se liga
de forma imunoespecifica, por exemplo, toxina, virus, bactérias, proteinas ou
DNA. Um antigeno ou um sitio antigénico possui frequentemente mais de
um epitopo, a ndo ser que seja muito pequeno e é frequentemente capaz de
estimular uma resposta imunolégica. Os epitopos podem ser lineares ou
conformacionais. Um epitopo linear consiste em aproximadamente 6 até 10
aminoacidos adjacentes em uma molécula de proteina que sao reconheci-
dos por um anticorpo. Em contraste, um epitopo conformacional consiste em
aminoacidos que nao estdo dispostos sequencialmente. Aqui o anticorpo
reconhece apenas a estrutura tridimensional. Quando uma molécula de pro-
teina se dobra em uma estrutura tridimencional, os aminoacidos que formam
o epitopo sao justapostos possibilitando que o anticorpo reconhega a se-
quéncia. Em uma proteina desnaturada somente o epitopo linear pode ser
reconhecido. Um epitopo conformacional, por definicao, tem que estar do
lado de fora da proteina dobrada. Um anticorpo que reconhece o epitopo
conformacional pode apenas se ligar sob procedimentos ndo desnaturantes
suaves. Os anticorpos que se ligam a epitopos diferentes no mesmo antige-
no podem ter efeitos variaveis sobre a atividade do antigeno ao qual se li-
gam dependendo da localizagdo do epitopo. Um anticorpo que se liga a um
epitopo em um sitio ativo do antigeno pode bloquear a fungao do antigeno
completamente, enquanto que um outro anticorpo que se liga a um epitopo
diferente pode nao ter ou ter pouco efeito sobre a atividade do antigeno iso-
ladamente. Tais anticorpos podem, entretanto, ainda ativar o complemento e

resultar assim na eliminagao do antigeno e pode resultar em efeitos sinérgi-
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cos quando combinados com um ou mais anticorpos que se ligam a epitopos
diferentes no mesmo antigeno. Na presente inveng¢ao, o epitopo é preferen-
cialmente uma propor¢ao do dominio extracelular do EGFR. Os antigenos
da presente invencao sao preferencialmente proteinas, polipeptideos ou
fragmentos dos mesmos do EGFR do dominio extracelular aos quais um
anticorpo ou um fragmento de anticorpo se liga de forma imunoespecifica.
Um antigeno associado ao EGFR pode também ser um analogo ou um deri-
vado do dominio extracelular do polipeptideo do EGFR ou de um fragmento
do mesmo ao qual um anticorpo ou um fragmento de anticorpo se liga de
forma imunoespecifica.

Os anticorpos capazes de competir com cada outro em relagao
a ligagao ao mesmo antigeno podem se ligar aos mesmos ou a epitopos so-
brepostos ou podem ter um sitio de ligagao na vizinhanga préxima um do
outro, de forma que a competigao é principalmente causada por impedimen-
to estérico. Os métodos para a determinacao da competicdo entre os anti-
corpos sao descritos nos exemplos.

Como utilizado aqui, o termo "proteina policlonal" ou "policlona-
lidade" refere-se a uma composigcao de proteinas que compreende molécu-
las de proteinas diferentes, mas homélogas, preferencialmente selecionadas
da superfamilia das imunoglobulinas. Assim, cada molécula de proteina é
homéloga as outras moléculas da composi¢do, mas também contém um ou
mais filamentos de sequéncia de polipeptideo variavel, que é/sao caracteri-
zado(s) por diferencas na sequéncia de aminoacidos entre os membros indi-
viduais da proteina policlonal. Os exemplos conhecidos de tais proteinas
policlonais incluem moléculas de anticorpos ou de imunoglobulinas, recepto-
res de células T e receptores de células B. Uma proteina policlonal pode
consistir em um subconjunto definido de moléculas de proteinas, que foi de-
finido por uma caracteristica comum tal como a atividade de ligagao compar-
tilhada em diregao a um alvo desejado, por exemplo, no caso de um anticor-
po policlonal contra o antigeno-alvo desejado.

Por "proteina" ou "polipeptideo” entende-se qualquer cadeia de

aminoacidos, independentemente do comprimento ou da modificacao poés-
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traducdo. As proteinas podem existir na forma de mondémeros ou de multi-
meros, que compreendem duas ou mais cadeias de polipeptideos montadas,
fragmentos de proteinas, polipeptideos, oligopeptideos ou peptideos.

O termo "RFLP" refere-se a "polimorfismo de comprimento de
fragmento de restricao”, um método através do qual o padrao de migragcao
no gel dos fragmentos da molécula de acido nucleico & analisado apoés a
clivagem com enzimas de restricao.

O termo "mistura” descreve situagcdes em que dois ou mais

membros distintos de uma proteina policlonal compreendida de duas cadei-
as de polipeptideos diferentes, por exemplo, da superfamilia de imunoglobu-
lina, sdo expressos partindo de uma célula individual. Esta situagdo pode
ocorrer quando a célula individual tiver integrado, no genoma, mais de um
par de segmentos génicos, em que cada par de segmentos génicos codifica
um membro distinto da proteina policlonal. Em tais situagées podem ser fei-
tas combinagdes inesperadas das cadeias de polipeptideos expressas par-
tindo dos segmentos génicos. Estas combinacdes inesperadas de cadeias
de polipeptideos poderiam nao ter qualquer efeito terapéutico.
O termo "mistura de cadeias Vu-V(" € um exemplo da mistura definida ante-
riormente. Neste exemplo os segmentos génicos que codificam Vy e VL
constituem um par de segmentos génicos. A mistura ocorre quando as com-
binagcdes inesperadas de polipeptideos de V4 e V. sdo produzidas partindo
de uma célula em que dois pares diferentes de segmentos génicos que codi-
ficam Vy e V| sao integrados na mesma célula. Nao & provavel que tal mole-
cula de mistura de anticorposda mantenha a especificidade original e assim
poderia nao ter qualquer efeito terapéutico.

O termo "transfecc¢ao” é utilizado aqui como um termo amplo pa-
ra a introducao de DNA estranho em uma célula. Entende-se ainda que o
termo cubra outros métodos equivalentes funcionais para a introducao de
DNA estranho em uma célula, tal como, por exemplo, transformagéo, infec-
¢ao, transducao ou fusdo de uma célula doadora e uma célula receptora.

Os termos "sequéncia de polipeptideo variavel" e "regiao varia-

vel" sdo utilizados de forma intercambiavel.
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O termo "epitopos distintos" significa que quando dois anticor-
pos diferentes se ligam a epitopos distintos, ha uma competicdo menor que
100% pela ligagcdo ao antigeno, preferencialmente uma competicao menor
que 50% pela ligagdo ao antigeno, mais preferencialmente essencialmente
nenhuma competicao pela ligacdo ao antigeno. Uma analise em relagao aos
"epitopos distintos" de pares de anticorpos é tipicamente determinada atra-
veés de experimentos de ligagdo sob condigdes de saturacao de anticorpo
com analise de FACS nas células que expressam EGFR e anticorpos mar-
cados de forma fluorescente individualmente ou Ressonancia de Plasmoénio
de Superficie utilizando antigeno de EGFR capturado ou conjugado a uma
superficie de célula de fluxo como descrito nos exemplos.

O termo sendo capaz de "inibir a ligagdo do EGF" quando apli-
cado a uma molécula de anticorpo significa que a molécula de anticorpo exi-
be um valor de IC 50 em relacao a ligacao do EGF ao EGFR menor que 10
nM, preferencialmente menor que 8 nM, mais preferencialmente menor que
7 nM, mais preferencialmente menor que 5 nM, mais preferencialmente me-
nor que 4 nM, mais preferencialmente menor que 3 nM, mais preferencial-
mente menor que 2 nM, mais preferencialmente menor que 2 nM, mais pre-
ferencialmente menor que 1 nM.

Os termos "receptor do fator de crescimento epidérmico”, "EG-
FR" e "antigeno de EGFR" sao utilizados aqui de forma intercambiavel e in-
cluem variagdes, isoformas e homologos de espécies do EGFR humano. Em
uma modalidade preferida, a ligagdo de um anticorpo da invengao ao anti-
geno de EGFR inibe o crescimento de células que expressam EGFR (por
exemplo, uma célula tumoral) através da inibicdo ou do bloqueio da ligagao
do ligante de EGFR ao EGFR. O termo "ligante de EGFR" abrange todos
(por exemplo, fisioldgicos) os ligantes para EGFR, incluindo, mas n&o limita-
dos a EGF, TGF-alfa, EGF que se liga a heparina (HB-EGF), anfirregulina
(AR), herregulina, beta-celulina e epirregulina (EPI). Em uma outra modali-
dade preferida, a ligacao de um anticorpo da invengao ao antigeno de EGFR
medeia a fagocitose das células efetoras e/ou a morte de células que ex-

pressam EGFR.
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Estrutura do dominio do EGFR: A parte extracelular do EGFR
maduro (SwissProt acc.#P00533) consiste em 621 aminocacidos e quatro
dominios receptores: O dominio | abrange os residuos 1-165, o dominio It os
residuos 166-312, o dominio Ill os residuos 313-481 e o dominio IV os 482-
621 (Cochran e outros 2004 J immunol. Methods 287, 147-158). Foi sugerido
que os dominios | e Hll contribuem para a formagao de sitios de ligagao de
alta afinidade para os ligantes. Os dominios Il e IV sao regiées similares a
laminina ricas em cisteina que estabilizam o dobramento das proteinas e
contém uma possivel interface de dimerizagdo de EGFR.

Como utilizado aqui, é pretendido que o termo "inibe o cresci-
mento" (por exemplo, referindo-se as células) inclua qualquer decréscimo
mensuravel na proliferacao (aumento no numero de células) ou no metabo-
lismo de uma célula quando colocada em contato com um anticorpo anti-
EGFR quando comparado com o crescimento das mesmas células que nao
estao em contato com um anticorpo anti-EGFR, por exemplo, a inibicado do
crescimento de uma cultura de células em pelo menos aproximadamente
10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 99% ou 100%.

Como utilizado aqui, os termos "inibe a ligagao" e "bloqueia a li-
de EGFR ao EGFR) sao utilizados de forma intercambiavel e abrangem a
inibicdo/bloqueio tanto parcial quanto completo. A inibicdo/bloqueio do ligan-
te de EGFR ao EGFR preferencialmente reduz ou altera o nivel normal ou o
tipo de sinalizagao celular que ocorre quando o ligante de EGFR se liga ao
EGFR sem inibicao ou blogueio. E também pretendido que a inibicao e o
bloqueio também incluam qualquer decréscimo mensuravel na afinidade de
ligacao do ligante de EGFR ao EGFR quando em contato com um anticorpo
anti-EGFR quando comparado com o ligante que ndo esta em contato com
um anticorpo anti-EGFR, por exemplo, o bloqueio dos ligantes de EGFR ao
EGFR em pelo menos aproximadamente 10%, 20%, 30%, 40%,50%, 60%,
70%, 80%, 90%, 99% ou 100%.

O termo "anticorpo recombinante" & utilizado para descrever

uma molécula de anticorpo ou varias moléculas que sao expressas partindo
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de uma célula ou uma linhagem de células transfectada com um vetor de
expressao que compreende a sequéncia codificadora do anticorpo que nao
esta associado naturalmente com a célula.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

Figura 1 Separagao de esplendcitos (para detalhes, vide o

Exemplo 1). Sao realizadas as saidas a seguir (representadas):

- Saida 1: Células vivas (representagao grafica de FSC/lodeto
de Propidio). (Painel esquerdo inferior)

» Saida 2: As células plasmaticas sdo passadas na forma de
CD43 pos/CD138 pos. (painel direito inferior)

» Saida 3: discriminagao de pares (painel direito superior)

Figura 2 mSymplex® PCR Murino. RT-PCR com extensdo em
sobreposi¢ao Multiplex para a amplificagcado e a ligagao cognata de genes de
anticorpos de cadeias pesada e leve de uma Unica célula. Para detalhes,
referéncia é feita ao Exemplo 1.

Figura 3 Clonagem do repertério murino. Um conjunto de produ-
tos da mSymplex® PCR que codificam os pares génicos de VH//L de células
plasmaticas isoladas foi unido ao gene que codifica a cadeia leve constante
kappa humana através da juncgao pela extensao por sobreposigdo. O conjun-
to de genes, que codifica anticorpos quiméricos humanos-murinos comple-
tos, foi inserido em um vetor de expressao seguido por uma inser¢cao de um
cassete promotor bidirecional (2xCMV).

Figura 4 A Representacdao esquematica do vetor de expresséo
00-VP-002 do anticorpo de comprimento completo de mamifero. Amp e Amp
pro, gene de resisténcia a ampicilina e seu promotor; origem de pUC, origem
de replicagao de PUC; CMV, promotor de mamifero que controla a expres-
sao da cadeia leve e da cadeia pesada; Lider de IGHYV, lider genémico da
cadeia pesada humana; preenchimento H ("Stuffer"), inserto que é trocado
pela sequéncia codificadora da regido variavel de cadeia pesada; IGHG1,
sequéncia que codifica a regido constante da cadeia pesada do isotipo G1
da imunoglobulina genémica (a sequéncia € mostrada no Apéndice 2); B-

globina A de coelho, sequéncia poliA da beta-globina de coelho; Lider de
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IGKV, lider kappa murino; Preenchimento L, inserto que é trocado pela se-
quéncia codificadora da cadeia leve; SV40 term, sequéncia terminadora do
virus simio 40; FRT, sitio-alvo de reconhecimento de Flp; Neo, gene de re-
sisténcia a neomicina; poli A de SV40, sequéncia sinal poli A do virus simio
40.

Figura 5 Analise em grupo da diferenca de absorbancia em 450-
620 nm. Os sobrenadantes sdo agrupados em relagédo a reatividade que é
indicada pelo nimero (1 até 4) apds o N2 do clone. Cinza-escuro indica um
decréscimo no numero de células metabolicamente ativas, enquanto que
cinza-claro indica um aumento no nimero de células metabolicamente ati-
vas. Preto indica sobrenadantes sem efeito sobre o numero de células me-
tabolicamente ativas.

Figura 6 Grau de inibicao de anticorpos Anti-EGFR com anticor-
pos de referéncia listados direcionados contra dominios de EGFR especifi-
cos que é determinado em um ELISA competitivo. A) Calculo da inibicao. B)
Classificagao da inibicdo como a seguir: 25 - 49%: Competicao moderada
(+); 50 - 74%: Competicao forte (++); 75 - 100%: Competicao muito forte
(+++). As caixas que exibem inibigéo significativa (50-100%) estao sombrea-
das em cinza. Erbitux e Vectibix sdo mostrados em duplicatas (quatro expe-
rimentos independentes) para ilustrar a capacidade de reprodugao do ensai-
0. Ab2 (225) é o precursor murino que leva ao Erbitux.

Figura 7: llustracao de um ciclo de mapeamento de epitopo rea-
lizado na maquina Biacore 3000 SPR, em que uma mAb da amostra é sub-
metido a competicao de ligagcao ao dominio extracelular de EGFR com qua-
tro anticorpos de referéncia diferentes.

Figura 8: Grau de inibicdo de anticorpos Anti-EGFR com anti-
corpos de referéncia listados direcionados contra dominios de EGFR especi-
ficos que €& determinado através da analise de competicao com tecnologia
de. A) Calculo da inibicao. B) Classificacdao da inibicao como a seguir: 25 -
49%: Competicdo moderada (+); 50 - 74%: Competicao forte (++); 75 -
100%: Competicao muito forte (+++). As células que exibem inibigao signifi-
cativa (50-100%) estdo sombreadas em cinza. O clone 1229 marcado com *
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nao se ligava no ensaio Biacore.

Figura 9: Determinagao de grupos de epitopos dentro do reper-
tério de anticorpos Anti-EGFR através da analise de competicao de SPR dos
pares de anticorpos Anti-EGFR. Os anticorpos sao agrupados de acordo
com o reconhecimento dos dominios de EGFR presumidos. As células nas
quais foi observado que as combinagdes de anticorpos se ligavam aos epi-
topos sobrepostos resultando em mais de 50% de inibicdo estdo sombrea-
das em cinza. As células nas quais as determinagdes ndo foram realizadas
estao coloridas de preto. A) Calculo da inibicao. B) Classificagao da inibigcao
como a seguir: 25 - 49%: Competicdo moderada (+); 50 - 74%: Competicao
forte (++); 75 - 100%: Competicdo muito forte (+++).

Figura 10: Mapas de epitopos de anticorpos de referéncia e an-
ticorpos Anti-EGFR direcionados contra o dominio extracelular de EGFR que
s&o determinados através da analise Biacore. A) Mapa de epitopos de anti-
corpos direcionados contra o dominio | ou o dominio I/l do Dominio Extrace-
lular (ECD) do EGFR. B) Mapa de epitopos de anticorpos direcionados con-
tra o dominio lll do ECD do EGFR.

Figura 11: Investigagcdo da ligagado simultanea de uma mistura
oligoclonal de anticorpos direcionados contra epitopos que nao se sobre-
pdéem no EGFR. A) Adigao sequencial de anticorpos contra o dominio I, o
dominio | ou especificidade desconhecida. Os valores de inibicao de mAbs
de amostras isoladas testados contra misturas de mAb diferentes ou mAb
isolado sdo mostrados nas caixas sombreadas. Os valores de Ru max utili-
zados para calcular a inibicao também s&o mostrados. B) Analise de compe-
ticao de seis mAbs de amostras distintas direcionados contra epitopos que
nao se sobrepdem no EGFR e uma mistura de anticorpos contendo os seis
anticorpos testados. As misturas de anticorpos quando o anticorpo da amos-
tra testada n&o era incluido serviam como um controle positivo. Os valores
de inibicao de mAbs de amostras isoladas testados contra misturas de mAb
diferentes sdo mostrados nas caixas sombreadas. Os valores de Ru max
utilizados para calcular a inibicao também sao mostrados. C) Sensogramas

correspondentes da analise em B ilustrando o bloqueio do anticorpo e, em
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alguns casos, o aumento da ligagdao do anticorpo. D) Teste de anticorpos
adicionais direcionados contra os dominios |, I/ll e especificidade desconhe-
cida contra as seis misturas de anticorpos mAb.

Figura 12: Determinagao do bloqueio do ligante de EGF media-
do por anticorpo através da titulagao do anticorpo no EGFR de comprimento
completo e deteccado da ligagdo ao ligante de EGF biotinilado com um rea-
gente HRP com estreptavidina. Erbitux, Vectibix e Synagis IgG (palivizumab)
foram utilizados como controles positivo e negativo respectivamente. Apés o
bloqueio do epitopo do anticorpo reconhecido com os anticorpos testados, o
grau de competicao do ligante de EGF foi visualizado através da adicao de
0,1 pg/mL de ligante de EGF biotinilado e um conjugado de Estreptavidina-
HRP secundario para deteccao.

Figura 13. Efeito do pré-tratamento com os anticorpos indicados
sobre a fosforilagdo do EGFR induzida pelo EGF (50 ng/mL) em células
HNS. Os anticorpos (10 ug/mL) que sao citados no grafico foram incubados
com as ceélulas durante 30 min antes da adicdo do EGF durante 7,5 min. Os
conjuntos de dados marcados com * eram significativamente diferentes do
conjunto de dados de controle ((-)ctrl) (p<0,05). A. 1208 tinha um efeito pro-
tetor significativo sobre a fosforilagdo do EGFR. B. 1277 e 1320 protegem
significativamente contra a fosforilagao induzida por EGF. As barras de erro
representam os desvios-padrao de trés experimentos independentes.

Figura 14. Analise de western em célula de EGFR fosforilado
(PEGFR) e EGFR nas células HN5. A mistura significa a mistura equimolar
dos anticorpos 992, 1030 e 1042 a uma concentragao final de 10 pg/mL, os
outros anticorpos foram utilizados em uma concentragcao de 10 pg/mL cada.
50 yg/mL de EGF foram adicionados durante 7,5 min antes da fixagdo para
estimular a fosforilagdo do EGFR. As barras de erro representam os desvios-
padrao de 6 (ctir-) ou de 3 pontos de dados separados (992, 1030, 1042,
mistura ou erbitux). O 992, o 1030, a mistura e o erbitux tinham um efeito
protetor significativo (* = p<0,05) sobre a fosforilagao.

Figura 15. O efeito da incubacao de anticorpos na internalizagao

do EGFR. Os dados sdao mostrados como a percentagem de receptores re-
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movidos da superficie celular em relacao a coloragao inicial. As barras de
erros correspondem a SEM.

Figura 16: Curvas de crescimento de células A431-NS na pre-
senca de concentragdes variaveis dos anticorpos 992, 1030 e 1042 e mistu-
ras dos mesmos que sao medidas pela percentagem de células metabolica-
mente ativas quando comparadas ao controle nao tratado. 1001 € um anti-
corpo nao-funcional com isotipo similar utilizado como controle negativo.

Figura 17: Curvas de crescimento de células A431-NS na pre-
senga de 10 pg/mL dos anticorpos 992, 1030 e 1042 e misturas dos mesmos
e concentragdes variaveis do EGF ligante do EGFR que sdao medidas pela
absorbancia em 450 nm. 1001 € um anticorpo nao-funcional com isotipo si-
milar utilizado como controle negativo.

Figura 18: Curvas de crescimento de células A431-NS na pre-
senca de concentragdes variaveis do anticorpo 992 e misturas do 992 e anti-
corpos com epitopos nao-sobrepostos presentes no dominio |, Il ou Ill. 1001
€ um anticorpo nao-funcional com isotipo similar utilizado como controle ne-
gativo.

Figura 19. Apoptose em células A431NS. A mistura de EGFR,
os anticorpos monoclonais individuais, Erbitux e Vectibix foram testados em
diluicdes de 10 vezes. O complexo de histona-DNA de células apoptdticas
foi medido utilizando um kit de ELISA da Roche.

Figura 20. Quatro grupos de 10 camundongos Balb/C Nu/Nu
nus foram inoculados com 1x10° células A431NS. Quando os tumores ti-
nham aproximadamente 100 mm?, o tratamento foi iniciado. Os grupos foram
injetados com 1 mg/mL de anticorpos cinco vezes durante o experimento
como indicado com setas. Os didmetros dos tumores foram medidos com
calibres digitais. Os resultados sdo mostrados como o volume médio do tu-
mor (x SEM).

Figura 21. Quando os camundongos individuais foram mortos
no experimento mostrado na figura 20, os tumores foram cortados e pesa-
dos. Sao mostrados os valores médios + SEM. As estrelas indicam signifi-

cancia em P<0,05.
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Figura 22. Crescimento de esferoides de A431-NS na presenca
de 10 yg/mL dos anticorpos 1001, Erbitux, Vectibix e uma mistura de trés
anticorpos com epitopos nao-sobrepostos 992+1030+1042. 1001 € um anti-
corpo nao-funcional com isotipo similar utilizado como controle negativo.

Figura 23: Sequéncia de DNA (SEQ ID NO: 100) e de proteina
(SEQ ID NO: 101) do dominio extracelular de EGFR de cinomoélogos clonado
do cDNA derivado da epiderme da pele do macaco cinomoélogos.

Figura 24: Alinhamento da sequéncia de proteina obtida do ECD
do EGFR de cinomdlogos (SEQ ID NO: 101) com o ECD do EGFR humano
(SEQ ID NO: 108) obtido no GENBANK numero de acesso X00588. E tam-
bém mostrada uma sequéncia consenso (SEQ ID NO: 109).

Figura 25: Exemplo de discriminagao por ensaio de ELISA entre
espécies com reacgao cruzada e anticorpos especificos as espécies que se
ligam ao ECD do EGFR Humano ou de cinomoélogos ou ambos.

Figura 26: Fotomicrografias de seg¢des representativas de tumo-
res de cada um dos quatro grupos experimentais de camundongos que so-
freram xenoenxertos. Em um aumento de 200x, as setas apontam para os
focos de diferenciacao terminal de células A431 in vivo. Observar focos no-
tavelmente maiores e mais numerosos de diferenciagdo terminal no tumor
tratado com uma mistura de trés clones anti-EGFR (992+1030+1042), dois
painéis superiores.

Figura 27: A) Imagens feitas em um aumento de 40x de esferoi-
des de HNS 24 horas apos a adicdo de 10 uyg/mL do anticorpo de controle.
(Rituximab, anti CD-20) ou a mistura de anticorpos anti EGFR de 992 e
1024. B) Quantificacdo da area coberta pelas células utilizando o software
Image J (* p<0,01).

Figura 28. Diagrama que mostra os niveis de Involucrin nos
quatro grupos de tratamento na forma da percentagem do grupo de controle
néo tratado (*#rxp<0,005 quando comparado com Erbitux, Vectibix e o Grupo
de controle negativo respectivamente).

Figura 29. A) Imagens feitas em aumentos de 60 x de células
HNS5S e A431NS incubadas com 10 pg/mL de Erbitux marcado com Alexa-488
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ou 992+1024 durante 2 horas. B) Imagens feitas em aumentos de 60 x com
um orificio pequeno de células A431NS incubadas com 10 pug/mL de Erbitux
marcado com Alexa-488 ou 992+1024 durante 2 horas.

Figura 30. A) Imagens feitas em aumentos de 60 x de células
HNS incubadas com 10 pg/mL de Erbitux marcado com Alexa-488 ou
992+1024 durante os periodos de tempo indicados.

Figura 31:. Determinacao da especificidade de apresentagao de
antigenos de Fabs 992, 1024 & 1030 através de titulagdes em série de anti-
corpos nas células A431-NS e EGFR de comprimento completo purificado
em ELISA. Os anticorpos Fab ligados foram visualizados através de um con-
jugado de HRP especifico anti-Fab Humano de Cabra secundario. A) Anti-
corpos Fab testados contra 0 EGFR de comprimento completo purificado
das células A431. B) Anticorpos Fab testados contra EGFR expresso na su-
perficie de células A431-NS.

Figura 32: Determinacao da afinidade funcional de IgG e frag-
mentos Fab dos anticorpos 992, 1024, 1030, Erbitux & Vectibix através da
titulacdo em série em células A431-NS fixas em paraformaldeido em ELISA.
Os anticorpos Fab e IgG ligados foram visualizados através de um conjuga-
do de HRP especifico a anti-Fab Humano de Cabra secundario. O anticorpo
F antiproteina RSV Synagis foi empregado como um anticorpo de controle
negativo e nao exibia qualquer ligacao no ensaio de ELISA empregado. A)
Ligacao funcional de anticorpos IgG as células A431-NS. B) Ligacao funcio-
nal de anticorpos Fab as células A431-NS.

Figura 33: Determinacao do aumento da liga¢ao de IgG ao EG-
FR nas células A431-NS apds a saturagao prévia do receptor com fragmen-
tos Fab que se ligam a epitopos que nao se sobrepdéem. Foi permitido que
os fragmentos Fab indicados saturassem o epitopo de EGFR reconhecido
nas células A431-NS durante 30 min ap6s os quais os anticorpos IgG espe-
cificados foram titulados em série e o IgG ligado com ou sem a adigao de
Fab foi visualizado através de um conjugado de HRP anti-Fc Humano de
Camundongo secundario. A) Caracteristicas de ligagao do IgG 992 as célu-
las A431-NS com ou sem a saturagado prévia do receptor com fragmentos
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Fab indicados. B) Caracteristicas de ligacao de 1gG 1024 as células A431-
NS com ou sem a saturagao prévia do receptor com fragmentos Fab indica-
dos. C) Caracteristicas de ligagcao de IgG 1030 as células A431-NS com ou
sem a saturagao prévia do receptor com os fragmentos Fab indicados.

Figura 34: cDNA do EGFR de comprimento completo de cino-
mologos (Figura 34A; SEQ ID NO: 102) e proteina codificada (figura 34B;
SEQ ID NO: 103).

Figura 35: Apoptose obtida em A431NS com 1 pg/mL dos anti-
corpos/combinag¢des indicados. Os complexos de Histona-DNA foram detec-
tados em um kit de ELISA da Roche. Os niveis de apoptose foram relacio-
nados a um controle positivo (apoptose maxima).

Figura 36: Os camundongos Balb/C nu/nu receberam inje¢cao de
1x10° células A431NS. Quando os tumores tinham uma média de aproxima-
damente 100 mm?, os tratamentos foram iniciados. Os camundongos rece-
beram 17 inje¢des com anticorpo. O primeiro tratamento comeg¢ando no dia
8 e o ultimo no dia 34. O anticorpo/composi¢des foram injetados a 0,5
mg/dose ou 0,17 mg/dose. Sdo mostrados os valores médios de volume de
tumor + SEM.

Figura 37: Inibicdo da proliferacao de A431NS. O eixo X mostra
combinag¢des representativas diferentes de 3 anticorpos da invengéo. O eixo
Y mostra a atividade metabdlica como a percentagem do controle nao trata-
do (controle). As barras de erro representam + SEM. Para detalhes adicio-
nais vide o Exemplo 6.

Figura 38. Efeito inibidor do crescimento de duas doses diferen-
tes da mistura de 992+1024 comparada com o Erbitux em xenoenxertos de
tumor humano A431NS. Os camundongos BALB/c nu/nu foram inoculados
com 10° células A431NS. Quando os tumores atingiram um tamanho médio
de 100 mm?® (dia 8) os camundongos foram divididos aleatoriamente em gru-
pos de 9 e o tratamento foi iniciado. Os anticorpos indicados foram injetados
a 0,5 mg/dose ou 1 mg/dose, duas vezes por semana ao longo de um total
de 9 injegdes. A area cinzenta clara no grafico indica o periodo de tratamen-

to. O inicio de uma linha pontilhada determina o ponto de tempo no qual o
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primeiro camundongo em um certo grupo foi submetido a eutanasia devido
ao tamanho de tumor excessivo. As diferengas estatisticamente significativas
entre 2 mg/semana 992+1024 vs. 2 mg/semana de Erbitux e 1 mg/semana
992+1024 vs. 2 mg/semana de Erbitux foram calculadas no dia 60 em que
todos exceto o grupo 992+1024 2 mg/semana foram interrompidos. O tama-
nho dos tumores de animais excluidos antes do dia 60 foi levado adiante,
neste caso; o grafico mostra o volume de tumor acumulado de todos os ca-
mundongos em um certo grupo. Sao mostrados valores médios + SEM.

Figura 39. Representacao grafica de Kaplan-Meyer da sobrevi-
véncia de camundongos tratados com a mistura de anticorpos 992+1024,
Erbitux ou anticorpo de controle (0 mesmo experimento que o mostrado na
Figura 38). Resultados apresentados como a percentagem de sobrevivéncia
de camundongos tratados. Uma diferencga significativa entre a percentagem
de sobrevivéncia de camundongos nos grupos de dose alta (2 mg/semana,
P = 0,0008) e de dose baixa (1 mg/semana, P = 0,0004) foi observada
quando 992+1024 e Erbitux sdo comparados. Ainda, 992+1024 em dose
baixa era significativamente melhor quando comparado com Erbitux em dose
alta (P = 0,0087). A diferenca estatistica foi calculada utilizando um teste
Log-rank (Mantel-Cox).

Figura 40: Analise da reatividade cruzada de IgGs 992, 1024 &
1320 contra células CHO transfectadas com EGFR Humano e de cinomdélo-
gos através da analise de FACS. O anticorpo ligado foi detectado com um
FC de IgG anti humano F(ab'), de cabra marcado com PE. A ligacéo foi rea-
lizada em células uniformes (propriedades SCC/FCS) expressando EGFR. A
ligacdo é expressa na forma da % de ligacdo maxima de anticorpo na con-
centragcao de 1 nM.

Figura 41: Alinhamento Clustalw2 das sequéncias de aminoaci-
dos das regides variaveis das regides variaveis candidatas murinas (chi) e
humanizadas (hu) tanto das cadeias pesadas quanto leves de 992 (A) e
1024 (B). As regides CDR que sao definidas por IMGT estao sublinhadas; os
espacos ("'gaps") apresentados por (-), os aminoacidos idénticos por (*), as

mutagdes conservativas como (:), semiconservativas (.). O aminoacido em



10

15

20

25

30

30

negrito indica as posi¢cdes de aminoacidos em que retromutagées no residuo
murino identificado original serao realizadas se variagdes na estrutura hu-
mana completa exibir menor afinidade de ligagdo. Os nameros de ID de se-
quéncia sao como a seguir: 992 VH Humanizada (SEQ 1D NO: 104). 992 VL
Humanizada (SEQ ID NO: 105). 1024 VH Humanizada (SEQ ID NO: 106).
1024 VL Humanizada (SEQ ID NO: 107). 992 VH Quimérica (aa 3-124 da
SEQ ID NO: 40). 992 VL Quimérica (aa 3-109 da SEQ ID NO: 72). 1024 VH
Quimérica (aa 3-120 da SEQ ID NO: 41). 1024 VL Quimérica (aa 3-114 da
SEQ ID NO: 73).

Figura 42A: Representagdo esquematica do dominio variavel
dual que codifica os genes para 9921.1024; 99211024 IGHV (751 pb) é re-
presentada desde o sitio de restricao 5’ Ascl seguido por 992 IGHV, o liga-
dor ASTKGP, 1024 IGHV e terminando no sitio de restricao 3' Xhol,
9921.1024 IGKV (1071 pb) é representado desde o sitio de restricdo 5' Nhel
seguido por 992 IGKV, o ligador TVAAP, 1024 IGKV, IGKC e terminando no
sitio de restricao 3' Notl.

FIGURA 42B: Representagdao esquematica do dominio variavel
dual que codifica os genes para 1024L992; 10241.992 IGHV (751 pb) & re-
presentada desde o sitio de restricdo 5’ Ascl seguido por 1024 IGHV, o liga-
dor ASTKGP, 992 IGHV e terminando no sitio de restricao 3' Xhol, 1024L992
IGKV (1071 pb) é representado desde o sitio de restricado 5' Nhel seguido
por 1024 IGKYV, o ligador TVAAP, 992 IGKV, IGKC e terminando no sitio de
restricao 3' Noll.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

Misturas de anticorpos

Em uma modalidade, a invencao refere-se a uma composicao
de anticorpos que compreende moléculas de anticorpos capazes de ligar
pelo menos trés epitopos de EGFR distintos, preferencialmente trés epitopos
nao-sobrepostos de EGFR. A natureza ndo-sobreposta dos anticorpos € pre-
ferencialmente determinada utilizando anticorpos marcados de forma dife-
rencial em uma analise de FACS com células que expressam EGFR ou atra-
vés da utilizagdo da Ressonancia de Plasménio de Superficie utilizando o
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antigeno de EGFR capturado ou conjugado a superficie de uma célula em
fluxo. Os métodos baseados em ELISA que s@o descritos nos exemplos
também podem ser utilizados. Uma composigdo que se liga a trés epitopos
nao-sobrepostos de EGFR pode ser utilizada contra uma faixa mais ampla
de tipos de canceres dependentes de EGFR uma vez que pode ser menos
vulneravel as diferencas na conformagdo do EGFR e menos vulneravel as
mutagdes quando comparada a composicao de anticorpos monoclonais que
se direcionam a um ou dois epitopos. Além disso, a composi¢cao de anticor-
pos que se liga a trés epitopos nao-sobrepostos de EGFR pode fornecer efi-
cacia superior comparada a composi¢cao que se direciona a menos epitopos.
Em particular, a composi¢cao de anticorpos pode fornecer eficacia superior
em relacao a diferenciacao terminal de células cancerosas in vivo. A Figura
37 mostra varios exemplos de composi¢gdes de anticorpos potentes que se
ligam a trés epitopos de hEGFR distintos ilustrando a aplicabilidade geral do
conceito.

Para uma terapia com anticorpo monoclonal anti-EGFR, uma
certa proporgado de pacientes nao respondera eficientemente ao tratamento
com anticorpo. Para alguns dos pacientes, isto pode ser devido a rapida eli-
minagao do anticorpo ou devido ao fato de que o anticorpo gera uma respos-
ta imunologica no paciente contra o anticorpo. Para alguns pacientes, a au-
séncia de resposta pode ser devida ao seu cancer dependente de EGFR
particular que expressa EGFR em uma conformacdo em que o anticorpo
monoclonal ndo pode se ligar ao seu epitopo. Isto poderia ser devido as dife-
rencas na glicosilacdo, devido a delegao de dominios ou devido a mutacoes
e/ou SNP(s).

Ainda para alguns canceres, a estimulacdo de EGFR autécrino
causada pela produgado das células cancerosas de ligante tem importancia,
enquanto que em outros casos o EGFR expresso pelas células cancerosas
nao precisa de estimulo por ligante. Para os ultimos tipos de canceres, um
anticorpo capaz de inibir a ligagao ao ligante pode nao ser eficiente.

Uma composicao de anticorpos em que os anticorpos sao capa-

zes de se ligar a pelo menos trés epitopos distintos no EGFR sera mais am-
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plamente aplicavel, uma vez que a probabilidade de que todos os trés epito-
pos estejam alterados comparada com a do(s) epitopo(s) reconhecido(s)
pelos anticorpos & diminuida. Além disso, a probabilidade de que todos os
anticorpos sejam cada um eliminado pelo paciente € muito menor. Finalmen-
te, os exemplos mostram que em ensaios funcionais, uma mistura que com-
preende trés anticorpos que se ligam a epitopos distintos & superior a um
anticorpo monoclonal e a uma mistura que compreende dois anticorpos. A
superioridade foi mostrada mais claramente em termos da indugdo da dife-
renciagao terminal das células cancerosas utilizando trés anticorpos para o
Dominio Ill com epitopos nao-sobrepostos. Tal diferenciagao terminal induzi-
da eficiente por anticorpo de células cancerosas nao foi relatada anterior-
mente e representa uma etapa significativa em direcao ao planejamento de
terapias para cancer baseadas em anticorpos. Os uitimos resultados mostra-
ram que resultados similares ou até mesmo superiores podem ser obtidos
com uma combinagao particular de dois anticorpos.

Para maior eficiéncia clinica e utilidade mais extensa contra
uma faixa mais ampla de tipos de canceres dependentes de EGFR, o0 nume-
ro de anticorpos na composigao pode ser aumentado. Assim, a composi¢ao
pode compreender anticorpos capazes de se ligar a quatro epitopos nao-
sobrepostos. A composi¢ao pode compreender anticorpos capazes de se
ligar a cinco epitopos nao-sobrepostos. A composi¢dao pode compreender
anticorpos capazes de se ligar a seis epitopos nao-sobrepostos. Os exem-
plos do presente pedido de patente mostram que pelo menos seis anticorpos
distintos podem se ligar a EGFR de uma vez (Exemplo 3). Isto ndo exclui
que é possivel ou ainda vantajoso planejar uma composi¢ao que compreen-
de anticorpos capazes de se ligar a mais de seis, tal como sete ou oito epi-
topos nao-sobrepostos através da selegao cuidadosa dos anticorpos.

Em uma outra modalidade, a composi¢cdo compreende mais de
uma molécula de anticorpo que se liga a um epitopo, tal como dois anticor-
pos que se ligam a epitopos sobrepostos, mas diferentes. Pode haver vanta-
gens de incluir anticorpos com epitopos sobrepostos uma vez que isto au-

menta a probabilidade do epitopo ser ligado. Um fundamento Iégico por tras
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disso € que o epitopo em alguns pacientes e/ou em algumas células cance-
rosas pode ser alterado devido as alteragdes conformacionais ou mutagdes
ou SNPs. Embora isto possa afetar a ligagao de um anticorpo, pode nao afe-
tar a ligagao de um outro anticorpo que se liga a um epitopo sobreposto. A-
Iém disso, ha um risco de que um dos anticorpos seja eliminado pelos paci-
entes, porque este € visto como um antigeno. Incluindo dois anticorpos que
se ligam a epitopos sobrepostos, mas diferentes, a consequéncia da elimi-
nacao de um dos dois anticorpos e a consequéncia de uma mutagdo em um
epitopo sao diminuidas.

Assim, em uma modalidade, a composi¢gao compreende dois
anticorpos que se ligam a epitopos sobrepostos, mas diferentes. Em uma
outra modalidade a composicao compreende duas moléculas de anticorpos
distintas que se ligam ao mesmo epitopo. Os anticorpos que se ligam ao
mesmo ou a epitopos sobrepostos podem ser do mesmo ou de um isotipo
diferente.

Uma composicao de anticorpos que compreende anticorpos di-
recionados contra trés epitopos nao-sobrepostos pode assim compreender
quatro, cinco ou seis moléculas de anticorpos distintas de forma que dois
anticorpos se ligam a dois epitopos sobrepostos ou ao mesmo primeiro epi-
topo, dois outros anticorpos se ligam a dois outros epitopos sobrepostos ou
ao mesmo segundo epitopo e dois anticorpos se ligam a dois outros epitopos
sobrepostos adicionais ou ao mesmo terceiro epitopo. Evidentemente, a
composicao pode compreender mais de duas, tal como trés ou quatro molé-
culas de anticorpos capazes de se ligar a epitopos sobrepostos ou capazes
de se ligar ao mesmo epitopo. Assim, o numero total de anticorpos incluidos
na composi¢ao pode exceder 6 por possuir mais de um anticorpo para cada
epitopo ou por possuir varios anticorpos com epitopos sobrepostos. Manten-
do a dosagem total de anticorpo constante, para cada anticorpo adicional
incluido na composicao, a concentragado de cada anticorpo diminui. Portanto,
é esperado que haja um limite no nimero de anticorpos que podem ser in-
cluidos em uma composicdo enquanto € mantida uma eficacia aceitavel.

Com base nas observagdes provenientes dos estudos de ligagéo por Res-
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sonancia de Plasmoénio de Superficie e dos ensaios de proliferagcao e levan-
do em consideragao os desafios da produgao, € esperado que a vantagem
adicional limitada (se alguma) pode ser obtida através do aumento do nume-
ro de anticorpos de 6 até 7, 8, 9, 10 ou mais. Evidentemente, isto nao exclui
o fato de que a composicao compreende mais de 10 anticorpos, tal como 11,
12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 ou 20 anticorpos ou mais, tal como 25 anticor-
pos ou mais, por exemplo, 30 anticorpos ou mais, tal como 40 anticorpos ou
mais, tal como 50 anticorpos ou mais.

Embora seja preferido incluir em uma composi¢ao de anticorpos
da invengao, anticorpos capazes de se ligar a pelo menos trés epitopos nao-
sobrepostos de EGFR, resultados superiores também foram obtidos com
combinagdes especificas de anticorpos capazes de se ligar a dois epitopos
nao-sobrepostos de EGFR. Estas composi¢cdes preferidas de "dois anticor-
pos" sao descritas em maiores detalhes a seguir junto com a orientagédo em
relacado a como planejar as composi¢des de anticorpos da invengao. Foi
descoberto que comparada com a composi¢cao de trés anticorpos que com-
preende os anticorpos 992, 1030 e 1042, uma eficacia similar ou até mesmo
maior poderia ser obtida quando era utilizada uma composi¢cao com apenas
dois anticorpos: 992 e 1024. Uma vez que os anticorpos 1024 e 1042 per-
tencem ao mesmo grupo e, portanto, possuem a mesma especificidade de
ligagao, realmente, os resultados observados para a composigao de trés an-
ticorpos incluindo o efeito sobre a diferenciacao terminal podem ser atribui-
dos a apenas duas das especificidades de ligacao (992 e 1024/1042) na
composicao.

Em uma modalidade pelo menos um anticorpo na composi¢cao
se liga a um epitopo do dominio lll, mais preferencialmente a composi¢ao
compreende pelo menos dois anticorpos que se ligam a epitopos do dominio
lll e a composigao pode também compreender trés anticorpos que se ligam
a epitopos do dominio lil.

Preferencialmente, a composicao compreende pelo menos um
anticorpo que se liga a um epitopo do dominio | e pode compreender pelo
menos dois anticorpos que se ligam a epitopos do dominio |.
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Preferencialmente, a composicao compreende pelo menos um
anticorpo que se liga a um epitopo do dominio Il e pode compreender anti-
corpos que se ligam a dois epitopos do dominio Il.

A composigao pode também compreender um anticorpo que se
liga a um epitopo do dominio 1/l como definido aqui.

A composicao pode compreender um anticorpo capaz de se li-
gar a um epitopo do dominio IV.

Preferencialmente, a composicido compreende pelo menos uma
molécula de anticorpo capaz de inibir a ligagdo ao EGF.

Em uma outra modalidade preferida, a composicao pode com-
preender um anticorpo capaz de prevenir a fosforilagcao de EGFR.

Além disso, a composi¢cao pode compreender um anticorpo ca-
paz de aumentar a internalizagao/degradacgao de EGFR.

Em uma modalidade preferida, a composigdo compreende pelo
menos um anticorpo para o dominio |ll e pelo menos um anticorpo para o
dominio I/ll. Em uma outra modalidade preferida, a composi¢cao compreen-
de pelo menos dois anticorpos para o dominio Il e um anticorpo para o
dominio I.

Em uma modalidade preferida adicional, a composi¢cdo compre-
ende pelo menos dois anticorpos para o dominio l1ll, tai como pelo menos
trés anticorpos para o dominio Ill.

Os anticorpos da composigdo podem ser anticorpos quiméricos
com cadeias variaveis ndao-humanas e cadeias constantes humanas. As ca-
deias variaveis ndo-humanas podem ser de camundongo, rato, ovelha, por-
co, frango, primata ndo-humano ou outro animal adequado. Para a obtengéao
de anticorpos completamente humanos, os anticorpos podem ser gerados
em um animal transgénico com genes de anticorpos humanos. Os anticor-
pos também podem ser os assim chamados anticorpos humanizados, em
que as sequéncias CDR nao-humanas foram enxertadas em sequéncias
estruturais humanas.

Preferencialmente a cadeia constante humana é do isotipo 1gG1

ou IgG2. Mais preferencialmente todos os anticorpos na composi¢ao possu-
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em o0 mesmo isotipo para facilitar a produgao. Entretanto, pode ser vantajoso
incluir na composi¢ao anticorpos de isotipo diferente.

Preferencialmente as composi¢gdes de anticorpos da invengio
compreendem anticorpos capazes de se ligar a EGFR selecionado do grupo
que consiste em EGFR humano, EGFR humano mutado e variagdes de de-
lecao de EGFR humano. Preferencialmente os anticorpos sao capazes de se
ligar ao EGFR tanto humano quanto de primata sem ser humano, de forma
que podem ser testados em estudos toxicolégicos relevantes antes dos ex-
perimentos clinicos. Preferencialmente, o primata nao-humano € o macaco
cinomoélgo (Macaca fascicularis).

Para apoiar o conceito identificado anteriormente de tratamento
de cancer dependente de EGFR utilizando anticorpos que se ligam a trés de
mais epitopos distintos, os presentes inventores identificaram, produziram e
caracterizaram uma série de anticorpos quiméricos de camundongo/ser hu-
mano direcionados contra o EGFR. Estes anticorpos quiméricos foram com-
parados individualmente e em misturas de anticorpos monoclonais do estado
da técnica, exemplificados por Erbitux® e Vectibix®.

A Tabela 1 mostra um sumario dos anticorpos quiméricos indivi-
duais e as caracteristicas associadas aos mesmos. O nimero do anticorpo é
um numero de referéncia utilizado ao longo de todo o presente pedido de
patente. A especificidade € o dominio de EGFR ao qual o anticorpo se liga
como é evidenciado no Exemplo 3. deltaEGFR ¢é a capacidade do anticorpo
se ligar ao mutante de EGFR (EGFRvIll) como descrito no exemplo 1. O
EGFR de Cinomolgo é a capacidade do anticorpo de se ligar ao EGFR de
cinomoélgo (exemplo 10). EGF inhib é a capacidade do anticorpo de inibir a
ligacdo do EGF (Exemplo 4). Proliferagdo é a capacidade do anticorpo
de inibir a proliferagdo de linhagens de células cancerosas, A431 e HN-5

(Exemplo 6).
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Tabela 1. Anticorpos da invencéo

Anti:t:rpo Especificidade deltaeGFR (EinGoFrS 6?50 Eﬁ:—) Proliferacao
992 Dominio 1l nao/fraca sim sim/fraca sim
1030 Dominio lll sim sim sim sim
1024 Dominio Il sim sim sim
1042 Dominio Il fraca sim (sim) sim
1277 Dominio il sim Sim sim HN5
1254 Dominio 11l sim Sim sim HNS5
1208 Dominio 11l sim sim sim sim HN5+992
1320 Dominio i fraca nao sim sim
1257 Dominio I/11 nao sim néo sim
1261 Dominio | néo Sim nao sim
1229 N&o o dominio i sim nao nao sim (A431)
1284 Dominio | nao Sim sim sim
1344 Dominio /1l nao sim nd HN5 w/992
1260 Dominio /11 nao Sim sim A431
1308 Dominio | nao sim nd HN5 w/992
1347 Dominio | nao sim nd HNS w/992
1428 Dominio 1 & li naoc Sim sim HNS w/992

Partindo dos dados gerados com os anticorpos quiméricos tes-
tados isoladamente e em combinacao nos ensaios de proliferagao, ligagcao,
degradacgao/inativagdo do receptor e motilidade e em modelos de animais,
pode ser tirado um numero de conclusdes.

Os resultados obtidos com duas linhagens de células cancero-
sas, HN-5 e A431 (Exemplo 6) foram repetidos com linhagens de céluias
cancerosas diferentes (MDA-MB-468 uma linhagem de células de cancer de
mama; DU145 - linhagem de células de cancer de prostata). O que € eviden-
te partindo destes experimentos € que combinagdes de anticorpos forneci-
das pelos presentes inventores exibem eficacia contra uma faixa muito am-
pla de linhagens de células cancerosas, apoiando a eficacia das composi-
¢Oes de anticorpos contra uma faixa de conformagdes de EGFR.

Também foi mostrado que a superioridade de misturas de anti-

corpos € maior nos ensaios de proliferacdo em que concentragdes fisiologi-
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cas de ligante (EGF) sao adicionadas no meio de cultura do que quando o
EGF nao é adicionado (Figura 17). De acordo com a literatura (Hayashi e
Sakamoto 1998 J Pharmacobiodyn 11;146-51) o soro contém aproximada-
mente 1-1,8 ng/mL ou 0,2-0,3 nM de EGF enquanto que ¢é relatado que o
suco gastrico contém 0,3 ng/mL (cerca de 0,05 nM) (Pessonen e outros
1987 Life Sci. 40; 2489-94). Em um arranjo in vivo, & provavel que o EGF e
outros ligantes de EGFR estejam presentes e a capacidade da mistura de
anticorpos ser eficiente na presenga do ligante de EGFR &, portanto, uma
caracteristica importante das misturas de anticorpos da presente invengao.

Os anticorpos quiméricos de camundongo/ser humano da pre-
sente invengao fornecem melhores resultados quando utilizados em combi-
nacao do que quando utilizados isoladamente. Isto € exemplificado em va-
rios experimentos (vide, por exemplo, o Exemplo 6)), em que os anticorpos
quando testados isoladamente exibem apenas efeitos antiproliferativos mo-
derados sobre uma linhagem de células cancerosas (A431-NS), mas quando
utilizados em qualquer combinagao, exibem resultados notavelmente superi-
ores. Estes resultados foram confirmados com varias combinagdes dos anti-
corpos quimeéricos da presente invengao. Resultados particularmente superi-
ores foram obtidos com uma composi¢ao que compreende os anticorpos 992
e 1024.

Por exemplo, varios dos anticorpos foram testados em um en-
saio antiproliferagao com A431-NS e HN-5 junto com qualquer dos Anticor-
pos 992, 1208, 1254 e 1277.

Estudos de ligagdo ao receptor mostraram que alguns anticor-
pos podem realmente estimular a ligagao de anticorpos adicionais, de forma
que um anticorpo particular se ligue em quantidades maiores ao receptor
apds a saturacao do receptor com um ou varios anticorpos. A ligacao do an-
ticorpo 992, direcionado contra o dominio lll, se benificia claramente deste
efeito sinérgico obtido através da saturacao prévia do receptor com um ou
mais anticorpos que se ligam a epitopos nao-sobrepostos. Um outro exem-
plo deste efeito cooperativo é observado quando o anticorpo 1396 direciona-

do contra um epitopo desconhecido é testado contra EGFR saturado com
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anticorpos que se ligam a epitopos nao-sobrepostos.

Estudos de ligagao ao receptor também mostraram que é possi-
vel ligar pelo menos 6 anticorpos ao dominio extracelular de EGFR simulta-
neamente. Estes 6 anticorpos representam 3 anticorpos para o Dominio Ili,
um anticorpo para o Dominio |, um anticorpo para o Dominio I/ll € um anti-
corpo que se liga a um epitopo desconhecido. De forma interessante, a liga-
¢ao dos trés anticorpos para o Dominio Il parece facilitar a ligagao subse-
quente de anticorpos adicionais. Isto sustenta claramente o conceito de for-
necer composi¢gdes de anticorpos com varios anticorpos que se ligam a epi-
topos distintos.

Quando a composigao de uma composicao de anticorpos contra
EGFR é planejada, os anticorpos com epitopos nao-sobrepostos sao prefe-
rencialmente utilizados uma vez que estes fornecem um efeito sinérgico
maior.

E também preferivel que pelo menos um dos anticorpos da mis-
tura (quando testado isoladamente) seja capaz de inibir a ligagcao do ligante
ao EGFR, por exemplo, capaz de inibir a ligagao ao EGF e/ou capaz de inibir
a ligacao ao TGFalfa e/ou capaz de inibir a ligagao a anfirregulina. Preferen-
cialmente o anticorpo capaz de inibir a ligagao ao EGF é selecionado do
grupo que consiste nos anticorpos 992, 1030, 1024, 1042, 1208, 1254, 1277,
1284, 1320 e 1428, mais preferencialmente do grupo que consiste nos anti-
corpos 1208, 1260, 1277 e 1320.

E similarmente preferivel que pelo menos um membro de anti-
corpo na mistura de anticorpos seja capaz de reduzir a fosforilagido do EG-
FR. Os exemplos de anticorpos da invengao com esta propriedade incluem:
992, 1030, 1042, 1208, 1277 e 1320.

O Dominio Il do EGFR tem importancia para a ligagéo do ligan-
te ao receptor. Além disso, o anticorpo que se liga ao Dominio Ill pode esta-
bilizar o EGFR na conformagao monomeérica restrita, que nao leva a sinali-
zacao do receptor. Por estas razdes é preferivel que a composicao de anti-
corpos contenha pelo menos um anticorpo com especificidade em relacao

ao Dominio Ill. Os anticorpos preferidos para o Dominio Il incluem os anti-
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corpos 992, 1024, 1030, 1208, 1254, 1277 e 1320. Mais preferencialmente o
pelo menos um anticorpo para o dominio Ill & selecionado do grupo que
consiste nos anticorpos 992, 1254, 1277, 1208 e 1320. A composi¢gdo de
anticorpos pode preferencialmente compreender mais de um anticorpo para
o Dominio lll anticorpo tal como pelo menos 3 anticorpos para o dominio I,
por exemplo, pelo menos 4 anticorpos para o dominio Ill, tal como pelo me-
nos 5 anticorpos para o dominio Ill, por exemplo, pelo menos 6 anticorpos
para o dominio lli.

Em uma outra modalidade preferida, a composigdo de anticor-
pos compreende pelo menos um anticorpo para o Dominio |. Preferencial-
mente o pelo menos um anticorpo para o Dominio | é selecionado do grupo
que consiste nos anticorpos 1284, 1308, 1344 e 1347. Mais preferencialmen-
te o pelo menos um anticorpo para o Dominio | é selecionado do grupo que
consiste nos anticorpos 1284 e 1347.

Em uma outra modalidade preferida, a composi¢cao de anticor-
pos compreende pelo menos um anticorpo para o Dominio l/ll. Preferencial-
mente o pelo menos um anticorpo para o Dominio I/ll € selecionado do gru-
po que consiste nos anticorpos 1257, 1260, 1261, 1428 e 1434. Mais prefe-
rencialmente o pelo menos um anticorpo para o Dominio l/ll é selecionado
do grupo que consiste nos anticorpos 1261 e 1260.

As combinagdes especificas eficientes de dois anticorpos da
presente invengao incluem:

O anticorpo 1280 junto com 1024, 1320, 1308, 1284, 1260 ou
1030, preferencialmente com 1320 ou 1284.

O anticorpo 1254 junto com 1024, 1030, 1260, 1284, 1308 ou
1320, preferencialmente com 1320, 1284 ou 1260.

O anticorpo 1277 junto com 1024, 1030, 1260, 1284, 1308 ou
1320, preferencialmente com 1320, 1284 ou 1260.

O anticorpo 992 junto com 1030, 1260, 1284, 1308, 1320 ou
1024, preferencialmente com 1320, 1024 ou 1284.

Os exemplos de misturas superiores e preferidas de dois anti-
corpos incluem 992+1024; 992+1320; 992+1042; 1277+1320; 1208+1320. E
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particularmente preferida a 992+1024.

As misturas preferidas com trés anticorpos incluem: Anticorpos
992+1030+1042; 992+1320+1024; 992+1024+1030; 1320+1284+1261;
1320+1214+1320; 992+1284+1320; 992+1255+1024; 992+1030+1320;
992+1024+1214; 992+1261+1320; 992+1024+1284; 992+1024+1211;
992+1024+1030; 1260+1214+1254; 992+1255+1320; 992+1211+1320;
992+1030+1261; 992+1260+1030; 992+1260+1320; 992+1030+1214.

As misturas preferidas com quatro anticorpos incluem: Anticor-
pos 992+1320+1024+1030; 992+1024+1030+1284; 1277+1320+1260+1347;
1277+1320+1261+1347; 1277+1320+1261+1284; 1254+1320+1260+1347;
1254+1320+1261+1347; 1254+1320+1261+1284; 1254+1024+1260+1347,;
1254+1024+1261+1347; 1254+1024+1261+1284; 1277+1024+1260+1347,
1277+1024+1261+1347; 1277+1024+1261+1284.

As misturas preferidas com 5 anticorpos incluem: 992+1030+
1024+1260+1347; 992+1030+1024+1261+1347; 992+1030+1024+1261+
1284; 992+1030+1320+1260+1347; 992+1030+1320+1261+1347; 992+
1030+1320+1261+1284;

Uma mistura preferida com 8 anticorpos inclui: 992+1030+
1024+1277+1254+1320+1260+1261+1284+1347.

Além disso, para possibilitar a realizagao de um estudo toxicol6-
gico em um primata nao-humano, € preferivel que todos os anticorpos na
composicao se liguem a EGFR humano assim como a pelo menos um de
primata adicional, tal como o EGFR de chimpanzé, de Macaca mulatta, de
macaco Rhesus e de outros macacos ou macaco cinomoélgo. O macaco ci-
nomodlgo € um animal relativamente pequeno e muito bem adequado para
estudos toxicolégicos, portanto, o EGFR de primata adicional & preferenci-
almente EGFR de cinomoélgo. Preferencialmente os anticorpos se ligam com
aproximadamente a mesma afinidade ao EGFR humano e de primata nao-
humano.

A presente invencao mostrou resultados superiores em um ou
mais ensaios funcionais quando 2, 3, 4, 5, 6, 7 e 8 anticorpos foram combi-

nados em uma composicao. Embora estes dados fornecam uma orientacao



10

15

20

25

30

42

na selecdo do numero de anticorpos na composi¢ao, estes estao atualmente
de uma maneira que é interpretada de uma forma limitante. A composicao
pode compreender mais de 8 anticorpos, muito embora os dados experimen-
tais exibam apenas a ligagao simultadnea de 6 anticorpos. Pode haver outras
razdes para incluir mais de 6 anticorpos na composi¢cdo, tal como, por e-
xemplo, diferengas na taxa de eliminagao dos membros de anticorpos.

Uma caracteristica preferida adicional dos anticorpos das com-
posi¢cdes € a homogeneidade das proteinas, de forma que os anticorpos po-
dem ser purificados facilmente. Para os membros de anticorpos individuais,
um perfil cromatografico por troca idbnica com um pico distinto & preferido
para facilitar a caracterizagdo. Um perfil cromatografico por troca idnica claro
é também preferido para facilitar a caracterizagdo da composi¢ao de anticor-
pos final. Este também é preferivel quando sao combinados os anticorpos
que podem ser distinguidos utilizando cromatografia por troca idnica, de for-
ma que a composi¢cdo com todos os anticorpos possa ser caracterizada em
uma rodada.

Os anticorpos podem ter qualquer origem tal como humana, mu-
rina, de coelho, frango, porco, lhama, ovelha. Os anticorpos também podem
ser quiméricos como descrito nos exemplos ou podem ser versées humani-
zadas, super-humanizadas ou remoldadas dos mesmos utilizando métodos
bem-conhecidos descritos na técnica.

Uma composigédo de anticorpos preferida

Como mostrado nos exemplos anexados, a composi¢cao anti-
EGFR baseada nos anticorpos 992 e 1024 possui propriedades unicas e
distintas. A ligacao do anticorpo 992 é aumentada através da ligacdo de ou-
tros anticorpos incluindo 1024. Em contraste aos anticorpos comerciais, tan-
to 992 quanto 1024 se ligam preferencialmente a epitopos conformacionais
apresentados nas células (Exemplos 14 e 15). Ambos os epitopos de 992 e
1024 se sobrepdem, mas sao distintos do(s) epitopo(s) de Erbitux e Vectibix.
Em contraste a um numero de outras composi¢des de dois anticorpos em
que os anticorpos individuais se ligam a epitopos nao-sobrepostos, a com-
posicao baseada nas especificidades de ligagcado dos anticorpos 992 e 1024
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ativa a internalizacao do receptor rapidamente e eficientemente. Um novo
mecanismo de acao que envolve a diferenciagao terminal acompanhada pe-
la maior expressao da involucrina e do aparecimento de pérolas de queratina
€ observado em um modelo animal apés o tratamento com composicdes de
anticorpos baseadas nos anticorpos 992 e 1024. Este mecanismo de acao
exclusivo leva a inibicao de crescimento mais eficiente e prolongada in vitro
e in vivo. Isto é mais claramente observado nos exemplos in vivo em que os
tumores continuam a diminuir apds o término do tratamento. No grupo de
controle que recebe Erbitux, os tumores comegam a crescer logo apoés o
término do tratamento. Isto indica claramente um mecanismo de acgao dife-
rente.

Acredita-se que o novo mecanismo de agao é atingido através
da utilizacao da combinagao de duas especificidades de ligacao exibidas
pelos anticorpos 992 e 1024 em uma composi¢ao de anticorpos. Este meca-
nismo de acdo é também observado quando um terceiro anticorpo que néo
compete com os anticorpos 992 e 1024 ¢ utilizado, por exemplo, na combi-
nagao tripla dos anticorpos 992, 1024 e 1030.

Estas observagdes levaram ao planejamento de uma composi-
cao de anticorpos que compreende pelo menos 2 moléculas de anticorpo
anti-EGFR humano distintas, em que uma primeira molécula de anticorpo
anti-EGFR distinta € selecionada do grupo que consiste no anticorpo 992,
um anticorpo que compreende as sequéncias VL (aminoacidos 3-109 da
SEQ ID NO: 72) e VH (aminoacidos 3-124 da SEQ ID NO: 40) do anticorpo
992, um anticorpo que possui as CDR3s do anticorpo 992 (SEQ ID NO: 116
e 111), um anticorpo que se liga ao mesmo epitopo que o anticorpo 992 e
um anticorpo capaz de inibir a ligagao do anticorpo 992 ao EGFR humano; e
em que uma segunda molécula de anticorpo anti-EGFR distinta é seleciona-
da do grupo que consiste no anticorpo 1024, um anticorpo que compreende
as sequéncias VL (aminoacidos 3-114 da SEQ ID NO: 73) e VH (aminoaci-
dos 3-120 da SEQ ID NO: 41) do anticorpo 1024, um anticorpo que possui
as CDR3s do anticorpo 1024 (SEQ ID NO: 120 e 114), um anticorpo que se

liga ao mesmo epitopo que o anticorpo 1024 e um anticorpo capaz de inibir a
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ligagcao do anticorpo 1024 ao EGFR humano.

Preferencialmente, a dita primeira molécula de anticorpo anti-
EGFR distinta & selecionada do grupo que consiste no anticorpo 992, um
anticorpo que compreende as sequéncias VL e VH do anticorpo 992, um
anticorpo que possui as CDR3s do anticorpo 992 e um anticorpo que se liga
ao mesmo epitopo que o anticorpo 992; e a dita segunda molécula de anti-
corpo anti-EGFR distinta & selecionada do grupo que consiste no anticorpo
1024, um anticorpo que compreende as sequéncias V0L e VH do anticorpo
1024, um anticorpo que possui as CDR3s do anticorpo 1024 e um anticorpo
que se liga ao mesmo epitopo que o anticorpo 1024.

A presente invencao estuda mutagdées nas sequéncias CDR3
dos anticorpos 992 e 1024 para fornecer anticorpos com a mesma especifi-
cidade de ligacao. Portanto, em uma modalidade, um anticorpo que possui a
mesma especificidade de ligagdo que o anticorpo 992 compreende uma
CDRH3 que possui a formula a seguir: CTX;1X2X3X4XsXeX7XgXgX10X11X12X13
X14X1sW em que X ae X15 s@o selecionados individualmente dos grupos de
aminoacidos listados a seguir

X1=RouK;

X2=N,DeouQ;

X3=G,A, VousS;

Xs4=D, E,NouQ;

Xs=Y, F, WouH;

Xe=Y, F, WouH;

X7=V, |, LouA;

Xe=S, T,GouA;

Xe=S, T,GouA;

X1wo0=G,A VousS;

X111 =D, E, NouQ;

Xi2=A, G, Vou S;

Xis=M,L, louV

Xis=DouE;e

Xis=YouF;
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e uma CDRL3 descrita pela formula a seguir: CX1X2X3X3XsXe PPTF em que
X1 ate Xe s@o selecionados individualmente dos grupos de aminoacidos lista-

dos a seguir:

X1 =QouH;
X2=HeouQ;
X3=Y,F,WouH;
Xs=N, QouH;

Xs=T,S,GouA; e

Xe=V, |, LouA.

Em uma modalidade, um anticorpo que possui a mesma especi-
ficidade de ligagao que o anticorpo 1024 compreende uma CDRH3 que pos-
sui a férmula a seguir: CVX; X2X3X4Xs5XeX7XeXoX10X11W em que X4 46 X411 S80
selecionados individualmente dos grupos de aminoacidos listados a seguir

Xi=Rouk;

X2=Y,F, WouH;

X3=Y,F, Wou H,

X4=G,A VousS;

Xs=Y,F, WouH;

Xe =D, E, Nou Q;

X7 =E ou D;

Xs=A,G,VousS;

Xg=M, L, louV;

X1o=D,E,NouQ;e

X11=YouF,;

e uma CDRL3 descrita pela formula a seguir: CX1X2X3X4Xs XePX7TF em que
X1 ate X7 sé@o selecionados individualmente dos grupos de aminoacidos lista-

dos a seguir:

Xi=A GouV;
X2=QouH;
X3=N, QouH;

Xs=L,1,MouV,;
Xs=E, D,NouQ;
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Xe=L,I,MouV;e

X7=Y,F, WouH.

Os anticorpos com CDR3s mutadas podem ser produzidos utili-
zando técnicas padronizadas e ser expressos e testados em relacédo a liga-
¢ao utilizando métodos descritos aqui.

Os anticorpos de acordo com este aspecto da invengao podem
ser quiméricos, humanos, humanizados, remoldados ou super-humanizados.
Isto pode ser feito utilizado métodos conhecidos na técnica. Por exemplo, os
anticorpos 992 e 1024 podem ser humanizados utilizando métodos descritos
no Exemplo 18. Os métodos para a "super-humanizagdo" sao descritos na
US 6.881.557.

Mais preferencialmente, a dita primeira molécula de anticorpo
anti-EGFR distinta é selecionada do grupo que consiste no anticorpo 992,
um anticorpo que compreende as sequéncias VL e VH do anticorpo 992 e
um anticorpo que possui as CDR3s do anticorpo 992; e a dita segunda mo-
lécula de anticorpo anti-EGFR distinta é selecionada do grupo que consiste
no anticorpo 1024, um anticorpo que compreende as sequéncias VL e VH do
anticorpo 1024 e um anticorpo que possui as CDR3s do anticorpo 1024.

Mais preferencialmente a dita primeira molécula de anticorpo
anti-EGFR distinta € selecionada do grupo que consiste no anticorpo 992 e
um anticorpo que compreende as sequéncias VL e VH do anticorpo 992; e a
dita segunda molécula de anticorpo anti-EGFR distinta é selecionada do
grupo que consiste no anticorpo 1024 e um anticorpo que compreende as
sequéncias VL e VH do anticorpo 1024.

Mais preferencialmente a composicdo compreende os anticor-
pos 992 e 1024.

Como descrito, os primeiro e segundo anticorpos anti-EGFR
preferencialmente nao inibem a ligagcdo ao EGFR humano de cada outro.
Ainda mais preferencialmente, pelo menos um dos anticorpos & capaz de
aumentar a capacidade de ligacdo maxima do outro anticorpo em relacao ao
EGFR humano. Este efeito &€ observado para os anticorpos 992 e 1024 (E-
xemplo 16).
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A proporcao entre os dois anticorpos nao precisa ser exatamen-
te uma proporcao de 1:1. Consequentemente, a proporgao do primeiro anti-
corpo em relagdo ao segundo anticorpo na composigcao pode estar entre 5 e
95%, tal como entre 10 e 90%, preferencialmente entre 20 e 80%, mais pre-
ferencialmente entre 30 e 70, mais preferencialmente entre 40 e 60, tal como
entre 45 e 55, tal como aproximadamente 50%.

Preferencialmente os primeiro e segundo anticorpos sao do iso-
tipo 19G1 ou IgG2.

Os exemplos de anticorpos que se ligam ao mesmo epitopo que
o anticorpo 992 identificados pelos presentes inventores sao anticorpos do
grupo de anticorpos que compreende os clones 1209, 1204, 992, 996, 1033
e 1220.

Os exemplos de anticorpos que se ligam ao mesmo epitopo que
o anticorpo 1024 identificados pelos presentes inventores sao anticorpos do
grupo de anticorpos que compreende os clones 1031, 1036, 1042, 984,
1024, 1210, 1217, 1221 e 1218.

A CDR3 determina a especificidade de ligacdo dos anticorpos.
Em modalidades preferidas, o anticorpo que compreende a CDR3 do anti-
corpo 992 compreende adicionalmente a CDR1 e a CDR2 da VH e da VL do
anticorpo 992. Similarmente, o anticorpo que compreende a CDR3 do anti-
corpo 1024 preferencialmente compreende adicionalmente a CDR1 e a C-
DR2 da VH e da VL do anticorpo 1024. As sequéncias CDR dos anticorpos
podem ser encontradas na Tabela 12, exemplo 17.

Em outras modalidades, o anticorpo que compete com o anti-
corpo 992 é selecionado do grupo que consiste nos anticorpos 1208, 1254 e
1277. Similarmente, o anticorpo que compete com o anticorpo 1024 pode ser
selecionado do grupo que consiste nos anticorpos 1042 e 1320.

Em uma modalidade, a composi¢do nao contém anticorpos adi-
cionais em adigao aos ditos primeiro e secundo anticorpos, mais preferenci-
almente nao anticorpos anti-EGFR adicionais.

Em outras modalidades, a composigdo compreende ainda um

terceiro anticorpo anti-EGFR distinto, em que a dita terceira molécula de an-



10

15

20

25

30

48

ticorpo anti-EGFR distinta & selecionada do grupo que consiste no anticorpo
1030, um anticorpo que compreende as sequéncias VL (aminoacidos 3-113
da SEQ ID NO: 74) e VH (aminoacidos 3-120 da SEQ ID NO: 42) do anticor-
po 1030, um anticorpo que possui as CDR3s do anticorpo 1030 (SEQ ID
NOs 112 e 119), um anticorpo que se liga ao mesmo epitopo que o anticorpo
1030 e um anticorpo capaz de inibir a ligagdo do anticorpo 1030 ao EGFR
humano. O dito terceiro anticorpo resulta preferenciaimente em uma maior
ligacao ao EGFR humano do dito primeiro e/ou segundo anticorpo. Em uma
modalidade, a composi¢gido nao contém anticorpos adicionais em adigao ao
primeiro, ao segundo e ao terceiro anticorpos, mais preferencialmente nao
anticorpos anti-EGFR adicionais.

O anticorpo que se liga ao mesmo epitopo que o anticorpo 1030
pode ser selecionado do grupo de anticorpos que consiste nos clones 1195,
1030, 1034, 1194, 980, 981, 1246 e 1223.

O anticorpo que compreende a CDR3 do anticorpo 1030 pode
compreender adicionalmente a CDR1 e a CDR2 da VH e da VL do anticorpo
1030.

Os anticorpos podem ser formulados em um recipiente para
administragdo. Entretanto, podem ser produzidos, purificados e caracteriza-
dos individualmente e ser fornecidos em dois ou trés recipientes separados
na forma de um kit de partes, com um anticorpo em cada recipiente. Desta
maneira, estes podem ser administrados simultaneamente, sucessivamente
ou separadamente.

Em um aspecto adicional as duas especificidades de ligagao
dos anticorpos 992 e 1024 sdo combinadas em uma molécula de ligacao
biespecifica. Preferencialmente, a molécula de ligagao biespecifica compre-
ende as CDRs dos anticorpos 992 e 1024, mais preferencialmente as se-
quéncias VH e VL dos anticorpos 992 e 1024. A molécula de ligacao biespe-
cifica pode ser um anticorpo de dominio variavel dual como descrito no e-
xemplo 19. Uma molécula de ligacao biespecifica também pode ser planeja-
da na forma de um fragmento Fab biespecifico, um scFV biespecifico ou um

diacorpo como descrito in literatura.
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As composigdes de anticorpos baseadas nas especificidades de
ligagdo dos anticorpos 992 e 1024 levam preferencialmente a uma ou mais
da internalizagdo do receptor, a regressdo de tumores A431NS in vivo, a
indugao da diferenciacao terminal em células A431NS in vivo e a regulagao
para mais da expressao da involucrina do tumor in vivo.

O presente pedido de patente fornece varios exemplos de anti-
corpos que possuem os mesmos efeitos ou similares que os da combinacgao
de anticorpos 992 e 1024. Os exemplos destes incluem os anticorpos obti-
dos da mesma imunizag¢do e que pertencem aos mesmos grupos e anticor-
pos que competem individualmente com um dos dois anticorpos. As compo-
sicdes de anticorpos com o mesmo efeito ou similar podem ser planejadas
com base nas sequéncias VL e VH dos anticorpos 992 e 1024 e também
com base nas CDRs destes anticorpos, em particular, as CDR3s dos dois
anticorpos.

Composicdes de anticorpos adicionais com os mesmos efeitos
ou similares podem ser produzidas através da realizagao da imunizagao e da
verificagao essencialmente como descrito nos exemplos. Os anticorpos com
a mesma especificidade de ligagao que o anticorpo 992 e 1024 podem ser
identificados em dois ensaios de competicdo separados como descrito aqui.
Finalmente, as composicdes de anticorpos em que um anticorpo aumenta a
ligagao do outro anticorpo podem ser identificadas através da realizacao de
experimentos de ligacdo essencialmente como descrito no Exemplo 16. As
composi¢coes de anticorpos podem ser adicionalmente verificadas como
descrito nos exemplos em relagado aos efeitos sobre a internalizagdo do re-
ceptor, a eficacia in vitro e in vivo, a afinidade de ligagao etc.

Usos das composicées de anticorpos da invencéo

Para o uso no tratamento in vivo e na preveng¢ao de doencas re-
lacionadas com a expressdo do EGFR (por exemplo, superexpress&o), os
anticorpos da inveng¢ao sao administrados aos pacientes (por exemplo, indi-
viduos humanos) em dosagens terapeuticamente eficientes (por exemplo,
dosagens que resultam na inibigdo do crescimento, fagocitose, redugao de

motilidade, diferenciacao terminal e/ou morte de células tumorais que ex-
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pressam EGFR) utilizando qualquer via de administracao adequada, tal co-
mo injecao e outras vias de administragdo conhecidas na técnica para pro-
dutos clinicos baseados em anticorpos.

As doengas tipicas relacionadas ao EGFR que podem ser trata-
das, melhoradas e/ou prevenidas utilizando os anticorpos da invencgao inclu-
em, mas nao estao limitadas a doencas autoimunes e canceres. Por exem-
plo, os canceres que podem ser tratados, melhorados e/ou prevenidos inclu-
em cancer da bexiga, de mama, uterino/cervical, de célon, renal, de ovario,
de préstata, de célula renal, de pancreas, de célon, de reto, de estdmago, de
célula escamosa, pulmonar (de célula ndo-pequena), de eséfago, de cabega
e pescocgo, de pele. As doengas autoimunes que podem ser tratadas inclu-
em, por exemplo, psoriase.

Ainda em uma outra modalidade, a invengao refere-se a um mé-
todo para o tratamento, a melhoria e/ou a prevengéao de glioblastoma, inclu-
indo glioblastoma muitiforme; astrocitoma, incluindo astrocitoma infantil; gli-
oma; neuroblastoma; tumores neuroenddcrinos do trato gastrointestinal; car-
cinoma bronquioalveolar; sarcoma de células dentriticas foliculares; carci-
noma de glandula salivar; ameloblastoma; tumor maligno de bainha do nervo
periférico; tumores pancreaticos endocrinos; ou tumores de células germina-
tivas de testiculo, incluindo seminoma, carcinoma embrionario, tumor de sa-
co vitalino, teratoma e coriocarcinoma.

Isolamento e selecdo de pares codificadores de cadeias pesadas variaveis e

de cadeias leves variaveis

O processo de produgdo de uma composi¢ao de anticorpos re-
combinantes anti-EGFR envolve o isolamento de sequéncias que codificam
cadeias pesadas variaveis (Vy) € cadeias leves variaveis (V.) partindo de
uma fonte adequada, gerando assim um repertério de pares codificadores de
V4 e V.. Geralmente, uma fonte adequada para a obtencao de sequéncias
codificadoras de Vy e V| sao fragbes de células que contém linfocitos tais
como amostras de sangue, bago ou de medula 6ssea de um animal nao-
humano imunizado/vacinado com um polipeptideo ou um peptideo de EGFR
humano ou com proteinas de EGFR derivadas de uma célula que expressa
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EGFR humano ou com células que expressam EGFR humano ou fragdes de
tais células. Preferencialmente, as fragdes que contém linfocitos sao coleta-
das de mamiferos nao-humanos ou de animais transgénicos com genes de
imunoglobulinas humanas. A fragdo de células contendo linfocitos coletada
pode ser adicionalmente enriquecida para a obtencdo de uma populagédo de
linfécitos particular, por exemplo, células da linhagem de linfécitos B. Prefe-
rencialmente, o enriquecimento € realizado utilizando a separacéo de células
com esferas magnéticas (MACS) e/ou a separacgédo de células ativadas por
fluorescéncia (FACS), tirando vantagem de proteinas marcadoras de super-
ficie celular especificas a linhagem, por exemplo, para células B, blastos do
plasma e/ou células plasmaticas. Preferencialmente, a fragao de células que
contém linfocitos € enriquecida ou separada em relagdo as células B, aos
blatos do plasma e/ou as células plasmaticas. Ainda mais preferencialmente,
as céelulas com alta expressdo de CD43 e CD138 sao isoladas do bago ou
do sangue. Estas células sdao algumas vezes denominadas de células plas-
maticas circulantes, células plasmaticas precoces ou blastos do plasma. Pa-
ra facilitar, sdo apenas denominadas células plasmaticas na presente inven-
cao, embora os outros termos possam ser utilizados de forma intercambia-
vel.

O isolamento de sequéncias codificadoras de Vy e V_ pode
também ser realizado da maneira classica em que as sequéncias codificado-
ras de Vy e Vi sdo combinadas aleatoriamente em um vetor para gerar uma
biblioteca combinatéria de pares de sequéncias codificadoras de V4 e V..
Entretanto, na presente invencao é preferido refletir a diversidade, a afinida-
de e a especificidade dos anticorpos produzidos em uma resposta imunolé-
gica humoral apés a imunizagdo com EGFR. Isto envolve a manutengao do
pareamento de V4 e V_ originalmente presente no doador, gerando assim
um repertorio de pares de sequéncias em que cada par codifica uma cadeia
pesada variavel (V4) e uma cadeia leve variavel (V) correspondendo a um
par de Vy e V. originalmente presente em um anticorpo produzido pelo doa-
dor do qual as sequéncias sao isoladas. Este também & chamado de um par
cognato de sequéncias codificadoras de V4 e V| e o anticorpo € chamado de
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um anticorpo cognato. Preferencialmente, os pares codificadores de Vi e Vi
da presente invengao, combinatérios ou cognatos, sdo obtidos de camun-
dongos doadores e, portanto, as sequéncias sao murinas.

Ha varias abordagens diferentes para a produgao de pares cog-
natos de sequéncias codificadoras de Vy e V|, uma abordagem envolve a
amplificagao e o isolamento de sequéncias codificadoras de Vy e V| de célu-
las isoladas separadas de uma fragao de células que contém linfécitos. Para
a obtencdo de um repertério de pares de sequéncias codificadoras de Vy e
VL que corresponde a diversidade de pares de sequéncias de Vy e VL no
doador, € preferido um método de alto rendimento com o minimo de mistura
(combinagao aleatéria) dos pares de Vy e V| possivel, por exemplo, como
descrito na WO 2005/042774 (incorporada aqui como referéncia).

As sequéncias codificadoras de V4 e V, podem ser amplificadas
separadamente e pareadas em uma segunda etapa ou podem ser pareadas
durante a amplificagao (Coronella e outros 2000, Nucleic Acids Res. 28: E85;
Babcook e outros 1996. PNAS 93: 7843-7848 e WO 2005/042774). Uma
segunda abordagem envolve a amplificagao em célula e o pareamento das
sequéncias codificadoras de V4 e V| (Embleton e outros 1992. Nucleic Acids
Res. 20: 3831-3837; Chapal e outros 1997. BioTechniques 23: 518-524).
Uma terceira abordagem é o método de anticorpo de linfécito selecionado
(SLAM) que combina um ensaio de placa hemolitico com a clonagem do
cDNA de Vy e V, (Babcook e outros 1996. PNAS 93:7843-7848). Um outro
método que pode ser utilizado com camundongos é a técnica de hibridoma
padronizada, seguida pela verificagao e a sele¢cdo de candidatos principais e
pela clonagem subsequente dos anticorpos codificados.

Em uma modalidade preferida da presente invengao, é gerado
um repertério de pares que codificam Vy e V|, em que os pares de membros
espelham os pares de genes responsaveis pela resposta imunolégica humo-
ral resultante de uma imunizagdo com EGFR de acordo com um método que
compreende as etapas i) de fornecimento de uma fracao de células que con-
tém linfocitos de um doador animal imunizado com EGFR humano; ii) de en-

riguecimento opcional de células B ou de células plasmaticas da dita fracao
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de células; iii) de obtencdao de uma populacdo de células Unicas isoladas,
que compreende a distribuigao de células da dita fracao de células individu-
almente em um grande namero de recipientes; iv) de amplificacao e realiza-
¢ao de ligagao dos pares que codificam V4 e Vi, em um procedimento de
RT-PCR com extensao sobreposta multiplex, utilizando um molde derivado
das ditas células unicas isoladas e v) de realizacdo opcional de uma PCR
aninhada dos pares que codificam Vy e V_ ligados. Preferencialmente, os
pares que codificam Vy e V, cognatos isolados sdo submetidos a um proce-
dimento de verificagdo como descrito a seguir.

Uma vez que os pares de sequéncias de Vy e V| foram gerados,
€ realizado um procedimento de verificacao para identificar as sequéncias
que codificam os pares de V4 e Vi com reatividade de ligagdo em dire¢ao a
um antigeno associado ao EGFR. Preferencialmente, o antigeno associado
ao EGFR é compreendido de uma parte extracelular de EGFR tal como o
dominio lil, I, | e/ou IV, fragmentos dos dominios ou o dominio extracelular
completo. Outros antigenos incluem mutantes tais como mutantes de dele-
c¢ao de EGFR ou SNPs ou fragmentos dos mesmos. Se os pares de sequén-
cias de Vy e V| forem combinatérios, um procedimento de exibicdo em fagos
pode ser aplicado para enriquecer os pares de Vy e V| que codificam os
fragmentos de anticorpos que se ligam ao EGFR antes da verificagao.

Para espelhar a diversidade, a afinidade e a especificidade dos
anticorpos produzidos em uma resposta imunoloégica humoral apdés a imuni-
zacao com EGFR, a presente invengcdo desenvolveu um procedimento de
verificagao para os pares cognatos, com a finalidade de obten¢ao da diversi-
dade mais ampla possivel. Para as finalidades de verificagéo, o repertério de
pares cognatos que codificam Vy e V| é expresso individualmente na forma
de fragmentos de anticorpos (por exemplo, scFv ou Fab) ou na forma de an-
ticorpos de comprimento completo utilizando um vetor de verificagdo bacteri-
ano ou de mamifero transfectado em uma célula hospedeira adequada. O
repertorio de Fabs/anticorpos pode ser verificado - sem limitagéo - em rela-
cdo a reatividade ao EGFR, em relagdo a atividade antiproliferativa contra

uma linhagem de células cancerosas que expressa EGFR e em relagéao a
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capacidade de inibir a ligagao do ligante (por exemplo, EGF) ao EGFR, em
relacao a inibi¢ao da fosforilagao, a indugao da apoptose, a internalizagao do
EGFR.

Em paralelo, o repertério de Fabs/anticorpos & verificado contra
antigenos selecionados tais como peptideos de EGFR humanos e opcional-
mente de cinomoélgo ou de chimpanzé ou de macaco rhesus. Os peptideos
antigénicos podem, por exemplo, ser selecionados partindo do dominio ex-
tracelular do EGFR humano, do dominio extracelular do EGFR mutante hu-
mano e do dominio extracelular do EGFR de cinomoélgo ou de fragmentos
dos mesmos. Os peptideos podem ser biotinilados para facilitar a imobiliza-
¢ao sobre esferas ou placas durante a verificagcdo. Meios de imobilizagao
alternativos também podem ser utilizados. Os antigenos sao selecionados
com base no conhecimento da biologia do EGFR e no efeito de neutraliza-
¢ao e/ou protetor esperado que os anticorpos capazes de se ligar a estes
antigenos podem potencialmente fornecer. Este procedimento de verificagao
pode similarmente ser aplicado a uma biblioteca combinatéria de exibigao
em fagos.

As proteinas EGFR recombinantes utilizadas para a verificagéo
podem ser expressas em bactérias, células de insetos, células de mamiferos
ou outro sistema de expressdo adequado. Para o processamento correto
(incluindo a glicosilagao) as proteinas sao expressas em células de mamife-
ros. A proteina EGFR-ECD pode ser expressa na forma de uma proteina
soltivel (sem a regidao transmembrana e intracelular) ou pode ser fundida a
uma terceira proteina, para aumentar a estabilidade. Se a proteina EGFR for
expressa com uma marcagao de fusdo, o parceiro de fusdo pode ser extrai-
do por clivagem antes da verificacao. Em adigao a verificagao primaria des-
crita anteriormente, pode ser realizada uma verificagdo secundaria, para ga-
rantir gue nenhuma das sequéncias selecionadas codifique falsos positivos.

Geralmente, os ensaios imunologicos sdo adequados para a ve-
rificagdo realizada na presente invengao. Tais ensaios sdo bem-conhecidos
na técnica e constituem, por exemplo, ELISPOT, ELISA, FLISA, ensaios em

membrana (por exemplo, Western blots), arranjos sobre filtros e FACS. Os
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ensaios podem ser realizados sem quaisquer etapas de enriquecimento pré-
vias, utilizando polipeptideos produzidos partindo das sequéncias que codifi-
cam os pares de Vy e V.. No evento em que o repertorio de pares que codi-
ficam Vy e V. s&o pares cognatos, nenhum enriquecimento, por exemplo,
através da exibicdo em fagos é necessario antes da verificagdo. Entretanto,
na verificagdo de bibliotecas combinatérias, os ensaios imunologicos sao
preferencialmente realizados em combinacao com ou apés métodos de enri-
quecimento tal como exibicdo em fagos, exibicdo em ribossomos, exibi¢do
na superficie de bactérias, exibicdo em leveduras, exibicao em virus eucari6-
ticos, exibicao em RNA ou exibicao covalente (revisado em FitzGerald, K.,
2000, Drug Discov. Today 5, 253-258).

As sequéncias codificadoras do par V4 e V, selecionadas na ve-
rificacao sdo geralmente submetidas ao sequenciamento e analisadas em
relacdo a diversidade das regides variaveis. Em particular, a diversidade nas
regides CDR é interessante, mas também a representacdo da familia de Vu
e V. é interessante. Com base nestas analises, sao selecionadas as se-
quéncias que codificam os pares de Vy e V| que representam a diversidade
total dos anticorpos que se ligam ao EGFR isolados de um ou mais doado-
res animais. Preferencialmente, sao selecionadas as sequéncias com dife-
rencas em todas as regides CDR (CDRH1, CDRH2, CDRH3 e CDRL1, C-
DRL2 e CDRL3). Se houver sequéncias com uma ou mais regides CDR i-
dénticas ou muito similares que pertencem a familias de Vy ou V_ diferentes,
estas também sao selecionadas. Preferencialmente, pelo menos a regiéo
CDR3 da cadeia pesada variavel (CDRH3) difere entre os pares de sequén-
cias selecionados. Potencialmente, a selecao de pares de sequéncias de Vy
e V| pode ser baseada fortemente na variabilidade da regido CDRH3. Du-
rante a iniciagao e a amplificagdo das sequéncias, podem ocorrer mutacoes
nas regides estruturais da regido variavel, em particular, na primeira regiao
estrutural. Preferencialmente, os erros que ocorrem na primeira regiao estru-
tural sao corrigidos com a finalidade de garantir que as sequéncias corres-
pondam completamente ou pelo menos a 98% daquelas de origem na linha-

gem germinativa, por exemplo, de forma que as sequéncias de V4 e V. se-
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jam completamente murinas.

Quando é garantido que a diversidade total da colecao de se-
quéncias selecionadas que codificam os pares de Vy e V| é altamente re-
presentativa da diversidade observada no nivel genético em uma resposta
humoral a uma imunizacao com EGFR, é esperado que a especificidade to-
tal dos anticorpos expressos partindo de uma colecao de pares selecionados
que codificam Vy e V| também seja representativa em relagao a especifici-
dade dos anticorpos produzidos nos animais imunizados com EGFR. Uma
indicacao do fato da especificidade dos anticorpos expressos partindo de
uma colecao de pares selecionados que codificam Vy e V| ser representati-
va da especificidade dos anticorpos produzidos pelos doadores pode ser
obtida através da comparacéao dos titulos dos anticorpos para os antigenos
selecionados do sangue do doador com a especificidade dos anticorpos ex-
pressa partindo de uma colecado de pares selecionados que codificam V4 e
V.. Adicionalmente, a especificidade dos anticorpos expressos partindo de
uma colegao de pares selecionados que codificam Vy e V| pode ser adicio-
nalmente analisada. O grau de especificidade se correlaciona com o niumero
de antigenos diferentes para os quais a reatividade de ligagdo pode ser de-
tectada. Em uma modalidade adicional da presente invencao, a especificida-
de dos anticorpos individuais expressos partindo de uma colegao de pares
selecionados que codificam Vy e V, € analisada através do mapeamento dos
epitopos.

O mapeamento dos epitopos pode ser realizado através de um
numero de metodologias, que nao necessariamente excluem cada outra.
Uma maneira de mapear a especificidade ao epitopo de uma molécula de
anticorpo é avaliar a ligacdo aos peptideos de comprimentos variaveis deri-
vados da estrutura primaria do antigeno-alvo. Tais peptideos podem ser tan-
to lineares quanto conformacionais e podem ser utilizados em um nimero de
formatos de ensaios, incluindo ELISA, FLISA e Ressonancia de Plasménio
de Superficie (SPR, Biacore, FACS). Além disso, os peptideos podem ser
selecionados de forma racional utilizando dados de sequéncias e estruturais

disponiveis para representar, por exemplo, regides extracelulares ou regides
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conservadas do antigeno-alvo ou podem ser planejados como um conjunto
de peptideos sobrepostos que representa uma parte selecionada ou todo o
antigeno (Meloen RH, Puijk WC, Schaaper WMM. Epitope mapping by PEP-
SCAN. Em: Immunology Methods Manual. Ed lwan Lefkovits 1997, Aca-
demic Press, pp 982-988). A reatividade especifica de um clone de anticorpo
com um ou mais tais peptideos sera geralmente uma indicagcao da especifi-
cidade do epitopo. Entretanto, os peptideos sao em muitos casos fracos imi-
tadores dos epitopos reconhecidos pelos anticorpos produzidos contra anti-
genos proteicos, tanto por causa de uma auséncia de conformagao natural
ou especifica quanto devido a area de superficie inserida de interagao ge-
ralmente maior entre um anticorpo e um antigeno proteico quando compara-
da a de um anticorpo e um peptideo. Um segundo método para o mapea-
mento de epitopos, que permite a definicao das especificidades diretamente
no antigeno proteico, é através do mascaramento seletivo do epitopo utili-
zando anticorpos bem definidos existentes. A ligagado reduzida de uma se-
gundo anticorpo de sondagem ao antigeno apés o bloqueio é geralmente
indicativa de epitopos compartilhados ou sobrepostos. O mapeamento de
epitopos através do mascaramento seletivo pode ser realizado através de
um numero de ensaios imunoldgicos, incluindo, mas nao restritos a ELISA e
Biacore, que sao bem-conhecidos na técnica (por exemplo, Ditzel e outros
1997. J. Mol. Biol. 267:684-695; Aldaz-Carroll e outros 2005. J. Virol. 79:
6260-6271). Ainda um outro método potencial para a determinagao da espe-
cificidade ao epitopo de anticorpos anti-EGFR é a seleg¢ido de mutantes de
escape na presenc¢a de anticorpo. Esta pode, por exemplo, ser realizada uti-
lizando uma varredura de alanina. O sequenciamento do(s) gene(s) de inte-
resse de tais mutantes de escape geralmente revelara quais aminoacidos
no(s) antigeno(s) que sao importantes para o reconhecimento pelo anticorpo
e assim constituem (parte de) o epitopo.

Producédo de uma composicdo de anticorpo anti-EGFR de pares seleciona-

dos que codificam Ve Vi

Uma composicao de anticorpos da presente invengao pode ser
produzida partindo de uma linhagem de células de expresséao policlonal em



10

15

20

25

30

58

um ou alguns biorreatores ou equivalentes dos mesmos. Apos esta aborda-
gem os anticorpos anti-EGFR podem ser purificados do reator na forma de
uma prepara¢ao unica sem ter que separar os membros individuais que
constituem a composi¢ao de anticorpo anti-EGFR durante o processo. Se a
composi¢cao de anticorpos for produzida em mais de um biorreator, a com-
posicao de anticorpo anti-EGFR purificada pode ser obtida através do agru-
pamento dos anticorpos obtidos partindo de sobrenadantes individualmente
purificados de cada biorreator.

Uma maneira de produzir uma composigcdo de anticorpos re-
combinantes & descrita na WO 2004/061104 e na WO 2006/007850 (estas
referéncias sao incorporadas aqui como referéncia). O método descrito nas
mesmas baseia-se na integracao especifica ao sitio da sequéncia codifica-
dora do anticorpo dentro do genoma das células hospedeiras individuais,
garantindo que as cadeias de proteinas de V4 e V. sejam mantidas em seu
pareamento original durante a producéo. Além disso, a integragao especifica
ao sitio minimiza os efeitos de posigao e, portanto, € esperado que as pro-
priedades de crescimento e de expressdo das células individuais na linha-
gem de células policlonais sejam muito similares. Geralmente, o método en-
volve o seguinte: i) uma célula hospedeira com um ou mais sitios de reco-
nhecimento da recombinase; ii) um vetor de expressao com pelo menos um
sitio de reconhecimento da recombinase compativel com o da célula hospe-
deira; iii)) produgao de uma colegcao de vetores de expressao através da
transferéncia dos pares selecionados que codificam Vy e V, do vetor de veri-
ficagdo para um vetor de expressdo de forma que um anticorpo de compri-
mento completo ou um fragmento de anticorpo possa ser expresso partindo
do vetor (tal transferéncia pode nao ser necessaria se o vetor de verificagao
for idéntico ao vetor de expresséo); iv) transfecgédo da célula hospedeira com
a colecao de vetores de expressao e um vetor que codifica uma recombina-
se capaz de combinar os sitios de reconhecimento da recombinase no ge-
noma da célula hospedeira com aquele no vetor; v) obtengao/producao de
uma linhagem de células policlonais partindo da célula hospedeira transfec-

tada e vi) expressao e coleta da composicao de anticorpos da linhagem de
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células policlonais.

Quando um numero pequeno (2-3 ou mais) de anticorpos é utili-
zado para uma composicao, estes podem ser expressos e purificados indivi-
dualmente de uma maneira similar a producao de anticorpos monoclonais,
por exemplo, como descrito na WO 2004/085474. Os anticorpos purificados
podem ser misturados apés a purificagdo ou podem ser embalados em fras-
cos separados para mistura antes da administragdo ou para administracao
separada.

Preferencialmente células de mamifero tais como células CHO,
células COS, células BHK, células de mieloma (por exemplo, células Sp2/0
ou NSO0), fibroblastos tal como NIH 3T3 e células humanas imortalizadas,
tais como células Hela, células HEK 293 ou PER.C6, sao utilizadas. Entre-
tanto, células eucariéticas sem ser de mamifero ou procariéticas, tais como
células vegetais, células de insetos, células de levedura, fungo, E. coli etc.,
também podem ser empregadas. Uma célula hospedeira adequada compre-
ende um ou mais sitios de reconhecimento da recombinase adequados em
seu genoma. A célula hospedeira deve também conter um modo de selegéo
que esta ligado de forma operacional ao sitio de integragao, para possibilitar
a seleg¢do dos integrantes, (isto &, células que possuem uma coépia integrada
de um vetor de expressdo de Ab anti-EGFR ou um fragmento de vetor de
expressao no sitio de integracéo). A preparagao de células que possuem um
sitio FRT em uma localizagcao predeterminada no genoma foi descrita, por
exemplo, na US 5.677.177. Preferencialmente, uma ceélula hospedeira pos-
sui apenas um unico sitio de integragao, que fica localizado em um sitio que
permite a alta expressao do integrante (um assim chamado "hot-spot").

Um vetor de expressdao adequado compreende um sitio de re-
conhecimento de recombinacao que é compativel com o(s) sitio(s) de reco-
nhecimento da recombinase da célula hospedeira. Preferencialmente o sitio
de reconhecimento da recombinase esta ligado a um gene de selegdao ade-
quado diferente do gene de selegcdo utilizado para a construcao da ceélula
hospedeira. Os genes de selecao sdo bem-conhecidos na técnica e incluem
o gene da glutamina sintetase (GS), o gene da di-hidrofolato redutase (DH-
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FR) e a neomicina, em que o GS ou o DHFR pode ser utilizado para a ampli-
ficacao génica da sequéncia Vy e V. inserida. O vetor também pode conter
dois sitios de reconhecimento da recombinase diferentes para permitir a tro-
ca de cassetes mediada pela recombinase (RMCE) da sequéncia codificado-
ra do anticorpo ao invés da integracdo completa do vetor. A RMCE é descri-
ta em (Langer e outros 2002; Schlake e Bode 1994). Os sitios de reconhe-
cimento da recombinase adequados sdo bem-conhecidos na técnica e inclu-
em os sitios FRT, lox e attP/attB. Preferencialmente o vetor de integracao €
um vetor que codifica isotipo, em que as regides constantes (preferencial-
mente incluindo introns) estao presentes no vetor antes da transferéncia do
par codificador de Vy e V. do vetor de verificagao (ou as regiées constantes
ja estao presentes no vetor de verificagdo se a verificagao for realizada em
anticorpos de comprimento completo. As regides constantes presentes no
vetor podem ser a regiao constante de cadeia pesada inteira (CH4 até CHs;
ou até CH,) ou a regidao constante que codifica a parte Fc do anticorpo (CH>
até CH; ou até CH,). A regido constante Kappa ou Lambda de cadeia leve
também pode estar presente antes da transferéncia. A escolha do numero
de regibes constantes presentes, se alguma, depende do sistema de verifi-
cagao e de transferéncia utilizado. As regides constantes de cadeia pesada
podem ser selecionadas dos isotipos IgG1, 1gG2, 1gG3, iIgG4, IgA1, IgA2,
IgM, IgD e IgE. Os isotipos preferidos sao IgG1, 1gG2 e/ou IgG3. Ainda, o
vetor de expressao para a integragdo especifica ao sitio do acido nucleico
que codifica o anticorpo anti-EGFR contém promotores adequados ou se-
quéncias equivalentes que direcionam altos niveis de expressao de cada
uma das cadeias V4 e V.. A Figura 4 ilustra uma maneira possivel de plane-
jar o vetor de expressao, embora varios outros planejamentos sejam possi-
veis.

A transferéncia dos pares selecionados que codificam Vy e Vi
partindo do vetor de verificagdo pode ser realizada através da clivagem com
enzimas de restricao convencionais e ligagao, de forma que cada molécula
de vetor de expressao contenha um par que codifica V4 e V.. Preferencial-

mente, os pares que codificam Vy e V. s&o transferidos individualmente, es-
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tes podem, entretanto, também ser transferidos em massa se desejado.
Quando todos os pares selecionados que codificam Vy e Vi s&o transferidos
para o vetor de expressao uma colecdo ou uma biblioteca de vetores de ex-
pressao é obtida. Meios alternativos de transferéncia também podem ser
utiizados se desejado. Se o vetor de verificacao for idéntico ao vetor de ex-
presséo, a biblioteca de vetores de expressao € constituida dos pares de
sequéncias de Vy e V| durante a verificacdo, que ficam situados no vetor de
verificacao/de expressao.

Os métodos para a transfecgdo de uma sequéncia de acido nu-
cleico para dentro de uma célula hospedeira sao conhecidos na técnica. Pa-
ra garantir a integragao especifica ao sitio, uma recombinase adequada tam-
bém tem que ser fornecida a célula hospedeira. Isto & preferencialmente rea-
lizado através da cotransfecgao de um plasmideo que codifica a recombina-
se. As recombinases adequadas sao, por exemplo, Flp, Cre ou integrase do
fago ®C31, utilizada junto com um sistema de célula hospedeira/vetor com
os sitios de reconhecimento da recombinase correspondentes. A célula hos-
pedeira pode também ser transfectada em massa, significando que a biblio--
teca de vetores de expressao é transfectada na linhagem de células em uma
Unica reacao sendo obtida assim uma linhagem de células policlonais. Alter-
nativamente, a colecdo de vetores de expressao pode ser transfectada indi-
vidualmente na célula hospedeira, gerando assim uma coleg¢ao de linhagens
de células individuais (cada linhagem de células produz um anticorpo com
uma especificidade particular). As linhagens de células geradas apods a
transfecgao (individuais ou policlonais) sdo entdo selecionadas em relagao
aos integrantes especificos ao sitio e adaptadas para crescerem em sus-
pensao e meios isentos de soro, se ja nao possuirem estas propriedades
antes da transfeccdo. Se a transfecgao tiver sido realizada individualmente,
as linhagens de células individuais sdo analizadas adicionalmente em rela-
¢ao as suas propriedades de crescimento e a produgcao de anticorpo. Prefe-
rencialmente, as linhagens de células com taxas de proliferagéo e niveis de
expressao de anticorpo similares sao selecionadas para a produgao da li-

nhagem de células policlonais. A linhagem de células policlonais € entao
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gerada através da mistura das linhagens de células individuais em uma pro-
porcao predefinida. Geralmente, um banco de células principais policlonais
(pPMCB), um banco de células de pesquisa policlonais (pPRCB) e/ou um ban-
co de células de trabalho policlonais (pWCB) é estabelecido partindo da li-
nhagem de células policlonais. A linhagem de células policlonais €& gerada
através da mistura das linhagens de ceélulas individuais em uma proporgao
predefinida. A linhagem de células policlonais & distribuida em ampolas ge-
rando assim um banco de células de pesquisa policlonais (pPRCB) ou um
banco de células principais (pMCB) partindo do qual um banco de células de
trabalho policlonais (pWCB) pode ser gerado através da expansao das célu-
las partindo do banco de células de pesquisa ou principais. O banco de célu-
las de pesquisa € primariamente para provar os estudos de conceito, nos
quais a linhagem de células policlonais pode nao compreender tantos anti-
corpos individuais quanto a linhagem de células policlonais no banco de cé-
lulas principais. Normalmente, o pMCB é adicionalmente expandido para
estabelecer um pWCB com finalidades de produgao. Uma vez que o pWCB
esta exaurido, uma nova ampola do pMCB pode ser expandida para estabe-
lecer um novo pWCB.

Uma modalidade da presente invencao € uma linhagem de célu-
las policlonais capaz de expressar uma composi¢éo de anticorpo anti-EGFR
recombinante da presente invencao.

Uma modalidade adicional da presente invencao € uma linha-
gem de células policlonais em que cada célula individual € capaz de expres-
sar um unico par que codifica V4 € V. e a linhagem de células policlonais
como um todo é capaz de expressar uma colegao de pares que codificam Vi
e V., em que cada par de V4 e V| codifica um anticorpo anti-EGFR. Prefe-
rencialmente a colecao de pares que codificam Vy e V, sao pares cognatos
gerados de acordo com os métodos da presente invencgao.

Uma composi¢ao de anticorpos recombinantes da presente in-
vencgao pode ser produzida através da cultura de uma ampola de um pWCB
em um meio apropriado durante um periodo de tempo que permita a expres-

sao suficiente de anticorpo e em que a linhagem de células policlonais per-
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maneca estavel (A janela € de aproximadamente entre 15 dias e 50 dias).
Podem ser utilizados métodos de cultura tal como batelada alimentada ou
perfusdo. A composi¢cdo de anticorpos recombinantes é obtida do meio de
cultura e purificada através de técnicas de purificacao convencionais. A cro-
matografia por afinidade combinada com etapas de purificagdo subsequen-
tes tais como cromatografia por troca iénica, interagées hidrofébicas e filtra-
¢ao em gel tem sido frequentemente utilizada para a purificacdo de IgG. A-
pbs a purificagcao, a presenga de todos os membros individuais na composi-
cao de anticorpos policlonais € avaliada, por exemplo, através de cromato-
grafia por troca idnica. A caracterizagdo de tal composi¢cao de anticorpos é
descrita em detalhes na WO 2006/007853 (incorporada aqui como referén-
cia).

Um método alternativo de expressdao de uma mistura de anti-
corpos em um hospedeiro recombinante é descrito na WO 2004/009618.
Este método produz anticorpos com cadeias pesadas diferentes associadas
com a mesma cadeia leve proveniente de uma unica linhagem de células.
Esta abordagem pode ser aplicavel se a composi¢cao de anticorpo anti-EGFR
for produzida partindo de uma biblioteca combinatdéria.

Composicoes terapéuticas

Um outro aspecto da invengiao € uma composicao farmacéutica
que compreende como um ingrediente ativo uma composi¢do de anticorpos
anti-EGFR ou de Fab recombinante anti-EGFR ou uma outra composigao de
fragmentos de anticorpos recombinantes anti-EGFR ou uma molécula de
ligacao biespecifica da invencao. Preferencialmente, o ingrediente ativo de
tal composicdo € uma composigédo de anticorpos recombinantes anti-EGFR
como descrito na presente invencao. E pretendido que tais composigoes se-
jam para a melhora e/ou para a prevengao e/ou para o tratamento de cancer.
Preferencialmente, a composicdo farmacéutica € administrada a um ser hu-
mano, um animal doméstico ou um animal de companhia.

A composicao farmacéutica compreende ainda um excipiente
farmaceuticamente aceitavel.

A composi¢ao de anticorpos anti-EGFR ou os fragmentos dos
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anticorpos da mesma podem ser administrados dentro de um diluente, um
carreador ou um excipiente farmaceuticamente aceitavel, em uma forma de
dosagem unitaria. A pratica farmacéutica convencional pode ser empregada
para fornecer formulagtes ou composi¢cées adequadas para a administragao
a pacientes com cancer. Em uma modalidade preferida, a administracao é
terapéutica, significando que é realizada apés uma condi¢do de cancer ter
sido diagnosticada. Qualquer via apropriada de administracdo pode ser em-
pregada, por exemplo, a administracao pode ser administracdo parenteral,
intravenosa, intra-arterial, subcutanea, intramuscular, intraperitoneal, intra-
nasal, por aerossol, por supositério ou oral. Por exemplo, as formulacdes
farmacéuticas podem estar na forma de solugées ou de suspensées liqui-
das. Para a administragao oral, € necessario que estas estejam protegidas
contra a degradacao no estdbmago. Para as formulagdes intranasais, os anti-
corpos podem ser administrados na forma de pés, gotas nasais ou aeros-
sois.

As composigdes farmacéuticas da presente invengao sao prepa-
radas de uma maneira conhecida per se, por exemplo, através de processos
convencionais de dissolucao, liofilizagao, mistura, granulagdo ou preparacao.
As composigdes farmacéuticas podem ser formuladas de acordo com a pra-
tica farmacéutica convencional (vide, por exemplo, em Remington: The Sci-
ence and Practice of Pharmacy (202 ed.), ed. A.R. Gennaro, 2000, Lippincott
Williams & Wilkins, Filadélfia, PA e Encyclopedia of Pharmaceutical Tech-
nology, eds. J. Swarbrick e J. C. Boylan, 1988-1999, Marcel Dekker, Nova
York, NY).

Preferencialmente as solugbes ou as suspensdes do ingrediente
ativo e especialmente solugdes ou suspensdes aquosas isotdnicas, sao utili-
zadas para preparar as composigdes farmacéuticas da presente invengao.
No caso de composigoes liofilizadas que compreendem o ingrediente ativo
isoladamente ou junto com um carreador, por exemplo, manitol, tais solu-
¢Oes ou suspensdes podem, se possivel, ser produzidas antes do uso. As
composigées farmacéuticas podem ser esterilizadas e/ou podem compreen-

der excipientes, por exemplo, conservantes, estabilizantes, agentes umec-
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tantes e/ou emulisificantes, solubilizantes, sais para a regulacéo da pressao
osmoética e/ou tampdes e sao preparadas de uma maneira conhecida per se,
por exemplo, através de processos convencionais de dissolugao ou de liofili-
zacao. As ditas solugdes ou suspensdes podem compreender substancias
que aumentam a viscosidade, tal como carboximetilcelulose de sédio, carbo-
ximetilcelulose, dextrano, polivinilpirrolidona ou gelatina.

As composigdes para injecdo sao preparadas de maneira cos-
tumeira sob condi¢des estéreis; o0 mesmo também se aplica a introducao das
composi¢cdes em ampolas ou frascos e a vedagéao dos recipientes.

As composi¢des farmacéuticas compreendem de aproximada-
mente 1% até aproximadamente 95%, preferencialmente de aproximada-
mente 20% até aproximadamente 90% de ingrediente ativo. As composigoes
farmacéuticas de acordo com a invengao podem, por exemplo, estar na for-
ma de dose unitaria, tal como na forma de ampolas, frascos, supositorios,
comprimidos, pilulas ou capsulas. As formulagcdes podem ser administradas
a individuos humanos em quantidades terapeuticamente ou profilaticamente
eficientes (por exemplo, quantidades que previnem, eliminam ou reduzem
um estado de salde patolégico) para fornecer terapia para uma doeng¢a ou
um estado de saude. E provavel que a dosagem preferida de agente tera-
péutico que sera administrada dependa de variaveis tais como a gravidade
do cancer, da condigcao geral de saude do paciente particular, da formulagao
dos excipientes do composto e de sua via de administragao.

Usos terapéuticos das composicoes de acordo com a invencao

As composigdes farmacéuticas de acordo com a presente in-
vengao podem ser utilizadas para o tratamento ou para a melhora de uma
doenca em um mamifero. Os estados de satde que podem ser tratados ou
prevenidos com as presentes composi¢gdes farmacéuticas incluem a preven-
¢ao e o tratamento de pacientes com cancer pode ser preferencialmente
submetido ao tratamento terapéutico com uma composicdo farmacéutica de
acordo com a presente invengao.

Uma modalidade da presente invengdo ¢ um método de pre-

vencao, tratamento ou melhora de um ou mais sintomas associados com
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cancer em um mamifero, que compreende a administracdo de uma quanti-
dade eficiente de uma composi¢do de anticorpos recombinantes anti-EGFR
da presente invengao ao dito mamifero.

Uma modalidade adicional da presente invenciao € o uso de
uma composi¢do de anticorpos recombinantes anti-EGFR da presente in-
vengao para a preparagao de uma composi¢do para o tratamento, a melhora
ou a prevengao de um ou mais sintomas associados com cancer em um
mamifero.

Preferencialmente, o mamifero nas modalidades anteriores é
um ser humano, um animal doméstico ou um animal de companhia.

Os anticorpos de acordo com a presente inveng¢do sao indica-
dos no tratamento de certos tumores sélidos. Com base em um nimero de
fatores, incluindo os niveis de expressdo de EGFR, entre outros, os tipos de
tumores a seguir parecem apresentar indicagdes preferidas: cancer de ma-
ma, de ovario, de célon, retal, de préstata, de bexiga, pancreatico, de cabega
e pescogo e pulmonar de células nao-pequenas. Em associagcdo com cada
uma destas indicagdes, trés vias clinicas parecem oferecer potenciais distin-
tos para sucesso clinico:

Terapia adjunta: Na terapia adjunta, os pacientes seriam trata-
dos com os anticorpos de acordo com a presente invengao em combinagao
com um agente quimioterapéutico ou antineoplasico e/ou uma terapia de
radiagdo. Os alvos primarios listados anteriormente seréo tratados sob pro-
tocolo através da adi¢cdo dos anticorpos da invengao a terapia padronizada
de primeira e de segunda linhas. Os planejamentos do protocolo se dirigirao
a eficiéncia que é avaliada pela redu¢ao na massa tumoral assim a capaci-
dade de reduzir doses usuais de quimioterapia padronizada. Estas redugdes
na dosagem permitirdo uma terapia adicional e/ou prolongada atraves da
reducio da toxicidade relacionada a dose do agente quimioterapéutico. Os
anticorpos anti-EGFR da técnica anterior foram ou estao sendo utilizados em
varios testes clinicos adjuntos em combinagdo com os agentes quimiotera-
péuticos ou antineoplasicos adriamicina (Erbitux: carcinoma avangado de

prostata), cisplatina (Exbitux: carcinomas avangados de cabega e pescoco e
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pulmonar), taxol (Erbitux: cAncer de mama) e doxorrubicina (Erbitux).

A invencao fornece artigos farmacéuticos que compreendem
uma composicao de anticorpos da invengao e pelo menos um composto ca-
paz de induzir a diferenciacéo de células cancerosas na forma de uma com-
binacao para a administragao simultanea, separada ou sucessiva na terapia
de cancer. Através da combinac¢ao das composicdes de anticorpos da inven-
cao com agentes conhecidos por induzirem a diferenciagcao terminal de célu-
las cancerosas, o efeito pode ser adicionalmente aumentado.

O pelo menos um composto pode ser selecionado do grupo que
consiste em acido retindico, acidos trans-retinéicos, acidos cis-retindicos,
fenilbutirato, fator de crescimento de nervos, sulféxido de dimetila, vitamina
D(3) forma ativa, receptor gama ativado pelo proliferador de peroxissomos,
13-acetato de 12-O-tetradecanoilforbol, hexametileno-bis-acetamida, fator-
beta de crescimento de transformacao, acido butirico, AMP ciclico e vesnari-
nona. Preferencialmente o composto é selecionado do grupo que consiste
em acido retinoico, fenilbutirato, acido todo-trans-retindico, vitamina D forma
ativa.

Os artigos farmacéuticos que compreendem uma composiGao
de anticorpos da invengao e pelo menos um composto quimioterapéutico ou
antineoplasico podem ser utilizados como uma combinagéo para a adminis-
tracao simultdnea, separada ou sucessiva na terapia de cancer. O composto
quimioterapéutico pode ser selecionado do grupo que consiste em adriami-
cina, cisplatina, taxol, doxorrubicina, topotecano, fluoropirimidina, oxaliplatina
e irinotecano.

Monoterapia: Em associagdo com o uso dos anticorpos de a-
cordo com a presente invengido na monoterapia de tumores, os anticorpos
podem ser administrados a pacientes sem um agente quimioterapéutico ou
antineoplasico. Os resultados pré-clinicos gerados através do uso de anti-
corpos de acordo com a presente invencao e discutidos aqui demonstraram
resultados positivos como uma terapia independente.

Agente de Formagao de Imagem: Através da ligacao de um ra-

dionuclideo (por exemplo, itrio (**Y) aos anticorpos de acordo com a presen-
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te invencao, & esperado que os anticorpos marcados radioativamente de
acordo com a presente invengao possam ser utilizados como um agente de
formacdo de imagem para diagnoéstico. Em tal fungao, os anticorpos da in-
vengao serédo localizados tanto em tumores sélidos quanto em lesées metas-
tasicas de células que expressam EGFR. Em associacdao ao uso dos anti-
corpos da invengao como agentes de formagao de imagem, os anticorpos
podem ser utilizados no auxilio do tratamento cirirgico de tumores sélidos,
tanto como uma verificagao pré-cirirgica quanto um acompanhamento poés-
operatério para determinar qual tumor permanece e/ou retorna. Um anticor-
po (*"'In)-Erbitux foi utilizado como um agente de formacédo de imagem em
um teste clinico humano de Fase | em pacientes que possuiam carcinomas
pulmonares de células escamosas que nao podiam ser removidos por cirur-
gia. (Divgi e outros J. Natl. Cancer Inst. 83:97-104 (1991)). Os pacientes fo-
ram acompanhados com camera gama padronizada anterior e posterior. Os
dados preliminares indicaram que todas as lesdes primarias e as lesdes me-
tastasicas grandes foram identificadas, enquanto que somente a metade das
lesbes metastasicas pequenas (menores que 1 cm) nao foram detectadas.
Os inibidores da tirosina quinase (TKls) sdo moléculas sintéticas
de baixo peso molecular principalmente derivadas de quinazolina que intera-
gem com o dominio da tirosina quinase intracelular dos receptores e inibindo
a fosforilagao do receptor induzida pelo ligante através da competicao pelo
sitio de ligacdao ao Mg-ATP intracelular. Varios TKls no desenvolvimento cli-
nico incluindo Gefitinib (Iressa, ZD1839), Erlobtinib (Tarceva, OSI-774), La-
patinib, (Tykerb, GW572016), Canertinib (CI-1033), EKB-569 e PKI-166 es-
tao direcionados ao EGFR. O tratamento de combinagdo de TKis e anti-
EGFR mostrou ser benéfico tanto in vivo quanto in vitro contra células can-
cerosas dependentes de EGFR. Os artigos farmacéuticos que compreendem
uma composicao de anticorpos da invengao e pelo menos um TKI que se
direciona ao EGFR podem ser utilizados como uma combinagao para a ad-
ministracdo simultidnea, separada ou sucessiva na terapia de cancer. Os
inibidores adicionais de moléculas pequenas incluem: Sorafinib (raf e multi-
plos RTKs), Sunitinib (Multiplos RTKs), Temsirolimus (mTOR), RADOO1
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(mTOR) e AZD217 (VEGFR2).

Em outras modalidades, as composi¢des de anticorpos da pre-
sente invenc¢do sao utilizadas em combinagao com outros produtos terapéu-
ticos de anticorpo. Os exemplos destes incluem, por exemplo, anticorpos
contra HER2 (Herceptina) e VEGF (avastina). Ainda em outras modalidades,
as composig¢des de anticorpos da presente invencao sao utilizadas em com-
binacao com um agente conhecido por estimular as células do sistema imu-
noloégico, tal tratamento de combinagao levando a um maior aumento media-
do pelo sistema imunoldgico da eficacia das composi¢cdes de anticorpos da
invengdo. Os exemplos de tais agentes de estimulo imunolégico incluem,
mas nao estéo limitados as interleucinas recombinantes (por exemplo, IL-21
e IL-2).

Dose e Via de Administracdo

Embora a dosagem especifica para os anticorpos de acordo
com a invencao nao tenha sido ainda determinada, certas consideragdes de
dosagem podem ser determinadas através da comparagdao com o produto
similar (ImClone C225 (Erbitux)) que foi aprovado. O anticorpo C225 esta
sendo tipicamente administrado com doses na faixa de 5 até 400 mg/mz,
com as doses mais baixes sendo utilizadas apenas em associagdo aos es-
tudos de seguranca. Consequentemente, seria esperado que a dosagem em
pacientes com os anticorpos de acordo com a invengao pudesse estar nesta
faixa ou inferior, talvez na faixa de 50 até 300 mg/m? e ainda permanecer
eficiente. A dosagem em mg/m?, ao contrario da medida convencional de
dose em mg/kg, € uma medida baseada na area de superficie e € uma me-
dida de dosagem conveniente que & planejada para incluir pacientes de to-
dos os tamanhos de criangas até adultos.

A informacgéao prescritiva disponivel para o Erbitux (Cetuximab)
inclui uma infusao IV inicial de 120 minutos de 400 mg/m?, seguida por infu-
sdes semanais de 60 min de 250 mg/m?. Estas dosagens s&o recomenda-
das para o tratamento independente assim como para combinagao com a
terapia de radiacdo. Para o Vectibix (panitumumab) a dose recomendada &
de 6 mg/kg administrada ao longo de 60 minutos a cada 14 dias.
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A dosagem clinica esperada do anticorpo HuMaxEGFr (zumu-
tumumab) da Genmab é uma dose inicial de 8 mg/kg de HuMax-EGFr, se-
guida por infusdes semanais de uma dose de manutencao até a progressao
da doenca. A dose de manutengao sera ajustada quando necessario até que
o paciente desenvolva uma erupgao na pele limitante da dose, até uma dose
maxima de 16 mg/kg de HuMax-EGFr (Dosagens para o estudo de Fase Il
principal, disponiveis na descricdo do produto da Genmab).

E provavel que a dosagem clinica das composi¢des de anticor-
pos da presente inveng¢ao seja limitada pela extensdo da erupg¢ao na pele
que é observada com anticorpos monoclonais anti-EGFR (Erbitux e Vectibix)
utilizados na clinica atualmente. Os dados provenientes de um estudo toxi-
coldgico de seis semanas em macacos cinomoélogos ndo mostraram sinais
de erupgéao na pele quando uma composi¢ao de anticorpos da invengao foi
administrada em uma dose equivalente aquela que é utilizada para o trata-
mento com um dos anticorpos monoclonais utilizados na clinica (exemplo
20). Assim, as composi¢cdes de anticorpos da invengao podem ser adminis-
tradas de forma intravenosa e com uma dosagem semanal de 250 mg/m?
que é traduzida em 7,5 mg/kg para um ser humano com uma superficie cor-
poral de 1,8 m? e 60 kg de peso corporal. Além disso, uma dose de carga
inicial de 400 mg/m? (que é traduzida em 12 mg/kg para um ser humano com
uma superficie corporal de 1,8 m? e 60 kg de peso corporal) pode ser forne-
cida antes da dosagem semanal subsequente.

E esperado que trés abordagens de fornecimento distintas se-
jam uteis para o fornecimento dos anticorpos de acordo com a invengéo. O
fornecimento intravenoso convencional sera presumidamente a técnica de
fornecimento padronizada para a maioria dos tumores. Entretanto, em asso-
ciacdo com os tumores na cavidade peritoneal, tais como tumores dos ova-
rios, do duto biliar, de outros dutos e similares, pode ser provado que a ad-
ministragao intraperitoneal é favoravel para a obtengao de uma dose alta de
anticorpo no tumor e para minimizar a eliminagao do anticorpo. De uma ma-
neira similar, certos tumores sélidos possuem sistema de vasos sanguineos

que & apropriado para a perfusado regional. A perfusdo regional permitira a
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obten¢cao de uma dose alta do anticorpo no local de um tumor e minimizara a
eliminacéo em curto prazo do anticorpo.

Como com qualquer produto terapéutico baseado na infusédo de
proteinas ou anticorpos, as preocupagdes com a seguran§a estao relaciona-
das primariamente com (i) a sindrome de libreagdo de citocinas, isto €, hipo-
tensao, febre, tremores, calafrios, (ii) o desenvolvimento de uma resposta
imunogénica ao material (isto &, desenvolvimento de anticorpos humanos
pelo paciente para o anticorpo terapéutico ou resposta HAHA ou HACA) e
(iii) a toxicidade para as células normais que expressam o receptor do EGF,
por exemplo, hepatécitos que expressam EGFR. Os testes padronizados e o
acompanhamento serao utilizados para monitorar cada uma destas preocu-
pagdes com a seguranca. Em particular, a funcao hepatica sera monitorada
frequentemente durante os testes clinicos para avaliar danos no figado, se
algum.

Uso para diagnostico

Uma outra modalidade da invencao esta direcionada a kits para
diagnoéstico. Os kits de acordo com a presente invengao compreendem uma
composicao de anticorpos anti-EGFR preparada de acordo com a invengao
cuja proteina pode ser marcada com uma marcagcao detectavel ou nao-
marcada para detecgdo sem marcagao. O kit pode ser utilizado para identifi-
car individuos sofrendo de cancer associado com a superexpressao de EG-
FR.

EXEMPLOS
EXEMPLO 1 Clonagem de anticorpos anti-EGFR
Imunizagdes
Fémeas de camundongos BALB/c, da cepa A ou C57B16 (8-10

semanas de idade) foram utilizadas para imunizagdes através de injecoes

com proteinas purificadas diferentes em adigcao as células que superexpres-
sam EGFR.

Proteinas EGFR disponiveis comerciailmente (R&D systems
cat#1095-ER ou Sigma # E3641) foram utilizadas para algumas das imuni-
zagoes. Para as outras imunizagdes o EGFR humano recombinante e o EG-
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FRvIll produzidos na forma de proteinas de fusao foram utilizados consistin-
do no ECD do EGFR ou no EGFRvill e o horménio de crescimento humano
(hGH), também incluindo um sitio de clivagem do Virus Etch do Tabaco
(TEV) em adicao a um His-tag descrito no Exemplo 10b. Em alguns casos, o
ECD do EGFR foi isolado através da clivagem com a protease do TEV e da
purificagao subsequente em uma coluna de Niquel.

A linhagem de células cancerosas de cabeg¢a e pescogo huma-
na, HN5 (Easty DM, Easty GC, Carter RL, Monaghan P, Butler LJ. Br J Can-
cer. 1981 Jun;43(6):772-85. Ten human carcinoma cell lines derived from
squamous carcinomas of the head and neck.) expressando aproximadamen-
te 107 receptores/célula foi utilizada para imunizacées baseadas em células.
As células foram cultivadas em meio DMEM suplementado com 10% de FBS
(Soro Fetal Bovino), 3 mM de Glicerol, 5 mM de Piruvato de Sédio e 1% de
Penicilina Estreptomicina. Antes de cada imunizagao as células foram lava-
das em PBS, tratadas com tripsina com TrypLE e ressuspensas em meio de
cultura. Subsequentemente as suspensdes de células foram lavadas duas
vezes em PBS por centrifugacao a 250Xg durante 5 min, desalojando e res-
suspendendo em 15 mL de PBS esterilizado.

As células ou o antigeno foi diluido em PBS e entao misturado
1:1 com Adjuvante de Freund. O adjuvante é utilizado para aumentar e para
modular a resposta imunolégica. Para as primeiras imunizagées o Adjuvante
Completo de Freund (CFA) foi utilizado enquanto o Adjuvante Incompleto de
Freund (IFA) foi utilizado para as imuniza¢gdes subsequentes. O IFA € uma
emulsao de 6leo-em-agua composta de éleos minerais e o CFA é o IFA ao
qual sao adicionadas espécies de Micobactérias secas mortas por tratamen-
to térmico. Ambos os adjuvantes possuem um efeito de depdsito. O CFA da
origem a persisténcia em longo prazo da resposta imunolégica e é utilizado
para as primeiras imunizagdes para estimular a resposta imunolégica e o IFA
é utilizado para imunizagdes subsequentes. As emulsdes foram testadas
através da adigado de uma gota sobre a superficie de um vidro com agua. Se
a gota permanecer na forma de uma gota, a emulséo € estavel e as injegcoes

podem ser realizadas. Somente as emulsdes estaveis foram administradas
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aos camundongos.

Dependendo do planejamento (vide a Tabela 2), 25-100 pg de
antigeno ou 10’ células foram utilizadas para cada injegdo. No total, os ca-
mundongos receberam 4 injecdes. Todos os camundongos receberam inje-
¢oes de 300 ulL ou de 200 uL de emulsao. Dependendo do planejamento, as
injecdes foram realizadas de forma subcutanea (s.c.), intraperitoneal (i.p.) ou
intravenosa (i.v.).

No término, os camundongos foram sacrificados através do des-
locamento cervical e os bagos foram removidos e transferidos para um filtro
de ceélulas de 74 um (Corning#136350-3479). As células foram maceradas
através do filtro, ressuspensas em RPMI 1640 gelado com 10% de FBS e
centrifugadas a 300Xg durante 5 minutos. O pélete de células foi ressuspen-
so em RPMI 1640 com 1% de FBS, filtrado através de um filtro em seringa
de 50 um (BD# 340603) e coletado por centrifugagao. O pélete de células foi
criopreservado apos a ressuspensédo em FCS com 10% de DMSO e as célu-
las congeladas foram armazenadas a -80°C até a separacao por FACS.

Separacdo por FACS de células plasmaticas murinas

Os frascos com esplendcitos congelados foram descongelados
a 37°C e transferidos para um tubo de 15 mL com gelo ainda presente. 10
mL de RPMI resfriado em gelo, 10% de FBS (soro fetal bovino) foram adi-
cionados em gotas no tubo durante agitacdo. Apés uma lavagem em 10 mL
de PBS para FACS, 5 mL de PBS para FCS sao adicionados antes da filtra-
cao das células através de Filcon de 50 um. As células foram entao peleti-
zadas e ressuspensas em 1 mL de PBS com 2% de FBS (volume final) e
coradas com anti-CD43-FITC e anti-CD138-PE de acordo com a diluicao
especifica até uma concentragao final de aproximadamente 5 pg/ml. As célu-
las foram incubadas a 4°C durante 20 min na escuridao. Subsequentemente,
as células foram lavadas 2 vezes com 2 mL de tampao para FACS. Até 15
mL de PBS para FACS foram adicionados. O lodeto de Propidio (PI) foi adi-
cionado a 1:100 (1 parte de Pl para 100 partes de tampao PBS para FACS)
e as células foram subsequentemente separadas em placas para PCR de 96
pocos, contendo tampao de reacdo da PCR (vide abaixo) e centrifugadas
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durante 2 min 400Xg antes das placas serem congeladas a -80°C. As célu-
las plasmaticas foram captadas na forma de CD43-positivas/CD-138 positi-
vas como mostrado na Figura 1.

Ligacdo de pares de V4 e V, cognatos

A ligacao de sequéncias que codificam Vy e V| foi realizada nas
células isoladas capturadas como células plasmaticas, facilitando o parea-
mento de cognatos das sequéncias que codificam Vy e V. O procedimento
utilizou um procedimento de PCR de duas etapas baseado e uma RT-PCR
com extensao em sobreposicido multiplex em uma etapa seguido por uma
PCR aninhada. As misturas de iniciadores utilizadas no presente exemplo
amplificam apenas as cadeias leves Kappa. Os iniciadores capazes de am-
plificar as cadeias leves Lambda poderiam, entretanto, ser adicionados na
mistura de iniciadores multiplex e na mistura de iniciadores da PCR aninha-
da se desejado. Se iniciadores Lambda forem adicionados, o procedimento
de separacao deve ser adaptado de forma que células positivas para Lamb-
da nao sejam excluidas. O principio para a ligacao de sequéncias de Vy e V.
cognatas ¢ ilustrado na Figura 2.

As placas para PCR de 96 pogos produzidas foram descongela-
das e as células separadas serviram como molde para a RT-PCR com ex-
tensdao em sobreposigcdo multiplex. O tampéao de separagao adicionado em
cada pogo antes da separacao de células isoladas continha tampao de rea-
¢ao (OneStep RT-PCR Buffer; Qiagen), iniciadores para RT-PCR (vide a
Tabela 3) e inibidor de RNase (RNasin, Promega). Este foi suplementado
com OneStep RT-PCR Enzyme Mix (diluicdo de 25x; Qiagen) e mistura de
dNTPs (200 uM cada) para a obtenc¢do da concentragao final em um volume
de reacgao de 20 pL. As placas foram incubadas durante 30 min a 55°C para
permitir a transcricdo reversa do RNA de cada célula. Apdés a RT, as placas
foram submetidas ao ciclo de PCR a seguir: 10 min a 94°C, 35x(40 s a 94°C,
40 s a 60°C, 5mina 72°C), 10 min a 72°C.

As reagdes de PCR foram realizadas em um H20BIT Thermal
cycler com um Peel Seal Basket para 24 placas de 96 pogos (ABgene) para
facilitar um alto rendimento. As placas para PCR foram armazenadas a -
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20°C ap0s os ciclos.

Para a etapa de PCR aninhada, as placas para PCR de 96 po-
¢os foram preparadas com a mistura a seguir em cada pogo (reacées de 20
pL) para a obtengao da concentragio final determinada: 1x tampéao FastStart
(Roche), mistura de dNTPs (200 uM cada), mistura de iniciadores aninhados
(vide a Tabela 4), DNA Polimerase Phusion (0,08 U; Finnzymes) e FastStart
High Fidelity Enzyme Blend (0,8 U; Roche). Como molde para a PCR ani-
nhada, 1 pL foi transferido das reagées de PCR com extensdao em sobrepo-
sicao multiplex. As placas para PCR aninhada foram submetidas ao ciclo
térmico a seguir: 35x (30 s a 95°C, 30 s a 60°C, 90 s a 72°C), 10 min a
72°C.

As reacgdes selecionadas aleatoriamente foram analisadas em
um gel de agarose a 1% para verificar a presenca de um fragmento de ex-
tensao em sobreposi¢ao de aproximadamente 890 pares de bases (pb).

As placas foram armazenadas a -20°C até o processamento a-
dicional dos fragmentos de PCR.

Os repertoérios de pares codificadores ligados de Vy e V_ prove-
nientes da PCR aninhada foram agrupados, sem misturar os pares de doa-
dores diferentes e foram purificados através de eletroforese preparatéria em
gel de agarose a 1%. A sequéncia que codifica a cadeia leve constante kap-
pa humana foi unida através da extensao com sobreposi¢ao a regidao codifi-
cadora de V| dos produtos da PCR agrupados dos pares codificadores liga-
dos de Vy e V| (Figura 3). A sequéncia que codifica a cadeia leve constante
kappa humana foi amplificada partindo de um plasmideo que contém a se-
quéncia codificadora de um anticorpo humano com uma cadeia leve kappa
em uma reacgao contendo: Phusion Enzyme (2 U; Finnzymes), 1x tampao
Phusion, mistura de dNTPs (200 uM cada), iniciador hKCforw-v2 e iniciador
Kappa3' (Tabela 5) e o molde do plasmideo pLL138 (10 ng/pL) em um volu-
me total de 50 pL. A reagao foi submetida ao ciclo térmico a seguir: 25x (30
s a 95°C, 30 s a 55°C, 45 s a 72°C), 10 min a 72°C. O fragmento de PCR
resultante foi purificado por eletroforese preparatoria em gel de agarose a
1%.
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Os fragmentos de PCR agrupados purificados de cada reperto6-
rio foram unidos ao fragmento de PCR amplificado e purificado da regiao
codificadora constante kappa humana (Apéndice 2) através da ligagdo a se-
guir por PCR com extens@ao em sobreposi¢ado (volume total de 50 uL) con-
tendo: fragmento da regidao codificadora constante kappa humana (1,4
ng/pL), fragmento de PCR agrupado purificado (1,4 ng/uL), DNA Polimerase
Phusion (0,5 U; Finnzymes) e FastStart High Fidelity Enzyme Blend (0,2 U;
Roche), 1x tampao FastStart (Roche), mistura de dNTPs (200 uM cada), ini-
ciador mhKCrev e iniciadores do conjunto mJH (vide a Tabela 5). A reacgao
foi submetida ao ciclo térmico a seguir: 2 min a 95°C, 25x(30 s a 95°C, 30 s
a 55°C, 1 min a 72°C), 10 min a 72°C. O fragmento de PCR resultante (a-
proximadamente 1070 pb) foi purificado por eletroforese preparatdria em gel
de agarose a 1%.

Insercdo de pares codificadores de V4 e V, cognatos em um vetor de verifi-
cagéao

Para identificar anticorpos com especificidade de ligagdo ao
EGFR, as sequéncias que codificam Vy e V_ obtidas foram expressas na
forma de anticorpos de comprimento completo. Isto envolvia a inser¢ao do
repertério de pares codificadores de V4 e V. em um vetor de expressdo e a
transfecgdo em uma céluia hospedeira.

Um procedimento de clonagem de duas etapas foi empregado
para gerar um repertério de vetores de expressao contendo os pares codifi-
cadores de Vy e V| ligados. Estatisticamente, se o repertério de vetores de
expressao contiver dez vezes tantos plasmideos recombinantes quanto o
numero de produtos de PCR de Vy e V| pareados cognatos utilizados para a
producao do repertério de verificagdao, ha uma probabilidade de 99% de que
todos os pares de genes individuais estao representados. Assim, se frag-
mentos do gene V de extensdao com sobreposicao de 400 forem obtidos, um
repertério de pelo menos 4000 clones foi gerado por verificagéo.

Sucintamente, o produto da PCR purificado dos repertorios de
pares codificadores de Vy e V. ligados, unidos a regiao codificadora cons-

tante kappa humana, foi clivado com as DNA endonucleases Xhol e Nofl nos
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sitios de reconhecimento introduzidos nos términos dos produtos da PCR.
Os produtos clivados e purificados foram ligados em um vetor de expressao
de IgG de mamifero digerido com Xhol/Notl, OO-VP-002 (Figura 4) através
de procedimentos de ligagao padronizados. A mistura de ligagdo foi subme-
tida a eletroporagao em E. coli e adicionada em placas de 2xYT contendo o
antibiético apropriado e incubadas a 37°C durante a noite. O repertério de
vetores amplificado foi purificado das células recuperadas das placas utili-
zando métodos de purificagcdo de DNA padronizadas (Qiagen). Os plasmi-
deos foram preparados para a insercao de fragmentos de promotor-lider a-
través da clivagem utilizando as endonucleases Ascl e Nhel. Os sitios de
restricdo para estas enzimas estavam localizados entre os pares de genes
que codificam Vy e V. Ap6s a purificagao do vetor, um fragmento de promo-
tor-lider de mamifero bidirecional digerido com Ascl-Nhel foi inserido nos
sitios de restricdo de Ascl e Nhel através de procedimentos de ligacao pa-
dronizados. O vetor ligado foi amplificado em E. coli e o plasmideo foi purifi-
cado utilizando métodos padronizados. O repertério gerado de vetores de
verificacao foi transformado em E. coli através de procedimentos convencio-
nais. As coldnias obtidas foram consolidadas em placas principas de 384
pocos e armazenadas. O numero de colbnias dispostas excedia o namero
de produtos da PCR de inicio em pelo menos 3 vezes, fornecendo assim
uma probabilidade de 95% de presencga de todos os pares de genes V indi-
viduais.

Verificacdo em relacdo a ligacdo ao dominio extracelular do EGFR

Em geral, a verificagao era feita na forma de um procedimento
de duas etapas. As bibliotecas de anticorpos foram verificadas em relagcao a
reatividade a proteina EGFR recombinante em ELISA apds o qual o FMAT
(FLISA) foi utilizado como uma abordagem baseada em células, com a li-
nhagem de células NR6WtEGFR, para a detecgao de anticorpos para EGFR
que se ligam ao EGFR expresso na superficie celular. Para as bibliotecas
101 e 108/109 (Tabela 2) o ELISA foi realizado com EGFR recombinante
representando o dominio extracelular do EGFR.

Sucintamente para o ELISA, placas maxisorb da Nunc (no de
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cat 464718) foram revestidas com 1 ug/mL de proteina (produzida no local),
diluido em PBS a 4°C durante a noite. Antes do bloqueio em 50 uL de 2%-
Leite-PBS-T, as placas foram lavadas uma vez com PBS + 0,05% de Tween
20 (PBS-T). As placas foram lavadas uma vez com PBS-T, 20 pL de 2%-
leite-PBS-T e 5 uL dos sobrenadantes dos transfectantes FreeStyle CHO-S
(vide abaixo) foram adicionados e incubados durante 1 %2 hora a temperatura
ambiente ap6s o que as placas foram lavadas uma vez com PBS-T 20 pL
por pogo. O anticorpo secundario (HRP-Goat-anti-human IgG, Jackson, no
de cat 109-035-097) diluido 1:10000 em 2% de leite-PBS-T foi adicionado
para detectar os anticorpos ligados aos pocos e foi incubado durante 1 hora
a temperatura ambiente. As placas foram lavadas uma vez em PBS-T antes
da adicao de 25 pyL de substrato (Kem-en-tec Diagnostics, no de cat 4390)
que foram incubados durante 5 min. 25 UL de acido sulfirico a 1 M foram
adicionados ap0s a incubagao para interromper a reagao. O sinal especifico
foi detectado em uma leitora de ELISA em 450 nm.

Para a deteccao por FMAT baseada em células dos anticorpos
anti-EGFR, SKBR-3 (ATCC #HTB-30) ou NR6WtEGFR (Welsh e outros,
1991, J Cell Biol, 114, 3, 5633-543) as células foram mantidas em meio de
cultura como descrito. As células foram contadas e diluidas até 125.000 cé-
lulas/mL com o anticorpo IgG anti-humano de cabra conjugado (H-L) Alexa-
647 (Molecular probes N° A21445, lote N° 34686A) diluido 1:40.000. Um to-
tal de 20 pL desta suspensao foi transferido para placas Nunc de fundo
transparente de 384 pogos. Subsequentemente, 10 yL de sobrenadante de
transfeccao foram adicionados as células. O sinal de FMAT proveniente da
reacado foi medido apoés 6-10 horas de incubagéo.

Os dados da verificagcdo indicam que 221 (4,8%) dos clones to-
tais eram positivos no ELISA. 93 (2,0%) de tais clones também eram positi-
vos no FMAT. No total, 220 (4,8%) dos clones eram positivos no FMAT e
dentre estes 127 (220-93) eram exclusivamente positivos para o antigeno de
superficie celular. A biblioteca 111 foi verificada de uma maneira similar, mas
uma vez que o procedimento de imunizagao foi realizado para gerar anticor-

pos especificos para o EGFRUvIIl receptor EGFR mutante de delegao, as ve-
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rificagdes por ELISA incluiam ensaios para detectar tanto EGFR do tipo sel-
vagem quanto EGFRVIIl. Sete clones foram identificados como sendo espe-
cificos para o EGFRUvIII no ELISA e, de forma interessante, tais clones eram
negativos em relagiao a coloragdo de células que expressam wtEGFR no
FMAT. 13 clones foram identificados como sendo positivos para o wtEGFR
no FMAT e no ELISA, mas ndo para o EGFRUvIIl, que eram exclusivos para
esta biblioteca comparados com os das bibliotecas 101 e 108/109. Todos os
clones positivos no ELISA foram selecionados para analise adicional.
Anélise de sequéncia e selegdo de clones

Os clones identificados como especificos ao EGFR no ELISA fo-
ram recuperados das placas principais originais (formato de 384 pocos) e
consolidados em novas placas. O DNA foi isolado dos clones e submetido
ao sequenciamento do DNA dos genes V. As sequéncias foram alinhadas e
todos os clones individuais foram selecionados. Varios alinhamentos das
sequéncias obtidas revelaram a singularidade de cada clone particular e
permitiram a identificagdo de anticorpos individuais. Apds a analise de se-
quéncia de 220 clones, foram identificados 70 grupos de sequéncias de anti-
corpos geneticamente distintos. Cada grupo de sequéncias relacionadas foi
provavelmente produzido através de hipermutagoes somaticas de um clone
precursor comum. Em geral, um até dois clones de cada grupo foram esco-
lhidos para a validacao da sequéncia e da especificidade. As sequéncias de
sequéncias variaveis de anticorpos selecionados sao mostradas no Apéndi-
ce 1. As sequéncias de nucleotideos incluem sitios de restricho em ambos
os terminais. Consequentemente, as sequéncias de aminoacidos traduzidas
correspondentes (utilizando o terceiro quadro de leitura da sequéncia de
DNA) incluem no N-terminal, dois aminoacidos que nao fazem parte das se-
quéncias de VH e VL de acordo com a definicao de IMGT (Lefranc e outros
(2003) IMGT unique numbering for immunoglobulin and T cell receptor varia-
ble domains and lg superfamily V-like domains. Dev. Comp Immunol 27, 55-
77). Todas as sequéncias de VL mostradas incluem a mesma regiao Cons-
tante Kappa humana, que come¢a com os aminoacidos -TVAAP- e termina
no C-terminal -NRGEC. Para as finalidades da presente invencao, o termo
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sequéncia de VL quando refere-se a um anticorpo especifico exclui a regiao
Constante Kappa e os dois aminoacidos N-terminais (LA-). O termo sequén-
cia de VH quando refere-se a um anticorpo especifico exclui os dois aminoa-
cidos N-terminais (RA-).

Validacdo da sequéncia e da especificidade

Para validar os clones que codificam anticorpos, o plasmideo de
DNA foi preparado e a transfec¢do de células CHO-S Freestyle (Invitrogen)
na escala de 2 mL foi realizada para expressao. O sobrenadante foi coletado
96 horas apds a transfeccado. Os niveis de expressao foram estimados com
ELISA anti-lgG padronizado e a especificidade foi determinada através de
ELISA especifico para EGFR e EGFRUVIII. Foi mostrado que 85% dos clones
possuiam a especificidade e a sequéncia corretas.
Verificacdo em relacéo aos efeitos antiproliferativos

Os danos celulares resultarao inevitavelmente na perda da ca-
pacidade da célula de manter e fornecer energia para a fungao celular meta-
bélica e para o crescimento. Os ensaios de atividade metabdlica baseiam-se
nesta premissa. Geralmente estes medem a atividade mitocondrial. O Rea-
gente de Proliferagdo de Célula (Cell Proliferation Reagent) WST-1 (Roche
N° de Cat. 11 644 807 001) &€ um substrato pronto para uso que mede a ati-
vidade metabdlica de células viaveis. Assume-se entao que a atividade me-
tabodlica se correlaciona com o nimero de células viaveis. Neste exemplo o
ensaio com o WST-1 foi utilizado para medir o nimero de células metaboli-
camente ativas apds o tratamento com sobrenadantes de culturas de células
que contém anticorpos anti-EGFR diferentes.

Antes da realizagao do ensaio com o WST-1, volumes diferen-
tes de sobrenadantes de 2 mL (0, 10, 25, 50 e 150 pL) foram transferidos
para pocos apropriados em uma placa de 96 pogos.

Células HN5 foram entao lavadas com 1xPBS e separadas a-
través de tratamento com tripsina com 3 mL de solugéo de tripsina. 17 mL de
meio completo foram entao adicionados e as células foram centrifugadas a
300xg (1200 rcf) durante 5 min. O sobrenadante foi removido € as células

foram ressuspensas em DMEM + 0,5% de FBS. As células foram contadas e
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sua concentragao foi ajustada e 1500 células foram adicionadas nos pog¢os
com os sobrenadantes de forma que cada pogo contivesse 200 pL de meio
no total. As placas foram incubadas durante 4 dias em uma incubadora u-
medecida a 37°C. Entao 20 pL do reagente WST-1 foram adicionados por
poco e as placas foram incubadas durante uma hora a 37°C. As placas fo-
ram entao transferidas para um agitador de placas orbital e mantidas durante
mais uma hora. A absorbancia foi medida em 450 e 620 nm (comprimento
de onda de referéncia) em uma leitora de ELISA. A diferenga nos niveis de
células metabolicamente ativas (MAC) foi calculada como a percentagem
dos sobrenandantes de controle como a seguir:

B (OD exp.— ODmeio) % 100
(OD nao - tratado — ODmeio)

%MAC = (1

Estes valores foram entao utilizados como a base para uma
analise supervisionada de grupo hierarquico (agrupado com base na rea-
tividade no ELISA) realizada utilizando os softwares livres Cluster e Tree-
View.

E preferivel ser capaz de selecionar anticorpos funcionais em
um estagio inicial no processo de selegao de anticorpos. Os sobrenadantes
de cultura de 83 transfecgdes de 2 mL foram utilizados para verificar fungdes
inibidoras do crescimento em um ensaio de proliferagao realizado utilizando
células HN5 em 0,5% de FBS. Os resultados foram visualizados através da
analise simples de grupos hierarquicos. Como pode ser observado na anali-
se de grupos (Figura 5) foi observado que um numero de sobrenadantes
diminuia o niumero de células HN5 metabolicamente ativas (cinza-escuro) de
uma maneira dependente da concentracao (Grupo 2). Similarmente, alguns
sobrenadantes aumentavam o nimero de células HNS5 metabolicamente ati-
vas (cinza-claro) de uma maneira dependente da concentragao (Grupos 1, 3
e 4). Uma observagao interessante era que os sobrenadantes, que diminui-
am o numero de células HN5 metabolicamente ativas, tinham reatividade 2
(setas em preto) enquanto que os sobrenadantes que aumentavam o name-
ro de células HN5 metabolicamente ativas tinham reatividade 1 (setas em

cinza). Os sobrenadantes com reatividade 2 eram positivos nos ELISAs tan-
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to para wtEGFR quanto para EGFRUVIIl, enquanto que os sobrenadantes com
reatividade 1 tinham apenas reatividade em relagdo ao wtEGFR. Assim, tais
analises podem fornecer relagdes entre a reatividade do anticorpo no ELISA
e a funcionalidade nos ensaios celulares.

Reparo de clones

Quando € utilizada uma abordagem de PCR multiplex, um certo
grau de iniciagdo cruzada intra e inter familia do gene V é esperado devido a
degeneragao dos iniciadores e ao alto grau de homologia. A iniciagcao cruza-
da introduz aminoacidos que nao ocorrem naturalmente na estrutura da imu-
noglobulina com varias consequéncias potenciais, por exemplo, alteragdes
estruturais e maior imunogenicidade, tudo resultando em uma menor ativi-
dade terapéutica.

Para eliminar estas desvantagens e para garantir que os clones
selecionados espelham a resposta imunolégica humoral natural, tais muta-
¢oes de iniciagao cruzada foram corrigidas em um processo chamado reparo
de clones.

Na primeira etapa do processo de reparo de clones, a sequén-
cia de Vy foi amplificada através da PCR com um conjunto de iniciadores
contendo a sequéncia que corresponde ao gene Vy do qual o clone de inte-
resse € originado, corrigindo assim quaisquer mutagdes introduzidas pela
iniciagao cruzada. O fragmento de PCR foi digerido com Xhol e Ascl e liga-
do de volta no vetor de expressido de mamifero digerido com Xhol/Ascl (Fi-
gura 4) utilizando procedimentos de ligacdo convencionais. O vetor ligado
foi amplificado em E. coli e o plasmideo foi purificado através de métodos
padronizados. A sequéncia de Vy foi sequenciada para verificar a corregéao
e o vetor foi digerido com Nhel/Notl para prepara-lo para a inser¢ao da ca-
deia leve.

Na segunda etapa a cadeia leve completa foi amplificada atra-
vés da PCR com um conjunto de iniciadores contendo a sequéncia que cor-
responde ao gene V, do qual o clone de interesse & originado, corrigindo
assim quaisquer mutagdes introduzidas pela iniciagdo cruzada. O fragmento
de PCR foi digerido com Nhel/Notl e ligado no vetor contendo Vy preparado
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anteriormente. O produto de ligacao foi amplificado em E. coli e o plasmideo
foi purificado através de métodos padronizados. Subsequentemente, a ca-
deia leve foi sequenciada para verificar a corregcao.

No caso em que a regiao constante Kappa de um clone selecio-
nado contém mutacdes, introduzidas durante a amplificagao dos genes, esta
€ substituida por uma regidao constante nao-mutada. Isto € feito em uma
PCR com sobreposicao em que o gene V, reparado (amplificado sem a regi-
ao constante) foi fundido com uma regidao constante com a sequéncia correta
(obtida em uma PCR separada). A sequéncia inteira € amplificada e clonada
no vetor contendo Vy como descrito anteriormente e a cadeia leve reparada

€ sequenciada para verificar a corregao.
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Tabela 3: Mistura de iniciadores para extensdo em sobreposicao multiplex
através de RT-PCR

Nome do Conc. SEQ
L Sequéncia
iniciador (nM) ID
mHCrev1 02 | GACSGATGGGCCCTTGGTGG
mKappar1 0,2 GCTGTAGGTGCTGTCTTTGC 2
mVH set
TATTCCCATGGCGCGCCSAGGTCCARCTGC
A
mVH 0.04 | ARCAGYCTG 3
M B 004 | TATTCCCATGGCGCGCCGARGTGMAGCTKG 4
TKGAGTC
TATTCCCATGGCGCGCCSAGGTGCAGCTKM
0.04 5
mVH C 04 AGGAGTC
TATTCCCATGGCGCGCCCAGGTTACTCTGA
6
mVH 8 0.04 | paGAGTC
TATTCCCATGGCGCGCCCAGATCCAGTTGG
4 7
mVH 9 0.0 TGCAGTCTG
mVK set
GGCGCGCCATGGGAATAGCTAGCCGAYATC
8
mVK D 0.04 | CAGATGACHCARWCT
GGCGCGCCATGGGAATAGCTAGCCRACATT
mVK E 0,04 9
GTGMTGACHCAGTC
GGCGCGCCATGGGAATAGCTAGCCSAMATT
mVK F 0.04 10
GTKCTSACCCARTCTC
GGCGCGCCATGGGAATAGCTAGCCGATRTT
mVK 1- 0,04 11
GTGATGACBCARRCT

W=A/T, R=A/G, S=G/C, Y=C/T, K=G/T, M=A/C, H=ACT, B=GCT, Conc. -

concentragdo final.
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Tabela 4: Conjunto de iniciadores aninhados

Nome do Conc. SEQ
Sequéncia
iniciador (nM) ID
mHCrev1-ext 0,2 GGACAGGGMTCCAKAGTTCCADKT 16
hmJK set
GACAGATGGTGCAGCCACAGTTCGTTTG
h -
mJK1 02 | ATTTCCAGCTTGGTG 17
hmJK2- 0.2 GACAGATGGTGCAGCCACAGTTCGTTTTA 18
TTTCCAGCTTGGTC
GACAGATGGTGCAGCCACAGTTCGTTTTA
hmJK4- 2 1
m %2 | trrecaacTTToTC °
GACAGATGGTGCAGCCACAGTTCGTTTC
h -
mJKS 0.2 | AecTCCAGCTTGGTC 20
K=G/T, M=A/C,D=AGT,; Conc. - concentragéo final.
Tabela 5: Conjunto de iniciadores de ligagdo da constante Kappa
Iniciador Cone. Sequéncia SEQ
(nM) 9 ID
Ampilificacdao da constante kappa humana
hKCforw-v2 0,2 GAACTGTGGCTGCACCATCTGTC 21
K 3 0.2 ACCGCCTCCACCGGCGGCCGCTTATTA 22
appa ’ ACACTCTCCCCTGTTG
Ligacao através da extensdao em sobreposicao
hKC 0.2 ACCGCCTCCACCGGCGGCCGCTTATTA 23
mnRLTev ‘ ACACTCTCCCCTGTTGAAGCTCTT
Conjunto mJH
GGAGGCGCTCGAGACGGTGACCGTGG
mdJH1 0,2 12
TCCC
GGAGGCGCTCGAGACTGTGAGAGTGG
mJH2 0,2 13
TGCC
GCGCTCGAGACAGTGACCAGAG
mJH3 0,2 GGAGGC 14
TCCC
GGAGGCGCTCGAGACGGTGACTGAGG
mJH4 0,2 15

TTCC
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EXEMPLO 2: Produgéao de anticorpos anti-EGFR em mamiferos

O sistema de expressao FreeStyle MAX CHO (Invitrogen) foi uti-
lizado para a expressao transitéria de anticorpos anti-EGFR. Os anticorpos
foram expressos em um volume de 200-2000 mL.

Aproximadamente 24 horas antes da transfecgcdo, as células
CHO-S foram submetidas a passagens para atingir uma concentracédo de
células de 0,5 x 10° células/mL. O plasmideo (1,25 pg por mL de meio de
cultura de células) foi diluido no meio isento de soro OptiPro e misturado
com uma solugao do reagente FreeStyle MAX Transfection como recomen-
dado pelo fornecedor. Os reagentes de transfecgdo foram transferidos para
a cultura de ceélulas e o sobrenadante foi coletado 6 dias depois.

Os anticorpos expressos foram purificados do sobrenadante de
cultura utilizando uma etapa de cromatografia por afinidade empregando
uma coluna de Proteina A-Sepharose (MabSelect Sure, GE Health Care)
para a purificacdo de moléculas de IgG1. Os anticorpos foram eluidos da
coluna utilizando 0,1 M de Glicina, 2.7. As fragdes contendo os anticorpos,
determinadas através de medidas da absorbancia em 280 nm, foram agru-
padas e submetidas a dialise contra 5 mM de acetato de sd6dio, 150 mM de
NaCl, pH 5. As amostras de anticorpos purificados foram testadas em rela-
c¢ao a presencga de endototoxina através do ensaio de LAL.

EXEMPLO 3: Determinagao das especificidades do epitopo

ELISA de competicdo com anticorpos de referéncia

Utilizando anticorpos de referéncia que se ligam a dominios de
EGFR conhecidos como publicado em (J.R. Cochran e outros, JIM 2004:
287; 147-158), foi desenvolvido um ELISA de competicdo que podia distin-
guir entre os epitopos de ligacdo de anticorpos anti-EGFR através da incu-
bagao com um reagente secundario que era especifico para a regiao Fc hu-
mana de anticorpos Anti-EGFR e exibindo nenhuma reatividade cruzada ao
Fc da IgG de camundongo ou de rato. O ELISA foi adaptado das descricbes
publicadas em Ditzel e outros, 1995, The Journal of Immunology, Vol 154,
Edicao 2 893-906.

Um ELISA que blogueia os epitopos foi realizado através da di-
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luicao do antigeno do receptor EGFR de comprimento completo até 0,5
pg/mL em PBS; e revestindo 50 yuL/pogo de ELISA durante a noite a 4°C. Na
manha seguinte, os pocos foram lavados duas vezes com PBS-T e bloquea-
dos durante uma hora com PBS-T-1% de BSA a temperatura ambiente se-
guido pela lavagem duas vezes em PBS-T. Depois 25 uL de mAbs de refe-
réncia murino ou de rato foram adicionados aos pogos de ELISA indepen-
dentes em uma diluicdo conhecida dos experimentos anteriores para forne-
cer ligagdo ao antigeno maxima de 200 vezes. Apés 15 min, 25 uL de anti-
corpos Anti-EGFR foram adicionados em uma concentracédo de 2 ug/mL nos
pogos pré-incubados com os anticorpos de referéncia ou nos pogos conten-
do 25 yL de PBS. Isto forneceu uma concentracgao final de 1 pg/mL de anti-
corpo Anti-EGFR e uma ligagao ao antigeno maxima de 100 vezes dos anti-
corpos de referéncia apés a mistura. Os anticorpos foram incubados durante
45 min a temperatura ambiente apds os quais os pogos foram lavados qua-
tro vezes com PBS-T. Um conjugado de HRP anti-igG Humana de Cabra
secundario foi diluido 1:3000 e 50 uL foram adicionados em cada pogo se-
guidos por uma incubacao de 30 min a temperatura ambiente. Finalmente os
pocos foram lavados quatro vezes com PBS-T e as placas foram reveladas
através da adigao de 50 uL/pogo de TMB e lidas em 620 nm a cada 5-15-30
min. O grau de inibigao foi calculado partindo da formula: % de inibigao = (1-
(DO com competicao/DO sem competicao (PBS))) x 100,

Reagentes do ELISA:

1) Tampao de revestimento: 1 x PBS; Gibco cat:20012-019

2) Antigenos: EGFR de comprimento completo do tipo selva-
gem purificado de células A431; Sigma E3641

3) Placa de ELISA: NUNC Maxisorp; cat: 442404

4) Tampao de bloqueio/diluigdo: 1% de BSA em PBS-T (PBS-
T-1% de BSA)

5) Tampao de lavagem: 1x PBS/0,05% de Tween 20 (PBS-T)

6) Controle positivo: Erbitux (Merck KGaA, 64271 Darmstadt,
Alemanha, Catalogo #: 018964; Cetuximab), Vectibix (Amgen Inc, One Am-
gen Center Drive, Thousand Oaks CA 91320-1799, USA, Cat # 3241400;
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Panitumumab)

7) Anticorpos de referéncia:

e |ICR10 (de rato), Abcam, Ab231

e 199.12 (murino), Lab Vision Ab-11, MS-396-PABX

e EGFR.1 (murino), Lab Vision Ab-3, MS-311-PABX

e H11 (murino), Lab Vision Ab-5, MS-316-PABX

e B1D8 (murino), Lab Vision Ab-16, MS-666-PABX

e 111.6 (murino), Lab Vision Ab-10, MS-378-PABX

e 225 (murino), Lab Vision Ab-2, MS-269-PABX

e 528 (murino), Lab Vision Ab-1, MS-268-PABX

8) Conjugado de HRP anti-lgG Humana de Cabra; Serotec,
Star 106P

9) TMB Plus; KemEnTec, cat # 4390L

10) 1 M de HySO4

O resultado do ELISA de competicao € mostrado na Figura 6.
Os ensaios de ELISA de competigdo foram empregados para classificar os
sobrenadantes de anticorpos Anti-EGFR de acordo com a especificidade ao
dominio dos anticorpos de referéncia utilizados produzidos contra do domi-
nio extracelular do EGFR. Valores de inibicao de 50 - 100% foram conside-
rados como uma indicagao de competicao significativa entre pares de anti-
corpos que se ligam a epitopos sobrepostos ou a epitopos em proximidade
intima no antigeno, enquanto que valores de inibigdo abaixo de 50% indica-
vam que os epitopos reconhecidos pelos pares de anticorpos nao estavam
em proximidade intima resultando em um menor impedimento estérico. Foi
observado que os anticorpos Anti-EGFR se ligam a uma variedade de epito-
pos no ECD do EGFR incluindo os dominios |, Il & lll. Para alguns anticorpos
esta analise ndo podia distinguir se o0 mAb especifico estava direcionado
contra o dominio | ou o dominio Il. Tais especificidades foram marcadas co-
mo dominio I/ll. Ainda alguns anticorpos pareciam se ligar a epitopos exclu-
sivos que nao podiam ser adicionalmente deduzidos no ELISA de competi-
¢ado empregado (Por exemplo, os clones 1229 & 1320, figura 6). E possivel

que alguns destes anticorpos sejam direcionados contra o dominio IV para o
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qual nao ha quaisquer reatividades de anticorpo de referéncia. De forma in-
teressante, os anticorpos para o dominio lll podiam ser adicionalmente divi-
didos em quatro subgrupos com base nos padrées de competicao diferentes
obtidos com os anticorpos de referéncia murinos testados contra este domi-
nio. O grupo | consistia somente nho mAb 992 que foi observado que compe-
tia pela ligagao com os anticorpos de referéncia Ab1 & Ab2. O grupo il con-
sistia nos mAbs 1024 & 1042 que eram ambos derivados do mesmo rearran-
jo de Ig e consequentemente exibiam homologia de sequéncia muito proxi-
ma no nivel de DNA e de aminoacidos. Foi observado que estes dois anti-
corpos competiam somente pela ligagcdo com o Ab2. O grupo Ill consistia
nos mAbs 1030, 1208 & 1277 que competiam pela ligagdo com os anticor-
pos de referéncia Ab1, Ab5 & Ab10. Finalmente, o grupo IV consistia no mAb
1254, que competia pela ligagdo com todos os anticorpos de referéncia Ab1,
Ab2, Ab5 & Ab10 para o dominio Il utilizados.

Analise de competicdo para epitopos distintos com anticorpos de referéncia

ou da mesma espécie utilizando a tecnologia de ressondncia de plasménio

de superficie

A analise de SPR foi realizada em uma maquina Biacore 3000
contendo quatro células de fluxo. Um chip CM5 Biacore foi conjugado com
anticorpo anti-His policlonal com 10.000 unidades de Ressonancia (Ru) as
células de fluxo 1 - 4 de acordo com as instrucdes do fabricante. Utilizando
uma vazao de 5 uL/min, 15 pyL de 6xHis EGFR ECD em uma concentragao
de 20 pg/mL foram injetados e capturados em todas as quatro células de
fluxo as quais o anticorpo policlonal anti-His foi conjugado. Imediatamente
apods a injecao do antigeno, a ligagdo maxima do mAb Anti-EGFR sem com-
peticéo foi estabelecida em cada célula de fluxo durante uma corrida de refe-
réncia. Sucintamente, 5 yL de anticorpo em uma concentragdo de 40 pg/mL
foram injetados em todas as células de fluxo com o EGFR capturado segui-
do pela extracdo do complexo anticorpo/antigeno com uma lavagem acida
com pH baixo (tampo de contato de 10 s com 10 mM de Glicina-HCI, pH 2).
Apods a determinagédo da ligagdo maxima do anticorpo Anti-EGFR a cada

célula de fluxo, foi realizada uma corrida de competigao durante o mesmo



10

15

20

25

30

91

ciclo de Biacore. As células de fluxo foram primeiramente saturadas com o
antigeno do ECD do EGFR seguidas pela injecao de anticorpos de referén-
cia diferentes ou de anticorpos Anti-EGFR em células de fluxo separadas
utilizando as mesmas condigdes de saturagao do antigeno como descrito
anteriormente. Esta etapa foi imediatamente seguida por uma segunda inje-
c¢ao de anticorpo Anti-EGFR pela célula de fluxo saturada com o antigeno de
EGFR e o anticorpo de competicdo para minimizar a dissociagdo do antige-
no ou bloquear o anticorpo. Entdao os complexos anticorpo/antigeno foram
extraidos com uma lavagem acida com pH baixo (tempo de contato de 10 s
com 10 mM de Glicina-HCI, pH 2) e o ciclo completo comecando com a cor-
rida de referéncia foi repetido com um novo anticorpo Anti-EGFR. O grau de
inibicado de anticorpos Anti-EGFR testados foi determinado através da com-
paragédo do valor maximo de Ru do anticorpo Anti-EGFR individual antes e
depois da competicdo através da introducéo de pontos de informacgéao regis-
trados dois segundos antes e depois da inje¢ado de cada amostra. Um exem-
plo de um ciclo de Biacore € mostrado na Figura 7.

Reagentes:

1. Chip CM5; Biacore, N° de Cat. BR-1000-14

2. NHS; Biacore BR-1000-50

3. EDC; Biacore BR-1000-50

4. 10 mM de Tampao acetato pH 4,5; Biacore, N° de Cat. BR-
1003-50

5. Anticorpo Tetra-His (isento de BSA), Qiagen, N° de Cat.
34670

6. Etanolamina, 1,0 M pH 8,5; Biacore BR-1000-50

7. 10 x tampao de corrida de HBS-EP: 0,01 M de HEPES pH
7.4, 0,15 M de NaCl, 3 mM de EDTA, 0,005% v/v de Tensoativo P20

8. Antigeno: Dominio extracelular do EGFR humano recombi-
nante produzido no local com 6xHis.

9. 10 mM de Glicina HCI pH 2,0

10. Anticorpos de referéncia:

e ICR10 (de rato), Abcam, Ab231
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e 199.12 (murino), Lab Vision Ab-11, MS-396-PABX

e EGFR.1 (murino), Lab Vision Ab-3, MS-311-PABX

o H11 (murino), Lab Vision Ab-5, MS-316-PABX

e B1D8 (murino), Lab Vision Ab-16, MS-666-PABX

e 111.6 (murino), Lab Vision Ab-10, MS-378-PABX

e 225 (murino), Lab Vision Ab-2, MS-269-PABX

e 528 (murino), Lab Vision Ab-1, MS-268-PABX

Para confirmar a analise de epitopo obtida no ELISA de compe-
ticao e para realizar uma analise de epitopo adicional através de competicéao
entre pares de anticorpos Anti-EGFR da mesma espécie, foi estabelecido
um ensaio de competicao baseado na ligagado ao anticorpo medida em tem-
po real através da ressonancia de plasménio de superficie. O mapa de epi-
topos obtido dos clones Anti-EGFR testados contra o conjunto de anticorpos
de referéncia € mostrado na Figura 8 abaixo. Os valores de inibigao de 50 -
100% foram considerados como uma indicagdo de competicao significativa
entre pares de anticorpos que se ligam a epitopos sobrepostos ou a epitopos
em proximidade intima no antigeno, enquanto que os valores de inibicao
abaixo de 50% indicavam que os epitopos reconhecidos pelos pares de anti-
corpos nao estavam em proximidade intima resultando em um menor impe-
dimento estérico. Os valores de inibicao abaixo de 25% nao foram incluidos
na analise para os epitopos sobrepostos, porque foi julgado que estes repre-
sentavam inibicdo nao significativa. Foi observado que todos os anticorpos
testados exceto o 1320 competiam com um ou mais dos anticorpos de refe-
réncia empregados, indicando que o 1320 era direcionado contra um epitopo
desconhecido para o qual ndao ha quaisquer reatividades de anticorpo de
referéncia. Os anticorpos completamente humanos ou humanizados Vectibix
e Erbitux foram incluidos na andlise e foi descoberto que se ligavam a epito-
pos sobrepostos. Os dados obtidos tanto do ELISA competitivo quanto da
analise de SPR competitiva geralmente se correlacionavam bem em relagao
a especificidade ao dominio estabelecida dos anticorpos Anti-EGFR. Entre-
tanto, pequenas diferengas no padrao de competicao entre os anticorpos de

referéncia individuais eram algumas vezes observadas nos dois ensaios,
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talvez devido ao fato de que o ensaio de ELISA de competicdo empregava o
antigeno do receptor EGFR de comprimento completo enquanto que o en-
saio de competicdo de SPR utilizava o EGFR do dominio extracelular re-
combinante.

Apobs o mapeamento de epitopos de anticorpos Anti-EGFR ter
sido confirmado em dois ensaios de competicdo diferentes, a analise de
competicido de combinagdes da mesma espécie de pares de anticorpos Anti-
EGFR foi verificada para determinar quais pares de anticorpos estavam re-
conhecendo epitopos distintos e se os pares de anticorpos que reconheciam
epitopos sobrepostos podiam ser adicionalmente divididos em grupos de
epitopos. O resultado desta analise € mostrado na Figura 9. Novamente nes-
ta analise, os valores de inibicdo de 50 - 100% foram considerados como
uma indicagao de competicao significativa entre pares de anticorpos que se
ligam a epitopos sobrepostos. Este critério parecia valido, uma vez que os
anticorpos testados contra eles mesmos e consequentemente que reconhe-
ciam epitopos sobrepostos completos resultavam em valores entre 70% -
100% de inibigdo como mostrado na figura 9. Ainda, esta observacao ilustra-
va que a dissociacao do antigeno ou de pares de anticorpos dentro do peri-
odo de tempo da andlise nao parecia ter um impacto sobre o resultado do
experimento para os anticorpos testados. Através do agrupamento dos anti-
corpos de acordo com a especificidade ao dominio ECD do EGFR presumi-
do determinada nas secdes anteriores, foi observado que os anticorpos que
se ligam exclusivamente ao dominio | ou ao dominio | ou Il (I/ll) se agrupam
principalmente com membros de anticorpos com as mesmas especificidades
€ nao com membros de anticorpos que reconhecem o dominio HIl. Similar-
mente, foi observado que os anticorpos para o dominio Ill competem pela
ligacdo somente com membros de anticorpos que reconhecem o dominio Il
e nao com anticorpos que reconhecem o dominio | ou V/ll do EGFR. Embora
tenha sido observado que os dois anticorpos para o dominio Il 1024 & 1042
derivados do mesmo rearranjo de Ig reconhecem epitopos sobrepostos, foi
descoberto que as combinagdes em pares de qualquer um de 1024 ou 1042

com qualquer um de 992 ou 1030 ndo eram importantes para resultar em
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competicao significativa. Consequentemente, foi concluido que os anticorpos
992, 1030 & 1024/1042 reconheciam trés epitopos nao-sobrepostos no do-
minio |l do ECD do EGFR. Finalmente, foi observado que o mAb 1320 com-
petia pela ligagdo com os mAbs 1024 e 1449, ambos direcionados contra o
dominio lll e ndo outros anticorpos para o dominio lll testados (competigao
de 1320 com 1042 nao determinada). Consequentemente, foi assumido que
o mAb 1320 estava se ligando na periferia do dominio lll no dominio extrace-
lular do EGFR. Uma visao geral das especificidades do epitopo pode ser
observada na figura 10, onde séao ilustrados mapas de epitopos de anticor-
pos direcionados contra o dominio |, I/ll ou lll do ECD do EGFR.

Apds a descoberta de que as combinagdes em pares de 992,
1030 & 1024/1042 nao resultavam na competicao significativa de anticorpos
que é determinada através da SPR, novos experimentos de Biacore foram
planejados para verificar quantos anticorpos que podiam se ligar ao antigeno
do receptor simultaneamente. Em primeiro lugar foi investigado qual impacto
a saturagao do Dominio Il com os trés anticorpos 992, 1024 e 1030 teria
sobre a ligagao de anticorpos direcionados contra outras especificidades do
EGFR que ndo estavam no dominio lll. O resultado desta analise € mostrado
na Figura 11A. As inibicdes de anticorpos isolados foram estabelecidas atra-
vés do teste dos mesmos em combinagdes com o anticorpo isolado ou com
misturas de anticorpos de até trés anticorpos gerados através da adicao se-
quencial de um anticorpo extra durante cada ciclo de Biacore. Para garantir
o bloqueio completo do epitopo reconhecido, os anticorpos foram testados
em concentragdes individuais de 40 ug/mL. Como mostrado na figura 11A,
foi observado que os trés anticorpos para o dominio Il 992, 1024 & 1030 se
ligavam simultaneamente ao receptor sem qualquer inibicao da ligagao. Os
valores negativos de inibicdo observados que aumentam para cada anticor-
po adicionado sugeriu ainda uma sinergia na ligagao para o anticorpo se-
guinte adicionado. De maneira importante, uma vez que o dominio |l foi in-
cubado com os trés anticorpos, outros anticorpos direcionados contra epito-
pos nao-sobrepostos no dominio /Il (mAb 1261), no dominio | (1347) ou

uma especificidade desconhecida (1361) pareciam estar se ligando sem o
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bloqueio do epitopo da mistura dos trés mAb. Ainda, estes anticorpos testa-
dos tinham valores negativos de inibigao baixos indicando que estavam se
ligando melhor ap6s a saturagao do receptor com a mistura dos trés mAb.
Consequentemente, este experimento sugeria que os seis anticorpos testa-
dos podiam se ligar ao ECD do EGFR simultaneamente. Para testar adicio-
nalmente este fendmeno observado, uma mistura de anticorpos consistindo
em todos os anticorpos testados (1261, 1347, 992, 1024, 1030 & 1361) foi
dividual na mistura. As misturas de anticorpos em que o anticorpo da amos-
tra testado nao tinha sido incluido também foram testadas para servir como
um controle positivo. Como apresentado na figura 11B/C, foi observado que
todos os seis anticorpos testados eram inibidos de 80 - 116% quando testa-
dos em relacao a ligagao ao receptor de EGF incubado com a mistura com-
pleta de anticorpos. Entretanto, quando anticorpos da amostra individuais
foram removidos desta mistura, nao foi observada uma inibigao significativa
do anticorpo da amostra particular, ilustrando que os anticorpos na mistura
estavam bloqueados apenas em relagao a ligagao ao receptor de EGF por si
mesmos. Este experimento ilustrou claramente que pelo menos seis anticor-
pos que reconhecem epitopos nao-sobrepostos podem ser ligar ao EGFR
simultaneamente. Como um experimento final, foi investigado se outros anti-
corpos direcionados contra o dominio | (1284), I/ll (1257) ou grupo de espe-
cificidade desconhecida (1183, 1255) poderiam se ligar ao EGFR, quando
este foi incubado com a mistura de seis anticorpos. Como apresentado na
figura 11D, nenhum dos anticorpos testados era capaz de se ligar de forma
significativa ao EGFR apos a incubacgao prévia com a mistura de seis anti-
corpos. Isto pode ser devido ao fato de que a colegcao de anticorpos nao
inclui anticorpos contra qualquer um dos sitios deixados desocupados pe-
los seis anticorpos ligados. Alternativamente, & possivel que na realidade
todos os sitios nos dominios testados estivessem bloqueados com o anti-

corpo.
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Tabela 6: Anticorpos disponiveis comercialmente com especificidades do-
cumentadas contra os dominios extracelulares do EGFR.

Clone Espécie Dominiol | Dominio Il | Dominio Il
ICR10 Rato X

199.12/Ab11 Camundongo X

EGFR.1/Ab3 Camundongo X

H11/AbS Camundongo X
111.6/Ab10 Camundongo X
528/Ab-1 Camundongo X
225/Ab-2 Camundongo X

EXEMPLO 4: Inibicao da ativacao do EGFR
Determinacdo do bloqueio mediado por anticorpo da ligacdo ao ligante de
EGF ao receptor EGFR por ELISA competitivo

Para verificar quais anticorpos Anti-EGFR testados se ligavam

ao receptor EGFR e simultaneamente bloqueavam a ligagéo do ligante de
EGF Biotinilado, os pogos de ELISA foram revestidos com 80 ulL/poco de
EGFR de comprimento completo em uma concentragdao de 0,5 pyg/mL em
PBS durante a noite e 4°C. Na manha seguinte os pogos foram lavados duas
vezes com PBS-T e bloqueados durante uma hora com 150 uL de PBS-T-
1% de BSA a temperatura ambiente, seguido pela lavagem duas vezes em
PBS-T. Depois 80 L de anticorpos Anti-EGFR diluidos em série e anticor-
pos de controle foram adicionados aos pogos e incubados 30 min a tempera-
tura ambiente. Apds a incubagado do anticorpo, 20 pL do ligante de EGF Bio-
tinilado em uma concentragao de 0,5 ug/mL foram adicionados em todos os
pocos contendo diluicbes de anticorpo Anti-EGFR ou aos pogos contendo
apenas PBS-T 1% de BSA e incubados a temperatura ambiente durante 1
hora. Subsequentemente, os pogos foram lavados cinco vezes com PBS-T,
seguido pela incubagdo com 100 uL/poco de reagente secundario Estrepta-
vidina-HRP diluido 1:1000 no tampéao de bloqueio e pela incubagéao a tempe-
ratura ambiente durante 30 min. Finalmente os pogos foram lavados cinco

vezes com PBS-T e as placas foram reveladas através da adi¢ao de 100



10

15

20

25

30

97

pL/pogo de substrato TMB e incubadas durante 60 min. Apés a incubagao, a
reacgao foi interrompida através da adicao de 1 M de H,SO4; 100 pl/pogo e
as placas foram lidas em DO de 450 nm.

Reagentes do ELISA:

1) Tampéao de revestimento: 1 x PBS; Gibco cat:20012-019

2) Antigeno: EGFR de comprimento completo do tipo selva-

gem purificado de células A431; Sigma E2645

3) Placa de ELISA: NUNC Maxisorp; cat: 442404

4) Tampao de bloqueio/diluicdo: 1% de BSA em PBS-T (PBS-
T-1% de BSA)

5) Tampao de lavagem: 1x PBS/0,05% de Tween 20 (PBS-T)

6) Controle positivo: Erbitux, Vectibix

7) Controle negativo. Synagis (Medimmune Inc, Palivizumab,
cat. # NDC 60574-4111-1)

8) Ligante de EGF biotinilado; Invitrogen, cat E3477

9) Estreptavidina-HRP, ultrassensivel: Sigma S 2438

10) TMB Plus; KemEnTec, cat # 4390L

11) 1 M de H,SO,

Os ensaios de ELISA de competicao foram empregados para
classificar a capacidade dos anticorpos Anti-EGFR de inibir a ligagao do li-
gante de EGF Biotinilado ao receptor EGFR de comprimento completo re-
vestido nos pogos de ELISA. Como apresentado na figura 12, tanto Erbitux
quanto Vectibix pareciam bloquear de forma muito potente a ligagao do li-
gante de EGF enquanto que o anticorpo de controle negativo Synagis, que
nao € direcionado contra o EGFR nao inibia a ligagao do ligante de EGF.
Como mostrado na figura 12A, os trés anticorpos 992, 1030 e 1042 direcio-
nados contra o dominio lll e que reconhecem epitopos nao-sobrepostos fo-
ram testados isoladamente ou em uma mistura equimolar em relagao a sua
capacidade de inibir a ligagdo do ligante de EGF. Dos trés anticorpos testa-
dos somente o mAb 1030 exibia uma atividade de inibigao do ligante de EGF
modesta quando comparado ao Erbitux e ao Vectibix. A mistura equimolar
dos mAbs 992, 1030 e 1042 parecia ser mais eficiente na inibicdo da ligagao
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do ligante de EGF que os anticorpos isolados testados sozinhos. Em uma
concentragao de IgG total de 1 pg/mL, foi observado que a mistura equimo-
lar inibia a ligagao do ligante de EGF aproximadamente duas vezes mais
eficientemente que o mAb 1030 e quatro vezes mais eficientemente que os
mAbs 992 & 1042 testados isoladamente, mostrando um efeito sinérgico da
mistura dos trés anticorpos para o dominio Il que reconhecem epitopos nao-
sobrepostos. Como mostrado na figura 12B, os clones Anti-EGFR 1208,
1260, 1277 & 1320 também foram testados neste ensaio. Estes quatro clo-
nes eram capazes de inibir a ligagao do ligante de EGF de uma maneira de-
pendente da dose que era mais eficiente do que era observado para os clo-
nes 992, 1030 e 1042 quando comparados ao controle de Erbitux. Nas con-
centragdes acima de 0,33 ug/mL os clones Anti-EGFR 1208, 1260, 1277 &
1320 pareciam ser tdo eficientes no bloqueio da ligagdo do ligante de EGF
que o Erbitux testado nas mesmas concentragdes.

Capacidade de inibir a fosforilagdo do EGFR induzida pelo EGF em células
HN5

Os anticorpos anti-EGFR foram testados em relag¢ao a reativi-
dade sobre a fosforilacao do EGFR em uma analise de western em células.
O procedimento de western em células possibilita a detecgao do EGFR e do
EGFR fosforilado (P EGFR) da mesma amostra, isto por sua vez torna possi-
vel comparar a proporgao de EGFR em relacdo a expressao de pEGFR para
cada tratamento de anticorpo e conjunto de dados. As células HN5 foram
cultivadas de acordo com as instrugdes fornecidas pela ATCC em DMEM
suplementado com 10% de FCS e pen/estrep. 43.000 células HNS foram
semeadas em placas de 96 pogos da Nunc (no de cat 167008) 24 h antes da
privagcao de nutrientes. As células foram privadas de nutrientes em DMEM
16 h antes da adigdo dos anticorpos. Os anticorpos foram adicionados em
uma concentragao final de 10 pg/mL em 200 yL. de DMEM e a mistura foi
pipetada para cima e para baixo pelo menos cinco vezes para misturar. Apos
30 min de tratamento com anticorpo o EGF foi adicionado em uma concen-
tragcdo de 50 ug/mL nos pogos apropriados € mantido durante 7,5 min. Os

westerns em células foram realizados essencialmente como as instrugbes
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fornecidas pelo fabricante do kit de western em célula (Odyssey, LI-COR
biosciences).

As células foram fixadas em 3,7% de formaldeido (Sigma F-
8775, lote 71K500, contendo ~1% de metanol) durante 20 min apés o esti-
mulo com EGF. Cinco lavagens de 5 min com PBS-Triton X-100 (0,1%) fo-
ram utilizadas para permeabilizar as membranas celulares antes do bloqueio
no tampao de bloqueio LI-COR (927-40000). Os anticorpos primarios foram
adicionados em concentragdes correspondentes as das instrugdes forneci-
das e incubados com agitagdo suave a temperatura ambiente durante 2,5 h
(EGFR total de camundongo, diluicio de 1:500 biosource international, no de
cat AHR5062 e Phospho-EGFR Tyr1173, Coelho diluigdo de 1:100, biosour-
ce, No de cat 44-794G).

Apos a incubagao com os anticorpos primarios as células foram
lavadas cinco vezes durante cinco minutos em PBS-T (0,1% de Tween-20)
apés os quais os anticorpos secundarios foram adicionados (anticoelho de
cabra IRDye 680, diluicao de 1:200, LI-COR no de cat 926-32221 e antica-
mundongo de cabra, IRDye 800CW diluigdo de 1:800; LI-COR no de cat
926-32210) e incubados durante 1 h a temperatura ambiente com agitacao
suave da placa coberta em folha de aluminio.

Antes da medida na leitora de fluorescéncia Tecan a placa foi
lavada cinco vezes durante cinco min em PBS-T. Todas as lavagens foram
terminadas através de um movimento de giro interrompido bruscamente das
placas, com a parte aberta para baixo, para descartar a solugao de lavagem,
seguido pelo ato de bater a placa contra toalhas de papel. (Idéntico ao tra-
tamento de placas de ELISA, a coisa importante € a nogao de que as células
permanecem na placa durante este tratamento e que a solugcao de lavagem
pode ser removida através deste procedimento ao invés de através de suc-
¢ao, que perturbaria a integridade da monocamada de células). Qualquer
solugao de lavagem residual deixada da ultima lavagem foi removida atraves
de sucgao suave na lateral dos pogos com uma pipeta muilticanal. O sinal
fluorescente foi medido para o canal de 680 nm (excitagdo 675 nm e emis-
sao 705 nm, ambas com largura de banda de 10 nm) e para o canal de 800
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nm (excitacado 762 nm e emissao 798 nm, ambas com largura de banda de
10 nm).

Utilizando a analise de Western em células, se torna evidente
que os trés anticorpos estao afetando significativamente (p<0,05) o status de
pEGFR das células HN5; os anticorpos 1208, 1277 e 1320 (Figura 13).

A mistura anti-EGFR (992, 1030 e 1042) de anticorpos Anti-
EGFR e os anticorpos individuais contidos na mesma foram testados em
relacao ao efeito em uma analise de western em células de inibicao da fosfo-
rilacao do EGFR induzida pelo EGF. Como observado na Figura 14, 992 e
1030 e a mistura de anticorpos Anti-EGFR inibiam significativamente a fosfo-
rilacdo do EGFR induzida pelo EGF (p<0,05).

Exemplo 5 Internalizacao de receptores de EGF em células A431NS

As células A431NS (ATCC# CRL-2592) foram tratadas com trip-

sina partindo de um frasco de cultura T175 80-90% confluente utilizando

TrypLE. As células separadas foram lavadas em PBS e suspensas em
DMEM sem soro. As células foram divididas em porgdes de 1-2 mL e incu-
badas 30 min em gelo com os anticorpos verificados. A concentragcéo de an-
ticorpo era de 10 uyg/mL. As células foram lavadas trés vezes em DMEM
(250 g, 4 min, 4°C) e ressuspensas em 1,8 mL de DMEM. Cada porgéo foi
dividida em seis tubos de FACS cada um contendo 300 L de suspensao de
células. Trés tubos de cada porgao sao colocados em banho de agua a 37°C
em exatamente 40 min e os outros trés sao colocados em gelo imediatamen-
te. Apds a incubacao, as células sédo lavadas duas vezes a (250 g, 4 min,
4°C) e os péletes sao redissolvidos em 100 pyL de F(ab'). de Fcy anti I1gG
humana de coelho-FITC em DMEM. As células sao incubadas durante 30
min a 4°C antes de serem lavadas trés vezes em DMEM a 4°C e analisadas
em FACSCalibur.

Os resultados sdo mostrados na Figura 15. A incubagédo com
Erbitux e Vectibix mostrou um nivel equivalente de internalizagcéo de receptor
em torno de 30% deixando 70% da coloragao inicial da superficie. A incuba-
c¢ao com 992 sozinho leva a uma regulagdo para menos do receptor de a-

proximadamente 45%. A incubagcdo com misturas de anticorpos contendo
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dois anticorpos adicionais com epitopos nao-sobrepostos leva a um aumento
na regulagao para menos do receptor: 992 + 1024, 74%; 992 + 1024 + 1030,
83%.

A adicao de anticorpos adicionais nao levou a um aumento adi-
cional na internalizagao do receptor. Assim, pelo menos trés anticorpos pa-
recem ser necessarios para atingir o nivel maximo de internalizagao nas cé-
lulas A431.

EXEMPLO 6 - Ensaios de proliferacao

Os danos celulares resultarao inevitavelmente na perda da ca-

pacidade da célula de manter e fornecer energia para a fungao celular meta-
bodlica e para o crescimento. Os ensaios de atividade metabdlica baseiam-se
nesta premissa. Geralmente estes medem a atividade mitocondrial. O Rea-
gente de Proliferacdao Celular (Cell Proliferation Reagent) WST-1 (Roche
N° de Cat. 11 644 807 001) € um substrato pronto para uso que mede a ati-
vidade metabdlica de células viaveis. Supde-se entao que a atividade meta-
bdlica se correlaciona com o numero de células viaveis. Neste exemplo o
ensaio de WST-1 foi utilizado para medir o numero de células metabolica-
mente ativas apds o tratamento com anticorpos diferentes em concentragdes
diferentes.

Antes de realizar o ensaio de WST-1, os anticorpos apropriados
e as misturas de anticorpos foram diluidos até uma concentragao de anticor-
po total final de 20 ug/mL em DMEM suplementado com 0,5% de FBS e 1%
de P/S fornecendo uma concentragdo de anticorpo final de 10 uyg/mL no po-
¢o com a concentracdo de anticorpo mais alta. 150 uL destas solucoes fo-
ram entdo adicionados aos po¢os na coluna 2 de uma placa de 96 pogos e
foi feita uma diluicado em série de trés vezes até a coluna 9 de forma que ca-
da pogo contivesse 100 pL de solugao de anticorpo. 100 pyL do meio foram
adicionados na coluna 11. 200 uL do meio foram adicionados nas Fileiras 1
e 8 assim como nas colunas 1 e 12 para diminuir o efeito da evaporacao do
meio nos pogos experimentais.

As células A431-NS sao entdo lavadas com 1xPBS e soltas a-

través do tratamento com tripsina com 3 mL de solugéo de tripsina. 17 mL de
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meio completo sdo entdo adicionados e as células sdo centrifugadas a
300xg (1200 rcf) durante 5 min. O sobrenadante é removido e células sédo
ressuspensas em DMEM + 0,5% de FBS. As células sao contadas e sua
concentracdo € ajustada em 15.000 células/mL. 100 puL da suspensido de
células (1500 células/pogo) sdo entdo adicionados aos pogos experimentais
nas colunas 2-11. As placas sao incubadas durante 4 dias em uma incuba-
dora umedecida a 37°C. Entdo 20 yL do reagente WST-1 sdo adicionados
por pogo e as placas sao incubadas durante uma hora a 37°C. As placas séao
entado transferidas para um agitador de placas orbital e mantidas durante
mais uma hora. A absorbancia é medida em 450 e 620 nm (comprimento de
onda de referéncia) em uma leitora de ELISA. A quantidade de células me-
tabolicamente ativas (MAC) é calculada como a percentagem do controle
nao tratado como a seguir:

%A/IAC=( (ODexp.— ODmeio) )XIOO

(ODndo — tratado — ODmeio)

Para os estudos de titulagdao do EGF, o ligante foi diluido até
uma concentracdo de 20 nM/mL em DMEM+0,5% de FBS, fornecendo uma
concentracgao final de 10 nM/mL no pogo com a concentragado de EGF mais
alta. 150 pL desta solugao foram entao adicionados aos pogos na coluna 2
de uma placa de 96 pogos e uma diluicdo em série de trés vezes foi feita até
a coluna 9 de forma que cada pogo contivesse 100 pL de solugdo de EGF.
100 pL de meio foram adicionados na coluna 11. 200 yL de meio foram adi-
cionados nas Fileiras 1 e 8 assim como nas colunas 1 e 12 para diminuir o
efeito da evaporacao do meio nos pogos experimentais. Os anticorpos apro-
priados e as misturas de anticorpos foram diluidos até uma concentragao de
anticorpo total final de 40 ug/mL em DMEM suplementado com 0,5% de FBS
e 1% de P/S fornecendo uma concentragao de anticorpo final de 10 pg/mL
nos pogos. 50 pL destas solugdes foram entdo adicionados aos pogos nas
colunas 2-9 da placa de 96 pocos.

As células A431-NS sao entao lavadas com 1xPBS e soltas a-
través do tratamento com tripsina com 3 mL de solucao de tripsina. 17 mL de

meio completo s&o entdo adicionados e as células sdo centrifugadas a
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300xg (1200 rcf) durante 5 min. O sobrenadante é removido e as células sao
ressuspensas em DMEM + 0,5% de FBS. As células sdo contadas e sua
concentragcao € ajustada em 40.000 células/mL. 50 uL da suspensao de cé-
lulas (2000 células/pogo) sao entdo adicionados aos pogos experimentais
nas colunas 2-11. As placas sao incubadas durante 4 dias em uma incuba-
dora umedecida a 37°C. Entao 20 pyL do reagente WST-1 sdo adicionados
por pogo e as placas sao incubadas durante uma hora a 37°C. As placas séo
entao transferidas para um agitador de placas orbital e mantidas durante
mais uma hora. A absorbancia € medida em 450 e 620 nm (comprimento de
onda de referéncia) em uma leitora de ELISA. As quantidades de células
metabolicamente ativas sao indicadas pela absorbancia em 450 nm subtrai-
da a absorbancia no comprimento de onda de referéncia de 620 nm.

A quantidade de células metabolicamente ativas (MAC) é calcu-

lada como a percentagem do controle nao tratado como a seguir:

%AMC=[ (ODexp.—ODmeio) )xlOO

(ODndo —tratado — ODmeio)
Resultados

Para mostrar que uma mistura de trés anticorpos Anti-EGFR
com epitopos nao-sobrepostos dentro do dominio Ill € superior aos anticor-
pos isoladamente, foi realizado um experimento que investigou a inibicao do
crescimento de A431-NS. Como pode ser observado na Figura 16A, os anti-
corpos sdo fracos inibidores do crescimento de A431-NS por si s6, mas
quando combinados, é obtido um efeito inibidor sinérgico sobre o crescimen-
to de 431-NS. Embora as misturas de 992 com qualquer um de 1042 ou
1030 sejam também muito potentes, a mistura de todos os trés € superior a
estas em relagdo a todas as faixas de concentragdo de anticorpo.

Os efeitos de anticorpos individuais e misturas de anticorpos
sobre o crescimento de células A431-NS estimulado com concentragées va-
riaveis de EGF foram investigados e os resultados sdao mostrados na Figura
17. Como pode ser observado na Figura 17 concentragdes de EGF acima de
0,1 nM na auséncia de anticorpos sao toxicas para as células. Entretanto, &
evidente que uma mistura de trés anticorpos com epitopos nao-sobrepostos
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dentro do dominio Ill de EGFR (992, 1030 e 1042) atua de forma sinérgica
para inibir o crescimento das células A431-NS na presenca de EGF quando
testada até pelo menos 0,3 nM de EGF e a mistura & superior a todos os
anticorpos monoclonais.

A seguir € demonstrado que o efeito inibidor sinérgico sobre o
crescimento de A431-NS também pode ser obtido através da combinacgao de
dois anticorpos com epitopos nao-sobrepostos no dominio Il de EGFR com
anticorpos com epitopos dentro do dominio | ou Il de EGFR. Como pode ser
observado na Figura 18, combinagdes dos anticorpos 992 e 1024 que sao
ambos dominio Il de EGFR, com qualquer um anticorpo reativo com o do-
minio | (1284) ou com o dominio I/ll (1434) de EGFR sao tao potentes quan-
to trés anticorpos que reagem com epitopos néo-sobrepostos dentro do do-
minio |ll de EGFR (992+1024+1030). Em adicao, estas misturas de anticor-
pos sao mais potentes na inibigao do crescimento de A431-NS que os anti-
corpos anti EGFR terapéuticos Erbitux e Vectibix.

Ensaios similares foram realizados utilizando duas outras linha-
gens de células cancerosas, DU145 (ATCC#HTB-81) e MDA-MB-468
(ATCC#HTB-132). Os resultados destes ensaios de proliferacao sdo mos-
trados nas Figuras 16B e 16C. Em ambos os casos, uma mistura de trés
anticorpos (992, 1030 e 1042) era superior as misturas de dois anticorpos e
anticorpos isolados. Nas células DU145, a mistura de trés anticorpos era
superior ao Vectibix em todas as concentracoes e em MDA-MB-468 em con-
centragdes altas.

Utilizando um método similar ao descrito anteriormente, foram
testadas combinagoes diferentes de trés anticorpos Anti-EGFR.

Resultados

Os efeitos de combinagoes diferentes de trés anticorpos foram
investigados na linhagem de células A431NS. A atividade inibidora do cres-
cimento das vinte mais potentes destas & mostrada na Figura 37. Todas as
combinagdes inibiam a proliferagdo da linhagem de células A431NS mais de
60% comparada a de um controle nao tratado. Uma outra observagao inte-

ressante € que com a excecdo das combinagbes (992+1024+1254 e
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992+1024+1320 e 992+1277+1320) as combinacdes contém anticorpos com
epitopos nao-sobrepostos. Isto mostra que é possivel planejar varias combi-
nacgoes de trés anticorpos que se ligam a epitopos distintos.

EXEMPLO 7 - apoptose.

A apoptose € um mecanismo biolégico que leva a morte da cé-

lula. Este mecanismo foi relatado anteriormente através do uso de anticor-
pos Anti-EGFR, tal como o Erbitux (Baselga J. The EGFR as a target for an-
ticancer therapy - focus on cetuximab. Eur J Cancer. 2001 setembro: 37, Su-
plemento 4:S16-22). Foi, portanto, verificado até qual extensao os anticorpos
individuais Anti-EGFR 992, 1042 e 1030 assim como a mistura (992+1042+
1030) eram capazes de induzir a apoptose.

1x10* células A431NS foram incubadas em DMEM suplementa-
do com 0,5% de FBS e antibidticos em determinagées triplas em placas de
cultura de 96 pogos na presenga da mistura de EGFR (partes iguais de
992,1030,1042), 992,1030,1042, Erbitux ou Vectibix, em concentragdes vari-
ando de 0,01 pg/mL até 10 ug/mL. As células e os anticorpos foram incuba-
dos durante 22 h. Entao os sobrenadantes foram coletados e medidos em
um kit de ELISA da Roche, No de Cat: 11774425001 (Basel, Suiga), em re-
lagao a presencga de complexos de histona-DNA.

O efeito da mistura foi comparado com cada um dos anticorpos
monoclonais isolados assim como com os anticorpos de referéncia Vectibix
e Erbitux utilizando células A431NS (resultados na Figura 19). Os anticorpos
foram testados na diluicdo de 10 vezes. A mistura é significativamente
(P<0,05) mais eficiente comparada com os anticorpos monoclonais individu-
ais assim como o Vectibix quando testada nas concentra¢des de 1 ug/mL e
10 pyg/mL. A mistura aumentou a apoptose de forma estatisticamente signifi-
cativa (p<0,05) comparada com o Erbitux em 1 pyg/mL.

EXEMPLO 7b

Em adigao ao exemplo 7, a mistura de 992+1024 assim como a

mistura de 992+1024+1030 foram investigadas em relagéo a atividade apop-
tética de acordo com o mesmo método que € descrito no exemplo 7 (figura

35). O nivel factual de apoptose foi relacionado a um controle positivo maxi-
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mo. Ambas as misturas foram comparadas com o Erbitux e com os anticor-
pos monoclonais individuais 992, 1024 e 1030 assim como com um anticor-
po de controle em 1 pg/mL utilizando células A431NS. A mistura de
992+1024 era significativamente melhor que o Erbitux e os anticorpos mo-
noclonais individuais (todos P<0,05).

EXEMPLO 8 Eficacia in vivo

A mistura anti-EGFR consistindo nos anticorpos 992, 1030 e

1042 foi investigada em relagdo a eficacia in vivo no modelo de xenoenxerto
de camundongos nus utilizando células A431NS. Este € um modelo ampla-
mente utilizado para a investigagao da poténcia de anticorpos anticancer
monoclonais, incluindo anticorpos Anti-EGFR. Os camundongos nus sao
imunocomprometidos € nao possuem células T. Isto permite o crescimento
de células humanas nos camundongos.

Dois grupos de camundongos nus com 6-8 semanas receberam
injecdo subcutanea de 1x10° células A431NS. Quando o tamanho médio do
tumor atingiu 100 mm?, o tratamento foi iniciado. Os camundongos recebe-
ram cinco injegdes de 1 mg de anticorpo, de forma intraperitoneal, com inter-
valo de 2-3 dias. Os tamanhos dos tumores foram medidos em dois diame-
tros utilizando calibres digitais e o volume foi calculado utilizando a férmula:
Volume do tumor (mm?®) = L x W? x 0,5, em que L é o diametro mais longo e
W é o didmetro mais curto (Teicher BA, Tumor Models in Cancer Research.
Humana Press, NJ, USA 2002, p596). No final do experimento, os tumores
foram cortados e pesados.

O Synagis foi utilizado como o anticorpo de controle. O experi-
mento também incluia o tratamento com Erbitux e Vectibix na mesma quan-
tidade utilizando a mesma programacéao que para a mistura de anti-EGFR
(anticorpos 992, 1030 e 1024).

Como observado na figura 20, a mistura de 992, 1030 e 1042 i-
nibia significativamente o crescimento de tumor de A431NS (P<0,05). Os
pesos médios sdo mostrados na Figura 21. O resultado se correlacionava
com os tamanhos dos tumores medidos. Ha uma diferenga significativa entre

o grupo de tratamento € o grupo de controle.
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Exemplo 8b Eficacia in vivo
Em adigao ao experimento in vivo descrito no exemplo 8, as

misturas de 992+1024 e 992+1024+1030 foram investigadas no modelo de
xenoenxerto de A431NS descrito anteriormente (figura 36). Quatro grupos
cada de 9 camundongos nus, com 6-8 semanas, receberam injecao subcu-
tanea de 1x10° células A431NS. Quando o tamanho médio dos tumores a-
tingiu 100 mm?, os camundongos receberam a primeira injegao de anticorpo.
Os trés grupos receberam a mistura de 992+1024, 992+1024+1030, Erbitux
ou o anticorpo de controle, Synagis. Em todos, os camundongos receberam
17 injegdes de 0,5 mg 4 vezes uma semana. A primeira injecao foi fornecida
no dia 8 e a ultima injecao foi fornecida no dia 34. Os tamanhos dos tumores
foram medidos durante 56 dias. Apds o término do tratamento com anticor-
po, os tumores dos camundongos que receberam Erbitux comegcaram a ex-
pandir em relacdo ao tamanho, enquanto que os tumores continuaram a di-
minuir em relagéo ao tamanho nos dois grupos que receberam a mistura de
992+1024 ou 992+1024+1030. Nao foi observada expansdo no tamanho dos
tumores para o grupo de 992+1024 no dia 91 (567 dias apds o término do tra-
tamento). O tamanho médio dos tumores para a combinagdo de 992+1024
era significativamente menor (P<0,01) no dia 56 que o tamanho médio dos
tumores para os camundongos que receberam Erbitux.

A sobrevivéncia dos camundongos no experimento também foi
monitorada. Os camundongos foram classificados como mortos quando os
tumores atingiram os tamanhos maximos permitidos. A tabela a seguir mos-
tra o0 nimero de camundongos que sobreviveram 56 dias apds a inoculagao
de células tumorais. Uma maior sobrevivéncia & observada para ambas as

combinagées comparadas com o Erbitux.

. Abd
Grupo 992+1024 | 992+1024+1030 Erbitux ©
Controle
Numero inicial de
9 9 9 e}

camundongos
Camund s rema-

undongo o 5 5 o
nescentes no dia 56
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Experimentos adicionais

Dados preliminares de lisados de tumores provenientes do ex-
perimento de xenoenxerto descrito no exemplo 8 mostram que a combina-
cao de 992+1042+1030 induz uma regulagao para menos potente da produ-
cao de VEGF por A431NS, o primeiro sendo um mediador importante da
angiogénese. A maior formacao de vasos sanguineos € um fendbmeno ob-
servado em muitos tumores sélidos, um mecanismo que participa do supri-
mento de nutrientes etc., afetando assim as condi¢gbes de sobrevivéncia.

Além disso, outros dados preliminares mostram que um nivel
maior da combinac¢ao de anticorpos de 992+1042+1030 pode ser observado
nos lisados de tumores provenientes do experimento de xenoenxerto descri-
to no exemplo 8, quando comparada com Erbitux e Vectibix.

Exemplo 8c. Maior diferenciacdo de células tumorais in vivo

A diferenciacao terminal de células € um processo complexo
que inclui a ativagao de programas de expressao génica especifica ao tipo
celular, levando em um processo de varias etapas a uma perda reversivel de
sua capacidade proliferativa. Na doenga maligna, as células cancerosas es-
tao frequentemente em um estado desdiferenciado caracterizado por uma
maior taxa de proliferacao e foi sugerido que farmacos capazes de induzir a
diferenciagéo terminal de células cancerosas seriam capazes de eliminar as
células malighas e restabelecer a homeostase celular normal (Pierce GB,
Speers WC: Tumors as caricatures of the process of tissue renewal: pros-
pects for therapy by directing differentiation. Cancer Res 48:1996-2004,
1988). Sob certas condigcdes experimentais, foi previamente relatado que
anticorpos anti-EGFR monoclonais sao capazes de aumentar a taxa de dife-
renciacao terminal de células cancerosas escamosas humanas crescidas na
forma de tumores de xenoenxerto em camundongos imunocomprometidos
(Milas L, Mason K, Hunter N, Petersen S, Yamakawa M, Ang K, Mendelsohn
J, Fan Z: In vivo enhancement of tumor radioresponse by C225 antiepider-
mal growth factor receptor antibody. Clin Cancer Res 6:701-8, 2000; Modjta-
hedi H, Eccles S, Sandle J, Box G, Titley J, Dean C: Differentiation or im-

mune destruction: two pathways for therapy of squamous cell carcinomas
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with antibodies to the epidermal growth factor receptor. Cancer Res 54:1695-
701, 1994).

Foi verificada histologicamente a extensdo da diferenciagao
terminal em células A431NS tratadas com anti-EGFR crescidas na forma de
xenoenxertos em camundongos. O estudo histolégico incluia 3 tumores de
xenoenxerto de camundongo selecionados aleatoriamente de cada um dos
quatro grupos experimentais descritos no exemplo 8.

Os tecidos foram dissecados e congelados rapidamente, entao
montados com Tecido-Tek sobre um criomicrétomo (Leitz, modelo 1720),
cortados em seg¢des de 5 ym e amostrados em laminas superfrost plus, en-
tao processados para coloracdo com hematoxilina/eosina. Dois observado-
res independentes entao conduziram a verificacdo microscoépica de todas as
secdes de tecido de uma maneira cega, classificando as areas queratiniza-
das ("pérolas de queratina") como uma medida da extensao da diferenciagao
terminal (Modjtahedi e outros, 1994). A Tabela 7 lista o resultado obtido. Os
camundongos tratados com uma mistura de trés anticorpos Anti-EGFR
(992+1024+1030, grupo 1) tinham focos notavelmente maiores e mais nu-
merosos de células cancerosas diferenciadas de forma terminal quando
comparados com os camundongos tratados com os anticorpos de referéncia
Erbitux e Vectibix (Grupos 2 e 3. respectivamente). Nao foi detectada qual-
quer diferenciacao terminal no grupo de controle que recebeu PBS ao invés
de anticorpo (grupo 4).

Imagens microscoépicas representativas foram obtidas utilizando
um microscoépio ajustado com uma camera digital, vide a figura 26.

Em conclusdo, uma combinagéo de trés anticorpos Anti-EGFR
com epitopos nao-sobrepostos dentro do dominio IlI (clones 992, 1030 e
1042) exibia um efeito indutor de diferenciagdo maior inesperado sobre as
células tumorais in vivo quando comparada aos anticorpos monoclonais Er-
bitux e Vectibix. Os efeitos observados sobre a diferenciagéo terminal levam
a conclusdo de que as composi¢des de anticorpos da invengao podem ser
utilizadas na terapia de combinacdo com outros agentes indutores da dife-

renciagao, tais como acido retindico, butirato de 4-fenila.
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Tabela 7
Ne¢ do Classificacdao do N° de
Grupo Comentarios

Tumor pérolas de queratina
1 16 ++++ Pérolas de queratina grandes
1 17 +++ Pérolas de queratina grandes
1 54 ++++ Pérolas de queratina grandes
2 14 ++ Pérolas de queratina pequenas
2 45 ++ Pérolas de queratina pequenas
2 49 ++ Pérolas de queratina pequenas
3 11 ++ Pérolas de queratina pequenas
3 34 ++ Pérolas de queratina pequenas
3 56 ++ Pérolas de queratina pequenas
4 43 -
4 60 -
4 31 -

Exemplo 8d. Efeito inibidor do crescimento prolongado de uma composicido

de anticorpos da invencéo.

Uma repeticao do experimento de xenoenxerto de tumor apre-
sentado nos exemplos 8 e 8b foi realizada para investigar a eficacia in vivo
da mistura de anticorpos 992+1024. Sucintamente, camundongos BALB/c
nu/nu receberam injecao subcutanea de 10° células A431NS no flanco. Foi
permitido que os xenoenxertos de tumor crescessem até um tamanho medio
de tumor de 100 mm? (dia 7) em cujo ponto os camundongos foram separa-
dos aleatoriamente em cinco grupos de nove animais e os tratamentos com
anticorpo foram iniciados. Os cinco grupos receberam uma dose alta (2
mg/semana) ou baixa (1 mg/semana) da mistura 992+1024 ou do anticorpo
de referéncia Erbitux ou uma dose alta (2 mg/semana) do anticorpo de con-
trole Synagis. Todos os camundongos receberam um total de 9 injegGes de
0,5 ou 1 mg de anticorpo duas vezes por semana comegando no dia 7 e
terminando no dia 33.

A mistura 992+1024 em dose alta (2 mg/semana) era muito efi-

ciente no controle do crescimento inicial do tumor e na indugao da regressao



10

15

20

25

30

111

do tumor em longo prazo quando comparada com o Erbitux (P = 0,0002, fi-
gura 38). Nenhum dos animais que receberam 2 mg/semana da mistura
992+1024 foi eliminado no periodo do estudo (118 dias apés o inicio do ex-
perimento, figuras 38 e 39) um resultado significativamente melhor que no
grupo de Erbitux de dose alta de 2 mg/semana em que restou apenas um
dos nove animais no dia 60 (P = 0,0008, figura 39). Isto mostra o efeito pro-
longado do tratamento com 992+1024 sobre a sobrevivéncia em longo pra-
zo. Embora menos eficiente que a dose alta, a dose baixa da mistura
992+1024 (1 mg/semana) também era capaz de controlar o crescimento do
tumor e era significativamente melhor comparada com a dose alta de Erbi-
tux de 2 mg/semana quando eram observadas tanto a supressao do tumor
(P = 0,0135, figura 38) quanto a sobrevivéncia (P = 0,0087, Figura 39). Es-
tes resultados demonstram a poténcia superior da combinagcao 992+1024
quando comparada com o Erbitux mesmo na dosagem baixa. Os resulta-
dos demonstram também a inibicdo prolongada do crescimento causada
pela combinagao 992+1024 comparada com um anticorpo monoclonal a-
provado.

EXEMPLO 9: Crescimento esferoide

Para o estudo de esferoides, a uma placa de 96 pogos de fundo

redondo sao adicionados 35 pyL de 120 mg/mL de solugéo de Poly-HEMA e
deixados até a evaporagao durante a noite em um fluxo laminar. O Poly-
HEMA previne a adeséao das células. As células A431-NS sao tratadas como
anteriormente, contadas e sua concentragdo & ajustada em 100.000 célu-
las/mL. 50 pL da suspensao de células (5.000 células/pogo) sdo entao adi-
cionados aos pogos experimentais nas colunas 2-11 junto com 50 pL de
uma solugao de matrigel a 5%. 200 uL de meio foram adicionados nas Filei-
ras 1 e 8 assim como nas colunas 1 e 12 para diminuir o efeito da evapora-
¢ao do meio nos pogos experimentais. As placas sao centrifugadas a 300xg
durante 5 minutos e deixadas para se ordenarem durante a noite em uma
incubadora umedecida a 37°C. No dia seguinte os anticorpos apropriados e
as misturas de anticorpos foram diluidos até uma concentragéo de anticorpo

total final de 20 pg/mL em uma placa de 96 pogos vazia. Isto foi feito em
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DMEM suplementado com 0,5% de FBS e 1% de P/S fornecendo uma con-
centragao de anticorpo final de 10 pyg/mL no pogo com a concentragdo mais
alta de anticorpo. 150 pL destas solugdes foram entdo adicionados aos po-
¢os na coluna 2 de uma placa de 96 pogos € uma diluicdo em série de trés
vezes foi feita até a coluna 9 de forma que cada pogo contivesse 100 UL de
solugao de anticorpo. 100 puL de meio foram adicionados a coluna 11. 100 pL
destas solugdes sao entao transferidos para a placa contendo os esferoides
e foi deixado que incubasse durante 7 dias. Entdao 20 uL do reagente WST-1
sao adicionados por poco e as placas sdo incubadas durante uma hora a
37°C. As placas sao entao transferidas para um agitador de placas orbital e
mantidas durante mais uma hora. A absorbancia € medida em 450 e 620 nm
(comprimento de onda de referéncia) em uma leitora de ELISA. A quantida-
de de células metabolicamente ativas (MAC) é calculada como a percenta-
gem do controle nao tratado como a seguir:

%A/_/AC:[ (ODexp.—ODmezo) JxlOO

(ODnao — tratado — ODmeio)

Uma mistura de trés anticorpos com epitopos nao-sobrepostos
dentro do dominio Ill (992+1030+1042) inibe eficientemente o crescimento
de esferoides A431-NS e €é mais potente que os anticorpos anti-EGFR tera-
péuticos monoclonais Erbitux e Vectibix (Figura 22).

EXEMPLO 10. Ligagdo ao ECD do EGFR de cinomdlogos

Clonagem do dominio extracelular de EGFR de cinomdélogos.

O dominio extracelular de EGFR de cinomoélogos excluindo o
peptideo sinal foi clonado partindo do cDNA de cinomdlogos isolado da epi-
derme através da utilizacdo da PCR aninhada e iniciadores especificos a
sequéncia derivados da sequéncia publicada do EGFR humano de compri-
mento completo (GENBANK X00588, Ulirich,A. e outros Nature 309(5967),
418-425 (1984)).

Reagentes de PCR:

cDNA de Macaco Cinomoélgo isolado da epiderme da pele nor-
mal:

CytoMol Unimed, Cat. N°: ccy34218, Lote N°: A711054.
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Tampao de reagao Phusion (6X): Finnzymes, Cat. N°: F-518,
Lote N°: 11.
Enzima Phusion: Finnzymes, F-530S (2 U/uL).
dNTP 25 mM: Bioline, Cat. N° BIO-39029, Lote N°: DM-103F.
Iniciadores para a amplificagdo do ECD de EGFR de cinomoélo-
gos incluindo a sequéncia sinal parcial e o dominio transmembrana:
Iniciador &' ATG: 5'-TCTTCGGGAAGCAGCTATGC-3' (SEQ ID NO: 135)
Iniciador 3' Tm 2: 5'-TTCTCCACTGGGCGTAAGAG-3' (SEQ ID NO: 136)
Iniciadores para a amplificagéo através da PCR aninhada do
ECD de EGFR de cinomodlogos pb 1-1863 e incorporagiao dos sitios de res-
tricdo Xbal, Mlul e do cédon de término antes do dominio transmembrana:
5' EGFR Xbal: 5'-ATCTGCATTCTAGACTGGAGGAAAAGAAAGTTTGCCAAGGC-3'
(SEQ ID NO: 137)
3' EGFR Mlul: 5-TACTCGATGACGCGTTTAGGATGGGATCTTAGGCCCGTTCC-3'
(SEQ ID NO: 138)
Condicdes da PCR:
30 ciclos: 98°C/30 s de fusdo, 55°C/30 s de anelamento,

72°C/60 s de alongamento. Apés 30 ciclos foi permitido que os produtos da

PCR fossem alongados durante 5 min adicionais.

As reagdes de PCR foram realizadas com 1 pyL de molde e 2 u-
nidades da Enzima Phusion em um volume total de 50 pyL de tampao de rea-
¢éo contendo 0,2 mM de dANTP, 0,5 uM de iniciador.

Uma banda de PCR final com um comprimento aparente de
aproximadamente 1800 -1900 pb foi obtida e clonada no vetor de expres-
sdo. As sequéncias de DNA e de proteina do dominio extracelular de EG-
FR de cinomélogos clonado sao mostradas na Figura 23 e a sequéncia de
proteina do ECD de EGFR de cinomoélogos alinhada com o ECD de EGFR
humano é mostrada na Figura 24. O alinhamento das sequéncias de DNA
do ECD de EGFR humano e do ECD de EGFR de cinomdlogos exibia
97.,6% de identidade de sequéncia, enquanto que o alinhamento das se-
guéncias de proteinas correspondentes exibia 98,6% de identidade de se-

quéncia.
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Demonstracdo da reatividade cruzada do anticorpo entre o dominio extrace-

lular de EGFR Humano e de cinomdlogos em ELISA.

Para verificar se os anticorpos Anti-EGFR testados se ligavam
igualmente bem ao ECD de EGFR tanto Humano quanto de cinomoélogos e,
consequentemente, permitindo estudos toxicolégicos em macacos cinomoé-
logos, diluicdes em série de quatro vezes de anticorpos partindo de 1 pg/mL
foram testadas por ELISA em relagao a ligagao as proteinas recombinantes
do ECD de EGFR Humano e de Cinomdlogos. Os anticorpos exibindo perfis
de ligagcao idénticos neste ensaio foram interpretados como uma indicagéo
de boa reatividade cruzada do EGFR das espécies. Os pocgos de ELISA fo-
ram revestidos com 50 ulL/pogo de EGFR de comprimento completo em uma
concentragao de 1 ug/mL em PBS durante a noite e 4°C. Na manha seguinte
os pogos foram lavados duas vezes com PBS-T e bloqueados durante uma
hora com 100 pL de PBS-T-1% de BSA a temperatura ambiente, seguido
pela lavagem duas vezes em PBS-T. A seguir, 50 uL de anticorpos Anti-
EGFR diluidos em série e anticorpos de controle foram adicionados aos po-
¢os e incubados durante uma hora a temperatura ambiente. Apés a incuba-
¢ao do anticorpo os pogos foram lavados cinco vezes com PBS-T, seguido
pela incubagao com 50 pL/pogo do reagente secundario Estreptavidina-HRP
diluido 1:3000 no tampao de bloqueio e pela incubagcao a temperatura ambi-
ente durante 30 min. Finalmente os pogos foram lavados cinco vezes com
PBS-T e as placas foram reveladas através da adigdo de 50 plL/pogo de
substrato TMB e incubadas a temperatura ambiente. Apés a incubacio a
reacdo foi interrompida através da adicdo de 1 M de H>SO4; 100 yL/pogo e
as placas foram lidas em DO de 450nm.
Reagentes do ELISA:
Placa de ELISA; NUNC Maxisorp; cat: 442404
Antigeno: ECD do rEGFR Humano; ECD do rEGFR de cinomélogos
Tampao de revestimento: 1 x PBS; Gibco cat:20012-019
Tampao de lavagem: 1xPBS/0,05% de Tween 20 (PBS-T)
Tampao de bloqueio/diluigéo: 1% de BSA em PBS-T
Conjugado de HRP anti-lgG Humana de Cabra: Serotec, Star 106P

o a s w N =
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7. TMB Plus (KemEnTec cat # 4390L)
8. (1 Mde H.SOy)

Como mostrado na figura 25, o ensaio de ELISA descrito podia
discriminar entre os anticorpos para anti-ECD do EGFR Humano e de cino-
mologos com ligagao cruzada (Figura 25 A) e os anticorpos especificos a
espécie reconhecendo apenas o ECD de EGFR Humano utilizado para as
imunizagdes de camundongos (Figura 25B).

EXEMPLO 11. Inibicdo da motilidade

A maior parte das mortes causadas por cancer € derivada da

disseminagao de células tumorais e do crescimento subsequente em locali-
zacgOes distantes. A invasao local do tecido normal adjacente compromete as
funcdes homeostaticas e impede a remocgao cirargica ou radioloégica do tu-
mor. Investigacdes recentes evidenciaram a funcao central que a motilidade
induzida desempenha na promogio deste espalhamento. E sabido que o
EGFR facilita a motilidade e o espalhamento celular e, portanto, a inibigéo da
motilidade mediada pelo EGFR € um mecanismo importante de farmacos
direcionados para o EGFR.

O efeito de uma mistura dos dois anticorpos 992 e 1024 sobre a
motilidade das linhagens de células de carcinoma de cabecga e pescogo foi
investigado. Os esferoides consistindo em 10.000 células foram preparados
durante a noite como descrito no exemplo 9. Os esferoides foram entao
transferidos para frascos de cultura de células NUNC T25 e a adeséao foi
permitida durante a noite. 10 ug/mL da mistura de anticorpos 992+1024 ou
de um anticorpo de controle negativo foram entdo adicionados e os esferoi-
des foram incubados durante mais 24 horas. Foram otidas imagens no au-
mento de 40x e a area coberta pelas células foi medida utilizando o software
Image J.

Resultados: Como pode ser observado na Figura 27A a adic&o
dos anticorpos 992 e 1024 especificos ao EGFR leva a um decréscimo signi-
ficativo na area coberta pelas células tumorais. A motilidade € quantificada
na Figura 27B, que mostra que a motilidade é diminuida aproximadamente

60% quando comparada com o anticorpo de controle negativo. Este decrés-
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cimo na motilidade é altamente significativo p<0,01.

Assim, uma combinag¢ao dos anticorpos 992 e 1024 inibe poten-
cialmente a motilidade das células tumorais mediada por EGFR, o que indica
que as combinagdes de anticorpos anti EGFR poderiam ser utilizadas para o
tratamento da doencga disseminada.

Exemplo 12. Requlacido para mais da Involucrina pela composicdo de anti-

corpo Sym004

A Involucrina € um marcador da diferenciagdo precoce de célu-
las escamosas e uma proteina que esta envolvida na formagao do envelope
cornificado. Os niveis de involucrina podem, portanto, ser utilizados como
uma medida do nimero de células tumorais que se diferenciaram. Os niveis
de Involucrina foram estimados nos lisados de proteinas de tumores de xe-
noenxerto de A431NS néo tratados ou tratados com Erbitux, Vectibix ou uma
mistura dos anticorpos 992+1030+1042 utilizando um kit de ELISA para In-
volucrina disponivel comercialmente (Biomedical Technologies). Os lisados
de tumor foram preparadas através da homogeneizagao de 30-40 mg de
tecidos tumorais em 1 mL de tampao RIPA utilizando o TissuelLyzer da Qia-
gen. A concentragao de proteina em cada lisado clarificado foi determinada
utilizando o kit de ensaio da proteina BCA da Pierce e o nivel de involucrina
foi estimado utilizando o ensaio de ELISA em 0,4 ug de proteina de cada
amostra.

Resultados: Como pode ser observado na Figura 27 a Involucri-
na & encontrada em niveis significativamente maiores no grupo de tratamen-
to com 992+1030+1042 quando comparados aos dos grupos de tratamento
com o controle negativo e com Erbitux ou Vectibix. Assim, uma combinagao
dos anticorpos 992, 1030 e 1042 aumenta os niveis de involucrina nos tumo-
res de xenoenxerto de A431NS e, portanto, induz presumidamente um grau
maior de diferenciagdo de A431NS. Um resuitado que se correlaciona bem
com o alto niumero de pérolas de queratina encontrado neste grupo de tra-
tamento particular (vide exemplo 8).

Exemplo 13 Internalizacido do EGFR pela composicédo de anticorpo SymQ004

Alguns anticorpos funcionam através da indugéo da internaliza-
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¢ao de seu alvo de superficie. E sabido que o EGFR sofre internalizacao
quando ativado por ligante tal como EGF.

A capacidade de uma mistura dos dois anticorpos 992 e 1024
de induzir a internalizagao do EGFR foi investigada utilizando microscopia
confocal. As células A431NS e HN5 foram semeadas em laminas com
camaras de 8 pocos da LabTek e incubadas durante a noite em DMEM
contendo 0,5% de FBS. Foram entao adicionados as células 10 ug/mL da
mistura de anticorpos de 992+1024 marcada com Alexa-488 ou do anti-
corpo de controle Erbitux e entdo incubados durante periodos de tempo
diferentes. Foram obtidas imagens em um aumento de 60x utilizando um
microscopio confocal da Biorad com um orificio grande ou um orificio pe-
queno.

Resultados: Como mostrado na Figura 29A a adi¢ao dos anti-
corpos 992 e 1024 especificos ao EGFR marcados com Alexa-488 durante 2
horas leva ao acumulo dos anticorpos nas vesiculas intracelulares em am-
bas as linhagens de células A431NS e HN5. O Erbitux, em contraste, é prin-
cipalmente encontrado na superficie celular. A Figura 29B mostra imagens
de células A431NS utilizando um orificio menor, que resulta em imagens de
secbes mais finas das células. E evidente partindo destas imagens que os
anticorpos 992+1024 estao localizados dentro das células enquanto que o
Erbitux & principalmente encontrado na superficie celular. A Figura 30 mos-
tra um periodo de tempo da internalizagcdo mediada por 992+1024 e tao logo
quanto 30 minutos apoés a adigao de anticorpos estes podem ser encontra-
dos nas vesiculas intracelulares. Apos 4 horas quase todos os anticorpos
992+1024 sao encontrados dentro das células com coloragdo na superficie
baixa ou muito fraca. O Erbitux, em contraste, permanece na superficie celu-
lar. Também foi obtida uma evidéncia que mostra que a internalizagao indu-
zida por 992+1024 leva a uma degradacéao prolongada e a remog¢ao do EG-
FR nas células.

Assim, uma combinacao dos anticorpos 992 e 1024 rapidamen-
te e potencialmente induz a internalizagdo do EGFR enquanto que o Erbitux

nao.
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Exemplo 14 Medida das afinidades dos anticorpos com ressonancia de

plasménio de superficie.

Medida das afinidades monovalentes dos anticorpos IgG
Sym004 contra o ECD do EGFR soluvel recombinante.

A analise cinética dos anticorpos IgG de comprimento completo
da invengao foi realizada em um BlAcore 2000, empregando um ensaio que
€ descrito em (Canziani, Klakamp e outros 2004, Anal. Biochem, 325:301-
307) que permite a medida das afinidades monovalentes de moléculas de
IgG inteiras contra um antigeno soluvel. Sucintamente, aproximadamente
10.000 Ru de um anticorpo Fc anti-lgG humana policlonal foram conjugadas
a superficie de um chip CM5 de acordo com as instrugdes do fabricante, se-
guido pela captura de 25 ug de anticorpos Anti-EGFR individuais da inven-
¢ao ou do controle negativo Synagis na superficie do anti-Fc Chip. A densi-
dade da IgG capturada foi otimizada para cada clone, de forma que a ligagao
da concentragao mais alta do antigeno empregado no ensaio nao excedesse
25 Ru. Depois 250 uL de ECD de EGFR humano soluvel, que foi mostrado
previamente que continha somente proteina monovalente através de croma-
tografia por exclusdo em gel, foram injetados a uma vazao de 25 pL/min em
diluicbes em série de duas vezes em tampao HBS-EP para gerar curvas de
resposta. A superficie do chip foi regenerada entre ciclos através da extra-
¢ao dos complexos de anticorpo/antigeno capturados com uma injegéo de
10 segundos de 100 mM de HiPO4. A analise cinética foi realizada primeiro
subtraindo a resposta da célula de fluxo contendo o anticorpo de controle
negativo Synagis seguida pela subtragido da resposta gerada pela injecao de
tampao HBS-EP sozinho ("referéncia dupla”). A constante da taxa de asso-
ciacao (ka) e a constante de dissociagao (kd) foram avaliadas de forma glo-
bal partindo dos sensogramas gerados com o software 4.1 de avaliagao BIA
fornecido pelo fabricante.

Reagentes:

1. Chip CM5: Biacore, N° de Cat. BR-1000-14
2. NHS: Biacore BR-1000-50

3. EDC: Biacore BR-1000-50
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10 mM de Tampao acetato pH 4,5: Biacore, N° de Cat. BR-1003-50
Fc anti-lgG Humana de Cabra: Caltag, N° de Cat. H10500
Etanolamina, 1,0 M pH 8,5: Biacore BR-1000-50
10 x tampao de corrida HBS-EP: 0,01 M de HEPES pH 7,4, 0,15 M de
NaCl, 3 mM de EDTA, 0,005% v/v de Tensoativo P20
Antigeno: Dominio extracelular do EGFR Humano com 6xHis.
100 mM de H;PO,4
As afinidades monovalentes calculadas das IgGs de compri-

N O o

mento completo da invengao contra o ECD de EGFR Humano soluvel sao
mostradas na Tabela 8 a seguir.

Afinidades medidas dos anticorpos IgG anti-EGFR contra o re-
ceptor soluvel. As medidas dos anticorpos foram realizadas através da Res-
sonancia de Plasménio de Superficie em um BlAcore 2000 empregando o
software de avaliagao fornecido pelo fabricante. * A afinidade de 992 foi de-

terminada através da Analise de Scatchard.

Tabela 8
IgG kon (M s koff (1/s) ty/2 (Min) Kp (nM)
992* N.A. N.A. 0,2 170,0
1024 1,8E+05 4,9E-03 2,4 26,7
1030 1,3E+04 3,7E-04 31,1 29,2
1254 8,5E+04 1,0E-03 11,3 12,7
1260 3,7E+04 1,6E-04 74,1 4,2
1261 1,7E+05 3,2E-03 3,6 18,6
1277 1,3E+05 5,3E-05 217.6 0,4
1284 3,2E+04 1,5E-04 78,1 4,6
1320 1,2E+05 2,8E-03 4,1 24,2
1347 2,4E+04 5,0E-04 22,9 21,4

N.A.: Nao aplicavel.

Os anticorpos Sym004 mais testados reconheciam o ECD de
EGFR humano soltivel com afinidades na faixa de 10 - 20 nM, exceto 1260,
1277 e 1284 que tinham afinidades mais altas de 4,2 nM, 0,4 nM e 4,6 nM
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respectivamente. Finalmente foi observado que 992 se liga ac ECD de EG-
FR soluvel com uma afinidade muito menor que os outros anticorpos testa-
dos. Consequentemente, a analise cinética deste anticorpo tinha que ser
determinada através da analise de Scatchard que revelou uma afinidade de
170 nM contra o ECD de EGFR humano soluvel.

Medida das afinidades de anticorpos Fab Sym004 contra o ECD
de EGFR recombinante imobilizado.

Para verificar diferengas possiveis na apresentacao de antige-
nos entre o ECD de EGFR apresentado na forma soluvel e imobilizada, foi
realizada uma nova medida de afinidade em um antigeno do Receptor EG-
FR quimérico imobilizado chamado de EGFR-Fc (R&D Systems, 344-ER),
consistindo no ECD de EGFR Humano fundido ao Fc de IgG Humana. Para
esta finalidade, foram gerados fragmentos Fab dos anticorpos IgG 992, 1024
& 1030 para permitir a medida das afinidades monovalentes.

Producéao de Fab:

Os fragmentos Fab de 992, 1024 e 1030 foram produzidos atra-
vés da digestao com Papaina utilizando um Kit de preparagédo de Fab da
Pierce e seguindo as instrugdes do fabricante. Sucintamente 2 mg de cada
anticorpo IgG sofreram troca de tampao em colunas NAP-5 (Amersham Bi-
osciences) pelo tampao de digestao recém-preparado contendo 20 mM de
Cisteina-HCI, pH 7,0 seguindo as instru¢des do fabricante. Entdo uma sus-
pensao de 350 yL de esferas de Papaina foi lavada duas vezes no mesmo
tampao de digestdo antes das esferas serem centrifugadas e o sobrena-
dante foi descartado. Os anticorpos foram digeridos através da adi¢céo de 1
mL de anticorpo IgG que sofreu troca de tampao as esferas e de incubacgéao
durante a noite a 37°C com agitagdo a 1000 rpom. Na manha seguinte, a
IgG nao digerida foi separada do Fab bruto através da eliminagéo de IgG
de comprimento completo em colunas HiTrap Protein A (Ge Healthcare). O
Fab produzido foi finalmente submetido a dialise contra PBS durante a noi-
te e analisado com SDS-PAGE sob condi¢gdes redutoras e nao redutoras.
Uma banda de proteina de aproximadamente 50 kDa sob as condi¢cbes nao

redutoras foi interpretada como uma indicagéo da produgdo bem-sucedida
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de Fab.

Reagentes:

1. Kit de preparagéo de Fab ImmunoPure; Pierce; N° de Cat. 44885

2. Coluna de dessalinizagcao NAP5; Amersham, N° de Cat. 17-0853-02
3. PBS pH 7,2; Gibco; #20012-019

4. HiTrap Protein A HP, coluna de 1 mL; GE Healthcare; #17-0402-01
5. NuPAGE 4-12% Novex Bis-Tris Gel; Invitrogen; #NP0322BOX

6. Marcador molecular; Seeblue Plus 2; Invitrogen; # LC5925

7. Anticorpos anti-EGFR - 2,0 mg de cada.

A anadlise cinética dos anticorpos Fab da invengéao foi realizada
em um Biacore 2000, utilizando antigeno recombinante imobilizado sobre a
superficie do sensor a uma densidade muito baixa para evitar limitagcées no
transporte de massa. Sucintamente, um total de 285 Ru de quimera ECD de
EGFR-Fc recombinante (R&D Systems, N° de Cat. 344-ER) foi conjugado
com a superficie de um chip CM5 de acordo com as instrugdes do fabrican-
te. Entao os fragmentos Fab derivados dos anticorpos da invengao foram
testados em diluigdes em série de duas vezes, partindo de uma concentra-
¢ao otimizada que néo resultava em valores maximos de Ru acima de 25
quando testados sobre o chip com EGFR imobilizado. A analise cinética foi
realizada primeiro subtraindo a resposta gerada pela injecdo do tampao
HBS-EP sozinho. A constante da taxa de associagdo (kA) e a constante
de dissociacao (kd) foram avaliadas de forma global partindo dos senso-
gramas gerados com o software 4.1 de avaliagao BIA fornecido pelo fabri-
cante.

As afinidades calculadas dos fragmentos Fab testados da in-
vengao contra o ECD de EGFR Humano imobilizado sdo mostradas na Ta-

bela 9 a seguir.
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Afinidades medidas de anticorpos Fab anti-EGFR contra o recep-
tor imobilizado. As medidas do anticorpo foram realizadas através da Res-
sonancia de Plasménio de Superficie em um BlAcore 2000 empregando o
software de avaliagao fornecido pelo fabricante. * A afinidade de 992 foi de-
terminada através da Analise de Scatchard.

Tabela 9
Fab kon (M's™) koff (1/s) t1;2 (Min) Kp (nM)
Fab 992* N.A. N.A. 0,2 150,0
Fab 1024 1,9E+05 4,9E-03 2,3 25,6
Fab 1030 8,7E-04 2,0E-04 57,5 2,3

N.A.: Nao aplicavel.

Como apresentado na Tabela 9 acima, foi observado que os
fragmentos Fab de 992 e 1024 possuem afinidades de 150 nM e 26 nM res-
pectivamente em concordancia com as afinidades apresentadas no exemplo
anterior, ilustrando diferencas sem significancia no reconhecimento do anti-
corpo contra o EGFR sollvel e imobilizado para estes dois anticorpos. Entre-
tanto, o anticorpo 1030 exibia uma afinidade dez vezes maior de 2,3 nM con-
tra o antigeno imobilizado quando comparada a do receptor soluvel e, con-
sequentemente, reconhecia preferencialmente um epitopo exposto no anti-
geno imobilizado.

EXEMPLO 15: Investigacdo da apresentacdo do antigeno EGFR e classifi-
cacéao das afinidades funcionais nas células A431-NS.

Comparagao entre a apresentagdo de antigenos nas células
A431-NS e o receptor EGFR purificado de comprimento completo.

Uma vez que a analise cinética revelou que o anticorpo 992 re-
conhecia o ECD de EGFR recombinante com uma afinidade entre 150 - 170
nM, foi verificado se esta afinidade fraca era devido ao fato de que o mAb
992 se ligava preferencialmente as conformagdes nativas de EGFR que sao
expressas nas células A431-NS ao contrario das conformagdes apresenta-
das no ECD de EGFR recombinante ou no EGFR de comprimento completo
purificado de células A431. Para verificar as diferengas nas preparacdes de

antigeno do receptor de EGF, estudos de ligagao de ELISA concorrentes de
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uma subpopulacdo dos anticorpos da inveng¢ao foram realizados com frag-
mentos Fab para evitar os efeitos de avidez sobre as células A431-NS testa-
das e EGFR de comprimento completo purificado das mesmas células.

Produgado de Fab: A produgao de fragmentos Fab foi realizada
como descrito no exempio 14.

ELISA Indireto: Para o ELISA indireto, o EGFR de comprimento
completo (Sigma E2645) foi revestido a 1 ug/mL em tampao Carbonato (50
pL/poc¢o) durante a noite a 4°C. Na manha seguinte, os pogos foram lavados
duas vezes com PBS-T e bloqueados durante uma hora com PBS-T conten-
do 1% de BSA a temperatura ambiente seguido pela lavagem duas vezes
em PBS-T. A seguir, diluicdes em série de 50 pl. de anticorpos Fab em
DMEM contendo 1% de BSA foram adicionados em pogos de ELISA inde-
pendentes e incubados durante 1 hora a temperatura ambiente, apds a qual
os pogos foram lavados quatro vezes com PBS-T. A seguir, 50 uL. de um
conjugado de HRP anti-Humano de Cabra (especifico ao Fab) secundario
diluido 1:5000 em DMEM contendo 1% de BSA foram adicionados e incuba-
dos em gelo durante 30 min. Finalmente, os pogos foram lavados quatro ve-
zes com PBS-T e as placas foram reveladas através da adicao de 50
pL/pogo de substrato TMB e lidas em 620 nm a cada 5-15-30 min. Apés a
incubagao com o substrato, a reagao foi interrompida através da adi¢cao de 1
M de H,SO,4 e absorbancia foi lida em 450 nm.
Reagentes, ELISA indireto:

1) Tampao de revestimento: 50 mM de tampéo Carbonato, pH 9,8

2) Antigenos: EGFR de comprimento completo do tipo selvagem purifica-
do de células A431; Sigma E2645

3) Placa de ELISA: NUNC Maxisorp; Cat. N°: 442404

4) Tampao de lavagem: 1x PBS/0,05% de Tween 20 (PBS-T)

5) Tampéao de bloqueio/diluicdo: 1% de BSA em PBS-T (PBS-T-1% de
BSA)

6) Tampao de diluicdo do anticorpo: DMEM contendo 1% de BSA

7) Conjugado de HRP anti-Humano de Cabra (especifico ao Fab): Jack-
son, N° de Cat. 109-035-097
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8) Substrato TMB Plus: KemEnTec, N° de Cat. 4390L
9) 1 MdeH,S0,4

ELISA de células: As afinidades de ligagao relativas definidas
como a concentragdo molar que fornece a metade da DO maxima (ED50)
foram determinadas através de titulagdes do anticorpo em células A431-NS.
Sucintamente, 10.000 células A431-NS foram crescidas em placas de ELISA
de 96 pocos contendo DMEM com adi¢cao de 0,5% de FCS e 1% de P/S a
37°C, 5% de CO; durante a noite. Na manha seguinte, as células confluen-
tes (aproximadamente 20.000/Po¢o) foram lavadas duas vezes com PBS e
fixadas através da incubacdo com uma solugdao de paraformaldeido a 1%
durante 15 min a temperatura ambiente seguida pela lavagem quatro vezes
com PBS. A seguir, os anticorpos para EGFR testados e o anticorpo de con-
trole negativo Synagis foram diluidos em série em DMEM contendo 1% de
BSA e 50 pL de cada diluicao adicionada nos pogos e incubados durante 1
hora a temperatura ambiente, apés a qual os pogos foram lavados quatro
vezes com PBS. Entdo 50 pL de um conjugado de HRP anti-Humano de
Cabra (especifico ao Fab) diluido 1:5000 em DMEM contendo 1% de BSA
foram adicionados e incubados em gelo durante 30 min. Finalmente os po-
¢os foram lavados quatro vezes com PBS e as placas foram reveladas atra-
vés da adigao de 50 pulL/pogo de substrato TMB Plus e lidas em 620 nm a
cada 5-15-30 min. Apds a incubagdo com o substrato a reacao foi interrom-
pida através da adicao de 1 M de H,SO,4 e absorbancia foi lida em 450 nm. A
afinidade funcional expressa na forma de valores de ED50 foi calculada a-
través da subtracdo da ligagao residual média somente com o reagente se-
cundario, seguida pela normalizagcao de curvas de ligacao através da repre-
sentacao grafica da % de ligacdo maxima em relagao a cada anticorpo tes-
tado.
Reagentes, ELISA de células:
1) Meio DMEM: Gibco, Cat. N° 41966-029
2) FCS: Gibco, N° de Cat. 10099-141
3) Pen strep (P/S): Gibco, N° de Cat. 15140-122
4) Placa de ELISA: Costar, N° de Cat. 3595
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5) Tampéao de lavagem (PBS): Gibco cat. 20012-019
6) Tampao de diluigao de anticorpo: DMEM contendo 1% de BSA
7) Solugao de fixagao de células: BD Biosciences, N° de Cat. 340181
8) Conjugado de HRP anti-Humano de Cabra (especifico ao Fab): Jack-
son, N° de Cat. 109-035-097

9) Substrato TMB Plus: KemEnTec, N° de Cat. 4390L
10) 1 Mde H,SO4

As diferengas na apresentag¢io de antigeno no receptor de EGF
expresso em células A431-NS e no receptor purificado das mesmas células
foram determinadas com estudos de ligacdo em ELISA concorrente, empre-
gando o mesmo reagente de anticorpo secundario e periodos de tempo de
incubacao. Os resultados sao mostrados na Figura 31. O experimento mos-
trou claramente que os anticorpos Fab 992 e 1024 se ligavam fracamente ao
EGFR de comprimento completo purificado revestido nos pogos de ELISA
quando comparados a ligagdo das mesmas concentragbes de Fab 1030.
Entretanto, esta atividade de ligacdo fraca de 992 e 1024 foi restaurada
quando os anticorpos foram testados em células A431-NS contra as quais
todos os trés Fabs exibiam atividade de ligagao forte. A comparagao dos
dois ELISAs diferentes ilustrava claramente uma preferéncia dos Fabs 992 e
1024 pela ligagao as conformacdes de EGFR nativas que s&o expressas nas
superficies celulares ao contrario das conformacgdes apresentadas no anti-
geno purificado nos pocos de ELISA. O resultado também sugeria que a afi-
nidade fraca aparente de 992 medida com ressonancia de piasménio de su-
perficie no ECD de EGFR solavel ou imobilizado recombinante era divida a
apresentacao desfavoravel do epitopo do anticorpo 992 nos sistemas testa-
dos.

Classificacdo das afinidades funcionais nas células A431-NS.

Os ELISAs de células realizados como descrito anteriormente
foram utilizados para classificar as afinidades funcionais de IgG e fragmen-
tos Fab de 992, 1024, 1030, Vectibix e Erbitux através do calculo dos valores
de metade da DO maxima expressos na forma de valores de ED50. O resul-

tado desta analise € mostrado na Fig. 32 e os valores de ED50 calculados
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sao apresentados na Tabela 10 a seguir.

Tabela 10: Classificagao das afinidades funcionais expressas na forma de
valores de ED50 com base nos efeitos de avidez de IgG ou da afinidade
monovalente de Fab. Os valores de ED50 foram determinados através das
titulagdes em série do anticorpo nas células A431-NS. SD: Desvio padrao do
ajuste da curva.

Avidez de IgG Afinidade de Fab
IgG Log ED50 | ED50 nM SD Fab Log ED50 | ED50 nM SD
992 - 0,56 0,3 0,04 992 1,00 9,9 0,11
1024 -0,49 0,3 0,05 1024 0,30 2,0 0,02
1030 0,17 1,5 0,02 1030 0,27 1,8 0,05
Vectibix -0,15 0,7 0,04 Vectibix 0,08 1,2 0,04
Erbitux -0,23 0,6 0,04 Erbitux -0,07 0,8 0,06

O experimento mostrava claramente que quando os efeitos de
avidez eram levados em consideragao, as IgG 992 e 1024 pareciam estar
ligadas as células A431-NS com avidez maior que tanto Erbitux quanto Vec-
tibix, embora a IgG 1030 tivesse a afinidade mais baixa dos anticorpos IgG
testados. Entretanto, quando a afinidade monovalente nas células foi deter-
minada utilizando fragmentos Fab, 992 tinha a afinidade mais baixa de apro-
ximadamente 10 nM. Todavia, esta afinidade monovalente funcional era ain-
da pelo menos 15 vezes menor que a testada com BlAcore.

EXEMPLO 16: Investigacdo do aumento da ligacao induzido por anticorpo.

O experimento de competicido BlAcore realizado em pares de
anticorpos da invencgéao revelou que a ligagédo de 992 e 1024 era aumentada
aproximadamente 55% e 58% respectivamente (Figura 9A), quando estes
anticorpos eram testados contra cada outro em ambas as diregcbes. Para
investigar adicionalmente este fendmeno, foi planejado um ELISA de células
utilizando células nao fixadas para verificar o efeito da ligagao de IgG de um
clone de anticorpo apos a saturagao prévia do receptor com o fragmento Fab
de um anticorpo que se liga a um epitopo nao-sobreposto.

ELISA de células: O ELISA foi realizado essencialmente como
descrito no exemplo 15 com modificagées. As células foram mantidas nao
fixadas para permitir a flexibilidade conformacional do EGFR apés as adi-
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¢bes de anticorpo. Sucintamente, 10.000 células A431-NS foram crescidas
em placas de ELISA de 96 pocos contendo DMEM com adig¢do de 0,5% de
FCS e 1% de P/S a 37°C, 5% de CO; durante a noite. Na manha seguinte,
as células confluentes (aproximadamente 20.000/Po¢o) foram lavadas duas
vezes com PBS e os pogos para investigacdo dos aumentos da ligagao in-
duzidos por anticorpo foram pré-incubados com 25 uL de 40 nM de fragmen-
tos Fab isolados de qualquer um de 992, 1024 ou 1030 ou 12,5 pL de 80 nM
de cada Fab isolado em combinagcdes duplas previamente mostradas que
forneciam ligagao saturada. 25 pL de DMEM contendo 1% de BSA foram
adicionados aos pogos utilizados para o teste dos anticorpos IgG sem frag-
mentos Fab adicionados. Apoés a adigdo de Fab e meio, os pocos de ELISA
foram incubados durante 30 min a temperatura ambiente, ap6s os quais
25 pL de diluicbes em série de trés vezes de IgGs da invengéao ou do contro-
le negativo Synagis, partindo de uma concentragdo de 360 nM foram adicio-
nados aos pogos e incubados em gelo durante uma hora. A seguir, os pogos
foram lavados quatro vezes com PBS e 50 pL de um conjugado de HRP an-
ti-Humano de camundongo (especifico ao Fc) monoclonal secundario diluido
1:5000 em DMEM contendo 1% de BSA foram adicionados e incubados em
gelo durante 30 min. Finalmente os pogos foram lavados quatro vezes com
PBS e as placas foram reveladas através da adicao de 50 plL/pog¢o do subs-
trato TMB e lidas em 620 nm a cada 5-15-30 min. Apo6s a incubagdo com o
substrato a reacao foi interrompida através da adi¢do de 1 M de H,SO,4 e a
absorbancia foi lida em 450 nm. A afinidade funcional expressa na forma de
valores de ED50 foi calculada através da subtragédo da ligagao residual mé-
dia com o reagente secundario sozinho, seguida pela normalizagao de cur-
vas de ligacao através da representagao grafica da % de ligagédo maxima em
relagéo a cada anticorpo testado.

Reagentes, ELISA de células:

1)  Meio DMEM: Gibco, Cat. N° 41966-029

2) FCS: Gibco, N° de Cat. 10099-141

3) Pen strep (P/S): Gibco, N° de Cat. 15140-122

4) Placa de ELISA: Costar, N° de Cat. 3595
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5) Tampéao de lavagem (PBS): Gibco cat. 20012-019

6) Tampao de diluicio de anticorpo: DMEM contendo 1% de BSA

7) Conjugado de HRP anti-Humano de Camundongo (especifico ao Fc):
Ab-direct, N° de Cat. MCA647P

8) Substrato TMB Plus: KemEnTec, N° de Cat. 4390L

9) 1 Mde H;SO,

As investigacdos dos aumentos da ligagao induzidos por anti-

corpo foram determinadas através de estudos de ligagdo em ELISA concor-
rente, empregando o mesmo reagente de anticorpo secundario e periodos
de tempo de incubagéo. O resultado do estudo € mostrado na Figura 33 e os
valores de ED50 calculados na Tabela 11 a seguir.
Tabela 11: Classificagcao das afinidades funcionais expressas na forma de
valores de ED50 com base nos efeitos de avidez de IgG com ou sem a satu-
ragao prévia do receptor com os fragmentos Fab listados. Os valores de
EDS50 foram determinados através de titulagcbes em série do anticorpo IgG
em células A431-NS. SD: Desvio padrao do ajuste da curva.

IgG Log EDSO ED50 nM SD
IgG 992 -0,24 0,6 0,07
IgG 992 / Fab 1024 -0,31 0,5 0,02
IgG 992 / Fab 1030 -0,38 0,4 0,05
1IgG 992 / Fab 992 e 1030 -0,34 0,5 0,04

IgG Log ED50 ED50 nM SD
1gG 1024 - 0,01 1,0 0,01
IgG 1024 / Fab 992 -0,05 0,9 0,04
IgG 1024 / Fab 992 e 1030 -0,08 0,8 0,02

IgG Log ED50 ED50 nM SD
IgG 1030 0,33 2,2 0,06
IgG 1030 / Fab 992 0,20 1,6 0,03
IgG 1030 / Fab 992 e 1024 0,34 2,2 0,06

Como apresentado na figura 33 e na Tabela 11 acima, a IgG
992 exibia um aumento evidente de ligagcdo apds a saturacdo prévia do re-

ceptor com fragmentos Fab de qualquer um de 1024 ou 1030 ou 1024 junto
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com 1030. A incubagao com fragmentos Fab resultou em valores de ED50
menores de 0,5; 0,4 & 0,5 nM respectivamente comparados com 0,6 nM
quando a IgG 992 foi testada sozinha. Similarmente as IgGs 1024 e 1030
também exibiram maior ligagdo quando as células foram primeiramente satu-
radas com Fab 992 e apenas 1024 quando ambos os Fabs 992 e 1030 fo-
ram adicionados as células antes da IgG. Este resultado ilustrava claramente
o beneficio de ter mais de um anticorpo contra epitopos nado-sobrepostos no
mesmo receptor-alvo.

Afinidades funcionais ligeiramente menores foram determinadas
neste experimento quando comparadas as do exemplo 2. Este resultado é
provavelmente devido ao fato de que um reagente secundario diferente foi
utilizado no presente exemplo e devido ao fato de que as IgGs testadas fo-
ram incubadas com células nao fixadas em gelo para evitar a internalizagao.
Exemplo 16B. Clonagem de EGFR de comprimento completo de cinomologos.

O EGFR de cinomédlogos de comprimento completo incluindo o
peptideo sinal foi clonado partindo do cDNA de cinomélogos isolado da epi-
derme através da utilizagdo da PCR aninhada e de iniciadores especificos a
sequéncia derivados da sequéncia publicada do EGFR humano de compri-
mento completo (GENBANK X00588, Ullrich, A. e outros Nature 309(5967),
418-425 (1984)).
Reagentes de PCR:

cDNA de Macaco Cinomolgo isolado da epiderme da pele nor-

mal:

CytoMol Unimed, Cat. N°: ccy34218, Lote N°: A711054.

Tamp3ao de reagao FastStart (10X): Roche, Cat. N°: 03 653 361 001

Enzima FastStart: Roche, Roche, Cat. N°: 03 5653 361 001

Enzima Phusion: Finnzymes, F-530S (2 U/pL).

dNTP 25 mM: Bioline, Cat. N°: BIO-39029

Iniciadores para a amplificacdo de EGFR de cinomoélogos de
comprimento completo incluindo a sequéncia sinal:

Iniciador 5' ATG: 5-TCTTCGGGAAGCAGCTATGC-3' (SEQ ID
NO: 135)
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Iniciador 3' STOP: 5'- TCATGCTCCAATAAATTCACTG -3' (SEQ
ID NO: 139)

Condicdes da PCR:

95°C/2 min, 40 ciclos: 95°C/30 s, 55°C/30 s, 72°C/3 min 30 s
com uma incubacgao final a 72°C durante 5 min.

Iniciadores para a PCR aninhada que amplificam o EGFR de ci-
nomodlogos de comprimento completo e que incorporam os sitios de restricéo
Not e Xho:

E579 Cyn Notb' 5' — GGAGTCGGCGGCCGCACCATGCGACC
CTCCGGGACGG-3 (SEQ ID NO: 140)

E580 Cyn Xho5' §' — GCATGTGACTCGAGTCATGCTCCAATAA
ATTCACTGC-3 (SEQ ID NO: 141) '

Condigdes da PCR:
95°C/ 2 min, entao 30 ciclos: 95°C/30 s de fusdo, 55°C/30 s de

anelamento, 72°C/3 min de alongamento. Apés 30 ciclos, foi permitido que

os produtos da PCR sofressem alongamento durante 10 min adicionais.

As reagdes da PCR foram realizadas com 0,5 puL de molde e 0,1
uL de Enzima Phusion, 0,4 yL de enzima FastStart em um volume total de
50 puL de tampao de reagao com uma concentragao final de 1x tampao
FastStart, 0,2 mM de dNTP e 0,2 uM de cada iniciador.

Um fragmento de PCR com um comprimento aparente de apro-
ximadamente 4000 pb foi obtido e clonado utilizando o kit de clonagem TO-
PO TA (Invitrogen, Part N° 4506-41) e sequenciado. As sequéncias de DNA
e de proteina do EGFR de cinomodlogos clonado sado mostradas na Figura
34. Um alinhamento das sequéncias de proteinas de EGFR humano e de
EGFR de cinomoélogos exibia 99,2% de identidade de sequéncia.

Demonstracdo da reatividade cruzada do anticorpo entre EGFR Humano e

de cinomoélogos de comprimento completo através da analise de FACS.

Os EGFRs Humano e de cinomoélogos de comprimento comple-
to foram expressos na superficie de células CHO através de transfecgéao es-
tavel e as células foram testadas em relacdo a ligagdo a um conjunto de an-

ticorpos diluidos em série para EGFR através da analise de FACS. As de-
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terminacoes foram feitas sob condicbes dependentes de Kp, mantendo um
excesso molar de anticorpo que era pelo menos 5 vezes maior que o nime-
ro de moléculas de antigeno do EGFR expressas na superficie celular de um
numero fixo de células em todas as séries de diluicao de anticorpo. Esta
configuragcao permitiu a analise de FACS do anticorpo que se liga na satura-
cao completa do receptor para todas as concentragdes de anticorpo testadas.
Sucintamente a analise de FACS quantitativa foi realizada em
um BD FACS array Bioanalyzer System para determinar o nimero de molé-
culas de EGFR expressas na superficie de células CHO transfectadas com
qualquer um de EGFR Humano ou de cinomélogos de comprimento comple-
to. A analise foi realizada através da titulagao da IgG de Erbitux marcado
com PE nas células e para determinar o nimero de moléculas de PE equiva-
lente através da comparagaoc com uma curva padrao feita partindo de parti-
culas de calibragdao Rainbow com densidade de PE conhecida. A analise
quantitativa revelou que as células CHO transfectadas com EGFR exibiam
aproximadamente 350.000 moléculas na superficie de cada célula. A seguir,
diluicbes em série de 5 vezes de anticorpos da invengdo comecando em 5
nM foram comparadas através da incubagdao com 10.000 células CHO trans-
fectadas com EGFR em volumes crescentes, permitindo um excesso molar
de anticorpo de pelo menos 5 vezes em relagao ao antigeno de EGFR exibi-
do na superficie em cada determinagado. Os anticorpos foram incubados com
as células durante 14 horas em um agitador, para promover a saturacao total
do antigeno em todas as concentragdes de anticorpo testadas, enquanto o
tampao de FACS foi adicionado 0,02% de NaNj; e a temperatura foi mantida
a 4°C para prevenir a internalizagdo do receptor. Apés a incubacgao, as celu-
las foram peletizadas a 1200 RPM durante 5 min a 4 °C e ressuspensas em
200 L de tampao de FACS. A seguir, as células foram coradas com um
FcGamma PE anti-IgG Humana F(ab'), de Cabra secundario diluido 1:500 e
incubadas durante 30 min a 4°C em um agitador. Finalmente as células fo-
ram lavadas duas vezes em tampao de FACS e analisadas em um BD FACS
array Bioanalyzer System com captura nas células CHO expressando EGFR

exibindo propriedades de difusdo uniforme para frente/lateral.
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Reagentes de FACS:

Particulas de calibragao Rainbow: BD, Cat. N°: 559123

Tampao de FACS: 1xPBS + 2% de FCS + 0,02% de NaN;

FcGamma PE anti-igG Humana F(ab'); de Cabra: Jackson Im-
munoResearch, N° de Cat. 109-116-170

O ensaio de ligacao de FACS descrito foi utilizado para a de-
terminacao da reatividade cruzada dos anticorpos para EGFR IgG 992 e
1024 e comparada a de um anticorpo de controle IgG 1320, que nao fazia
reagao cruzada com o EGFR de cinomélogos. Como mostrado na Figura 40
abaixo, o ensaio de FACS descrito era muito bom na discriminagao de anti-
corpos exibindo boa reatividade cruzada entre EGFR Humano e de cinomo-
logos de comprimento completo (Figura 40A, 1gG 992 e Figura 40B, IgG
1024) e anticorpos especificos a espécie que reconhecem apenas o EGFR
Humano de comprimento completo (Figura 40C, IgG 1320). Partindo desta
analise foi concluido que ambas as IgGs 992 e 1024 exibiam excelente reati-
vidade cruzada contra ambos os EGFRs Humano e de cinomélogos de com-
primento completo expressos na superficie de células CHO transfectadas de
forma estavel. A diferenca na ligagao entre EGFR de cinomoélgos e humano é
surpreendente em vista do alto grau de similaridade de sequéncia e enfatiza a
importancia de testar os anticorpos em relagéo a ligagdo com a sequéncia-
alvo exata nos animais utilizados para estudos toxicolégicos pré-clinicos.
Exemplo 17. Clones homdlogos a 992, 1024 e 1030

A selecao de clones de Anticorpos que se ligam ao EGFR, ba-

seada em ensaios imunoabsorventes (ELISA e ensaios baseados em célu-
las), levou a identificacao de clones 992, 1024, 1030 como descrito nos e-
xemplos anteriores. Também foram identificados clones especificos aoc EG-
FR, homodlogos a 992, 1024, 1030 (Tabela 12).

E esperado que os clones que pertencem ao mesmo grupo pos-
suam a mesma especificidade de ligagdo, mas podem se ligar com afinida-
des diferentes. Portanto, os clones dentro de um grupo podem substituir um
outro nas composigdes de anticorpos da presente invengéo, contanto que as

afinidades de ligagéo dos clones néo difiram muito.
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Exemplo 18: Humanizag¢ao dos anticorpos 922 e 1024
Todos os anticorpos contém o potencial de ativar uma resposta

antianticorpo humano. A resposta se correlaciona até alguma extensdo com
o grau de "natureza humana" do anticorpo terapéutico aplicado. E possivel
prever a imunogenicidade e dessa maneira o antianticorpo humano, mas ha
uma tendéncia em direcao a preferéncia por anticorpos com um alto grau de
natureza humana para uso clinico. A natureza humana dos anticorpos des-
critos na presente invengao pode ser aumentada através de um processo de
humanizacao [Reichert JM. Monoclonal antibodies in the clinic. Nature Bio-
technol, 2001;19:819-822; Reichert JM, Rosensweig CJ, Faden LB e Dewitz
MC. Monoclonal antibodies successes in the clinic. Nature Biotechnol, 2005;
23:1073-1078].

A humanizagcao de um mAb murino € em principio conseguida
através do enxerto das regides de determinagao da complementaridade (C-
DRs) nas regides estruturais humanas (FRs) dos dominios de IGHV e IGKV
com sequéncia intimamente relacionada através de um procedimento co-
mumente referido como enxerto de CDR (Jones PT, Dear PH, Foote J, Neu-
berger MS e Winter G. Replacing the complementarity-determining regions in
a human antibody with those from a mouse. Nature, 1986;321:522-525). En-
tretanto, o enxerto simples de CDR de apenas regides hipervariaveis pode
resultar em uma menor afinidade devido ao fato de que alguns aminoacidos
ou regides estruturais fazem contatos cruciais com o antigeno ou sustentam
a conformacgao das algas da CDR que se ligam ao antigeno [Queen C, Sch-
neider WP, Selick HE, Payne PW, Landolfi NF, Duncan JF, Avdalovic NM,
Levitt M, Junghans RP e Waldmann TA. A humanized antibody that binds to
the interleukin 2 receptor. Proc Natl Acad Sci U.S.A, 1989; 86:10029-10033;
Al-Lazikani B, Lesk AM e Chothia C. Standard conformations for the canoni-
cal structures of immunoglobulins. J Mol Biol, 1997;273:927-948]. Conse-
quentemente a humanizagao de anticorpos deve envolver o enxerto de am-
bas as alcas de CDR das regibes variaveis derivadas do murino em uma
estrutura humana quase homologa enquanto sdo mantidos os residuos es-

truturais murinos principais com influéncia documentada sobre a atividade de
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ligagao ao antigeno (Winter, G. e W. J. Harris. "Humanized antibodies." im-
munol. Today 14.6 (1993): 243-46). Varios métodos foram desenvolvidos e
aplicados de forma bem-sucedida para conseguir a humanizagao enquanto
que a afinidade e a fungéo do anticorpo sao mantidas (revisado em Almagro,
J. C. e J. Fransson. "Humanization of antibodies." Front Biosci. 13 (2008):
1619-33.). A humanizagao pode ser conseguida através de métodos légicos,
por exemplo, enxerto de CDR, remoldagem da superficie, super-humani-
zagao, otimizagao do contetudo do filamento humano dos quais todos basei-
am-se na construcdo de alguns candidatos a anticorpos humanizados. A
sequéncia de aminoacidos dos candidatos baseia-se no entendimento e na
previsao da estrutura do anticorpo e na contribuicdo dos aminoacidos indivi-
duais a ligagao ao antigeno tanto diretamente quanto indiretamente através
da estabilizacdo da estrutura geral das regides de interagdo com o antigeno.
Geralmente, os candidatos tém que ser refinados e alguns aminoacidos mu-
tados de volta para o residuo murino original porque cada anticorpo possui
algumas limitagées individuais inesperadas. E comum para os métodos que
varias rodadas sucessivas de planejamento, teste e replanejamento possam
ser necessarias para manter a afinidade e as fungdes. As alternativas séo os
métodos mais empiricos em que bibliotecas combinatérias grandes sao ge-
radas e os anticorpos com as caracteristicas desejadas sao enriquecidos
partindo do grupo de variantes através de uma sele¢do por métodos tal co-
mo exibicdo em levedura ou em fago ou métodos de selecao alternativos.

Os anticorpos anti-EGFR descritos na presente invengédo podem
ser humanizados através do enxerto de CDR nas regides V humanas. No
cenario preferido, a regidao V humana é selecionada com base na homologia
em relagdo a regiao V murina original. As regiées do gene V humano com
outras caracteristicas desejadas tal como baixa imunogenicidade também
podem ser utilizadas. O presente exemplo descreve um método que sera
utilizado para a humanizagao dos anticorpos quiméricos anti-EGFR 992 e
1024. As sequéncias humanizadas fornecidas na Figura 41A foram geradas
através do enxerto das regides CDR definidas do IMGT do 992 IGHV em
IGHV1-46/IGHJ4 e do 992 IGKV em IGKV1-27/IGKJ1-01. As sequéncias de
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aminoacidos fornecidas na Figura 41B foram geradas in silico através do
enxerto das regides CDR definidas do IMGT do 1024 IGHV em IGHV1-
2*02/IGHJ6*02 e do 1024 IGKV em IGKV2-28*01/IGKJ2*01. Os genes artifi-
ciais que codificam os anticorpos humanizados especificados sao sintetiza-
dos e inseridos no vetor de expressao de mamifero. Os anticorpos sao ex-
pressos, purificados e testados em relagcdo a atividade como descrito no E-
xemplo 3. Apéds o teste inicial, a cinética de ligagado dos anticorpos humani-
zados pode ser determinada através da ressonancia de plasménio de super-
ficie como descrito no Exemplo 14. Similarmente, a ligacdao ao hEGFR ex-
presso na superficie de células pode ser determinada como descrito no E-
xemplo 15.

Se a atividade de ligacao dos aminoacidos humanizados for
significativamente menor que a observada para os anticorpos originais, um
esquema de retromutagdo sequencial sera empregado para a regeneragao
da afinidade, partindo dos residuos estruturais humanizados localizados na
zona de Vernier ou dos residuos propostos por sustentarem a estrutura das
regides CDR (Foote, J. e G. Winter. "Antibody framework residues affecting
the conformation of the hypervariable loops." J Mol.Biol. 224.2 (1992): 487-
99; Padian, E. A. "Anatomy of the antibody molecule.” Mol.lImmunol 31.3
(1994): 169-217.). Estes residuos estao na numeracao do IMGT para o 992
IGHV nos numeros de aminoacidos 13, 45 e 80; 992 IGKV aminoacido 25;
1024 IGHV aminoacidos 13, 45, 80 e 82; 1024 |IGKL aminoacido 78. Estes
mutantes podem ser construidos através da utilizagdo da mutagénese dire-
cionada ao sitio mediada pela PCR utilizando métodos de biologia molecular
padronizados. Os mutantes construidos serao testados como descrito ante-
riormente. E esperado que estes conjuntos de candidatos resultem em anti-
corpos humanizados com as propriedades de ligacao ao antigeno mantidas.
Entretanto, retromutacgdes adicionais ou a maturacao da afinidade através da
introducao de substituigdes de aminoacidos nas regides CDR através da
mutagénese direcionada ao sitio nao pode ser excluida.

Exemplo 19 Anticorpo com dominio variavel dual

Uma proteina de anticorpo com dominio variavel dual (DVD) &
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engenheirada através da fusdo dos dominios de IGHV de 992 e 1024 em
tandem com um ligante de 6 aminoacidos (ASTKGP) e dos dominios de
IGKV de 992 e 1024 com um ligante de 5 aminoacidos (TVAAP) [Wu C, Ying
H, Grinnell C, Bryant S, Miller R, Clabbers A, Bose S, McCarthy D, Zhu RR,
Santora L, vis-Taber R, Kunes Y, Fung E, Schwartz A, Sakorafas P, Gu J,
Tarcsa E, Murtaza A e Ghayur T. Simultaneous targeting of multiple disease
mediators by a dual-variable-domain immunoglobulin. Nature Biotechnol,
2007;25:1290-1297]. As fusdes dos dominios duais de IGHV e IGKV séao
seguidas pelos dominios de IGHC e IGKC, respectivamente. Em um anticor-
po DVD de comprimento completo (9921.1024), os IGHV e IGKV do 992 sao
N-terminais, seguidos pelo ligador e os IGHV e IGKV do 1024, respectiva-
mente. Em um segundo anticorpo DVD de comprimento completo
(1024L992), os IGHV e IGKV do 1024 sao N-terminais, seguidos pelo ligador
e os IGHV e IGKV do 992, respectivamente. O DNA plasmideal que codifica
os anticorpos 992 e 1024 é utilizado como molde para uma construgao me-
diada pela PCR em duas etapas dos genes que codificam DVD. As duas
regides codificadoras do dominio variavel de IGHV e IGKV s&o primeiramen-
te amplificadas separadamente de forma que contenham regiées de exten-
s&o sobrepostas na posigao da regidao codificadora do ligador (para o molde
e as combinagdes de iniciadores, vide a Tabela 13 e a Tabela 14). O Gene
IGKV que codifica o dominio variavel proximal no terminal C & amplificado de
forma que o gene que codifica o dominio constante da cadeia leve humana
(IGKC) ¢ incluido na sequéncia codificadora. As sequéncias codificadoras e
as sequéncias de aminoacidos das subunidades dos anticorpos com domi-
nio variavel dual sao mostradas no Apéndice 3.

A primeira PCR é preparada com a mistura a seguir em cada
tubo (reacdes de 50 yL) para a obtengdo da concentragao final determinada:
1 x tampao FastStart (Roche), mistura de dNTPs (200 uM cada), iniciadores
(10 pmoles cada) (vide a Tabela 14), FastStart High Fidelity Enzyme Blend
(2,2 U; Roche) e 100 ng de molde do plasmideo (vide a Tabela 14). A PCR
foi submetida ao ciclo térmico a seguir: 2 min a 95°C, 20 x (30 s a 95°C, 30 s
a 55°C, 1 min a 72°C), 10 min a 72°C. Os produtos resultantes da PCR com
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o tamanho correto provenientes da primeira reacdo da PCR (vide a Tabela
14) sao purificados através da eletroforese preparatéria em gel de agarose e
utilizados em uma segunda etapa em que os dois dominios variaveis sao
unidos através da PCR com extensao por sobreposi¢cdo. A segunda PCR,
unido dos fragmentos de DNA através da PCR com extensao por sobreposi-
¢ao, & preparada com a mistura a seguir em cada tubo (reagdes de 50 pL)
para a obtencido da concentragao final determinada: 1x tampao FastStart
(Roche), mistura de dNTPs (200 uM cada), iniciadores (10 pmoles cada, vi-
de a Tabela 15), FastStart High Fidelity Enzyme Blend (2,2 U; Roche) € mol-
de (100 ng de fragmento de PCR, vide a Tabela 15). A PCR foi submetida ao
ciclo térmico que é definido anteriormente. Os produtos resultantes da se-
gunda etapa de PCR sao purificados através da eletroforese preparatéria em
gel de agarose e tratados com enzimas de restricido, Ascl e Xhol para o I-
GHYV dual e Nhel e Nofl para o IGKV dual (IGKC inclusive). Os fragmentos
sdo ligados de forma consecutiva em um vetor de expressao de IgG de ma-
mifero, 00-VP-002 (Figura 4), através de procedimentos padronizados de
digestdao com enzimas de restricao e ligacdo. O vetor plasmideal de expres-
sao resultante &€ amplificado em E. coli e a preparagao de plasmideos é puri-
ficada através de métodos padronizados. Os anticorpos DVD sao expressos
e purificados como no Exemplo 2 e caracterizados em relagcao a atividade
como nos Exemplos 3-13.

Outros ligadores podem ser testados se os anticorpos resultan-

tes exibirem ligacao reduzida ou nenhuma ao hEGFr-alvo.
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Tabela 14: Combinagdes de iniciadores e moldes para a 12 etapa de PCR
para a construgao de genes que codificam DVD partindo de 992 e 1024

Molde Iniciadores para Iniciadores para
DVD para a amplificagao a amplificacao
PCR do Gene IGHV do Gene IGKV
12 etapa 12 produto 12 etapa 12 produto
PC da PCR da PCR
de PCR (tamanhopb) | 9¢PCR | (tamanho pb)
992 992 _5'VH 992HO 992_5'VK 992KO
992H_03' (406 pb) 992K_0O3 (359 pb)
9921.1024
1024 1024H_0O5%' HO1024 1024K_0O5' KO1024*
3'JH (381 pb) Kappa3' (702 pb)
992 992H_O05%' HO992 992K_0O¥%' KOg92
3'JH 393 pb Kappa3' 687 pb
10241992 { Pb) PP { i
1024 1024_5'VH 1024HO 1024_5'VK 1024KO*
1024H_0O3' (392 pb) 1024K_0O3' (374 pb)

*A sequéncia codificadora amplificada inclui o gene IGKC.

Tabela 15: Combinagdes de iniciadores e moldes para a 22 etapa de PCR,
ligagdo através da extensdo em sobreposi¢cdo, para a constru¢cdo de genes
que codificam DVD partindo de 992 e 1024

IGHV IGKV
P
DVD Molde | Iniciadores | TP | Moide | Iniciadores | T rodute
(pb) (pb)
992HO | 992_5'VH 992KO | 992 5'VK
99211024 766 1040
HO1024 3'JH KO1024 Kappa3'
HO992 | 1024_5'VH KO992 | 1024_5'VK
10241992 766 1040
1024HO 3'UH 1024KO | Kappa3'

Exemplo 20: Estudo de Toxicidade com Administracdo Intravenosa de 6

Semanas em Combinacédo com Erbitux no Macaco cinomélogos

Obijetivo do _estudo: O objetivo do estudo era determinar a toxi-

cidade do artigo de teste, 992+1024, apds a administracao intravenosa uma
vez por semana ao macaco cinomolgos durante 6 semanas.
Uma vez que a toxicidade € um fator limitante da dose na prati-

ca clinica com inibidores de EGFR como Erbitux e Vectibix, foi considerado
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importante em um estagio inicial avaliar a capacidade de tolerancia de
992+1024 em uma dose clinicamente relevante. Isto foi enfatizado pelo fato
de que 992+1024 parece estar agindo através de um mecanismo diferente
que os outros produtos que se direcionam ao EGFR. Isto poderia potencial-
mente levar a novos efeitos adversos ou a uma piora dos efeitos observados
com outros inibidores de EGFR.

Grupos de trés fémeas de macacos cinomolgos foram tratados
com doses IV semanais de 992+1024 a 4/2,7 e 12/8 mg/kg e 12/8 mg/kg de
Erbitux durante 6 semanas. As primeiras doses de 4 e 12 mg/kg sendo do-
ses de carga e 2,7 e 8 mg/kg sendo doses de manutengdo administradas 5
vezes. A dose de 12/8 mg/kg é equivalente a dose clinica humana de Erbitux
administrada na pratica clinica.

Planejamento do Estudo

NUmero Nivel da Volume NuUumeros
Descri¢ao do
do Dose da dose de animais
grupo
grupo (mg/kg/dia) (mL/kg) Fémeas
1 Controle 0] 19/12# 1-3
2 992+1024 Baixo 4,212, 7# 19/12# 4-6
3 992+1024 Alto 12,6/8# 19/12# 7-9
4 Erbitux 12,6/8# 19/12# 10-12

# O primeiro nivel de dose é para a dose de carga, o segundo nivel de dose
é para a administracao do Dia 8 em diante.

Os parametros a seguir foram acompanhados durante o estudo:
Mortalidade, Sinais clinicos, Pesos corporais, Consumo de alimentos, Hema-
tologia, Quimica clinica, Pesos dos 6rgaos, Observagdes macroscopicas.
Resultados

Mortalidade: Ndo houve mortes nao programadas durante o
curso do estudo.

Sinais _clinicos: Nenhuma observacao clinica adversa relaciona-

da ao tratamento
Pesos corporais: Ndo havia efeito do tratamento com 992+1024

ou Erbitux sobre o peso corporal.
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Consumo de alimentos: Nao havia efeitos 6bvios sobre o con-

sumo de alimentos.
Hematologia: Nao havia efeitos sobre os parametros hematolé-
gicos que sugerissem um efeito do tratamento com 992+1024 ou Erbitux.

Quimica clinica: Nao havia alteragdes nos parametros quimicos

clinicos que sugerissem um efeito do tratamento com qualquer um dos arti-
gos de teste.

Na Semana 4, um animal que recebeu dose de 4,2/2,7 mg/kg de
992+1024/dia tinha niveis maiores de aspartato aminotransferase e alanina
aminotransferase, em comparag¢do aos valores pré-tratamento. Estes niveis
voltaram para as faixas normais na Semana 6. Na auséncia de um efeito
similar em outros animais tratados, a significancia toxicolégica deste aumen-

to nas enzimas do figado & desconhecida.

Pesos dos érgaos: Nao havia diferengas de significancia toxico-
lI6gica nos pesos dos érgaos entre os animais tratados e os de controle.

Observacdes macroscépicas: Nao havia observagdes coerentes

notadas na necropsia para sugerir um efeito de 992+1024 ou do Erbitux.

Conclusdo preliminar: Os dados preliminares mostram que

992+1024 era bem-tolerado nas doses testadas e nao foram observados
quaisquer efeitos adversos relacionados ao tratamento.

Exemplo 21. Inibicdo do crescimento de linhagens de cancer de células pul-

monares.

E sabido que as linhagens de células cancerosas pulmonares
expressam EGFR com mutagées no dominio da tirosina quinase (Steiner e
outros Clin Cancer Res 13.5 (2007): 1540-51). Através de um método similar
ao utilizado no exemplo 6, foi investigada a capacidade de uma combinagéo
dos dois anticorpos 992 e 1024 de inibir o crescimento das linhagens de cé-
lulas cancerosas pulmonares HCC827 e H1975 que possuem mutagdes dife-
rentes de EGFR.
Resultados

Como pode ser observado na Tabela 16 e na Tabela 17, a com-
binacdo de 992 e 1024 é capaz de inibir o crescimento de ambas as linha-
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gens de células. A combinacao é superior aos anticorpos monoclonais 992 e
1024 e ao Vectibix.

Tabela 16: Valores de IC50 e inibigado maxima do crescimento dos anticor-
pos indicados contra a linhagem de células HCC827

HCC827 IC50 (pg/mL) Inibicao maxima
Erbitux 0,013 80%
Vectibix 0,100 60%
992 0,050 80%
1024 0,034 40%
992+1024 0,031 80%

Tabela 17: Valores de IC50 e inibigdo maxima do crescimento dos anticor-
pos indicados contra a linhagem de células H1975

H1975 IC50 (ug/mL) Inibicdo maxima
Erbitux 0,010 30%
Vectibix 0,141 30%
992 0,056 30%
1024 - 0%
992+1024 0,024 30%

Apéndice 1. Sequéncias da regido variavel do anticorpo

>992VH (Seq. N° 24)
cgcgccgaggtccaactgcagcaacctgggtctgagctggtgaggectggagcttcagtgaagetgtect
gcaaggcttctggctacacattcaccagctactggatgcactgggtgaagcagaggcctggacaaggcect
tgagtggattgggaatatttatcctggtagtcgtagtactaactacgatgagaagttcaagagcaaggcc
acactgactgtagacacatcctccagcacagcctacatgcagctcagcagcctgacatctgaggactctg
cggtctattactgtacaagaaatggggattactacgttagtagcggggatgctatggactactggggtca
aggaacctcagtcaccgtctcg

>1024VvH (Seq. N° 25)
cgcgcccaggtccaactgcagcagectggggctgaactggtggagecctgggggttcagtgaagetgtcect
gcaaggcttctggctacaccttcaccagtcactggatgcactgggtgaagcagaggcctggacaaggcect
tgagtggataggtgagattaatcctagcagcggtcgtaataactacaatgagaagttcaagagtaaggcc

acactgactgtagacaaatcctccagcacagcctacatgcaattcagcagcctgacatctgaggactctg
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cggtctattattgtgtaagatactatggttacgacgaagctatggactactggggtcaaggaacctcagt
caccgtctcg

>1030vH (Seq. N° 26)
cgcgccgaagtgcagctggtggagtctgggggaggcttagtgaagectggagggtccctgaaactctect
gtgcagcctctggattcactttcagtagttatgccctgtcttgggttcgccagactccagagaggaggct
ggagtgggtcgcatccattagtggtgttggtagcacctactttccagacagtgtgaagggccgtttcacc
atgtccagagataatgccaggaacatcctgtacctccaaatgagcagtctgaggtctgaggacacggcca
tgtattactgtgcaagaggttctgatggttacttctatgctatggactactggggtcaaggaacctcagt
caccgtctcg

>1042VvH (Seq. N° 27)
cgcgcccaggtgcagcttcagcagcctggggctgaactggtgaagecctggggcttcagtgaagetgtect
gtaaggcttctggctacaccttcaccagccactggatgcactgggtgcagcagaggcctggacaaggcct
tgagtggattggagagattcatcctagcaacggtcgtactaactacaatgagaagttcaagaacaaggcc
acactgactgtagacaaatctcccagcacagcctacatgcaactcagcagtttgacatctgaggactctg
cggtctattactgtgcaagatactatggttacgacgatgctatggactactggggtcaaggaacctcagt
caccgtctcg

>1208vH (Seq. N° 28)
cgcgccgaagtgcagctggtggagtctgggggaggcttagtgaagcctggagggtccctgaaactctect
gtgcagcctctggattcgetttcagtagctatgacatgtcttgggticgccagactccggagaagaggct
ggagtgggtcgcatacattggtagtggtgatgataatacccactatccagactctgtgaagggccgattc
accatctccagacacaatgccaaaaacaccctatacctgcaaatgagcagtctgaagtctgaggacacag
ccatgtattactgtgcaagacagaagtatggtaactacggggacactatggactactggggtcaaggaac
ctcagtcaccgtctcg

>1229\VH (Seq. N° 29)
cgcgcccaggttcagctgaaggagtcaggacctggecctggtggcgeccctcacagagectgtccatcactt
gctctgtctctggtttttcattaaccatctatggtgtacactgggttcgccagcctccaggaaagggtcet
ggagtggctgggagttatgtgggctggtggaaatacagattataattcggctctcatgtccagactgaac
atcagcaaggacaattccaagagccaagttttcttaaaagtgaacagtctacaaactgatgacacagcca
tgtactattgtaccagagatcccgatggttactacgtggggtggttcttcgatgtctggggcgeggggac
cacggtcaccgtctcg

>1254VvH (Seq. N° 30)

cgcgccgaagtgcagetggtggagtctgggggaggcttagtgaagcctggagggtccctgaaactctect
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gtgcagcctctggattcgcttacagtacctatgacatgtcttgggttcgccagactccggagaagagget
ggagtgggtcgcatacattagtagtggtggtgatgccgcctactatcccgacactgtgaagggccgattc
accatctccagagacaatgccaaaaacaccctatacctgcaaatgagcagtctgaagtctgaggacacag
ccatgtattactgtgcgaggtctcgctatggaaactacggggacgctatggactactggggtcaaggaac
ctcagtcaccgtctcg

>1257vH (Seq. N° 31)
cgcgccgaggtccagctgcaacagtctggacctgagctggtgaaacctggggcttcagtgaagataccct
gcaagacttctggatacactttcactgactacaacatggcctgggtgaagcagagccatggaaagagcect
tgagtggattggagatattattcctaacaatggtggtgctatctacaaccagaaattcaagggcaaggcc
actttgactgtagacaaatcctccagtacagcctccatggagctccgcagecctgacatctgaggacactg
cagtctatttctgtgcaagaaagaatatctactataggtacgacggggcaggtgctctggactactgggg
tcaaggaacctcagtcaccgtctcg

>1260vH (Seq. N° 32)
cgcgcccaggtgcagctgaaggagtcaggacctggecctggtggcgeccctcacagagectgtccatcactt
gcactgtctctgggttttcattaaccacctatggggtacactgggttcgccagcctccaggaaagggtct
ggagtggctgggagtaatatgggctggtggaagcacaaattataattcggctctcatgtccagactgagc
atcaagaaagacaactccaagagccaagttttcttaaaaatgaacagtctgcaaactgatgacacagcca
tgtactactgtgccagagcctatggttacaactttgactattggggccaaggcaccactctcacagtctc
g

>1261VH (Seq. N° 33)
cgcgccgaagtgcagctggtggagtctgggggaggcttagtgaagcctggagggtccctgaaactetect
gtgcagtctctggattcactttcagtagctatgtcatgtcttgggttcgccagactccggagaagaggcet
ggagtgggtcgcaaccattactagtggtggtaggaacatctactatctagacagtgtgaaggggcgattc
actatctccagagacaatgccaagaacaccctgtacctgcaaatgagcagtctgaggtctgaggacacgg
ccatgtattactgtgcaagacatgaggactataggtacgacggttactatgctatggactactggggtca
aggaacctcagtcaccgtctcg

>1277vH (Seq. N° 34)
cgcgccgaagtgcagctggtggagtctgggggaggcttagtgaagcctggagagtccttgaaactctect
gtgcagcctctggattcgctttcagttactctgacatgtcttgggttcgeccagacteccggagaagagget
ggagtgggtcgcatacatgagtagtgctggtgatgtcaccttctattcagacactgtgaagggeccgattc
accatctccagagacaatgccaagaacaccctgtatctgcaagtgagcagtctgaagtctgaggacacag

ccatatattactgtgtaagacaccgggacgtggctatggactactggggtcaaggaacctcagtcaccgt
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ctcg

>1284vH (Seq. N° 35)
cgcgcccaggtccaactgcagcagcctggggctgaactggtgaagcctggggcttcagtgaagctgtect
gcaaggcttctggctacaccttcaccagcgactggatgcactggatgaaacagaggcctggacaaggcect
tgagtggattggagagattaatcctagtaacggtcgctctagctacaatgagaagttcaagagcaaggcc
acactgactgtagacaaatcctccagcacagcctacatgcaactcagcagcctgacatctgaggactctg
cggtctattactgtgcaagaataggtggtatctacgtggagacttactggggccaagggactctggtcac
tgtctcg

>1308VvH (Seq. N° 36)
cgcgccgaggtccagcttcagcagtctggagctgagctggtgaggcctgggtcctcagtgaagatttect
gcaaggcttctggctatgcattcagtagctactggatgaactgggtgaggcagaggcctggacagggtct
tgagtggattggacagatttatcctggagatggtgatactaactacaatggaaagttcaagggtagagcc
acactgactgcaaacaaatcctccagcacagcctacatgcagctcagcagcctaacatctgaggactctg
cggtctatttctgtgcaagaagggcatcttccctctatgatgtttacccctactactttgactactgggg
ccaaggcaccactctcacagtctcg

>1320VH (Seq. N° 37)
cgcgcccaggtccaactgcagcagcctggggctgaactggtgaagcctggggecttcaatgaagectgtect
gcaaggcttctggctacaccttcaccaactactggatgcactgggtgaagcagaggcctggacaaggcct
tgaatggattggagaaattaatcctagcaacggtcgtactaattacaatgagaagttcaagagcaaggcc
acactgactgtagacaaatcgtccagcacagcctacatgcaactcagcagcctgacatctgaggactctg
gggtctattactgtgcaaaaggggggaactactatgattacgactgggactactggggccaaggcaccac
tctcacagtctcg

>1344vH (Seq. N° 38)
cgcgcccaggtgcagctgaaggagtcaggacctggectggtggecgeccctcacagagectgtccatcactt
gcactgtctctgggttttcattaaccatctatggtgtacactgggttcgccagcctccaggaaagggtct
ggagtggctgggagtaatatgggctggtggaaacacaaattataattcggctctcatgtccagactgagc
atcagcaaagacaactccaagagtcaagttttcttaaaaatgaacagtctgcaaactgatgacacagcca
tgtacttctgtgccagaggctatggctacaatttagactattggggccaaggcaccactctcacagtctc
g

>1347VvH (Seq. N° 39)
cgcgcccaggtgcagctgaaggagtcaggacctggcctggtggcgeccctcacagagcctgtecatcacat

gcaccgtctcaggattctcattaaccggccatggtgtaaactgggttcgccagecctccaggaaagggtcet
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ggagtggctgggaatgatatggggtgatggaagcacggactataattcaactctcaaatccagactgagt
atcagcaaggacaactccaagagccaagttttcttaaaaatgaacagtctgcagactgatgacaccgcca

ggtactactgtgccagaggctacggctacctttactactttgactactggggccaaggcaccactctcac
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>992vH (Seq. N° 40)
RAEVQLQQPGSELVRPGASVKLSCKASGYTFTSYWMHWVKQRPGQGLEWIGNIYPGSRST
NYDEKFKSKATLTVDTSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYYCTRNGDYYVSSGDAMDYWGQGTS
VTVS

>1024VH (Seq. N° 41)
RAQVQLQQPGAELVEPGGSVKLSCKASGYTFTSHWMHWVKQRPGQGLEWIGEINPSSGRN
NYNEKFKSKATLTVDKSSSTAYMQFSSLTSEDSAVYYCVRYYGYDEAMDYWGQGTSVTVS
>1030vH (Seq. N° 42)
RAEVQLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGFTFSSYALSWVRQTPERRLEWVASISGVGSTY
FPDSVKGRFTMSRDNARNILYLQMSSLRSEDTAMYYCARGSDGYFYAMDYWGQGTSVTVS
>1042vH (Seq. N° 43)
RAQVQLQQPGAELVKPGASVKLSCKASGYTFTSHWMHWVQQRPGQGLEWIGEIHPSNGRT
NYNEKFKNKATLTVDKSPSTAYMQLSSLTSEDSAVYYCARYYGYDDAMDYWGQGTSVTVS
>1208vH (Seq. N° 44)
RAEVQLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGFAFSSYDMSWVRQTPEKRLEWVAYIGSGDDNT
HYPDSVKGRFTISRHNAKNTLYLQMSSLKSEDTAMYYCARQKYGNYGDTMDYWGQGTSVT
Vs

>1229vH (Seq. N° 45)
RAQVQLKESGPGLVAPSQSLSITCSVSGFSLTIYGVHWVRQPPGKGLEWLGVMWAGGNTD
YNSALMSRLNISKDNSKSQVFLKVNSLQTDDTAMYYCTRDPDGYYVGWFFDVWGAGTTVT
VS

>1254VH (Seq. N° 46)
RAEVQLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGFAYSTYDMSWVRQTPEKRLEWVAYISSGGDAA
YYPDTVKGRFTISRDNAKNTLYLQMSSLKSEDTAMYYCARSRYGNYGDAMDYWGQGTSVT
A

>1257vH (Seq. N° 47)
RAEVQLQQSGPELVKPGASVKIPCKTSGYTFTDYNMAWVKQSHGKSLEWIGDIIPNNGGA

IYNQKFKGKATLTVDKSSSTASMELRSLTSEDTAVYFCARKNIYYRYDGAGALDYWGQGT
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SVTVS

>1260VH (Seq. N° 48)
RAQVQLKESGPGLVAPSQSLSITCTVSGFSLTTYGVHWVRQPPGKGLEWLGVIWAGGSTN
YNSALMSRLSIKKDNSKSQVFLKMNSLQTDDTAMYYCARAYGYNFDYWGQGTTLTVS
>1261VH (Seq. N° 49)
RAEVQLVESGGGLVKPGGSLKLSCAVSGFTFSSYVMSWVRQTPEKRLEWVATITSGGRNI
YYLDSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMSSLRSEDTAMYYCARHEDYRYDGYYAMDYWGQGTS
VTVS

>1277vH (Seq. N° 50)
RAEVQLVESGGGLVKPGESLKLSCAASGFAFSYSDMSWVRQTPEKRLEWVAYMSSAGDVT
FYSDTVKGRFTISRDNAKNTLYLQVSSLKSEDTAIYYCVRHRDVAMDYWGQGTSVTVS
>1284VvH (Seq. N° 51)
RAQVQLQQPGAELVKPGASVKLSCKASGYTFTSDWMHWMKQRPGQGLEWIGEINPSNGRS
SYNEKFKSKATLTVDKSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYYCARIGGIYVETYWGQGTLVTVS
>1308vH (Seq. N° 52)
RAEVQLQQSGAELVRPGSSVKISCKASGYAFSSYWMNWVRQRPGQGLEWIGQIYPGDGDT
NYNGKFKGRATLTANKSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYFCARRASSLYDVYPYYFDYWGQGT
TLTVS

>1320vH (Seq. N° 53)
RAQVQLQQPGAELVKPGASMKLSCKASGYTFTNYWMHWVKQRPGQGLEWIGEINPSNGRT
NYNEKFIKSKATLTVDKSSSTAYMQLSSLTSEDSGVYYCAKGGNYYDYDWDYWGQGTTLTV
S

>1344vH (Seq. N° 54)
RAQVQLKESGPGLVAPSQSLSITCTVSGFSLTIYGVHWVRQPPGKGLEWLGVIWAGGNTN
YNSALMSRLSISKDNSKSQVFLKMNSLQTDDTAMYFCARGYGYNLDYWGQGTTLTVS
>1347VH (Seq. N° 55)
RAQVQLKESGPGLVAPSQSLSITCTVSGFSLTGHGVNWVRQPPGKGLEWLGMIWGDGSTD
YNSTLKSRLSISKDNSKSQVFLKMNSLQTDDTARYYCARGYGYLYYFDYWGQGTTLTVS
>992vL (Seqg. N° 56)

ctag ccgacattcagatgactcagactacatcctccctgt Cth ctctctgggagacagagt caccatca
gttgcaggacaagtcaggacattggcaattatttaaactggtatcagcagaaaccagatggaactgttaa

actcctgatctactacacatcaagattacactcaggagtcccatcaaggttcagtggcagtgggtctgga
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acagatttttctctcaccattaacaacgtggagcaagaggatgttgccacttacttttgccaacactata
atacggttcctccgacgttcggtggaggcaccaagctggaaatcaaacgaactgtggctgcaccatctgt
cttcatcttcccgecatctgatgagcagttgaaatctggaactgectctgttgtgtgcctgctgaataac
ttctatcccagagaggccaaagtacagtggaaggtggataacgccctccaatcgggtaactcccaggaga
gtgtcacagagcaggacagcaaggacagcacctacagcctcagcagcaccctgacgctgagcaaagcaga
ctacgagaaacacaaagtctacgcctgcgaagtcacccatcagggcctgagctcgecccgtcacaaagage
ttcaacaggggagagtgt

>1024vL (Seq. N° 57)
ctagccgacatcgtgatgacacaagctgcattctccaatccagtcactcttggaacatcagcttecatct
cctgcaggtctagtaagagtctcctacatagtaatggcatcacttatttgtattggtatctgcagaagec
aggccagtctcctcagctcctgatttatcagatgtccaaccttgcctcaggagtcccagacaggttcagt
agcagtgggtcaggaactgatttcacactgagaatcagcagagtggaggctgaggatgtgggtgtttatt
actgtgctcaaaatctagaacttccgtacacgttcggaggggggaccaagctggaaataaaacgaactgt
ggctgcaccatctgtcttcatcttcccgccatctgatgagcagttgaaatctggaactgcctctgttgtg
tgcctgctgaataacttctatcccagagaggccaaagtacagtggaaggtggataacgccctccaatcgg
gtaactcccaggagagtgtcacagagcaggacagcaaggacagcacctacagcctcagcagcaccctgac
gctgagcaaagcagactacgagaaacacaaagtctacgcctgcgaagtcacccatcagggcctgagcetcg
cccgtcacaaagagcttcaacaggggagagtgt

>1030vL (Seq. N° 58)
ctagccgacattgtgctgactcagtctcctgcttccttagetgtatctctggggcagagggccaccattt
catgcagggccagcaaaagtgtcagtacatctggctatagttttatgcactggtaccaactgaaaccagg
acagccacccaaactcctcatctatcttgcatccaacctagaatctggggtccctgeccaggttcagtggce
agtgggtctgggacagacttcaccctcaacatccatcctgtggaagaggaggatgctgcaacctattact
gtcagcacagtagggagtttccgttaacgttcggaggggggaccaagctggaaataaaacgaactgtggce
tgcaccatctgtcttcatcttcccgeccatctgatgagcagttgaaatctggaactgecctctgttgtgtge
ctgctgaataacttctatcccagagaggccaaagtacagtggaaggtggataacgccctccaatcgggta
actcccaggagagtgtcacagagcaggacagcaaggacagcacctacagcctcagcagcaccctgacgcet
gagcaaagcagactacgagaaacacaaagtctacgcctgcgaagtcacccatcagggcctgagctcgecc
gtcacaaagagcttcaacaggggagagtgt

>1042vL (Seq. N° 59)
gatattgtgatgactcaggctgcattctccaatccagtcactcttggaacatcagcttccatctecctgcea

ggtctagtaagagtctcctacatagtaatggcatcacttatttgtattggtatctgcagaagccaggceca
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gtctcctcagctcctgatttatcagatgtccaaccttgectcaggagtcccagacaggttcagtagcagt
gggtcaagaactgatttcacactgagaatcagcagagtggaggctgaggatgtgggtgtttattactgtg
ctcaaaatctagaacttccgtacacgttcggaggggggaccaagctggaaataaaacgaactgtggctgce
accatctgtcttcatcttcccgccatctgatgagcagttgaaatctggaactgcctctgttgtgtgectg
ctgaataacttctatcccagagaggccaaagtacagtggaaggtggataacgccctccaatcgggtaact
cccaggagagtgtcacagagcaggacagcaaggacagcacctacagcctcagcagcaccctgacgctgag
caaagcagactacgagaaacacaaagtctacgcctgcgaagtcacccatcagggcctgagectcgeccgtc
acaaagagcttcaacaggggagagtgt

>1208vL (Seq. N° 60)
ctagccgatgttgtgatgactcagactccactctccctgecctgtcagtcttggagatcaagcctccatct
cttgcagatctagtcagagccttgtacacagtaatggaaacacctatttacattggtacctgcagaagcc
aggccagtctccaaaactcctgatctacaaagtttccaaccgattttctggggtcccagacaggttcagt
ggcagtggatcagggacagatttcacactcaagatcagcagagtggaggctgaggatctgggagtttatt
tctgctctcaaagtacacatgttcccacgttcggaggggggaccaagctggaaatcaaacgaactgtgge
tgcaccatctgtcttcatcttcccgeccatctgatgagcagttgaaatctggaactgecctctgttgtgtgce
ctgctgaataacttctatcccagagaggccaaagtacagtggaaggtggataacgccctccaatcgggta
actcccaggagagtgtcacagagcaggacagcaaggacagcacctacagcctcagcagcaccctgacgcet
gagcaaagcagactacgagaaacacaaagtctacgcctgcgaagtcacccatcagggcctgagetcgecc
gtcacaaagagcttcaacaggggagagtgt

>1229vL (Seq. N° 61)
ctagccgacattgtgatgacccagtctcacaaattcatgtccacatcagtgggagacagggtcagcatca
cctgcaaggccagtcaggatgtgactaatgccgtagcctggtatcaacaaaaaccaggacaatctcctaa
actactgatttactgggcatccatccgacacactggagtccctgatcgecttcacaggcagtagatctggg
acagattatactctcaccatcaacagtgtgcaggctgaagacctggccctttattattgtcagcaacatt
ataacactccgctcacgttcggtgctgggaccaagctggaaataaaacgaactgtggctgcaccatctgt
cttcatcttcccgccatctgatgagcagttgaaatctggaactgcectctgttgtgtgectgectgaataac
ttctatcccagagaggccaaagtacagtggaaggtggataacgccctccaatcgggtaactcccaggaga
gtgtcacagagcaggacagcaaggacagcacctacagcctcagcagcaccctgacgctgagcaaagcaga
ctacgagaaacacaaagtctacgcctgcgaagtcacccatcagggcctgagctcgeccgtcacaaagage
ttcaacaggggagagtgt

>1254vL (Seq. N° 62)

ctagccgatgttgtgatgacacagactccactctccctgectgtcagtcttggagatcaagecctccatct
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cttgcagatctagtcagagccttgtacacagtaatggtaacacctatttacattggtacctgcagaagcc
aggccagtctccaaagctcctgctctacaaagtttccaaccgattttctggggtcccagacaggttcagt
ggcagtggatcagggacagatttcacactcaagatcagcagagtggagtctgaggatctgggagtttatt
tctgctctcaaaatacacatgtgtacacgttcggaggggggacaaagttggaaataaaacgaactgtggc
tgcaccatctgtcttcatcttcccgeccatctgatgagcagttgaaatctggaactgectctgttgtgtgce
ctgctgaataacttctatcccagagaggccaaagtacagtggaaggtggataacgccctccaatcgggta
actcccaggagagtgtcacagagcaggacagcaaggacagcacctacagecctcagcagcaccctgacgcet
gagcaaagcagactacgagaaacacaaagtctacgcctgcgaagtcacccatcagggectgagctcgecc
gtcacaaagagcttcaacaggggagagtgt

>1257vL (Seq. N° 63)
ctagcccaaattgtgctcacacagtctccagcaatcatgtctgcatctccaggggagaaggtcaccatga
cctgcagtgccagctcaagtgtaagttacatttactggtaccagcagaagccaggatcctcccccagact
cctgatttatgacgcatccaacctggcettctggagtccctgttegcttcagtggcagtgggtctgggacc
tcttactctctcacaatcagccgaatggaggctgaagatgctgecacttattactgeccagcagtggagea
gttacccaatcacgttcggctcggggacaaagttggaaataaaacgaactgtggctgcaccatctgtcett
catcttcccgccatctgatgagcagttgaaatctggaactgcctctgttgtgtgcctgctgaataacttc
tatcccagagaggccaaagtacagtggaaggtggataacgccctccaatcgggtaactcccaggagagtg
tcacagagcaggacagcaaggacagcacctacagcctcagcagcaccctgacgctgagcaaagcagacta
cgagaaacacaaagtctacgcctgcgaagtcacccatcagggcctgagctcgecccgtcacaaagagcttc
aacaggggagagtgt

>1260vL (Seq. N° 64)
ctagccgatatccagatgactcagactacatcctccctgtctgectctctgggagacagagtcaccatca
gttgcagtgcaagtcagggcattaccaattatttaaactggtatcagcagaaaccagatggaactgttaa
actcctgatctattactcatcaagtttacactcaggagtcccatcaaggttcagtggcagtgggtctggg
acagattattctctcaccatcagcaacctggaacctgaagatattgccacttactattgtcagcagtata
gtgagattccgtacacgttcggaggggggaccaagctggagctgaaacgaactgtggctgcaccatctgt
cttcatcttcccgccatctgatgagcagttgaaatctggaactgcctctgttgtgtgcctgectgaataac
ttctatcccagagaggccaaagtacagtggaaggtggataacgccctccaatcgggtaactcccaggaga
gtgtcacagagcaggacagcaaggacagcacctacagcctcagcagcaccctgacgctgagcaaagcaga
ctacgagaaacacaaagtctacgcctgcgaagtcacccatcagggcctgagctcgeccgtcacaaagagce
ttcaacaggggagagtgt

>1261vL (Seq. N° 65)
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ctagcccaaattgtgctgacccagtctccagcaatcatgtctgcatctccaggggagaaggtcaccataa
cctgcagtgccagctcaagtgtaagttacatgcactggttccagcagaagccaggcacttctcccaaact
ctggatttatagtacatccaacctggcttctggagtccctgctcgcttcagtggcagtggatctgggacc
tcttactctctcacaatcagccgaatggaggctgaagatgctgccacttattactgccagcaaaggagta
gttacccatacacgttcggaggggggaccaagctggagctgaaacgaactgtggetgcaccatctgtcett
catcttcccgccatctgatgagcagttgaaatctggaactgcctctgttgtgtgectgetgaataactte
tatcccagagaggccaaagtacagtggaaggtggataacgccctccaatcgggtaactcccaggagagtg
tcacagagcaggacagcaaggacagcacctacagcctcagcagcaccctgacgctgagcaaagcagacta
cgagaaacacaaagtctacgcctgcgaagtcacccatcagggcctgagetcgeccgtcacaaagagettc
aacaggggagagtgt

>1277vL. (Seq. N° 66)
ctagccgatgttgtgatgacccagactccactctccctgectgtcagtcttggagatcaagectccatct
cttgcagatctagtcagagccttgtacacagtaatggaaacacctatttacattggtacctgcagaagcc
aggccagtctccaaagctcctgatctacaaagtttccaaccgattttctggggtcccagacaggttcagt
ggcagtggatcagggacagatttcacactcaagatcagcagagtggaggctgaggatctgggagtttatt
tctgctctcaaagtacacatgttccgacgttcggtggaggcaccaagctggaaatcaaacgaactgtggce
tgcaccatctgtcttcatcttcccgccatctgatgagcagttgaaatctggaactgectctgttgtgtge
ctgctgaataacttctatcccagagaggccaaagtacagtggaaggtggataacgccctccaatcgggta
actcccaggagagtgtcacagagcaggacagcaaggacagcacctacagcctcagcagcaccctgacgcet
gagcaaagcagactacgagaaacacaaagtctacgcctgcgaagtcacccatcagggcctgagctcgecc
gtcacaaagagcttcaacaggggagagtgt

>1284vL (Seq. N° 67)
ctagccgacattgtgctaacacagtctcctgcttccttagctgtatctctggggcagagggeccaccatct
catgcagggccagccaaagtgtcagtacatctacctatagttatatgcactggtatcaacagaaatcagg
acagccacccaaactcctcatcaagtatgcatccaacctagagtctggggtccctgeccaggttcagtgge
agtgggtctgggacagacttcaccctcaacatccatcctgtggaggaggaggatactgcaacatattact
gtcagcacagttgggagattccgtggacgttcggtggaggcaccaagctggaaatcaaacgaactgtggce
tgcaccatctgtcttcatcttcccgccatctgatgagcagttgaaatctggaactgectectgttgtgtge
ctgctgaataacttctatcccagagaggccaaagtacagtggaaggtggataacgccctccaatcgggta
actcccaggagagtgtcacagagcaggacagcaaggacagcacctacagcctcagcagcaccctgacget
gagcaaagcagactacgagaaacacaaagtctacgcctgcgaagtcacccatcagggcctgagcetcgecc

gtcacaaagagcttcaacaggggagagtgt
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>1308vL (Seq. N° 68)
ctagccgacatccagatgacacaaactacatcctccctgtctgcctctctgggagacagagtcaccatca
gttgcagggcaagtcaggacattagcaattatttaaactggtatcagcagaaaccagatggaactgttaa
agtcctgatctactacacatcaagattacactcaggagtcccatcaaggttcagtggcagtgggtctgga
acagattattctctcaccattagcaacctggagcaagaagatattgccacttacttttgccaacagggta
atacgcttccgtacacgttcggaggggggaccaagctggaaataaaacgaactgtggctgcaccatctgt
cttcatcttcccgeccatctgatgagcagttgaaatctggaactgectctgttgtgtgecctgctgaataac
ttctatcccagagaggccaaagtacagtggaaggtggataacgccctccaatcgggtaactcccaggaga
gtgtcacagagcaggacagcaaggacagcacctacagcctcagcagcaccctgacgctgagcaaagcaga
ctacgagaaacacaaagtctacgcctgcgaagtcacccatcagggcctgagctcgcccgtcacaaagagc
ttcaacaggggagagtgt

>1320vL (Seq. N° 69)
ctagccgacattcagatgacccagactacatcctccctgtctgectctctgggagacagagtcaccatca
gttgcagtgcaagtcaggacattagcaattatttaaactggtatcagcagaaaccagatggaactgttaa
actcctgatctatcacacatcaactttacactcaggagtcccatcaaggttcagtggcagtgggtctggg
acagattattctctcaccatcagcaacctggaacctgaagatattgccacttactattgtcagcaatata
gtaagcttccgtggacgttcggtggaggcaccaagctggaaatcaaacgaactgtggctgcaccatctgt
cttcatcttcccgccatctgatgagcagttgaaatctggaactgectctgttgtgtgectgctgaataac
ttctatcccagagaggccaaagtacagtggaaggtggataacgccctccaatcgggtaactcccaggaga
gtgtcacagagcaggacagcaaggacagcacctacagcctcagcagcaccctgacgctgagcaaagcaga
ctacgagaaacacaaagtctacgcctgcgaagtcacccatcagggcctgagctcgeccgtcacaaagagc
ttcaacaggggagagtgt

>1344vL (Seq. N° 70)
ctagccgacattcagatgacacagactacttcctccctgtctgectctctgggagacagagtcaccatta
gttgcagtgcaagtcagggcattagtaattatttaaactggtatcagcagaaaccagatggaactgttaa
actcctgatctattacacatcaagtttacactcaggagtcccatcaaggttcagtggcagtgggtctggg
acagattattctctcaccatcagcaacctggaacctgaagatattgccacttactattgtcagcagtata
gtaagcttccgtacacgttcggaggggggaccaagctggaaatcaaacgaactgtggctgcaccatctgt
cttcatcttcccgeccatctgatgagcagttgaaatctggaactgectctgttgtgtgectgectgaataac
ttctatcccagagaggccaaagtacagtggaaggtggataacgccctccaatcgggtaactcccaggaga
gtgtcacagagcaggacagcaaggacagcacctacagcctcagcagcaccctgacgctgagcaaagcaga

ctacgagaaacacaaagtctacgcctgcgaagtcacccatcagggectgagctcgecccgtcacaaagagce
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ttcaacaggggagagtgt

>1347vL (Seq. N° 71)
ctagccgaaaatgtgctgactcagtctccagcaatcatgtctgcatctccaggggaaaaggtcaccatga
cctgcagggccagctcaagtgtaagttccagttacttgcactggtaccagcaaaagtcaggtgectcccc
caaactctggatttatagcacatccaacttggcttctggagtccctgectcgecttcagtggcagtgggtct
gggacctcttactctctcacagtcaacagtgtggagactgaagatgctgccacttattactgccaccagt
acagtggtttcccattcacgttcggctcggggaccaagctggagctgaaacgaactgtggctgcaccatc
tgtcttcatcttcccgccatctgatgagcagttgaaatctggaactgcctctgttgtgtgecctgctgaat
aacttctatcccagagaggccaaagtacagtggaaggtggataacgccctccaatcgggtaactcccagg
agagtgtcacagagcaggacagcaaggacagcacctacagcctcagcagcaccctgacgctgagcaaage
agactacgagaaacacaaagtctacgcctgcgaagtcacccatcagggectgagetcgeccgtcacaaag
agcttcaacaggggagagtgt

>992vL (Seq. N° 72)
LADIQMTQTTSSLSASLGDRVTISCRTSQDIGNYLNWYQQKPDGTVKLLIYYTSRLHSGV
PSRFSGSGSGTDFSLTINNVEQEDVATYFCQHYNTVPPTFGGGTKLEIKRTVAAPSVFIF
PPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSST
LTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

>1024vL (Seq. N° 73)
LADIVMTQAAFSNPVTLGTSASISCRSSKSLLHSNGITYLYWYLQKPGQSPQLLIYQMSN
LASGVPDRFSSSGSGTDFTLRISRVEAEDVGVYYCAQNLELPYTFGGGTKLEIKRTVAAP
SVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTY
SLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

>1030vL (Seq. N° 74)
LADIVLTQSPASLAVSLGQRATISCRASKSVSTSGYSFMHWYQLKPGQPPKLLIYLASNL
ESGVPARFSGSGSGTDFTLNIHPVEEEDAATYYCQHSREFPLTFGGGTKLEIKRTVAAPS
VFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYS
LSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

>1042vL (Seq. N° 75)
DIVMTQAAFSNPVTLGTSASISCRSSKSLLHSNGITYLYWYLQKPGQSPQLLIYQMSNLA
SGVPDRFSSSGSRTDFTLRISRVEAEDVGVYYCAQNLELPYTFGGGTKLEIKRTVAAPSYV
FIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSL

SSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC
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>1208vL (Seq. N° 76)
LADVVMTQTPLSLPVSLGDQASISCRSSQSLVHSNGNTYLHWYLQKPGQSPKLLIYKVSN
RFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGVYFCSQSTHVPTFGGGTKLEIKRTVAAPS
VFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYS
LSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

>1229vL (Seq. N° 77)
LADIVMTQSHKFMSTSVGDRVSITCKASQDVTNAVAWYQQKPGQSPKLLIYWASIRHTGV
PDRFTGSRSGTDYTLTINSVQAEDLALYYCQQHYNTPLTFGAGTKLEIKRTVAAPSVFIF
PPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSST
LTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

>1254vVL (Seq. N° 78)
LADVVMTQTPLSLPVSLGDQASISCRSSQSLVHSNGNTYLHWYLQKPGQSPKLLLYKVSN
RFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVESEDLGVYFCSQNTHVYTFGGGTKLEIKRTVAAPS
VFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYS
LSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

>1257VvL (Seq. N° 79)
LAQIVLTQSPAIMSASPGEKVTMTCSASSSVSYIYWYQQKPGSSPRLLIYDASNLASGVP
VRFSGSGSGTSYSLTISRMEAEDAATYYCQQWSSYPITFGSGTKLEIKRTVAAPSVFIFP
PSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTL
TLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

>1260vL (Seq. N° 80)
LADIQMTQTTSSLSASLGDRVTISCSASQGITNYLNWYQQKPDGTVKLLIYYSSSLHSGV
PSRFSGSGSGTDYSLTISNLEPEDIATYYCQQYSEIPYTFGGGTKLELKRTVAAPSVFIF
PPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSST
LTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

>1261vL (Seq. N° 81)
LAQIVLTQSPAIMSASPGEKVTITCSASSSVSYMHWFQQKPGTSPKILWIYSTSNLASGVP
ARFSGSGSGTSYSLTISRMEAEDAATYYCQQRSSYPYTFGGGTKLELKRTVAAPSVFIFP
PSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTL
TLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

>1277vL (Seq. N° 82)

LADVVMTQTPLSLPVSLGDQASISCRSSQSLVHSNGNTYLHWYLQKPGQSPKLLIYKVSN
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RFSGVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGVYFCSQSTHVPTFGGGTKLEIKRTVAAPS
VFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYS
LSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

>1284vL (Seq. N° 83)
LADIVLTQSPASLAVSLGQRATISCRASQSVSTSTYSYMHWYQQKSGQPPKLLIKYASNL
ESGVPARFSGSGSGTDFTLNIHPVEEEDTATYYCQHSWEIPWTFGGGTKLEIKRTVAAPS
VFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYS
LSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

>1308vL (Seq. N° 84)
LADIQMTQTTSSLSASLGDRVTISCRASQDISNYLNWYQQKPDGTVKVLIYYTSRLHSGV
PSRFSGSGSGTDYSLTISNLEQEDIATYFCQQGNTLPYTFGGGTKLEIKRTVAAPSVFIF
PPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSST
LTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

>1320vL (Seq. N° 85)
LADIQMTQTTSSLSASLGDRVTISCSASQDISNYLNWYQQKPDGTVKLLIYHTSTLHSGV
PSRFSGSGSGTDYSLTISNLEPEDIATYYCQQYSKLPWTFGGGTKLEIKRTVAAPSVFIF
PPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSST
LTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

>1344vL (Seq. N° 86)
LADIQMTQTTSSLSASLGDRVTISCSASQGISNYLNWYQQKPDGTVKLLIYYTSSLHSGV
PSRFSGSGSGTDYSLTISNLEPEDIATYYCQQYSKLPYTFGGGTKLEIKRTVAAPSVFIF
PPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSST
LTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

>1347vL (Seq. N° 87)
LAENVLTQSPAIMSASPGEKVTMTCRASSSVSSSYLHWYQQKSGASPKLWIYSTSNLASG
VPARFSGSGSGTSYSLTVNSVETEDAATYYCHQYSGFPFTFGSGTKLELKRTVAAPSVFI
FPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSS
TLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

Apéndice 2. Sequéncias da regido constante do anticorpo

>Regidao do IGKC humano (Seq. N° 88)

ttcatcttcccgccatctgatgagcagttgaaatctggaactgecctctgttgtgtgecctgectgaataact

tctatcccagagaggccaaagtacagtggaaggtggataacgccctccaatcgggtaactcccaggagag
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tgtcacagagcaggacagcaaggacagcacctacagcctcagcagcaccctgacgctgagcaaagcagac
tacgagaaacacaaagtctacgcctgcgaagtcacccatcagggcctgagctcgcccgtcacaaagagcet
tcaacaggggagagtgttaataagcggccgccggtggaggcggt

>Regido do IGKC humano (Seq. N° 89)
TVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDS
KDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

Exonl 1..298

Intron 299..689

Exon2 690..734

Intron 735..852

Exon3 853..1182

Intron 1183..1279

Exon4 1280..1602

>sequéncia gendmica do dominio constante do IGHGL humano (Seg. N° 90)
agtgcctccaccaagggcccatcggtcttcccecctggcaccctecctccaagagcacctctgggggcacag
cggccctgggctgcctggtcaaggactacttccccgaaccggtgacggtgtcgtggaactcaggcgecct
gaccagcggcgtgcacaccttcccggetgtectacagtcctcaggactctacteccctcagcagegtggtg
accgtgccctccagcagcttgggcacccagacctacatctgcaacgtgaatcacaagcccagcaacacca
aggtggacaagagagttggtgagaggccagcacagggagggagggtgtctgctggaagccaggctcageg
ctcctgcctggacgcatcccggctatgcagtcccagtccagggcagcaaggcaggccccgtetgectctt
cacccggaggcctctgecccgecccactcatgctcagggagagggtcttectggetttttccccaggetctg
ggcaggcacaggctaggtgcccctaacccaggccctgcacacaaaggggcaggtgctgggctcagacctg
ccaagagccatatccgggaggaccctgcccctgacctaagcccaccccaaaggccaaactecteccactecce
tcagctcggacaccttctctcctcccagattccagtaactcccaatcttctctctgcagagcccaaatct
tgtgacaaaactcacacatgcccaccgtgcccaggtaagccagcccaggectcgecctccagetcaagge
gggacaggtgccctagagtagcctgcatccagggacaggccccagecgggtgctgacacgtccacctceca
tctcttcctcagcacctgaactcctggggggaccgtcagtcttectcttccccccaaaacccaaggacac
cctcatgatctcccggacccctgaggtcacatgecgtggtggtggacgtgagccacgaagaccctgaggtc
aagttcaactggtacgtggacggcgtggaggtgcataatgccaagacaaagccgcgggaggagcagtaca
acagcacgtaccgtgtggtcagcgtcctcaccgtcctgcaccaggactggctgaatggcaaggagtacaa
gtgcaaggtctccaacaaagccctcccagcccccatcgagaaaaccatctccaaagccaaaggtgggacc

cgtggggtgcgagggccacatggacagaggccggctcggeccaccctctgecctgagagtgaccgetgta
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ccaacctctgtccctacagggcagccccgagaaccacaggtgtacaccctgeccccatcccgggaggaga
tgaccaagaaccaggtcagcctgacctgcectggtcaaaggcttctatcccagcgacatcgecgtggagtg
ggagagcaatgggcagccggagaacaactacaagaccacgcctcccgtgectggactccgacggectcecttc
ttcctctatagcaagctcaccgtggacaagagcaggtggcagcaggggaacgtcttctcatgectccgtga
tgcatgaggctctgcacaaccactacacgcagaagagcctctccctgtccccgggtaaatga

>IGHGl (Seq. N° 91)
SASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVT
VPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTP
EVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVL TVLHQDWLNGKEYKCKVSNKA
LPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPV
LDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVYMHEALHNHYTQKSLSL SPGK

Apéndice 3. Sequéncias de anticorpo com dominio variavel dual

>9921.1024\1IGHV (Seq. N° 92)
ggcgcgccgaggtccaactgcagcaacctgggtctgagetggtgaggectggagettcagtgaagetgtce
ctgcaaggcttctggctacacattcaccagctactggatgcactgggtgaagcagaggcctggacaaggce
cttgagtggattgggaatatttatcctggtagtcgtagtactaactacgatgagaagttcaagagcaagg
ccacactgactgtagacacatcctccagcacagcctacatgcagctcagcagcctgacatctgaggactc
tgcggtctattactgtacaagaaatggggattactacgttagtagcggggatgctatggactactggggt
caaggaacctcagtcaccgtctcgtcagccagcaccaagggcccccaggtccaactgcagcagcctgggg
ctgaactggtggagcctgggggttcagtgaagctgtcctgcaaggcttetggctacaccttcaccagtca
ctggatgcactgggtgaagcagaggcctggacaaggccttgagtggataggtgagattaatcctagcagce
ggtcgtaataactacaatgagaagttcaagagtaaggccacactgactgtagacaaatcctccagcacag
cctacatgcaattcagcagcctgacatctgaggactctgcggtctattattgtgtaagatactatggtta
cgacgaagctatggactactggggtcaaggaacctcagtcaccgtctcgag

>9921.1024\1IGKV (Seq. N° 93)
gctagccgacattcagatgactcagactacatcctccctgtctgectctctgggagacagagtcaccatc
agttgcaggacaagtcaggacattggcaattatttaaactggtatcagcagaaaccagatggaactgtta
aactcctgatctactacacatcaagattacactcaggagtcccatcaaggttcagtggcagtgggtctgg
aacagatttttctctcaccattaacaacgtggagcaagaggatgttgccacttacttttgccaacactat
aatacggttcctccgacgttcggtggaggcaccaagctggaaatcaaacgaactgtggctgcaccagaca
tcgtgatgacacaagctgcattctccaatccagtcactcttggaacatcagcttccatctcctgeaggtc

tagtaagagtctcctacatagtaatggcatcacttatttgtattggtatctgcagaagccaggccagtct
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cctcagctcctgatttatcagatgtccaaccttgecctcaggagtcccagacaggttcagtagcagtgggt
caggaactgatttcacactgagaatcagcagagtggaggctgaggatgtgggtgtttattactgtgctca
aaatctagaacttccgtacacgttcggaggggggaccaagctggaaataaaacgaactgtggctgcacca
tctgtcttcatcttcccgecatctgatgagcagttgaaatctggaactgectctgttgtgtgecctgctga
ataacttctatcccagagaggccaaagtacagtggaaggtggataacgccctccaatcgggtaactccca
ggagagtgtcacagagcaggacagcaaggacagcacctacagcctcagcagcaccctgacgctgagcaaa
gcagactacgagaaacacaaagtctacgcctgcgaagtcacccatcagggcctgagctcgcccgtcacaa
agagcttcaacaggggagagtgttaataagcggccgc

>10241L992\IGHV (Seq. N° 94)
ggcgcgceccaggtccaactgcagcagcctggggctgaactggtggagcctgggggttcagtgaagetgtc
ctgcaaggcttctggctacaccttcaccagtcactggatgcactgggtgaagcagaggcctggacaaggc
cttgagtggataggtgagattaatcctagcagcggtcgtaataactacaatgagaagttcaagagtaagg
ccacactgactgtagacaaatcctccagcacagcctacatgcaattcagcagcctgacatctgaggactc
tgcggtctattattgtgtaagatactatggttacgacgaagctatggactactggggtcaaggaacctca
gtcaccgtctcgtcagccagcaccaagggccccgaggtccaactgcagcaacctgggtctgagectggtga
ggcctggagcttcagtgaagctgtcctgcaaggcttctggctacacattcaccagctactggatgcactg
ggtgaagcagaggcctggacaaggccttgagtggattgggaatatttatcctggtagtcgtagtactaac
tacgatgagaagttcaagagcaaggccacactgactgtagacacatcctccagcacagcctacatgcagc
tcagcagcctgacatctgaggactctgcggtctattactgtacaagaaatggggattactacgttagtag
cggggatgctatggactactggggtcaaggaacctcagtcaccgtctcgag

>10241L992\1IGKV (Seq. N° 95)
gctagccgacatcgtgatgacacaagctgcattctccaatccagtcactcttggaacatcagcttccatc
tcctgcaggtctagtaagagtctcctacatagtaatggcatcacttatttgtattggtatctgcagaage
caggccagtctcctcagctcctgatttatcagatgtccaaccttgecctcaggagtcccagacaggttcag
tagcagtgggtcaggaactgatttcacactgagaatcagcagagtggaggctgaggatgtgggtgtttat
tactgtgctcaaaatctagaacttccgtacacgttcggaggggggaccaagctggaaataaaacgaactg
tggctgcaccagacattcagatgactcagactacatcctccctgtctgectctctgggagacagagtcac
catcagttgcaggacaagtcaggacattggcaattatttaaactggtatcagcagaaaccagatggaact
gttaaactcctgatctactacacatcaagattacactcaggagtcccatcaaggttcagtggcagtgggt
ctggaacagatttttctctcaccattaacaacgtggagcaagaggatgttgccacttacttttgccaaca
ctataatacggttcctccgacgttcggtggaggcaccaagctggaaatcaaacgaactgtggectgecacca

tctgtcttcatcttcccgccatctgatgagcagttgaaatctggaactgectctgttgtgtgectgoetga



163

ataacttctatcccagagaggccaaagtacagtggaaggtggataacgccctccaatcgggtaactccca
ggagagtgtcacagagcaggacagcaaggacagcacctacagcctcagcagcaccctgacgctgagcaaa

gcagactacgagaaacacaaagtctacgcctgcgaagtcacccatcagggcctgagctcgecccgtcacaa
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agagcttcaacaggggagagtgttaataagcggecge

>9921L.1024\1IGHV (Seq. N° 96)
RAEVQLQQPGSELVRPGASVKLSCKASGYTFTSYWMHWVKQRPGQGLEWIGNIYPGSRST
NYDEKFKSKATLTVDTSSSTAYMQL SSLTSEDSAVYYCTRNGDYYVSSGDAMDYWGQGTS
VTVSSASTKGPQVQLQQPGAELVEPGGSVKLSCKASGYTFTSHWMHWVKQRPGQGLEWIG
EINPSSGRNNYNEKFKSKATLTVDKSSSTAYMQFSSLTSEDSAVYYCVRYYGYDEAMDYW
GQGTSVTVS

>9921L1024\IGKV (Seq. N° 97)
LADIQMTQTTSSLSASLGDRVTISCRTSQDIGNYLNWYQQKPDGTVKLLIYYTSRLHSGV
PSRFSGSGSGTDFSLTINNVEQEDVATYFCQHYNTVPPTFGGGTKLEIKRTVAAPDIVMT
QAAFSNPVTLGTSASISCRSSKSLLHSNGITYLYWYLQKPGQSPQLLIYQMSNLASGVPD
RFSSSGSGTDFTLRISRVEAEDVGVYYCAQNLELPYTFGGGTKLEIKRTVAAPSVFIFPP
SDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLT
LSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

>10241L992\IGHV (Seq. N° 98)
RAQVQLQQPGAELVEPGGSVKLSCKASGYTFTSHWMHWVKQRPGQGLEWIGEINPSSGRN
NYNEKFKSKATLTVDKSSSTAYMQFSSLTSEDSAVYYCVRYYGYDEAMDYWGQGTSVTVS
SASTKGPEVQLQQPGSELVRPGASVKLSCKASGYTFTSYWMHWVKQRPGQGLEWIGNIYP
GSRSTNYDEKFKSKATLTVDTSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYYCTRNGDYYVSSGDAMDYW
GQGTSVTVS

>10241992\IGKV (Seq. N° 99)
LADIVMTQAAFSNPVTLGTSASISCRSSKSLLHSNGITYLYWYLQKPGQSPQLLIYQMSN
LASGVPDRFSSSGSGTDFTLRISRVEAEDVGVYYCAQNLEL PYTFGGGTKLEIKRTVAAP
DIQMTQTTSSLSASLGDRVTISCRTSQDIGNYLNWYQQKPDGTVKLLIYYTSRLHSGVPS
RFSGSGSGTDFSLTINNVEQEDVATYFCQHYNTVPPTFGGGTKLEIKRTVAAPSVFIFPP
SDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLT

LSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC
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REIVINDICAGOES

1. Composigcao de anticorpos recombinantes que compreende
pelo menos 3 moléculas de anticorpo anti-EGFR distintas, em que os anti-
corpos se ligam a um primeiro, um segundo e um terceiro epitopos distintos
de EGFR.

2. Anticorpo de acordo com a reivindicagao 1, em que os epito-
pos sao nao-sobrepostos.

3. Anticorpo de acordo com a reivindicagao 1, em que pelo me-
nos uma molécula de anticorpo distinta é capaz de inibir a ligagdo do EGF.

4. Anticorpo de acordo com a reivindicagao 1, em que pelb me-
nos uma molécula de anticorpo distinta &€ capaz de prevenir a fosforilagao de
EGFR.

5. Anticorpo de acordo com a reivindicagdo 1, em que pelo me-
nos uma molécula de anticorpo distinta € capaz de aumentar a internaliza-
cao/degradagao de EGFR.

6. Anticorpo de acordo com a reivindicacao 1, que compreende
pelo menos uma molécula de anticorpo anti-EGFR distinta adicional, em que
o dito anticorpo adicional se liga a um quarto epitopo distinto.

7. Anticorpo de acordo com a reivindicagao 6, que compreende
pelo menos uma molécula de anticorpo anti-EGFR distinta adicional, em que
o dito anticorpo adicional se liga a um quinto epitopo distinto.

8. Anticorpo de acordo com a reivindicagdo 7, que compreende
pelo menos uma molécula de anticorpo anti-EGFR distinta adicional, em que
o dito anticorpo adicional se liga a um sexto epitopo distinto.

9. Anticorpo de acordo com a reivindicagao 1, que compreende
pelo menos um anticorpo para o dominio Ill e pelo menos um anticorpo para
o dominio I/ll.

10. Anticorpo de acordo com a reivindicagao 1, que compreende
pelo menos dois anticorpos para o dominio |ll € um anticorpo para o domi-
nio .

11. Anticorpo de acordo com a reivindicagao 1, que compreende

pelo menos dois anticorpos para o dominio lll, tais como pelo menos trés
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anticorpos para o dominio Ill.

12. Anticorpo de acordo com a reivindicagcao 1, que compreende
pelo menos um anticorpo que é capaz de aumentar a ligagao de pelo menos
um anticorpo adicional a um epitopo distinto diferente.

13. Anticorpo de acordo com a reivindicagao 1, em que os anti-
corpos sao anticorpos quimeéricos com cadeias variaveis murinas e cadeias
constantes humanas.

14. Anticorpo de acordo com a reivindicagdo 13, em que a ca-
deia constante humana é IgG1 ou IgG2.

15. Anticorpo de acordo com a reivindicagdo 1, em que pelo
menos um anticorpo € um anticorpo humanizado.

16. Anticorpo de acordo com a reivindicagdo 1, em que pelo
menos um anticorpo € um anticorpo humano.

17. Anticorpo de acordo com a reivindicagédo 1, em que o EGFR
é selecionado do grupo que consiste em EGFR humano, EGFR humano mu-
tado e variagcdes de delecao de EGFR humano.

18. Anticorpo de acordo com a reivindicagdo 17, em que o EG-
FR é EGFR tanto humano quanto de primata nao-humano.

19. Composicao de anticorpos recombinantes que compreende
pelo menos 2 moléculas de anticorpos para EGFR distintas, em que uma
molécula de anticorpo anti-EGFR distinta € selecionada do grupo que con-
siste em anticorpos que possuem as CDRs dos anticorpos: 992, 1024, 1030,
1042, 1208, 1229, 1254, 1257, 1260, 1261, 1277, 1284, 1308, 1320, 1344 e
1347.

20. Composigao de anticorpos recombinantes de acordo com a
reivindicagdo 19, em que pelo menos uma molécula de anticorpo anti-EGFR
distinta é selecionada do grupo que consiste em anticorpos que possuem as
CDRs dos anticorpos 992, 1030, 1024, 1347, 1277, 1254, 1320, 1260, 1261
e 1284.

21. Composicao de anticorpos recombinantes de acordo com a
reivindicagao 19, em que duas moléculas de anticorpos para EGFR distintas

séo selecionadas do grupo de combinagdes que consistem em anticorpos
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com as CDRs dos anticorpos: 992+1030, 992+1024, 992+1042, 992+1320,
1277+1024.

22. Composicao de anticorpos que compreende pelo menos 2
moléculas de anticorpos anti-EGFR humano distintas,

a. em que uma primeira molécula de anticorpo anti-EGFR dis-
tinta é selecionada do grupo que consiste no anticorpo 992, um anticorpo
que compreende as sequéncias da VL (aminoacidos 3-109 da SEQ ID NO:
72) e da VH (aminoacidos 3-124 da SEQ ID NO: 40) do anticorpo 992, um
anticorpo que possui as CDR3s do anticorpo 992 (SEQ ID NO: 116 e 111),
um anticorpo que se liga ao mesmo epitopo que o anticorpo 992 e um anti-
corpo capaz de inibir a ligagao do anticorpo 992 ao EGFR humano; e

b. em que uma segunda molécula de anticorpo anti-EGFR dis-
tinta & selecionada do grupo que consiste no anticorpo 1024, um anticorpo
que compreende as sequéncias da VL (aminoacidos 3-114 da SEQ ID NO:
73) e da VH (aminoacidos 3-120 da SEQ ID NO: 41) do anticorpo 1024, um
anticorpo que possui as CDR3s do anticorpo 1024 (SEQ ID NO: 120 e 114),
um anticorpo que se liga ao mesmo epitopo que o anticorpo 1024 e um anti-
corpo capaz de inibir a ligagao do anticorpo 1024 ao EGFR humano.

23. Composigéao de acordo com a reivindicagao 22, em que

a. a dita primeira molécula de anticorpo anti-EGFR distinta &
selecionada do grupo que consiste no anticorpo 992, um anticorpo que com-
preende as sequéncias da VL e da VH do anticorpo 992, um anticorpo que
possui as CDR3s do anticorpo 992 e um anticorpo que se liga ao mesmo
epitopo que o anticorpo 992; e

b. a dita segunda molécula de anticorpo anti-EGFR distinta é
selecionada do grupo que consiste no anticorpo 1024, um anticorpo que
compreende as sequéncias da VL e da VH do anticorpo 1024, um anticorpo
que possui as CDR3s do anticorpo 1024 e um anticorpo que se liga ao
mesmo epitopo que o anticorpo 1024.

24. Composicao de acordo com a reivindicagao 22, em que

a. a dita primeira molécula de anticorpo anti-EGFR distinta &

selecionada do grupo que consiste no anticorpo 992, um anticorpo que com-
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preende as sequéncias da VL e da VH do anticorpo 992 e um anticorpo que
possui as CDR3s do anticorpo 992; e

b. a dita segunda molécula de anticorpo anti-EGFR distinta &
selecionada do grupo que consiste no anticorpo 1024, um anticorpo que
compreende as sequéncias da VL e da VH do anticorpo 1024 e um anticorpo
que possui as CDR3s do anticorpo 1024.

25. Composigao de acordo com a reivindicagao 22, em que

a. a dita primeira molécula de anticorpo anti-EGFR distinta &
selecionada do grupo que consiste no anticorpo 992 e um anticorpo que
compreende as sequéncias da VL e da VH do anticorpo 992; e

b. a dita segunda molécula de anticorpo anti-EGFR distinta &
selecionada do grupo que consiste no anticorpo 1024 e um anticorpo que
compreende as sequéncias da VL e da VH do anticorpo 1024.

26. Composicao de acordo com a reivindicagdo 22, que com-
preende os anticorpos 992 e 1024.

27. Composigao de acordo com a reivindicagdo 22, em que os
primeiro e segundo anticorpos anti-EGFR nao inibem a ligagdo ao EGFR
humano de cada outro.

28. Composigao de acordo com a reivindicagao 22, em que pelo
menos um dos anticorpos é capaz de aumentar a capacidade de ligacao
maxima do outro anticorpo em relacao ao EGFR humano.

29. Composigao de acordo com a reivindicagdo 22, em que a
proporcao do primeiro anticorpo em relagao ao segundo anticorpo na com-
posicao esta entre 5 e 95%, tal como entre 10 e 90%, preferencialmente en-
tre 20 e 80%, mais preferencialmente entre 30 e 70, mais preferencialmente
entre 40 e 60, tal como entre 45 e 55, tal como aproximadamente 50%.

30. Composicao de acordo com a reivindicagao 22, em que os
primeiro e segundo anticorpos sao do isotipo IgG1 ou IgG2.

31. Composigdo de acordo com a reivindicagdo 22, em que o
anticorpo que se liga ao mesmo epitopo que o anticorpo 992 & selecionado
do grupo de anticorpos que compreende os clones de 1209, 1204, 992, 996,
1033 e 1220.
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32. Composicao de acordo com a reivindicagdo 22, em que o
anticorpo que se liga ao mesmo epitopo que o anticorpo 1024 é selecionado
do grupo de anticorpos que compreende os clones de 1031, 1036, 1042,
984, 1024, 1210, 1217, 1221 e 1218.

33. Composigcao de acordo com a reivindicagao 22, em que o
anticorpo que compreende a CDR3 do anticorpo 992 compreende adicio-
nalmente a CDR1 e a CDR2 da VH e da VL do anticorpo 992.

34. Composicao de acordo com a reivindicagao 22, em que o
anticorpo que compreende a CDR3 do anticorpo 1024 compreende adicio-
nalmente a CDR1 e a CDR2 da VH e da VL do anticorpo 1024.

35. Composigao de acordo com a reivindicagao 22, em que o
anticorpo que compete com o anticorpo 992 é selecionado do grupo que
consiste nos anticorpos 1208, 1254 e 1277.

36. Composicao de acordo com a reivindicagdo 22, em que o
anticorpo que compete com o anticorpo 1024 é selecionado do grupo que
consiste nos anticorpos 1042 e 1320.

37. Composi¢ao de acordo com a reivindicagao 22, em que a
composi¢cao nao contém anticorpos anti-EGFR adicionais em adig&do ao pri-
meiro e ao segundo anticorpos.

38. Composicao de acordo com a reivindicacao 22, que com-
preende ainda um terceiro anticorpo anti-EGFR distinto, em que a dita tercei-
ra molécula de anticorpo anti-EGFR distinta &€ selecionada do grupo que
consiste no anticorpo 1030, um anticorpo que compreende as sequéncias da
VL (aminoacidos 3 a 114 da SEQ ID NO: 74) e da VH (aminoacidos 3-120 da
SEQ ID NO: 42) do anticorpo 1030, um anticorpo que possui as CDR3s do
anticorpo 1030 (SEQ ID NOs 112 e 119), um anticorpo que se liga ao mes-
mo epitopo que o anticorpo 1030 e um anticorpo capaz de inibir a ligagéo do
anticorpo 1030 ao EGFR humano.

39. Composigao de acordo com a reivindicag¢ao 37, em que o di-
to terceiro anticorpo resuita em uma maior ligagdo ao EGFR humano do dito
primeiro e/ou segundo anticorpo.

40. Composicdo de acordo com a reivindicagao 37, em que o
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anticorpo que se liga ao mesmo epitopo que o anticorpo 1030 é selecionado
do grupo de anticorpos que consiste nos clones de 1195, 1030, 1034, 1194,
980, 981, 1246 e 1223.

41. Composigao de acordo com a reivindicagdao 37, em que o
anticorpo que compreende a CDR3 do anticorpo 1030 compreende adicio-
nalmente a CDR1 e a CDR2 da VH e da VL do anticorpo 1030.

42. Composi¢cao de acordo com a reivindicagao 38, em que a
composi¢ao nao contém anticorpos anti-EGFR adicionais em adicdo aos
ditos primeiro, segundo e terceiro anticorpos.

43. Composicao de acordo com a reivindicagao 22, em que os
anticorpos distintos sdo preparados para administragao simultanea, sucessi-
va ou separada.

44 . Composi¢cdo de acordo com a reivindicagcdo 22, em que a
composig¢ao leva a internalizagao do receptor.

45. Composicdo de acordo com a reivindicagao 22, em que a
composicao leva a regressao de tumores A431NS in vivo.

46. Composi¢cao de acordo com a reivindicagao 22, em que a
composicao é capaz de induzir a diferenciacao terminal em células A431NS
in vivo.

47. Composicao de acordo com a reivindicagao 22, em que a
composicao é capaz de regular para mais a expressao da involucrina do tu-
mor in vivo.

48. Molécula de ligagao biespecifica que possui as especificida-
des de ligagdao da composigdo de anticorpos como definida na reivindicagao
22.

49. Molécula de ligacao biespecifica de acordo com a reivindica-
¢ao 48, que compreende as CDRs dos anticorpos 992 e 1024.

50. Molécula de ligagao biespecifica de acordo com a reivindica-
¢ao 48, que é um anticorpo com dominio variavel dual.

51. Molécula de ligagao biespecifica de acordo com a reivindica-
cdo 48, que é um fragmento Fab biespecifico ou um scFV biespecifico.

52. Processo para a produgao de composi¢ao de anticorpos que



10

15

20

25

30

compreende:

a) a transfec¢cao de uma primeira populagao de células eucario-
ticas com um primeiro construto de expressao que codifica um primeiro anti-
corpo que compreende um primeiro par cognato de cadeias de V4 e V| ca-
paz de se ligar a um primeiro epitopo de EGFR distinto;

b) a transfeccao de uma segunda populagao de células eucari-
éticas com um segundo construto de expressdo que codifica um segundo
anticorpo que compreende um segundo par cognato de cadeias de V4 e V|
capaz de se ligar a um segundo epitopo de EGFR distinto;

C) a repeticao opcional da etapa b) para as terceiras ou popu-
lagcbes adicionais, construtos de expressao, pares cognatos e epitopos de
EGFR;

d) a selegdo da primeira, da segunda e opcionalmente popula-
¢Oes de células adicionais transfectadas;

e) a combinagdo das populagdes transfectadas em um recipi-
ente para a obtengdo de um banco de células;

f) o cultivo das células partindo do banco de células sob condi-
¢bes que permitem a expressao dos anticorpos; e

g) a recuperacao e a purificagao da composicao de anticorpos
do sobrenadante.

53. Processo de acordo com a reivindicagdo 52, em que a com-
posicao de anticorpos € uma composigao de anticorpos como definida em
qualquer uma das reivindicactes 1 a 18.

54. Processo de acordo com a reivindicagao 52, em que as célu-
las sao transfectadas com integragao especifica ao sitio.

55. Processo de acordo com a reivindicagdo 52, em que as ca-
deias de VH e de VL sao murinas e as regides constantes dos anticorpos
sao humanas.

56. Processo de acordo com a reivindicagao 55, em que todos
os anticorpos compreendem a mesma regido constante de cadeia pesada.

57.Banco de células que compreende pelo menos duas subpo-
pulacdes de células eucaridticas; cada subpopulagéo transfectada ou trans-
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duzida com um construto de expressao que codifica um anticorpo que com-
preende um par cognato de cadeias de Vy e V| capaz de se ligar a um epi-
topo de EGFR distinto.

58. Banco de células de acordo com a reivindicagcao 57, em que
o banco de células codifica uma composi¢cdo de anticorpos como definida
em qualquer uma das reivindicagoes 1 a 18.

59. Banco de células de acordo com a reivindicagao 57, em que
as células sao transfectadas utilizando integracao especifica ao sitio.

60. Processo de redugado da sinalizagao do EGFR que compre-
ende a administragido a uma composigao de células que expressam EGFR
de uma composigao de anticorpos como definida em qualquer uma das rei-
vindicagdes 1 a 47 ou da molécula de ligagao biespecifica como definida em
qualquer uma das reivindicagdes 48 a 51 e a redugao da sinalizagao do EG-
FR.

61. Processo para matar células que expressam EGFR que
compreende a administragao a uma composi¢cao de células que expressam
EGFR de uma composi¢cao de anticorpos como definida em qualquer uma
das reivindicagdes 1 a 47 ou da molécula de ligagao biespecifica como defi-
nida em qualquer uma das reivindicagcdes 48 a 51 e a morte das células que
expressam EGFR.

62. Processo de inducao da apoptose em células que expres-
sam EGFR, que compreende a administragdo a uma composi¢cao de células
que expressam EGFR de uma composigdo de anticorpos como definida em
qualquer uma das reivindicagées 1 a 47 ou da molécula de ligagao biespeci-
fica como definida em qualquer uma das reivindicagdes 48 a 51, induzindo
assim a apoptose.

63. Processo de inibicdo da proliferacao de células que expres-
sam EGFR que compreende a administragédo a uma composi¢cao de células
que expressam EGFR de uma composi¢cdo de anticorpos como definida em
qualquer uma das reivindicagdes 1 a 47 ou da molécula de ligacao biespeci-
fica como definida em qualquer uma das reivindicagbes 48 a 51, inibindo

assim a proliferacao.
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64. Processo de indugao da diferenciagao de células tumorais in
vivo, que compreende a administragdo a um individuo que sofre de cancer
de uma composicéo de anticorpos como definida em qualquer uma das rei-
vindicagdes 1 a 47 ou da molécula de ligagao biespecifica como definida em
qualquer uma das reivindicagdes 48 a 51, induzindo assim a diferenciacao
das células tumorais.

65. Processo de acordo com a reivindicagdo 64, em que a dita
diferenciag¢do é terminal.

66. Processo de acordo com a reivindicagao 64, em que a dita
diferenciagdo € acompanhada por um aumento na expressao da involucri-
na.

67. Processo para indugdo da internalizagcido do EGFR que
compreende a administragao as células que expressam EGFR de uma quan-
tidade eficaz de uma composi¢do de anticorpos como definida em qualquer
uma das reivindicagdes 1 a 47 ou da molécula de ligacao biespecifica como
definida em qualquer uma das reivindicagbes 48 a 51, induzindo assim a
internalizagédo do EGFR.

68. Composig¢ao farmacéutica que compreende dois ou mais an-
ticorpos como definidos em qualquer uma das reivindicagbées 1 a 47 ou a
molécula de ligacao biespecifica como definida em qualquer uma das reivin-
dicagbes 48 a 51, na forma de uma combinagao para a administracao simul-
tanea, separada ou sucessiva na terapia de cancer.

69. Artigos de acordo com a reivindicagao 68, que compreen-
dem ainda pelo menos um composto capaz de induzir a diferenciagéo de
células cancerosas na forma de uma combinagcdo para a administragao si-
multanea, separada ou sucessiva na terapia de cancer.

70. Artigos de acordo com a reivindicagdo 69, em que o com-
posto é selecionado do grupo que consiste no acido retindico, do fenilbutira-
to, do acido todo-trans-retindico, da forma ativa da vitamina D.

71. Artigos de acordo com a reivindicagdo 68, que compreen-
dem ainda e pelo menos um composto quimioterapéutico ou antineoplasico

na forma de uma combinagio para a administracdo simultanea, separada ou
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sucessiva na terapia de cancer.

72. Artigos de acordo com a reivindicacao 71, em que o com-
posto quimioterapéutico €& selecionado do grupo que consiste em adriamici-
na, cisplatina, taxol, doxorrubicina, topotecano, fluoropirimidina, oxaliplatina
e irinotecano.

73. Polinucleotideo selecionado do grupo que consiste em

a. Um acido nucleico que possui a sequéncia de acido nucleico
mostrada na SEQ ID NO: 100;

b. um acido nucleico que codifica um polipeptideo que possui a
sequéncia de aminoacidos mostrada na SEQ ID NO: 101,

c. um acido nucleico que possui a sequéncia de acido nucleico
mostrada na SEQ ID NO: 102;

d. um acido nucleico que codifica um polipeptideo que possui a
sequéncia de aminoacidos mostrada na SEQ ID NO: 103; e

e. um acido nucleico que possui a sequéncia complementar de
qualquer um de a. a d.

74.Vetor de expressao que compreende um acido nucleico co-
mo definido na reivindicagao 73, ligado de forma operacional a uma sequén-
cia promotora capaz de direcionar a expresséao do dito acido nucleico.

75. Célula transfectada ou transduzida com o vetor de expres-
sao como definido na reivindicagao 74.

76. Polipeptideo que compreende a sequéncia de aminoacidos
mostrada na SEQ ID NO: 101.

77. Polipeptideo que compreende a sequéncia de aminoacidos
mostrada na SEQ ID NO: 103.

78. Processo para a selecao de anticorpos em relagao a ligacao
ao EGFR de cinomoélgo, que compreende as etapas de

a. fornecimento de pelo menos um anticorpo de teste;

b. realizacdo de um ensaio para determinar a ligagao do anti-
corpo

i) ao dominio extracelular do EGFR de cinomoéigo (SEQ ID NO:
101) ou do EGFR de cinomolgo de comprimento completo (SEQ ID NO:
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103); ou

i)  a superficie das células que expressam o dominio extracelu-
lar do EGFR de cinomaélgo (SEQ ID NO: 101) ou que expressam o EGFR de
cinomoélgo de comprimento completo (SEQ ID NO: 103);

c. e selegao de pelo menos um anticorpo que se liga ao domi-
nio extracelular do EGFR de cinomdlgo.

79. Processo de acordo com a reivindicagao 78, que compreen-
de ainda a selecdo em relagao a ligagdo ao dominio extracelular do EGFR
humano ou a ligacao as células que expressam o EGFR humano.

80. Processo para a identificacao de anticorpos anti-EGFR ca-
pazes de aumentar a ligagdo simultanea de outro anticorpo anti-EGFR ao
EGFR, o dito processo compreendendo

a. em um primeiro ensaio, a determinacao da capacidade de li-
gagao maxima de um primeiro anticorpo em relagao a uma quantidade fixa
de antigeno de EGFR,

b. em um segundo ensaio, a saturagdo de uma quantidade fixa
de antigeno de EGFR com um segundo anticorpo anti-EGFR,

c. o contato do complexo EGFR-anticorpo com o dito primeiro
anticorpo e a determinag¢ao da capacidade de ligagao maxima e

d. a comparacédo das capacidades de ligagcdo para determinar
se a capacidade de ligacdo maxima da etapa c. excede a capacidade de
ligacdo maxima da etapa a.

81. Processo de acordo com a reivindicagao 80, em que o dito
antigeno de EGFR é uma proteina recombinante imobilizada sobre uma su-
perficie sdélida.

82. Processo de acordo com a reivindicagcao 80, em que o dito
antigeno de EGFR é apresentado na superficie de uma célula que expressa
EGFR.

83. Processo de acordo com a reivindicagéo 82, em que a célula
compreende um construto de expressao que codifica EGFR.

84. Processo de acordo com a reivindicagcao 80, em que o pri-

meiro anticorpo € uma imunoglobulina e o dito segundo anticorpo & um
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fragmento Fab.

85. Processo de acordo com a reivindicagao 80, em que os en-
saios sao ELISA.

86. Processo de acordo com a reivindicagao 80, em que o anti-
geno de EGFR compreende o dominio extracelular do EGFR humano (SEQ

ID NO: 108) ou o dominio extracelular do EGFR de cinomdigo (SEQ ID NO:
101).
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Ligagdo de proteinas (Unidades de ressonancia, RU)
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Ab d " Inibigao Ciclo de Ciclo de
mAD da amosira mAb da Amostra__ | Referéncia Rumax | Competicdo Rumax
Dominio 1§ 1030
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Fig. 11A
Mistura de anticorpos (N=6) Mistura de anticorpos (N=6-1)
1261+1347+992+1024+1030+1361 Sem mAb da amostra testado
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1261+1347+992+1024+1030+1361 Vs. 1024
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Fig. 11B
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Atividade metabdlica na forma da porcentagem do controle ndo tratado
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Células A431-NS em DMEM + 0,5% de PBS
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Crescimento de células MDA-MB-468 em DMEM + 0,5% de PBS

Atividade metabdlica como a porcentagem do controle nao tratado

Concentragéo de anticorpo pg/mL

Fig. 16B
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DO em 450-620 nm
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Efeito de 10 pg/mL de anticorpo total sobre a atividade metabolica de células A431-NS
na presenga de concentragdes variaveis de EGF
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Atividade metabdlica como a porcentagem do controle nao tratado

22/44

Crescimento de células A431-NS emm DMEM + 0,5% de PBS
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Atividade metabdlica de esferdide como uma porcentagem do controle néo tratado
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ctggaggaaaagaaagtttgccaaggcacgagtaacaaactcacgcagttgggcacttttgaagatcatt
ttctcagcctccagaggatgttcaataactgtgaggtggtccttgggaatttggaaattacctacgtgea
gaggaattatgatctttccttcttaaagaccatccaggaggtggctggttatgtcecctcatcgecectcaac
acagtggagcggattcctttggaaaacctgcagatcatcagaggaaacatgtactatgaaaattcctatg
ccttagcagtcttatctaactatgatgcaaataaaaccggactgaaggagctgecccatgagaaacttaca
ggaaatcctgcatggcgccgtgecggttcagcaacaaccctgecectgtgcaacgtggagagcatccagtgyg
cgggacatagtcagcagcgagtttctcagcaacatgtcgatggacttccagaaccacctgggcagctgec
aaaagtgtgatccaagctgtcccaatgggagctgectggggtgcaggagaggagaactgccagaaactgac
caaaatcatctgtgcccagcagtgctcecgggegectgecgeggcaagteccceccagtgactgectgecacaac
cagtgtgccgcgggctgcacgggcecececgggagagcgactgectggtctgecgecaaattccgagacgaag
ccacgtgcaaggacacctgeccccccactcatgectctacaaccccaccacataccagatggatgtgaaccce
cgagggcaaatacagctttggtgccacctgcgtgaagaagtgtcccecgtaattatgtggtgacagatcac
ggctcgtgcgtccgagcectgecggggecgacagectatgagatggaggaagacggecgtecgcaagtgtaaga
agtgcgaagggccttgccgecaaagtgtgtaatggaataggtattggtgaatttaaagacacactetccat
aaatgctacaaatattaaacacttcaaaaactgcacctccatcagtggcgatctccacatcctgececggtyg
gcatttaggggtgactccttcacacacactececgectectggatccacaggaactggatattctgaaaaccyg
taaaggaaatcacagggtttttgctgattcaggcttggcctgaaaacaggacggacctccatgecttttga
gaacctagaaatcatacgtggcaggaccaagcaacacggtcagttttctcttgcggtcgtcagectgaac
ataacatccttgggattacgctccctcaaggagataagcgatggagatgtgataatttcaggaaacaaaa
atttgtgctatgcaaatacaataaactggaaaaaactgtttgggacctccagtcagaaaaccaaaattat
aagcaacagaggtgaaaacagctgcaaggccacgggccaggtcectgecatgecttgtgectcecccecgaggge
tgctggggcccecggagcccagggactgegtcectectgeccagaatgtcageccgaggcagagaatgegtggaca
agtgcaacatcctggagggcgagccaagggagtttgtggagaactctgagtgcatacagtgccacccaga
atgcctgccccaggtcatgaacatcacctgcacaggacggggaccagacaactgtatccagtgtgcecccac
tacattgacggcccccactgecgtcaagacctgeocccagcaggagtcatgggagaaaacaacacccectggtcet
ggaagtacgcagacgccggccacgtgtgeccacctgtgeccatccaaactgecacctacggatgcactgggcece
aggtcttgaaggctgtgcaaggaacgggcctaagatcccatcce

Fig. 23A

LEEKKVCQGTSNKLTQLGTFEDPHFLSLORMFNNCEVVLGNLEITYVQRNYDLSFLKTIQEVAGYVLIALN
TVERIPLENLQIIRGNMYYENSYALAVLSNYDANKTGLKELPMRNLQEI LHGAVRISNNPALCNVESIQW
RDIVSSEFLSNMSMDFONHLGSCQKCDPSCPNGSCWGAGEENCOKLTKIICAQQCSGRCRGKSPSDCCHN
QCAAGCTGPRESDCLVCRKFRDEATCKDTCPPLMLYNPTTYQMDVNPEGKYSEFGATCVKKCPRNYVVTDH
GSCVRACGADSYEMEEDGVRKCKKCEGPCRKVCNGIGIGEFKDTLSINATNIKHFKNCTSISGDLHILPV
AFRGDSFTHTPPLDPQELDILKTVKEITGFLLIQAWPENRTDLHAFENLEIIRGRTKQHGQFSLAVVSLN
ITSLGLRSLKEISDGDVIISGNKNLCYANTINWKKLFGTSSQKTKIISNRGENSCKATGQVCHALCSPEG
CWGPEPRDCVSCONVSRGRECVDKCNILEGEPREFVENSECIQCHPECLPQVMNITCTGRGPDNCIQCAH
YIDGPHCVKTCPAGVMGENNTLVWKYADAGHVCHLCHPNCTYGCTGPGLEGCARNGPKIPS

Fig. 23B
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Niveis de involucrina como uma porcentagem do controle nao tratado
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Fig. 29
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Fig. 30
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atgcgaccctchggacggccggggccgcgctcctggcgcfgctggctgcgctttgccccgcgagtcgggctctggaggaaaa
gaaagtttgccaaggcacgagtaacaaactcacgcagttgggcacttttgaagatcattttectcagectccagaggatgttcea
ataactgtgaggtggtccttgggaatttggaaattacctacgtgcagaggaattatgatctttecttecttaaagaccatceccag
gaggtggctggttatgtcctcatcgecectcaacacagtggagecggattecctttggaaaacctgcagatcatcagaggaaacat
gtactatgaaaattcctatgcecttagcagtcttatctaactatgatgcaaataaaaccggactgaaggagctgecccatgagaa
acttacaggaaatcctgcatggcgcegtgecggttcagcaacaaccectgecectgtgcaacgtggagagcatccagtggegggac
atagtcagcagcgagtttctcagcaacatgtcgatggacttccagaaccacctgggcagctgccaaaagtgtgatccaagcectg
tcccaatgggagctgctggggtgecaggagaggagaactgccagaaactgaccaaaatcatctgtgecccagcagtgecteceggge
gctgccgcggcaagtceccccagtgactgetgeccacaaccagtgtgeccgegggetgcacgggcecccccgggagagecgactgectg
gtctgccgcaaattceccgagacgaagecacgtgcaaggacacctgecccecccactcatgectctacaaccccaccacataccagat
ggatgtgaaccccgagggcaaatacagcectttggtgccacctgecgtgaagaagtgtecoceccgtaattatgtggtgacagatcacg
gctegtgegtceccgagectgecggggeccgacagctatgagatggaggaagacggecgtecgcaagtgtaagaagtgegaagggect
tgccgcaaagtgtgtaatggaataggtattggtgaatttaaagacacactctccataaatgctacaaatattaaacacttcaa
aaactgcacctccatcagtggcgatctccacatcctgeccggtggcatttaggggtgactecttcacacacactcecgectctgg
atccacaggaactggatattctgaaaaccgtaaaggaaatcacagggtttttgctgattcaggcttggectgaaaacaggacg
gacctccatgcttttgagaacctagaaatcatacgtggcaggaccaagcaacacggtcagttttctecttgeggtecgtcagect
gaacataacatccttgggattacgctccctcaaggagataagecgatggagatgtgataatttcaggaaacaaaaatttgtget
atgcaaatacaataaactggaaaaaactgtttgggacctccagtcagaaaaccaaaattataagcaacagaggtgaaaacagce
tgcaaggccacgggccaggtctgecatgecttgtgecteccceccgagggetgectggggeccggageccagggactgegtetectg
tcagaatgtcagccgaggcagagaatgcgtggacaagtgcaacatcctggagggcgageccaagggagtttgtggagaactcectyg
agtgcatacagtgtcacccagaatgcctgeccccaggtcatgaacatcacctgcacaggacggggaccagacaactgtatceccag
tgtgcccactacattgacggcccccactgecgtcaagacctgecccagcaggagtcatgggagaaaacaacaccctggtctggaa
gtacgcagacgccggceccacgtgtgecacctgtgeccatccaaactgcacctacggatgcactgggeccaggtcttgaaggctgtyg
caaggaacgggcctaagatcccatccatcgeccactgggatggtgggggcececctcecctecttgetgetggtggtggecctggggate
ggcctcttcatgcgaaggcgecacatcgttcggaagecgcacactgecggaggctgectgcaggagagggagettgtggagectet
tacgcccagtggagaagctcccaaccaagctctcttgaggatcttgaaggaaactgaattcaagaagatcaaagtgectgggcet
ccggtgcgttcecggaactgtgtataagggactectggatcccagaaggtgagaaagttaaaattcecgtegetatcaaggaattar
agagaagcaacatctccgaaagccaacaaggaaatcctcgatgaagecctacgtgatggccagegtggacaacececcatgtgtg
ccgectgetgggeatectgectcaccteccaccgtgecagetcattacgcagetecatgceccttecggetgectectggactacgtcece
gggaacacaaggacaatatcggctcccagtacctgcectcaactggtgtgtgcagattgcaaagggecatgaactacttggagygac
cggcgcttggtgcaccgcgacctggcageccaggaacgtactggtgaaaacgccacagcatgtcaagatcacagattttggget
ggccaaactgctgggtgcagaagagaaagaataccatgcagaaggaggcaaagtgcctatcaagtggatggecgttggaatcaa
ttttacaccgaatttatacccaccagagtgatgtctggagctacggggtgaccgtttgggagttgatgacctttggatccaag
ccatatgacggaatccctgeccagcecgagatctectecatecctggagaaaggagaacgcecctcecceccageccacccatatgtaccat
cgatgtctacatgatcatggtcaagtgctggatgatagacgcagatagtcgeccaaagtteccgtgagttgatcattgaattct
ccaaaatggcccgagacccececagegetaccttgttattcagggggatgaaagaatgcatttgccaagecctacagactceccaac
ttctaccgtgccctgatggatgaagaagacatggacgacgtggtggatgceccgacgagtacctcatcecacagcaaggettctt
cagcagcccectcecacgtcacggactcececectectgagectctctgagtgcaactagcaacaatteccactgtggettgecattgata

Fig. 34A
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gaaatgggctgcaaagctgttccatcaaggaagacagcecttcttacagecgatacagctcagaccccacaggegecttgactgag
gacagcatagacgacaccttcctcecccagtgecctgaatacataaaccagtctgttcccaaaaggceccgetggetetgtgcagaa
tcctgtctatcacaatcagcctctgaacecctgecgeccagcagagacccacactaccaggaccccecacagcaccgecagtgggea
accccgagtatctcaacactgtccagcccacctgtgtcaacagcacattcgacagcecctgctcattgggecccagaaaggcagce
caccaaattagcctggacaaccctgactaccagcaggacttctttcccaaggaagccaageccaaatggecatectttaagggectc

cacagctgaaaatgcagaatacctaagggtcgcaccacaaagcagtgaatttattggagcatga

Fig. 34A (Cont.)

MRPSGTAGAALLALLAALCPASRALEEKKVCQGTSNKLTQLGTFEDHFLSLORMENNCEV
VLGNLEITYVQRNYDLSFLKTIQEVAGYVLIALNTVERIPLENLQIIRGNMYYENSYALA
VLSNYDANKTGLKELPMRNLQEILHGAVRFSNNPALCNVESIQWRDIVSSEFLSNMSMDFE
ONHLGSCQKCDPSCPNGSCWGAGEENCOKLTKI ICAQQCSGRCRGKSPSDCCHNQCAAGC
TGPRESDCLVCRKFRDEATCKDTCPPLMLYNPTTYQMDVNPEGKYSFGATCVKKCPRNYV
VTDHGSCVRACGADSYEMEEDGVRKCKKCEGPCRKVCNGIGIGEFKDTLSINATNIKHEFK
NCTSISGDLHILPVAFRGDSFTHTPPLDPQELDILKTVKEITGFLLIQAWPENRTDLHAF
ENLEIIRGRTKQHGQFSLAVVSLNITSLGLRSLKEISDGDVIISGNKNLCYANTINWKKL
FGTSSQKTKIISNRGENSCKATGQVCHALCSPEGCWGPEPRDCVSCONVSRGRECVDKCN
ILEGEPREFVENSECIQCHPECLPQVMNITCTGRGPCNCIQCAHYIDGPHCVKTCPAGVM
GENNTLVWKYADAGHVCHLCHPNCTYGCTGPGLEGCARNGPKIPSIATGMVGALLLLLVV
ALGIGLFMRRRHIVRKRTLRRLLOERELVEPLTPSGEAPNQALLRILKETEFKKIKVLGS
GAFGTVYKGLWIPEGEKVKIPVAIKELREATS PKANKEILDEAYVMASVDNPHVCRLLGT
CLTSTVQLITQLMPFGCLLDYVREHKDNIGSQYLLNWCVQIAKGMNY LEDRRLVHRDLAA
RNVLVKTPQHVKITDFGLAKLLGAEEKEYHAEGGKVPIKWMALESILHRIYTHQSDVWSY
GVIVWELMTFGSKPYDGIPASEISSILEKGERLPOPPICTIDVYMIMVKCWMIDADSRPK
FRELIIEFSKMARDPQRYLVIQGDERMHLPSPTDSNFYRALMDEEDMDDVVDADEYLIPQ
QGFFSSPSTSRTPLLSSLSATSNNSTVACIDRNGLQSCSIKEDSFLQRYSSDPTGALTED
SIDDTFLPVPEYINQSVPKRPAGSVONPVYHNQPLNPAPSRDPHYQDPHSTAVGNPEYLN
TVQPTCVNSTFD3PAHWAQKGSHQISLDNPDYQQODFFPKEAKPNGIFKGSTAENAEY LRV

APQSSEFIGA

Fig. 34B
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% de Sobrevivéncia de camundongos
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% de Ligagido maxima

% de Ligagdo maxima
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RESUMO

Patente de Invengdo: "COMPOSIGOES DE ANTICORPO PARA O RE-
CEPTOR DO FATOR DE CRESCIMENTO ANTIEPIDERMICO RECOMBI-
NANTE".

' A presente invencgéao refere-se ao campo de anticorpos recom-
binantes para uso na terapia de canceres humanos. Mais especificamente, a
invencao fornece composi¢cdoes ou misturas de anticorpos capazes de se li-
gar ao EGFR humano. As composi¢gdes de anticorpos com 3 ou mais anti-
corpos exibem sinergia na redugao da proliferagao de linhagens de células
cancerosas representativas. Foram também obtidos resultados vantajosos
com uma composi¢ao que compreende dois anticorpos anti-hEGFR quimeéri-
cos diferentes que exibem um novo mecanismo de agdo baseado na interna-
lizacao rapida e eficiente do receptor, na inducao da diferenciacao terminal e
na erradicacao subsequente do tumor em um modelo animal. Os anticorpos
da invencao podem ser produzidos em um biorreator na forma de um anti-

corpo policlonal.
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LISTAGEM DE SEQUENCIA

<110> symphogen A/S
Pedersen, Mikkel w
Steinaa, Lucilla
Jensen, Allan
Koefoed, Klaus
Meijer, Per-3Johan
Carlson, Robert
Pyke, Charles
Nielsen, Lars S
<120> COMPOSICOES DE ANTICORPO PARA O RECEPTOR DO FATOR DE
CRESCIMENTO ANTIEPIDERMICO RECOMBINANTE
<130> P109PCOO
<160> 141
<170> PatentIn versao 3.5
<210> 1
<211> 20
<212> DNA
<213> Artificial
<220>
<223> Iniciador da PCR
<400> 1
gacsgatggg cccttggtgg 20
<210> 2
<211> 20
<212> DNA
<213> Artificial
<220>
<223> Iniciador da PCR
<400> 2
gctgtaggtg ctgtctttgc 20
<210> 3
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<211> 39

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Iniciador da PCR
<400> 3

tattcccatg gcgcgccsag gtccarctgc arcagyctg
<210> 4

<211> 37

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Iniciador da PCR
<400> 4

tattcccatg gcgcgccgar gtgmagctkg tkgagtc
<210> 5

<211> 37

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Iniciador da PCR
<400> 5

tattcccatg gcgcgccsag gtgcagctkm aggagtc
<210> 6

<211> 37

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Iniciador da PCR
<400> 6

tattcccatg gcgcgcccag gttactctga aagagtc
<210> 7

39

37

37

37
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<211> 39

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Iniciador da PCR

<400> 7

tattcccatg gcgcgcccag atccagttgg tgcagtctg
<210> 8

<211> 45

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Iniciador da PCR

<400> 8

ggcgcgccat gggaatagct agccgayatc cagatgachc arwct
<210> 9

<211> 44

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Iniciador da PCR

<400> 9

ggcgcgccat gggaatagct agccracatt gtgmtgachc agtc
<210> 10

<211> 46

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Iniciador da PCR

<400> 10

ggcgcgccat gggaatagct agccsamatt gtkctsaccc artctc

<210>

11

39

45

44

46
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<211> 45

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Iniciador da PCR

<400> 11

ggcgcgccat gggaatagct agccgatrtt gtgatgacbc arrct
<210> 12

<211> 30

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Iniciador da PCR

<400> 12

ggaggcgctc gagacggtga ccgtggtccc
<210> 13

<211> 30

212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Iniciador da PCR

<400> 13

ggaggcgctc gagactgtga gagtggtgcc
<210> 14

<211> 30

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Iniciador da PCR

<400> 14

ggaggcgctc gagacagtga ccagagtccc

<210>

15

45

30

30

30
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<211> 30

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Iniciador da PCR
<400> 15

ggaggcgctc gagacggtga ctgaggttcc

<210> 16

<211> 24

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Iniciador da PCR
<400> 16

ggacagggmt ccakagttcc adkt
<210> 17

<211> 43

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Iniciador da PCR
<400> 17

gacagatggt gcagccacag ttcgtttgat ttccagcttg gtg
<210> 18

<211> 43

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Iniciador da PCR
<400> 18

gacagatggt gcagccacag ttcgttttat ttccagcttg gtc
<210> 19

30

24

43

43
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<211> 43

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Iniciador da PCR
<400> 19

gacagatggt gcagccacag ttcgttttat ttccaacttt gtc
<210> 20

<211> 43

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Iniciador da PCR
<400> 20

gacagatggt gcagccacag ttcgtttcag ctccagcttg gtc
<210> 21

<211> 23

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Iniciador da PCR
<400> 21

gaactgtggc tgcaccatct gtc
<210> 22

<211> 43

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Iniciador da PCR
<400> 22

accgcctcca ccggcggcecg cttattaaca ctctcccctg ttg

<210>

23

43

43

23

43
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accgcctcca ccggcggccg cttattaaca ctctcccctg ttgaagctct t

<211> 51

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Iniciador da PCR
<400> 23

<210> 24

<211> 372

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 24

cgcgccgagg tccaactgca gcaacctggg
aagctgtcct gcaaggcttc tggctacaca
cagaggcctg gacaaggcct tgagtggatt
aactacgatg agaagttcaa gagcaaggcc
gcctacatgc agctcagcag cctgacatct
aatggggatt actacgttag tagcggggat
gtcaccgtct cg

<210> 25

<211> 360

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 25

cgcgcccagg tccaactgca gcagcctggg
aagctgtcct gcaaggcttc tggctacacc
cagaggcctg gacaaggcct tgagtggata
aactacaatg agaagttcaa gagtaaggcc
gcctacatgc aattcagcag cctgacatct
tactatggtt acgacgaagc tatggactac
<210> 26

<211> 360

tctgagctgg
ttcaccagct
gggaatattt
acactgactg
gaggactctg

gctatggact

gctgaactgg
ttcaccagtc
ggtgagatta
acactgactg
gaggactctg

tggggtcaag

tgaggcctgg
actggatgca
atcctggtag
tagacacatc
cggtctatta

actggggtca

tggagcctgg
actggatgca
atcctagcag
tagacaaatc
cggtctatta

gaacctcagt

agcttcagtg
ctgggtgaag
tcgtagtact
ctccagcaca
ctgtacaaga

aggaacctca

gggttcagtg
ctgggtgaag
cggtcgtaat
ctccagcaca
ttgtgtaaga

caccgtctcg

51

60
120
180
240
300
360
372

60
120
180
240
300
360
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<212>
<213>
<400>
cgcgccgaag
aaactctcct
cagactccag
tttccagaca
tacctccaaa
tctgatggtt
<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
cgcgcccagg
aagctgtcct
cagaggcctg
aactacaatg
gcctacatgce
tactatggtt
<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
cgcgccgaag
aaactctcct
cagactccgg
cactatccag
ctatacctgc
cagaagtatg

gtctcg

DNA

Homo sapiens

26
tgcagctggt
gtgcagcctc
agaggaggct
gtgtgaaggg
tgagcagtct
acttctatgc
27

360

DNA

ggagtctggg
tggattcact
ggagtgggtc
ccgtttcacc
gaggtctgag
tatggactac

Homo sapiens

27
tgcagcttca
gtaaggcttc
gacaaggcct
agaagttcaa
aactcagcag
acgacgatgc
28

366

DNA

gcagcctggg

tggctacacc
tgagtggatt
gaacaaggcc
tttgacatct

tatggactac

Homo sapiens

28

tgcagctggt
gtgcagcctc
agaagaggct
actctgtgaa
aaatgagcag

gtaactacgg

ggagtctggg
tggattcgct
ggagtgggtc
gggccgattc
tctgaagtct

ggacactatg

ggaggcttag
ttcagtagtt
gcatccatta
atgtccagag
gacacggcca

tggggtcaag

gctgaactgg
ttcaccagcc
ggagagattc
acactgactg
gaggactctg

tggggtcaag

ggaggcttag
ttcagtagct

gcatacattg
accatctcca
gaggacacag

gactactggg

tgaagcctgg
atgccctgtc
gtggtgttgg
ataatgccag
tgtattactg

gaacctcagt

tgaagcctgg
actggatgca
atcctagcaa
tagacaaatc
cggtctatta

gaacctcagt

tgaagcctgg
atgacatgtc
gtagtggtga
gacacaatgc
ccatgtatta

gtcaaggaac

agggtccctg
ttgggttcgc
tagcacctac
gaacatcctg
tgcaagaggt

caccgtctcg

ggcttcagtg
ctgggtgcag
cggtcgtact
tcccagcaca
ctgtgcaaga

caccgtctcg

agggtccctg
ttgggttcgc
tgataatacc
caaaaacacc
ctgtgcaaga

ctcagtcacc

60
120
180
240
300
360

60
120
180
240
300
360

60
120
180
240
300
360
366
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<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
cgcgcccagg
tccatcactt
cagcctccag
tataattcgg
ttcttaaaag
cccgatggtt
gtctcg
<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
cgcgccgaag
aaactctcct
cagactccgg
tactatcccg
ctatacctgc
tctcgctatg
gtctcg
<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
cgcgccgagg
aagataccct

cagagccatg

29
366
DNA

Homo sapiens

29

ttcagctgaa
gctctgtctc
gaaagggtct
ctctcatgtc
tgaacagtct

actacgtggg

30
366
DNA

Homo sapiens

30

tgcagctggt
gtgcagcctc
agaagaggct
acactgtgaa
aaatgagcag

gaaactacgg

31
375
DNA

Homo sapiens

31

ggagtcagga
tggtttttca

cctggectgg
ttaaccatct
ggagtggctg

cagactgaac

ggagttatgt
atcagcaagg
acaaactgat gacacagcca

gtggttcttc gatgtctggg

ggagtctggg
tggattcgct

ggaggcttag
tacagtacct
ggagtgggtc
gggccgattc

gcatacatta
accatctcca
tctgaagtct gaggacacag

ggacgctatg gactactggg

tggcgccctc
atggtgtaca
gggctggtgg
acaattccaa

tgtactattg

gcgcggggac

tgaagcctgg
atgacatgtc
gtagtggtgg
gagacaatgc
ccatgtatta

gtcaaggaac

acagagcctg
ctgggttcgce
aaatacagat
gagccaagtt
taccagagat

cacggtcacc

agggtccctg
ttgggttcgce
tgatgccgcec
caaaaacacc
ctgtgcgagg

ctcagtcacc

tccagctgca acagtctgga cctgagctgg tgaaacctgg ggcttcagtg

60
120
180
240
300
360
366

60
120
180
240
300
360
366

60

gcaagacttc tggatacact ttcactgact acaacatggc ctgggtgaag 120

gaaagagcct tgagtggatt ggagatatta ttcctaacaa tggtggtgct

180
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atctacaacc
gcctccatgg
aagaatatct
tcagtcaccg
<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
cgcgeccagg
tccatcactt
cagcctccag
tataattcgg
ttcttaaaaa
tatggttaca
<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
cgcgecgaag
aaactctcct
cagactccgg
tactatctag
ctgtacctgc
catgaggact
gtcaccgtct
<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

10

agaaattcaa gggcaaggcc actttgactg tagacaaatc ctccagtaca

agctccgcag cctgacatct gaggacactg cagtctattt ctgtgcaaga

actataggta cgacggggca ggtgctctgg actactgggg tcaaggaacc

tctcg
32
351
DNA

Homo sapiens

32

tgcagctgaa
gcactgtctc
gaaagggtct
ctctcatgtc
tgaacagtct

actttgacta

ggagtcagga
tgggttttca
ggagtggctg
cagactgagc
gcaaactgat

ttggggccaa

33

372

DNA

Homo sapiens

33

tgcagctggt ggagtctggg
gtgcagtctc tggattcact
agaagaggct ggagtgggtc
acagtgtgaa ggggcgattc
aaatgagcag tctgaggtct
ataggtacga cggttactat
cg

34

354

DNA

Homo sapiens

34

cctggectgg
ttaaccacct
ggagtaatat
atcaagaaag
gacacagcca

ggcaccactc

ggaggcttag
ttcagtagct
gcaaccatta
actatctcca

gaggacacgg
gctatggact

tggcgccectc
atggggtaca
gggctggtgg
acaactccaa
tgtactactg

tcacagtctc

tgaagcctgg
atgtcatgtc
ctagtggtgg
gagacaatgc
ccatgtatta

actggggtca

acagagcctg
ctgggttcgce
aagcacaaat
gagccaagtt
tgccagagcc

g

agggtccctg
ttgggttcgce
taggaacatc
caagaacacc
ctgtgcaaga

aggaacctca

240
300
360
375

60
120
180
240
300
351

60
120
180
240
300
360
372
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cgcgccgaag
aaactctcect
cagactccgg
ttctattcag
ctgtatctgc
caccgggacg
<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
cgcgeccagg
aagctgtcct
cagaggcctg
agctacaatg
gcctacatgc
ataggtggta
<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
cgcgccgagg
aagatttcct
cagaggcctg
aactacaatg
gcctacatgce
agggcatctt
actctcacag
<210>
<211>
<212>

tgcagctggt
gtgcagcctc
agaagaggct
acactgtgaa
aagtgagcag
tggctatgga
35

357

DNA

ggagtctggg
tggattcgct
ggagtgggtc
gggccgattc
tctgaagtct

ctactggggt

Homo sapiens

35
tccaactgca
gcaaggcttc
gacaaggcct
agaagttcaa
aactcagcag
tctacgtgga
36

375

DNA

gcagcctggg

tggctacacc
tgagtggatt
gagcaaggcc
cctgacatct

gacttactgg

Homo sapiens

36
tccagcttca
gcaaggcttc
gacagggtct
gaaagttcaa
agctcagcag
ccctctatga
tctcg

37

363

DNA

gcagtctgga
tggctatgca
tgagtggatt
gggtagagcc
cctaacatct

tgtttacccc

11

ggaggcttag
ttcagttact
gcatacatga
accatctcca
gaggacacag

caaggaacct

gctgaactgg
ttcaccagcg
ggagagatta
acactgactg
gaggactctg

ggccaaggga

gctgagctgg
ttcagtagct
ggacagattt
acactgactg
gaggactctg

tactactttg

tgaagcctgg
ctgacatgtc
gtagtgctgg
gagacaatgc
ccatatatta

cagtcaccgt

tgaagcctgg
actggatgca
atcctagtaa
tagacaaatc
cggtctatta

ctctggtcac

tgaggcctgg
actggatgaa
atcctggaga
caaacaaatc
cggtctattt

actactgggg

agagtccttg
ttgggttcgc
tgatgtcacc
caagaacacc
ctgtgtaaga

ctcg

ggcttcagtg
ctggatgaaa
cggtcgctct
ctccagcaca
ctgtgcaaga

tgtctcg

gtcctcagtg
ctgggtgagg
tggtgatact
ctccagcaca
ctgtgcaaga

ccaaggcacc

60
120
180
240
300
354

60
120
180
240
300
357

60
120
180
240
300
360
375
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<213>
<400>
cgcgcccagg
aagctgtcct
cagaggcctg
aattacaatg
gcctacatgce
ggggggaact
tcg

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
cgcgcccagg
tccatcactt
cagcctccag
tataattcgg
ttcttaaaaa
tatggctaca
<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
cgcgcccagg
tccatcacat
cagcctccag
tataattcaa
ttcttaaaaa
tacggctacc

<210>

Homo sapiens

37

tccaactgca
gcaaggcttc
gacaaggcct
agaagttcaa
aactcagcag

actatgatta

38
351
DNA

gcagcctggg

tggctacacc
tgaatggatt
gagcaaggcc
cctgacatct

cgactgggac

Homo sapiens

38
tgcagctgaa
gcactgtctc
gaaagggtct
ctctcatgtc
tgaacagtct
atttagacta
39

357

DNA

ggagtcagga
tgggttttca
ggagtggcig
cagactgagc
gcaaactgat

ttggggccaa

Homo sapiens

39

tgcagctgaa
gcaccgtctc
gaaagggtct
ctctcaaatc
tgaacagtct
tttactactt
40

ggagtcagga
aggattctca
ggagtggctg
cagactgagt
gcagactgat

tgactactgg

12

gctgaactgg
ttcaccaact
ggagaaatta
acactgactg
gaggactctg

tactggggcc

cctggcctgg
ttaaccatct
ggagtaatat
atcagcaaag
gacacagcca

ggcaccactc

cctggcctgg
ttaaccggcc
ggaatgatat
atcagcaagg
gacaccgcca

ggccaaggca

tgaagcctgg
actggatgca
atcctagcaa
tagacaaatc
gggtctatta

ddggcaccac

tggcgccctc
atggtgtaca
gggctggtgg
acaactccaa
tgtacttctg

tcacagtctc

tggcgccctc
atggtgtaaa
ggggtgatgg
acaactccaa
ggtactactg

ccactctcac

ggcttcaatg
ctgggtgaag
cggtcgtact
gtccagcaca
ctgtgcaaaa

tctcacagtc

acagagcctg
ctgggttcgce
aaacacaaat
gagtcaagtt
tgccagaggc

g

acagagcctg
ctgggttcgc
aagcacggac
gagccaagtt
tgccagaggce

agtctcg

60
120
180
240
300
360
363

60
120
180
240
300
351

60
120
180
240
300
357
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<211>
<212>
<213>
<400>
Arg Ala
1

Gly Ala

Ser Tyr

Trp Ile
50

Lys Phe

65

Ala Tyr

Tyr Cys

Asp Tyr

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

Gly Gly

Ser His

Trp Ile

12
PR

4
T

Homo sapiens

40
Glu

ser

Trp

35

Gly

Lys

Met

Thr

Trp

115

41
12

val

val

20

Met

Asn

ser

GIn

Arg

100
Gly

0

PRT

Gln
5
Lys

His

Ile

Lys

Leu

85

Asn

Gln

Leu

Leu

Trp

Tyr

Ala

70

Ser

Gly

Gly

Homo sapiens

41

GIn val GIn Leu

5

ser val Lys Leu

20

Trp Met His Trp

35

Gly Glu Ile Asn

GIn Gln
Ser Cys
val Lys
40

Pro Gly
55

Thr Leu
Ser Leu

Asp Tyr

Thr Ser
120

GIn Gln

Sser Cys

val Lys

40

Pro Ser

13

Pro

Lys

25

GlIn

Ser

Thr

Thr

Tyr

105
val

Pro
Lys
25

Gln

Ser

Gly
10

Ala
Arg
Arg
val
Ser
90

val

Thr

Gly
10
Ala

Arg

Gly

ser

ser

Pro

ser

Asp

75

Glu

ser

val

Ala

ser

Pro

Arg

Glu

Gly

Gly

Thr

60

Thr

Asp

Ser

ser

Glu

Gly

Gly

Asn

Leu

Tyr

Gln

45

Asn

Ser

ser

Gly

Leu

TYyr

Gln

45

Asn

val

Thr

30

Gly

TYyr

ser

Ala

Asp
110

val
Thr
30

Gly

Tyr

Arg

15

Phe

Leu

Asp

Ser

val

95
Ala

Glu
15
Phe

Leu

Asn

Pro

Thr

Glu

Glu

Thr

80

Tyr

Met

Pro

Thr

Glu

Glu
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50 55 60
Lys Phe Lys Ser Lys Ala Thr Leu Thr val Asp Lys Ser Ser Ser Thr
65 70 75 80
Ala Tyr Met GIn Phe Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala val Tyr
85 90 95
Tyr Cys val Arg Tyr Tyr Gly Tyr Asp Glu Ala Met Asp Tyr Trp Gly
100 105 110
GIn Gly Thr Ser val Thr val Ser
115 120
<210> 42
<211> 120
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 42
Arg Ala Glu val GIn Leu val Glu Ser Gly Gly Gly Leu val Lys Pro
1 5 10 15
Gly Gly Ser Leu Lys Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser
20 25 30
Ser Tyr Ala Leu Ser Trp val Arg GIn Thr Pro Glu Arg Arg Leu Glu
35 40 45
Trp val Ala Ser Ile Ser Gly val Gly Ser Thr Tyr Phe Pro Asp Ser
50 55 60
val Lys Gly Arg Phe Thr Met Ser Arg Asp Asn Ala Arg Asn Ile Leu
65 70 75 80
Tyr Leu GIn Met Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Met Tyr Tyr
85 90 95
Cys Ala Arg Gly Ser Asp Gly Tyr Phe Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly
100 105 110
GIn Gly Thr ser val Thr val Ser
115 120
<210> 43
<211> 120
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<212>
<213>
<400>
Arg Ala
1

Gly Ala

Ser His

Trp Ile
50

Lys Phe

65

Ala Tyr

Tyr Cys
Gln Gly
<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Arg Ala
Gly Gly

ser Tyr

Trp val
50

PRT

Homo sapiens

43
GlIn val

Ser val
20

Trp Met

35

Gly Glu

Lys Asn

Met G1n

Ala Arg
100
Thr Ser
115
44
122
PRT

Gln

5

Lys

His

Ile

Lys

Leu

85

Tyr

val

Leu

Leu

Trp

His

Ala

70

Ser

TYr

Thr

Homo sapiens

44

Glu val Gln Leu

5

Ser Leu Lys Leu

20

Asp Met Ser Trp

35

Ala Tyr Ile Gly

Gln

Ser

val

Pro

55

Thr

Ser

Gly

val

val

ser

val

Ser
55

Gln

Cys

Gln

40

Ser

Leu

Leu

Tyr

Ser
120

Glu

Cys

Arg

40
Gly

15

Pro

Lys

25

Gln

Asn

Thr

Thr

Asp
105

Ser
Ala
25

Gln

Asp

Gly
10

Ala
Arg
Gly
val
Ser

90
Asp

Gly
10
Ala

Thr

Asp

Ala

ser

Pro

Arg

Asp

75

Glu

Ala

Gly

Ser

Pro

Asn

Glu

Gly

Gly

Thr

60

Lys

Asp

Met

Gly

Gly

Glu

Thr
60

Leu

Tyr

Gln

45

Asn

ser

sSer

Asp

Leu

Phe

Lys

45

His

val Lys
15

Thr Phe

30

Gly Leu

Tyr Asn

Pro Ser

Ala val

95
Tyr Trp
110

val Lys
15

Ala Phe

30

Arg Leu

Tyr Pro

Pro

Thr

Glu

Glu

Thr

80

Tyr

Gly

Pro

Ser

Glu

Asp
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Ser val
65
Leu Tyr

Tyr Cys

Trp Gly

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

Ser Gln

Ile Tyr

Trp Leu
50

Leu Met

65

Phe Leu

Cys Thr

Trp Gly

<210>

<211>
<212>

Lys Gly

Leu GIn

Ala Arg
100
Gln Gly
115
45
122
PRT

Arg
Met
85

Gln

Thr

Phe
70
Ser

Lys

Ser

Homo sapiens

45
Gln val

Ser Leu
20

Gly val

35

Gly val

Ser Arg

Lys val

Arg Asp
100
Ala Gly
115
46
122
PRT

Gln

5

Ser

His

Met

Leu

Asn

85

Pro

Thr

Leu

Ile

Trp

Trp

AsSn

70

Ser

Asp

Thr

Thr

Ser

Tyr

val

Lys

Thr

val

Ala

55

Ile

Leu

Gly

val

Ile

Leu

Gly

Thr
120

Glu

Cys

Arg

40

Gly

Ser

Gln

Tyr

Thr
120

16

Ser

Lys

Asn

105
val

Ser

Ser

25

Gln

Gly

Lys

Thr

Tyr

105
val

Arg
Ser
90

Tyr

Ser

Gly
10

val
Pro
Asn
ASp
Asp
90

val

Ser

His Asn Ala Lys

75

Glu Asp Thr Ala

Gly Asp Thr Met

Pro

Ser

Pro

Thr

Asn

75

Asp

Gly

Gly

Gly

Gly

Asp

60

Ser

Thr

Trp

Leu

Phe

Lys

45

Tyr

Lys

Ala

Phe

110

val

Ser

30

Gly

Asn

Ser

Met

Phe
110

95

Ala

15

Leu

Leu

ser

G1n

TYyr
o5
ASp

Asn Thr

80

Met Tyr

Asp Tyr

Pro

Thr

Glu

Ala

val

80

TYr

val
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<213>
<400>
Arg Ala

Gly Gly

Thr Tyr

Trp val

50
Thr val
65

Leu Tyr

Tyr Cys

Trp Gly

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Arg Ala

Gly Ala

Asp Tyr

Trp Ile

50
Lys Phe

Homo sapiens

46
Glu val

Ser Leu
20

Asp Met

35

Ala Tyr

Lys Gly

Leu G1n

Ala Arg
100
Gln Gly
115
47
125
PRT

Gln

5

Lys

Ser

Ile

Arg

Met

85

Ser

Thr

Leu

Leu

Trp

Ser

Phe

70

Ser

Arg

ser

Homo sapiens

47

Glu val GIn Leu

5

Ser val Lys Ile

20

Asn Met Ala Trp

35

Gly Asp Ile Ile

Lys Gly Lys Ala

val

ser

val

Ser

55

Thr

Ser

Tyr

val

Gln

Pro

val

Pro

55
Thr

Glu

Cys

Arg

40

Gly

Ile

Leu

Gly

Thr
120

Gln
Cys
Lys
40

Asn

Leu

17

Ser

Ala

25

Gln

Gly

Ser

Lys

Asn

105
val

Ser
Lys
25

GIn

Asn

Thr

Gly Gly
10

Ala Ser
Thr Pro
Asp Ala
Arg Asp

75

Ser Glu
90

Tyr Gly

Ser

Gly Pro
10

Thr Ser
ser His

Gly Gly

val Asp

Gly

Gly

Glu

Ala

60

Asn

Asp

Asp

Glu

Gly

Gly

Ala

60
Lys

Leu

Phe

Lys

45

Tyr

Ala

Thr

Ala

Leu

Tyr

Lys

45

Ile

ser

val

Ala

30

Arg

TYr

Lys

Ala

Met
110

val

Thr

30

ser

Tyr

ser

Lys

15

Tyr

Leu

Pro

Asn

Met

95
Asp

Lys

15

Phe

Leu

Asn

Ser

Pro

Ser

Glu

Asp

Thr

80

Tyr

Tyr

Pro

Thr

Glu

Gln

Thr
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18

65 70 75 80
Ala Ser Met Glu Leu Arg Ser Leu Thr Ser Glu Asp Thr Ala val Tyr
85 90 95
Phe Cys Ala Arg Lys Asn Ile Tyr Tyr Arg Tyr Asp Gly Ala Gly Ala
100 105 110
Leu Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Ser val Thr val Ser
115 120 125
<210> 48
<211> 117
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 48

Arg Ala Gln val Gln Leu Lys Glu Ser Gly Pro Gly Leu val Ala Pro
1 5 10 15
Ser GIn Ser Leu Ser Ile Thr Cys Thr val Ser Gly Phe Ser Leu Thr
20 25 30
Thr Tyr Gly val His Trp val Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu
35 40 45
Trp Leu Gly val Ile Trp Ala Gly Gly Ser Thr Asn Tyr Asn Ser Ala
50 55 60
Leu Met Ser Arg Leu Ser Ile Lys Lys Asp Ash Ser Lys Ser GIn val
65 70 75 80
Phe Leu Lys Met Asn Ser Leu Gln Thr Asp Asp Thr Ala Met Tyr Tyr
85 90 95
Cys Ala Arg Ala Tyr Gly Tyr Asn Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr
100 105 110
Thr Leu Thr val Ser
115
<210> 49
<211> 124
<212> PRT

<213> Homo sapiens
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Sser Tyr

Trp val
50

Ser val

65

Leu Tyr

Tyr Cys

Asp Tyr

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

Gly Glu

Tyr Ser

Trp val

50
Thr val
65

49
Glu

Ser

val
35
Ala

LYysS

Leu

Ala

Trp

115

50

11
PR

val
Leu
20

Met

Thr

Gly

Arg
100
Gly

8
T

Gln

Lys

sSer

Ile

Arg

Met

85

His

Gln

Leu

Leu

Trp

Thr

Phe

70

ser

Glu

Gly

Homo sapiens

50
Glu

Ser

Asp

35

Ala

Lys

val
Leu
20

Met

Tyr

Gly

GlIn

5

Lys

Ser

Met

Arg

Leu

Leu

Trp

ser

Phe
70

val

Ser

val

Ser

55

Thr

Ser

Asp

Thr

val

Ser

val

Ser

55
Thr

Glu

Cys

Arg

40

Gly

Ile

Leu

Tyr

Ser
120

Glu
Cys
Arg
40

Ala

Ile

19

Ser

Ala

25

Gln

Gly

Ser

Arg

Arg

105
val

Ser
Ala
25

Gln

Gly

ser

Gly
10

val
Thr
Arg
Arg
ser
90

TYyr

Thr

Gly
10

Ala
Thr

Asp

Arg

Gly

Ser

Pro

Asn

Asp

75

Glu

AsSp

val

Gly

Ser

Pro

val

Asp
75

Gly

Gly

Glu

Ile

60

Asn

Asp

Gly

Ser

Gly

Gly

Glu

Thr

60

Asn

Leu

Phe

Lys

45

Tyr

Ala

Thr

TYr

Leu

Phe

Lys

4s

Phe

Ala

val

Thr

30

Arg

Tyr

Lys

Ala

TYr
110

val

Ala

30

Arg

Tyr

Lys

Lys

15

Phe

Leu

Leu

Asn

Met

95
Ala

Lys

15

Phe

Leu

sSer

Asn

Pro

Ser

Glu

Asp

Thr

80

Tyr

Met

Pro

Ser

Glu

Asp

Thr
80
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20

Leu Tyr Leu GIn val Ser Ser Leu Lys Ser Glu Asp Thr Ala Ile Tyr

85

90

95

Tyr Cys val Arg His Arg Asp val Ala Met Asp Tyr Trp Gly GIn Gly

100

Thr ser val Thr val Ser

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

Gly Ala

ser Asp

Trp Ile
50

Lys Phe

65

Ala Tyr

Tyr Cys

Gly Thr

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

115
51
119
PRT

Homo sapiens

51
Gln val

Ser val
20

Trp Met

35

Gly Glu

Lys Ser

Met Gl1n

Ala Arg
100
Leu val
115
52
125
PRT

GlIn

5

Lys

His

Ile

Lys

Leu

85

Ile

Thr

Leu GIn
Leu Ser
Trp Met
Asn Pro
55

Ala Thr
70

Ser Ser

Gly Gly

val ser

Homo sapiens

52

G1n

Cys

Lys

40

Ser

Leu

Leu

Ile

105

Pro

Lys

25

Gln

Asn

Thr

Thr

Tyr
105

Gly
10

Ala
Arg
Gly
val
Ser

90
val

Ala

Ser

Pro

Arg

Asp

75

Glu

Glu

Glu

Gly

Gly

Ser

60

Lys

Asp

Thr

Leu

Tyr

Gln

45

Ser

Ser

Ser

Tyr

110

val

Thr

30

Gly

Tyr

Ser

Ala

Trp
110

Lys

15

Phe

Leu

Asn

Ser

val

95
Gly

Pro

Thr

Glu

Glu

Thr

80

Tyr

Gln
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Arg Ala
Gly Ser
ser Tyr

Trp Ile
50

Lys Phe

65

Ala Tyr

Phe Cys
Phe Asp

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Arg Ala

Gly Ala
Asn Tyr

Trp Ile
50

Lys Phe

65

Ala Tyr

Glu

Ser

Trp

35

Gly

Lys

Met

Ala

Tyr

115

53
12

val

val

20

Met

Gln

Gly

Gln

Arg

100
Trp

1

PRT

GIn

Lys

Asn

Ile

Arg

Leu

85

Arg

Gly

Leu

Ile

Trp

Tyr

Ala

70

Ser

Ala

Gln

Homo sapiens

53

GIn val

ser
Trp
35

Gly

Lys

Met

Met

20

Met

Glu

Ser

GIn

Gln

5

Lys

His

Ile

Lys

Leu

Leu

Leu

Trp

Asn

Ala

70

Ser

Gln

Ser

val

Pro

55

Thr

Ser

Ser

Gly

GlIn

Ser

val

Pro

55

Thr

Ser

Gln

Cys

Arg

40

Gly

Leu

Leu

Ser

Thr
120

Gln

Cys

Lys

40

Ser

Leu

Leu

21

Ser

Lys

25

Gln

Asp

Thr

Thr

Leu

105
Thr

Pro

Lys

25

Gln

Asn

Thr

Thr

Gly
10

Ala
Arg
Gly
Ala
Ser
90

Tyr

Leu

Gly

10

Ala

Arg

Gly

val

Ser

Ala

Ser

Pro

Asp

Asn

75

Glu

Asp

Thr

Ala

Ser

Pro

Arg

Asp

75
Glu

Glu

Gly

Gly

Thr

60

Lys

Asp

val

val

Glu
Gly
Gly
Thr
60

Lys

Asp

Leu

Tyr

GlIn

45

Asn

Ser

Ser

Tyr

ser
125

Leu

Tyr

Gln

45

Asn

Ser

Ser

val

Ala

30

Gly

Tyr

ser

Ala

Pro
110

val
Thr
30

Gly
Tyr

Ser

Gly

Arg

15

Phe

Leu

Asn

Ser

val

95
Tyr

Lys

15

Phe

Leu

Asn

ser

val

Pro

Ser

Glu

Gly

Thr

80

TYyr

TYr

Pro

Thr

Glu

Glu

Thr

80
Tyr
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<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Arg Ala
1

Ser Gln

Ile Tyr

Trp Leu
50

Leu Met

65

Phe Leu

Cys Ala

Thr Leu

<210>
<211>

22

95

Ala
15

Leu
Leu
Ser
GIn
Tyr

95
Gly

Pro

Thr

Glu

Ala

val

80

Phe

Thr

85 90
Tyr Cys Ala Lys Gly Gly Asn Tyr Tyr Asp Tyr Asp Trp Asp Tyr Trp
100 105 110
Gly Gln Gly Thr Thr Leu Thr val Ser
115 120
54
117
PRT
Homo sapiens
54
GIn val GIn Leu Lys Glu Ser Gly Pro Gly Leu val
5 10
Ser Leu Ser Ile Thr Cys Thr val Ser Gly Phe Ser
20 25 30
Gly val His Trp val Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly
35 40 45
Gly val Ile Trp Ala Gly Gly Asn Thr Asn Tyr Asn
55 60
Ser Arg Leu Ser Ile Ser Lys Asp Ash Ser Lys Ser
70 75
Lys Met Asn Ser Leu GIn Thr Asp Asp Thr Ala Met
85 90
Arg Gly Tyr Gly Tyr Asn Leu Asp Tyr Trp Gly GIn
100 105 110
Thr val ser
115
55
119
PRT

<212>
<213>
<400>

Homo sapiens

55

Arg Ala G1In val G1n Leu Lys Glu Ser Gly Pro Gly Leu val Ala Pro
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Ser Gln

Gly His

Trp Leu
50
Leu Lys
65
Phe Leu

Cys Ala

Gly Thr

Ser

Gly

35

Gly

ser

Lys

Arg

Thr Leu

Leu Ser
20
val Asn

Met Ile

Arg Leu

Met Asn
85
Gly Tyr
100

Thr

115

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
ctagccgaca
gtcaccatca
aaaccagatg
ccatcaaggt
gagcaagagg
ggtggaggca
ccgccatctg
ttctatccca
tcccaggaga
ctgacgctga
cagggcctga
<210>

56
648
DNA

Ile Thr

Trp val

cys

Arg

23

10
Thr val
25

Gln Pro

40

Gly
55
Ile

Trp

Ser
70
Ser Leu

Gly Tyr

val Sser

Homo sapiens

56

ttcagatgac
gttgcaggac
gaactgttaa
tcagtggcag
atgttgccac
ccaagctgga
atgagcagtt
gagaggccaa
gtgtcacaga
gcaaagcaga
gctcgeceegt
57

tcagactaca
aagtcaggac
actcctgatc
tgggtctgga
ttacttttgc
aatcaaacga
gaaatctgga
agtacagtgg
gcaggacagc
ctacgagaaa

cacCaaagagc

Asp

Ser

Gln

Leu

Gly ser

Lys Asp

Thr Asp
90
Tyr Tyr

105

tcctccctgt
attggcaatt
tactacacat
acagattttt
caacactata
actgtggctg
actgcctctg
aaggtggata
aaggacagca
cacaaagtct

ttcaacaggg

Ser Gly

Pro Gly

Thr Asp
60
Asn Ser
75
Asp Thr

Phe Asp

ctgcctctct
atttaaactg
caagattaca
ctctcaccat
atacggttcc
caccatctgt
ttgtgtgcct
acgccctcca
cctacagcct
acgcctgcga

gagagtgt

Phe

Lys

45

Tyr

LysS

Ala

TYr

15
Ser Leu
30
Gly Leu

Asn Ser

Ser Gln

Arg Tyr
a5
Trp Gly

110

gggagacaga
gtatcagcag
ctcaggagtc
taacaacgtg
tccgacgttc
cttcatcttc
gctgaataac
atcgggtaac
cagcagcacc

agtcacccat

Thr

Glu

Thr

val
80
Tyr

Gln

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
648
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<211>
<212>
<213>
<400>
ctagccgaca
gcttccatct
tattggtatc
cttgcctcag
agaatcagca
cttccgtaca
tctgtcttca
tgcctgctga
ctccaatcgg
agcctcagca
tgcgaagtca
tgt

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
ctagccgaca
gccaccattt
tggtaccaac
gaatctgggg
atccatcctg
ccgttaacgt
gtcttcatct
ctgctgaata
caatcgggta
ctcagcagca

gaagtcaccc

663
DNA

Homo sapiens

57

tcgtgatgac
cctgcaggtc
tgcagaagcc
gagtcccaga
gagtggaggc
cgttcggagg
tcttceccgec
ataacttcta
gtaactccca
gcaccctgac

cccatcaggg

58
660
DNA

acaagctgca
tagtaagagt
aggccagtct
caggttcagt
tgaggatgtg
ggggaccaag
atctgatgag
tcccagagag
ggagagtgtc
gctgagcaaa

cctgagctcg

Homo sapiens

58

ttgtgctgac
catgcagggc
tgaaaccagg
tccctgecag
tggaagagga
tcggaggggg
tcccgecatce
acttctatcc
actcccagga
ccctgacgcet

atcagggcct

tcagtctcct
cagcaaaagt
acagccaccc
gttcagtggc
ggatgctgca
gaccaagctg
tgatgagcag
cagagaggcc
gagtgtcaca
gagcaaagca

gagctcgecc

24

ttctccaatc
ctcctacata
cctcagctcc
agcagtgggt
ggtgtttatt
ctggaaataa
cagttgaaat
gccaaagtac
acagagcagg
gcagactacg

cccgtcacaa

gcttccttag
gtcagtacat
aaactcctca
agtgggtctg
acctattact
gaaataaaac
ttgaaatctg
aaagtacagt
gagcaggaca
gactacgaga

gtcacaaaga

cagtcactct
gtaatggcat
tgatttatca
caggaactga
actgtgctca
aacgaactgt
ctggaactgc
agtggaaggt
acagcaagga
agaaacacaa

agagcttcaa

ctgtatctct
ctggctatag
tctatcttgce
ggacagactt
gtcagcacag
gaactgtggc
gaactgcctc
ggaaggtgga
gcaaggacag
aacacaaagt

gcttcaacag

tggaacatca
cacttatttg
gatgtccaac
tttcacactg
aaatctagaa
ggctgcacca
ctctgttgtg
ggataacgcc
cagcacctac

agtctacgcc

caggggagag

ggggcagagg
ttttatgcac
atccaaccta
caccctcaac
tagggagttt
tgcaccatct
tgttgtgtgc
taacgccctc
cacctacagc

ctacgcctgc

gggagagtgt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
663

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
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<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
gatattgtga
atctcctgca
tatctgcaga
tcaggagtcc
agcagagtgg
tacacgttcg
ttcatcttcc
ctgaataact
tcgggtaact
agcagcaccc
gtcacccatc
<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
ctagccgatg
gcctccatct
cattggtacc
cgattttctg
aagatcagca
gttcccacgt
gtcttcatct
ctgctgaata
caatcgggta
ctcagcagca

gaagtcaccc

59
657
DNA

Homo sapiens

59
tgactcaggc
ggtctagtaa
agccaggceca
cagacaggtt
aggctgagga
gaggggggac
cgccatctga
tctatcccag
cccaggagag
tgacgctgag
agggcctgag
60

660

DNA

tgcattctcc
gagtctccta
gtctcctcag
cagtagcagt
tgtgggtgtt
caagctggaa
tgagcagttg
agaggccaaa
tgtcacagag
caaagcagac

ctcgceccgtc

Homo sapiens

60

ttgtgatgac
cttgcagatc
tgcagaagcc
gggtcccaga
gagtggaggc
tcggaggggag
tcccgecatce
acttctatcc
actcccagga
ccctgacgct

atcagggcct

tcagactcca
tagtcagagc
aggccagtct
caggttcagt
tgaggatctg
gaccaagctg
tgatgagcag
cagagaggcc
gagtgtcaca
gagcaaagca

gagctcgccc

25

aatccagtca
catagtaatg
ctcctgattt
gggtcaagaa
tattactgtg
ataaaacgaa
aaatctggaa
gtacagtgga
caggacagca
tacgagaaac

acaaagagct

ctctccetgce
cttgtacaca
ccaaaactcc
ggcagtggat
ggagtttatt
gaaatcaaac
ttgaaatctg
aaagtacagt
gagcaggaca
gactacgaga

gtcacaaaga

ctcttggaac
gcatcactta
atcagatgtc
ctgatttcac
ctcaaaatct
ctgtggctgc
ctgcctctgt
aggtggataa
aggacagcac
acaaagtcta

tcaacagggg

ctgtcagtct
gtaatggaaa
tgatctacaa
cagggacaga
tctgctctca
gaactgtggc
gaactgcctc
ggaaggtgga
gcaaggacag
aacacaaagt

gcttcaacag

atcagcttcc
tttgtattgg
caaccttgcc
actgagaatc
agaacttccg
accatctgtc
tgtgtgcctg
cgccctccaa
ctacagcctc
cgcctgcgaa

agagtgt

tggagatcaa
cacctattta
agtttccaac
tttcacactc
aagtacacat
tgcaccatct
tgttgtgtgc
taacgccctc
cacctacagc

ctacgcctgc

gggagagtgt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
657

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
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<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
ctagccgaca
gtcagcatca
aaaccaggac
cctgatcgcet
caggctgaag
ggtgctggga
ccgccatctg
ttctatccca
tcccaggaga
ctgacgctga
cagggcctga
<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
ctagccgatg
gcctccatct
cattggtacc
cgattttctg
aagatcagca
gtgtacacgt
gtcttcatct
ctgctgaata
caatcgggta
ctcagcagca

gaagtcaccc

61
648
DNA

Homo sapiens

61
ttgtgatgac
cctgcaaggc
aatctcctaa
tcacaggcag
acctggccct
ccaagctgga
atgagcagtt
gagaggccaa
gtgtcacaga
gcaaagcaga
gctcgeecgt
62

660

DNA

ccagtctcac
cagtcaggat
actactgatt
tagatctggg
ttattattgt
aataaaacga
gaaatctgga
agtacagtgg
gcaggacagc
ctacgagaaa

cacaaagagc

Homo sapiens

62

ttgtgatgac
cttgcagatc
tgcagaagcc
gggtcccaga
gagtggagtc
tcggagggag
tcccgecatce
acttctatcc
actcccagga
ccctgacgct

atcagggcct

acagactcca
tagtcagagc
aggccagtct
caggttcagt
tgaggatctg
gacaaagttg
tgatgagcag
cagagaggcc
gagtgtcaca
gagcaaagca

gagctcgccc

26

aaattcatgt
gtgactaatg
tactgggcat
acagattata
cagcaacatt
actgtggctg
actgcctctg
aaggtggata
aaggacagca
cacaaagtct

ttcaacaggg

ctctccctge
cttgtacaca
ccaaagctcc
ggcagtggat
ggagtttatt
gaaataaaac
ttgaaatctg
aaagtacagt
gagcaggaca
gactacgaga

gtcacaaaga

ccacatcagt
ccgtagcctg
ccatccgaca
ctctcaccat
ataacactcc
caccatctgt
ttgtgtgect
acgccctcca
cctacagcct
acgcctgcega

gagagtgt

ctgtcagtct
gtaatggtaa
tgctctacaa
cagggacaga
tctgctctca
gaactgtggc
gaactgcctc
ggaaggtgga
gcaaggacag
aacacaaagt

gcttcaacag

gggagacagg
gtatcaacaa
cactggagtc
caacagtgtg
gctcacgttc
cttcatcttc
gctgaataac
atcgggtaac
cagcagcacc

agtcacccat

tggagatcaa
cacctattta
agtttccaac
tttcacactc
aaatacacat
tgcaccatct
tgttgtgtgc
taacgccctc
cacctacagc

ctacgcctgce

gggagagtgt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
648

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660



10

15

20

25

30

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
ctagcccaaa
gtcaccatga
ccaggatcct
gttcgcttca
gctgaagatg
tcggggacaa
ccatctgatg
tatcccagag
caggagagtg
acgctgagca
ggcctgagct
<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
ctagccgata
gtcaccatca
aaaccagatg
ccatcaaggt
gaacctgaag
ggagggggga
ccgccatctg
ttctatccca
tcccaggaga
ctgacgctga

cagggcctga

63
645
DNA

Homo sapiens

63
ttgtgctcac
cctgcagtgce
cccccagact
gtggcagtgg
ctgccactta
agttggaaat
agcagttgaa
aggccaaagt
tcacagagca
aagcagacta
cgccegtcac
64

648

DNA

acagtctcca
cagctcaagt
cctgatttat
gtctgggacc
ttactgccag
aaaacgaact
atctggaact
acagtggaag
ggacagcaag
cgagaaacac

aaagagcttc

Homo sapiens

64

tccagatgac
gttgcagtgc
gaactgttaa
tcagtggcag
atattgccac
ccaagctgga
atgagcagtt
gagaggccaa
gtgtcacaga
gcaaagcaga

gctcgeecgt

tcagactaca
aagtcagggc
actcctgatc
tgggtctggg
ttactattgt
gctgaaacga
gaaatctgga
agtacagtgg
gcaggacagc
ctacgagaaa

cacaaagagc

27

gcaatcatgt
gtaagttaca
gacgcatcca
tcttactctc
cagtggagca
gtggctgcac
gcctctgttg
gtggataacg
gacagcacct

aaagtctacg

aacaggggag

tcctcecctgt
attaccaatt
tattactcat
acagattatt
cagcagtata
actgtggctg
actgcctctg
aaggtggata
aaggacagca
cacaaagtct

ttcaacaggg

ctgcatctcc
tttactggta
acctggcttc
tcacaatcag
gttacccaat
catctgtctt
tgtgcctgcet
ccctccaatc
acagcctcag
cctgcgaagt

agtgt

ctgcctctct
atttaaactg
caagtttaca
ctctcaccat
gtgagattcc
caccatctgt
ttgtgtgcct
acgccctcca
cctacagcct
acgcctgcga

gagagtgt

aggggagaag
ccagcagaag
tggagtccct
ccgaatggag
cacgttcggc
catcttcccg
gaataacttc
gggtaactcc
cagcaccctg

cacccatcag

gggagacaga
gtatcagcag
ctcaggagtc
cagcaacctg
gtacacgttc
cttcatcttc
gctgaataac
atcgggtaac
cagcagcacc

agtcacccat

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
645

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
648
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15
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25
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<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
ctagcccaaa
gtcaccataa
ccaggcactt
gctcgettca
gctgaagatg
ggggggacca
ccatctgatg
tatcccagag
caggagagtg
acgctgagca
ggcctgagct
<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
ctagccgatg
gcctccatct
cattggtacc
cgattttctg
aagatcagca
gttccgacgt
gtcttcatct
ctgctgaata
caatcgggta
ctcagcagca

gaagtcaccc

65
645
DNA

Homo sapiens

65
ttgtgctgac
cctgcagtgce
ctcccaaact
gtggcagtgg
ctgccactta
agctggagct
agcagttgaa
aggccaaagt
tcacagagca
aagcagacta
cgcccgtcac
66

660

DNA

ccagtctcca
cagctcaagt
ctggatttat
atctgggacc
ttactgccag
gaaacgaact
atctggaact
acagtggaag
ggacagcaag
cgagaaacac

aaagagcttc

Homo sapiens

66

ttgtgatgac
cttgcagatc
tgcagaagcc
gggtcccaga
gagtggaggc
tcggtggagg
tcccgecatce
acttctatcc
actcccagga
ccctgacgct

atcagggcct

ccagactcca
tagtcagagc
aggccagtct
caggttcagt
tgaggatctg
caccaagctg
tgatgagcag
cagagaggcc
gagtgtcaca
gagcaaagca

gagctcgcecc

28

gcaatcatgt
gtaagttaca
agtacatcca
tcttactctc
caaaggagta
gtggctgcac
gcctctgttg
gtggataacg
gacagcacct
aaagtctacg

aacaggggag

ctctccctgce
cttgtacaca
ccaaagctcc
ggcagtggat
ggagtttatt
gaaatcaaac
ttgaaatctg
aaagtacagt
gagcaggaca
gactacgaga

gtcacaaaga

ctgcatctcc
tgcactggtt
acctggcttc
tcacaatcag
gttacccata
catctgtctt
tgtgcctgct
ccctccaatc
acagcctcag
cctgcgaagt

agtgt

ctgtcagtct
gtaatggaaa
tgatctacaa
cagggacaga
tctgctctca
gaactgtggc
gaactgcctc
ggaaggtgga
gcaaggacag
aacacaaagt

gcttcaacag

aggggagaag
ccagcagaag
tggagtccct
ccgaatggag
cacgttcgga
catcttcccg
gaataacttc
gggtaactcc
cagcaccctg

cacccatcag

tggagatcaa
cacctattta
agtttccaac
tttcacactc
aagtacacat
tgcaccatct
tgttgtgtgc
taacgccctc
cacctacagc

ctacgcctgce

gggagagtgt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
645

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
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30

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
ctagccgaca
gccaccatct
tggtatcaac
gagtctgggg
atccatcctg
ccgtggacgt
gtcttcatct
ctgctgaata
caatcgggta
ctcagcagca
gaagtcaccc
<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
ctagccgaca
gtcaccatca
aaaccagatg
ccatcaaggt
gagcaagaag
ggagggggga
ccgccatctg
ttctatccca
tcccaggaga
ctgacgctga

cagggcctga

67
660
DNA

Homo sapiens

67
ttgtgctaac
catgcagggc
agaaatcagg
tccctgecag
tggaggagga
tcggtggagg
tceccgecatce
acttctatcc
actcccagga
ccctgacgct
atcagggcct
68

648

DNA

acagtctcct
cagccaaagt
acagccaccc
gttcagtggc
ggatactgca
caccaagctg
tgatgagcag
cagagaggcc
gagtgtcaca
gagcaaagca

gagctcgccc

Homo sapiens

68

tccagatgac
gttgcagggc
gaactgttaa
tcagtggcag
atattgccac
ccaagctgga
atgagcagtt
gagaggccaa
gtgtcacaga
gcaaagcaga

gctcgececgt

acaaactaca
aagtcaggac
agtcctgatc
tgggtctgga
ttacttttgc
aataaaacga
gaaatctgga
agtacagtgg
gcaggacagc
ctacgagaaa

cacaaagagc

29

gcttccttag
gtcagtacat
aaactcctca
agtgggtctg
acatattact
gaaatcaaac
ttgaaatctg
aaagtacagt
gagcaggaca
gactacgaga

gtcacaaaga

tcctcectgt
attagcaatt
tactacacat
acagattatt
caacagggta
actgtggctg
actgcctctg
aaggtggata
aaggacagca
cacaaagtct

ttcaacaggg

ctgtatctct
ctacctatag
tcaagtatgc
ggacagactt
gtcagcacag
gaactgtggc
gaactgcctc
ggaaggtgga
gcaaggacag
aacacaaagt

gcttcaacag

ctgcctctct
atttaaactg
caagattaca
ctctcaccat
atacgcttcc
caccatctgt
ttgtgtgcct
acgccctcca
cctacagcct
acgcctgcga

gagagtgt

ggggcagagg
ttatatgcac

atccaaccta
caccctcaac
ttgggagatt
tgcaccatct
tgttgtgtgc
taacgccctc
cacctacagc
ctacgcctge

gggagagtgt

gggagacaga
gtatcagcag
ctcaggagtc
tagcaacctg
gtacacgttc
cttcatcttc
gctgaataac
atcgggtaac
cagcagcacc

agtcacccat

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
648
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30

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
ctagccgaca
gtcaccatca
aaaccagatg
ccatcaaggt
gaacctgaag
ggtggaggca
ccgccatctg
ttctatccca
tcccaggaga
ctgacgctga
cagggcctga
<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
ctagccgaca
gtcaccatta
aaaccagatg
ccatcaaggt
gaacctgaag
ggagggggga
ccgccatctg
ttctatccca
tcccaggaga
ctgacgctga

cagggcctga

69
648
DNA

Homo sapiens

69
ttcagatgac
gttgcagtgc
gaactgttaa
tcagtggcag
atattgccac
ccaagctgga
atgagcagtt
gagaggccaa
gtgtcacaga
gcaaagcaga
gctcgccecgt
70

648

DNA

ccagactaca
aagtcaggac
actcctgatc
tgggtctggg
ttactattgt
aatcaaacga
gaaatctgga
agtacagtgg
gcaggacagc
ctacgagaaa

cacaaagagc

Homo sapiens

70

ttcagatgac
gttgcagtgc
gaactgttaa
tcagtggcag
atattgccac
ccaagctgga
atgagcagtt
gagaggccaa
gtgtcacaga
gcaaagcaga

gctcgcecgt

acagactact
aagtcagggc
actcctgatc
tgggtctggg
ttactattgt
aatcaaacga
gaaatctgga
agtacagtgg
gcaggacagc
ctacgagaaa

cacaaagagc

30

tcctecctgt
attagcaatt
tatcacacat
acagattatt
cagcaatata
actgtggctg
actgcctctg
aaggtggata
aaggacagca
cacaaagtct

ttcaacaggg

tcctccctgt
attagtaatt
tattacacat
acagattatt
cagcagtata
actgtggctg
actgcctctg
aaggtggata
aaggacagca
cacaaagtct

ttcaacaggg

ctgcctctct
atttaaactg
caactttaca
ctctcaccat
gtaagcttcc
caccatctgt
ttgtgtgect
acgccctcca
cctacagcect
acgcctgcga

gagagtgt

ctgcctctct
atttaaactg
caagtttaca
ctctcaccat
gtaagcttcc
caccatctgt
ttgtgtgcect
acgccctcca
cctacagcct
acgcctgcga

gagagtgt

gggagacaga
gtatcagcag
ctcaggagtc
cagcaacctg
gtggacgttc
cttcatcttc
gctgaataac
atcgggtaac
cagcagcacc

agtcacccat

gggagacaga
gtatcagcag
ctcaggagtc
cagcaacctg
gtacacgttc
cttcatcttc
gctgaataac
atcgggtaac
cagcagcacc

agtcacccat

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
648

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
648



10

15

20

25

30

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
ctagccgaaa
gtcaccatga
caaaagtcag
gtccctgctc
gtggagactg
ttcggctcgg
ttcccgcecat
aacttctatc
aactcccagg
accctgacgce
catcagggcc
<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Leu Ala
1

As

Leu Gly As

Asn Le

35

Tyr

Ile
50
Gly

Leu

sSer
65

Glu GIn G1

Tyr

Ser

71
651
DNA

Homo sapiens

71
atgtgctgac
cctgcagggc
gtgcctcccc
gcttcagtgg
aagatgctgc
ggaccaagct
ctgatgagca
ccagagaggc
agagtgtcac
tgagcaaagc
tgagctcgcc
72

216

PRT

tcagtctcca
cagctcaagt
caaactctgg
cagtgggtct
cacttattac
ggagctgaaa
gttgaaatct
caaagtacag
agagcaggac
agactacgag

cgtcacaaag

Homo sapiens

72
GlIn
5

p Ile

p Arg
20
u Asn

Tyr Thr

Gly

Ser

u Asp val

val Thr

Trp Tyr

Met Thr
Ile

Gln

GlIn

Ser

Gln

31

gcaatcatgt
gtaagttcca
atttatagca
gggacctctt
tgccaccagt
cgaactgtgg
ggaactgcct
tggaaggtgg
agcaaggaca
aaacacaaag

agcttcaaca

Thr
10
Arg

Thr

Cys
25

Lys Pro

40

Ser Arg
55
Gly Thr
70

Ala Thr

Leu

Asp

Tyr

His Ser

Phe

Ser

Phe Cys

ctgcatctcc
gttacttgca
catccaactt
actctctcac
acagtggttt
ctgcaccatc
ctgttgtgtg
ataacgccct
gcacctacag

tctacgcctg

ggggagagtg

Ser Ser

Thr Ser

Asp Gly
val
60
Thr

Gly

Leu
75

G1n His

Leu

Gln

Thr

45

Pro

Ile

Tyr

aggggaaaag
ctggtaccag
ggcttctgga
agtcaacagt
cccattcacg
tgtcttcatc
cctgctgaat
ccaatcgggt
cctcagcagc
cgaagtcacc

t

Ala
15
Ile

ser

Asp
30
val Lys

Ser Arg

Asn

Asn

Asn Thr

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
651

Ser

Gly

Leu

Phe

val

80
val
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15

20

25

30

Pro Pro

Ala Ala

Ser Gly
130

Glu Ala

145

Ser GIn

Leu Ser

val Tyr

Lys Ser
210
<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Leu Ala

Leu Gly

His Ser

GIn Ser
50

val Pro
65

Thr Phe
100

Pro Sser

115

Thr Ala

Lys val

Glu Ser

ser Thr
180

Ala Cys

195

Phe Asn

73
221
PRT

85
Gly

val

Ser

Gln

val

165

Leu

Glu

Arg

Gly
Phe
val
Trp
150
Thr
Thr

val

Gly

Homo sapiens

73

Asp Ile val

Thr Ser
20

Asn Gly

35

Pro Gln

Asp Arg

5
Ala

Ile

Leu

Phe

Met

Ser

Thr

Leu

Ser
70

Gly

Ile

val

135

Lys

Glu

Leu

Thr

Glu
215

Thr

Ile

Tyr

Ile

55

Ser

Thr

Phe

120

Cys

val

Gln

Ser

His

200
Cys

Gln

Ser

Leu

40

Tyr

Ser

32

Lys

105

Pro

Leu

Asp

Asp

Lys

185
Gln

Ala
Cys
25

Tyr

GIn

Gly

920

Leu

Pro

Leu

AsSn

Ser

170

Ala

Gly

Ala
10

Arg
Trp

Met

Ser

Glu

Ser

Asn

Ala

155

Lys

Asp

Leu

Phe

ser

Tyr

Ser

Gly
75

Ile

Asp

Asn

140

Leu

Asp

Tyr

ser

ser

ser

Leu

Asn

60
Thr

Lys

Glu

125

Phe

Gln

Ser

Glu

ser
205

Asn

Lys

GlIn

45

Leu

Asp

Arg

110

Gln

Tyr

ser

Thr

Lys

190

Pro

Pro

Ser

30

Lys

Ala

Phe

95
Thr

Leu

Pro

Gly

Tyr

175

His

val

val
15

Leu
Pro

Ser

Thr

val

Lys

Arg

Asn

160

Ser

Lys

Thr

Thr

Leu

Gly

Gly

Leu
80
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15

20

25

30

Arg Ile

GIn Asn

Ile Lys

Asp Glu
130

Asn Phe

145

Leu Gln

Asp Ser

Tyr Glu

Ser Ser
210
<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Leu Ala
1
Leu Gly

Thr Ser

Pro Pro

50
Pro Ala

Ser Arg

Leu Glu
100

Arg Thr

115

Gln Leu

Tyr Pro

Ser Gly

Thr Tyr

180
Lys His
195

Pro val

74
220
PRT

val Glu
85

Leu Pro
val Ala
Lys Ser
Arg Glu
150
Asn Ser
165
Ser Leu

Lys val

Thr Lys

Homo sapiens

74
Asp Ile

Gln Arg

20
Gly Tyr
35

Lys Leu

Arg Phe

val Leu
5

Ala Thr
Ser Phe

Leu Ile

Ser Gly

Ala

Tyr

Ala

Gly

135

Ala

Gln

ser

Tyr

ser
215

Thr

Ile

Met

Tyr

55

Ser

Glu

Thr

Pro

120

Thr

Lys

Glu

Ser

Ala

200
Phe

Gln
Ser
His
40

Leu

Gly

33

Asp

Phe

105

Ser

Ala

val

Ser

Thr

185

Cys

Asn

Ser

Cys

25

Trp

Ala

Ser

val
90

Gly
val
Ser
Gln
val
170
Leu

Glu

Arg

Pro
10

Arg
Tyr

Ser

Gly

Gly

Gly

Phe

val

Trp

155

Thr

Thr

val

Gly

Ala

Ala

Gln

Asn

Thr

val

Gly

Ile

val

140

Lys

Glu

Leu

Thr

Glu
220

Ser

Ser

Leu

Leu

60
Asp

Tyr

Thr

Phe

125

Cys

val

Gln

Ser

His

205
cys

Leu

Lys

Lys

45

Glu

Phe

Tyr

Lys

110

Pro

Leu

Asp

Asp

Lys

190
Gln

Ala

Ser

30

Pro

Ser

Thr

Cys
95

Leu
Pro
Leu
Asn
Ser
175

Ala

Gly

val
15

val
Gly

Gly

Leu

Ala

Glu

Ser

Asn

Ala

160

Lys

Asp

Leu

Ser

Ser

Gln

val

AsSn
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65
Ile

Ser

Lys

Glu

Phe

145

G1n

Ser

Glu

Ser

His

Arg

Arg

Gln

130

Tyr

Ser

Thr

Lys

Pro
210

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

Asp

1

Thr

Asn

Pro

Ile

Ser

Gly

Gln
50

70
Pro val Glu Glu Glu
85
Glu Phe Pro Leu Thr
100
Thr val Ala Ala Pro
115
Leu Lys Ser Gly Thr
135
Pro Arg Glu Ala Lys
150
Gly Asn Ser GIn Glu
165
Tyr Ser Leu Ser Ser
180
His Lys val Tyr Ala
195
val Thr Lys Ser Phe

215
75
219
PRT
Homo sapiens
75
val mMet Thr Gln Ala
5
Ala Ser Ile Ser Cys
20

Ile Thr Tyr Leu Tyr

35

Leu Leu Ile Tyr GIn
55

Asp

Phe

Ser

120

Ala

val

Ser

Thr

Cys

200

Asn

Ala

Arg

Trp

40
Met

34

Ala
Gly
105
val
Ser
Gln
val
Leu
185

Glu

Arg

Phe
Ser
25

Tyr

ser

Ala
90

Gly
Phe
val
Trp
Thr
170
Thr

val

Gly

Ser
10
ser

Leu

Asn

75
Thr

Gly

Ile

val

Lys

155

Glu

Leu

Thr

Glu

Asn

Lys

Gln

Leu

Tyr

Thr

Phe

Cys

140

val

GIn

Ser

His

cys
220

Pro

ser

Lys

Ala
60

Tyr

Lys

Pro

125

Leu

Asp

Asp

Lys

Gln
205

val

Leu

Pro

45

Ser

Cys

Leu

110

Pro

Leu

Asn

Ser

Ala

190
Gly

Thr
Leu
30

Gly

Gly

Gln

95

Glu

Ser

Asn

Ala

Lys

175

Asp

Leu

Leu
15
His

Gln

val

80

His

Ile

Asp

Asn

Leu

160

Asp

Tyr

Ser

Ser

Ser

Pro
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Asp

65

Ser

Leu

Arg

GIn

TYr

145

Ser

Thr

Lys

Pro

Arg

Arg

Glu

Thr

Leu

130

Pro

Gly

Tyr

His

val
210

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

Leu

1

Leu

His

GlIn

Ala

Gly

ser

Ser

Phe Ser

val Glu

Leu Pro
100

val Ala

115

Lys Ser

Arg Glu

Asn Ser

Ser Leu
180

Lys val

195

Thr Lys

76
220
PRT

Ser
Ala
85

Tyr
Ala
Gly
Ala
Gln
165
ser

TYyr

ser

Ser

70

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

150

Glu

Ser

Ala

Phe

Homo sapiens

76

Asp val val Met

5

Asp Gln Ala Ser

20

Asn Gly Asn Thr

35

Pro Lys Leu Leu

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

135

val

Ser

Thr

Cys

Asn
215

Thr

Ile

Tyr

Ile

Ser

val

Gly

val

120

Ser

Gln

val

Leu

Glu

200
Arg

Gln

Ser

Leu

40
Tyr

35

Arg

Gly

Gly

105

Phe

val

Trp

Thr

Thr

185

val

Gly

Thr
Cys
25

His

Lys

Thr

val

90

Gly

Ile

val

Lys

Glu

170

Leu

Thr

Glu

Pro
10
Arg

Trp

val

Asp

75

Tyr

Thr

Phe

Cys

val

155

Gln

Ser

His

Cys

Leu

Ser

Tyr

Ser

Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu

140

Asp

Asp

Lys

GIn

Ser

ser

Leu

Asn

Thr

Cys

Leu

Pro

125

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
205

Leu

G1In

GIn

45
Arg

Leu

Ala

Glu

110

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

190

Leu

Pro
ser
30

Lys

Phe

Arg

G1In

95

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp

175

TYyr

Ser

val
15
Leu

Pro

ser

Ile

80

Asn

Lys

Glu

Phe

Gln

160

Ser

Glu

Ser

Ser

val

Gly
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50
val Pro
65
Lys Ile

Gln Ser

Lys Arg

Glu GIn
130

Phe Tyr

145

Gln Ser

ser Thr

Glu Lys

ser Pro
210
<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Leu Ala
1
val Gly

Asn Ala

55
Asp Arg Phe Ser Gly
70
Ser Arg val Glu Ala
85
Thr His val Pro Thr
100
Thr val Ala Ala Pro
115
Leu Lys Ser Gly Thr
135
Pro Arg Glu Ala Lys
150
Gly Asn Ser GIn Glu
165
Tyr Ser Leu Ser Ser
180
His Lys val Tyr Ala
195
val Thr Lys Ser Phe
215
77
216
PRT
Homo sapiens
77
Asp Ile val Met Thr
5
Asp Arg val Ser Ile
20
val Ala Trp Tyr Gln
35

36

Ser Gly

Glu Asp

Phe Gly

105
Ser val
120

Ala Ser

val GlIn

Ser val

Thr Leu

185
Cys Glu
200

Asn Arg

GIn Ser

Thr Cys

25
GIn Lys
40

60
Ser Gly Thr
75
Leu Gly val
920
Gly Gly Thr

Phe Ile Phe

val val Cys
140
Trp Lys val
155
Thr Glu Gl1n
170
Thr Leu Ser

val Thr His

Gly Glu Cys
220

His Lys Phe
10
Lys Ala Ser

Pro Gly Gln

Asp

Tyr

Lys

Pro

125

Leu

Asp

Asp

Lys

Gln
205

Met

Gln

Phe

Phe

Leu

110

Pro

Leu

Asn

Ser

Ala

190
Gly

Ser

Thr

Cys

95

Glu

Ser

Asn

Ala

Lys

175

Asp

Leu

Thr
15

Leu

80

ser

Ile

Asp

Asn

Leu

160

Asp

Tyr

Ser

ser

Asp val Thr

30

Ser Pro Lys Leu

45
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Leu Ile
50

Thr Gly

65

Gln Ala

Pro Leu

Ala Ala

Ser Gly
130

Glu Ala

145

Ser Gln

Leu Ser

val Tyr

Lys Ser
210
<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

Tyr Trp

Ser Arg

Glu Asp

Thr pPhe
100

Pro Ser

115

Thr Ala

Lys val

Glu Ser

Ser Thr
180

Ala Cys

195

Phe Asn

78
220
PRT

Ala

ser

Leu

85

Gly

val

Ser

Gln

val

165

Leu

Glu

Arg

ser

Gly

70

Ala

Ala

Phe

val

Trp

150

Thr

Thr

val

Gly

Homo sapiens

78

Leu Ala Asp val val Met

1

5

Ile

55

Thr

Leu

Gly

Ile

val

135

Lys

Glu

Leu

Thr

Glu
215

Thr

Arg

Asp

Tyr

Thr

Phe

120

Cys

val

Gln

Ser

His

200
Cys

Gln

Leu Gly Asp GIn Ala Ser Ile Ser

20

37

His Thr

Tyr Thr

Tyr Cys

90
Lys Leu
105

Pro Pro

Leu Leu

Asp Asn

Asp Ser
170

Lys Ala

185

GIn Gly

Gly
Leu
75

Gln
Glu
Ser
Asn
Ala
155
Lys

Asp

Leu

val

60

Thr

Gln

Ile

Asp

Asn

140

Leu

Asp

Tyr

ser

Pro

Ile

His

Lys

Glu

125

Phe

GlIn

Ser

Glu

Ser
205

Thr Pro Leu Ser Leu

10

Cys Arg Ser Ser Gln

25

Asp Arg

Asn Ser

Tyr Asn
95

Arg Thr

110

Gln Leu

Tyr Pro

Ser Gly

Thr Tyr
175

Lys His

190

Pro val

Pro val

15
Ser Leu
30

Phe

val

80

Thr

val

Lys

Arg

Asn

160

Ser

Lys

Thr

Ser

val

His Ser Asn Gly Asn Thr Tyr Leu His Trp Tyr Leu GIn Lys Pro Gly
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Gln ser
50

val Pro

65

Lys Ile

G1ln Asn

Lys Arg

Glu GIn
130

Phe Tyr

145

Gln Ser

Ser Thr

Glu Lys

ser Pro
210
<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

35
Pro Lys

Asp Arg

Ser Arg

Thr His

100
Thr val
115

Leu Lys

Pro Arg

Gly Asn

Tyr Ser
180

His Lys

195

val Thr

79
215
PRT

Leu

Phe

val

85

val

Ala

Ser

Glu

Ser

165

Leu

val

Lys

Leu

ser

70

Glu

TYr

Ala

Gly

Ala

150

Gln

Ser

Tyr

Ser

Homo sapiens

79

Leu

55

Gly

Ser

Thr

Pro

Thr

135

Lys

Glu

Ser

Ala

Phe
215

40
Tyr

Ser

Glu

Phe

Ser

120

Ala

val

Ser

Thr

Cys

200

Asn

38

Lys

Gly

Asp

Gly

105

val

Ser

G1ln

val

Leu

185

Glu

Arg

val

ser

Leu

90

Gly

Phe

val

Trp

Thr

170

Thr

val

Gly

Ser
Gly
75

Gly
Gly
Ile
val
Lys
155
Glu
Leu

Thr

Glu

Asn

60

Thr

val

Thr

Phe

cys

140

val

GIn

Ser

His

Cys
220

45
Arg

Asp

Tyr

Lys

Pro

125

Leu

Asp

Asp

Lys

Gln
205

Phe

Phe

Phe

Leu

110

Pro

Leu

AsSn

Ser

Ala

190
Gly

ser

Thr

Cys

95

Glu

ser

Asn

Ala

Lys

175

Asp

Leu

Gly

Leu

80

Ser

Ile

Asp

Asn

Leu

160

Asp

Tyr

Ser

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

1

5

10

15

Pro Gly Glu Lys val Thr Met Thr Cys Ser Ala Ser Ser Ser val Ser

20

25

30
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Tyr Ile

Ile Tyr
50

Gly ser

65

Ala Glu

Ile Thr

Ala Pro

Gly Thr
130

Ala Lys

145

GIn Glu

Ser Ser

Tyr Ala

Ser phe
210
<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

Tyr
35

Asp
Gly
Asp
Phe
Ser
115
Ala
val
Ser
Thr
Cys

195

Asn

80

Trp

Ala

Ser

Ala

Gly

100

val

Ser

Gln

val

Leu

180

Glu

Arg

216
PRT

Tyr

Ser

Gly

Ala

85

Ser

Phe

val

Trp

Thr

165

Thr

val

Gly

Gln

Asn

Thr

70

Thr

Gly

Ile

val

Lys

150

Glu

Leu

Thr

Glu

Homo sapiens

80

Leu Ala Asp Ile GIn Met

1

5

G1n

Leu

55

Ser

TYyr

Thr

Phe

cys

135

val

Gln

Ser

His

Cys
215

39

Lys

40

Ala

Tyr

Tyr

Lys

Pro

120

Leu

Asp

Asp

Lys

Gln
200

Pro

Ser

Ser

Cys

Leu

105

Pro

Leu

Asn

Ser

Ala

185
Gly

Gly

Gly

Leu

G1n

90

Glu

Ser

Asn

Ala

Lys

170

Asp

Leu

ser

val

Thr

75

Gln

Ile

Asp

Asn

Leu

155

Asp

Tyr

ser

sSer

Pro

60

Ile

Trp

Lys

Glu

Phe

140

Gln

Ser

Glu

Ser

Pro

45

val

Ser

Ser

Arg

Gln

125

TYyr

Ser

Thr

Lys

Pro
205

Arg

Arg

Arg

Ser

Thr

110

Leu

Pro

Gly

Tyr

His

190
val

Leu

Phe

Met

Tyr

95

val

Lys

Arg

Asn

ser

175

Lys

Thr

Leu

Ser

Glu

80

Pro

Ala

Ser

Glu

Ser

160

Leu

val

Lys

Thr GIn Thr Thr Ser Ser Leu Ser Ala Ser

10

15

Leu Gly Asp Arg val Thr Ile Ser Cys Ser Ala Ser Gln Gly Ile Thr
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Asn

Leu

Ser

65

Glu

Pro

Ala

Ser

Leu

val

Lys

TYr

Ile

50

Gly

Pro

Tyr

Ala

Gly

130
Ala

Ser

Tyr

ser
210

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

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

1

20
Leu Asn
35
Tyr Tyr

Ser Gly
Glu Asp
Thr Phe

100
Pro Ser
115

Thr Ala

Lys val

1 Glu Ser

Ser Thr
180

Ala Cys

195

Phe Asn

81
215
PRT

Trp

Ser

Ser

Ile

85

Gly

val

ser

GIn

val

165

Leu

Glu

Arg

Tyr

Ser

Gly

70

Ala

Gly

Phe

val

Trp

150

Thr

Thr

val

Gly

Homo sapiens

81

5

Gln

Ser

55

Thr

Thr

Gly

Ile

val

135

Lys

Glu

Leu

Thr

Glu
215

40

Gln

40

Leu

Asp

Tyr

Thr

Phe

120

Cys

val

Gln

Ser

His

200
Cys

25
Lys

His

Tyr

Tyr

Lys

105

Pro

Leu

Asp

Asp

LysS

185
Gln

Pro

Ser

Ser

Cys

90

Leu

Pro

Leu

Asn

Ser

170

Ala

Gly

10

Asp

Gly

Leu

75

Gln

Glu

ser

Asn

Ala

155

Lys

Asp

Leu

Gly

val

60

Thr

GlIn

Leu

Asp

Asn

140

Leu

Asp

Tyr

Ser

Thr

45

Pro

Ile

Tyr

Lys

Glu

125

Phe

Gln

Ser

Glu

ser
205

30
val

Ser

Ser

Ser

Arg

110

GIn

Tyr

Ser

Thr

Lys

190

Pro

Lys

Arg

Asn

Glu

95

Thr

Leu

Pro

Gly

Tyr

175

His

val

15

Leu

Phe

Leu

80

Ile

val

Lys

Arg

Asn

160

Ser

Lys

Thr



10

15

20

25

30

Pro Gly

Tyr Met

Ile Tyr
50

Gly ser

65

Ala Glu

Tyr Thr

Ala Pro

Gly Thr
130

Ala Lys

145

Gln Glu

Ser ser

Tyr Ala

Ser Phe
210
<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

Glu Lys
20

His Trp

35

Ser Thr

Gly ser

Asp Ala

Phe Gly
100

Ser val

115

Ala Ser

val G1n

Ser val

Thr Leu
180

Cys Glu

195

Asn Arg

82
220
PRT

val

Phe

ser

Gly

Ala

85

Gly

Phe

val

Trp

Thr

165

Thr

val

Gly

Thr

GIn

Asn

Thr

70

Thr

Gly

Ile

val

Lys

150

Glu

Leu

Thr

Glu

Homo sapiens

82

Ile

Gln

Leu

55

Ser

Tyr

Thr

Phe

Cys

135

val

Gln

Ser

His

cys
215

41

Thr

Lys

40

Ala

Tyr

Tyr

Lys

Pro

120

Leu

Asp

Asp

Lys

Gln
200

Ccys

25

Pro

Ser

Ser

Cys

Leu

105

Pro

Leu

Asn

Ser

Ala

185
Gly

Ser

Gly

Gly

Leu

Gln

90

Glu

ser

Asn

Ala

Lys

170

Asp

Leu

Ala

Thr

val

Thr

75

Gln

Leu

Asp

Asn

Leu

155

Asp

Tyr

Ser

Ser

Ser

Pro

60

Ile

Arg

Lys

Glu

Phe

140

Gln

Ser

Glu

Ser

Ser

Pro

45

Ala

Ser

Ser

Arg

Gln

125

Tyr

Ser

Thr

Lys

Pro
205

Ser
30

Lys
Arg
Arg
Ser
Thr
110
Leu
Pro
Gly
Tyr
His

190
val

val

Leu

Phe

Met

Tyr

95

val

Lys

Arg

Asn

ser

175

Lys

Thr

Ser

Trp

Ser

Glu

80

Pro

Ala

Ser

Glu

Ser

160

Leu

val

Lys

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

His Ser

Gln Ser
50

val Pro

65

Lys Ile

Gln Ser

LYys Arg

Glu Gln
130

Phe Tyr

145

Gln Ser

Ser Thr

Glu Lys

ser Pro
210
<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

Asp GIn
20

Asn Gly

35

Pro Lys

Asp Arg

ser Arg

Thr His
100

Thr val

115

Leu Lys

Pro Arg

Gly Asn

Tyr Ser
180

His Lys

195

val Thr

83
220
PRT

Ala

Asn

Leu

Phe

val

85

val

Ala

Ser

Glu

Ser

165

Leu

val

Lys

Ser

Thr

Leu

ser

70

Glu

Pro

Ala

Gly

Ala

150

Gln

Ser

Tyr

Ser

Homo sapiens

83

Ile

Tyr

Tle

55

Gly

Ala

Thr

Pro

Thr

135

Lys

Glu

Ser

Ala

Phe
215

42

Ser

Leu

40

Tyr

Ser

Glu

Phe

Ser

120

Ala

val

Ser

Thr

Cys

200

Asn

Cys
25

His
Lys
Gly
Asp
Gly
105
val
Ser
Gln
val
Leu
185

Glu

Arg

10
Arg

Trp

val

Ser

Leu

90

Gly

Phe

val

Trp

Thr

170

Thr

val

Ser

TYr

Ser

Gly

75

Gly

Gly

Ile

val

Lys

155

Glu

Leu

Thr

Glu

ser

Leu

Asn

60

Thr

val

Thr

Phe

Cys

140

val

Gln

Ser

His

Cys
220

Gln

Gln

45

Arg

Asp

Tyr

Lys

Pro

125

Leu

Asp

Asp

Lys

Glin
205

Ser
30

Lys
Phe
Phe
Phe
Leu
110
Pro
Leu
ASn
Ser
Ala

190
Gly

15

Leu

Pro

Ser

Thr

Cys

95

Glu

Ser

Asn

Ala

Lys

175

Asp

Leu

val

Gly

Gly

Leu

80

Ser

Ile

Asp

Asn

Leu

160

Asp

TYr

ser
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Leu Ala

Leu Gly

Thr Ser

Pro Pro

50
Pro Ala
65

Ile His

Ser Trp

Lys Arg

Glu G1In

130
Phe Tyr
145

Gln Ser

ser Thr

Glu Lys

ser Pro
210
<210>
<211>
<212>
<213>

Asp Ile

GIn Arg

20
Thr Tyr
35

Lys Leu

Arg Phe

Pro val

Glu Ile

100
Thr val
115

Leu Lys

Pro Arg

Gly Asn

Tyr Ser
180

His Lys

195

val Thr

84
216
PRT

val

Ala

Ser

Leu

Ser

Glu

85

Pro

Ala

Ser

Glu

ser

165

Leu

val

Lys

Leu
Thr
Tyr
Ile
Gly
70

Glu
Trp
Ala
Gly
Ala
150
Gln
Ser

Tyr

Ser

Homo sapiens

Thr

Ile

Met

Lys

55

Ser

Glu

Thr

Pro

Thr

135

Lys

Glu

ser

Ala

Phe
215

43

GlIn

ser

His

40

TYyr

Gly

Asp

Phe

ser

120

Ala

val

Ser

Thr

Cys

200

Asn

Ser

cys

25

Trp

Ala

Ser

Thr

Gly

105

val

ser

G1n

val

Leu

185

Glu

Arg

Pro

10

Arg

Tyr

Ser

Gly

Ala

90

Gly

Phe

val

Trp

Thr

170

Thr

val

Gly

Ala

Ala

Gln

Asn

Thr

75

Thr

Gly

Ile

val

Lys

155

Glu

Leu

Thr

Glu

ser

Ser

Gln

Leu

60

Asp

Tyr

Thr

Phe

Cys

140

val

Gln

ser

His

cys
220

Leu

Gln

Lys

45

Glu

Phe

Tyr

Lys

Pro

125

Leu

Asp

Asp

Lys

GlIn
205

Ala

Ser

30

Ser

ser

Thr

Ccys

Leu

110

Pro

Leu

Asn

Ser

Ala

190
Gly

val

15

val

Gly

Gly

Leu

GIn

95

Glu

Ser

Asn

Ala

Lys

175

Asp

Leu

Ser

Ser

Gln

val

Asn

80

His

Ile

Asp

ASn

Leu

160

Asp

Tyr

Ser
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<400>
Leu Ala

Leu Gly

Asn Tyr

Leu Ile
50

ser Gly

65

Glu G1n

Pro Tyr

Ala Ala

ser Gly
130

Glu Ala

145

Ser GIn

Leu Ser

val Tyr

Lys Ser
210
<210>
<211>
<212>

84
Asp Ile

Asp Arg
20

Leu Asn

35

Tyr Tyr

Ser Gly

Glu Asp

Thr Phe
100

Pro Ser

115

Thr Ala

Lys val

Glu Sser

Ser Thr
180

Ala Cys

195

Phe Asn

85
216
PRT

Gln

val

Trp

Thr

Ser

Ile

85

Gly

val

Ser

Gln

val

165

Leu

Glu

Arg

Met

Thr

TYyr

Ser

Gly

70

Ala

Gly

Phe

val

Trp

150

Thr

Thr

val

Gly

Thr

Ile

Gln

Arg

55

Thr

Thr

Gly

Ile

val

135

Lys

Glu

Leu

Thr

Glu
215

44

Gln

Ser

Gln

40

Leu

Asp

Tyr

Thr

Phe

120

cys

val

Gln

Ser

His

200
Cys

Thr

Cys

25

Lys

His

Tyr

Phe

Lys

105

Pro

Leu

Asp

Asp

Lys

185
Gln

Thr
10

Arg
Pro
Ser
Ser
Cys
20

Leu
Pro
Leu
Asn
Ser
170

Ala

Gly

Ser

Ala

Asp

Gly

Leu

75

Gln

Glu

Ser

Asn

Ala

155

Lys

Asp

Leu

Ser

Ser

Gly

val

60

Thr

G1n

Ile

Asp

Asn

140

Leu

Asp

Tyr

Ser

Leu

Gln

Thr

45

Pro

Ile

Lys

Glu

125

Phe

G1ln

ser

Glu

Ser
205

Ser

Asp

30

val

Ser

Ser

Asn

Arg

110

Gln

Tyr

sSer

Thr

Lys

190

Pro

Ala
15

Ile
Lys
Arg
Asn
Thr
95

Thr
Leu
Pro
Gly
Tyr
175

His

val

Ser

Ser

val

Phe

Leu

80

Leu

val

Lys

Arg

Asn

160

Ser

Lys

Thr
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<213>
<400>
Leu Ala
1

Leu Gly

Asn Tyr

Leu Ile
50

Ser Gly

65

Glu Pro

Pro Trp

Ala Ala

Ser Gly
130

Glu Ala

145

Ser Gln

Leu Ser

val Tyr

Lys Ser

210

<210>
<211>

Homo sapiens

85
Asp Ile

Asp Arg
20

Leu Asn

35

Tyr His

Ser Gly

Glu Asp

Thr Phe
100

Pro Ser

115

Thr Ala

Lys val

Glu Ser

Ser Thr

180
Ala Cys
195

Phe Asn

86
216

Gln

5

val

Trp

Thr

Ser

Ile

85

Gly

val

ser

Gln

val

165

Leu

Glu

Arg

Met

Thr

Tyr

Ser

Gly

70

Ala

Gly

Phe

val

Trp

150

Thr

Thr

val

Gly

Thr

GlIn

Thr

55

Thr

Thr

Gly

Ile

val

135

Lys

Glu

Leu

Thr

Glu
215

45

Gln

Ser

Gln

40

Leu

Asp

Tyr

Thr

Phe

120

Cys

val

Gln

Ser

His

200
Cys

Thr

Cys

25

Lys

His

Tyr

Tyr

LysS

105

Pro

Leu

Asp

Asp

Lys

185
Gln

Thr

10

Ser

Pro

Ser

Ser

Cys

90

Leu

Pro

Leu

Asn

Ser

170

Ala

Gly

Ser

Ala

Asp

Gly

Leu

75

Gln

Glu

Ser

Asn

Ala

155

Lys

Asp

Leu

ser

ser

Gly

val

60

Thr

Gln

Ile

Asp

Asn

140

Leu

Asp

Tyr

ser

Leu

Gln

Thr

45

Pro

Ile

TYyr

Lys

Glu

125

Phe

GlIn

Ser

Glu

ser
205

Ser

Asp

30

val

Ser

Ser

Ser

Arg

110

GIn

Tyr

ser

Thr

Lys

190

Pro

Ala
15

Ile
Lys
Arg
Asn
Lys
95

Thr
Leu
Pro
Gly
Tyr
175

His

val

Ser

Ser

Leu

Phe

Leu

80

Leu

val

Lys

Arg

Asn

160

Ser

Lys

Thr
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Asn Tyr

Leu Ile
50

Ser Gly

65

Glu Pro

Pro Tyr
Ala Ala
Ser Gly
130
Glu Ala
145
Ser Gln
Leu Ser
val Tyr
Lys Ser

210
<210>

PRT

Homo sapiens

86
Asp Ile

Asp Arg
20

Leu Asn

35

Tyr Tyr

ser Gly

Glu Asp

Thr pPhe
100

Pro Ser

115

Thr Ala

Lys val

Glu ser

Ser Thr
180

Ala Cys

195

Phe Asn

87

Gln

5

val

Trp

Thr

Ser

Ile

85

Gly

val

Ser

Gln

val

165

Leu

Glu

Arg

Met

Thr

Tyr

Ser

Gly

70

Ala

Gly

Phe

val

Trp

150

Thr

Thr

val

Gly

Thr

Ile

Gln

Ser

55

Thr

Thr

Gly

Ile

val

135

Lys

Glu

Leu

Thr

Glu
215

46

Gln

Ser

Gln

40

Leu

Asp

Tyr

Thr

Phe

120

Cys

val

Gln

Ser

His

200
Cys

Thr

Cys

25

Lys

His

TYr

Tyr

Lys

105

Pro

Leu

Asp

Asp

Lys

185
GIn

Thr
10

ser
Pro
ser
sSer
Ccys
90

Leu
Pro
Leu
AsSn
ser
170

Ala

Gly

Ser

Ala

Asp

Gly

Leu

75

Gln

Glu

Ser

AsSn

Ala

155

Lys

Asp

Leu

Ser

Ser

Gly

val

60

Thr

Gln

Ile

Asp

Asn

140

Leu

Asp

Tyr

Ser

Leu

GIn

Thr

45

Pro

Ile

Tyr

Lys

Glu

125

Phe

Gln

Ser

GTu

ser
205

Ser

Gly

30

val

Ser

Ser

Ser

Arg

110

Gln

Tyr

Ser

Thr

Lys

190

Pro

Ala

15

Ile

Lys

Arg

Asn

Lys

95

Thr

Leu

Pro

Gly

Tyr

175

His

val

Ser

Ser

Leu

Phe

Leu

80

Leu

val

Lys

Arg

Asn

160

Ser

Lys

Thr
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<211>
<212>
<213>
<400>
Leu Ala
1

Pro Gly

Ser Ser

Leu Trp
50

Phe ser

65

val Glu

Phe Pro
val Ala
Lys Ser
130
Arg Glu
145
Asn Ser
ser Leu

Lys val

Thr Lys
210

217
PRT

Homo sapiens

87
Glu Asn

Glu Lys
20

Tyr Leu

35

Ile Tyr

Gly Ser

Thr Glu

Phe Thr
100

Ala Pro

115

Gly Thr

Ala Lys

GIn Glu

Ser ser
180

Tyr Ala

195

Ser Phe

val

5

val

His

Ser

Gly

Asp

85

Phe

ser

Ala

val

ser

165

Thr

cys

Asn

Leu

Thr

Trp

Thr

Ser

70
Ala

val

Ser

GIn

150

val

Leu

Glu

Arg

Thr

Met

TYyr

Ser

55

Gly

Ala

Ser

Phe

val

135

Trp

Thr

Thr

val

Gly
215

47

Gln

Thr

Gln

40

Asn

Thr

Thr

Gly

Ile

120

val

Lys

Glu

Leu

Thr

200
Glu

ser

Cys

25

Gln

Leu

Ser

Tyr

Thr

105

Phe

Cys

val

Gln

Ser

185

His

Cys

Pro

10

Arg

Lys

Ala

Tyr

Tyr

90

Lys

Pro

Leu

Asp

Asp

170

Lys

GlIn

Ala

Ala

Ser

Ser

Ser

75

Cys

Leu

Pro

Leu

Asn

155

Ser

Ala

Gly

Ile

ser

Gly

Gly

60

Leu

His

Glu

ser

Asn

140

Ala

Lys

Asp

Leuy

Met

ser

Ala

45

val

Thr

G1n

Leu

Asp

125

Asn

Leu

Asp

Tyr

Ser

205

Ser

ser

30

Ser

Pro

val

Tyr

Lys

110

Glu

Phe

GIn

ser

Glu

190

Ser

Ala

15

val

Pro

Ala

Asn

Ser

95

Arg

GIn

Tyr

Ser

Thr
175

Lys

Pro

ser

Ser

Lys

Arg

Ser

80

Gly

Thr

Leu

Pro

Gly

160

TYyr

His

val
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48

<210> 88
<211> 324
<212> DNA
<213> Homo sapiens
<400> 88
ttcatcttcc cgccatctga tgagcagttg aaatctggaa
ctgaataact tctatcccag agaggccaaa gtacagtgga
tcgggtaact cccaggagag tgtcacagag caggacagca
agcagcaccc tgacgctgag caaagcagac tacgagaaac
gtcacccatc agggcctgag ctcgcccgtc acaaagagct
taagcggccg ccggtggagg cggt
<210> 89
<211> 106
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 89
Thr val Ala Ala Pro Ser val Phe Ile Phe
1 5 10
Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser val val Cys
20 25
Pro Arg Glu Ala Lys val Gln Trp Lys Vval
35 40
Gly Asn Ser GIn Glu Ser val Thr Glu Gln
50 55
Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser
65 70
His Lys val Tyr Ala Cys Glu val Thr His
85 90
val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
100 105
<210> 20
<211> 1602

ctgcctctgt
aggtggataa
aggacagcac
acaaagtcta

tcaacagggg

Pro Pro

Leu

Leu

Asp Asn

Ser

Asn

Ala

tgtgtgcctg
cgccctccaa
ctacagcctc
cgcctgcgaa

agagtgttaa

Glu
15
Phe

Asp

Asn
30

Leu Gln

45

Ser
60
Ala

Asp

Lys
75

GIn Gly

Lys

Asp

Leu

Asp Ser

Tyr Glu

Ser
95

Ser

60
120
180
240
300
324

Gln

Tyr

Ser

Thr

Lys

80

Pro
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<212>
<213>
<220>
<221>
<222>
<220>
<221>
<222>
<220>
<221>
<222>
<220>
<221>
<222>
<220>
<221>
<222>
<220>
<221>
<222>
<220>
<221>
<222>
<400>
agt gcc
Ser Ala
1

aag agc

Lys Ser

tac ttc

Tyr Phe

DNA

Homo sapiens

Exon

(1)..(298)

Intron
(299)..(689)

Exon

(690)..(734)

intron
(735)..(852)

Exon

(853)..(1182)

Iintron

(1183)..

Exon

(1280)..

90

tccC acc

Ser Thr

acc tct
Thr Ser

20
ccc gaa

Pro Glu

aag

Lys

ggg
Gly

ccg

Pro

(1279)

(1602)

ggc
Gly

ggc
Gly

gtg

val

cca

Pro

aca

Thr

acg

Thr

tcg

Ser

gcg

Ala

gtg

val

49

gtc

val

gcc
Ala
25

tcg

ser

ttc
Phe
10

ctg

Leu

tgg
Trp

dda

Pro

ggc
Gly

aac

Asn

ctg

Leu

tgc

cys

tca

Ser

gca

Ala

ctg

Leu

ggc
Gly

cCccC

Pro

gtc
val
30

gcc

Ala

tcc
ser
15

aag

Lys

ctg

Leu

tcc

Ser

gac

AsSp

acc

Thr

48

96

144
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35
agc ggc
Gly

50

Ser val

tcc ctc
Ser Leu
65

acc tac
Thr Tyr
aag aga

Lys Arg val
ccaggctcag
aggcaggccc
agagggtctt
caggccctgce
aggaccctgc

gacaccttct

gtg

agc

Ser

atc

Ile

tt
Ph

cac acc

His Thr
agc gt
va

70

gtg

Ser val

tgc aac gt

Asn Va

85

Cys

cgctcctgcec
cgtctgectc
ctggcttttt
acacaaaggg
ccctgaccta

ctcctcccag

40
C ccg gct
Pro Ala

55

e

acc gtg

val

g
1 Thr

aat cac

9

1 Asn His

gtt g gtgagaggcc agcacaggga

tggacgcatc
ttcacccgga
ccccaggcetc
gcaggtgctg
agcccacccc

attccagtaa

50

gtc cta cag

val Leu Gln

ccc tcc agc

Pro Ser Ser

75
ccc

aag agc

Pro Ser

90

Lys

ccggctatgce
ggcctctgec
tgggcaggca
ggctcagacc
aaaggccaaa

ctcccaatct

aaa tct tgt gac aaa act cac aca tgc cca ccg

Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro

105

110

ccaggcctcg ccctccagct caaggcggga caggtgccct

acaggcccca gccgggtgct gacacgtcca cctccatctc

ctc

Leu

accC

Thr

gtg

ctg

Leu

ctc
Leu
135

agc

ggg gga tc
Gly Gly

120

ccg

Pro Se

atg atc tcc cg

Met Ile Ser Ar

cac gaa gac cc

a gtc ttc
Phe

125

r val

acc cct

9

g Thr

Pro
140
t

9ag gtc

ctc ttc ccc

Leu Phe Pro

gag gtc aca

Glu val Thr

aag ttc aac

45

tcc tca

gga

Ser Ser Gly
60
agc

ttg ggc

ser Leu Gly

aac acc aag

Asn Thr Lys

agtcccagtc
cgcceccactc
caggctaggt
tgccaagagc
ctctccactc

tctctctgeca

tgc cca g g

Cys Pro

agagtagcct

ttcctcag ca

Al

ctc tac

Leu Tyr
acc cag
Thr G1ln
80
gtg

val

gac
Asp
95

gggagggtgt ctgctggaag

cagggcagca
atgctcaggg
gcccctaacc
catatccggg
cctcagctcg
g ag ccc

Glu Pro

taagccagc

gcatccaggg
cct gaa

a Pro Glu

cca

Pro

tgc
Cys
145

tgg

dadad
Lys
130
gtg

val

tac

ccc aag gac

Pro Lys Asp

gtg gtg gac

val val Asp

gtg gac ggc

192

240

288

338

398

458

518

578

638

694

744

804

860

908

956

1004
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val
150
gtg
val

agc

Ser

ctg

Leu

gcc

Ala

ser

gag
Glu

acg

Thr

aat

AsSn

cCcc
Pro

215

His

gtg
val

tac

Tyr

ggc
Gly
200
atc

Ile

Glu

cat

His

cgt
Arg
185
aag

Lys

9ag
Glu

ASp

aat
Asn
170
gtg
val

gag
Glu

aaa

Lys

Pro
155
gcc

Ala

gtc

val

tac

TYr

acc

Thr

Glu

aag

Lys

agc

ser

aag

Lys

atc
Ile

220

val

aca

Thr

gtc

val

tgc
Cys
205
tcc

ser

51

Lys

aag

Lys

ctc
Leu
190
aag

Lys

aaa

Lys

Phe

ccg
Pro
175
acc

Thr

gtc

val

gcc

Ala

Asn Trp
160

cgg gag
Arg Glu

gtc ctg

val Leu

tcc aac

Ser Asn

TYyr

gag
Glu

cac

His

ddaad
Lys
210

val

cag

Gln

cag
Glin
195
gcc

Ala

Asp

tac
Tyr
180
gac

Asp

ctc

Leu

aaa g gtgggacccg

Lys

Gly
165
aac

Asn

tgg
Trp

cca

Pro

1052

1100

1148

1192

tggggtgcga gggccacatg gacagaggcc ggctcggccc accctctgec ctgagagtga 1252

ccgctgtacc aacctctgtc cctacag gg

acc

Thr

acc
Thr
250
gag
Glu

ctg

Leu

aag

Lys

ctg
Leu
235
tgc

Ccys

agc

Ser

gac

AsSp

agc

ser

CcCC

Pro

ctg

Leu

aat

AsSn

tcc

Ser

agg
Arg

cca

Pro

gtc

val

999
Gly

gac
Asp
285

tag
Trp

tcc

ser

aaa

Lys

cag
GIn
270

ggc
Gly

cag

Glin

cgg
Arg

ggc
Gly
255
ccg

Pro

tcc

Ser

cag

Gln

gag
Glu
240
ttc

Phe

gag
Glu

ttc

Phe

ggg
Gly

Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln val Tyr

gag
Glu

tat

Tyr

aac

Asn

ttc

Phe

aac

Asn

cag ccc cga gaa cca cag gtg tac 1305

atg

Met

cccC

Pro

aac

Asn

ctc
Leu
290
gtc

val

acc

Thr

agc

Ser

tac
Tyr
275
tat

Tyr

ttc

Phe

aag aac

Lys Asn
245

gac atc

Asp Ile

260

aag acc

Lys Thr

agc aag

Ser Lys

tca tgc

Ser Cys

230

cag

Gln

gcc

Ala

acg

Thr

ctc

Leu

tcc

ser

gtc

val

atg
val

cct

Pro

acc
Thr
295
gtg

val

agc

Ser

gag
Glu

ccc
Pro
280
gtg
val

atg

Met

ctg

Leu

tgg
Trp
265
gtg
val

gac

Asp

cat

His

1353

1401

1449

1497

1545
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300 305 310

10

15

20

25

30

gag
Glu

ggt
Gly
330

gct ctg cac aac cac tac acg cag aag agc ctc tcc ctg tcc ccg

Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro

320

315

aaa tga

Lys

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

ser

1

Lys

Tyr

Ser

ser

65

Thr

Lys

cys

Pro

Cys
145

Ala

Ser

Phe

Gly

50

Leu

Tyr

Arg

Pro

Lys

130
val

91
33
PR

1
+

Homo sapiens

91

Ser Thr Lys

Thr

Pro

35

val

ser

Ile

val

Ala

115

Pro

val

5
ser Gly
20

Glu Pro
His Thr
ser val
Cys Asn
85

Glu Pro
100

Pro Glu

Lys Asp

val Asp

Gly

Gly

val

Phe

val

70

val

Lys

Leu

Thr

val
150

Pro

Thr

Thr

Pro

55

Thr

AsSn

ser

Leu

Leu

135

Ser

sSer
Ala
val
40
Ala
val
His
Cys
Gly
120

Met

His

val pPhe
10

Ala Leu

25

Ser Trp

val Leu

Pro Ser

Lys Pro
20

Asp Lys

105

Gly Pro

Ile Ser

Glu Asp

325

Pro

Gly

Asn

Gln

ser

75

sSer

Thr

Ser

Arg

Pro
155

Leu

Cys

Ser

sSer

60

Ser

Asn

His

val

Thr

140
Glu

Ala

Leu

Gly

45

Ser

Leu

Thr

Thr

Phe

125

Pro

val

Pro

val

30

Ala

Gly

Gly

LysS

Cys

110

Leu

Glu

Lys

ser

15

Lys

Leu

Leu

Thr

val

95

Pro

Phe

val

Phe

1593

1602

Ser

Asp

Thr

TYyr

Gln

80

Asp

Pro

Pro

Thr

Asn
160
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Trp

Glu

Leu

Asn

Gly

225

Glu

TYyr

Asn

Phe

Asn

305
Thr

Tyr
Glu
His
Lys
210
Gln
Met
Pro
Asn
Leu
290

val

GIn

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

val
Gln
Gln
195
Ala
Pro
Thr
Ser
Tyr
275
Tyr
Phe
Lys
92

75
DN

Artificial

Asp

Tyr

180

Asp

Leu

Arg

Lys

ASp

260

Lys

Ser

ser

ser

1
A

Gly

165

Asn

Trp

Pro

Glu

Asn

245

Ile

Thr

Lys

Cys

Leu
325

val

sSer

Leu

Ala

Pro

230

Gln

Ala

Thr

Leu

Ser

310

Ser

Glu

Thr

Asn

Pro

215

Gln

val

val

Pro

Thr

295

val

Leu

val

Tyr

Gly

200

Ile

val

Ser

Glu

Pro

280

val

Met

Ser

construto sintético

92

53

His

Arg

185

Lys

Glu

Tyr

Leu

Trp

265

val

Asp

His

Pro

AsSn

170

val

Glu

Lys

Thr

Thr

250

Glu

Leu

Lys

Glu

Gly
330

Ala

val

Tyr

Thr

Leu

235

Cys

ser

Asp

Ser

Ala

315
Lys

Lys

ser

Lys

Ile

220

Pro

Leu

Asn

Ser

Arg

300

Leu

Thr

val

cys

205

ser

Pro

val

Gly

Asp

285

Trp

His

Lys

Leu

190

Lys

Lys

Ser

Lys

Gln

270

Gly

Gln

Asn

Pro

175

Thr

val

Ala

Arg

Gly

255

Pro

Ser

Gln

His

ggcgcgccga ggtccaactg cagcaacctg ggtctgagct ggtgaggcct ggagcttcag

Arg

val

Ser

Lys

Glu

240

Phe

Glu

Phe

Gly

Tyr
320

60

tgaagctgtc ctgcaaggct tctggctaca cattcaccag ctactggatg cactgggtga 120

agcagaggcc tggacaaggc cttgagtgga ttgggaatat ttatcctggt agtcgtagta 180
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ctaactacga
cagcctacat
gaaatgggga
cagtcaccgt
ctgaactggt
tcaccagtca
gtgagattaa
cactgactgt
aggactctgc
ggggtcaagg
<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

gctagccgac
agtcaccatc
gaaaccagat
cccatcaagg
ggagcaagag
cggtggaggc
acaagctgca
tagtaagagt
aggccagtct
caggttcagt
tgaggatgtg
ggggaccaag
atctgatgag
tcccagagag

ggagagtgtc

tgagaagttc
gcagctcagc
ttactacgtt
ctcgtcagecc
ggagcctggg
ctggatgcac
tcctagcagce
agacaaatcc
ggtctattat
aacctcagtc
93

1017

DNA

aagagcaagg
agcctgacat
agtagcggag
agcaccaagg
ggttcagtga
tgggtgaagc
ggtcgtaata
tccagcacag
tgtgtaagat

accgtctcga

Artificial

construto sintético

93

attcagatga
agttgcagga
ggaactgtta
ttcagtggca
gatgttgcca
accaagctgg
ttctccaatc
ctcctacata
cctcagctcc
agcagtgggt
ggtgtttatt
ctggaaataa
cagttgaaat
gccaaagtac

acagagcagg

ctcagactac
caagtcagga
aactcctgat
gtgggtctgg
cttacttttg
aaatcaaacg
cagtcactct
gtaatggcat
tgatttatca
caggaactga
actgtgctca
aacgaactgt
ctggaactgc
agtggaaggt

acagcaagga

54

ccacactgac
ctgaggactc
atgctatgga
gcccccaggt
agctgtcctg
agaggcctgg
actacaatga
cctacatgca

actatggtta

g

atcctccctg
cattggcaat
ctactacaca
aacagatttt
ccaacactat
aactgtggct
tggaacatca
cacttatttg
gatgtccaac
tttcacactg
aaatctagaa
ggctgcacca
ctctgttgtg
ggataacgcc

cagcacctac

tgtagacaca
tgcggtctat
ctactggggt
ccaactgcag
caaggcttct
acaaggcctt
gaagttcaag
attcagcagc

cgacgaagct

tctgcctcte
tatttaaact
tcaagattac
tctctcacca
aatacggttc
gcaccagaca
gcttccatct
tattggtatc
cttgcctcag
agaatcagca
cttccgtaca
tctgtcttca
tgcctgctga
ctccaatcgg

agcctcagca

tcctccagca
tactgtacaa
caaggaacct
cagcctgggg
ggctacacct
gagtggatag
agtaaggcca
ctgacatctg

atggactact

tgggagacag
ggtatcagca
actcaggagt
ttaacaacgt
ctccgacgtt
tcgtgatgac
cctgcaggtc
tgcagaagcc
gagtcccaga
gagtggaggc
cgttcggagg
tcttccegec
ataacttcta
gtaactccca

gcaccctgac

240
300
360
420
480
540
600
660
720
751

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
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55

gctgagcaaa gcagactacg agaaacacaa agtctacgcc tgcgaagtca cccatcaggg 960

cctgagctcg cccgtcacaa agagcttcaa caggggagag tgttaataag cggccgc

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
ggcgcgecca
tgaagctgtc
agcagaggcc
ataactacaa
cagcctacat
gatactatgg
cgtcagccag
ggcctggagce
ggatgcactg
ctggtagtcg
acacatcctc
tctattactg
ggggtcaagg
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

94
751
DNA

Artificial

Construto
94
ggtccaactg
ctgcaaggct
tggacaaggc
tgagaagttc
gcaattcagc
ttacgacgaa
caccaagggc
ttcagtgaag
ggtgaagcag
tagtactaac
cagcacagcc
tacaagaaat
aacctcagtc
95

1017

DNA
Artificial

Construto

95

sintético

cagcagcctg
tctggctaca
cttgagtgga
aagagtaagg
agcctgacat
gctatggact
cccgaggtcc
ctgtcctgca
aggcctggac
tacgatgaga
tacatgcagc
ggggattact

accgtctcga

sintético

gggctgaact
ccttcaccag
taggtgagat
ccacactgac
ctgaggactc
actggggtca
aactgcagca
aggcttctgg
aaggccttga
agttcaagag
tcagcagcct
acgttagtag

g

ggtggagcct
tcactggatg
taatcctagc
tgtagacaaa
tgcggtctat
aggaacctca
acctgggtct
ctacacattc
gtggattggg
caaggccaca
gacatctgag

cggggatgct

gggggttcag
cactgggtga
agcggtcgta
tcctccagca
tattgtgtaa
gtcaccgtct
gagctggtga
accagctact
aatatttatc
ctgactgtag
gactctgcgg

atggactact

gctagccgac atcgtgatga cacaagctgc attctccaat ccagtcactc ttggaacatc

1017

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
751

60

agcttccatc tcctgcaggt ctagtaagag tctcctacat agtaatggca tcacttattt 120

gtattggtat ctgcagaagc caggccagtc tcctcagctc ctgatttatc agatgtccaa

180
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ccttgcctca
gagaatcagc
acttccgtac
agacattcag
catcagttgc
agatggaact
aaggttcagt
agaggatgtt
aggcaccaag
atctgatgag
tcccagagag
ggagagtgtc
gctgagcaaa
cctgagctcg
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
Arg Ala Gl
1
Gly Ala
Ser Tyr

35
ITe G1
50

Phe

Trp

Lys
65
Ala

Tyr Me

Ser

ggagtcccag
agagtggagg
acgttcggag
atgactcaga
aggacaagtc
gttaaactcc
ggcagtgggt
gccacttact
ctggaaatca
cagttgaaat
gccaaagtac
acagagcagg
gcagactacg
cccgtcacaa
96

249

PRT

Artificial

construto sintético

96

u val GlIn
5

val Lys

20

acaggttcag
ctgaggatgt
gggggaccaa
ctacatcctc
aggacattgg
tgatctacta
ctggaacaga
tttgccaaca
aacgaactgt
ctggaactgc
agtggaaggt
acagcaagga
agaaacacaa

agagcttcaa

Leu GIn Gln

Leu Ser

cys

56

tagcagtggg
gggtgtttat
gctggaaata
cctgtctgec
caattattta
cacatcaaga
tttttctctc
ctataatacg
ggctgcacca
ctctgttgtg
ggataacgcc
cagcacctac

agtctacgcc

caggggagag

Pro Gly
10
Lys Ala

25

Trp

Lys

Met His Trp val Lys Gln

40
Gly

Arg

Ile Pro Ser
55

Thr

y Asn Tyr Arg

Ala Leu Thr val

70

ser Lys

t Gln Leu Ser Ser Leu Thr Ser

tcaggaactg
tactgtgctc
aaacgaactg
tctctgggag
aactggtatc
ttacactcag
accattaaca
gttcctccga
tctgtcttca
tgcctgctga
ctccaatcgg
agcctcagca
tgcgaagtca

tgttaataag

Ser Glu

Ser

Gl
45

Pro Gly
Thr
60
Thr

Ser

Asp
75

Glu Asp

Leu

Tyr

Asn

ser

ser

atttcacact
aaaatctaga
tggctgcacc
acagagtcac
agcagaaacc
gagtcccatc
acgtggagca
cgttcggtgg
tcttceccgcec
ataacttcta
gtaactccca
gcaccctgac
cccatcaggg

cggccge

val Arg
15
Thr Phe
30

n Gly Leu

Tyr Asp
ser

Ser

Ala val

240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1017

Pro

Thr

Glu

Glu

Thr

80
Tyr
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Tyr

Asp

Lys

Pro

145

Thr

Glu

Glu

Thr

Tyr

225
Gly

Cys

Tyr

Gly

130

Gly

Ser

Trp

Lys

Ala

210

Tyr

GIn

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

Thr Arg
100

Trp Gly

115

Pro G1n

Gly Ser
His Trp
Ile Gly
180
Phe Lys
195
Tyr Met
Cys val
Gly Thr
97

334
PRT

Artificial

85

Asn

val

val

Met

165

Glu

Ser

Gln

Arg

Ser
245

Gly

Gly

Gln

Lys

150

His

Ile

Lys

Phe

Tyr

230
val

Asp

Thr

Leu

135

Leu

Trp

Asn

Ala

Ser

215

Tyr

Thr

57

Tyr

Ser

120

Gln

ser

val

Pro

Thr

200

ser

Gly

val

construto sintéticoa

97

Tyr

105

val

G1ln

Cys

Lys

ser

185

Leu

Leu

Tyr

Ser

90
val

Thr

Pro

Lys

Gln

170

ser

Thr

Thr

Asp

Ser

val

Gly

Ala

155

Arg

Gly

val

ser

Glu
235

Ser

Ser

Ala

140

Ser

Pro

Arg

Asp

Glu

220
Ala

Gly
ser
125
Glu
Gly
Gly
AsSn
LysS
205

Asp

Met

Asp

110

Ala

Leu

Tyr

GIn

Asn

190

Ser

Ser

Asp

95
Ala

Ser

val

Thr

Gly

175

Tyr

Ser

Ala

Tyr

Met

Thr

Glu

Phe

160

Leu

Asn

Ser

val

Trp
240

Leu Ala Asp Ile GIn Met Thr GIn Thr Thr Ser Ser Leu Ser Ala Ser

1

5

10

15

Leu Gly Asp Arg val Thr Ile Ser Cys Arg Thr Ser GIn Asp Ile Gly

20

25

30
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Asn

Leu

ser

65

Glu

Pro

Ala

Thr

Leu

145

Gly

Gly

Leu

Ala

Glu

225

ser

Asn

Ala

TYyr

Ile

50

Gly

GIn

Pro

Ala

Leu

130

His

Gln

val

Arg

Gln

210

Ile

Asp

Asn

Leu

Leu

35

Tyr

ser

Glu

Thr

Pro

115

Gly

ser

Ser

Pro

Ile

195

Asn

Lys

Glu

Phe

GIn
275

Asn

Tyr

Gly

Asp

Phe

100

Asp

Thr

Asn

Pro

Asp

180

ser

Leu

Arg

G1n

TYr

260

ser

Trp

Thr

Ser

val

85

Gly

Ile

Ser

Gly

GIn

165

Arg

Arg

Glu

Thr

Leu

245

Pro

Gly

TYyr

Ser

Gly

70

Ala

Gly

val

Ala

Ile

150

Leu

Phe

val

Leu

val

230

LysS

Arg

Asn

Gln

Arg

55

Thr

Thr

Gly

Met

Ser

135

Thr

Leu

ser

Glu

Pro

215

Ala

Ser

Glu

Ser

Gln

40

Leu

Asp

Tyr

Thr

Thr

120

Ile

Tyr

Ile

Ser

Ala

200

Tyr

Ala

Gly

Ala

Gln
280

58

Lys

His

Phe

Phe

Lys

105

Gln

Ser

Leu

TYyr

Ser

185

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

265
Glu

Pro

Ser

Ser

Cys

90

Leu

Ala

Cys

Tyr

GIn

170

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

250

val

Ser

Asp

Gly

Leu

75

Gln

Glu

Ala

Arg

Trp

155

Met

Ser

val

Gly

val

235

Ser

GIn

val

Gly

val

60

Thr

His

Ile

Phe

Ser

140

Tyr

Ser

Gly

Gly

Gly

220

Phe

val

Trp

Thr

Thr

45

Pro

Ile

Tyr

Lys

ser

125

Ser

Leu

Asn

Thr

val

205

Gly

Ile

val

Lys

Glu
285

val

ser

Asn

AsSn

Arg

110

Asn

Lys

Gln

Leu

Asp

190

Tyr

Thr

Phe

Ccys

val

270
G1in

Lys

Arg

Asn

Thr

95

Thr

Pro

Ser

Lys

Ala

175

Phe

Tyr

Lys

Pro

Leu

255

Asp

Asp

Leu

Phe

val

80

val

val

val

Leu

Pro

160

Ser

Thr

Cys

Leu

Pro

240

Leu

Asn

Ser



10

15

20

25

30

59

Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr

290

295

Asp Tyr Glu Lys His Lys val Tyr Ala Cys

305

310

Leu Ser Ser Pro val Thr Lys Ser Phe Asn

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

Gly Gly

Ser His

Trp Ile
50

Lys Phe

65

Ala Tyr

Tyr Cys

Gln Gly

val Gln

130
val Lys

98
249
PRT

Artificial

325

Construto

98
Gln val

Ser val
20

Trp Met

35

Gly Glu

Lys Ser
Met Gln
val Arg

100
Thr Ser

115
Leu GIn

Leu Ser

Gln

5

Lys

His

Ile

Lys

Phe

85

Tyr

val

Gln

Cys

sintéticoa

Leu GIn Gln

Leu

Trp

Asn

Ala

70

Ser

Tyr

Thr

Pro

Lys

Ser

val

Pro

55

Thr

Ser

Gly

val

Gly

135
Ala

Cys

Lys

40

ser

Leu

Leu

Tyr

Ser

120

Ser

Ser

Pro
Lys
25

Gln
Ser
Thr
Thr
Asp
105
Ser

Glu

Gly

330

Gly

10

Ala

Arg

Gly

val

ser

90

Glu

Ala

Leu

Tyr

Leu

Glu

315
Arg

Ala

Ser

Pro

Arg

Asp

75

Glu

Ala

Ser

val

Thr

Thr Leu Ser Lys Ala

300
val

Gly

Glu

Gly

Gly

Asn

60

Lys

Asp

Met

Thr

Arg

140
Phe

Thr His GlIn Gly

Glu Cys

Leu val

Tyr Thr
30

GIn Gly

45

Asn Tyr

ser Ser

ser Ala

Asp Tyr
110

Lys Gly

125

Pro Gly

Thr Ser

Glu

15

Phe

Leu

Asn

Ser

val

95

Trp

Pro

Ala

TYr

320

Pro

Thr

Glu

Glu

Thr

80

TYyr

Gly

Glu

Ser

Trp
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145

Met

AsSh

ser

Gln

Arg

225
Gly

His

Ile

Lys

Leu

210

Asn

Gln

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

Leu

Leu

His

Gln

val

65
Arg

Ala
Gly
Ser
Ser
50

Pro

Ile

Trp

Tyr

Ala

195

ser

Gly

Gly

99
33

val

Pro

180

Thr

Ser

Asp

Thr

4

PRT

Lys

165

Gly

Leu

Leu

Tyr

ser
245

150
Gln

Ser

Thr

Thr

Tyr

230
val

Artificial

Construto

99
Asp

Thr

Asn

35

Pro

Ile

Ser
20

Gly

Gln

Asp Arg

Sser Arg

val

5

Ala

Ile

Leu

Phe

val
85

60

Arg Pro

Arg Ser

val Asp
200

Ser Glu

215

val Ser

Thr val

sintéticoa

Met

Ser

Thr

Leu

Ser

70
Glu

Thr Gln

Ile Ser

Tyr Leu

40
Ile Tyr
55

Ser Ser

Ala Glu

Gly

Thr

185

Thr

Asp

Ser

Ser

Ala

Cys

25

TYr

Gln

Gly

Asp

Gln
170
Asn
ser

Ser

Gly

Ala

10

Arg

Trp

Met

Ser

val
90

155
Gly

Tyr

Ser

Ala

Asp
235

Phe

Ser

Tyr

Ser

Gly

75
Gly

Leu

Asp

Ser

val

220
Ala

ser

ser

Leu

Asn

60

Thr

val

Glu

Glu

Thr

205

Tyr

Met

Asn

Lys

Gln

45

Leu

Asp

Tyr

Trp

Lys

190

Ala

Tyr

Asp

Pro

Ser

30

Lys

Ala

Phe

Tyr

Ile

175

Phe

Tyr

Cys

Tyr

val

15

Leu

Pro

Ser

Thr

Cys
95

160
Gly

Lys

Met

Thr

Trp
240

Thr

Leu

Gly

Gly

Leu

80
Ala
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GIln Asn

Ile Lys

Ser Ser
130

Thr Ser

145

Asp Gly

Gly val

Leu Thr

GIn His

210
Glu Ile
225

ser Asp

Asn Asn

Ala Leu

LysS Asp

290
Asp Tyr
305

Leu Ser

<210>
<211>

Leu Glu

100
Arg Thr
115

Leu Ser
GIln Asp
Thr val
Pro Ser
180
Ile Asn
195
Tyr Asn
Lys Arg
Glu G1ln
Phe Tyr
260
GIn Ser

275
Ser Thr

Glu Lys

Ser Pro

100
1863

Leu

val

Ala

Ile

Lys

165

Arg

Asn

Thr

Thr

Leu

245

Pro

Gly

Tyr

His

val
325

Pro

Ala

ser

Gly

150

Leu

Phe

val

val

val

230

LysS

Arg

Asn

ser

Lys

310
Thr

TYr

Ala

Leu

135

Asn

Leu

Ser

Glu

Pro

215

Ala

Ser

Glu

Ser

Leu

295

val

Lys

61

Thr

Pro

120

Gly

Tyr

Ile

Gly

Gln

200

Pro

Ala

Gly

Ala

GlIn

280

sSer

Tyr

Ser

Phe

105

Asp

Asp

Leu

Tyr

Ser

185

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

265

Glu

Ser

Ala

Phe

Gly

Ile

Arg

Asn

Tyr

170

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

250

val

Ser

Thr

Cys

Asn
330

Gly

G1n

val

Trp

155

Thr

Ser

val

Gly

val

235

ser

Gln

val

Leu

Glu

315
Arg

Gly

Met

Thr

140

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gly

220

Phe

val

Trp

Thr

Thr

300

val

Gly

Thr

Thr

125

Ile

Gln

Arg

Thr

Thr

205

Gly

Ile

val

Lys

Glu

285

Leu

Thr

Glu

Lys

110

Gln

ser

Gln

Leu

Asp

190

Tyr

Thr

Phe

Cys

val

270

Gln

Ser

His

Cys

Leu

Thr

Cys

Lys

His

175

Phe

Phe

LysS

Pro

Leu

255

Asp

Asp

Lys

Gln

Glu

Thr

Arg

Pro

160

Ser

ser

Cys

Leu

Pro

240

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
320
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<212>

<213>

<400>

ctggaggaaa
gaagatcatt
ttggaaatta
gtggctggtt
cagatcatca
tatgatgcaa
catggcgccg
cgggacatag
ggcagctgcc
gagaactgcc
ggcaagtccc
gagagcgact
cccccactca
tacagctttg
ggctcgtgceg
aagtgtaaga
tttaaagaca
atcagtggcg
ccgcctctgg
ttgctgattc
atcatacgtg
ataacatcct
ggaaacaaaa
agtcagaaaa
gtctgccatg
tcctgccaga
gagccaaggg
caggtcatga

tacattgacg

DNA

Macaca fascicularis

100

agaaagtttg
ttctcagcct
cctacgtgca
atgtcctcat
gaggaaacat
ataaaaccgg
tgcggttcag
tcagcagcga
aaaagtgtga
agaaactgac
ccagtgactg
gcctggtctg
tgctctacaa
gtgccacctg
tccgagectg
agtgcgaagg
cactctccat
atctccacat
atccacagga
aggcttggcc
gcaggaccaa
tgggattacg
atttgtgcta
ccaaaattat
ccttgtgctc
atgtcagccg
agtttgtgga
acatcacctg

gcccccactg

ccaaggcacg
ccagaggatg
gaggaattat
cgccctcaac
gtactatgaa
actgaaggag
caacaaccct
gtttctcagc
tccaagctgt
caaaatcatc
ctgccacaac
ccgcaaattc
ccccaccaca
cgtgaagaag
cggggccgac
gccttgecge
aaatgctaca
cctgccggtg
actggatatt
tgaaaacagg
gcaacacggt
ctccctcaag
tgcaaataca
aagcaacaga
ccccgagggc
aggcagagaa
gaactctgag
cacaggacgg

cgtcaagacc

62

agtaacaaac
ttcaataact
gatctttcct
acagtggagc
aattcctatg
ctgcccatga
gccctgtgeca
aacatgtcga
cccaatggga
tgtgcccagce
cagtgtgccg
cgagacgaag
taccagatgg
tgtccccgta
agctatgaga
aaagtgtgta
aatattaaac
gcatttaggg
ctgaaaaccg
acggacctcc
cagttttctc
gagataagcg
ataaactgga
ggtgaaaaca
tgctggggcc
tgcgtggaca
tgcatacagt
ggaccagaca

tgcccagcag

tcacgcagtt
gtgaggtggt
tcttaaagac
ggattccttt
ccttagcagt
gaaacttaca
acgtggagag
tggacttcca
gctgctgggg
agtgctccgg
cgggctgcac
ccacgtgcaa
atgtgaaccc
attatgtggt
tggaggaaga
atggaatagg
acttcaaaaa
gtgactcctt
taaaggaaat
atgcttttga
ttgcggtcgt
atggagatgt
aaaaactgtt
gctgcaaggc
cggagcccag
agtgcaacat
gccacccaga

actgtatcca

gagtcatggg

gggcactttt
ccttgggaat
catccaggag
ggaaaacctg
cttatctaac
ggaaatcctg
catccagtgg
gaaccacctg
tgcaggagag
gcgctgccgce
gggcccccgg
ggacacctgc
cgagggcaaa
gacagatcac
cggcgtccgce
tattggtgaa
ctgcacctcc
cacacacact
cacagggttt
gaacctagaa
cagcctgaac
gataatttca
tgggacctcc
cacgggccag
ggactgcgtc
cctggagggc
atgcctgccc
gtgtgcccac

agaaaacaac

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740



63

accctggtct ggaagtacgc agacgccggc cacgtgtgcc acctgtgcca tccaaactgc 1800

acctacggat gcactgggcc aggtcttgaa ggctgtgcaa ggaacgggcc taagatccca 1860

tcc 1863
<210> 101

<211> 621

<212> PRT

<213> Macaca fascicularis

<400> 101
Leu Glu Glu Lys Lys val Cys GIn Gly Thr Ser Asn Lys Leu Thr Gln

10

15

20

25

30

1

Leu

Asn

Asn

val

65

Gln

val

Met

Asn

Ser

145

Gly

Gly

Gly

Cys

TYyr

50

Leu

Ile

Leu

Arg

Pro

130

Ser

ser

Ala

Thr

Glu

35

Asp

Ile

Ile

ser

Asn

115

Ala

Glu

cys

Gly

Phe

20

val

Leu

Ala

Arg

Asn

100

Leu

Leu

Phe

Gln

Glu
180

5
Glu

val

Ser

Leu

Gly

85

TYyr

Gln

Cys

Leu

Lys

165
Glu

Asp

Leu

Phe

Asn

70

Asn

Asp

Glu

Asn

Ser

150

Cys

Asn

His

Gly

Leu

55

Thr

Met

Ala

Ile

val

135

Asn

Asp

cys

Phe

Asn

40

Lys

val

Tyr

Asn

Leu

120

Glu

Met

Pro

Gln

Leu

25

Leu

Thr

Glu

Tyr

Lys

105

His

Ser

Ser

ser

Lys
185

10

Ser

Glu

Ile

Arg

Glu

90

Thr

Gly

Ile

Met

Cys

170

Leu

Leu

Ile

Gln

Ile

75

Asn

Gly

Ala

Gln

Asp

155

Pro

Thr

Gln

Thr

Glu

60

Pro

ser

Leu

val

Trp

140

Phe

Asn

Lys

Arg

TYyr

45

val

Leu

Tyr

Lys

Arg

125

Arg

Gln

Ile

Met

30

val

Ala

Glu

Ala

Glu

110

Phe

Asp

Asn

Ser

Ile
190

15
Phe

GIn

Gly

Asn

Leu

95

Leu

ser

Ile

His

Cys

175
Ccys

Asn

Arg

Tyr

Leu

80

Ala

Pro

Asn

val

Leu

160

Trp

Ala
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Gln

His

Leu

225

Pro

Pro

Arg

Ala

cys

305

Phe

Asn

Arg

Asp

Ala

385

Ile

val

Ser

GlIn

Asn

210

val

Pro

Glu

Asn

Asp

290

Glu

Lys

Cys

Gly

Ile

370

Trp

Ile

Ser

Asp

Cys

195

Gln

Cys

Leu

Gly

Tyr

275

Ser

Gly

Asp

Thr

Asp

355

Leu

Pro

Arg

Leu

Gly
435

sSer

Cys

Arg

Met

Lys

260

val

Tyr

Pro

Thr

Ser

340

Ser

Lys

Glu

Gly

Asn

420
Asp

Gly

Ala

Lys

Leu

245

Tyr

val

Glu

Cys

Leu

325

Ile

Phe

Thr

Asn

Arg

405

Ile

val

Arg

Ala

Phe

230

Tyr

Ser

Thr

Met

Arg

310

Ser

Ser

Thr

val

Arg

390

Thr

Thr

Ile

Cys

Gly

215

Arg

Asn

Phe

Asp

Glu

295

LysS

Ile

Gly

His

Lys

375

Thr

Lys

Ser

Ile

64

Arg

200

Cys

Asp

Pro

Gly

His

280

Glu

val

Asn

Asp

Thr

360

Glu

Asp

Gln

Leu

Ser
440

Gly

Thr

Glu

Thr

Ala

265

Gly

Asp

Cys

Ala

Leu

345

Pro

Ile

Leu

His

Gly

425
Gly

Lys

Gly

Ala

Thr

250

Thr

ser

Gly

Asn

Thr

330

His

Pro

Thr

His

Gly

410

Leu

Asn

Ser

Pro

Thr

235

TYyr

Cys

Cys

val

Gly

315

Asn

Ile

Leu

Gly

Ala

395

Gln

Arg

Lys

Pro

Arg

220

Cys

GIn

val

val

Arg

300

Ile

Ile

Leu

Asp

Phe

380

Phe

Phe

ser

Asn

ser

205

Glu

Lys

Met

Lys

Arg

285

Lys

Gly

Lys

Pro

Pro

365

Leu

Glu

ser

Leu

Leu
445

Asp

ser

Asp

Asp

Lys

270

Ala

Cys

Ile

His

val

350

Gln

Leu

Asn

Leu

Lys

430
Cys

Cys

Asp

Thr

val

255

Cys

Cys

Lys

Gly

Phe

335

Ala

Glu

Ile

Leu

Ala

415

Glu

TYyr

Cys

Cys

Cys

240

Asn

Pro

Lys

Glu

320

Lys

Phe

Leu

Gln

Glu

400

val

Ile

Ala
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AsSn

Lys

465

val

Arg

Asp

Ser

Ile

545
Tyr

cys

Leu

Thr

450

Ile

Cys

Asp

Lys

Glu

530

Thr

Ile

Glu

His

Glu
610

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

atgcgaccct
gcgagtcggg
ttgggcactt
gtccttggga

accatccagg

Ile

Ile

His

Cys

Cys

515

Cys

Cys

Asp

Asn

Leu

595
Gly

ASh

Ser

Ala

val

500

Asn

Ile

Thr

Gly

Asn

580

Cys

Cys

102
3633
DNA

Trp

Asn

Leu

485

sSer

Ile

GIn

Gly

Pro

565

Thr

His

Ala

Lys

Arg

470

Cys

Cys

Leu

Ccys

Arg

550

His

Leu

Pro

Arg

65

LyS Leu Phe

455
Gly

Ser

Gln

Glu

His

535

Gly

Ccys

val

Asn

Asn
615

Glu

Pro

Asn

Gly

520

Pro

Pro

val

Trp

Cys

600
Gly

Macaca fascicularis
102

ccgggacggc
ctctggagga
ttgaagatca

atttggaaat

aggtggctgg

€ggggccgceg
aaagaaagtt
ttttctcage
tacctacgtg

ttatgtcctc

AsSn

Glu

val

505

Glu

Glu

Asp

Lys

Lys

585

Thr

Pro

Gly
Ser
Gly
490
Sser
Pro
Cys
Asn
Thr
570
Tyr

Tyr

LysS

ctcctggegce
tgccaaggca
ctccagagga
cagaggaatt

atcgccctca

Thr

Cys

475

Ccys

Arg

Arg

Leu

Cys

555

Cys

Ala

Gly

Ile

tgctggctgc
cgagtaacaa
tgttcaataa
atgatctttc

acacagtgga

Ser

460

Lys

Trp

Gly

Glu

Pro

540

Ile

Pro

Asp

Cys

Pro
620

ser

Ala

Gly

Arg

Phe

525

Gln

Gln

Ala

Ala

Thr

605

Ser

Gln

Thr

Pro

Glu

510

val

val

Cys

Gly

Gly

590
Gly

Lys

Gly

Glu

495

cys

Glu

Met

Ala

val

575

Pro

gctttgcccc
actcacgcag
ctgtgaggtg
cttcttaaag

gcggattcct

Thr

Gln
480

Pro

val

Asn

Asn

His

560

Met

val

Gly

60
120
180
240
300
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ttggaaaacc
gtcttatcta
caggaaatcc
agcatccagt
cagaaccacc
ggtgcaggag
gggcgcetgcec
acgggceccc
aaggacacct
cccgagggcea
gtgacagatc
gacggcgtcc
ggtattggtg
aactgcacct
ttcacacaca
atcacagggt
gagaacctag
gtcagcctga
gtgataattt
tttgggacct
gccacgggcc
agggactgcg
atcctggagg
gaatgcctgc
cagtgtgccc
ggagaaaaca
catccaaact
cctaagatcc
gccctgggga
aggctgctgce
caagctctct

ggtgcgttcg

tgcagatcat
actatgatgc
tgcatggcgce
ggcgggacat
tgggcagctg
aggagaactg
gcggcaagtc
gggagagcga
gccccccact
aatacagctt
acggctcgtg
gcaagtgtaa
aatttaaaga
ccatcagtgg
ctccgectct
ttttgctgat
aaatcatacg
acataacatc
caggaaacaa
ccagtcagaa
aggtctgcca
tctcctgtca
gcgagccaag
cccaggtcat
actacattga
acaccctggt
gcacctacgg
catccatcgc
tcggectctt
aggagaggga
tgaggatctt

gaactgtgta

cagaggaaac
aaataaaacc
cgtgcggttc
agtcagcagc
ccaaaagtgt
ccagaaactg
ccccagtgac
ctgcctggtc
catgctctac
tggtgccacc
cgtccgagcc
gaagtgcgaa
cacactctcc
cgatctccac
ggatccacag
tcaggcttgg
tggcaggacc
cttgggatta
aaatttgtgc
aaccaaaatt
tgccttgtge
gaatgtcagc
ggagtttgtg
gaacatcacc
cggcccccac
ctggaagtac
atgcactggg
cactgggatg
catgcgaagg
gcttgtggag
gaaggaaact

taagggactc

66

atgtactatg
ggactgaagg
agcCaacaacc
gagtttctca
gatccaagct
accaaaatca
tgctgccaca
tgccgcaaat
ddaccccacca
tgcgtgaaga
tgcggggcecg
gggccttgec
ataaatgcta
atcctgecgg
gaactggata
cctgaaaaca
aagcaacacg
cgctccctca
tatgcaaata
ataagcaaca
tcccccgagg
cgaggcagag
gagaactctg
tgcacaggac
tgcgtcaaga
gcagacgccg
ccaggtcttg
gtgggggccc
cgccacatcg
cctcttacgce
gaattcaaga

tggatcccag

aaaattccta
agctgcccat
ctgccctgtg
gcaacatgtc
gtcccaatgg
tctgtgccca
accagtgtgc
tccgagacga
cataccagat
agtgtccccg
acagctatga
gcaaagtgtg
caaatattaa
tggcatttag
ttctgaaaac
ggacggacct
gtcagttttc
aggagataag
caataaactg
gaggtgaaaa
gctgctgggg
aatgcgtgga
agtgcataca
ggggaccaga
cctgcccagc
gccacgtgtg
aaggctgtgc
tcctettget
ttcggaagcg
ccagtggaga
agatcaaagt

aaggtgagaa

tgccttagca
gagaaactta
caacgtggag
gatggacttc
gagctgctgg
gcagtgctcc
cgcgggetge
agccacgtgc
ggatgtgaac
taattatgtg
gatggaggaa
taatggaata
acacttcaaa
gggtgactcc
cgtaaaggaa
ccatgctttt
tcttgecggtc
cgatggagat
gaaaaaactg
cagctgcaag
cccggagecc
caagtgcaac
gtgtcaccca
caactgtatc
aggagtcatg
ccacctgtgc
aaggaacggg
gctggtggtg
cacactgcgg
agctcccaac
gctgggctcc

agttaaaatt

360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
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cccgtcgcta
gatgaagcct
tgcctcacct
tacgtccggg
attgcaaagg
aggaacgtac
ctgctgggtg
atggcgttgg
ggggtgaccg
agcgagatct
atcgatgtct
ttccgtgagt
attcaggggg
ctgatggatg
caaggcttct
actagcaaca
aaggaagaca
agcatagacg
cccgetgget
agagacccac
actgtccagc
ggcagccacc
gccaagccaa
gcaccacaaa
<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

tcaaggaatt
acgtgatggc
ccaccgtgca
aacacaagga
gcatgaacta
tggtgaaaac
cagaagagaa
aatcaatttt
tttgggagtt
cctccatcct
acatgatcat
tgatcattga
atgaaagaat
aagaagacat
tcagcagccc
attccactgt
gcttcttaca
acaccttcct
ctgtgcagaa
actaccagga
ccacctgtgt
aaattagcct
atggcatctt
gcagtgaatt
103

1210

PRT

aagagaagca
cagcgtggac
gctcattacg
caatatcggc
cttggaggac
gccacagcat
agaataccat
acaccgaatt
gatgaccttt
ggagaaagga
ggtcaagtgc
attctccaaa
gcatttgcca
ggacgacgtg
ctccacgtca
ggcttgcatt
gcgatacagc
cccagtgcct
tcctgtctat
ccceccacagce
caacagcaca
ggacaaccct
taagggctcc

tattggagca

67

acatctccga
aacccccatg
cagctcatgc
tcccagtacc
cggcgcttgg
gtcaagatca
gcagaaggag
tatacccacc
ggatccaagc
gaacgcctcc
tggatgatag
atggcccgag
agccctacag
gtggatgccg
cggactcccc
gatagaaatg
tcagacccca
gaatacataa
cacaatcagc
accgcagtgg
ttcgacagcc
gactaccagc
acagctgaaa

tga

Macaca fascicularis

103

aagccaacaa
tgtgccgect
ccttcggetg
tgctcaactg
tgcaccgcga
cagattttgg
gcaaagtgcc
agagtgatgt
catatgacgg
cccagccacc
acgcagatag
acccccagcg
actccaactt
acgagtacct
tcctgagetc
ggctgcaaag
caggcgcctt
accagtctgt
ctctgaaccc
gcaaccccga
ctgctcattg
aggacttctt

atgcagaata

ggaaatcctc
gctgggcatc
cctcctggac
gtgtgtgcag
cctggcagcec
gctggccaaa
tatcaagtgg
ctggagctac
aatccctgcc
catatgtacc
tcgcccaaag
ctaccttgtt
ctaccgtgcec
catcccacag
tctgagtgca
ctgttccatc
gactgaggac
tcccaaaagg
tgcgcccagce
gtatctcaac
ggcccagaaa
tcccaaggaa

cctaagggtc

2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3633

Met Arg Pro Ser Gly Thr Ala Gly Ala Ala Leu Leu Ala Leu Leu Ala

1

5

10

15

Ala Leu Cys Pro Ala Ser Arg Ala Leu Glu Glu Lys Lys val Cys GlIn
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Gly

Leu

Leu

65

Thr

Glu

TYr

Lys

His

145

Ser

Ser

Ser

Lys

Gly

225

Thr

Glu

Thr

Thr

ser

50

Glu

Ile

Arg

Glu

Thr

130

Gly

Ile

Met

cys

Leu

210

Lys

Gly

Ala

Thr

Ser

35

Leu

Ile

Gln

Ile

Asn

115

Gly

Ala

GIn

Asp

Pro

195

Thr

Ser

Pro

Thr

TYyr

20

Asn

GIn

Thr

Glu

Pro

100

Ser

Leu

val

Trp

Phe

180

Asn

Lys

Pro

Arg

Cys

260
Gln

Lys

Arg

TYyr

val

85

Leu

TYr

Lys

Arg

Arg

165

Gln

Gly

Ile

Ser

Glu

245

Lys

Met

Leu

Met

val

70

Ala

Glu

Ala

Glu

Phe

150

Asp

AsSn

Ser

Ile

Asp

230

ser

Asp

ASp

Thr

Phe

55

Gln

Gly

Asn

Leu

Leu

135

Ser

Ile

Cys

Ccys

215

Cys

Asp

Thr

val

Gln

40

Asn

Arg

Tyr

Leu

Ala

120

Pro

Asn

val

Leu

Trp

200

Ala

Ccys

Cys

cys

Asn

68

25

Leu

Asn

Asn

val

Gln

105

val

Met

AsSn

ser

Gly

185

Gly

Gln

His

Leu

Pro

265

Pro

Gly

Ccys

Tyr

Leu

90

Ile

Leu

Arg

Pro

Ser

170

ser

Ala

Gln

Asn

val

250

Pro

Glu

Thr

Glu

Asp

75

Ile

Ile

ser

Asn

Ala

155

Glu

cys

Gly

Cys

GIn

235

Cys

Leu

Gly

Phe

val

60

Leu

Ala

Arg

Asn

Leu

140

Leu

Phe

Gln

Glu

ser

220

cys

Arg

Met

Lys

Glu

45

val

Ser

Leu

Gly

Tyr

125

Gln

Cys

Leu

Lys

Glu

205

Gly

Ala

Lys

Leu

Tyr

30
ASp

Leu

Phe

AsSn

Asn

110

Asp

Glu

Asn

Ser

Cys

190

AsSn

Arg

Ala

Phe

Tyr

270

ser

His

Gly

Leu

Thr

95

Met

Ala

Ile

val

Asn

175

Asp

Cys

Cys

Gly

Arg

255

Asn

Phe

Phe

Asn

Lys

80

val

Tyr

Asn

Leu

Glu

160

Met

Pro

GlIn

Arg

cys

240

ASp

Pro

Gly
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Ala

Gly

305

ASp

Cys

Ala

Leu

Pro

385

Ile

Leu

His

Gly

Gly

465

phe

Asn

Glu

val

Thr

290

Ser

Gly

Asn

Thr

His

370

Pro

Thr

His

Gly

Leu

450

Asn

Gly

Ser

ser

275
cys

cys

val

Gly

Asn

355

Ile

Leu

Gly

Ala

Gln

435

Arg

Lys

Thr

cys

cys

515
Arg

val

val

Arg

Ile

340

Ile

Leu

ASp

Phe

Phe

420

Phe

ser

Asn

Ser

Lys

500

Trp

Gly

Lys

Arg

Lys

325

Gly

Lys

Pro

Pro

Leu

405

Glu

ser

Leu

Leu

Ser

485

Ala

Gly

Arg

Lys

Ala

310

Ccys

Ile

His

val

G1In

390

Leu

Asn

Leu

Lys

cys

470

Gln

Thr

Pro

Glu

Cys

295

cys

Lys

Gly

Phe

Ala

375

Glu

Ile

Leu

Ala

Glu

455

TYr

Lys

Gly

Glu

Cys

280

Pro

Gly

Lys

Glu

Lys

360

Phe

Leu

Gln

Glu

val

440

Ile

Ala

Thr

Gin

Pro

520

val

69

Arg

Ala

Ccys

Phe

345

AsSn

Arg

Asp

Ala

Ile

425

val

ser

Asn

Lys

val

505

Arg

Asp

Asn

Asp

Glu

330

Lys

Cys

Gly

Ile

Trp

410

Ile

ser

Asp

Thr

Ile

490

Cys

ASp

Lys

Tyr

Ser

315

Gly

Asp

Thr

Asp

Leu

395

Pro

Arg

Leu

Gly

Ile

475

Ile

His

Ccys

Cys

val

300

TYyr

Pro

Thr

Ser

ser

380

LyS

Glu

Gly

Asn

AsSp

460

Asn

ser

Ala

val

Asn

285

val

Glu

Ccys

Leu

Ile

365

Phe

Thr

Asn

Arg

Ile

445

val

Trp

Asn

Leu

Ser

525

Ile

Thr

Met

Arg

Ser

350

Ser

Thr

val

Arg

Thr

430

Thr

Ile

Lys

Arg

Cys

510

Cys

Leu

Asp

Glu

Lys

335

Ile

Gly

His

Lys

Thr

415

Lys

ser

Ile

LysS

Gly

495

ser

Gln

Glu

His

Glu

320

val

Asn

ASp

Thr

Glu

400

ASDp

Gln

Leu

Ser

Leu

480

Glu

Pro

Asn
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Glu

545

Glu

Asp

Lys

Lys

Thr

625

Pro

Leu

Ile

val

Arg

705

Gly

Lys

Pro

val

Thr

530

Pro

cys

Asn

Thr

Tyr

610

TYr

Lys

Leu

val

Glu

690

Ile

Ala

val

Lys

Asp

770

val

Arg

Leu

Cys

cys

595

Ala

Gly

Ile

val

Arg

675

Pro

Leu

Phe

Lys

Ala

755

AsSn

Gln

Glu

Pro

Ile

580

Pro

Asp

cys

Pro

val

660

Lys

Leu

Lys

Gly

Ile

740

Asn

Pro

Leu

Phe

Gln

565

Gln

Ala

Ala

Thr

Ser

645

Ala

Arg

Thr

Glu

Thr

725

Pro

Lys

His

Ile

val

550

val

Cys

Gly

Gly

Gly

630

Ile

Leu

Thr

Pro

Thr

710

val

val

Glu

val

Thr

535
Glu

Met

Ala

val

His

615

Pro

Ala

Gly

Leu

Ser

695

Glu

Tyr

Ala

Ile

cys

775
Gln

Asn

Asn

His

Met

600

val

Gly

Thr

Ile

Arg

680

Gly

Phe

Lys

Ile

Leu

760

Arg

Leu

70

ser

Ile

Tyr

585

Gly

Ccys

Leu

Gly

Gly

665

Arg

Glu

Lys

Gly

Lys

745

Asp

Leu

Met

Glu

Thr

570

Ile

Glu

His

Glu

Met

650

Leu

Leu

Ala

Lys

Leu

730

Glu

Glu

Leu

Pro

Cys

555

cys

Asp

Asn

Leu

Gly

635

val

Phe

Leu

Pro

Ile

715

Trp

Leu

Ala

Phe

540
Ile

Thr

Gly

Asn

cys

620

Cys

Gly

Met

Gln

Asn

700

Lys

Ile

Arg

Tyr

Ile

780
Gly

Gln

Gly

Pro

Thr

605

His

Ala

Ala

Arg

Glu

685

Glin

val

Pro

Glu

val

765

cys

Cys

Cys His

Arg Gly

575
His Cys
590

Leu val
Pro Asn
Arg Asn
Leu Leu
655
Arg Arg
670
Arg Glu
Ala Leu
Leu Gly
Glu Gly
735
Ala Thr
750
Met Ala

Leu Thr

Leu Leu

Pro

560

Pro

val

Trp

cys

Gly

640

Leu

His

Leu

Leu

Ser

720

Glu

Ser

Ser

Ser

Asp
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785
Tyr

Trp

Leu

GIn

Glu

865

Met

val

Lys

Lys

Met

945

Phe

Arg

Thr

Asp

Phe

Ser

val

cys

val

His

850

Glu

Ala

Trp

Pro

Gly

930

Ile

Arg

Tyr

Asp

val

1010

Ser

1025

Ala Thr Ser Asn Asn Ser

Arg

val

His

835

val

Lys

Leu

Ser

TYyr

915

Glu

Met

Glu

Leu

ser
995

val Asp Ala Asp Glu

Ser Pro Ser Thr Sser

Glu

GIn

820

Arg

Lys

Glu

Glu

TYr

900

Asp

Arg

val

Leu

val

980

Asn

His

805

Ile

Asp

Ile

Tyr

ser

885

Gly

Gly

Leu

Lys

Ile

965

Ile

Phe

790
Lys

Ala

Leu

Thr

His

870

Ile

val

Ile

Pro

Cys

950

Ile

Gln

Tyr

Asp

Lys

Ala

Asp

855

Ala

Leu

Thr

Pro

GIn

935

Trp

Glu

Gly

Arg

Asn

Gly

Ala

840

Phe

Glu

His

val

Ala

920

Pro

Met

Phe

Asp

Ala

71

Ile

Met

825

Arg

Gly

Gly

Arg

Trp

905

ser

Pro

Ile

Ser

Glu
985

Leu Met Asp Glu Glu

1000

Tyr Leu Ile Pro

1015

Arg Thr Pro Leu

1030

Thr val Ala Cys

Gly

810

Asn

Asn

Leu

Gly

Ile

890

Glu

Glu

Ile

ASp

LysS

970

Arg

795

ser

Tyr

val

Ala

Lys

875

Tyr

Leu

Ile

cys

Ala

955

Met

Met

GlIn

Leu

Leu

Lys

860

val

Thr

Met

Ser

Thr

940

ASp

Ala

His

Tyr

Glu

val

845

Leu

Pro

His

Thr

ser

925

Ile

ser

Arg

Leu

Leu

Asp

830

Lys

Leu

Ile

GIn

Phe

910

Ile

Asp

Arg

AsSp

Pro

990

AsSp Met Asp

1005

GIn

1020

Leu

1035

Leu

815

Arg

Thr

Gly

Lys

ser

895

Gly

Leu

val

Pro

Pro

975

ser

800

AsSn

Arg

Pro

Ala

Trp

880

Asp

ser

Glu

Tyr

LysS

960

Gln

Pro

GIn Gly Phe

Ser Ser iLeu

Ile Asp Arg Asn
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Gly

Tyr

Asp

Lys

Pro

His

Pro

Gln

Gln

Gly

ser

1040
Leu
1055
Ser
1070
Thr
1085
Arg
1100
Leu
1115
Ser
1130
Thr
1145
Lys
1160
Asp
1175
Ser
1190
ser
1205

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

GIn val GIn reu val Gin ser Gly Ala Glu val Lys Lys Pro Gly Ala

1

GIln Ser

Ser Asp

Phe Leu

Pro Ala

Asn Pro

Thr Ala

Cys val

Gly ser

Phe Phe

Thr Ala

Glu Phe

104

122
PRT

Artificial

Ccys

Pro

Pro

Gly

Ala

val

Asn

His

Pro

Glu

Ile

ser

Thr

val

Ser

Pro

Gly

ser

GIn

Lys

AsSn

Gly

1045
Ile
1060
Gly
1075
Pro
1090
val
1105
Ser
1120
Asn
1135
Thr
1150
Ile
1165
Glu
1180
Ala
1195
Ala
1210

72

Lys

Ala

Glu

Gln

Arg

Pro

Phe

Ser

Ala

Glu

Construto sintéticoa

104

5

Glu

Leu

Tyr

Asn

Asp

Glu

Asp

Leu

Lys

TYyr

Asp

Thr

Pro

Pro

Tyr

Ser

Asp

Pro

Leu

10

Ser

Glu

Asn

val

His

Leu

Pro

Asn

Asn

Arg

1050
Phe
1065
Asp
1080
Gln
1095
Tyr
1110
TYyr
1125
Asn
1140
Ala
1155
Pro
1170
Gly
1185
val
1200

Leu

ser

ser

Thr

His

Asp

Ile

Ala

Gln

Ile

val

Asn

Asp

val

Trp

Tyr

Phe

Pro

Arg

Asp

Pro

Gln

Pro

Gln

Ala

GlIn

Lys

Gln

15
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Ser val

Trp Met

Gly TIle
50

Gln Gly

65

Met Glu

Thr Arg

Trp Gly

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

Asp Arg

Leu Ala

Tyr Tyr
50

Ser Gly

65

Glu Asp

Lys val
20

His Trp

35

Ile Tyr

Arg val

Leu Ser

Asn Gly
100
Gln Gly
115
105
107
PRT

ser

val

Pro

Thr

Ser

85

Asp

Thr

Cys Lys Ala

Arg GIln Ala
40
Gly Ser Arg
55
Met Thr Arg
70
Leu Arg Ser

Tyr Tyr val

Leu val Thr
120

Artificial

Cconstruto

105
Gln Met

val Thr

20
Trp Tyr
35

Thr Ser

ser Gly

val Ala

Thr

5

Ile

Gln

Thr

Thr

Thr

sintéticoa

Gln ser Pro

Thr Cys Arg

Gln Lys Pro
40
Leu GlIn Ser
55
Asp Phe Thr
70
Tyr Tyr Cys

73

Ser
25

Pro
Ser
Asp
Glu
Ser

105
val

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Gly

Thr
Thr
AsSp
90

ser

Ser

Ser

10

Ser

Lys

val

Thr

His

Tyr
Gln
Ser
Ser
75

Thr

Gly

Leu

Gln

val

Pro

Ile

75
Tyr

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Asp

ser

Asp

Pro

Ser

60

Ser

Asn

Phe

Leu

45

Ala

Ser

val

Ala

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Thr

Thr
30

Glu
Gln
Thr

Tyr

Met
110

ser
Gly
30

Leu
Phe

Leu

val

Ser

Trp

Lys

val

Tyr

95
Asp

val

15

Asn

Leu

Ser

Gln

Pro

Tyr

Met

Phe

TYr

80

Cys

TYyr

Gly

TYr

Ile

Gly

Pro

80

Pro
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74

85

90

Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys val Glu Ile Lys

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>
GIn val
1

Ser val

Trp Met

Gly Trp
50

Gln Gly

65

Met Glu

Ala Arg

Thr Ser

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

100
106
118
PRT

Artificial

Construto sintéticoa
106
GIn Leu val GIn Ser Gly
5
Lys val Ser Cys Lys Ala
20
His Trp val Arg GIn Ala
35 40
Ile Asn Pro Ser Ser Gly
55
Arg val Thr Met Thr Arg
70
Leu Ser Arg Leu Thr sSer
85
Tyr Tyr Gly Tyr Asp Glu
100
val Thr val ser
115
107
112
PRT

Artificial

construto sintéticoa

105

Ala

ser

25

Pro

Arg

Asp

Asp

Ala
105

Glu
10

Gly
Gly
Asn
Thr
ASp

90
Met

val

Tyr

Gln

Asn

Ser

75

Thr

Asp

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Ile

Ala

Tyr

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Ser

val

Trp

Pro

Thr

30

Glu

GIn

Thr

Tyr

Gly
110

95

Gly
15

Ser
Trp
Lys
Ala
Tyr

95
Gln

Ala

His

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Gly
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<400> 107
Asp Ile val Met Thr Gln

Glu Pro Ala Ser Ile Ser
20

Asn Gly Ile Thr Tyr Leu

35
Pro Gin Leu Leu Ile Tyr
50

Asp Arg Phe Ser Ser Ser

65 70

ser Arg val Glu Ala Glu

85

Leu Glu Leu Pro Tyr Thr
100

<210> 108

<211> 621

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 108

Leu Glu Glu Lys Lys val

1 5

Leu Gly Thr Phe Glu Asp
20

Asn Cys Glu val val Leu

35
Asn Tyr Asp Leu Ser Phe
50

val Leu Ile Ala Leu Asn

65 70

GIn Ile 1Ile Arg Gly Asn

85

Ser

Cys

Asp

Gln

55

Gly

Asp

Phe

Cys

His

Gly

Leu

55

Thr

Met

75

Pro

Arg

Trp

40

Met

ser

val

Gly

Gln

Phe

Asn

40

Lys

val

Tyr

Leu
ser
25

Tyr

Ser

Gly

Gly
105

Gly

Leu

25

Leu

Thr

Glu

TYr

Ser
10

Ser
Leu
Asn
Thr
val

90
Gly

Thr

10

Ser

Glu

Ile

Arg

Glu
90

Leu

Lys

GIn

Leu

Asp

75

TYr

Thr

ser

Leu

Ile

Gln

Ile

75

Asn

Pro

Ser

Lys

Ala

60

Phe

TYyr

Lys

AsSn

Gln

Thr

Glu

60

Pro

Ser

val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Leu

Lys

Arg

Tyr

45

val

Leu

Tyr

Thr

Leu

30

Gly

Gly

Leu

Ala

Glu
110

Leu

Met

30

val

Ala

Glu

Ala

Pro
15

His
Gln
val
Arg
Gln

95
Ile

Thr

15

Phe

Gln

Gly

Asn

Leu
95

Gly

Ser

ser

Pro

Ile

80

Asn

Lys

Gln

Asn

Arg

Tyr

Leu

80
Ala
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val

Met

Asn

ser

145

Gly

Gly

Gln

His

Leu

225

Pro

Pro

Arg

Ala

Cys

305

Phe

AsSn

Leu

Arg

Pro

130

Ser

Ser

Ala

GlIn

Asn

210

val

Pro

Glu

Asn

Asp

290

Glu

Lys

cys

ser

Asn

115

Ala

Asp

Cys

Gly

Cys

195

Gln

Cys

Leu

Gly

Tyr

275

sSer

Gly

Asp

Thr

Asn

100

Leu

Leu

Phe

Gln

Glu

180

Ser

cys

Arg

Met

Lys

260

val

Tyr

Pro

Ser

Ser
340

TYyr

GIn

Cys

Leu

Lys

165

Glu

Gly

Ala

Lys

Leu

245

Tyr

val

Glu

Cys

Leu

325

Ile

Asp

Glu

Asn

Ser

150

Cys

AsSn

Arg

Ala

Phe

230

Tyr

Ser

Thr

Met

Arg

310

Ser

ser

Ala

Ile

val

135

Asn

Asp

Cys

Cys

Gly

215

Arg

Asn

Phe

Asp

Glu

295

Lys

Ile

Gly

76

AsSh

Leu

120

Glu

Met

Pro

GlIn

Arg

200

Cys

Asp

Pro

Gly

His

280

Glu

val

Asn

Asp

Lys

105

His

ser

Ser

Ser

Lys

185

Gly

Thr

Glu

Thr

Ala

265

Gly

Asp

Cys

Ala

Leu
345

Thr

Gly

Ile

Met

Cys

170

Leu

Lys

Gly

Ala

Thr

250

Thr

Ser

Gly

Asn

Thr

330

His

Gly

Ala

Gln

Asp

155

Pro

Thr

ser

Pro

Thr

235

Tyr

Cys

Cys

val

Gly

315

Asn

Ile

Leu

val

Trp

140

Phe

Asn

Lys

Pro

Arg

220

Cys

GIn

val

val

Arg

300

Ile

Ile

Leu

Lys

Arg

125

Arg

Gln

Gly

Ile

Ser

205

Glu

Lys

Met

Lys

Arg

285

Lys

Gly

Lys

Pro

Glu

110

Phe

Asp

Asn

Ser

Ile

190

Asp

Ser

Asp

Asp

Lys

270

Ala

Cys

Ile

His

val
350

L.eu

Ser

Ile

His

Cys

175

Cys

Cys

Asp

Thr

val

255

Cys

Cys

Lys

Gly

Phe

335
Ala

Pro

Asn

val

Leu

160

Trp

Ala

Cys

Cys

Cys

240

Asn

Pro

Gly

Lys

Glu

320

Lys

Phe
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Arg

Asp

Ala

385

Ile

val

Ser

Asn

Lys

465

val

Lys

Asp

Ser

Ile

545
Tyr

Cys

Gly

Ile

370

Trp

Ile

Ser

Asp

Thr

450

Ile

Cys

Asp

Lys

Glu

530

Thr

Ile

Glu

His

Asp

355

Leu

Pro

Arg

Leu

Gly

435

Ile

Ile

His

Cys

Ccys

515

Cys

Cys

Asp

Asn

Leu
595

sSer

Lys

Glu

Gly

Asn

420

Asp

Asn

Ser

Ala

val

500

Asn

Ile

Thr

Gly

Asn

580
cys

Phe

Thr

Asn

Arg

405

Ile

val

Trp

Asn

Leu

485

Ser

Leu

GlIn

Gly

Pro

565

Thr

His

Thr

val

Arg

390

Thr

Thr

Ile

Lys

Arg

470

Cys

cys

Leu

Cys

Arg

550

His

Leu

Pro

His

Lys

375

Thr

Lys

Ser

Ile

Lys

455

Gly

ser

Arg

Glu

His

535

Gly

Cys

val

Asn

77

Thr

360

Glu

Asp

GlIn

Leu

Ser

440

Leu

Glu

Pro

Asn

Gly

520

Pro

Pro

val

Trp

Cys
600

Pro

Ile

Leu

His

Gly

425

Gly

Phe

Asn

Glu

val

505

Glu

Glu

ASp

Lys

Lys

585
Thr

Pro

Thr

His

Gly

410

Leu

Asn

Gly

Ser

Gly

490

ser

Pro

Cys

Asn

Thr

570

Tyr

Tyr

Leu

Gly

Ala

395

Gln

Arg

Lys

Thr

Cys

475

cys

Arg

Arg

Leu

Ccys

555

Cys

Ala

Gly

AsSp

Phe

380

Phe

Phe

Ser

Asn

Ser

460

Lys

Trp

Gly

Glu

Pro

540

Ile

Pro

Asp

cys

Pro

365

Leu

Glu

Ser

Leu

Leu

445

Gly

Ala

Gly

Arg

Phe

525

Gln

GIn

Ala

Ala

Thr
605

Gln

Leu

Asn

Leu

Lys

430

Cys

Gln

Thr

Pro

Glu

510

val

Ala

Cys

Gly

Gly

590
Gly

Glu

Ile

Leu

Ala

415

Glu

Tyr

Lys

Gly

Glu

495

cys

Glu

Met

Ala

val

575

His

Pro

Leu

Gln

Glu

400

val

Ile

Ala

Thr

Gln

480

Pro

val

Asn

Asn

His

560

Met

val
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78

Leu Glu Gly Cys Pro Thr Asn Gly Pro Lys Ile Pro Ser

610

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

Leu
1
Leu
Ash
Asn
val
65
Gln
val
Met
ASn
Ser

145
Gly

Glu

Gly

Cys

Tyr

50

Leu

Ile

Leu

Arg

Pro

130

Ser

ser

Ala

109
616
PRT

Artificial

consensus

109
Glu Lys

Thr Phe
20

Glu val

35

Asp Leu

Ile Ala
Ile Arg
Ser Asn
100
Ash Leu
115
Ala Leu
Asp Phe

Cys GIn

Gly Glu

Lys

5

Glu

val

ser

Leu

Gly

85

Tyr

Gln

Cys

Leu

Lys

165
Glu

615

sequence

val Cys Gln

Asp

Leu

Phe

Asn

70

Asn

Asp

Glu

Asn

Ser

150

Cys

Asn

His

Gly

Leu

55

Thr

Met

Ala

Ile

val

135

Asn

Asp

cys

Phe

Asn

40

Lys

val

TYyr

Asn

Leu

120

Glu

Met

Pro

Gln

Gly

Leu

25

Leu

Thr

Glu

Tyr

Lys

105

His

Ser

Ser

Ser

Lys

Thr
10

Ser
Glu
Ile
Arg
Glu
90

Thr
Gly
Ile
Met
Cys

170

Leu

Ser

Leu

Ile

Gln

Ile

75

Asn

Gly

Ala

Gln

Asp

155

Pro

Thr

620

Asn

G1n

Thr

Glu

60

Pro

ser

Leu

val

Trp

140

Phe

Asn

Lys

Lys

Arg

Tyr

45

val

Leu

Tyr

Lys

Arg

125

Arg

G1ln

Gly

Ile

Leu

Met

30

val

Ala

Glu

Ala

Glu

110

Phe

Asp

Asn

ser

Ile

Thr

15

Phe

Gln

Gly

Asn

Leu

95

Leu

ser

Ile

His

Cys

175
cys

Gln

Asn

Arg

Tyr

Leu

80

Ala

Pro

Asn

val

Leu

160

Trp

Ala
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GIn

His

Leu

225

Pro

Pro

Arg

Ala

cys

305

Phe

Asn

Arg

Asp

Ala

385

Ile

val

Ser

Gln

AsSn

210

val

Pro

Glu

Asn

Asp

290

Glu

Lys

Cys

Gly

Ile

370

Trp

Ile

Ser

Asp

Cys

195

Gln

Cys

Leu

Gly

TYyr

275

Ser

Gly

Asp

Thr

Asp

355

Leu

Pro

Arg

Leu

Gly

180
Ser

Cys

Arg

Met

Lys

260

val

Tyr

Pro

Ser

Ser

340

Ser

Lys

Glu

Gly

Asn

420
Asp

Gly

Ala

Lys

Leu

245

Tyr

val

Glu

Cys

Leu

325

Ile

Phe

Thr

AsSn

Arg

405

Ile

val

Arg

Ala

Phe

230

Tyr

Ser

Thr

Met

Arg

310

Ser

ser

Thr

val

Arg

390

Thr

Thr

Ile

Cys

Gly

215

Arg

Asn

Phe

Asp

Glu

295

Lys

Ile

Gly

His

Lys

375

Thr

Lys

ser

Ile

79

Arg

200

cys

Asp

Pro

Gly

His

280

Glu

val

AsSn

Asp

Thr

360

Glu

Asp

GIn

Leu

ser

185
Gly

Thr

Glu

Thr

Ala

265

Gly

Asp

cys

Ala

Leu

345

Pro

Ile

Leu

His

Gly

425
Gly

Lys

Gly

Ala

Thr

250

Thr

ser

Gly

Asn

Thr

330

His

Pro

Thr

His

Gly

410

Leu

Asn

Ser

Pro

Thr

235

Tyr

cys

Ccys

val

Gly

315

Asn

Ile

Leu

Gly

Ala

395

Gln

Arg

Lys

Pro

Arg

220

Cys

GIn

val

val

Arg

300

Ile

Ile

Leu

Asp

Phe

380

Phe

Phe

Ser

Asn

ser

205

Glu

Lys

Met

Lys

Arg

285

Lys

Gly

Lys

Pro

Pro

365

Leu

Glu

ser

Leu

Leu

190
Asp

Ser

Asp

Asp

Lys

270

Ala

Cys

Ile

His

val

350

Gln

Leu

Asn

Leu

Lys

430
cys

Cys

Asp

Thr

val

255

cys

Cys

Lys

Gly

Phe

335

Ala

Glu

Ile

Leu

Ala

415

Glu

Tyr

cys

cys

Cys

240

Asn

Pro

Lys

Glu

320

Lys

Phe

Leu

Gln

Glu

400

val

Ile

Ala
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Asn

Ile

465

cys

Asp

cys

cys

Thr

545

Gly

AsSn

Cys

Cys

Thr

450

Ile

His

Cys

Asn

Ile

530

Gly

Pro

Thr

His

Asn
610

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

cys

TYyr

Thr

Trp

<210>

435
Ile

sSer

Ala

val

Ile

515

Gln

Arg

His

Leu

Pro

595

Gly

11

18
PR

Asn

Asn

Leu

Ser

500

Leu

Cys

Gly

Cys

val

580

Asn

Pro

0

T

Trp

Arg

cys

485

Cys

Glu

His

Pro

val

565

Trp

Cys

Lys

LysS

Gly

470

Ser

Asn

Gly

Pro

Asp

550

Lys

Lys

Thr

Ile

Mus musculus

11

0

Lys

455

Glu

Pro

val

Glu

Glu

535

Asn

Thr

Tyr

Tyr

Pro
615

80

440

Leu

Asn

Glu

Ser

Pro

520

Cys

cys

Cys

Ala

Gly

600

Ser

Phe

Ser

Gly

Arg

505

Arg

Leu

Ile

Pro

Asp

585
Cys

Gly

cys

Cys

490

Gly

Glu

Pro

Gln

Ala

570

Ala

Thr

Thr
Lys
475
Trp
Arg
Phe
Gln
Cys
555
Gly

Gly

Gly

Ser

460

Ala

Gly

Glu

val

Met

540

Ala

val

His

Pro

445
GlIn

Thr

Pro

cys

Glu

525

Asn

His

Met

val

Gly
605

Lys

Gly

Glu

val

510

Asn

Ile

Tyr

Gly

Cys

590

Leu

Thr

GlIn

Pro

495

Asp

Ser

Thr

Ile

Glu

575

His

Glu

Lys

val

480

Lys

Lys

Glu

cys

Asp

560

Asn

Leu

Gly

Arg Asn Gly Asp Tyr Tyr Ile Ser Ser Gly Asp Ala Met Asp

111

5

10

15
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81

<211> 18

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 111

Cys Thr Arg Asn Gly Asp Tyr Tyr val Ser Ser Gly Asp Ala Met Asp
1 S 10 15
Tyr Trp

<210> 112

<211> 15

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 112

Cys Ala Arg Gly Ser Asp Gly Tyr Phe Tyr Ala Met Asp Tyr Trp
1 5 10 15
<210> 113

<211> 14

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 113

Cys Ala Arg Tyr Tyr Gly Tyr Asp Asp Ala Met Asp Tyr Trp

1 5 10

<210> 114

<211> 14

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 114

Cys val Arg Tyr Tyr Gly Tyr Asp Glu Ala Met Asp Tyr Trp

1 5 10
<210> 115

<211> 14

<212> PRT

<213> Mus musculus
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<400> 115

Cys val Arg Tyr Tyr Gly Tyr Asp Glu val Met Asp Tyr Trp
1 5 10
<210> 116

<211> 11

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 116

Cys GIn His Tyr Asn Thr val Pro Pro Thr Phe
1 5 10
<210> 117

<211> 11

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 117

Cys GIn GIn Phe Thr Thr ser Pro Phe Thr Phe
1 5 10
<210> 118

<211> 11

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 118

Cys GIln His Tyr Asn Thr val Pro Pro Thr Phe
1 5 10
<210> 119

<211> 11

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 119

Cys GIn His Ser Arg Glu phe Pro Leu Thr Phe
1 5 10

<210> 120
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<211> 11

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 120

Cys Ala GIn Asn Leu Glu Leu Pro Tyr Thr phe
1 5 10
<210> 121

<211> 35

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Iniciador da PCR

<400> 121

ggaggcgctc gagacggtga ctgaggttcc ttgac
<210> 122

<211> 52

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Iniciador da PCR

<400> 122

ccagccgggg cgcgccgagg tccaactgca gcaacctggg tctgagctgg tg
<210> 123

<211> 49

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Iniciador da PCR
<400> 123

ccagccgggg cgcgcccagg tccaactgca gcagcctggg gctgaactg
<210> 124
<211> 50

35

52

49



10

15

20

25

30

84

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Iniciador da PCR

<400> 124

catgggaata gctagccgac attcagatga ctcagactac atcctccctg 50
<210> 125

<211> 51

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Iniciador da PCR

<400> 125

catgggaata gctagccgac atcgtgatga cacaagctgc attctccaat c 51
<210> 126

<211> 43

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Iniciador da PCR

<400> 126

accgcctcca ccggcggccg cttattaaca ctctcccctg ttg 43
<210> 127

<211> 44

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Iniciador da PCR

<400> 127

ctgggggccc ttggtgctgg ctgacgagac ggtgactgag gttc 44
<210> 128

<211> 37
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<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Iniciador da PCR

<400> 128

gccagcacca agggccccca ggtccaactg cagcagce
<210> 129

<211> 38

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Iniciador da PCR

<400> 129

cggggccctt ggtgctggct gacgagacgg tgactgag
<210> 130

<211> 37

<212> DNA

<213> Iniciador da PCR

<400> 130

gccagcacca agggccccga ggtccaactg cagcaac
<210> 131

<211> 40

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Iniciador da PCR

<400> 131

gtctggtgca gccacagttc gtttgatttc cagcttggtg
<210> 132

<211> 38

<212> DNA

<213>

85

Artificial
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38

37

40
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<220>
<223>
<400>

cgaactgtgg ctgcaccaga catcgtgatg acacaagc

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

gtctggtgca gccacagttc gttttatttc cagcttggtc c

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

cgaactgtgg ctgcaccaga cattcagatg actcagacta C

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

Iniciador da PCR
132

133
41
DNA

Artificial

Iniciador da PCR
133

134
41
DNA

Artificial

Iniciador da PCR
134

135
20
DNA

Artificial

Iniciador da PCR
135

tcttcgggaa gcagctatgce

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

136
20
DNA

Artificial
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<220>
<223>
<400>

Iniciador da PCR
136

ttctccactg ggcgtaagag

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

atctgcattc tagactggag gaaaagaaag tttgccaagg ¢

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

tactcgatga cgcgtttagg atgggatctt aggcccgttc ¢

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

137

41

DNA
Artificial

Iniciador da PCR
137

138
41
DNA

Artificial

Iniciador da PCR
138

139
22
DNA

Artificial

Iniciador da PCR
139

tcatgctcca ataaattcac tg

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

140
37
DNA

Artificial
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<220>
<223> Iniciador da PCR
<400> 140

ggagtcggcg gccgcaccat gcgaccctcc gggacgg
<210> 141

<211> 37

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Iniciador da PCR
<400> 141

gcatgtgact cgagtcatgc tccaataaat tcactgc

37

37
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