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RESUMO

"ANTI CORPOS QUE SE LIGAM O FOSFATASE TIROSINA DE PROTEPNAS
HUVANA BETA (FTPH-68) E SUAS UTILIZA=UES "

Anticorpos que se ligam fosfatase tirosina de
prote°nas humana ¢ (FTPH-6; “human protein tyrosine
phosphatase beta_, HPTP§) e seus usos. Anticorpos e seus
fragmentos de liga“2o0 ao antigfnio que se ligam fosfatase
tirosina de prote°nas humana beta (FTPH§) e suas

utiliza’ bes.



PE2371865 -1 -

DESCRI ={(i0

"ANTI CORPOS QUE SE LIGAM O FOSFATASE TIROSINA DE PROTEPNAS
HUMANA BETA (FTPH-6) E SUAS UTILIZA=(ES"

CAMPO DA I NVEN=(O

Esta inven'20 est® relacionada com anticorpos e
seus fragnentos de liga’20 ao antigfnio que se ligam
fosfatase tirosina de prote®nas humana beta (FTPHbeta;
"human protein tyrosi ne phosphatase beta_, HPTPbeta) e suas

utiliza’ pes.

ANTECEDENTES DA INVEN={O

A angiogfnese, a produ’?2o0 de novos Vvasos
sangu®neos a partir da  vascul atura pr - existente,
desenpenha um papel inmportante numa larga gama de processos
fisiol Agicos e patol Agicos (Nguyen, L.L. et al, Int. Rev.
Cytol., 204, 1-48, (2001)). A angiogfnese 9§ um processo
conplexo, nediado pela <comunica’20 entre as cYlulas
endoteliais que forramos vasos sangu®°neos e o seu anbiente
envolvente. Nas fases iniciais da angiogfnese, tecido ou
c9lulas tumorais produzem e secretam factores de
crescimento prA&angiogfnicos em resposta a est°nulos
anbientais, com seja hipoxia. Estes factores difundemse

para as c9lulas endoteliais prAims e estimulamreceptores
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que conduzem =~ produ’?20 e secre’2o de proteases que
degradam a matriz extracelular envolvente. As c9lulas
endoteliais activadas conme’am a migrar e a proliferar no
tecido envolvente e emdirec’20 fonte destes factores de
crescimento (Bussolino, F., Trends Biochem Sci., 22, 251-
256, (1997)). As c9lulas endoteliais param ent2o0 a
prolifera’2o e diferenciamse em estruturas tubulares, que
9 o primeiro passo na forma'20 de vasos sangu®neos est®eis
maduros. Subsequentenente, as c9lulas periendoteliais, tais
como pericitos e clulas de mBsculo liso, s2o0 recrutadas
para o novo vaso sangu’neo formado, num passo subsequente

da matura’2o0 do vaso.

A angiogfnese 9 regulada por um equil®brio de
factores naturais pr/&angiogfnicos e anti-angiogfnicos. O
factor de crescinento endotelial vascular, o factor de
crescimento dos fibroblastos e a angiopoeitina representam
al guns dos nuitos potenciais factores de crescinento pr/&
angi ogfni cos. Estes ligandos ligamse ao respectivo
receptor <cinase de tirosina na superf®cie da cHlula
endotelial e fazem a transdu’?o0 de sinais que pronovem a
mgra’2o e prolifera’?2o0 celulares. Apesar de muitos
factores regul adores terem sido identificados, 0s
mecani snos mol ecul ares que conduzemeste processo ainda nZo

est?2o0 total mente conpreendi dos.

Existem nmuitos estados de doen’a conduzidos por
angi ogfnese desregulada persistente ou inadequadanente

regulada. Em tais estados de doen’a, a angiogfnese
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desregul ada ou inadequadamente regul ada pode ser a causa de
uma doen’a particular ou exacerbar uma condi "20 patol Agica
existente. Por exenplo, a neovasculariza’?o vascular tem
sido inmplicada comp a causa mais conmum de cegueira e est®
subjacente ~ patologia de aproxinmadanmente 20 doen’as dos
ol hos. Em deterninadas condi "Pes pr€-existentes, cono seja
artrite, o0s novos vasos capilares sangu®neos formados
invadem as articula’pes e destroem a «cartilagem Na
di abetes, os novos capilares formados na retina invadem o

hunor v°treo, causando henorragia e cegueira.

Tanto o crescimento com a netastiza’?o dos
tunores sA idos podem tanmbfm ser dependentes da

angi ogfnese, Folkman et al., "Tunor Angiogfnese,

10, 206-32, in The Ml ecular Basis of Cancer, Mendel sohn et

Chapter

al., eds., W B. Saunders, (1995). Foi denonstrado que os
tunores que crescem para alfm dos 2 mm de di°nmetro devem
obter a sua prApria fonte de sangue e fazemno atrav€s da
indu’20 do crescinmento de novos vasos capilares sangu°neos.
Ap/As estes novos vasos sangu®neos ficarem enbebidos no
turor, eles proporcionam nutrientes e factores de
crescimento essenciais para o crescinento dos tunores assim
como um neio para a entrada de c9lulas tumorais na
circula’?o e mestastiza’2o0 de locais distantes, tais como
f°gado, pulmo ou osso (Weidner, New Eng. J. Med., 324, 1,
1-8 (1991)). Quando wusados conmp f®&macos nos animais
portadores de tunores, os inibidores naturais da
angiogfinese podem prevenir o crescinento de pequenos

tunores (O Reilly et al., Cell, 79, 315-28 (1994)). Nal guns
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protocolos, a aplica’2o0 de tais inibidores conduz

regress?2o e dormncia do tumor, mesmo apA cessa’?2o0 do
tratamento (O Reilly et al., Cell, 88, 277-85 (1997)).
Ainda, o fornecinento de inibidores da angiogfnese a
determi nados tunores pode potenciar a sua resposta a outros
regimes terap,uticos (ver, e.g., Teischer et al., Int. J.

Cancer, 57, 920-25 (1994)).

Apesar de muitos estados de doen’a serem
conduzidos por angiogfnese desregulada persistente ou
i nadequadamente regulada, alguns estados de doen’a podem
ser tratados atravfs do aumento da angiogfnese. O
crescimento e repara’2o0 de tecidos s2o eventos biol Agicos
em que ocorrema prolifera’2o celular e angiogfnese. Assim
um aspecto inmportante da repara’?o de feridas 9 a
revasculariza’?o do tecido danificado atravqs de

angi ogfnese.

As feridas cr/Anicas que n?o cicatrizam s?2o una
das principais causas norbilidade prolongada na popula’2o
humana idosa. Este 9 especialnmente o caso em doentes
acamados ou diabfticos que desenvolvem Rlceras da pele
graves que n2o cicatrizam Emnuitos destes casos, o atraso
na cicatriza’2o 9 um resultado de fornecinento inadequado
de sangue cono resultado da press?2o cont®°nua ou do bl oqueio
vascular. A m® circula’?20 capilar devido a aterosclerose
das artqrias pequenas ou a estase venosa contribui para a
incapacidade de repara’?o dos tecidos danificados. Tais

tecidos s?o frequentemente infectados com microrganisnos
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que proliferam sem ser confrontados com os sistemas de
defesa inatos do corpo, o0s quais requerem tecido bem
vascul arizado para elimnar eficazmente os organisnos
patog¥nicos. Como resultado, a mioria das interven’bes
terap, uticas centramse na restaura’2o do fluxo sangu®neo
em tecidos isqu¥fimicos, permitindo assim que nutrientes e

factores inunol Agicos tenhamacesso ao |ocal da ferida.

As |lesbes aterosclerAicas nos grandes vasos
podem causar isquema dos tecidos que pode ser nelhorada
atrav¥s da nmodula’?o0 do crescimento de vasos sangu®neos no
tecido afectado. Por exenplo, as lesbes aterosclerAicas
nas artqrias coron®ias podem causar angina e enfarte do
m oc® di o que poder2o ser evitados caso se restaure o fluxo
sangu®neo atrav€s da estimula’2o0 do crescinento de art9rias
col aterais. De forma semel hante, as |esbes ateroscler/Aicas
nas grandes art9rias que fornecem as pernas podem causar
isquema no nmBscul o esquel fitico, o que linmta a nobilidade
e, nalguns casos, requer anputa’?2o, o que tanbqm pode ser
evitado atrav¥fs do nmelhoramento do fluxo sangu®neo com

terapia angiogfnica.

Outras doen’as tais conmo diabetes e hipertensZo
s20 caracterizadas por um decrfscinmo no nlBrmero e densidade
de pequenos vasos sangu’neos tais comp arter®olas e
capilares. Estes pequenos vasos sangu®neos s2o inportantes
para a entrega de oxig¥nio e nutrientes. Unma redu’20 no
nBnero e densidade destes vasos contribui para as

consequ, ncias adversas da hipertens?2o e diabetes incluindo
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claudica’?o0, Rlceras isqufimicas, hipertens2o acelerada e
fal,ncia renal. Estes distRBrbios conmuns e rmuitas outras
doen’as menos comuns, comd seja a doen’a de Burgers, podem
ser mel horados atrav¥s do aumento do nRBmero e densidade de

pequenos vasos sangu’neos usando terapia angiogfnica.

Assim mantYmse a necessidade de identificar

regul adores da angi ogfnese.

Face ao que foi dito, existe a necessidade de
identificar alvos bioqu®°mcos no tratanento dos distRrbios
medi ados por angi ogfnese. No entanto, a angiogfnese envolve
a actua’?o0 de nBltiplos factores de crescimento e dos seus
receptores cognatos cinases de tirosina (RCT; ‘receptor
tyrosine kinase_, RTKs), VYancopoulos et al., Nature,
407, 242-248, 2000). O factor de <crescinento endotelial
vascular (VEGF), por exenplo, € inportante para a
diferencia’?2o de c9lulas endoteliais em vasos sangu®neos
nascentes na vasculatura enbrion®ia. Ainda, VEGF estinula
o desenvolvimento de vasos sangu®neos na vasculatura
adulta. A administra’?o de VEGF exAgeno estinmula o
desenvol vinmento da vasculatura colateral e nelhora o fluxo

sangu®neo nos tecidos isqufm cos.

Atq agora, foram identificados tr,s VEGF RTKs,
VEGFRT (FLT-1), VEGFR2 (KDR) e VEGFR3 (FLT-4). Apesar
destes receptores serem altamente conservados, baseado na
caracteriza’?o bioqu°mca e na actividade biol Agica, cada

um possui fun’bes espec®°ficas e n2o0 sobrepon®veis. Dos tr,s
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receptores, pensa-se que VEGFR2 desenpenhe um papel

predominante na rmedia’?2o0 das ac’bes de VEGF no
desenvol vinento da vasculatura e durante a angiogfnese em
adultos. No entanto, tanto VEGFR1T cono VEGFR3 s2o
necess®ios para o desenvolvinento normal da vascul atura
enmbrion®ia e podem tanmb¥qm ser inmportantes para a
angi ogfinese nos tecidos adultos. Quando da liga'2o0 e
dineriza’2o de VEGF, wuma altera’2o0 conformacional no
domtnio cinase de VEGFR2 aumenta a sua actividade cinase
resultando em "autofosforila’20" do outro menbro do par em
res°duos tirosina espec®ficos. Estes eventos de
autofosforila’?o0 servempara estimular mais a actividade de
cinase e proporcionampontos de ancoragempara a associa’?o

de nol Qcul as de sinaliza’2o0 intracelul ar.

Porfm a activa’?2o de uma Rnica via angiog9nica
pode nZo ser suficiente para produzir vasos persistentes e
funcionais que proporcionem perfus?2o adequada ao tecido
isqufimi co. Estes resultados, juntamente com o facto de
mdltiplos RCTs estarem envolvidos na nontagem da
vascul atura enbrion®ia, indicam que os alvos bioqu®mcos
que nodulam as mBltiplas vias angiogfnicas ter2o vantagens
relativamente =~ administra’2o0 de um RBnico factor de

cresci nento.

As fosfatases de tirosina de prote®nas (FTPs)
conpreendem uma grande famlia de enzimas estreitanente
rel acionadas que desfosforilam prote®nas possuidoras de

res®duos de fosfotirosina. Evid,ncia recente sugere que uma
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fun’20 das FTPs seja limtar a fosforila’20 e activa'2o0 de
RCTs. Por exenplo, denonstrou-se que HCPTPA, uma fosfatase
tirosina de prote°nas de nassa nolecular baixa, est®
associada a VEGFR2 e regula negativamente a sua activa'2o
em c%lulas endoteliais em cultura e a sua actividade
biol Agica nos ensaios de angiogfnese, (Huang et al.,

Journal of Biological Chemistry, 274, 38183-38185, 1999).

Para alqm de VEGFR2, a sinaliza’?2o0 de uma outra
RCT, Tie-2, o receptor das angiopoietinas (Angl e Ang2), ¢
i gual mente inportante. A dele’20 do gene de Angl ou Tie-2
em nurganhos pode resultar em letalidade enbrion®ia
subsequente a anormalidades na vasculatura em desenvol-
vinmento (Yancopoulos et al., Nature, 407, 242-248, 2000).
Ainda, a express?2o excessiva de Angl na pele aumenta a
vascul aridade da pele e a administra’2o de Angl exAgena
aumenta o fluxo sangu®neo no mBsculo esquel ftico isqufimco
(Surf et al., Science, 282, 468-471, 1998). Ainda, a
inibi 20 da activa’2o0 de Tie-2 inibe a angiogfnese e linita
a progress?o de tunmores em nodel os animais de cancro, (Lin
et al., J Clin. Invest., 100, 2072-2078, 1997). Para alfm
das suas actividades angiogfnicas, a activa’2o0 de Tie-2
atravqs da administra’2o exAgena de Angl bloqueia o
vazanmento vascular rmediado por VEGF e efeitos pro-
inflamatA&Aios, mas estinula os seus efeitos angiogfnicos
(Thurston et al., Nature Medicine, 6, 460-463, 2000).
Assim os alvos biol Agicos que nodulam a sinaliza’20 via
VEGFR2 e Tie-2 podem originar melhores terapias pr/k

angi ogfni cas ou antiangi ogfni cas.
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FTPHbeta (descrito pela primeira vez em Kruegar
et al., EMBO J., 9, (1990)) foi sugerido para a modula’?o
da actividade da cinase de tirosina do tipo receptor da
angiopoietina Tie-2, e.g., WO 00/65085). FTPHbeta foi
i gual mente sugerida para actividades regul adoras de VEGFR2,

e.g., Pat. U.S. Pub. No. 2004/0077065.

Ser® desej®el desenvolver anticorpos, e.g. um
anti corpo nonocl onal humanizado, que regulemselectivamente
a actividade de FTPHbeta e assim potenciem a sinaliza'2o
angi ogfnica, estinmulem o crescimento de vasos sangu®neos
(angi ogfnese), e/ou aunmentem o fluxo sangu®neo em tecido
isquflmico ou reduzam a sinaliza’?2o0 angiogfnica, reduzam o
crescinmento de vasos sangu’neos, e/ou reduzam o fluxo
sangu°neo do tecido afectado. S2o aqui descritos anticorpos
e seus fragmentos que se ligam a FTPHbeta e regulam a
sinaliza’2o celular angiogqnica que, por sua vez, regula a

angi ogfnese.

SUMERI O DA I NVEN={(O

A presente inven'?20 est® relacionada com
anticorpos que se ligam a fosfatase tirosina de prote®nas
humana beta, FTPHbeta, e assim regulam a sinaliza’2o

celular angiogf9nica que, por sua vez, regula a angiogfnese.

A inven'20 est® relacionada com um anticorpo
nonocl onal isolado de acordo coma Reivindica’2o0 1 ou com

um fragmento de liga’2o0 ao antig¥nio isolado de um



PE2371865 - 10 -

anticorpo monoclonal de acordo com a Reivindica2o 5. O
anticorpo e fragmento de liga’20 ao antigfnio ligamse a
fosfatase tirosina de prote®nas humana beta, em que o
referido anticorpo ou seu fragmento de liga'20 ao antig¥nio
regula a sinaliza’?2o celular angiogf9nica que, por sua vez,

regula a angi ogfnese.

A inven'20 est® relacionada com um anticorpo ou
fragmento de liga’20 ao antigf9nio de um anticorpo que se
liga ~ primeira repeti 20 FN3 da fosfatase tirosina de
prote®nas humana beta, em que a prineira repeti 20 FN3 da
fosfatase tirosina de prote®nas humana beta possui a

sequ, ncia nostrada emSEQ ID NO: 11.

Numa realiza’?o0, a inven'20 est® relacionada com
um anticorpo em que o anticorpo ¥ o anticorpo nonoclonal
R15E6 (Hibridoma de nurganho, c9lulas do ba’o de Balbc
(c9lulas B) depositado na American Type Culture Collection
(ATCC), P.O. Box 1549, Manassas, VA 20108 USA em 04 de Mio
de 2006, designado ATCC No. PTA-7580).

Numa outra realiza’2o0, o anticorpo ou fragnento

de liga'20 ao antig¥nio 9 humanizado.

Nurra outra realiza’?o, a inven’2o est®
relacionada comumanticorpo, emque o anticorpo conpreende
0s res°duos da regi2o de liga'20 ao antig9nio do anticorpo

nonocl onal R15E6 e 9 humani zado.
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Nurra outra realiza’?o, a inven'?2o est®
relacionada comum fragnento de liga’20 ao antigfnio de um
anticorpo nmonoclonal, em que o fragnento conpreende as

regi pes vari ®eis das cadeias pesada e |eve.

A inven’20 est® relacionada com um fragnento de
liga20 ao antigf9nio de um anticorpo nonoclonal, em que o

fragmento de liga'?20 ao antig9nio § umfragnento Fab.

S20 aqui i gual mente divul gados nflitodos de
tratamento de um distRrbio regulado pela angiogfnese num
i ndiv®duo, conpreendendo: identifica’?2o0 de um indiv°duo
necessitado de regula’?o0 da angiogfnese; e admnistra’?2o0 ao
i ndiveduo de uma quantidade eficaz de um anticorpo ou seu
fragmento de liga"?0 ao antigf9nio que se liga a FTPHbeta e

regula a angi ogfnese.

S20 tanbqm descritos nfltodos de tratanento de um
di stBrbio regul ado por angiogfnese num indiv°duo, em que o
distBrbio regulado pela angiogfnese 9 um distBrbio por
angi ogfnese elevada e 9 seleccionado do grupo que consiste
em retinopatia diab¥tica, degeneresc, ncia nmacular, cancro,
anemia das c9lulas falciformes, sarcoidose, s°filis,
pseudoxantoma el ®tico, doen’a de Paget, oclus?2o das veias,
oclus?o das artqrias, doen"a obstrutiva das carAidas,
uve°te crAnica/vitrite, infec bPes por mcobactqrias, doen’a
de Lyme, [|RBpus sistfmco eritematoso, retinopatia de
prematuri dade, doen’a de Eales, doen’a de Behcet, infec bes

causadores de uma retinite ou coroidite, presunfve
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histopl asmose ocular, doen’a de Best, mopia, fossetas
col obomatosas, doen’a de Stargardt, pars planite, desco-
lamento crAnico da retina, s°ndrome da hiperviscosidade,
toxoplasnose, trauma e conplica’bpes pAs-laser, doen’as

associ adas comrubeose e v°treo-retinopatia proliferativa.

S20 igual nente descritos nfltodos de tratamento de
umdi stRrbio regul ado por angi ogfinese num i ndiv®duo, em que
o distRBrbio regulado por angiogfnese 9 um distBrbio por
angi ogfnese elevada e 9 seleccionado do grupo que inclui,
mas n2o |lhes est® l|imtado, retinopatia diabftica,
degeneresc,ncia nmacular, cancro, artrite reunatA de,
hemangi omas, doen’a de Osler-Weber-Rendu ou telangiectasia

henorr®gica heredit®ia, e tumores sAidos ou do sangue.

S20 igual nente descritos nfltodos de tratamento de
um di stBrbi o regul ado por angi ogfnese num i ndiv®duo, em que
o distBrbio regulado por angiogfnese € um distBrbio por
angi og9nese elevada e 9 seleccionado do grupo de doen’as
inflamatA&Aias intestinais conm sejam doen’a de Crohn e
colite ul cerativa, psor°ase, sarcoi dose, artrite
reumat A de, henangionas, doen’a de Osler-Weber-Rendu ou
tel angi ectasia henorr@®gica heredit®ia, e tumores sAidos

ou do sangue e s°ndrone da inmunodefici, ncia adquirida.

S20 igual nente descritos nfltodos de tratamento de
um di stRBrbio regul ado por angi ogfnese num i ndiv®duo, em que
o distBrbio regulado por angiogfnese € um distBrbio por

angi ogfnese reduzida e 9 seleccionado do grupo que inclui,
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mas n2o | hes est® [imtado, isquemia do nBscul o esquel qtico
ou do moc®dio, derrane cerebral, doen’a das art9rias
coron®rias, doen’a vascular periffrica, doen’a das art9rias
coron®rias, doen’a cerebrovascular, neuropatia diabftica e

cicatriza’?2o0 de feridas.

S20 igual nente descritos nfltodos de tratamento de
umdi stRrbio regul ado por angi ogfinese num i ndiv®duo, em que
o distRBrbio regulado por angiogfnese 9 um distBrbio por
angi ogfnese reduzida e 9 seleccionado do grupo consistindo
isquemia do nBsculo esquelftico ou do nmioc®dio, derrame
cerebral, doen’a das artfrias coron®ias, doen’a vascular

perifqrica, doen’a das art9qrias coron®ias.

S20 igual nente descritos nfltodos de tratamento de
um distRBrbio regulado por angiogfnese reduzida num
i ndiveduo, em que o distBrbio por angiogfnese reduzida ¢

doen’a vascul ar perif9rica.

S20 igual nente descritos nfltodos de tratamento de
um distRBrbio regulado por angiog9nese reduzida num
i ndiveduo, em que o distBrbio por angiogfnese reduzida ¢

doen’a das art9qrias coron@®rias.

Tanbqfm s2o0 aqui descritas comnposi bes farma-
c,uticas, conpreendendo: um anticorpo ou um seu fragnento
que se liga a fosfatase tirosina de prote°nas humana beta;
e umve°culo aceit®el emtermos farmac, uticos.

Tanbqm s2o0 aqui descritas composi “bes
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farmac, uticas, conmpreendendo: um anticorpo ou um seu
fragmento que se liga a fosfatase tirosina de prote°nas
humana beta, em que o anticorpo 9 o anticorpo nonoclona

R15E6; e umve®cul o aceit®el emternos farmac, uticos.

S20 igualnmente descritas conposi "Pes farma-
c, uticas, conpreendendo: um anticorpo ou um seu fragnento
que se liga a fosfatase tirosina de prote®nas humana beta,
em que o anticorpo 9 um anticorpo nonoclonal tendo as
mesmas, ou substancialmente as nesmas, caracter®sticas
biol Agicas de R15E6; e um ve°culo aceit®el em ternos

farmac, uticos.

S20 igualmente descritas conposi bPes farmac, u-
ticas, conpreendendo: um anticorpo ou umseu fragmento que
se liga a fosfatase tirosina de prote°nas humana beta, em
que o anticorpo ou o seu fragmento de liga'20 ao antig9nio
¥ humanizado; e um ve°culo aceit®vel em ternos

farmac, uticos.

S20 igualnente descritas conposi "Pes farma-
c,uticas, conpreendendo: um anticorpo ou um seu fragnento
que se liga a fosfatase tirosina de prote°nas humana beta,
em que o anticorpo conpreende os res®°duos da regi2o de
liga"20 ao antigfnio do anticorpo rmonoclonal R15E6 e ¢

humani zado; e umve®culo aceit®el emternos farmac, uticos.
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BREVE DESCRI =0 DAS FI GURAS

Figura 1. Desenho e produ’2o0 da prote®na FTPH$ ECD. (Painel
A) Representa’?2o esquen®tica de FTPH§ de tamanho conpleto e
da prote®°na de fus2o do donfnio extracelular de FTPH¢$-6His.
(Painel B) Colora’?o com prata dos eluatos de imdazole de
uma coluna de Ni-NTA carregada com o sobrenadante de
cqlulas HEK293 transfectadas com um vector que dirige a
express?o de $ECD-6His. 8 detectada uma RBnica banda de alto
peso mol ecul ar consistente coma prote®na HPTP-3 de c9lulas

extracelul ares-6His.

Figura 2. R15E6 reconhece FTPH$§ endAgeno em
cflulas endoteliais. ( Pai nel A) Lisados de c9lulas
endoteliais foram imunoprecipitados com um anticorpo
controlo (Pista 1), com R15E6 (Pista 2) ou comunma nmistura
de anticorpos anti-Tie2 e anti-VEGFR2 (Pista 3). Os
i munopreci pi tados foram resol vi dos por SDS- PAGE,
transferidos para uma nenbrana de PVDF e testados por
transfer, ncia western comuma nmistura de anticorpos R15E6,
anti-Tie2 e anti-VEGFR2. Observou-se unma Rnica banda de
massa nol ecul ar elevada consistente com FTPH§ usando R15E6
(Pista 2) e n20 como anticorpo controlo (Pista 1) ou coma
mstura de anti-Tie2 e anti-VEGFR2 (Pista 3). (Painel B) As
cqlulas endoteliais foram sujeitas a an®ise por FACS com
R15E6 (pico branco) ou comcontrolo sem anticorpo prin®rio
(pico preto). A altera’?o robusta na fluoresc,ncia indica
que R15E6 se liga a FTPH§ na superfecie das c9lulas

endoteliais intactas.
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Figura 3. R15E6 estirmula a activa’?2o0 do receptor
Tie2 em HUVEC. A activa’?o de Tie2 foi medida em c9lulas
endoteliais humanas como descrito no Exenplo 4. R15E6
aunmenta, de forma dependente da dose, tanto a activa'?o de

Tie2 basal como a induzida por Angl.

Figura 4. R15E6 estinula a sobreviv,ncia de
HUVEC. A sobreviv,ncia de c9lulas endoteliais humanas com
jejum de soro foi nedida cono descrito no Exenplo 4.
Consistente comos seus efeitos sobre a activa’?2o0 de Tie2,
R15E6 aumenta, de forma dependente da dose, a sobreviv, ncia
cqlulas endoteliais basais e induzidas por Ang1 (Painel A).
Ai nda, R15E6 tanbqm aunenta, de forma dependente da dose, a
sobreviv, ncia de c9lulas endoteliais mediada por VEGF e FGF
(Painfis B e C). Um anticorpo controlo 9 incapaz de

aumentar a sobreviv, ncia de c9lulas endoteliais (Painel D).

Figura 5. R15E6 estimula a migra’?2o de HUVEC. A
mgra’2o das c9lulas endoteliais humanas foi nedida cono
descrito no Exenplo 4. R15E6, numa forna dependente da
dose, estimula a migra'2o de c9lulas endoteliais basais e

das induzidas por VEGF.

Figura 6. R15E6 estimula a norfogfnese de
capilares no ensaio de HUEC/Forma'20 de rebentos em
esferas. A morfogfnese de capilares de c9lulas endoteliais

humanas foi medida no ensaio de forma’2o0 de rebentos em
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esferas conmo descrito no Exemplo 4. R15E6 estimula a

nmor f og9inese basal de capilares e a induzida por VEGF.

Figura 7. A an®ise por transfer, ncias Western
localiza o epitopo de liga’20 a R15E6 na repeti 20 N
terminal FN3 do donfnio extracelular de FTPH$§ (Painel A)
Por an® ise de transfer ncias Western, R15E6 liga-se a
todos os nutantes de truncagem C-term nal denonstrando que
0 epitopo de liga'20 est® situado nas 2 repeti "Pes FN3 N-
termnais. (Painel B) An®ise de prote°nas quinfricas
murganho/ humano tanb¥m localiza o epitopo de liga'2o0 do

R15E6 na repeti 20 FN3 N-terminal de FTPH$.

Figura 8. A an® ise MD confirma a localiza"20 do
epitopo de liga'20 a R15E6 na repeti 20 FN3 N-termnal do
domtnio extracelular de FTPH§. (Painel A) Atrav¥fs da
an® ise MoD, R15E6 |liga-se a todos os mutantes de truncagem
C-terminal, confirmando que o epitopo de liga'?2o0 est®
| ocalizado nas 2 repeti "Pes FN3 N-terminais. (Painel B) A
an® ise de prote°nas quinfiricas nurganho/humano ainda
confirma a localiza’20 do epitopo de liga’20 a R15E6 na

repeti 20 FN3 N-terminal de FTPH$.

Figura 9. A an® ise MD denmonstra que o fragmento
Fab nonoval ente de R15E6 tanbqimse liga  repeti 20 FN3 N-
terminal de FTPH§. (Painel A) de nmopdo senelhante ao
anticorpo R15E6, o fragmento Fab de R15E6 |iga-se a todos
os mutantes de truncagem C-terminal confirmando que o

epitopo de liga’20 est® |ocalizado nas 2 repeti "Pes FN3 N-
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terminais. (Painel B) A an® ise das prote®nas quinfricas
murganho/ humano ainda localiza o epitopo de liga'?2o0 do
fragmento Fab do R15E6 na repeti 20 FN3 N-terminal de
FTPHS.

Figura 10. O fragnento Fab rmnonoval ente de R15E6
n2o estinula a activa’2o de Tie2 e bloqueia a activa'2o0 de

Tie2 por R15E6 intacto.

Figura 11. O fragmento Fab de R15E6 potencial-
mente inibe a sobreviv, ncia de c9lulas endoteliais. (Painel
A) Conparativamente com o fragnento Fab «controlo, o
fragmento Fab de R15E6 potencial mente inibe a sobreviv,ncia
de c9lulas endoteliais. (Painel B) O efeito inibidor do
fragmento Fab do R15E6 9 reduzido por conpeti 20 com R15E6

intacto.

Figura 12. O fragmento Fab de R15E6 inibe a

mgra'2o de c9lulas endoteliais mediada por VEGF.

DESCRI =0 DA LISTAGEM DE SEQUNNCI AS

Cada uma das sequ,ncias de nucleAidos e pro-
teicas na listagem de sequ, ncias, juntamente como corres-
pondente nBnmero ou nBnmeros de acesso Genbank ou Derwent,
quando aplic®el, e espfcie de onde derivam est® nostrado

na Tabela I.
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Tabela I
Descri 20 daSEQ ID NOs: {Espfcie Equival ente
sequ, nci a Nucl eA i dos, No. de Acesso
Prote®na Genbank

Donf ni o 1, 2 Hono
extracelul ar de Sapi ens
FTPHbet a com
cauda de His e
Gly
Donf ni o 3 Hono X54131
extracelul ar de Sapi ens NM 002837
FTPHbet a de
tamanho conpl eto
172 (AA1-730, 84 Hono
FN3's) 775 aa Sapi ens
174 (AA1-376, 4i5 Hono
FN3's) 421 aa Sapi ens
178 (AA1-202, 2i6 Hono
FN3's) 247 aa Sapi ens
ECD1632 aa de :7 Mus NM 029928
mur ganho de muscul us
tamanho conpleto
Primeira FN3:8 Qui nera
humana- Murganho X Hunano-

mur ganho
Segunda FN3 :9 Qui nera
humana- Murganho X Hunano-

mur ganho
Prineiras duas 10 Qui nera
FN3  humanas, - Humano-
Murganho mur ganho
Prinmeira 11 Horo
repeti 2o FN3, sapi ens

humana
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DESCRI =(i0 DETALHADA DA INVEN={iO

A presente inven'20 est® relacionada com

anticorpos que se |ligama FTPHbeta e suas utiliza’Pes.

Tqcni cas padronizadas podem ser usadas para DNA
reconmbi nante, s°ntese de oligonucleAidos, e cultura de
tecidos e transfornma’2o0 (e.g. electropora’2o, lipofec’?20).
As t9qcnicas de reac’?0 enzinRtica e purifica’2o0 podem ser
realizadas de acordo comas especifica’bes do fabricante ou
cono normal nente realizado na arte ou cono aqui descrito.
As tSqcnicas e procedinentos s2o, de um modo geral,
realizadas de acordo com nfitodos convencionais conhecidos
na arte e cono descrito emv@rias refer, ncias gerais e mais
espec®ficas que s?o citadas e discutidas ao longo da
presente especifica’2o. A nmenos que defini bPes espec®ficas
sejam dadas, a nonenclatura utilizada neste contexto e os
procedi mentos |aboratoriais e t¥cnicas de qu°mica anal°®-
tica, qu°mica de s°ntese org°nica e qu°mca nfidica e
farmac, utica aqui descritas s2o as conhecidas e normal mente
usadas na arte. Podem ser wusadas t€cnicas convencionais
para a s°ntese qu°mica, an® ise qu°nmica, prepara’?2o farnma-

c,utica, fornula’20 e entrega, e tratanento de doentes.

Os termps que se seguem a nenos que de outra
forma seja indicado, dever2o ser entendidos cono possuindo
0s seguintes significados:

"Prote®na," 9 aqui usada de forma pernut®el com

pYptido e polipfptido. FTPHbeta 9 fosfatase tirosina de
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prote®nas hunmana cono definida na listagem de sequ, ncias.
Nal gumas realiza’bPes, s?2o0 wusados v®&ios fragmentos de
FTPHbeta. HomA ogos, ortA ogos, fragnentos, variantes e
mutantes da prote®na e gene de FTPHbeta, comp descrito
abaixo, s?o0 considerados dentro do °nbito do terno

"FTPHbeta".

Por "fragmento" pretende-se significar uma por 20
da sequ,ncia de nucleAidos ou de prote®na. Os fragnentos
podem nanter a actividade biol Agica da prote®na nativa. Os
fragmentos de uma sequ, ncia nucleot®dica s2o0 tanmbqm Rteis
como sondas de hibrida’2o0 e sequ, ncias iniciadoras ou para
regular a express?o de um gene, e.g., RNA anti-sentido,
SiRNA ou micro RNA. Uma por 20 biologicamente activa pode
ser preparada atrav¥s do isolamento de unma por 20 de una
das sequ,ncias nucleot°dicas da inven'20, express?o da
por ‘20 codificada (e.g., por express?o reconbinante in

vitro) e avalia’2o0 da actividade da prote®na codificada.

Os famliarizados coma arte tanbqm reconhecer?o
que o0s genes e prote®nas de espfcies diferentes das
listadas na listagem de sequ, ncias, particul armente
espYcies de vertebrados, podem ser Rteis. Tais esp9cies
incluem mas n2o |hes est?o |imtadas, nurganhos, ratos,
cobai os, coelhos, c2?2es, porcos, cabras, vacas, macacos,
chimpanz€s, ovelhas, hanmsters e peixe zebra. O fanilia-
rizados coma arte ainda reconhecer?2o que para utiliza'?o
de sondas das sequ, ncias de espfcies conhecidas, cDNA ou

sequ, ncias genArmcas homM ogas da sequ,ncia conhecida
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poder2o ser obtidas da mesma espfcie ou de uma espfcie
alternativa por nfitodos de clonagem conhecidos. Tais
homM ogos e ortA ogos s2o0 considerados conmo Bteis na reali-

za'20 da inven’2?o.

Por "variantes" pretende-se significar sequ, ncias
simlares. Por exenplo, variantes conservadas podemincluir
as sequ,ncias que, devido =~ degeneresc,ncia do cAdigo
genqtico, codificam a sequ,ncia de am no®idos de um dos
pol i pYptidos da inven'20. Variantes al9licas naturais e
variantes de ‘splicing_ podem ser identificadas com o uso
de t¥cnicas conhecidas, e.g. comreac’20 emcadeia da poli-
merase (PCR), an®ise de polinmrfisnms de nucleAidos
isolados (SNP) e t€cnicas de hibrida’20. Para isolar ort/Ak
| ogos e honA ogos, s?o0 geralmente utilizadas condi "bPes de
hibrida’20 restringentes, ditadas por sequ, ncias espec®-
ficas, conprimento da sequ,ncia, teor de guanina + citosina
(GC) e outros par°metros. Sequ, ncias nucleot®°dicas varian-
tes tamb¥m incluem sequ, ncias nucleot®dicas obtidas por
s°ntese qu°mica, e.g. derivadas atrav€s da utiliza’?o0 de
nutagf9nese dirigida. As variantes podem conter sequ, ncias
adi cionais apenas do |locus genArico ou em conbina’20 com

outras sequ, nci as.

As ol fcul as da inven'20 tanmb¥m incl uem prote®nas
truncadas e/ou nutadas em que regibes da prote°na n2o
necess®ias para a liga'2o0 do ligando ou sinaliza’2o0 foram
del etadas ou nmnodificadas. De forma senel hante, podem ser

nutadas para nodificar a sua liga’2o0 ao ligando ou
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actividades de sinaliza’2o0. Tais muta’bPes podem envolver
nuta’bPes n?o conservadas, dele’bpes ou adi "Pes de
am no®ci dos ou donfnios da prote®na. As prote°nas variantes
podem ou n2o reter a actividade biol Agica. Tais variantes
podem resultar de, e.g., polimorfisno genftico ou da

mani pul a’20 humana.

As prote®nas de fus?o s2o igualmente aqu
consi deradas. Usando nfitodos conhecidos, os familiarizados
com a arte ser2o capazes de fazer prote®nas de fus?o das
prote®nas da inven'20; estas, ainda que diferentes da forma
nativa, podem ser RBteis. Por exenplo, o parceiro de fus?o
pode ser uma sequ, ncia de polip9ptido sinal (ou |°der) que
emco-tradu’2o0 ou empAs-tradu’2o dirige a transfer,ncia da
prote’°na do seu |ocal de s°ntese para umoutro |ocal (e.g.,
o |°der do factor a de l|evedura). Como alternativa, pode
ser adi ci onado para facilitar a purifica’2o ou
identifica’?o0 da prote°na da inven'20 (e.g., poli-His,

pYptido Flag ou prote®nas fluorescentes).

O termo "antigf9nio" refere-se a uma nol fcula ou
uma por 20 de uma nol fcula capaz de ser ligada por um
agente de liga’?20 selectivo, comp seja um anticorpo, e
ainda € capaz de ser wusado num animal para produzir
anticorpos capazes de se ligarem a um epitopo daquele

antigfnio. Umantig9nio pode ter umou mais epitopos.

O termo "epitopo" inclui qualquer determ nante

antig9nico, de prefer,ncia um determinante polipept°dico,
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capaz de se |ligar especificamente a uma inunoglobulina ou a
um receptor de c9lulas T. Em deternminadas realiza bes, os

determ nantes epitApicos incluem grupos de superf®cie
qui mi camente activos condo sejam am no®idos, a’ Rcares,

[°pidos, fosforilo ou sulfonilo e, em determnadas

realiza’bes, podem ter caracter®sticas de estrutura
tridi mensional espec®fica, e/ou caracter®sticas de carga
espec°ficas. Umepitopo 9 una regi2o de umantigf9nio que ¢
ligada por um anticorpo. Em determinadas realiza'Pes, um
anticorpo 9 referido comp se |ligando especificanente a um
antig9nio quando ele preferencialnente reconhece o seu
antig9nio alvo numa nistura conplexa de prote®nas e/ou
macronol §culas. Um anticorpo 9 tanbfm referido com se
ligando especificanente a um antig9nio quando apresenta
mai or afinidade para o antig¥nio que para outras nol fcul as

relaci onadas e/ou n2o relacionadas.

O termo "anticorpo" (Ab) cono aqui usado inclui
anticorpos monoclonais, anticorpos policlonais, anticorpos
nmul ti-espec®ficos (e.g. anticorpos bi spec°ficos),
anticorpos de cadeia sinples, e.g. anticorpos de lama e
camelo, fragnentos de anticorpo, e.g. fragnentos das
regi bes vari ®eis e/ou constantes, desde que apresentem umna
actividade biol Agica pretendida, e.g. actividade de liga'2o0
ao antigfnio. O terno "inmunoglobulina" (Ig) 9 aqui usado de

forma pernut®el com "anticorpo”.

Um "anticorpo isolado"” 4 umque foi identificado,

e/ou separado, e/ou recuperado do seu ambiente natural.
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A uni dade b®ica do anticorpo de quatro cadeias ¢
uma glicoprote®na heterotetranflrica conmposta por duas
cadeias leves (L) id nticas e duas cadeias pesadas (H)
id nticas (umanticorpo IgM consiste em5 uni dades b®sicas
de heterotetr®meros juntanente comum poli pSptido adicional
designado cadeia J, e portanto contfm 10 locais de liga'2o0
ao antig¥9nio, enquanto os anticorpos IgA secretados podem
polinerizar para formar nontagens polivalentes conpreen-
dendo 2-5 das unidades b®icas de 4 cadeias juntamente com
uma cadeia J. No caso das IgGs, a unidade de quatro cadeias
tem geralnente, cerca de 150 kilo Daltons (kDa). Cada
cadeia L est® |igada a unma cadeia H atrav¥s de uma liga'2o0
coval ente dissulfureto, ao nesmo tenpo que as duas cadeias
H est2o ligadas uma  outra atrav¥s de uma ou mais |iga’Pbes
dissul fureto, dependendo do isotipo da cadeia H Cada
cadeia H e L tanbqm possui pontes dissul fureto intracadeia
regul armente espa’adas. Cada cadeia H possui no seu extremno
N, um donfnio vari®el (V4 seguido de tr,s donfnios
constantes (Cy para cada unma das cadeias e .. e quatro
donfnios Cy para os isotipos | e . Cada cadeia L possui no
extremo N, um domtnio vari®el (VL) seguido de um donminio
constante (CL) no seu outro extreno. VL est® alinhada com Vu
e C. est® alinhado com o primeiro dominio constante da
cadeia pesada (Cul). Cr,-se que res°duos de amino®idos
particulares formem uma interface entre os donfnios
vari ®eis da cadeia leve e da cadeia pesada. 0
emparel hamento de Vy e VL em conjunto forma um Bnico |oca
de liga'20 ao antig9nio. Para a estrutura e propriedades

das diferentes classes de anticorpos, ver, e.g., Basic and
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Clinical Irmmunology, 8th edition, Daniel P. Stites, Abba I.
Terr and Tristram G Parslow (eds.), Appleton & Lange,

1994, p®sina 71 e Cap°tulo 6.

A cadeia L de qualquer uma das espfcies de
vertebrado pode ser <classificada comp um de dois tipos
claranmente distintos, designados capa e |anbda, com base
nas sequ, ncias de anino®idos dos seus donfnios constantes.
Dependendo da sequ, ncia de amino®idos do donfnio constante
das suas cadeias pesadas (Cu), as imunoglobulinas podem ser
classificadas em classes ou isotipos diferentes. Existem
cinco classes de imunoglobulinas: IgA 1IgD, IgE, IgGe IgM
possui doras de cadeias pesadas designadas , ,oSe
respectivamente. As classes .. e s20 ainda divididas em
subcl asses com base em diferen’as relativamente menores na
sequ,ncia e fun'20 de Cy e.g. os seres humanos expressam
as seguintes subclasses: IgGl, I1gG2, IgG3, Ig&4, IgAl e
[gA2.

Os menbros da fanmflia Canmelidae, e.g. |lams,
canelo e dromed®ios, possuem um RBnico tipo de anticorpo,
sem cadeias leves e ainda sem o donmfnio Cy (Miyldernans,
S., Rev. Mdl. Biotechnol., 74, 277-302 (2001)). A regi?o
vari ®el destes anticorpos de cadeia pesada 9 designada Vi
ou VHH, e constitui o fragmento de liga"20 ao antig9nio
intacto mais pequeno que se conhece (15 kDa) derivado de

unma i munogl obul i na funcional.

O terno "vari®vel" refere-se ao facto de deter-



PE2371865 - 27 -

m nados segmentos dos donfnios vari®eis diferirem
extensivanmente em ternos de sequ,ncia entre os diferentes
anticorpos. O donmfnio V medeia a liga'?20 ao antigfnio e
define a especificidade de um anticorpo particular para o
seu antig9nio. No entanto, a variabilidade n2o0 est®
al eatorianmente distribu®da ao longo dos 110 ami no®cidos dos
donfnios vari ®eis. Pelo contr®io, as regibPes V consistem
segmentos relativanente invariantes designados regibes
estruturais ( framework_, FR) de 15-30 amino®idos separa-
das por regibes curtas de extrema variabilidade designadas
"regi bes hipervari®eis" que temcada uma 9-12 amino®idos
de comprimento. Os donfnios vari®eis das cadeias pesadas e
| eve nativas conmpreendem cada um quatro FRs, largamente
adoptando uma configura’2o0 de folha ¢, ligados por tr,s
regi bes hipervari®eis, as quais formam ansas que ligam e
nal guns casos fazem parte, a estrutura de folha §. As
regi bes hipervari @eis emcada uma das cadeias s2o0 nantidas
juntas emestreita proximdade pelas FRs e, comas regibes
hi pervari ®eis da outra cadeia, contribuem para a forma'2o0
do local de liga’20 ao antig9nio dos anticorpos. Os
dontnios constantes n2o est?o directanente envolvidos na
liga’20 de um anticorpo a um antigf9nio, mas apresentam
VRias fun'bes efectoras, cono seja a participa’2o0 do
anticorpo na citotoxicidade celular dependente de anticorpo

( ADCC) .

O ternmo "regi2o hipervari®el" quando aqui usado
refere-se aos res°duos de amino®idos de um anticorpo que

s20 respons®eis pela liga’2o0 ao antigfnio. A regi2o
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hi pervari ®el geral mente conpreende res®°duos de am no®i dos
de uma "regi2o determinante de conplementaridade” ou "CDR"
(e.g. aproximadamente por volta dos res®°duos 24-34 (L1),
50-56 (L2) e 89-97 (L3) emV, e aproxinadanmente por volta
dos res°duos 1-35 (H1), 50-65 (H2) e 95-102 (H3) em Vg
Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological
Interest, 5th  Ed. Public Health Service, Nati onal
Institutes of Health, Bethesda, M. (1991)) <e/ou os

res®duos de uma regi2o da "ansa hipervari ®el".

O termo "anticorpo monoclonal™ comp aqui usado
refere-se a um anticorpo obtido a partir de uma popula’?o
de anticorpos substancialmente honog9nea, i.e., 0s
anticorpos individuais conmpreendendo a popula’2o0 s2o0
id nticos excepto as poss°veis nuta’bPes naturais que possam
estar presentes emquantidades muito pequenas. Ao contr®io
das prepara’bpes de anticorpos policlonais, que incluem
di ferentes anticorpos dirigidos contra diferentes epitopos,
cada anticorpo nonoclonal € dirigido contra um RBnico
epitopo, i.e. um Bnico determinante antig9nico. Para alfm
da sua especificidade, os anticorpos nonoclonais s?2o
vantajosos por poderem ser sintetizados sem contanmina’?o
com outros anticorpos. O adjectivo "nonoclonal” n2o deve
ser considerado conmo requerendo a produ’2o do anticorpo
atravqs de qualquer nfitodo particular. Por exenplo, os
anticorpos nonoclonais Bteis na presente inven'20 podemser
preparados atrav®s da netodologia de hibridomas ou podem
ser produzidos wusando nfltodos de DNA reconbinante em

c¥lulas bacterianas, animais eucariAicos ou c9lulas
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vegetais (ver, e.g., Pat. US. No. 4,816, 567). Os
"anticorpos monoclonais" podemtambfmser isolados a partir
de bibliotecas f®gicas de anticorpos, usando as t€cnicas
di spon°®veis, e.g. Clackson et al., Nature, 352:624-628
(1991).

Os anticorpos monoclonais aqui tratados incluem
anticorpos "quinrflricos" em que uma por 20 da cadeia pesada
e/ou leve ¢ id ntica ou homH oga de sequ,ncias corres-
pondentes emanticorpos derivados de uma esp€cie particular
ou pertencentes a uma classe ou subclasse de anticorpos
particulares, enquanto o restante das cadeias 9 id ntico ou
homM ogo de sequ,ncias correspondentes em anticorpos
derivados de uma outra espfcie ou pertencente a uma outra
classe ou subclasse de anticorpos, assimcono fragnentos de
tais anticorpos, desde que apresentem a actividade
biol Agica pretendida (ver Pat. US. No. 4,816,567, e
Morrison et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81, 6851-6855
(1984)).

Um "fragmento de anticorpo"” conpreende uma por 20
de um anticorpo nmultinflrico, de prefer ,ncia a regi?o de
liga’20 ao antigfnio ou vari®el do anticorpo intacto.
Exenpl os de fragmentos de anticorpos incluem Fab, Fab',
F(ab')2, d°meros e tr°neros de conjugados Fab, Fv, scFy,
m ni corpos,; diacorpos, triacorpos e tetracorpos; anti-
corpos lineares (Ver Hudson et al, Nature Med. 9, 129-134
(2003)).
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"Fv" 9 o fragnento de anticorpo nfninmo que possui
um local de liga'?20 ao antig9nio conpleto. Este fragmento
consiste numd®°nero de umdontnio da regi2o vari ®el de una
cadeia pesada e de unma cadeia leve em associa’?20 estreita
n2o covalente. Do enrolamento destes dois donfnios surgem
seis ansas hipervari®eis (3 ansas de cada uma das cadeias
H e L) que contribuem com res®duos de amino®idos para a
liga"20 ao antigf9nio e conferemao anticorpo especificidade
da liga’20 ao antigfnio. No entanto, nesmp um donfnio
vari ®@el sinples (ou netade de um Fv conpreendendo apenas
tr,s CDRs espec®ficas de umantigf9nio) tem a capacidade de
reconhecer e se ligar ao antig9nio, e 9 capaz de portanto

estar inclu®do na defini 20 de Fv.

"Fv de cadeia sinples" tanmb¥m abreviado cono

sFv" ou "scFv" s2o0 fragnentos de anticorpos que conpreen-
dem os donfnios Vy e VL de anticorpos |igados numa Rnica
cadeia polipept®dica. De prefer,ncia, o polipSfptido sFv
ainda conmpreende umelenmento de liga'2o0 pept°dico entre os
donfnios Vi e VL que permite ao sFv formar a estrutura

pretendida para liga“20 ao antigfnio.

Os ternos "diacorpos, triacorpos e tetracorpos”
referemse a pequenos fragmentos de anticorpos preparados
atravqs da constru’2o de fragmentos de sFv com pequenos
elenentos de liga’2o0 (cerca de 5-10 res°duos) entre os
donfnios V4 e VL de nmodo que 9 conseguido o enparel hanento
intercadeias mas n2o intracadeias dos donfnios V,

resultando numfragnento nultival ente.
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O termp "anticorpo hunmanizado”™ ou "anticorpo

humano refere-se a anticorpos que conpreendem sequ, ncias
das regibes vari®eis das cadeias pesada e |leve de una
espfcie nzZo humana (e.g. ummurganho) nas em que pel o nenos
uma por ‘20 da sequ,ncia Vy e/ou V. foi alterada para ser
mais do "tipo humano", i.e. mais semelhante a sequ, ncias
vari ®eis da |linha germinativa humana. Umtipo de anticorpo
hunmani zado € um anticorpo enxertado com CDR, em que as
sequ, ncias CDR humanas s2o0 introduzidas em sequ, ncias VH e
VL n?2o humanas para substituir as correspondentes
sequ, ncias CDR n2o humanas. Os neios para a prepara 2o de
anticorpos quinflricos enxertados com CDR e hunanizados s2o
conhecidos dos familiarizados coma arte (ver, e.g., Pat.
U.S. Nos. 4,816,567 e 5,225,539). Um nfltodo para a prepa-
ra’2o de anticorpos humanos enprega o uso de animais
transg9nicos, com seja um nurganho transg9nico. Estes
animais transg9nicos possuem uma por 20 substancial do
genoma produtor do anticorpo hunmano inserido no seu prAprio
genoma e a produ’?2o0 dos anticorpos endAgenos do aninmal ¢
tornada deficiente relativamente = produ’2o de anticor pos.
Mt odos para a prepara’?o de tais animis transgfnicos s2o
conhecidos na arte. Tais animis transg9nicos podem ser
produzidos wusando tecnologia XenoMouseR™ ou wusando uma
abordagem de "minilocus". Mitodos para a produ’2o de
XenoM ceRT™™M  est2o0 descritos nas Patentes U.S. Nos.
6, 162, 963, 6, 150,584, 6,114,598 e 6,075, 181. Mitodos para a
produ’2o0 de animais transg9nicos usando a abordagem de
"mnilocus" est?o descritos nas Patentes US. Nos.

5, 545, 807, 5, 545, 806 e 5, 625, 825, e WO 93/12227.
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A hunmaniza’2o0 de um anticorpo n2o0 humano tornou-
se rotina nos Rltinos anos, e est® agora dentro do conhe-
cimento dos familiarizados com a arte. V®ias conpanhias
of erecem servi "os para produzir um anticorpo hunmanizado,
e.g. Xoma, Aries, Medarex, PDL, e Canbridge Antibody
Technol ogies. Os protocolos de humaniza’?o0 est?2o extensi-
vanente descritos na literatura t9cnica, e.g., Kipriyanov
and Le Gall, Mlecular Biotechnol, Vol. 26, pp 39-60
(2004), Humana Press, Totowa, N; Lo, Miftodos Ml. Biol.,
Vol. 248, pp 135-159 (2004), Humana Press, Totowa, N; Wi
et al, J. Ml. Biol. 294, 151-162 (1999).

Em determinadas realiza’bPes, os anticorpos da
presente inven’20 podem ser expressos em |linhas celulares
di ferentes das linhas celulares de hibridomas. Sequ, ncias
codificadoras de anticorpos particulares podem ser usadas
para transforma’20 de uma c9lula hospedeira de manffero
adequada por nfltodos conhecidos para a introdu’2o de
polinucleAidos numa c9lula hospedeira, incluindo, por
exenpl o, encapsida’?2o0 do polinuclef&ido num v°rus (ou num
vector viral) e transdu’2o de uma c9lula hospedeira como
v°rus (ou vector) ou atravfs de processos de transfec’?o
conhecidos na arte, cono exenplificado nas Pat. U.S. Nos.
4,399, 216, 4,912,040, 4,740,461, e 4,959,455, O processo
de transforma’?20 usado pode depender do hospedeiro a ser
transfornado. Mitodos para a introdu’?2o0 de polinucleAidos
heter A ogos emc9lulas de nmanffero s2o conhecidos na arte e
incluem mas n2o |hes est2o linitados, transfec’ 20 mediada

por  dextrano, precipita’?o com fosfato de c@®cio,
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transfec’20 nediada por polibreno, fus?o de protoplastos,
el ectropora’2o0, encapsula’?o de umou mais polinucleAidos
em |ipossomas, mstura de ®idos nucleicos com |°pidos
carregados positivanmente e microinjec’20 directa do DNA nos

nBkcl eos.

Ura nol fcula de ®ido nucleico codificadora da
sequ,ncia de amino®idos da regi?2o constante da cadeia
pesada, uma regi2o vari®el da cadeia pesada, uma regi?o
constante da cadeia leve, ou uma regi2o vari®el da cadeia
| eve de um anticorpo ou um seu fragmento numa conbina’?o
adequada caso se pretenda, 9/s2o inseridos num vector de
express?o adequado usando t€cnicas de liga’20 conven-
cionais. A regi?o constante da cadeia pesada ou da cadeia
|l eve do anticorpo pode ser apensa ao extremo C da regi?o
vari el adequada e 9 ligada a um vector de express?o. O
vector 9 tipicamente seleccionado para ser funcional na
cYlula hospedeira particular enpregue (i.e. o vector ¢
conpat®vel com a naquinaria da c9lula hospedeira de nodo
que a anplifica’2o0 do gene e/ou express?o do gene possam
ocorrer). Para uma revis?2o dos vectores de express?o, ver
Mt odos Enzynol. vol. 185 (Goeddel, ed.), 1990, Acadenic

Press.

Os anticorpos e seus fragmentos da presente
inven20 |ligamse a FTPHbeta e regulam a angiogfnese. Cono
definido acima, o termo anticorpo 9 usado para significar

um fragmento de liga’20 ao antig9nio. Os usos de tais



PE2371865 - 34 -

anticorpos e fragnentos de liga'20 ao antigfnio s2o0 ainda

descritos abai xo.

Ensaios de rastreio que usam nodelos in vitro e in vivo de

angi ogfnese

Os anticorpos da inven'20 podem ser testados em
ensai os de angiog9nese que s?o conhecidos na arte. Tais
ensaios incluem ensaios in vitro que medem substitutos do
crescimento de vasos sangu®neos em cYlulas em cultura ou
forma’2o0 de estruturas vasculares de explantes de tecidos e
ensaios in vivo que nmedemo crescinento de vasos sangu®neos
directanmente ou indirectanmente (Auerbach, R., et al. (2003).
Clin Chem 49, 32-40, Vailhe,B., et al. (2001). Lab Invest
81, 439-452).

Modelos in vitro de angi ognese.

A mioria destes ensaios enprega c9lulas
endoteliais emcultura ou explantes de tecidos e nedi "20 do
efeito dos agentes nas respostas celulares "angiogfnicas”
ou na forma’20 de estruturas do tipo capilares sangu®neos.
Exermpl os de ensaios de angiogfnese in vitro incluem nas
n2o |hes est2o l|imtados, mgra'2o0 e prolifera’2o0 de
cqlulas endoteliais, forma’20 de tubos capilares, forma'2o0
de rebentos endoteliais, o ensaio do explante do anel

a/Atico e o ensaio do arco a/tico de pintos.
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Model os in vivo de angi og€nese

Nestes ensaios, os agentes ou anticorpos s2o
admi nistrados |ocalmente ou sistemicamente na presen’a ou
aus,ncia de factores de «crescimento (i.e. VEGF ou
angiopoietina 1) e o crescinento de novos vasos sangu®neos
§ medido atrav€fs da observa’?o directa ou atravfs da
medi 20 de um marcador substituto conmp seja o teor de
henogl obina ou um indicador fluorescente. Exenplos de
angi ogfnese, incluem mas n2o | hes est?2o limtados, ensaio
da menbrana corioalant/A ca de pintos, ensaio de angiogfnese

da cAnea e o ensaio do tamp?o de MATRIGELU.

Tratamento de di st Brbi os regul ados por

angi ognese

O termp "regular" 9 definido de acordo com os
seus significados aceites dos dicion®ios. Assim o
significado do terno "regular" inclui, mas n2o0 |hes est®
imtado, regular positivamente ou regular negativanente,
fixar, ordenar ou uniformzar, governar, ou dirigir atrav¥s
de v®&ios neios. Num caso, um anticorpo pode ser usado num
nfitodo para o tratamento de um "distBrbio por angiogfnese
el evada” ou "distRBrbio por angiogfnese reduzida". Compo aqui
usado, um "distRBrbio por angiogfnese elevada" 9 aquele que
envol ve angiogfnese indesejada ou el evada nas manifesta’ pbes
bi ol Agicas da doen’a, distRBrbio e/ou condi "20; na cascata
bi ol Agi ca que conduz ao distRBrbio; ou cono um sintoma do

distBrbio. De forma semel hante, o "distBrbio por angio-
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gfnese reduzida"” 9 um que envolve angiogfnese desej®el ou
angi og9nese reduzida nas nanifesta’bes biol Agicas. Este
"envol vi mento" da angi ogflnese numdistBrbi o por angiogfnese
el evada/reduzida inclui, mas n?o0 |hes est?2o |imitados, os

seguintes:

(1) A angiogfnese cono uma "causa" do distRrbio
ou nmanifesta’2o0 biol Agica, em que o n°vel de angiog9nese ¢
el evado ou reduzido geneticamente, por infec’20, por auto-
i muni dade, trauma, causas bioqu°mcas, estilo de vida ou

por outras causas.

(2) A angiogfnese comp parte da manifesta’?o
observ®vel da doen’a ou distRBrbio. Ou seja, a doen’a ou
distBrbio 9 medida em termos da angi ogfnese aumentada ou
reduzida. De um ponto de vista cl°nico, a angiogfnese
indica a doen"a; no entanto, a angiogfnese nZo necessita de

ser "marca registada" da doen’a ou distRrbio.

(3) A angiogfnese € parte da cascata bioqu°mca
ou celular que resulta na doen"a ou distRBrbio. Neste
contexto, a regula’?o da angiogfnese pode interronper a
cascata e pode controlar a doen’a. Exenplos n2o linitantes
de distRrbios regulados por angiogfnese que podem ser

tratados pela presente inven’20 s20 aqui descritos abaixo.

Os anticorpos da presente inven'20 podem ser
usados para tratar doen’as associadas a neovasculariza’?o

retinal/coroidal que incluem mas n?o0 | hes est2o |initadas,
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retinopatia diab¥itica, degeneresc,ncia mnacular, cancro,
anem a das c9lulas falciformes, sarcoidose, s°filis, pseu-
doxantoma el ®tico, doen’a de Paget, oclus?o das veias,
oclus2o das artqrias, doen’a obstrutiva das carA&idas,
uve®te crAnica/vitrite, infec bPes por mcobactqrias, doen’a
de Lyme, [|RBpus sistqmico eritematoso, retinopatia de
prematuri dade, doen’a de Eales, doen’a de Behcet, infec’bes
causadores de uma retinite o coroidite, presumvel
histopl asmose ocular, doen’a de Best, mopia, fossetas
col obomatosas, doen’a de Stargardt, pars planite, desco-
lanmento crAnico da retina, s°ndrome da hiperviscosidade,
toxopl asnose, trauma e conplica’bPes pAs-laser. Outras
doen"as incluem mas n2o |hes est2o limtadas, doen’as
associadas a rubeose (neovasculariza’ 2o da °ris) e doen’as
causadas pela prolifera’2o anornmal de tecido fibrovascular
ou fibroso incluindo todas as formas de v°treo-retinopatia

proliferativa, associada ou n?20 a diabetes.

Os anticorpos da presente inven'20 podem ser
usados para tratar doen’as associadas a inflama’20 cr/Anica.
As doen’as com sintomas de inflama’20 cr/nica incluem
doen’as inflamatAias intestinais, com doen’a de Crohn e
colite ulcerativa, psor°ase, sarcoidose e artrite
reunat A de. A angiog9nese 9 um elenmento chave que estas
doen’as inflamatAias crAnicas possuem em comum A
inflama’20 cr/Anica depende da forma’20 cont°nua de rebentos
capilares para manter uminfluxo de c9lulas inflamat/Aias.
O influxo e presen’a das cflulas inflamatAias produzem

granulomas e, assim mant, mo estado inflamatAio cr/nico.
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A inibi "20 da angiogfnese pelas conposi "Pes e nfltodos da
presente inven'20 evitar® a forma’20 dos granulomas e

aliviama doen’a.

A doen"a de Crohn e a colite wulcerativa s?o
caracterizadas por inflama’20 crAnica e angiogfnese em
VRios locais no tracto gastrointestinal. A doen’a de Crohn
caracteriza-se por inflama’20 granulomatosa crAnica ao
longo do tracto gastrointestinal consistindo em novos
rebentos capilares rodeados por um cilindro de cH¥lulas
inflamatA&Aias. A preven'?2o0 da angiogfnese inibe a forma'2o
dos rebentos e evita a forma'20 de granulomas. A doen’a de
Crohn ocorre com uma doen’a inflamatAia crAnica
transmural que afecta principalnmente o °leo distal e o
cHon mas pode tanbqm ocorrer em qual quer parte do tracto
gastrointestinal desde a boca at9 ao °nus e ®ea perianal.
Os doentes com doen’a de Crohn geral mente possuem diarreia
crAnica associada a dor abdominal, febre, anorexia, perda
de peso e incha’o abdominal. A «colite wulcerativa 9
igual mnte uma doen’a inflamatAia crAica e ulcerativa,
n2o espec°fica, que surge na mucosa do cAon e que se

caracteriza pela presen’a de diarreia comsangue.

As doen’as inflamatAias intestinais tanbfm
apresentam nani festa bes extra-intestinais tais cono |esbes
da pele. Tais lesbPes s2o0 caracterizadas por inflana’20 e
angi ogfnese e podem ocorrer em nuitos locais para alqm do
tracto gastrointestinal. Os anticorpos da presente inven'2o

podem ser capazes de tratar estas lesbes atrav®s da
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preven’2o0 da angiogfnese, reduzindo assim o influxo de

clulas inflamatAias e a forma’ 20 da |les?o.

Sarcoidose § uma outra doen’a inflamatA&ia crAni-
ca que se caracteriza por umdistRBrbio granulomatoso mul ti-
sistema. Os granulonas desta doen’a podem formar-se em
qual quer local do corpo e assim os sintomas dependem da
localiza’?0 dos granulomas e se a doen’a est® activa. Os
granul omas s?o0 criados pelos rebentos angiogfnicos de
capilares que proporcionam um fornecimento constante de

cYlulas inflamat &i as.

Os anticorpos da presente inven'2o0 podem tanbqm
tratar as condi "pes inflamatAias crAnicas associadas com
psor®ase. A psor®ase, uma doen’a da pele, 9 uma outra
doen’a crAnica e recorrente que se caracteriza por p®pulas
e placas de v@®ios tamanhos. A preven’?2o0 da forma'20 de
novos vasos sangu’neos, necess®ia para nmanter as |esbes

caracter®sticas, conduz ao al°vio dos sintomas.

A artrite reumat/Aide 9 uma doen’a inflamatAia
crAnica que se caracteriza pela inflama’20 n2o espec®fica
das articula’bes periffricas. Pensa-se que o0s Vvasos
sangu’°neos no forro sinovial das articula’bPes sofram
angi og9nese. Para alfm de ser formarem novas redes de
vascul atura, as c9lulas endoteliais |ibertam factores e
espcies de oxigfnio reactivas que conduzem ao crescinento
de pannus (tecido fibrovascular) e destrui 20 da

cartilagem Os factores envolvidos na angiogfnese podem
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contribuir activanente para o estado de inflama’20 crAnica
da artrite reunmatA de e ajudar a mant,-lo. Outras doen’as
que podem ser tratadas de acordo com a presente inven'2o
s20 os hemangiomas, doen’a de Osl|ler-Weber-Rendu ou telan-
giectasia hermorr®gica heredit®ia, e tumores sAidos ou do

sangue e s°ndrone da irmunodefici, ncia adquirida.

Os anticorpos da presente inven'20 podem tanmbqm
ser wusados para tratar um "distBrbio por angiogfnese
reduzida". Como aqui usado, um "distRBrbio por angiogfnese
reduzida" 9 aquele em que a angiogfnese seria considerada
benqfica para tratar uma doen’a, distBrbio e/ou condi "20. O
distBrbio 9 um que se caracteriza por tecido que sofre ou
est® emrisco de sofrer danos isqufimicos, infec’20, e/ou n®
cicatriza’?o, que resulta quando o tecido 9 desprovido de
uma fornecimento adequado de sangue oxigenado devido a
circula’?o inadequada. Comp aqui usado, "tecido" € usado no
seu sentido mais lato, para incluir, mas n2o |hes est®
limtado, o seguinte: tecido card®aco, cono sejammioc@®dio
e ventr°loquos card®acos; tecido er€ctil; mdscul o
esquel §itico; tecido neurol Agico, cono seja o do cerebelo;
Arg2os internos, como sejam o cYrebro, cora’2o0, p°ncreas,
fegado, ba’o e pulnmfo; ou ®eas generalizadas do corpo cono
sejam os nmenbros na sua totalidade, um p9 ou ap, ndices

distais tais como os dedos da nto ou do pf.

Miit odos de vasculariza’2o de tecido isqufimco

Os anticorpos da presente inven'20 podem ser
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usados num rfitodo de vasculariza’?o de tecido isqufm co.

Como aqui usado, "tecido isqufimico," significa tecido
desprovido de fluxo sangu®neo adequado. Exenplos de tecido
isquiflmco incluem mas n2o |hes est2o |imtados, tecido sem
fornecimento de sangue adequado resultante de enfartes do
moc® dio e cerebrais, isquema nesent9rica ou dos nenbros,

ou o resultado de unma oclus?2o vascular ou estenose. Num
exenplo, a interrup’2o do fornecinento de sangue oxigenado
pode ser causada por oclus?o vascular. Tal oclus?2o vascular
pode ser causada por arteriosclerose, trauma, procedi nentos
cirBrgicos, doen’a e/ou outras etiologias. T9cnicas de
rotina convencionais est?2o dispon®veis para deternminar se
um tecido est® em risco de sofrer danos isqufim cos
derivados de oclus?o vascular indesej®el. Por exenplo, na
doen’a do moc®dio estes nfitodos incluem una variedade de
t9cnicas de imagiologia (e.g., netodologias com nmarcadores
radi oactivos, raios x, e MI) e testes fisiol Agicos. Assim

a indu’2o0 de angiogfnese 9 um nmeio eficaz de prevenir ou
atenuar isquemia emtecidos afectados ou emrisco de serem
afectados por oclus?2o vascular. Ainda, o tratamento de
isquemia do mBsculo esquelftico e do mioc®dio, derrane
cerebral, doen’a das artfrias coron®ias, doen’a vascular
perifqrica, doen’a das artqrias coron®ias, 9 total mente

contenpl ado.

Os famliarizados com a arte de utiliza’2o0 de
tqcni cas convencionais podem nedir a vasculariza’?o do
tecido. Exemplos n2o0 linmitantes da nedi 20 da vascul a-

riza’2o de tecidos numindiv°duo incluem SPECT (tonografia
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conputadorizada por emiss?o de fot2o [Rnico); PET
(tonografia por enmiss?2o0 de positrbes); MI (imagiologia de
resson’°ncia magn¥tica); e conbina’2o0 dos mesnos, atravqs da
medi “20 do fluxo sangu®neo para o tecido antes e apA& o
tratamento. A angiografia pode ser usada como unma avalia’2o
da vascul aridade macroscApica. A avalia’2o histol Agica pode
ser usada para quantificar a vascularidade ao n°vel dos
pequenos vasos. Estas e outras t9€cnicas est?o discutidas em
Simons, et al., "Clinical trials in coronary angiogenesis,"

Circulation, 102, 73-86 (2000).

Miit odos de repara’?o de tecidos

Os anticorpos da presente inven'20 podem ser
usados num nfltodo de repara’?2o0 de tecidos. Cono aqui usado,
"repara’?o0 de tecidos" significa prono’20 da repara’?2o de
tecidos, regenera’?o0, crescimento e/ou manuten’2o incluin-
do, mas n?o | hes estando |limitados, repara’2o de feridas ou
engenharia de tecidos. Os familiarizados coma arte saber?o
que a forma’20 de novos vasos sangu®neos 9 necess®ia para
a repara’?o de tecidos. Por sua vez, o tecido pode ser
danificado atravfs de |lesbPes traun®icas ou condi Pes
incluindo artrite, osteoporose e outros distRrbios esquel §-
ticos e queimaduras, mas nzo | hes est2o |imtados. O tecido
pode tanbqfm ser danificado por |esbes causadas por
procedi nentos cirfBrgicos, irradia’?2o0, lacera’2o0, qu°micos
t Aicos, infec’pes virais ou bacterianas ou queinaduras.
Tecido necessitado de repara’2o tanmbqm inclui feridas nZo

cicatrizantes. Exenmplos de feridas n2o «cicatrizantes
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incluem Bl ceras da pele que n2o cicatrizamresultantes de
patol ogia diab¥tica; ou fracturas que n2o cicatrizam

facil mente.

Os anticorpos podem tambqm ser utilizados na
repara’2o de tecidos no contexto de procedimentos de
regenera’2o0 de tecidos guiados (GIR). Tais procedimentos
s20 actual mente usados pelos fanmiliarizados coma arte para
acelerar a «cicatriza’2o0 de feridas apA procedi mentos

cirfBrgicos invasivos.

Os anticorpos podem ser wusados num nfltodo de
promo’20 da repara’2o0 de tecidos caracterizado pela
estimula’20 do crescinmento de tecidos durante o processo de
engenharia de tecidos. Comd aqui wusado, "engenharia de
tecidos" € definido cono a cria’?20, desenho e fabrica’2o0 de
dispositivos prostqticos biolAgicos, em conbina’20 com
materiais sint9ticos ou naturais, para aumentar ou
substituir tecidos e Ag?os do corpo. Assim o presente
nfit odo pode ser usado para aumentar o desenho e crescimento
de tecidos humanos fora do corpo para posterior inmplanta’2o
na repara’?2o ou substitui "20 de tecidos doentes. Por
exenplo, os anticorpos podem ser [RBteis na pronmp'20 do
crescinmento de substitui "Pes de enxertos de pele que s2o

usados comp terapia no tratamento de quei maduras.

Num outro caso de engenharia de tecidos, os
anticorpos da presente inven'2o0 podem ser inclu°dos em

dispositivos, com c9lulas ou sem c9lulas, que induzem a
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regenera’2o de tecidos humanos funcionais quando
i mplantados num local que requer regenera’2o0. Cono
anteriormente discutido, a regenera’2o de tecidos conduzida
por biomateriais pode ser usada para promover novo
crescimento Asseo, por exenmplo em doen’a periodontal.
Assim os anticorpos podem ser wusados para pronover o0
crescinmento de tecidos reconstitu°dos montados  em
configura’bpes tridimensionais no local de uma ferida ou

outro tecido necessitado de tal repara’?o.

Num outro caso de engenharia de tecidos, os
anticorpos podem ser inclu°dos em sistemas externos ou
internos contendo tecidos humanos destinados a substituir a
fun’20 de tecidos internos doentes. Esta abordagem envolve
isolanmento de «c%lulas do <corpo, sua substitui 20 com
matrizes estruturais e inplanta’2o0 do novo sistenma dentro
do corpo ou usando o sistema fora do corpo. Por exenplo, os
anticorpos podemser inclu®°dos numenxerto vascular forrado
de c9lulas para promover o crescimento das c9lulas contidas
no enxerto. Prev,-se que os nflitodos da inven'20 possam ser
usados para aumentar a repara’2o, regenera’?o e engenharia
de tecidos em produtos tais cono cartilageme osso, tecidos
do sistema nervoso central, nBsculo, f°gado e c9lulas dos

i | hqus pancre®icos (produtoras de insulina).

Formul a”bes farmac, uticas e nfitodos para o seu uso

Os anticorpos da inven'20 podemser adm nistrados

a indiv®duos para tratar ou prevenir doen’as ou distBrbios
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que s2o regulados pelos genes e prote®nas da inven'20. O
termo "tratamento" € aqui wusado para significar que a
administra’2o0 de um conposto da presente inven'2o0 mitiga
uma doen’a ou um distBrbio num hospedeiro. Assim o terno
"tratamento" inclui preven’?2o0 da ocorr,ncia de umdistBrbio
num hospedeiro, particularmente quando o hospedeiro tem
predisposi 20 para adquirir a doen"a nmas ainda nZo foi
di agnosticado com a doen’a; inibi 20 do distRrbio; e/ou
al°vio ou revers?o do distBrbio. Na medida em que os
mfit odos da presente inven’20 s2o dirigidos = preven'2o de
distRBrbios, 9 entendido que o termd "prevenir" n2o requer
que o estado da doen’a seja conpletanente contrariado. (Ver
Webster' s Ninth Collegiate Dictionary.) Emvez disso, cono
aqui usado, o ternmo preven'2o refere-se = capacidade do
famliarizado coma arte identificar uma popula’?2o que que
§ suscept®vel aos distRrbios, de mbdo que a adnministra’2o
dos conpostos da presenta inven’20 pode acontecer antes do
estabel ecimento de una doen’a. O terno n2o inmplica que o
estado de doen’a seja conpletamente evitado. Os conpostos
identificados atravqs dos nfltodos de rastreio da presente
inven’20 podem ser administrados conjuntamente com outros

conpostos.

A seguran’a e a efic®ia terap,utica dos
cormpostos identificados podem ser determ nadas atrav¥s de
procedi nentos convencionais usando tecnologias in vitro ou
in vivo. Os conpostos que apresentam grandes °ndices
terap, uticos podem ser preferidos, ainda que conpostos com

°ndices terap,uticos mais baixos possam ser RBteis se o
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n°vel de efeitos secund®ios for aceit®el. Os dados
obti dos a partir das t flcni cas t oxi col Agi cas de
farmacol Agicas in vitro e in vivo podem ser usados para

formul ar a gama das doses.

A efic®ia de umconposto pode ainda ser avaliada
em nodelos aninmais ou em ensaios cl°nicos de doentes com

angi ogfnese desregul ada ou i nadequadanente regul ada.

Como aqui wusado, "ve°culo aceit®el em ternos
farmac, uticos" destina-se a incluir todos os solventes,
mei os de dispers?o, revestinentos, agentes antibacterianos
e antifBngicos, agentes isotAnicos e retardadores da
absor’20 e similares, conpat®veis com a admnistra’2o
farmac,utica. O wuso de tais meios e agentes para
subst®ncias activas emternos farmac, uticos 9 conhecido na
arte. Excepto se qualquer meio ou agente convencional for
i ncompat®vel com o conposto activo, tais neios podem ser
usados nas conposi ‘Pes da inven'20. Compostos activos
supl ementares podem ser igualmente incorporados nas
conposi “Pes. Uma conposi "20 farmac,utica da inven'20 ¢
fornmul ada para ser conpat®vel coma via de administra’2o a
que se destina. Exenplos de vias de administra’?o incluema

administra’2o parent9rica, e.g. intravenosa, intrad¥rmca,

subcut®nea, a oral (e.g., inala’?20), transd¥rmca (tApica),
transmucosal e rectal. As solu’bPes ou suspensbPes usadas
para aplica’2o parent€rica, intradfrmica ou subcut®nea

podem incluir os seguintes conponentes: um diluente

estqril, cono seja ®ua para injec’2o0, soro fisiolAgico,
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A eos fixados, polietilenoglicAs, glicerina, propile-
noglicol ou outros solventes sintqticos; agentes antibac-
terianos tais como @ cool benz°lico ou nmetil parabenos;
antioxidantes tais com ®ido ascAbico ou bissulfito de
sAdio; agentes quelantes tais conmo ®cido etilenodiam na-
tetracqtico;, tanpbes tais comp acetatos, citratos ou
fosfatos e agentes para ajustar a tonicidade cono seja
cloreto de sAdio ou dextrose. O pH pode ser ajustado com
®ci dos ou bases, como seja ®ido clor®°drico ou hidrAkido de
sAdio. A prepara’?o parentqrica pode ser usada para encher
anpol as, seringas descart®eis ou reservatA&ios de

mBl tiplas doses feitos emvidro ou pl ®tico.

As conposi “Pes farmac, uticas para uso inject®vel
incluemsolu”bes aquosas estfreis (quando sol Bveis em ®gua)
ou dispersbes e pA estfreis para a prepara’?2o0 extemnpor®nea
de solu’bPes ou dispersbes inject®eis estfreis. Para
administra’2o intravenosa, ve°culos adequados incluem soro
fisiol Agico, ®gua bacteriost®ica, CREMOPHOR ELU ( BASF,
Parsippany, NJ.) ou soro fisiolAgico tanmponado com
fosfatos (PBS). Em todos os casos, a composi ‘20 deve ser
estqril e dever® ser fluida at9 ao ponto de existir f@cil
seringabilidade. Deve ser est®el nas condi "Pes de produ’?o
e armazenamento e deve estar preservada contra a ac’?o
contaminante de microrganisnos tais cono bact9rias e
fungos. O ve°culo pode ser umsolvente ou meio de dispers2o
contendo, por exenplo, ®gua, etanol, poliol (por exenplo,
glicerol, propilenoglicol, e polietilenoglicol I|°quido e

simlares), e suas misturas adequadas. A fluidez correcta
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pode ser mnantida, por exenplo, atrav¥s do uso de um
revestinmento como seja a lecitina, atrav¥s da manuten’20 do
tamanho de part°culas necess®io no caso da dispers?o e
atravqs do uso de tensioactivos. A preven'?2o0 da ac’20 de
mcrorganismos pode ser conseguida atravfs de V@rios
agentes antibacterianos e antifRBngicos, por exenplo,

parabenos, clorobutanol, fenol, ®ido ascAbico, tinerosal,

e simlares. Em muitos casos, ser® prefer®vel incluir
agentes isot/Anicos, por exenplo, a’"Bcares, poli® coois tais
como manitol, sorbitol e cloreto de sAdio na conposi "20. A
absor 20 prolongada das comnposi "Pes inject®eis pode ser
conseguida atrav¥s da inclus2o na comnposi '20 de um agente
que retarde a absor’?2o0, por exenplo, nonostearato de

alunfnio e gelatina.

As solu’bPes inject®eis estfreis podem ser
preparadas atrav®s da incorpora’2o do composto activo na
quanti dade necess®ia num solvente adequado com um ou una
conbina’?20 dos ingredientes acima enumerados, conforme
necess®io, seguido de esteriliza’?2o por filtra’2o. De um
modo geral, as dispersbes s2o preparadas atrav¥s da
incorpora’?2o do conposto activo num ve°culo estfril que
contemumnneio de dispers2o b®ico e os outros ingredientes
necess®ios. No caso dos pA estfreis para a prepara’?o de
solu’bes inject®eis estfreis, os nfitodos preferidos de
prepara’2o s2o0 a secagemsob v@uo e liofiliza"20 que d® um
pE£ do ingrediente activo mis qualquer ingrediente
adi cionado pretendido a partir de uma solu’?2o0 previanente

esterilizada por filtra“2?o.
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A administra’?o sist9mca pode tanb¥m ser atrav9s
de meios transnucosais ou transd¥rmicos. Para administra’?2o
transmucosal ou transdfrmica, s2o wusados na formula’2o
penetrantes adequados =~ barreira a ser permeada. Tais
penetrantes s2o de nodo geral conhecidos na arte e incluem
por exenplo, para administra’2o transnucosal, detergentes,
sais biliares e derivados do @®ido fus°dico. A adminis-
tra’2o transmucosal pode ser conseguida usando sprays
nasais ou supositA&ios. Para administra’2o transd¥rmca, os
conmpostos activos s2o formul ados em pomadas, b® sanos, g¥is

ou cremes cono conhecido de mopdo geral na arte.

Os conpostos podem tanbqm ser preparados na forma
de supositAios (e.g. com bases convencionais para
supositA&rios conb sejam manteiga de cacau e outros

glicqridos) ou enemas de reten’20 para entrega rectal.

Numa realiza’?o, os compostos activos s?o0
preparados com ve®cul os que proteger2o o conposto contra a
elimna’2o0 r®ida do corpo, como seja uma formula’2o0 de
liberta’20 controlada, incluindo inmplantes e sistemas de
entrega microencapsulados. Podem ser wusados pol°neros
bi odegrad®eis e bioconpat®veis, conb sejam acetato de
etilenovinilo, polianidridos, ®ido poliglicAico, «cola-
g9nio, poliortofsteres e ®ido polil®tico. Mitodos para a
prepara’2o de tais forrmula’bes ser2o aparentes para os
famliarizados com a arte. Os materiais podem tanbfm ser
obtidos conercialnmente =~ Alza Corporation e Nova

Pharmaceuticals, Inc. Suspensbes de |ipossomas (incluindo
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| i possomas direccionados para c9lulas infectadas com
anti corpos nonoclonais contra antig9nios virais) podem ser
i gual mente wusados comp ve°culos aceit®eis em ternos
farmac,uticos. Estes podem ser preparados de acordo com
nfit odos conhecidos dos familiarizados com a arte, por

exernpl o, cono descrito na Patente U.S. No. 4,522, 811.

§ especialmente vantajoso fornular conposi “bes
orais ou parentfricas na fornma de dosagem unit®ia para
facilidade de administra’2o e wuniformidade da dosagem
"Forma de dosagem unit®ia" cono aqui usado, refere-se a
uni dades fisicamente discretas adequadas comp dosagens
unit®ias para o indiv®duo a ser tratado, cada unidade
contendo uma quantidade pr9-determ nada do conmposto activo
cal cul ada para produzir o efeito terap,utico pretendido em
associa’?o0 com o ve®°culo farmac,utico adequado. A
especifica’2o0 para as formas de dosagem unit®ias s20
ditadas e est?o directanmente dependentes das caracter®s-
ticas Bnicas do composto activo e do efeito terap,utico
particular a ser atingido, e das limta'bes inerentes na
arte de formula’20 de tal composto activo para o tratamento

de indive°duos.

EXEMPLOS

Exenplo 1. Produ’?2o0 do dontnio extracelular da

prote®na FTPH$.

Miit odos: FTPH$ de tamanho conpleto foi c¢lonada a
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partir de uma biblioteca de placenta humana de acordo com
as instru'bes do fabricante (Origene). O clone 9 id ntico a
um clone de cDNA anteriormente descrito (acesso Genbank #
X54131) excepto faltar a repeti 20 FNII #5. Um cDNA
codificador da totalidade do donfnio extracelular solRBvel

(ECD) de FTPH$ foi clonado por PCR a partir do cDNA de
tamanho conpleto (ver sequ, ncia abaixo) codificador dos AA
1-1534 com a adi 20 de His-His-His-His-His-His-Gly (6His-
Gly) C-terminal (SEQ ID NO. 1). O cDNA resultante foi

clonado nos vectores de express?o de mnffero para a
express2o transitAia (pShuttle-CW) ou est®vel (pcDNA3. 1(-

)) em c9lulas HEK293. Para obter FTPH§ ECD (($ECD)

purificada, as c9lulas HEK293 transfectadas com um vector
de express?o de $ECD foram incubadas em Opti MEM sem soro
(Gi bco) durante 24 horas em condi "Pes de crescinento
normais. O mio condicionado foi ent2o recuperado,

centrifugado para remover detritos (1000 rpm x 5 mnutos),

e 1 m de agarose Ni-NTA |avada (Qiagen) (500 1L de
material conpactado) foi adicionado a 10 m de neio
clarificado e deixado a agitar durante a noite a 4éC. No
dia seguinte, a mistura foi carregada numa coluna e |avada
com 20 volunmes de coluna de NaH2PO4 50 mM NaCl 300 mV

Imdazole 20 MM pH 8. A prote®na do donfnio extracelular
de FTPH$ purificada (SEQID NO: 2) foi ent?o elu°da emseis
frac'pes com 200 11/elui "20 em NaH2PO4 50 mM NaCl 300 miV

Imdazole 250 mM pH 8. As frac’'bpes foram analisadas
relativamente ao seu teor de prote°na usando electroforese
em gel de SDS-poliacrilamida desnaturante e redutor e
detectado por colora’?2o comprata (Invitrogen) e confirmado

por espectronetria de nassa.
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Resul tados: Para desenvolver um anticorpo contra
o donfnio extracelular de FTPH§, foram desenvolvidos
vectores de express?2o que dirigem a express?o de uma
prote®na do donfnio extracelular de FTPH$ etiquetada com 6-
His (Figura 1, Painel A). Subsequentemente, a prote°na do
domtnio extracelular de FTPH$§ etiquetada com 6-His foi
purificada at9 perto da honogeneidade (Figura 1, Painel B)
a partir do mio «condicionado das c9lulas HEK293

transfectadas como vector de express?o.

Exemplo 2. Gera’?2o0 de anticorpos nmonoclonais

contra o donfnio extracelular de FTPH$.

Miit odos: Para a produ’2o0 do inunogf¥nio dontnio
extracelular de FTPH§, a prote®na do donfnio extracelular
de FTPH$ etiquetada com 6-His purificada foi conjugada com
tiroglobulina porcina (Sigma) usando qu°nmica de acoplagem
EDC (Hockfield, S. et al., (1993) Cold Spring Habor
Laboratory Press. Volume 1 pp. 111- 201, I mmunocy-
tochemistry). O conjugado do donfnio extracelular de FTPH$-
tiroglobulina foi dialisado contra PBS, pH 7,4. Mirganhos
Bal b/c adultos forament2o inmunizados subcutaneamente como
conjugado (100-200 1g) e adjuvante conpleto de Freund numa
mstura de 1:1. ApA 2-3 senanas, o0s nurganhos foram
injectados intraperitoneal nente ou subcutaneamente com
adjuvante inconpleto de Freund e o conjugado numa mstura
de 1:1. A injec’20 foi repetida s 4-6 semanas. Os soros
foram col hidos dos murganhos 7 dias apA& a terceira

injec’20 e testados relativanente =~ imuno-reactividade
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contra o antigf9nio dontnio extracelular de FTPH§ por ELISA
e transfer,ncia western. Os nurganhos que apresentaram una
boa resposta contra o antig9nio receberam um refor’o
atravqs de uma Bnica injec’?20 intra-ba’o com 50 1| da
prote°na domtnio extracelular de FTPH$ purificada,
msturada a 1:1 com hidrA&xido de alunfnio, usando una
agulha extra longa de 31 gauge (Goding, J. W, (1996)
Monocl onal Antibodies: Principles and Practices. Third
Edition, Academc Press Limted. p.145). Resum damente, os
murganhos foram anestesiados com2,5% de avertina, e criou-
se uma incis?2o de 1 cent®metro obl°qua na pele da parede do
corpo esquerda. A mistura de antigfnio foi administrada
atravqs da inser’2o0 da agulha da por’ 20 posterior para a
por ‘20 anterior do ba’o numa injec’?2o0 longitudinal. A
parede do corpo foi suturada e a pele fechada com duas
nol as pequenas de netal. Os nurganhos foram nonitorizados
relativamente a uma recupera’?2o0 segura. Quatro dias ap/A
cirurgia o ba’o do ratinho foi renovido e suspensbes de
cYlulas isoladas foram preparadas para fus2o comcqlul as de
m el oma de nurganho para a cria’?20 das linhas celulares de
hi bridoma (Spitz, M, (1986) Mitodos In Enzyrol ogy, Volune
121. Eds. John J, Lagone and Helen Van Vunakis. PP.33-41
(Academ c Press, New York, NY)). Os hibridomas resultantes
foram cultivados em neio nodificado de Dul becco (Gibco)
supl ementado com 15 % de soro fetal bovino (Hyclone) e

hi poxantina, aminopterina e timdina.

O rastreio de hibridomas positivos come’ou 8 dias

apAs a fus?2o e continuou durante 15 dias. Os hibridonmas
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produtores de anticorpos anti-donfnio extracelular de FTPH$
foram identificados por ELISA em duas s¥ries de placas de
96 alv€olos: uma revestida com o dontnio extracelular de
FTPH$ etiquetado com histidinas e uma outra revestida com
uma prote®na MurA bacteriana etiquetada com histidinas cono
um control o negativo. O segundo anticorpo 9 de burro anti-
[gG de nmurganho marcado com peroxidase de r®bano silvestre
(HRP) (Jackson Immunoresearch). A inmuno-reactividade foi
noni torizada nos alv9¥olos usando revela’?20 de cor iniciada
por conprimdos de ABTS dissolvidos emtanp20 TBS, pH 7,5.
As misturas de reac’?2o0 de HRP individuais foram paradas
pela adi 20 de 100 microlitros de 1% SDS e leitura da
absorv°ncia a 405 nm com um espectrofot/Aretro. Os
hi bri domas produtores de anticorpos que interagiram com o
donfnio extracelular de FTPH$§-6His, e n2o com a prote°na
murA-6His foram usados para posterior an® ise. Realizaram
se dilui "pes limtes (0,8 cHlulas por alv9¥olo) duas vezes
para os clones positivos em placas de 96 alv€¥olos, com
clonalidade definida como sendo mais de 99% dos alv¥ol os
comreactividade positiva. Os isotipos dos anticorpos foram
determinados usando a tecnologia Iso-strip (Roche). Para
obter anticorpo purificado para subsequente avalia’?o0, os
sobrenadantes de cultura de tecidos foram purificados por

afini dade usando colunas de prote°na A ou de prote°na G

Resul tados: Cinco anticorpos nonoclonais inmuno-
reactivos com a prote°na donfnio extracelular de FTPH$
foram isolados e receberam as seguintes designa’ bpes R15E6,

R12A7, R3A2, R11C3, R15G2 e R5AS.
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O anticorpo nonoclonal R15E6 foi depositado na
American Type Culture Collection (ATCC), P.O. Box 1549,
Manassas, VA 20108 USA on 04 May 2006.

Exenplo 3. R15E6 liga-se a FTPH$§ endAgena nas

c¥l ul as endoteliais humanas.

A. R15E6 liga-se a FTPH§ endAgena conforne

dermonstrado por inmunoprecipita’?2o e transfer, ncias Western.

Materiais: CHlulas endoteliais da veia unbilical
humana (HUVECs), nmio EGM e solu’2o neutralizante de
tripsina da Canbrex; OPTIMEM I (Gibco), albumina s9rica
bovina (BSA; Santa Cruz), soro fisiolAgico tanponado com
fosfatos (PBS; Gibco), Factores de crescinmento incluindo
Angiopoietina 1 (Ang1), factor de crescimento endoteli al
vascular (VEGF) e factor de crescinento de fibroblastos
(FGF) (R&D Systens), anticorpo nonoclonal contra Tie2 (Duke
University/P&GP), anticorpo policlonal contra o receptor de
VEGF 2 (VEGFR2) (Whitaker et. al), prote®na A/G agarose
(Santa Cruz), sistema de electroforese emg¥is pr9-fornados
de Tris-Glicina/transfer, ncia (6-8% (Invitrogen),
menbranas de PVDF (Invitrogen), tamp?o de lise (20 mmTris-
HCI, 137 mm NaCl, 10% glicerol, 1% triton-X-100, 2 nM EDTA,
1T mM NaOV, 1 nM NaF, 1 mM PMF, 1 1g/m leupeptina, 1 1g/m
pepstatina).

Mit odo: HUVECs foram pr€-tratadas durante 30 min
com anticorpo (em OPTIMEM ou OPTIMEM I apenas. ApA
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reno’20 do pr¥-tratanmento, as c9lulas foram tratadas com
Ang1 (100 ng/m) durante 6 mnutos em PBS + 0,2% BSA e
lisadas emtamp?o de lise. Os |lisados correramdirectamente
num gel de Tris-Glicina ou foram inunoprecipitados com 2-5
1g/m de anticorpo Tie-2 ou 10 1g/m do anticorpo R15E6 e
prote®na A/G agarose. As anpbstras imunoprecipitadas foram
| avadas |Ix comtanp?2o de lise e fervidas durante 5 min em
tamp2o de anostra 1 Xx. As anostras foramresolvidas num gel

de Tris-Glicina, transferidas para uma nenbrana PVDF, e
detectadas por transfer,ncia western usando os anticorpos
i ndi cados (pTYR Ab (PY99, Santa Cruz), Tie-2, VEGFR2 e/ou
R15E6) .

Resul tados: Por IP/transfer,ncia western, R15E6
reconhece unma banda principal de alto peso nolecular
consistente com o tamanho de FTPH§ (Figura 2, Painel A
Lane 2). As bandas nenos intensas de peso nolecular mis
bai xo provavel mente representam formas de precursor de
FTPH§ menos glicosiladas. Uma imunoprecipita’2o (IP) com
IgG nZo inmune controlo n2o nmostra bandas na gama dos pesos
mol ecul ares de FTPH$ (Figura 2, Painel A Pista 1) e umIP
com Tie2/VEGFR2 conbinado nostra bandas do peso nolecular
esperado (Figura 2, Painel A Pista 3). Este resultado

denmonstra que R15E6 reconhece e 9 espec°fico de FTPH$.

B. R15E6 liga-se a FTPH§ endAgeno cono
dermonstrado pela an® ise FACS

Materiais: HUVECs, nmeios EGM nedia, e solu’20 de
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neutraliza’?o da tripsina da Canbrex; segundo anticorpo
marcado com Alexfluor 488 da Mdlecular Probes; solu?o
salina equilibrada de Hank (Gibco); citAretro de fluxo
FACSCAN e o programa Cell Quest da Becton Dickenson.

Miit odo: HUVECs foram tripsinizadas, tratadas com
solu’2o0 de neutraliza’?2o da tripsina e |lavadas com HBSS. O
anticorpo R15E6 (0,6 1g) foi adicionado a 250000 cqlulas em
50 1l de HBSS e incubado em gelo durante 20 minutos. As
cqlulas foram lavadas com 1 m de HBSS, seguido da adi 20
de 2 1g do segundo anticorpo conjugado com fluoresc, ncia
durante 20 minutos em gelo. As c9lulas foram lavadas e
ressuspensas em 1 m de HBSS, depois de analisadas no
citAretro de fluxo as clulas foram tratadas apenas com o

segundo anticorpo conjugado comfluoresc, ncia.

Resul tados: Atrav€s da an® ise FACS, nas HUVECs
intactas, R15E6 causa um desvio robusto (>90% das c9l ul as)
no sinal de fluoresc, ncia conparativanmente com o segundo
anticorpo apenas (Figura 2, Painel B). Este resultado
indica que R15E6 se liga a FTPH$§ endAgena apresentada na

superf®cie de c9lulas endoteliais intactas.

Exenplo 4. R15E6 estimula a activa'?o de Tie2 e
promove niltiplas respostas angiogfnicas (sobreviv, ncia das

cflulas endoteliais, migra2o e norfog9nese capilar).

A. R15E6 estimula a fosforila’20 de Tie2 na
aus,ncia e presen’a da angiopoietina 1 (Ang1), o |ligando de

Tie2.
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Miit odos: HUVECs foramcul tivadas em meio semsoro
como acima descrito na presen’a ou aus,ncia de v@®ias
concentra’Pes de R15E6 e com ou sem Angl adicionado.
Prepararamse l'i sados, i munoprecipitaramse com um
anticorpo contra Tie2, foramseparados por electroforese em
gel de poliacrilamida e transferidos para unma menbrana
PVDF. As prote°nas inunoprecipitadas |igadas a menbranas
foram ent2o0 sequencialmente sujeitas a transfer, ncia
western comumanticorpo antifosfotirosina para quantificar
a fosforila’2o0 de Tie2 seguido de um anticorpo contra Tie2
para quantificar Tie2 total. A fosforila’20 de Tie2 ¢
expressa cono a raz2o entre o sinal de antifosfotirosina e

o sinal de Tie2 total.

Resul tados: R15E6 estinula a fosforila2o0 de Tie2
na aus,ncia e na presen’a de Angl (Figura 3). Este
resultado indica que a liga’2o0 de R15E6 a FTPH13 na
superf®cie das cHlulas endoteliais mopdula a sua fun'2o
bi ol Agica, resultando na estimula’?o0 da activa'2o0 de Tie2

na aus,ncia ou presen’a de |igando.

B. R15E6 estinmula a sobreviv,ncia das cHlulas
endoteliais na aus,ncia e na presen’a de factores de

crescimento endotelial.

Materiais: HUVECs, nmei os EGM e solu’?o
neutralizante da tripsina da Canbrex; DMEM (Cell Gro), BSA
deslipidizada (BD Falcon), Ensaio Cell Titer Glo ATP Assay
(Pronega), Factores de Crescimento (Angl, VEGF 165 e FGF)
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(R&D Systens), leitor de placas Victor V Multilabel (Perkin
El mer Wallac).

Miit odo: HUVECs foram semeadas a 10000
cqlulas/alv¥olo, jejuaramemDMEM 0, 2% BSA semsoro e foram
tratadas 72h na presen’a ou aus,ncia de factor de
crescimento (Angl, VEGF ou FGF), com ou sem V@rias
concentra’bpes do anticorpo R15E6. ApA 72 horas, as c9lulas
foram | avadas com DMEM e as c9lulas que sobreviveram foram
quantificadas atrav¥s da medi 20 dos n°veis de ATP usando o
ensaio Cell Titer Glo Luminescence Assay de acordo com as

instru’bes do fabricante (Promega).

Resul tados: Consistente com os resultados do
ensai o de activa'?o de Tie2, R15E6 estimula a sobreviv, ncia
de c9lulas endoteliais na aus,ncia de factor de crescimento
adi cionado nas concentra’bes entre 0,5 e 5 nM (Figura 4,
Pai nel A). De forma senel hante, R15E6 estinmula a
sobreviv,ncia das c9lulas endoteliais nediada por Angl
(Figura 4, Painel A) assim cono a sobreviv,ncia celular
medi ada por VEGF e FGF (Figura 4, Painfis B e C). No se
observa aumento da sobreviv,ncia com um anticorpo
nmonocl onal controlo (Figura 4, Painel D). Estes resultados
dermonstramque a liga’2o0 de R15E6 a FTPH§ na superf®cie das
cqlulas endoteliais aunenta a sobreviv,ncia da |inha de
base das c9lulas endoteliais assim comp a sobreviv,ncia
mediada por nmBltiplas vias angiog9nicas (Angl, VEGF, e
FGF).
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C. R15E6 estimula a migra’2o0 das cHlulas

endoteliais na aus,ncia e na presen’a de VEGF.

Materi ais: HUVECs, mei os EGM e solu'?o
neutralizante da tripsina da Canbrex; EBM sem vermel ho de
fenol (PRF-EBM Canbrex), BSA deslipidizada (BD Falcon),
sistema BD Falcon Biocoat Endothelial Cell Mgration (BD
Falcon), Calce®°na AM (Mlecular Probes); Factores de
Crescimento (VEGF 165) (R& Systens), leitor de placas
Victor V Multilabel (Perkin Elnmer Wallac).

Mfit odo: HWECs foram suspensas em PRF-EBMO, 1%
BSA e seneadas a 50000 c9lulas/transalv¥olo (BD Bioscience,
3 1m tamanho do poro). Factor de Crescinento/R15E6 foi
colocado no alv9olo do fundo da c°mara de transalv€qolos e
i ncubado 4-22h. As c9lulas que migraramatrav¥s da menbrana
foram detectadas atrav¥s de marca’2o0 com4ig/m de calcena
AM durante 90'. A fluoresc,ncia foi nedida usando um

instrunmento Victor V (485/535).

Resul tados: Consistente com os resultados no
estudo de sobreviv,ncia, R15E6 estinula a migra’2o de
cYlulas endoteliais da linha de base e nediada por VEGF

(Figura 5).

D. R15E6 estimula a forma’2o0 de rebentos
endoteliais e a norfog9nese endotelial na aus,ncia ena

presen’a de factores de crescimento endoteliais.
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Materiais: HUVECs e meio EGM da Canmbrex; esferas
Cytodex e colagf9nio tipo I da Sigma; PBS de Dul becco e neio
M99 da Gi bco; VEGF da R&D.

Mfit odo: HUVECs passagem 4 (2x10% c9lulas) foram
cultivadas com5 ng de esferas de Cytodex em 10 m de EGM
em placas bacteriol Agicas, n2o tratadas para cultura de
tecidos, de 100 mmdurante 48 horas comagita’20 ocasional.
Esferas revestidas com cHlulas foram transferidas para um
tubo cAnico de 50 ml e ressuspensas em 380 1| de D-PBS. Os
g¥is de colag¥nio foram preparados pela adi 20 de 71,4 1l
de esferas revestidas comcflulas a 2,8 m de uma solu'2o
de matriz consistindo em3 ng/m de colag9nio em nmeio M99
supl ementado com NaOH 0, 005 N, HEPES 20 nM e NaHCG: 26 niM
Trezentos e cinquenta microlitros das esferas foram
distribu®°dos por alvfolo numa placa de cultura de tecidos
de 24 alvfolos e a matriz deixada a solidificar durante 1
hora a 37éC/5% CO,. Unm de neio EGM com ou sem VEGF (10
ng/m) ou R15E6 (7,5 1g/m) foi adicionado por alvqolo e
colocada novanente na incubadora. ApA& 48 horas, um
observador alheio ao estudo visualizou os rebentos com um
mcroscApio invertido de contraste de fase e observou 50
esferas por alv9olo, em triplicados de alv9olos,
relativamente presen"a de rebentos de cqlulas
endoteliais. Os resultados foramexpressos com o nlirmero de

rebentos por esfera.

Resul tados: Consistente com os resultados dos

outros ensaios, RI15E6 tanmbqm estinmula a norfog9nese de
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capilares na linha de base e nediada por VEGF no ensaio de

forma’20 de rebentos endoteliais nas esferas (Figura 6).

Exenplo 5. O epitopo de liga'?20 a R15E6 situa-se
na repeti 20 FN3 N terminal do donfnio extracelular de

FTPH$ humana.

A. A an®ise de transfer,ncias Western dos
nmutantes reconbinantes truncados no extremo C e das
prote°nas quinfri cas murganho/humano nostra que o epitopo
de liga’20 a R15E6 se situa na repeti 20 FN3 N-ternminal do

domtnio extracelular de FTPHS$.

Mit odos: CHlulas HEK293 foram transfectadas com
vectores de express?2o codificadores dos nutantes de
truncagem de FTPH§ ou da quimera rmurganho/humano. As
cflulas transfectadas foram ent2o incubadas em Opti MEM
durante mais 24 horas, apA o que neio condicionado
contendo o donfnio extracelular de FTPH§ indicado foi
col hido e guardado para uso futuro ou usado inmediatamente
em estudos de transfer,ncia Western ou ECL (ver abaixo).
Para a an® ise de transfer ,ncias, 20 1l de neio condi-
cionado contendo a prote®na FTPH$ indicada ou sem prote®na
reconbi nante (simula’20, vector vazio transfectado) foram
separados por PAGE, transferidos para uma nenmbrana PVDF e

testados com R15E6.

Resul tados: Atravqs da an® ise de transfer, ncias

western, R15E6 liga-se a todos os mutantes de dele’?2o0 C-
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terminal FTPH§ (Figura 7A) indicando que o epitopo de
liga’20 est® nas duas prineiras repeti "Pes FN3 N-terminais.
R15E6 9 incapaz de se ligar ao donfnio extracelular de
FTPH§ murino (SEQ ID NO 7) denonstrando especificidade
para a prote°na humana (Figura 7B pista 6 vs. pista 2). A
substitui 20 da 1t ou 1t e 2t repeti "Pes FN3 N terminais
murinas com as sequ, ncias humanas restaurou a liga'2o0 de
R15E6 (Figura 7B pistas 3 e 5). Pelo contr®io, a
substitui 20 de apenas a 2t repeti 20 FN3 nurina com a
sequ, ncia humana falha a restaura’?o da liga'2o0 (Figura 7B
pista 4). Considerados em conjunto, estes resultados
| ocalizamo epitopo de liga'20 de R15E6 na repeti 20 FN3 N-
termnal (Z100 ami no®idos) de FTPH§ humana.

B. A an®ise ECL (electroquimiolumnescente) dos
mutantes de truncagem terminal e das prote®nas quinfricas
murganho/ humano confirnma que o epitopo de liga’20 a R15E6
est® na repeti 20 FN3 N-terminal do donfnio extracelular de

FTPH§.

Mit odos: Os sobrenadantes contendo a prote°na
FTPH$§ indicada foram usados para revestir placas de 96
alvqolos High Bind MsD (Meso Scale Discovery), deixadas a
secar e bloqueadas com 3% BSA durante 1 h. A prote°na foi
ent2o0 incubada com o anticorpo nonoclonal R15E6 ou como o
fragmento Fab de R15E6 (10 nM ou 1,5 1g/m) durante 1 h,
| avada e incubada com um anticorpo de cabra anti-nurganho
com uma narca MD-Tag (10 nM durante 1 h. O excesso de

anticorpo foi renovido por |avagem e o tanp?o de leitura
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MoD foi adicionado. A eniss?o de luz foi nedida usando o
leitor Sector 2400 (MD). MED utiliza detec’20 de
el ectroqui m ol umi nesc, ncia para detectar eventos de liga’2o
em arranjos padronizados. A tecnologia exclusiva de Meso
Scale Discovery usa mcroplacas MILTI-ARRAYU e MILTI-SPOTU
com el §fctrodos integrados no fundo da placa. Os el qctrodos
MSD feitos de carbono e reagentes biolAgicos podem ser
|igados ao carbono sinplesnente por adsor 20 passiva e
mant, mum n®vel elevado de actividade biol Agica. Os ensaios
MSD usam marcas electroquimolum nescentes para detec’?o
ultra-sens®°vel. Estas marcas electroquiniolumnescentes
emtem luz quando estinuladas electroquimcamente. O
processo de detec’2o0 9 iniciado nos el €ctrodos enbutidos
situados no fundo das mnmicroplacas de MD e apenas marcas
perto do el fctrodo s?o0 excitadas e a luz detectada a 620

nm

Resul tados:  Consistente com os estudos de
transfer, ncias western, R15E6 liga-se a todas as prote°nas
FTPH$§ truncadas no extremo C atrav®s da an® ise MD (Figura
8A). Tanbqfim consistente coma an® ise western, R15E6 fal ha
a liga’2o0 ao donfnio extracelular de FTPH§ murina mas a
liga"20 9 restaurada pela substitui 20 da repeti 20 FN3 N
terminal nmurina como donfnio FN3 N-term nal humano (Figura
8B). Estes dados confirmamque o epitopo de liga"20 a R15E6
est® na repeti 20 FN3 N-terninal de FTPH$§ humana. Cono
esperado, o epitopo de liga’20 do fragnento Fab R15E6
nmonoval ente poder® tanb¥m ser mapeado na repeti 20 FN3 mais

N-terminal de FTPH$ humana (Figura 9).
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Exermrplo 6. Um fragnento Fab R15E6 Fab monoval ente
bloqueia a activa’?o0 de Tie2 nediada por R15E6 e inibe a

sobreviv,ncia e mgra'?2o das c9lulas endoteliais.

Miitodos: A activa’?o0 de Tie2 e os ensaios de
sobreviv,ncia e mgra’2o0 de c9lulas endoteliais foram
realizados comp descrito acima no Exenplo 4. Fragmentos Fab
de R15E6 nmonoval entes foram preparados conmo anteriornente
descrito. R15E6 purificado foi dialisado em Tris-HClI 0,1M
pH 8,0, contendo EDTA 2 nmM e ditiotreitol 1 nM Papa®na
(Pierce) a 1-2 ng/m foi activada no tanp2o acima referido
durante 15 minutos a 37éC. R15E6 a 10 ng/m foi incubado
com papa®na no nesmo tamp?o usando uma propor 20 de
enzi ma:substrato de 1:100, durante |h a 37éC. A digest?o
foi terminada pela adi "20 de iodoacetanmida (concentra’?o
final 20 mMV) e mantida em gelo durante 1 h, protegida da
luz. O nmaterial digerido compapa®na foi dialisado durante
a noite contra soro fisiolAgico tanponado com fosfatos,
para remover a iodoacetanmida. O grau de digest2o foi
nmonitorizado por SDS-PAGE com o desaparecimento da cadeia
pesada gama (MN 55000 kDa) e o aparecinento do fragmento Fc
de gama (MN 27000 kDa) e cadeias leves (MN 22000-25000
kDa) .

Resultados: Ao contr®&io do anticorpo R15E6
intacto, os fragnentos Fab n2o estinmulam a activa’2o0 de
Tie2 (Figura 10). Ainda, na presen’a de excesso do
fragmento Fab, a activa’2o de Tie2 nmediada por R15E6 ¢

bl oqueada (Figura 10). Surpreendentenente, o fragmento Fab
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de R15E6 inibe marcadamente a sobreviv,ncia das c9lulas
endoteliais comparativanente com um controlo Fab (Figura
11A) e este efeito pode ser contrariado pela adi "20 de
R15E6 intacto (Figura 11B). Consistente com o efeito
negativo na sobreviv, ncia endotelial, o Fab de R15E6 tanmbqm
bloqueia a migra’2o de c9lulas endoteliais mediada por VEGF
(Figura 12). Estes resultados denonstram que o R15E6
intacto dinflrico 9 necess®io para o aunento da sinaliza’?2o
angiogfnica e que R15E6 nononflrico bloqueia estas ac’bes e
de facto temumefeito negativo nas respostas angiog9nicas

das c9lul as endoteliais.
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Lys

gac
Asp

tag
Trp
485

cat
His

aga
Arg

gta
Val

gga
Gly

ggt
Gly
565

gtg
Val

tee
Ser

acc
Thr

Arg

gaa
Glu
390

aaa
Lys

tea
Ser

gga
Gly

aat
Asn

ttg
Leu
470

acc
Thr

gaa
Glu

tac
Tyr

aca
Thr

aga
Arg
550

cgt
Arg

gat
Asp

ctt
Leu

ccCa
Pro

Thr
375

ace
Thr

tac
Tyr

cte
Leu

cga
Arg

tce
Ser
455

cat
His

cag
Gln

aat
Asn

age
Ser

aca
Thr
535

aca
Thr

aat
Asn

aac
Asn

gte
Val

gge
Gly
615

Phe

tca
Ser

ate
Ile

tece
Ser

aaa
Lys
440

tet
Ser

gtg
val

gca
Ala

agtg
val

tte
Phe
520

gtg
Val

gtec
Val

gac
Asp

tat
Tyr

att
Ile
600

cge
Arg

Pro

ctg
Leu

att
Ile

aaa
Lys
425

tac
Tyr

tca
Ser

gce
Ala

caa
Gln

gte
val
505

cac
His

agt
Ser

cct
Pro

tac
Tyr

gag
Glu
585

gce

Ala

cte
Leu

Leu

agt
Ser

tee
Ser
410

gat
Asp

atg
Met

gta
Val

aac
Asn

gga
Gly
490

att
Ile

tet
Ser

gga
Gly

tce
Ser

cte
Leu
570

gta
val

aag
Lys

tac
Tyr

70

Ala

atc
Ile
395

cta
Leu

gce
Ala

gct
Ala

aaa
Lys

caa
Gln
475

gac
Asp

aaa
Lys

cte
Leu

g99g
Gly

agt
Ser
555

agc
Ser

aca
Thr

tect
Ser

ace
Thr

Val
380

atg
Met

gct
Ala

aaa
Lys

aca
Thr

gga
Gly
460

gga
Gly

gta
Val

aat
Asn

aag
Lys

atec
Ile
540

gtg
Val

gtt
val

ttg
Leu

gte
Val

gtg
val
620

Leu

tog
Trp

gac
Asp

gaa
Glu

gte
val
445
aga
Arg

atg
Met

gaa
Glu

gaa
Glu

tee
Ser
525

tet
Ser

agt
Ser

tce
Ser

tet
Ser

aga
Arg
605

ace
Thr

Gln

cag
Gln

aga
Arg

tte
Phe
430

acc
Thr

aca
Thr

acc
Thr

ttt
Phe

agce
Ser
510

gge
Gly

tee
Ser

gga
Gly

tgg
Trp

cat
His
590
gaa

Glu

ata
Ile

Leu

acc
Thr

gac
Asp
415

act
Thr

agt
Ser

gtg
Val

agt
Ser

tac
Tyr
495

ate
Ile

agce
Ser

cga
Arg

gta
Val

ctg
Leu
575

gac
Asp

tgt
Cys

act
Thr

Arg

cct
Pro
400

cte
Leu

ttt
Phe

att
Ile

cet
Pro

agt
Ser
480

caa
Gln

tee
Ser

ctg
Leu

caa
Gln

acg
Thr
560

ctg

Leu

gge
Gly

tee
Ser

aca
Thr

1200

1248

1296

1344

1392

1440

1488

1536

1584

1632

1680

1728

1776

1824

1872



PE2371865

agg
Arg
625

cct
Pro

tat
Tyr

gaa
Glu

cce
Pro

ttg
Leu
705

gaa
Glu

ttg
Leu

aat
Asn

aaa
Lys

ttt
Phe
785

att
Ile

cct
Pro

age
Ser

acyg
Thr

cce
Pro
865

agt
Ser

gac
Asp

tta
Leu

gte
val

aag
Lys
690

tac
TYyr

caa
Gln

cge
Arg

99g
Gly

gta
Vval
770

act
Thr

agae
Ser

agt
Ser

ctg
Leu

gtg
Val
850

aag
Lys

gge
Gly

aaa
Lys

agg
Arg

ace
Thr
675

teca
Ser

agt
Ser

999
Gly

aac
Asn

gat
Asp
755

ttt
Phe

tee
Ser

999
Gly

gct
Ala

acg
Thr
835

teg
Ser

cac
His

aag
Lys

gte
vVal

gta
val
660

att
Ile

gaa
Glu

gtc
Vval

aat
Asn

agyg
Arg
740

gte
val

cct
Pro

cta
Leu

gat
Asp

gtc
Val
820

gtg
Val

gca
Ala

gtec
Val

tat
Tyr

cag
Gln
645

teec
Ser

aaa
Lys

aac
Asn

act
Thr

g99
Gly
725

age
Ser

gac
Asp

cect
Pro

aca
Thr

gta
val
805

aaa

Lys

aac
Asn

tte
Phe

ttt
Phe

gaa
Glu
630

gga
Gly

tgg
Trp

aac
Asn

gaa
Glu

gtt
Val
710

aga
Arg

act
Thr

caa
Gln

ttt
Phe

cca
Pro
790

cag
Gln

aat
Asn

tgg
Trp

agg
Arg

gag
Glu
870

aat
Asn

gte
Val

gtg
val

aaa
Lys

tgt
Cys
695

act
Thr

aca
Thr

gag
Glu

tat
Tyr

cac
His
775

ggc
Gly

cag
Gln

att
Ile

act
Thr

cac
His
855

cac
His

cac
His

agt
Ser

cat
His

aac
Asn
680

gta
Vval

aca
Thr

att
Ile

gac
Asp

gag
Glu
760

ctt
Leu

cga
Arg

teca
Ser

cac
His

cct
Pro
840

agt

Ser

acg
Thr

tecc
Ser

gtt
Val

gec
Ala
665

aac
Asn

ttt
Phe

aaa
Lys

cca
Pro

ttg
Leu
745

ate
Ile

gta
val

caa
Gln

gec
Ala

att
Ile
825

ggt
Gly

caa
Gln

ttc
Phe

tte
Phe

agce
Ser
650

act
Thr

tte
Phe

gtt
val

agt
Ser

gag
Glu
730

cat
His

cag
Gln

aat
Asn

tac
Tyr

tte
Phe
810

tet

Ser

999
Gly

aag
Lys

cac
His

71

age
Ser
635

aac
Asn

gga
Gly

att
Tle

cag
Gln

gga
Gly
715

cect
Pro

gtg
Val

ctg
Leu

acc
Thr

aaa
Lys
795

att
Ile

cce
Pro

gga
Gly

gtt
Val

aga
Arg
875

caa
Gln

tca
Ser

gac
Asp

caa
Gln

cta
Leu
700

caa
Gln

gtt
val

act
Thr

cte
Leu

gca
Ala
780

att
Ile

gag
Glu

aat
Asn

gac
Asp

gac
Asp
860

ctg
Leu

gag
Glu

gce
Ala

ttt
Phe

act
Thr
685

gte
val

tat
Tyr

aag
Lys

tgg
Trp

tte
Phe
765

aec
Thr

ctt
Leu

gge
Gly

gga
Gly

gtt
val
845

tect

Ser

gag
Glu

cgg
Arg

agg
Arg

gat
Asp
670

aaa
Lys

cect
Pro

gaa
Glu

gat
Asp

teca
Ser
750

aat
Asn

gag
Glu

gte
Val

tte
Phe

gca
Ala
830

gat
Asp

cag
Gln

gce
Ala

aca
Thr

agt
Ser
655

cac
His

age
Ser

gga
Gly

gcc
Ala

cta
Leu
735

gga
Gly

gac
Asp

tat
Tyr

ttg
Leu

aca
Thr
815

aca

Thr

tce
Ser

act
Thr

gg99
Gly

gtg
val
640

gac
Asp

tat
Tyr

att
Ile

cgg
Arg

aat
Asn
720

aca
Thr

get
Ala

atg
Met

cga
Arg

acg
Thr
800

gtt
Vval

gat
Asp

tac
Tyr

att
Ile

gag
Glu
880

1920

1968

2016

2064

2112

2160

2208

2256

2304

2352

2400

2448

2496

2544

2592

2640
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cag
Gln

ata
Tle

gca
Ala

gct
Ala

gga
Gly
945

aaa

Lys

act
Thr

aca
Thr

agg
Arg

tgg
Trp

aga
Arg

ttg
Leu

999
Gly

gce
Ala

agce
Ser

tat
Tyr

tac cag atc

Tyr Gln

aat gtg gtt
Asn Val Vval

gac aat gca
Asp Asn Ala

915

gct ggt gtg

Ala Gly Val

930

atec ctt ctg

Ile Leu Leu

ttt gaa gat
Phe Glu Asp

gtc agt gga
Val Ser Gly

gte cca gca

Val Pro Ala

995
cac ctg
His TLeu
1010
tac aac
Tyr Asn
1025
get caa
Ala Gln
1040
cta caa
Leu Gln
1055
gag ctg
Glu Leu
1070
tet gtg
Ser Val
1085
ctt tgg
Leu Trp
1100
gag ctg
Glu Leu

- 72 -
atg att gec tea gte age ggg tece ctg aag aat cag
Ile Met Ile Ala Ser Val Ser Gly Ser Leu Lys Asn Gln
885 890 895
ggg cgg aca gtt cca geca tct gte caa gga gta att
Gly Arg Thr Val Pro Ala Ser Val Gln Gly Val Ile
900 905 910
tac age agt tat tce tta ata gta agt tgg caa aaa
Tyr Ser Ser Tyr Ser Leu Ile Val Ser Trp Gln Lys
920 925
gca gaa aga tat gat atce ctg cott cta act gaa aat
Ala Glu Arg Tyr Asp Ile Leu Leu Leu Thr Glu Asn
935 940
cgc aac aca tca gag cca gcc acc act aag caa cac
Arg Asn Thr Ser Glu Pro Ala Thr Thr Lys Gln His
950 955 960
cta aca cca ggc aag aaa tac aag ata cag atc cta
Leu Thr Pro Gly Lys Lys Tyr Lys Ile Gln Ile Leu
965 970 975
ggce cte ttt agc aag gaa gec cag act gaa ggc cga
Gly Leu Phe Ser Lys Glu Ala Gln Thr Glu Gly Arg
980 985 990
gcet gte acc gac ctg agg atc aca gag aac tece acc
Ala val Thr Asp Leu Arg Ile Thr Glu Asn Ser Thr
1000 1005
tcec tte cge tgg acc gecc tca gag ggg gag ctc agce
Ser Phe Arg Trp Thr Ala Ser Glu Gly Glu Leu Ser
1015 1020
atec ttt ttg tac aac cca gat ggg dat ctc cag gag
Ile Phe Leu Tyr Asn Pro Asp Gly Asn Leu Gln Glu
1030 1035
gtt gac cca cta gtc cag age tte tet tte cag aac
Val Asp Pro Leu Val Gln Ser Phe Ser Phe Gln Asn
1045 1050
ggc aga atg tac aag atg gtg att gta act cac agt
Gly Arg Met Tyr Lys Met Val Ile Val Thr His Ser
1060 1065
tet aat gag tet tte ata ttt gogt aga aca gte cca
Ser Asn Glu Ser Phe Ile Phe Gly Arg Thr Val Pro
1075 1080
agt cat ctc agg ggg tce aat cgg aac acg aca gac
Ser His Leu Arg Gly Ser Asn Arg Asn Thr Thr Asp
1090 1095
tte aac tgg agt «cca gce tcect ggg gac ttt gac ttt
Phe Asn Trp Ser Pro Ala Ser Gly Asp Phe Asp Phe
1105 1110
att ctc tat aat ccc aat gge aca aag aag gaa aac
Ile Leu Tyr Asn Pro Asn Gly Thr Lys Lys Glu Asn

2688

27386

2784

2832

2880

2928

2976

3024

3069

3114

3159

3204

3249

3294

3339

3384
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1115

tgg aaa
Trp Lys
1130

cct gga
Pro Gly
1145

ctc agce
Leu Ser
1160

cce agt
Pro Ser
1175

atc acg
Ile Thr
1190

gag ctg
Glu Leu
1205

tac aac
Tyr Asn
1220

cca ggg
Pro Gly

1235

tce tgg
Ser Trp
1250

aag cct
Lys Pro
1265

acg gcc
Thr Ala
1280

ggt tat
Gly Tyr
1295

ttt tce
Phe Ser
1310

atg cta
Met Leu
1325

tcg gee
Ser Ala
1340

atg ata

gac
Asp

agg
Arg

aat
Asn

ctt
Leu

tgg
Trp

cag
Gln

aac
Asn

aga
Arg

aaa
Lys

gac
Asp

att
Ile

agt
Ser

aga
Arg

gtg
Val

ggc
Gly

gac

aag
Lys

aag
Lys

aaa
Lys

atg
Met

aaa
Lys

tgg
Trp

aga
Arg

tece
Ser

act
Thr

aag
Lys

gcc
Ala

att
Ile

aag
Lys

cce
Pro

atg
Met

cge

gac
Asp

tac
Tyr

gtc
val

tca
Ser

g9g9
Gly

ttg
Leu

aaa
Lys

tat
Tyr

tac
Tyr

ata
Ile

tgt
Cys

gaa
Glu

ctg
Leu

cat
His

acc
Thr

ccc

ctyg
Leu

gtg
Val

aca
Thr

ttt
Phe

cco
Pro

cee
Pro

teca
Ser

caa
Gln

age
Ser

caa
Gln

tct
Ser

tge
Cys

gag
Glu

aag
Lys

agc
Ser

cct

1120

acg
Thr
1135

ctg
Leu
1150

gcg
Ala
1165

gct
Ala
1180

cca
Pro
1195

aga
Arg
1210

gaa
Glu
1225

tte
Phe
1240

aaa
Lys
1255

aac
Asn
1270

tgg
Trp
1285

cgg
Arg
1300

aaa
Lys
1315

agg
Arg
1330

gag
Glu
1345

act

gag
Glu

tgg
Trp

gag
Glu

gac
Asp

gac
Asp

gat
Asp

gga
Gly

aac
Asn

cca
Pro

ctg
Lau

atc
Ile

aaa
Lys

gaa
Glu

tac
Tyr

gtg
val

cca

tgg
Trp

gtg
Val

agc
Ser

att
Ile

tgg
Trp

gea
Ala

cgce
Arg

gte
Val

att
Ile

cat
His

cct
Pro

atg
Met

aaa
Lys

ctg
Leu

gtt
Vval

ccce

cgg
Arg

gta
Val

aga
Arg

gca
Ala

aca
Thr

ctt
Leu

att
Ile

aag
Lys

ttt
Phe

tgc
Cys

cct
Pro

gac
Asp

tect
Ser

gtg
Val

gaa
Glu

cca

73

ttt
Phe

act
Thr

aca
Thr

aac
Asn

gac
Asp

act
Thr

gtg
Val

act
Thr

gga
Gly

cgg
Arg

gat
Asp

ace
Thr

ctg
Leu

tece
Ser

gac
Asp

cac

1125

Caa
Gln
1140

cac
His
1155

gct
Ala
1170

aca
Thr
1185

tac
Tyr
1200

gte
Val
1215

tat
Tyr
1230

gte
val
1245

tect
Ser
1260

cct
Pro
1275

tct
Ser
1290

caa
Gln
1305

ctc
Leu
1320

atc
Ile
1335

agc
Ser
1350

att

ggc
Gly

agt
Ser

cca
Pro

tce
Ser

aac
Asn

tte
Phe

ggt
Gly

agt
Ser

gtg
val

cag
Gln

gac
Asp

gaa
Glu

aag
Asn

aaa
Lys

act
Thr

cgt

ctt
Leu

gga
Gly

agt

Ser

ttg
Leu

gac
Asp

aac
Asn

ctt
Leu

ggt
Gly

agg
Arg

aac
Asn

ttt
Phe

gtt
val

atc
Ile

gtg
Val

atc
Ile

gtg

gtt
Val

gat
Asp

cet
Pro

gac
Ala

ttt
Phe

cee
Pro

cgt
Arg

gat
Asp

aca
Thr

tece
Ser

gat
Asp

gag
Glu

atg
Met

cag
Gln

aca
Thr

aat

3429

3474

3519

3564

3609

3654

3699

3744

3789

3834

3879

3924

3969

4014

4059

4104
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Met Ile Asp
1355

gaa aag gat

Glu Lys Asp
1370

aac tge agc

Asn Cys Ser
1385

aca gtg gtg

Thr val Val
1400

gaa cag cag

Glu Gln Gln
1415

gee tee att

Ala Ser Ile
1430

gcee gaa aat

Ala Glu Asn
1445

gga gca gag

Gly Ala Glu
1460

caa aaa ttc

Gln Lys Phe
1475

atc age att

Ile Ser Ile
1490

gaa ttc aca

Glu Phe Thr
1505

atc act act

Ile Thr Thr
1520

cgc cat cat

Arg His His
1535

<210> 2

<211> 1541

<212> PRT

Arg

gtg
Val

tgg
TEp

gtg
Val

cac
His

cgg
Arg

cct
Pro

atg
Met

tgt
Cys

cga
Arg

aag
Lys

gaa
Glu

cat
His

Pro

cta
Leu

tte
Phe

aga
Arg

cct
Pro

gtg
Val

aac
Asn

gag
Glu

gat
Asp

gct
Ala

cca
Pro

tca
Ser

cat
His

Pro

att
Ile

agce
Ser

gag
Glu

cte
Leu

tat
Tyr

age
Ser

agc
Ser

gga
Gly

ttt
Phe

cte
Leu

gag
Glu

cat
His

<213> Homo sapiens

<400> 2

Met Leu Ser His Gly Ala Gly Leu Ala Leu Trp Ile Thr Leu Ser Leu
5

1

Pro
1360

age
Ser
1375

gac
Asp
1390

gct
Ala
1405

cct
Pro
1420

cag
Gln
1435

aac
Asn
1450

cta
Leu
1465

cca
Pro
1480

aca
Thr
1495

tat
Tyr
1510

cce
Pro
1525

cac
His
1540

Pro

aag
Lys

acc
Thr

gat
Asp

tce
Ser

act
Thr

tece
Ser

ggt
Gly

ctg
Leu

cag
Gln

teca
Ser

ttg
Leu

gga
Gly

Pro

tct
Ser

aat
Asn

ggc
Gly

tac
Tyr

aat
Asn

aag
Lys

gga
Gly

aag
Lys

cte
Leu

gac
Asp

ttt
Phe

10

74 -

Pro

tece
Ser

gga
Gly

agt
Ser

ctg
Leu

tat
Tyr

agt
Ser

aaa
Lys

ceca
Pro

ttt
Phe

aca
Thr

gga
Gly

His

atc
Ile

gct
Ala

gat
Asp

gag
Glu

ttt
Phe

ttt
Phe

tgc
Cys

cac
His

gat
Asp

ttt
Phe

gct
Ala

Ile
1365

aac
Asn
1380

gtg
Val

1395

gag
Glu
1410

tac
Tyr
1425

gce
Ala
1440

aac
Asn
1455

gat
Asp
1470

act
Thr
1485

gag
Glu
1500

ttt
Phe
1515

att
Ile
1530

Arg

ttt
Phe

aaa
Lys

ctg
Leu

agyg
Arg

agce
Ser

att
Ile

cce
Pro

gce
Ala

gac
AsSp

tect
Ser

gaa
Glu

val

act
Thr

tac
Tyr

aag
Lys

cac
His

aaa
Lys

aag
Lys

act
Thr

tac
Tyr

ctg
Leu

tta
Leu

cge
Arg

15

Asn

gtc
Val

tte
Phe

cca
Pro

aat
Asn

tgt
Cys

ctt
Leu

cag
Gln

aga
Arg

aag
Lys

cece
Pro

gge
Gly

4149

4194

4239

4284

4329

4374

4419

4464

4509

4554

4599

4623
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Leu

Glu

Gly

Ala

65

Asn

Ser

Pro

His

Gln

145

Glu

Ser

Phe

Ile

Gly

225

Ile

Phe

Gln

Ser

Ser

50

Ala

Leu

Leu

Ala

val

130

Leu

Ser

Lys

Ser

Gly

210

Ser

Leu

His

Thr

Lys

35

Pro

Leu

Gln

Asp

Arg

115

Trp

Phe

Thr

Tyr

Val

1395

Ile

Gly

Val

Gly

Gly

20

Ala

Cys

Cys

Asp

Glu

100

Phe

Trp

Asp

Ser

Asn

180

Tyr

Ser

Asn

His

Leu
260

Leu

Ser

Asn

Pro

Leu

85

Glu

Gly

Thr

Glu

Trp

165

Ile

Thr

Thr

Val

Gly

245

Thr

Ala

Ser

Phe

Thr

70

Gln

Arg

Val

Pro

Asn

150

Asn

Ala

Asn

Lys

Glu

230

Gly

Pro

Glu

His

Ser

55

Phe

Ala

Thr

Ser

Ser

135

Asn

Glu

Ile

Gly

Ala

215

Arg

val

Gly

Pro

Ser

40

Leu

Arg

Gly

Val

Lys

120

Sexr

Gln

Tyr

Thr

Ser

200

Asn

Tyr

vVal

Tyr

Glu

25

Val

Ile

Ile

Thr

Val

105

Glu

Gly

Lys

Thr

Ala

185

Thr

Ser

Arg

Asp

Leu
265

Arg

Ser

Tyr

Asp

Ile

Leu

Lys

Lys

Ile

Phe

170

Val

Val

Leu

Leu

Lys

250

Tyr

75

Cys

Ile

Ser

Asn

75

Tyr

Gln

Thr

Vval

Gln

155

Phe

Ser

Pro

Leu

Met

235

His

Asn

Asn

Gln

Ser

60

Thr

Asn

Thr

Thr

Thr

140

Gly

Asn

Gly

Ser

Tle

220

Leu

Ala

Leu

Phe

Trp

45

Asp

Thr

Phe

Asp

Ser

125

Ser

val

Leu

Gly

Pro

205

Ser

Met

Thr

Thr

Thr

30

Arg

Thr

Tyr

Lys

Pro

110

Thr

Tyr

Gln

Thr

Lys

130

Val

Trp

Asp

Ser

Val
270

Leu

Ile

Leu

Gly

Ile

Leu

Gly

Glu

Ile

Ala

175

Arg

Lys

Ser

Lys

Tyr

255

Met

Ala

Leu

Gly

Cys

80

Ile

Pro

Leu

Val

Gln

160

Gly

Ser

Asp

His

Gly

240

Ala

Thr



PE2371865

Glu

Pro

Ser

305

Asn

Ala

Leu

Lys

val

385

val

Leu

Thr

Ser

Ala

465

Leu

Val

Ser

Ala

Met

290

Leu

Ile

Pro

Tyr

Met

370

Lys

Ala

Leu

Asp

Gly

450

Gln

Phe

Leu

Glu

Ala

275

Glu

Lys

Thr

Trp

Gln

355

Ala

His

Glu

Ile

Leu

435

Asp

val

Thr

Leu

Thr
515

Gly

val

Val

Leu

Ile

340

Val

Val

Ala

Trp

His

420

Val

Leu

Thr

Asn

Ile

500

Ser

Leu

Ser

Lys

Ser

325

Thr

Thr

Gly

Asn

Glu

405

Lys

Pro

Lys

Asp

Trp

485

His

Arg

Gln

Asn

Trp

310

His

Glu

Val

Arg

Glu

390

Lys

Ser

Gly

Asn

Leu

470

Thr

Glu

Tyr

Asn

Leu

295

Gln

Lys

Thr

Ser

Thr

375

Thr

Tyr

Leu

Arg

Ser

455

His

Gln

Asn

Ser

Tyr

280

Lys

Arg

Gly

His

Cys

360

Phe

Ser

Ile

Ser

Lys

440

Ser

Val

Ala

Val

Phe
520

Arg

Val

Pro

Thr

Phe

345

Val

Pro

Leu

Ile

Lys

425

Tyr

Ser

Ala

Gln

Val

505

His

Trp

Thr

Pro

Ile

330

Lys

Ser

Leu

Ser

Ser

410

Asp

Met

Val

Asn

Gly

490

Ile

Ser

76

Lys

Asn

Gly

315

Lys

Glu

Gly

Ala

Ile

395

Leu

Ala

Ala

Lys

Gln

475

Asp

Lys

Leu

Leu

Asp

300

Asn

Glu

Leu

Glu

val

380

Met

Ala

Lys

Thr

Gly

460

Gly

Val

Asn

Lys

Vval

285

Gly

Val

Ser

Val

Leu

365

Leu

Trp

Asp

Glu

Val

445

Arg

Met

Glu

Glu

Ser
525

Arg

Ser

Asp

Arg

Pro

350

Ser

Gln

Gln

Arg

Phe

430

Thr

Thr

Thr

FPhe

Ser

510

Gly

Thr

Leu

Ser

Val

335

Gly

Ala

Leu

Thr

Asp

415

Thr

Ser

Val

Ser

Tyr

495

Ile

Ser

Ala

Thr

Tyr

320

Leu

Arg

Gln

Arg

Pro

400

Leu

Phe

Ile

Pro

Ser

480

Gln

Ser

Leu



PE2371865

Tyr

Val

545

vVal

Ala

Lys

Phe

Arg

625

Pro

Tyr

Glu

Pro

Leu

705

Glu

Leu

Asn

Lys

Ser

530

Val

Asn

Pro

Vval

Ser

610

Ser

Asp

Leu

Vval

Lys

690

Tyr

Gln

Arg

Gly

val

val

Val

Asn

Gly

val

595

Ser

Gly

Lys

Arg

Thr

675

Ser

Ser

Gly

Asn

Asp

755

Phe

val

Glu

Ser

Asp

580

Gln

leu

Lys

val

Val

660

Ile

Glu

Val

Asn

Arg

740

val

Pro

Val

Gly

Gly

565

Val

Ser

Thr

Tyr

Gln

645

Ser

Lys

Asn

Thr

Gly

725

Ser

Asp

Pro

Thr

Arg

550

Arg

Asp

Pro

Glu

630

Gly

Trp

Asn

Glu

Val

710

Arg

Thr

Gln

Phe

Thr

535

Thr

Asn

Asn

val

Gly

615

Asn

val

val

Lys

Cys

695

Thr

Thr

Glu

Tyr

His

Val

Val

Asp

Tyr

Ile

600

Arg

His

Ser

His

Asn

680

Val

Thr

Ile

Asp

Glu

760

Leu

Ser

Pro

Tyr

Glu

585

Ala

Leun

Ser

val

ala

665

Asn

Phe

Lys

Pro

Leu

745

Ile

Val

Gly

Ser

Leu

570

Val

Lys

Tyr

Phe

Ser

650

Thr

Phe

Val

Ser

Glu

730

His

Gln

Asn

77

Gly

Ser

555

Ser

Thr

Ser

Thr

Ser

635

Asn

Gly

Ile

Gln

Gly

715

Pro

Val

Leu
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770 775 780

Phe Thr Ser Leu Thr Pro Gly Arg Gln Tyr Lys Ile Leu Val Leu Thr
785 790 795 800

Ile Ser Gly Asp Val Gln Gln Ser Ala Phe Ile Glu Gly Phe Thr Val
805 810 815

Pro Ser Ala Val Lys Asn Ile His Ile Ser Pro Asn Gly Ala Thr Asp
820 825 830

Ser Leu Thr Val Asn Trp Thr Pro Gly Gly Gly Asp Val Asp Ser Tyr
835 840 845

Thr Val Ser Ala Phe Arg His Ser Gln Lys Val Asp Ser Gln Thr Ile
850 855 860

Pro Lys His Val Phe Glu His Thr Phe His Arg Leu Glu Ala Gly Glu
865 870 875 880

Gln Tyr Gln Ile Met Ile Ala Ser Val Ser Gly Ser Leu Lys Asn Gln
885 890 895

Ile Asn Val Val Gly Arg Thr val Pro Ala Ser Val Gln Gly VvVal Ile
900 905 910

Ala Asp Asn Ala Tyr Ser Ser Tyr Ser Leu Ile Val Ser Trp Gln Lys
915 920 925

Ala Ala Gly Val Ala Glu Arg Tyr Asp Ile Leu Leu Leu Thr Glu Asn
930 935 940

Gly Ile ILeu Leu Arg Asn Thr Ser Glu Pro Ala Thr Thr Lys Gln His
945 950 955 960

Lys Phe Glu Asp Leu Thr Pro Gly Lys Lys Tyr Lys Ile Gln Ile Leu
965 970 975

Thr Val Ser Gly Gly Leu Phe Ser Lys Glu Ala Gln Thr Glu Gly Arg
980 985 990

Thr Val Pro Ala Ala Val Thr Asp Leu Arg Ile Thr Glu Asn Ser Thr
995 1000 1005

Arg His Leu Ser Phe Arg Trp Thr Ala Ser Glu Gly Glu Leu Ser
1010 1015 1020
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Glu Phe Thr Lys Pro Leu Tyr Ser Asp Thr Phe Phe Ser Leu Pro
1505 1510 1515

Ile Thr Thr Glu Ser Glu Pro Leu Phe Gly Ala Ile Glu Arg Gly
1520 1525 1530

Arg His His His His His His Gly
1535 1540

<210> 3

<211> 1621

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 3

Met Leu Ser His Gly Ala Gly Leu Ala Leu Trp Ile Thr Leu Ser Leu

Leu Gln Thr Gly Leu Ala Glu Pro Glu Arg Cys Asn Phe Thr Leu Ala
20 25 30

Glu Ser Lys Ala Ser Ser His Ser Val Ser Ile Gln Trp Arg Ile Leu
35 40 45

Gly Ser Pro Cys Asn Phe Ser Leu Ile Tyr Ser Ser Asp Thr Leu Gly
50 55 60

Ala Ala Leu Cys Pro Thr Phe Arg Ile Asp Asn Thr Thr Tyr Gly Cys
65 70 75 80

Asn Leu Gln Asp Leu Gln Ala Gly Thr Ile Tyr Asn Phe Lys Ile Ile

Ser Leu Asp Glu Glu Arg Thr Val Val Leu Gln Thr Asp Pro Leu Pro
100 105 110

Pro Ala Arg Phe Gly Val Ser Lys Glu Lys Thr Thr Ser Thr Gly Leu
115 120 125

His Val Trp Trp Thr Pro Ser Ser Gly Lys Val Thr Ser Tyr Glu Val
130 135 140

Gln Leu Phe Asp Glu Asn Asn Gln Lys Ile Gln Gly Val Gln Ile Gln
145 150 155 160

Glu Ser Thr Ser Trp Asn Glu Tyr Thr Phe Phe Asn Leu Thr Ala Gly
165 170 175
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Asn

Asp

845

Phe

Ser

Gly

ala

Thr
925

Gln

Leu

Lys

val

Val

750

Ile

Glu

Val

Asn

Arg

830

Val

Pro

Leu

Asp

val

910

Val

Ser

Thr

Tyr

Gln

735

Ser

Lys

Asn

Thr

Gly

815

Ser

Asp

Pro

Thr

Val

895

Lys

Asn

Leu

Pre

Glu

720

Gly

Trp

Asn

Glu

val

800

Arg

Thr

Gln

Phe

Pro

880

Gln

Asn

Trp
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Thr Pro Gly Gly Gly Asp Val Asp Ser Tyr Thr Val Ser Ala Phe Arg
930 935 940

His Ser Gln Lys Val Asp Ser Gln Thr Ile Pro lys His Val Phe Glu
945 950 955 960

His Thr Phe His Arg Leu Glu Ala Gly Glu Gln Tyr Gln Ile Met Ile
965 970 975

Ala Ser Val Ser Gly Ser Leu Lys Asn Gln Ile Asn Val Val Gly Arg
980 985 930

Thr Val Pro Ala Ser Val Gln Gly Val Ile Ala Asp Asn Ala Tyr Ser
995 1000 1005

Ser Tyr Ser Leu Ile Val Ser Trp Gln Lys Ala Ala Gly Val Ala
1010 1015 1020

Glu Arg Tyr Asp Ile Leu Leu Leu Thr Glu Asn Gly Ile Leu Leu
1025 1030 1035

Arg Asn Thr Ser Glu Pro Ala Thr Thr Lys Gln His Lys Phe Glu
1040 1045 1050

Asp Leu Thr Pro Gly Lys Lys Tyr Lys Ile Gln Ile Leu Thr Val
1055 1060 1065

Ser Gly Gly Leu Phe Ser Lys Glu Ala Gln Thr Glu Gly Arg Thr
1070 1075 1080

Val Pro Ala Ala Val Thr Asp Leu Arg Ile Thr Glu Asn Ser Thr
1085 1090 1095

Arg His Leu Ser Phe Arg Trp Thr Ala Ser Glu Gly Glu Leu Ser
1100 1105 1110

Trp Tyr Asn Ile Phe Leu Tyr Asn Pro Asp Gly Asn Leu Gln Glu
1115 1120 1125

Arg Ala Gln Val Asp Pro Leu Val Gln Ser Phe Ser Phe Gln Asn
1130 1135 1140

Leu Leu Gln Gly Arg Met Tyr Lys Met Val Ile Val Thr His Ser
1145 1150 1155

Gly Glu Leu Ser Asn Glu Ser FPhe Ile Phe Gly Arg Thr Vval Pro
1160 1165 1170
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Ala

Ser

Tyr

Trp

Pro

Leu

Pro

Ile

Glu

Tyr

Pro

Ser

Lys

Thr

Gly

Phe

Ser
1175

Leu
1190

Glu
1205

Lys
1220

Gly
1235

Ser
1250

Ser
1265

Thr
1280

Leu
1295

Asn
1310

Gly
1325

Trp
1340

Pro
1355

Ala
1370

Tyr
1385

Ser

Val

Trp

Leu

Asp

Arg

Asn

Leu

Trp

Gln

Asn

Arg

Lys

Asp

Ile

Ser

Arg

Ser

Phe

Ile

Lys

Lys

Lys

Met

Lys

Trp

Arg

Ser

Thr

Lys

Ala

Ile

Lys

His

Asn

Leu

Asp

Tyr

Val

Ser

Gly

Leu

Lys

Tyr

Tyr

Ile

Cys

Glu

Leu

Leu

Trp

Tyr

Leu

val

Thr

Phe

Pro

Pro

Ser

Gln

Ser

Gln

Ser

Cys

Glu

Arg
1180

Ser
1195

Asn
1210

Thr
1225

Leu
1240

Ala
1255

Ala
1270

Pro
1285

Arg
1300

Glu
1315

Phe
1330

Lys
1345

Asn
1360

Trp
1375

Arg
1390

Lys

Gly

Pro

Pro

Glu

Trp

Glu

Asp

Asp

Asp

Gly

Asn

Pro

Leu

Ile

Lys

Glu

Ser

Ala

Asn

Trp

val

Ser

Ile

Trp

Arg

Val

Ile

His

Pro

Met

Lys

Asn

Ser

Gly

Arg

Val

Arg

Ala

Thr

Leu

Ile

Lys

Phe

Cys

Pro

Asp

Ser

Arg

Gly

Thr

Phe

Thr

Thr

Asn

Asp

Thr

Val

Thr

Gly

Arg

Asp

Thr

Leu

Asn
1185

Asp
1200

Lys
1215

Gln
1230

His
1245

Ala
1260

Thr
1275

Tyr
1290

val
1305

Tyr
1320

Val
1335

Ser
1350

Pro
1365

Ser
1380

Gln
1395

Leu

Thr

Phe

Lys

Gly

Ser

Pro

Ser

Asn

Phe

Gly

Ser

Val

Gln

Asp

Glu

Asn

Thr

Asp

Glu

Leu

Gly

Ser

Leu

Asp

Asn

Leu

Gly

Arg

Asn

Phe

val

Ile

Asp

Phe

Asn

Val

Asp

Pro

Ala

Phe

Pro

Arg

Asp

Thr

Ser

Asp

Glu

Met
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Met

Ser

Glu

Asn

Thr

Glu

Ala

Ala

Gly

Gln

Ile

Glu

Ile

<210> 4

1400

Leu
1415

Ala
1430

Ile
1445

Lys
1460

Cys
1475

Val
1490

Gln
1505

Ser
1520

Glu
1535

Ala
1550

Lys
1565

Ser
1580

Phe
1595

Thr
1610

val

Gly

Asp

Asp

Ser

Vval

Gln

Ile

Asn

Glu

Phe

Ile

Thr

Thr

<211> 775
<212> PRT

Pro

Met

Arg

Val

Trp

Val

His

Arg

Pro

Met

Cys

Arg

Lys

Glu

His

Thr

Pro

Leu

Phe

Arg

Pro

Val

Asn

Glu

Asp

Ala

Pro

Ser

Lys

Ser

Pro

Ile

Ser

Glu

Leu

Tyr

Ser

Ser

Gly

Phe

Leu

Glu

<213> Homo sapiens

1405

Arg
1420

Glu
1435

Pro
1450

Ser
1465

Asp
1480

Ala
1495

Pro
1510

Gln
1525

Asn
1540

Leu
1555

Pro
1570

Thr
1585

Tyr
1600

Pro
1615

Tyr

Val

Pro

Lys

Thr

Asp

Ser

Thr

Ser

Gly

Leu

Gln

Ser

Leu

Leu

Val

Pro

Ser

Asn

Gly

Tyr

Asn

Lys

Gly

1ys

Leu

Asp

Phe

Val

Glu

Pro

Ser

Gly

Ser

Leu

Tyr

Ser

Lys

Pro

Phe

Thr

Gly

Ser

Asp

His

Ile

Ala

Asp

Glu

Phe

Phe

Arg

His

Asp

Phe

Ala

1410

Ile
1425

Ser
1440

Ile
1455

Asn
1470

Vval
1485

Glu
1500

Tyr
1515

Ala
1530

Asn
1545

Asp
1560

Thr
1575

Glu
1590

Phe
1605

Ile
1620

Lys

Thr

Arg

Phe

Lys

Leu

Arg

Ser

Ile

Pro

Ala

Asp

Ser

Glu

Val

Ile

Val

Thr

Tyr

Lys

His

Lys

Lys

Thr

Tyr

Leu

Leu

Gln

Thr

Asn

val

Phe

Pro

Asn

Cys

Leu

Gln

Arg

Lys

Pro



PE2371865 - 88 -

<400> 4

Met Leu Ser His Gly Ala Gly Leu Ala Leu Trp Ile Thr Leu Ser Leu

Leu Gln Thr Gly Leu Ala Glu Pro Glu Arg Cys Asn Phe Thr Leu Ala

Glu Ser Lys Ala Ser Ser His Ser Val Ser Ile Gln Trp Arg Ile Leu
35 40 45

Gly Ser Pro Cys Asn Phe Ser Leu Ile Tyr Ser Ser Asp Thr Leu Gly
50 55 60

Ala Ala Leu Cys Pro Thr Phe Arg Ile Asp Asn Thr Thr Tyr Gly Cys
65 70 75 80

Asn Leu Gln Asp Leu Gln Ala Gly Thr Ile Tyr Asn Phe Lys Ile Ile
85 90 95

Ser Leu Asp Glu Glu Arg Thr Val Val Leu Gln Thr Asp Pro Leu Pro
100 105 110

Pro Ala Arg Phe Gly Val Ser Lys Glu Lys Thr Thr Ser Thr Gly Leu
115 120 125

His Val Trp Trp Thr Pro Ser Ser Gly Lys Val Thr Ser Tyr Glu Val
130 135 140

Gln Leu Phe Asp Glu Asn Asn Gln Lys Ile Gln Gly Val Gln Ile Gln
145 150 155 160

Glu Ser Thr Ser Trp Asn Glu Tyr Thr Phe Phe Asn Leu Thr Ala Gly
165 170 175

Ser Lys Tyr Asn Ile Ala Ile Thr Ala Val Ser Gly Gly Lys Arg Ser
180 185 190

Phe Ser Val Tyr Thr Asn Gly Ser Thr Val Pro Ser Pro Val Lys Asp
195 200 205

Ile Gly Ile Ser Thr Lys Ala Asn Ser Leu Leu Ile Ser Trp Ser His
210 215 220

Gly Ser Gly Asn Val Glu Arg Tyr Arg Leu Met Leu Met Asp Lys Gly
225 230 235 240
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Ile

Phe

Glu

Pro

Ser

305

Asn

Ala

Leu

Lys

Val

385

Val

Leu

Thr

Ser

Ala

465

Leu

Leu

His

Ala

Met

230

Leu

Ile

Pro

Tyxr

Met

370

Lys

Ala

Leu

Asp

Gly

450

Gln

Phe

Val

Gly

Ala

275

Glu

Lys

Thr

Trp

Gln

355

Ala

His

Glu

Ile

Len

435

Asp

Val

Thr

His

Leu

260

Gly

val

Val

Leu

Ile

340

val

Val

Ala

Trp

His

420

Val

Leu

Thr

Asn

Gly

245

Thr

Leu

Ser

Lys

Ser

325

Thr

Thr

Gly

Asn

Glu

405

Lys

Pro

Lys

Asp

Trp
485

Gly

Pro

Gln

Asn

Trp

310

His

Glu

val

Arg

Glu

390

Lys

Ser

Gly

Asn

Leu

470

Thr

val

Gly

Asn

Leu

295

Gln

Lys

Thr

Ser

Thr

375

Thr

Tyr

Leu

Arg

Ser

455

His

Gln

val

Tyr

Tyr

280

Lys

Arg

Gly

His

Cys

360

Phe

Ser

Ile

Ser

Lys

440

Ser

Val

Ala

Asp

Leu

265

Arg

val

Pro

Thr

Phe

345

Val

Pro

Leu

Ile

Lys

425

Tyr

Ser

Ala

Gln

Lys

250

Tyr

Trp

Thr

Pro

Ile

330

Lys

Ser

Leu

Ser

Ser

410

Asp

Met

val

Asn

Gly
490

89

His

Asn

Lys

Asn

Gly

315

Lys

Glu

Gly

Ala

Ile

395

Leu

Ala

Ala

Lys

Gln

475

Asp

Ala

Leu

Leu

Asp

300

Asn

Glu

Leu

Glu

Val

380

Met

Ala

Lys

Thr

Gly

460

Gly

Val

Thr

Thr

Val

285

Gly

Val

Ser

Val

Leu

365

Leu

Trp

Asp

Glu

Val

445

Arg

Met

Glu

Ser

Val

270

Arg

Ser

Asp

Arg

Pro

350

Ser

Gln

Gln

Arg

Phe

430

Thr

Thr

Thr

Phe

Tyr

255

Met

Thr

Leu

Ser

Val

335

Gly

Ala

Leu

Thr

Asp

415

Thr

Ser

Val

Ser

Tyr
495

Ala

Thr

Ala

Thr

Tyr

320

Leu

Arg

Gln

Arg

Pro

400

Leu

Phe

Ile

Pro

Ser

480

Gln
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Val Leu Leu Ile His Glu Asn Val Val Ile Lys Asn Glu Ser Ile Ser
500 505 510

Ser Glu Thr Ser Arg Tyr Ser Phe His Ser Leu Lys Ser Gly Ser Leu
515 520 525

Tyr Ser Val Val Val Thr Thr Val Ser Gly Gly Ile Ser Ser Arg Gln
530 535 540

Val Val Val Glu Gly Arg Thr Val Pro Ser Ser Val Ser Gly Val Thr
545 550 555 560

Val Asn Asn Ser Gly Arg Asn Asp Tyr Leu Ser Val Ser Trp Leu Leu
565 570 575

Ala Pro Gly Asp Val Asp Asn Tyr Glu Val Thr Leu Ser His Asp Gly
580 585 590

Lys Val Val Gln Ser Leu Val Ile Ala Lys Ser Val Arg Glu Cys Ser
595 600 605

Phe Ser Ser Leu Thr Pro Gly Arg Leu Tyr Thr Val Thr Ile Thr Thr
610 615 620

Arg Ser Gly Lys Tyr Glu Asn His Ser Phe Ser Gln Glu Arg Thr Val
625 630 635 640

Pro Asp Lys Val Gln Gly Val Ser Val Ser Asn Ser Ala Arg Ser Asp
645 650 655

Tyr Leu Arg Val Ser Trp Val His Ala Thr Gly Asp Phe Asp His Tyr
660 665 670

Glu Val Thr Ile Lys Asn Lys Asn Asn Phe Ile Gln Thr Lys Ser Ile
675 680 685

Pro Lys Ser Glu Asn Glu Cys Val Phe Val Gln Leu Val Pro Gly Arg
690 695 700

Leu Tyr Ser Val Thr Val Thr Thr Lys Ser Gly Gln Tyr Glu Ala Asn
705 710 715 720

Glu Gln Gly Asn Gly Arg Thr Ile Pro Glu Lys Gly Asn Ser Ala Asp
725 730 735

Ile Gln His Ser Gly Gly Arg Ser Ser Leu Glu Gly Pro Arg Phe Glu
740 745 750

Gly Lys Pro Ile Pro Asn Pro Leu Leu Gly Leu Asp Ser Thr Arg Thr
755 760 765

Gly His His His His His His
770 775
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<210>5

<211> 421

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 5

Met Leu Ser His Gly Ala

Leu Gln Thr Gly Leu Ala
20

Glu Ser Lys Ala Ser Ser
35

Gly Ser Pro Cys Asn Phe
50

Ala Ala Leu Cys Pro Thr
65 70

Asn Leu Gln Asp Leu Gln

Ser Leu Asp Glu Glu Arg
100

Pro Ala Arg Phe Gly Val
115

His Val Trp Trp Thr Pro
130

Gln Leu Phe Asp Glu Asn
145 150

Glu Ser Thr Ser Trp Asn
165

Ser Lys Tyr Asn Ile Ala
180

Gly

Glu

His

Ser

55

Phe

Ala

Thr

Ser

Ser

135

Asn

Glu

Ile

Leu

Pro

Ser

40

Leu

Arg

Gly

Val

Lys

120

Ser

Gln

Tyr

Thr

Ala

Glu

25

val

Ile

Ile

Thr

val

105

Glu

Gly

Lys

Thr

Ala
185

Leu

Arg

Ser

Tyr

Asp

Ile

Leu

Lys

Lys

Ile

Phe

170

Vval

91

Trp

Cys

Ile

Ser

Asn

75

Tyr

Gln

Thr

Val

Gln

155

Phe

Ser

Ile

Asn

Gln

Ser

60

Thr

Asn

Thr

Thr

Thr

140

Gly

Asn

Gly

Thr

Phe

Trp

45

Asp

Thr

Phe

Asp

Ser

125

Ser

Val

Leu

Gly

Leu

Thr

30

Arg

Thr

Tyr

Lys

Pro

110

Thr

Tyr

Gln

Thr

Lys
130

Ser

15

Leu

Ile

Leu

Gly

Ile

Leu

Gly

Glu

Ile

Ala

175

Arg

Leu

Ala

Leu

Gly

Cys

80

Ile

Pro

Leu

Val

Gln

160

Gly

Ser
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Phe

Ile

Gly

225

Ile

Phe

Glu

Pro

Ser

305

Asn

Ala

Leu

Lys

His

385

Pro

His

Ser

Gly

210

Ser

Leu

His

Ala

Met

290

Leu

Ile

Pro

Tyr

Met

370

Ser

Ile

His

Val

195

Ile

Gly

Val

Gly

Ala

275

Glu

Lys

Thr

Trp

Gln

355

Ala

Gly

Pro

His

<210>6
<211> 247

<212> PRT

Tyr

Ser

Asn

His

Leu

260

Gly

val

val

Leu

Ile

340

Vval

val

Gly

Asn

His
420

Thr

Thr

Val

Gly

245

Thr

Leu

Ser

Lys

Ser

325

Thr

Thr

Gly

Arg

Pro

405

His

Asn

Lys

Glu

230

Gly

Pro

Gln

Asn

Trp

310

His

Glu

Val

Arg

Ser

390

Leu

<213> Homo sapiens

Gly

Ala

215

Arg

Val

Gly

Asn

Leu

295

Gln

Lys

Thr

Ser

Thr

375

Ser

Leu

Ser

200

Asn

Tyr

val

Tyr

Tyr

280

Lys

Arg

Gly

His

Cys

360

Phe

Leu

Gly

Thr

Ser

Arg

Asp

Leu

265

Arg

Val

Pro

Thr

Phe

345

Val

Lys

Glu

Leu

Val

Leu

Leu

Lys

250

Tyr

Trp

Thr

Pro

Ile

330

Lys

Ser

Gly

Gly

Asp
410

92

Pro

Leu

Met

235

His

Asn

Lys

Asn

Gly

315

Lys

Glu

Gly

Asn

Pro

395

Ser

Ser

Ile

220

Leu

Ala

Leu

Leu

Asp

300

Asn

Glu

Leu

Glu

Ser

380

Arg

Thr

Pro

205

Ser

Met

Thr

Thr

Vval

285

Gly

val

Ser

val

Leu

365

Ala

Phe

Arg

Val

Trp

Asp

Ser

Val

270

Arg

Ser

Asp

Arg

Pro

350

Ser

Asp

Glu

Thr

Lys

Ser

Lys

Tyr

255

Met

Thr

Leu

Ser

val

335

Gly

Ala

Ile

Gly

Gly
415

Asp

His

Gly

240

Ala

Thr

Ala

Thr

Tyr

320

Leu

Arg

Gln

Gln

Lys

400

His
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<400> 6

Leu

Glu

Gly

Ala

65

Asn

Ser

Pro

His

Gln

145

Glu

Ser

Phe

Ile

Gly

225

Gly

Leu

Gln

Ser

Ser

Ala

Leu

Leu

Ala

val

130

Leu

Ser

Lys

Ser

Gln

210

Lys

His

Ser

Thr

Lys

35

Pro

Leu

Gln

Asp

Arg

115

Trp

Phe

Thr

Tyxr

val

195

His

Pro

His

His

Gly

20

Ala

Cys

Cys

Asp

Glu

100

Phe

Trp

Asp

Ser

Asn

180

Tyr

Ser

Ile

His

Gly

Leu

Ser

Asn

Pro

Leu

85

Glu

Gly

Thr

Glu

Trp

165

Ile

Thr

Gly

Pro

His
245

Ala

Ala

Ser

Phe

Thr

70

Gln

Arg

val

Pro

Asn

150

Asn

Ala

Asn

Gly

Asn

230

His

Gly

Glu

His

Ser

Phe

Ala

Thr

Ser

Ser

135

Asn

Glu

Ile

Gly

Arg

215

Pro

His

Leu

Pro

Ser

40

Leu

Arg

Gly

val

Lys

120

Ser

Gln

Tyr

Thr

Ser

200

Ser

Leu

Ala

Glu

25

val

Ile

Ile

Thr

val

105

Glu

Gly

Lys

Thr

Ala

185

Thr

Ser

Leu

Leu

10

Arg

Ser

Tyr

Asp

Ile

90

Leu

Lys

Lys

Ile

Phe

170

Val

val

Leu

Gly

93

Trp

Cys

Ile

Ser

Asn

75

Tyr

Gln

Thr

val

Gln

155

Phe

Ser

Lys

Glu

Leu

235

Ile

Asn

Gln

Ser

Thr

Asn

Thr

Thr

Thr

140

Gly

Asn

Gly

Gly

Gly

220

AsSp

Thr

Phe

Trp

45

Asp

Thr

Phe

Asp

Ser

125

Ser

val

Leu

Gly

Asn

205

Pro

Ser

Leu

Thr

Arg

Thr

Tyr

Lys

Pro

110

Thr

Tyr

Gln

Thr

Lys

1390

Ser

Thr

Ser

15

Leu

Ile

Leu

Gly

Ile

95

Leu

Gly

Glu

Ile

Ala

175

Arg

Ala

Phe

Arg

Leu

Ala

Leu

Gly

Cys

80

Ile

Pro

Leu

Vval

Gln

160

Gly

Ser

Asp

Glu

Thr

240
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<210>7

<211> 1632

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 7

Met Leu Arg His Gly Ala

Val Gln Thr Gly Val Ala
20

Glu Ser Arg Val Ser Ser

Ala Ser Pro Cys Asn Phe

Pro Met Trp Cys His Pro
65 70

Asn Pro Lys Asp Leu Gln

Ser Leu Asp Gly Glu Glu
100

Pro Pro Ala Arg Phe Glu
115

Leu Gln Val Arg Trp Thr
130

Val Gln Leu Phe Asp His
145 150

Gln Glu Ser Thr Thr Trp
165

Gly Asn Ser Tyr Lys Val
180

Ser Phe Pro Val Tyr Ile

Leu

Glu

Leu

Ser

Ile

Ala

Ser

val

Pro

135

Asn

Ser

Ala

Asn

Thr

Gln

Ser

40

Leu

Arg

Gly

Thr

Asn

120

Ser

Asn

Gln

Ile

Gly

Ala

Val

25

Ala

Ile

Ile

Thr

Leu

105

Arg

Ser

Gln

Tyr

Thr

185

Ser

Leu

10

Lys

Ser

Tyr

Asp

Val

90

Val

Glu

Gly

Lys

Thr

170

Ala

Thr

94 -

Trp

Cys

Ile

Ser

Asn

75

Tyr

Leu

Lys

Lys

Ile

155

Phe

val

Vval

Ile

Asn

Gln

Ser

Phe

Asn

Gln

Thr

val

140

Gln

Leu

Ser

Pro

Thr

Phe

Trp

45

Asp

Thr

Phe

Thr

Ala

125

Ser

Glu

Asn

Gly

Ser

Leu

Thr

Arg

Thr

Tyr

Arg

Asp

110

Ser

Trp

Val

Leu

Glu

190

Pro

Ser

15

Leu

Thr

Ser

Gly

Ile

95

Pro

Thr

Tyr

Gln

Thr
175

Lys

Val

Val

Leu

Phe

Gly

Cys

80

vVal

Leu

Thr

Glu

Val

160

Glu

Arg

Lys
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Asp

Arg

225

Gly

Ala

Thr

Ala

Thr

305

Tyr

Leu

Arg

Glu

Val

385

Pro

Ser

Ala

Leu

210

Gly

Ala

Phe

Met

Pro

290

Ser

Ser

Ala

Leu

Lys

370

Ser

Pro

Leu

Leu

195

Gly

Ser

Ile

His

Ala

275

Met

Leu

Ile

Pro

Ty¥

355

Ser

Tyr

Ala

val

Asp
435

Ile

Gly

Val

Glu

260

Ser

Glu

Asn

Thr

Pro

340

Gln

Ala

Asn

Gly

Leu

420

Gly

Ser

Asn

Gln

245

Leu

Gly

val

Val

Leu

325

Val

val

Ala

Glu

Asp

405

Leu

Leu

Pro

val

230

Asp

Thr

Leu

Ser

Lys

310

Ser

Thr

Thr

Gly

Ile

390

Trp

Asn

Glu

Asn

215

Glu

Thr

Pro

Gln

Asn

295

Trp

His

Glu

Ile

Arg

375

Trp

Glu

Thr

Leu

200

Pro

Gln

Asn

Gly

Asn

280

Leu

Gln

Gln

Thr

Ser

360

Thr

Met

His

Thr

Ile
440

Asn

Tyr

Val

His

265

Ser

Lys

Lys

Gly

Gln

345

Cys

val

Lys

Tyr

val

425

Pro

Ser

Arg

Asp

250

Leu

Arg

val

Pro

Thr

330

Phe

Ile

Pro

Ser

Arg

410

Gly

Gly

95

Leu

Leu

235

Arg

Tyr

Trp

Thr

Pro

315

Ile

Lys

Ser

Glu

Phe

395

Ile

Lys

Arg

Leu

220

val

Arg

Asn

Lys

Asn

300

Gly

Lys

ASp

Gly

Lys

380

Thr

Val

Glu

Gln

205

Ile

Leu

Asp

Leu

Leu

285

Asp

Asp

Glu

Leu

Glu

365

Val

val

Leu

Glu

Tyr
445

Ser

Met

Thr

Thr

270

Val

Gly

Val

Ser

Val

350

Leu

Asn

Phe

Thr

430

Glu

Trp

Asp

Ser

255

Ile

Arg

Arg

Asp

Lys

335

Pro

Ser

Asn

Trp

Asn

415

His

Ile

Ser

Lys

240

Tyr

val

Thr

Leu

Ser

320

Thr

Gly

Ala

Leu

Thr

400

Glu

Tyr

Glu
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vVal

Arg

465

Glu

Lys

Ser

Gly

Gln

545

Leu

Thr

Glu

Tyr

Thr

625

Arg

Arg

Asp

Leu

Ile

450

Thr

Thr

Tyr

Leu

Arg

530

Ser

His

Lys

Asn

Ser

610

Thr

Thr

Asn

His

Ile
690

Val

Val

Ser

Ile

Ser

515

Asn

Ser

Val

Ala

val

595

Phe

Val

val

Asp

Tyr

675

Ile

Glu

Pro

Leu

Ile

500

Lys

Tyr

Ser

Asn

Leu

580

Val

Arg

Ser

Pro

Tyr

660

val

Ala

Ser

Leu

Gly

485

Ser

Asp

Lys

Ile

Asn

565

Gly

val

Ala

Gly

Ser

645

Leu

Val

Lys

Gly

Ala

470

Ile

Leu

Ala

Ala

Lys

550

Gln

Asp

Lys

Leu

Gly

630

Ser

Ser

Ser

Ser

Asn

455

Vval

Thr

Met

Lys

Thr

535

Gly

Gly

val

Asn

Lys

615

Ile

Val

val

Leu

val
695

Leu

Leu

Trp

Asp

Glu

520

Val

Arg

Met

Glu

Glu

600

Pro

Ser

Ser

Ser

Ser

680

Ser

Arg

Gln

Arg

Arg

505

Phe

Thr

Thr

Thr

Phe

585

Ser

Gly

Ser

Gly

Trp

665

His

Glu

Asn

Leu

Ala

490

Glu

Thr

Ser

Vval

Ser

570

Tyr

val

Ser

Arg

Val

€50

Leu

Glu

Cys

96

Ser

Arg

475

Pro

Leu

Phe

Met

Pro

555

Ser

Gln

Ser

Leu

Gln

635

Thr

Pro

Gly

Ser

Glu

460

val

Leu

Leu

Thr

Ser

540

Ala

Leu

Val

Ser

Tyr

620

Val

Val

Ala

Lys

Phe
700

Arg

Lys

Gly

Val

Asp

525

Gly

Gln

Phe

Leu

Asp

605

Ser

Val

Asn

Pro

Val

685

Ser

Cys

His

Glu

Ile

510

Leu

Asp

Val

Thr

Leu

590

Thr

Val

Ala

Asn

Gly

670

Asp

Ser

Gln

Ala

Trp

495

His

Met

Leu

Thr

Asn

575

Ile

Ser

Val

Glu

Ser

655

Glu

Gln

Leu

Gly

Asn

480

Glu

Lys

Pro

Lys

Asp

560

Trp

His

Arg

Val

Gly

640

Gly

Val

Phe

Thr
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Pro

705

Ala

Gly

Trp

Asn

Glu

785

Val

Arg

Thr

Gln

Ile

865

Pro

Gln

Asn

Trp

Arg
945

Gly

Ser

Ile

Val

Arg

770

Cys

Ser

Thr

Glu

Tyxr

850

His

Gly

Gln

Ile

Ser

930

Gln

Arg

His

Ser

His

755

Glu

Glu

Thr

Ile

Asp

835

Glu

Leu

Arg

Ser

His

915

Pro

Asp

Leu

Ser

Val

740

Ala

Ser

Phe

Lys

Pro

820

Leu

Val

Val

His

Ala

900

Ile

Gly

Glu

Tyr

Phe

725

Ser

Thr

Phe

Ile

Ser

805

Glu

His

Gln

Asn

Tyr

885

Phe

Ser

Gly

Lys

Asn

710

Thr

Asn

Gly

Ile

Glu

790

Gly

Pro

val

Leu

Thr

870

Lys

Ile

Ala

Gly

Val
950

val

Glu

Ser

asp

Gln

775

Leu

Gln

Val

Thr

Leu

855

Ala

Ile

Glu

Asn

Asp

935

Asp

Thr

Glu

Ala

Phe

760

Thr

Val

Tyr

Lys

Trp

840

Phe

Thr

Leu

Gly

Gly

920

vVal

Ser

val

Arg

Arg

745

Asp

Lys

Pro

Glu

Asp

825

Ser

Asn

Glu

Val

Len

905

Ala

Asp

Gln

Thr

Thr

730

Ser

His

Thr

Gly

Ala

810

Leu

Arg

Asp

Tyr

Leu

890

Thr

Thr

Ser

Thr

97

Thr

715

val

Asp

Tyr

Ile

Arg

795

Ser

Thr

Ala

Met

Lys

875

Thr

Val

Asp

Tyr

Ile
955

Lys

Pro

Tyr

Glu

Pro

780

Leu

Glu

Leu

Asn

Lys

860

Phe

Ile

Pro

Arg

Val

9240

Pro

Ser

Asp

Leu

Val

7165

Lys

Tyr

Gln

Leu

Gly

845

Val

Thr

Ser

Ser

Leu

925

val

Lys

Gly

Lys

Lys

750

Thr

Ser

Ser

Gly

Asn

830

Asp

Phe

Ala

Gly

Thr

910

Met

Ser

His

Asn

Val

735

Vval

Ile

Glu

Val

Thr

815

Arg

Val

Pro

Leu

Asp

895

val

Vval

Ala

Ala

Tyr

720

Gln

Ser

Lys

Asn

Thr

800

Gly

Ser

Asp

His

Thr

880

Val

Lys

Thr

Phe

Ser
960
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Glu His Thr Phe His Arg Leu Glu Ala Gly Ala Lys Tyr Arg Ile Ala
965 970 975

Tle Val Ser Val Ser Gly Ser Leu Arg Asn Gln Ile Asp Ala Leu Gly
980 985 990

Gln Thr vVal Pro Ala Ser Val Gln Glu Val Val Ala Ala Asn Ala Tyr
995 1000 1005

Ser Ser Asn Ser Leu Thr Val Ser Trp Gln Lys Ala Leu Gly Val
1010 1015 1020

Ala Glu Arg Tyr Asp Ile Leu Leu Leu Asn Glu Asn Gly Leu Leu
1025 1030 1035

Leu Ser Asn Val Ser Glu Pro Ala Thr Ala Arg Gln His Lys Phe
1040 1045 1050

Glu Asp Leu Thr Pro Gly Lys Lys Tyr Lys Met Gln Ile Leu Thr
1055 1060 1065

Val Ser Gly Gly Leu Phe Ser Lys Glu Ser Gln Ala Glu Gly Arg
1070 1075 1080

Thr Val Pro Ala Ala Val Thr Asn Leu Arg Ile Thr Glu Asn Ser
1085 1090 1095

Ser Arg Tyr Leu Ser Phe Gly Trp Thr Ala Ser Glu Gly Glu Leu
1100 1105 1110

Ser Trp Tyr Asn Ile Phe Leu Tyr Asn Pro Asp Arg Thr Leu Gln
1115 1120 1125

Glu Arg Ala Gln Val Asp Pro Leu Val Gln Ser Phe Ser Phe Gln
1130 1135 1140

Asn Leu Leu Gln Gly Arg Met Tyr Lys Met Val Ile Val Thr His
1145 1150 1155

Ser Gly Glu Leu Ser Asn Glu Ser Phe Ile Phe Gly Arg Thr Val
1160 1165 1170

Pro Ala Ala Val Asn His Leu Lys Gly Ser His Arg Asn Thr Thr
1175 1180 1185

Asp Ser ILeu Trp Phe Ser Trp Ser Pro Ala Ser Gly Asp Phe Asp
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Phe

Asn

Val

Asp

Pro

Ala

Phe

Pro

His

Asp

Thr

Ser

Asp

Glu

Met

1190

Tyr
1205

Trp
1220

Pro
1235

Leu
1250

Pro
1265

Ile
1280

Glu
1295

Tyr
1310

Pro
1325

Ser
1340

Lys
1355

Thr
1370

Gly
1385

Phe
1400

Met
1415

Glu

Lys

Gly

Ser

Ser

Thr

Leu

Ser

Gly

Trp

Pro

Ala

Tyr

Ser

Leu

Leu

Glu

Asn

Leu

Trp

Gln

Ser

Arg

Lys

Asp

Ile

Ser

Arg

vVal

Ile

Lys

Lys

Lys

Leu

Lys

Trp

Arg

Ser

Thr

Lys

Ala

Ile

Lys

Pro

Leu

Asp

Tyr

Val

Ser

Gly

Phe

Lys

Tyr

Tyr

Ile

Cys

Glu

Leu

His

1195

Tyr
1210

Val
1225

Thr
1240

Thr
1255

Phe
1270

Pro
1285

Pro
1300

Ser
1315

Gln
1330

Ser
1345

Gln
1360

Ser
1375

Cys
1390

Glu
1405

Lys
1420

Asn

Thr

Leu

Gly

Ala

Pro

Gly

Glu

Phe

Lys

Asn

Trp

Arg

Lys

Arg

Pro

Glu

Tyr

Glu

Asp

Asp

Asp

Gly

Ser

Pro

Leu

Ile

Lys

Glu

Tyr

Asn

Trp

Val

Gly

Val

Trp

Ala

Arg

Val

Ile

His

Pro

Met

Lys

Leu

Gly

Arg

Val

Arg

Ala

Thr

Leu

Ile

Lys

Ser

Cys

Pro

Asp

Ser

Val

1200

Thr
1215

Phe
1230

Thr
1245

Thr
1260

Asn
1275

Asp
1290

Thr
1305

val
1320

Thr
1335

Gly
1350

Arg
1365

Asp
1380

Thr
1395

Leu
1410

Ser
1425

Lys

Gln

His

Ala

Thr

Tyr

Ile

Tyr

Val

Ser

Pro

Ser

Gln

Leu

Ile

Lys

Gly

Ser

Pro

Ser

Asn

Phe

Gly

Ser

val

Gln

Asp

Glu

Asn

Lys

Glu

Leu

Gly

Ser

Leu

Asp

Asn

Leu

Gly

Arg

Aszn

Phe

Ile

Ile

Val
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Gln

Thr

Asn

Val

Phe

Pro

Asn

Cys

Leu

Gln

Lys

Pro

Gly

<210> 8

Ser
1430

Met
1445

Glu
1460

Asn
1475

Ala
1490

Glu
1505

Ala
1520

Ala
1535

Gly
1550

Gln
1565

Ile
1580

Glu
1595

Ile
1610

Arg
1625

Ala

Ile

Lys

Cys

Val

Gln

Ser

Glu

Ala

Lys

Ser

Phe

Thr

His

<211> 774
<212> PRT

Gly

Asp

Asp

Ser

Val

Gln

Ile

Ser

Glu

Phe

Ile

Thr

Thr

His

Met

Arg

Val

Trp

Val

His

Arg

Pro

Met

Cys

Arg

Lys

Glu

His

Thr

Pro

Leu

Phe

Arg

Pro

Val

Asp

Asp

Asp

Ala

Pro

Ser

His

Ser
1435

Pro
1450

Ile
1465

Ser
1480

Glu
1495

Leu
1510

Tyr
1525

Ser
1540

Ser
1555

Gly
1570

Phe
1585

Leu
1600

Glu
1615

His
1630

<213> Sequ, ncia artificial

<220>

Glu

Gln

Ser

Asp

Ala

Pro

Gln

Ser

Leu

Pro

Thr

Tyr

Pro

His

Vval

Pro

Lys

Thr

Asp

Ser

Thr

Ser

Gly

Leu

Gln

Ser

Leu

Gly

100 -

val

Pro

Ser

Asn

Ser

Tyr

Asn

Lys

Gly

Lys

Leu

AsSp

Phe

Glu

Pro

Ser

Gly

Met

Leu

Tyr

Ser

Lys

Pro

Phe

Thr

Gly

Asp
1440

His
1455

Ile
1470

Ala
1485

Asp
1500

Glu
1515

Phe
1530

Phe
1545

Cys
1560

His
1575

Asp
1590

Phe
1605

val
1620

<223> mol€cula quim9rica humano-murganho

Ser

Ile

Asn

Val

Glu

Tyr

Ala

Asn

Asp

Thr

Glu

Phe

Ile

Thr

Arg

Phe

Lys

Leu

Arg

Ser

Ile

Pro

Ala

Asp

Ser

Glu

Ile

Val

Thr

Tyr

Lys

His

Lys

Lys

Ser

Tyr

Leu

Met

Arg
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<400> 8

Met

Val

Glu

Gly

Ala

65

Asn

Ser

Pro

Gln

Gln

145

Glu

Asn

Phe

Leu

Gly
225

Leu

Gln

Ser

Ser

50

Ala

Leu

Leu

Ala

Vval

130

Leu

Ser

Ser

Pro

Gly

210

Ser

Arg

Thr

Lys

35

Pro

Leu

Gln

Asp

Arg

115

Arg

Phe

Thr

Tyr

Val

195

Ile

Gly

His

Gly

Ala

Cys

Cys

Asp

Glu

100

Phe

Trp

Asp

Thr

Lys

180

Tyr

Ser

Asn

Gly

Val

Ser

Asn

Pro

Leu

85

Glu

Glu

Thr

His

Trp

165

val

Ile

Pro

val

Ala

Ala

Ser

Phe

Thr

70

Gln

Arg

val

Pro

Asn

150

Ser

Ala

Asn

Asn

Glu
230

Leu

Glu

His

Ser

55

Phe

Ala

Thr

Asn

Ser

135

Asn

Gln

Ile

Gly

Pro

215

Gln

Thr

Pro

Ser

40

Leu

Arg

Gly

Val

Arg

120

Ser

Gln

Tyr

Thr

Ser

200

Asn

Tyr

Ala

Glu

Val

Ile

Ile

Thr

Val

105

Glu

Gly

Lys

Thr

Ala

185

Thr

Ser

Arg

Leu

10

Arg

Ser

Tyr

Asp

Ile

20

Leu

Lys

Lys

Ile

Phe

170

val

Val

Leu

Leu

101

Trp

Cys

Ile

Ser

Asn

75

Tyr

Gln

Thr

val

Gln

155

Leu

Ser

Pro

Leu

val
235

Ile

Asn

Gln

Ser

60

Thr

Asn

Thr

Ala

Ser

140

Glu

Asn

Gly

Ser

Ile

220

Leu

Thr

Phe

Trp

45

Asp

Thr

Phe

Asp

Ser
125

Trp

val

Leu

Glu

Pro

205

Ser

Met

Leu

Thr

Arg

Thr

Tyr

Lys

Pro

110

Thr

Tyr

Gln

Thr

Lys

190

Val

Trp

Asp

Ser

15

Leu

Ile

Leu

Gly

Ile

95

Leu

Thr

Glu

val

Glu

175

Arg

Lys

Ser

Lys

Val

Ala

Leu

Gly

Cys

80

Ile

Pro

Leu

val

Gln

160

Gly

Ser

Asp

Arg

Gly
240
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Ala Ile Val Gln Asp Thr Asn Val Asp Arg Arg Asp Thr Ser Tyr Ala
245 250 255

Phe His Glu Leu Thr Pro Gly His Leu Tyr Asn Leu Thr Ile Val Thr
260 265 270

Met. Ala Ser Gly Leu Gln Asn Ser Arg Trp Lys Leu Val Arg Thr Ala
275 280 285

Pro Met Glu Val Ser Asn Leu Lys Val Thr Asn Asp Gly Arg Leu Thr
230 295 300

Ser Leu Asn Val Lys Trp Gln Lys Pro Pro Gly Asp Val Asp Ser Tyr
305 310 315 320

Ser Ile Thr Leu Ser His Gln Gly Thr Ile Lys Glu Ser Lys Thr Leu
325 330 335

Ala Pro Pro Val Thr Glu Thr Gln Phe Lys Asp Leu Val Pro Gly Arg
340 345 350

Leu Tyr Gln Val Thr Ile Ser Cys Ile Ser Gly Glu Leu Ser Ala Glu
355 360 365

Lys Ser Ala Ala Gly Arg Thr Val Pro Glu Lys Val Arg 2Asn Leu Val
370 375 380

Ser Tyr Asn Glu Ile Trp Met Lys Ser Phe Thr Val Asn Trp Thr Pro
385 390 395 400

Pro Ala Gly Asp Trp Glu His Tyr Arg Ile Val Leu Phe Asn Glu Ser
405 410 415

Leu Val Leu Leu Asn Thr Thr Val Gly Lys Glu Glu Thr His Tyr Ala
420 425 430

Leu Asp Gly Leu Glu Leu Ile Pro Gly Arg Gln Tyr Glu Tle Glu Val
435 440 445

Ile Val Glu Ser Gly 2sn Leu Arg Asn Ser Glu Arg Cys Gln Gly Arg
450 455 460

Thr Val Pro Leu Ala Val Leu Gln Leu Arg Val Lys His Ala Asn Glu
465 470 475 480

Thr Ser Leu Gly Ile Thr Trp Arg Ala Fro Leu Gly Glu Trp Glu Lys
485 490 495
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Tyr Ile Ile Ser Leu Met Asp Arg Glu Leu Leu Val Ile His Lys Ser
500 505 510

Leu Ser Lys Asp Ala Lys Glu Phe Thr Phe Thr Asp Leu Met Pro Gly
515 520 525

Arg Asn Tyr Lys Ala Thr Val Thr Ser Met Ser Gly Asp Leu Lys Gln
530 535 540

Ser Ser Ser Ile Lys Gly Arg Thr Val Pro Ala Gln Val Thr Asp Leu
545 550 555 560

His Val Asn Asn Gln Gly Met Thr Ser Ser Leu Phe Thr Asn Trp Thr
565 570 575

Lys Ala Leu Gly Asp Val Glu Phe Tyr Gln Val Leu Leu Ile His Glu
580 585 590

Asn Val Val Val Lys Asn Glu Ser Val Ser Ser Asp Thr Ser Arg Tyr
595 600 605

Ser Phe Arg Ala Leu Lys Pro Gly Ser Leu Tyr Ser Val Val Val Thr
610 615 620

Thr Val Ser Gly Gly Ile Ser Ser Arg Gln Val Val Ala Glu Gly Arg
625 630 635 640

Thr Val Pro Ser Ser Val Ser Gly Val Thr Val Asn Asn Ser Gly Arg
645 650 655

Asn Asp Tyr Leu Ser Val Ser Trp Leu Pro Ala Pro Gly Glu Val Asp
660 665 670

His Tyr Val Val Ser Leu Ser His Glu Gly Lys Val Asp Gln Phe Leu
675 680 685

Ile Ile Ala Lys Ser Val Ser Glu Cys Ser Phe Ser Ser Leu Thr Pro
690 695 700

Gly Arg Leu Tyr Asn Val Thr Val Thr Thr Lys Ser Gly Asn Tyr Ala
705 710 715 720

Ser His Ser Phe Thr Glu Glu Arg Thr Lys Gly Asn Ser Ala Asp Ile
725 730 735

Gln His Ser Gly Gly Arg Ser Ser Leu Glu Gly Pro Arg Phe Glu Gly
740 745 750

Lys Pro Ile Pro Asn Pro Leu Leu Gly Leu Asp Ser Thr Arg Thr Gly
755 760 765

His His His His His His
770
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<210>9

<211> 775

<212> PRT

<213> Sequ, ncia artificial

<220>

<223> molqlcula quim¥rica humano-murganho

<400> 9

Met Leu Arg His Gly Ala Leu Thr Ala Leu Trp

Val Gln Thr Gly Val Ala Glu Gln Val Lys Cys
20 25

Glu Ser Arg Val Ser Ser Leu Ser Ala Ser Ile
35 40

Ala Ser Pro Cys Asn Phe Ser Leu Ile Tyr Ser
50 55

Pro Met Trp Cys His Pro Ile Arg Ile Asp Asn
65 70 75

Asn Pro Lys Asp Leu Gln Ala Gly Thr Vval Tyr

Ser Leu Asp Gly Glu Glu Ser Thr Leu Val Leu
100 105

Pro Pro Ala Arg Phe Gly Val Ser Lys Glu Lys
115 120

Leu His Val Trp Trp Thr Pro Ser Ser Gly Lys
130 135

Val Gln Leu Phe Asp Glu Asn Asn Gln Lys Ile
145 150 155

Gln Glu Ser Thr Ser Trp Asn Glu Tyr Thr Phe
165 170

Ile

Asn

Gln

Ser

60

Phe

Asn

Gln

Thr

Val

140

Gln

Phe

Thr

Phe

Trp

45

Asp

Thr

Phe

Thr

Thr

125

Thr

Gly

Asn

Leu

Thr

30

Arg

Thr

Tyr

Arg

Asp

110

Ser

Ser

Val

Leu

Ser

15

Leu

Thr

Ser

Gly

Ile

95

Pro

Thr

Tyr

Gln

Thr
175

vVal

Leu

Phe

Gly

Cys

80

val

Leu

Gly

Glu

Ile

160

Ala
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Gly Ser Lys Tyr Asn Ile Ala Ile Thr Ala Val Ser Gly Gly Lys Arg
180 185 190

Ser Phe Ser Val Tyr Thr Asn Gly Ser Thr Val Pro Ser Pro Val Lys
195 200 205

2Asp Leu Gly Ile Ser Pro Asn Pro Asn Ser Leu Leu Ile Ser Trp Ser
210 215 220

Arg Gly Ser Gly Asn Val Glu Gln Tyr Arg Leu Val Leu Met Asp Lys
225 230 235 240

Gly Ala Ile Val Gln Asp Thr Asn Val Asp Arg Arg Asp Thr Ser Tyr
245 250 255

Ala Phe His Glu Leu Thr Pro Gly His Leu Tyr Asn Leu Thr Ile Val
260 265 270

Thr Met Ala Ser Gly Leu Gln Asn Ser Arg Trp Lys Leu Val Arg Thr
275 280 285

Ala Pro Met Glu Val Ser Asn Leu Lys Val Thr Asn Asp Gly Arg Leu
290 295 300

Thr Ser Leu Asn Val Lys Trp Gln Lys Pro Pro Gly Asp Val Asp Ser
305 310 315 320

Tyr Ser Ile Thr Leu Ser His Gln Gly Thr Ile Lys Glu Ser Lys Thr
325 330 335

Leu Ala Pro Pro Val Thr Glu Thr Gln Phe Lys Asp Leu Val Pro Gly
340 345 350

Arg Leu Tyr Gln Val Thr Ile Ser Cys Ile Ser Gly Glu Leu Ser Ala
355 360 365

Glu Lys Ser Ala Ala Gly Arg Thr Val Pro Glu Lys Val Arg Asn Leu
370 375 380

Val Ser Tyr Asn Glu Ile Trp Met Lys Ser Phe Thr Val Asn Trp Thr
385 390 395 400

Pro Pro Ala Gly Asp Trp Glu His Tyr Arg Ile Val Leu Phe Asn Glu
405 410 415

Ser Leu Val Leu Leu 2Asn Thr Thr val Gly Lys Glu Glu Thr His Tyr
420 425 430
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Ala Leu Asp Gly Leu Glu Leu Ile Pro Gly Arg Gln Tyr Glu Ile Glu
435 440 445

Val Ile Val Glu Ser Gly Asn Leu Arg Asn Ser Glu Arg Cys Gln Gly
450 455 460

Arg Thr Val Pro Leu Ala Val Leu Gln Leu Arg Val Lys His Ala Asn
465 470 475 480

Glu Thr Ser leu Gly Ile Thr Trp Arg Ala Pro Leu Gly Glu Trp Glu
485 490 495

Lys Tyr Ile Ile Ser Leu Met Asp Arg Glu Leu Leu Val Ile His Lys
500 505 510

Ser Leu Ser Lys Asp Ala Lys Glu Phe Thr Phe Thr Asp Leu Met Pro
515 520 525

Gly Arg Asn Tyr Lys Ala Thr Val Thr Ser Met Ser Gly Asp Leu Lys
530 535 540

Gln Ser Ser Ser Ile Lys Gly Arg Thr Val Pro Ala Gln Val Thr Asp
545 550 555 560

Leu His Val Asn Asn Gln Gly Met Thr Ser Ser Leu Phe Thr Asn Trp
565 570 575

Thr Lys Ala Leu Gly Asp Val Glu Phe Tyr Gln Val Leu Leu Ile His
580 585 590

Glu Asn Val Val Val Lys Asn Glu Ser Val Ser Ser Asp Thr Ser Arg
595 600 605

Tyr Ser Phe Arg Ala Leu Lys Pro Gly Ser Leu Tyr Ser Val Val Val
610 615 620

Thr Thr Val Ser Gly Gly Ile Ser Ser Arg Gln Val Val Ala Glu Gly
625 630 635 640

Arg Thr Val Pro Ser Ser Val Ser Gly Val Thr Val Asn Asn Ser Gly
645 €50 655

Arg Asn Asp Tyr Leu Ser Val Ser Trp Leu Pro Ala Pro Gly Glu Val
660 665 670

Asp His Tyr Val Val Ser Leu Ser His Glu Gly Lys Val Asp ‘Gln Phe
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675

Leu Ile Ile
690

Pro Gly Arg
705

Ala Ser His

Ile Gln His

Gly Lys Pro
755

Gly His His
770

<210> 10
<211>774

< 212> PRT

Ala

Leu

Ser

Ser

740

Ile

His

Lys

Tyr

Phe

725

Gly

Pro

His

Ser

Asn

710

Thr

Gly

Asn

His

Val

695

Val

Glu

Arg

Pro

His
775

< 213> Sequ, ncia artificial

<220>

680

Ser

Thr

Glu

Ser

Leu
760

Glu

Val

Arg

Ser

745

Leu

Cys

Thr

Thr

730

Leu

Gly

107

Ser

Thr

715

Lys

Glu

Leu

685

Phe Ser Ser
700

Lys Ser Gly

Gly Asn Ser

Gly Pro Arg
750

Asp Ser Thr
765

<223> molqlcula quim¥rica humano-murganho

<400> 10

Leu

Asn

Ala

735

Phe

Arg

Thr

Tyr

720

Asp

Glu

Thr
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val

Glu

Gly

Ala

65

Asn

Ser

Leu

Gln

Ser

Ser

50

Ala

Leu

Leu

Arg

Thr

Lys

35

Pro

Leu

Gln

Asp

His

Gly

20

Ala

Cys

Cys

Asp

Glu
100

Gly

Vval

Ser

Asn

Pro

Leu

85

Glu

Ala

Ala

Ser

Phe

Thr

70

Gln

Arg

Leu

Glu

His

Ser

55

Phe

Ala

Thr

Thr

Pro

Ser

40

Leu

Arg

Gly

val

Ala

Glu

25

Val

Ile

Ile

Thr

Val
105

Leu

10

Arg

Ser

Tyr

Asp

Ile

90

Leu

108

Trp

Cys

Ile

Ser

Asn

75

Tyr

Gln

Ile

Asn

Gln

Ser

60

Thr

Asn

Thr

Thr

Phe

Trp

45

Asp

Thr

Phe

Asp

Leu

Thr

30

Arg

Thr

Tyr

Lys

Pro
110

Ser

15

Leu

Ile

Leu

Gly

Ile

95

Leu

vVal

Ala

Leu

Gly

Cys

80

Ile

Pro
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Pro Ala Arg Phe Gly Val Ser Lys Glu Lys Thr Thr Ser Thr Gly Leu
115 120 125

His Val Trp Trp Thr Pro Ser Ser Gly Lys Val Thr Ser Tyr Glu Val
130 135 140

Gln Leu Phe Asp Glu Asn Asn Gln Lys Ile Gln Gly Val Gln Ile Gln
145 150 155 160

Glu Ser Thr Ser Trp Asn Glu Tyr Thr Phe Phe Asn Leu Thr Ala Gly
165 170 175

Ser Lys Tyr Asn Ile Ala Ile Thr Ala Val Ser Gly Gly Lys Arg Ser
180 185 190

Phe Ser Val Tyr Thr Asn Gly Ser Thr Val Pro Ser Pro Val Lys Asp
195 200 205

Leu Gly Ile Ser Pro Asn Pro Asn Ser Leu Leu Ile Ser Trp Ser Arg
210 215 220

Gly Ser Gly Asn Val Glu Gln Tyr Arg Leu Val Leu Met Asp Lys Gly
225 230 235 2490

Ala Ile Val Gln Asp Thr Asn Val Asp Arg Arg Asp Thr Ser Tyr Ala
245 250 255

Phe His Glu Leu Thr Pro Gly His Leu Tyr Asn Leu Thr Ile Val Thr
260 265 270

Met Ala Ser Gly Leu Gln Asn Ser Arg Trp Lys Leu Val Arg Thr Ala
275 280 285

Pro Met Glu Val Ser Asn Leu Lys Val Thr Asn Asp Gly Arg Leu Thr
230 295 300

Ser Leu Asn Val Lys Trp Gln Lys Pro Pro Gly Asp Val Asp Ser Tyr
305 310 315 320

Ser Ile Thr Leu Ser His Gln Gly Thr Ile Lys Glu Ser Lys Thr Leu
325 330 335

Ala Pro Pro Val Thr Glu Thr Gln Phe Lys Asp Leu Val Pro Gly Arg
340 345 350

Leu Tyr Gln Val Thr Ile Ser Cys Ile Ser Gly Glu Leu Ser Ala Glu
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Lys

Ser

385

Pro

Leu

Leu

Ile

Thr

465

Thr

Tyr

Leu

Arg

Ser

545

His

Lys

Asn

Ser

370

Tyr

Ala

Val

Asp

val

450

val

Ser

Ile

Ser

Asn

530

Ser

val

Ala

Val

355

Ala

Asn

Gly

Leu

Gly

435

Glu

Pro

Leu

Ile

Lys

515

Tyr

Ser

Asn

Leu

Val
595

Ala

Glu

Asp

Leu

420

Leu

Ser

Leu

Gly

Ser

500

Asp

Lys

Ile

Asn

Gly

580

Val

Gly

Ile

Trp

405

Asn

Glu

Gly

Ala

Ile

485

Leu

Ala

Ala

Lys

Gln

565

Asp

Lys

Arg

Trp

390

Glu

Thr

Leu

Asn

Val

470

Thr

Met

Lys

Thr

Gly

550

Gly

Val

aAsn

Thr

375

Met

His

Thr

Ile

Leu

455

Leu

Trp

Asp

Glu

Val

535

Arg

Met

Glu

Glu

360

val

Lys

Tyr

val

Pro

440

Arg

Gln

Arg

Arg

Phe

520

Thr

Thr

Thr

Phe

Ser
600

Pro

Ser

Arg

Gly

425

Gly

Asn

Leu

Ala

Glu

505

Thr

Ser

Val

Ser

Tyr

585

val

Glu

Phe

Ile

410

Lys

Arg

Ser

Arg

Pro

450

Leu

Phe

Met

Pro

Ser

570

Gln

Ser

110

Lys

Thr

395

Val

Glu

Gln

Glu

Val

475

Leu

Leu

Thr

Ser

Ala

555

Leu

val

Ser

Val

380

Val

Leu

Glu

Tyr

Arg

460

Lys

Gly

Val

Asp

Gly

540

Gln

Phe

Leu

Asp

365

Arg

Asn

Phe

Thr

Glu

445

Cys

His

Glu

Ile

Leu

525

Asp

val

Thr

Leu

Thr
605

Asn

Trp

Asn

His

430

Ile

Gln

Ala

Trp

His

510

Met

Leu

Thr

Asn

Ile

590

Ser

Leu

Thr

Glu

415

Tyr

Glu

Gly

Asn

Glu

435

Lys

Pro

Lys

Asp

Trp

575

His

Arg

Val

Pro

400

Ser

Ala

val

Glu

480

Lys

Ser

Gly

Gln

Leu

560

Thr

Glu

Tyr
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Ser Phe Arg Ala Leu Lys Pro Gly Ser Leu Tyr Ser Val Vval Vval Thr
610 615 620

Thr Val Ser Gly Gly Ile Ser Ser Arg Gln Val Val Ala Glu Gly Arg
625 630 635 640

Thr Val Pro Ser Ser Val Ser Gly Val Thr Val Asn Asn Ser Gly Arg
645 650 655

Asn Asp Tyr Leu Ser Val Ser Trp Leu Pro Ala Pro Gly Glu Val Asp
660 665 670

His Tyr Val Val Ser Leu Ser His Glu Gly Lys Val Asp Gln Phe Leu
675 680 685

Ile Ile Ala Lys Ser Val Ser Glu Cys Ser Phe Ser Ser Leu Thr Pro
630 695 700

Gly Arg Leu Tyr Asn Val Thr Val Thr Thr Lys Ser Gly Asn Tyr Ala
705 710 715 720

Ser His Ser Phe Thr Glu Glu Arg Thr Lys Gly Asn Ser 2la Asp Ile
725 730 735

Gln His Ser Gly Gly Arg Ser Ser Leu Glu Gly Pro Arg Phe Glu Gly
740 745 750

Lys Pro Ile Pro Asn Pro Leu Leu Gly Leu Asp Ser Thr Arg Thr Gly
755 760 765

Hig His His His His His
770

<210> 11

<211>89
<212>PRT

< 213> Homo sapiens

<400> 11

Leu Ala Glu Pro Glu Arg Cys Asn Phe Thr Leu Ala Glu Ser Lys Ala
1 5 10 15

Ser Ser His Ser Val Ser Ile Gln Trp Arg Ile Leu Gly Ser Pro Cys
20 25 30

Asn Phe Ser Leu Ile Tyr Ser Ser Asp Thr Leu Gly Ala Ala Leu Cys
35 40 45
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Pro Thr Phe Arg Ile Asp Asn Thr Thr Tyr Gly Cys Asn Leu Gln Asp
30 55 60

Leu Gln Ala Gly Thr Ile Tyr Asn Phe Lys Ile Ile Ser Leu Asp Glu
65 70 75 80

Glu Arg Thr Val Val Leu Gln Thr Asp
85

Li sboa, 9 de outubro de 2017
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REI VI NDI CA=U(ES

1. Um anticorpo isolado que se liga fosfatase
tirosina de prote®nas humana beta (FTPH§), em que o
anticorpo isolado 9 um anticorpo rmonoclonal, em que o
anticorpo rmonoclonal conpreende duas <cadeias pesadas
id nticas e duas cadeias leves id nticas, emque o referido
anticorpo isolado regula positivamente a angiogfnese, em
que o anticorpo isolado se liga primeira repeti 20 FN3 de
FTPH§, em que a prineira repeti 20 FN3 de FTPH§ possui a
sequ, ncia nostrada emSEQ ID NO: 11.

2. O anticorpo nonoclonal de acordo com a
reivindica’?o 1, o anticorpo nonoclonal sendo produzido

pela linha celular de hibridoma ATCC Nt PTA-7580.

3. O anticorpo isolado de acordo com a

reivindica’?o 1, emque o anticorpo isolado 4 humanizado.

4. O anticorpo isolado de acordo com a
reivindica’?o 1, que conpreende regibes determinantes de
conpl ementaridade do anticorpo nonoclonal produzido pela

i nha celular de hibridoma ATCC Mt PTA-7580 e € hunani zado.

5. Um fragnmento de liga'20 ao antigfnio isolado
de umanticorpo rmonoclonal que se liga fosfatase tirosina
de prote°nas humana beta (FTPH§), em que o fragnmento de

liga"20 ao antig¥nio do anticorpo nmonoclonal 9 umfragmento
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Fab, em que o referido fragmento de liga’'20 ao antig9nio
regula negativanente a angi ogfnese, em que o fragmento de
liga’20 ao antig9nio liga-se =~ primeira repeti 20 FN3 de
FTPH§, em que a primeira repeti 20 FN3 de FTPH§ possui a
sequ, ncia nostrada emSEQ ID NO: 11.

6. O fragmento de liga’20 ao antig9nio de
acordo com a reivindica’2o0 5, o fragnento de liga'20 ao
antig9nio do anticorpo monoclonal sendo produzido pela

|inha celular de hibridoma ATCC Nt PTA-7580.

7. O fragmento de liga’20 ao antig9nio de
acordo coma reivindica’2o0 5, emque o fragnento de liga’2o0

ao antig9nio 9 humani zado.

8. O fragmento de liga’20 ao antig9nio de
acordo com a reivindica’2o0 5 o fragmento de liga'20 ao
antig9nio do anticorpo nonoclonal conpreendendo regibes
determ nantes de conplenmentaridade do anticorpo nonoclonal
produzido pela linha celular de hibridoma ATCC Nt PTA-7580

e sendo humani zado.

Li sboa, 9 de outubro de 2017
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REFERNNCIAS CITADAS NA DESCRI ={(i0

Esta lista de refer,ncias citadas pelo requerente 9 apenas para
conveni ,ncia do leitor. A mesma n2o faz parte do docunmento da patente
europeia. Ainda que tenha sido tomado o devido cuidado ao conpilar as
refer, ncias, podem n2o estar exclu®dos erros ou omssbes e o IEP
declina quaisquer responsabilidades a esse respeito.

Docunent os de patentes citadas na Descri 20

WOO0065085A
US20040077065A
US4816567A
US5225539A
US6162963A
US 6150584A
US6114598A
US6075181A
US 5545807A
US 5545806A
US5625825A
WQ09312227A
US4399216A
US4912040A
US4740461A
US4959455A
US4522811A
US11155518B
US 607905068
US 607988968
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Literatura que n2o 9 de patentes citada na Descri "20

¢ NGUYEN, L.L. et al.Int. Rev. Cytol., 2001, vol. 204, 1-48

¢ BUSSOLINO, F.Trends Biochem. Sci., 1997, vol. 22, 251-256

¢ Tumor AngiogenesisFOLKMAN et al.The Molecular Basis of CancerW.
B. Saunders19950000206-32

¢ WEIDNERNew Eng. J. Med., 1991, vol. 324, 11-8
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¢ O'REILLY etal.Cell, 1994, vol. 79, 315-28 O'REILLY et al.Cell, 1997,
vol. 88, 277-85
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¢ YANCOPOULOS et al.Nature, 2000, vol. 407, 242-248 HUANG et
al.J ournal of Biological Chemistry, 1999, vol. 274, 38183-38185

¢ SURF etal.Science, 1998, vol. 282, 468-471

¢ LINetal] Clin. Invest, 1997, vol. 100, 2072-2078

¢ THURSTON et al.Nature Medicine, 2000, vol. 6, 460-463

¢ KRUEGAR etal.EMBO J., 1990, vol. 9,

¢ Basic and Clinical ImmunologyAppleton & Lange1994000071-

¢ MUYLDERMANS, S.Rev. Mol. Biotechnol., 2001, vol. 74, 277-302

¢ KABAT et al.Sequences of Proteins of Immunological InterestP ublic
Health Service, National Institutes of Health19910000

¢ CLACKSON etal.Nature, 1991, vol. 352, 624-628

¢ MORRISON et al.Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1984, vol. 81, 6851-6855
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¢ KIPRIYANOVLE GALLMolecular Biotechnol[Humana Press,
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¢ LOMethods Mol. Biol. Humana Press20040000vol. 248, 135-159

¢ WU etal]. Mol. Biol., 1999, vol. 294, 151-162

¢ Methods Enzymol.Academic Pressvol. 185,

¢ AUERBACH,R. et al.Clin Chem, 2003, vol. 49, 32-40

¢ VAILHE,B. et al.Lab Invest, 2001, vol. 81, 439-452

¢ SIMONS et al.Clinical trials in coronary angiogenesisCirculation, 2000,
vol. 102, 73-86

¢ HOCKFIELD, S. et al.ImmunocytochemistryCold S pring Habor
Laboratory Press19930000vol. 1, 111-201

¢ GODING, J . W.Monoclonal Antibodies: Principles and
PracticesAcademic Press19960000145-
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