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RESUMO

"ANTICORPOS ANTI-MIOSTATINA"

Sdo identificados anticorpos anti-miostatina que
se caracterizam como possuindo alta afinidade e podem ser
anticorpos quiméricos, humanizados ou totalmente humanos,
imunoconjugados dos anticorpos ou fragmentos de ligacdo ao
antigénio destes. Os anticorpos do invento s&do Uteis para
aumento da massa muscular, aumentando a densidade d&ssea ou
para o tratamento de varios distUrbios em espécies de

mamifero ou de aves.
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DESCRICAO

"ANTICORPOS ANTI-MIOSTATINA"

CAMPO DO INVENTO

O invento estd no campo da medicina, particular-
mente no campo dos anticorpos monoclonais contra
miostatina. Mais especificamente, o invento refere-se a
anticorpos anti-miostatina quiméricos ou humanizados de
elevada afinidade e a wutilizacdo dos anticorpos para
terapia, profilaxia ou diagndéstico de varios disturbios ou

condicdes em espécies de mamifero ou de ave.

ANTECEDENTES DO INVENTO

Os membros da superfamilia de proteinas factor de
crescimento transformante beta (TGF-B) estdo envolvidos no
desenvolvimento embriondrio e na homeostasia dos tecidos
adultos. Os membros da superfamilia de TGF-R partilham uma
estrutura comum, incluindo um péptido de sequéncia sinal
necessario para a secrecgcdo da proteina e um fragmento
amino-terminal que ¢é clivado proteoliticamente a cerca de
105-140 aminocadcidos do terminal carboxilo da proteina
precursora grande para produzir a proteina madura. A
proteina madura ¢ caracterizada por residuos de cisteina

altamente conservados, enquanto a forma activa da proteina



PE1951755 -2 -

madura ¢ um homodimero ligado por dissulfureto da pré-
proteina clivada proteoliticamente (Gray, A., e Maston, A.,

Science, 247: 1328, 1990).

A miostatina, também referida como factor de
diferenciacdo do crescimento-8 (GDF-8) ¢é um membro da
superfamilia de proteinas TGF-R. A miostatina partilha
semelhancas estruturais com outros membros da familia TGF-
R. Ela contém um terminal amino hidrdéfobo que actua como um
sinal de secrecdo e um dominio RSRR conservado que &
importante para o processamento proteolitico. A clivagem da
proteina d& origem a um péptido associado a laténcia amino-
terminal e um péptido de sinalizacdo maduro carboxi-
terminal gque forma o homodimero biologicamente activo. A
miostatina & expressa grandemente no misculo esquelético em
desenvolvimento e adulto e funciona como um regulador
negativo do musculo esquelético. A sobre-expresséio
sistémica da miostatina em ratinhos adultos conduz a perda
de massa muscular (Zimmers, et al., Science, 296: 1486-
1488, 2002), embora, inversamente, um ratinho knock-out
para miostatina seja caracterizado por Thipertrofia e
hiperplasia do musculo esquelético, resultando em duas a
trés vezes mais massa muscular do que 0s seus companheiros
de ninhada de tipo selvagem e uma diminuicdo na acumulacédo
de gordura (McPherron et al. Nature, 387: 83-90, 1997). Um
humano com uma mutacdo knock-out para miostatina foi
relatado como estando associado a hipertrofia muscular
grosseira (Scheulke, et al., New Eng. J. Med. 350: 2682,

2004) .
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Existem presentemente tratamentos limitados
disponiveis para perda muscular ou para disturbios ou
condicdes que beneficiariam de um aumento na massa muscular
e/ou forca muscular incluindo, por exemplo, distrofia
muscular, fragilidade, atrofia por desuso e, caquexia, bem
como distlrbios que estdo associados a perda muscular, por
exemplo, doenca renal, insuficiéncia ou doenca cardiaca, e
doenca do figado. Devido ao seu papel como regulador
negativo do crescimento do misculo esquelético, a
miostatina & um alvo desejavel para intervencdo terapéutica
ou profildctica de tais disturbios ou condigdes ou para
monitorizar a progressdo de tais disturbios ou condicdes.
Além do seu papel directo na regulacdo do musculo
esquelético, a miostatina pode também estar envolvida
noutros processos fisioldgicos, incluindo diferenciacédo de
pré-adipbécitos em adipdbdbcitos (Kim et al. BBRC, 281: 902-
906, 2001), e, indirectamente com a homeostasia da glicose
(McPherron, A. e Lee, S-J. JCI 109: 595, 2002) e inibicé&o
da formacdo de osso (Hamrick, M. Mol. Celular Evol. Biol.
272: 388-91, 2003; Hamrick et al. Calcif. Tissue Int. T7T1l:
63, 2002). Consequentemente, antagonistas especificos da
miostatina, e.g., anticorpos especificos da miostatina,
podem também ser Uteis para tratar, prevenir ou monitorizar
distlrbios ou condic¢cdes tais como os que beneficiam do
aumento da densidade &éssea (e.g., osteoporose), diabetes

Tipo II, sindroma metabdlica, obesidade e osteocartrite.

A miostatina ¢é altamente conservada entre as
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espécies; a sequéncia de aminoidcidos da forma madura da
miostatina no humano, ratinho, rato, galinha, peru e vaca é
100% didéntica (ver Figs. 2 e 3). Existem mutacdes da
miostatina de ocorréncia natural em gado, que foram
associadas a um fendtipo duplo-musculado (McPherron et al.
PNAS, 94: 12457-61, 1997). Uma vez gque a miostatina ¢é
altamente conservada na sequéncia e na funcdo ao longo das
espécies, um anticorpo anti-miostatina proporciona uma
forma promissora de aumentar a massa muscular, ou
tratamento ou prevencdo de tais disturbios ou condicdes
listados acima, ndo sé em humanos, como também em outros
mamiferos incluindo, e.qg., animais domésticos (e.g.,
caninos e felinos), animais de desporto (e.g., equinos),
animais fonte de alimento (e.g., bovinos, suinos e ovinos)
e em espécies aviéarias (e.g., frango, peru, pato e outras

aves de caca e capoeira).

O factor de diferenciacdo do crescimento-11,
também referido como GDF-11 ou BMP-11, ¢ o membro da
superfamilia de proteinas TGF-B que ¢ mais hombdélogo a
miostatina. A sequéncia de aminoédcidos das formas maduras
de miostatina humana e GDF-11 sdo cerca de 90% idénticas;
no entanto, GDF-11 ¢é expresso numa gJgama mais ampla de
tecidos do que é GDF-8, incluindo polpa dentéaria, cérebro,
coracdo, rim e pulmdo, bem como tecido muscular e adiposo
(Nakashima et al. Mech. of Development 80: 185, 1999).
Ratinhos knock-out para GDF-11 morrem dentro de 24 horas
apds o nascimento com multiplas anomalias. Em particular,

os ratinhos apresentam pares extra de costelas, falta de
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rins e mostram defeitos no estbmago, baco e péncreas
(McPherron et al., Nature Genetics 22: 260, 1999; Esquela e
Lee, Dev. Biol. 257: 356, 2003; Harmon et al., Devpt. 131:
06163, 2004). Verificou-se recentemente que GDF-11 governa a
janela temporal durante a qual os progenitores multipo-
tentes retém a competéncia para produzir descendéncia neu-

ral distinta (Kim, J. et al. Science 308: 1927-1930, 2005).

Existe uma necessidade terapéutica de um
anticorpo anti-miostatina que se liga de preferéncia a
miostatina em detrimento de outras proteinas da super-
familia TGF-f, particularmente GDF-11. Além disso, existe a
necessidade de anticorpos especificos de miostatina que se
liguem a miostatina com elevada afinidade, particularmente
uma afinidade mais elevada (i.e. uma afinidade mais forte
tal como mostrado por exemplo por um valor de Kp mais
baixo), qgue aquela com que se ligam a GDF-11, e permitam
deste modo que o nivel de dose qgue o0s pacientes recebem
seja minimizado o que pode deste modo resultar em dosagens
menos frequentes com um tal anticorpo gque com um anticorpo
que se ligue a miostatina com uma afinidade menor (i.e.,
uma Kp mais elevada). Um anticorpo de elevada afinidade é
também desejdvel na medida em que pode permitir maior
flexibilidade na via de administracdo do anticorpo a um
paciente, uma vez que é menos desejavel que um farmaco seja
administrado por via intravenosa do gque por via subcuténea,
por exemplo. Existe também a necessidade de anticorpos
especificos de miostatina com um valor de ICsp baixo ou de

outro modo favordvel num ensaio de Dbiocactividade de
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miostatina para gerar um anticorpo anti-miostatina tera-
péutico com uma dose terapéutica eficaz minima. E também
desejavel proporcionar anticorpos especificos para mios-
tatina onde qualquer resposta 1imunitdria ao anticorpo
evocada por um paciente recebendo o anticorpo é reduzida a
um minimo. O presente invento satisfaz estas necessidades e

proporciona vantagens relacionadas.

SUMARIO DO INVENTO

Os anticorpos do invento s&do anticorpos mono-
clonais anti-miostatina quiméricos ou humanizados e porcdes
de ligacdo ao antigénio destes, que antagonizam ou
neutralizam pelo menos uma actividade bioldégica in vitro ou
in vivo ou propriedade associada a miostatina ou uma porcéo
desta. Os anticorpos do invento ndo se ligam a um péptido
consistindo nos aminoacidos 40-64 (inclusive), 43-57 ou 45-
59 da miostatina madura, de preferéncia miostatina humana,

a niveis significativamente maiores que os do fundo.

De acordo com um primeiro aspecto do presente
invento, ¢ proporcionado um anticorpo de miostatina
compreendendo um polipéptido da regido variavel da cadeia
pesada de SEQ ID NO: 98 e um polipéptido da regido variavel
da cadeia leve SEQ ID NO: 138. De preferéncia, o anticorpo
de miostatina de acordo com o presente invento, compreende
ainda uma regido constante de cadeia pesada seleccionada a
partir de IgGi, IgGz, IgGs, IgGs, IgA, IgE, IgM e IgD. De

preferéncia, no anticorpo de miostatina de acordo com o
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presente invento, a regido constante presente no anticorpo
tem origem no genoma de um animal seleccionado a partir de
animais domésticos, animais de desporto e animais fonte de

alimento.

De acordo com um segundo aspecto do presente
invento, ¢é proporcionada uma composicdo farmacéutica com-
preendendo o anticorpo de acordo com o presente invento. De
preferéncia, a composicdo farmacéutica do presente invento

compreende ainda um suporte farmaceuticamente aceitéavel.

De acordo com um terceiro aspecto do presente
invento, ¢é proporcionado um anticorpo de miostatina de
acordo com o presente invento ou uma composicdo farmacéu-
tica de acordo com o presente invento para utilizacdo como
medicamento. De preferéncia, o anticorpo de miostatina ou a
composicdo farmacéutica de acordo com o presente invento é
para utilizacdo em tratamento ou prevencdo de uma ou mais
condicdes seleccionadas a partir de fragilidade, caquexia,
perda muscular, fraqueza muscular, miopatia, distrofia
muscular, osteoporose, DPOC, insuficiéncia ou doenca renal,
insuficiéncia ou doenca hepatica, insuficiéncia cardiaca,

diabetes tipo II ou sindroma metabdlica.

Numa forma de realizacéo, 0s anticorpos do
invento possuem uma ICso de menos de 1 nM num ensaio
repérter de miostatina/SBE in vitro (ver Exemplo 5). De
preferéncia, os anticorpos do invento tém um ICsgp num

ensaio repdérter de miostatina/SBE in vitro pelo menos
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quatro vezes menor que o ICsp do anticorpo num ensaio
repérter de GDF-11/SBE in vitro (tal como aqui descrito no

Exemplo 5).

Numa forma de realizacdo, os anticorpos do inven-
to sdo caracterizados por uma forte afinidade de ligacéo
(Kp) para miostatina, i.e., menos de cerca de 1,4 x 10712 M.
Alternativamente, 0s anticorpos do invento sdo ca-
racterizados por uma Kp para miostatina de ndo mais de

1,4 x 10°12 M.

Um anticorpo monoclonal anti-miostatina do
invento pode compreender uma regido constante de cadeia
pesada seleccionada a partir do grupo que consiste em IgGi,
IgGz, IgGs, IgGs, IgA, IgE, IgM e IgD, de preferéncia IgG:
ou IgGs humana (ou substancialmente de origem humana). Um
anticorpo monoclonal anti-miostatina do invento pode
compreender ainda uma regido constante de cadeia leve capa
ou lambda humana. Quando o anticorpo é para utilizar como
terapéutico ou preventivo num humano, a regido constante é
de preferéncia substancialmente ou inteiramente de origem
humana. Quando o anticorpo é para utilizar como terapéutico
ou preventivo num animal n&do humano, ou ovo de um animal
ndo humano, a regido constante é de preferéncia substan-
cialmente origindria do animal no gqual o anticorpo & para
ser utilizado como terapéutico. (ver, e.g., Clarkson, C. et
al., Mol. Imm. 30: 1195-1204, 1993; numero do pedido U.S.
2002/01651350; e numeros de acesso Genbank X69797, U03778,

X16701, X07174, ABOle6e711).
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Varias formas do anticorpo estdo aqui contem-
pladas. Por exemplo, um anticorpo monoclonal anti-miosta-
tina do invento pode compreender ou consistir num anticorpo
intacto (i.e., inteiro, possuindo uma regido Fc intacta),
um anticorpo substancialmente intacto, uma porcdo de
ligacdo ao antigénio deste (e.g., Fab, Fab', F(ab'):) ou um
fragmento Fv de cadeia simples. Entenda-se que todas estas
formas dos anticorpos estdo aqui englobadas e em toda a
parte dentro do termo "anticorpo". Além disso, um anticorpo
do invento pode ser marcado com um marcador detectavel,
imobilizado numa fase sélida e/ou conjugado com um composto
heterbélogo, e.g., uma enzima ou molécula de polietileno-
glicol. Além disso, estd contemplado que os anticorpos do
invento s&o de origem monoclonal mesmo que possam diferir

no padrédo de glicosilacéo.

Noutra forma de realizacgdo, o invento proporciona
uma composicdo farmacéutica compreendendo um anticorpo
monoclonal anti-miostatina do invento. A composicdo farma-
céutica do invento pode ainda compreender um suporte farma-
ceuticamente aceitéavel. Na referida composicdo farmacéu-
tica, o anticorpo monoclonal anti-miostatina do invento & o
ingrediente activo. De preferéncia, a composicdo farmacéu-
tica compreende uma populacdo homogénea ou substancialmente
homogénea de um anticorpo monoclonal anti-miostatina do
invento. A composicdo para utilizacdo terapéutica é estéril
e pode ser 1liofilizada, opcionalmente fornecida com um

diluente apropriado.
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O invento proporciona um método de inibicdo de
pelo menos uma actividade bioldgica da miostatina num
animal, de preferéncia uma espécie de mamifero ou de ave,
de preferéncia um humano, a necessitar deste, compreendendo
a administracdo de uma quantidade terapeuticamente eficaz,
ou quantidade ©profilacticamente eficaz, ou quantidade
neutralizadora da miostatina ou inibidora da miostatina de
um anticorpo monoclonal anti-miostatina do invento a
referida espécie de mamifero ou de ave. O invento
proporciona ainda um método de aumentar a massa muscular ou
0 tratamento ou a prevencdo de uma doenca ou um disturbio
ou uma condicdo melhorada através da neutralizacdo ou
antagonizacdo de uma bioactividade da miostatina que
compreende a administracdo a um paciente (e.g., um humano)
a necessitar de tal tratamento ou prevencdo, de uma
quantidade terapeuticamente ou profilacticamente eficaz de

um anticorpo monoclonal do invento.

O invento incorpora um anticorpo monoclonal anti-
miostatina do invento para utilizacdo no fabrico de um
medicamento para administracdo a um mamifero, de prefe-
réncia um humano, para o tratamento de, e.g., fragilidade,
caquexia, sarcopenia relacionada com a idade, perda ou
fraqueza muscular, miopatia, distrofia muscular,
osteoporose, obesidade, DPOC, insuficiéncia ou doenca
renal, insuficiéncia ou doenca hepédtica, insuficiéncia ou
doenca cardiaca, sindroma metabdlica e diabetes Tipo II num

mamifero, preferencialmente um humano, a necessitar deste
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através da administracdo ao referido mamifero de uma quan-
tidade terapeuticamente quantidade eficaz ou profilac-
ticamente eficaz de um anticorpo monoclonal anti-miostatina

do invento.

O invento incorpora um artigo de fabrico
compreendendo um material de embalagem e um anticorpo do
invento contido no referido material de embalagem e em que
o material de embalagem compreende um folheto que indica
que o anticorpo neutraliza a actividade da miostatina ou

diminui o nivel de miostatina presente no sistema.

O invento proporciona ainda um &cido nucleico
isolado codificando um anticorpo do invento; um vector (ou
vectores) compreendendo o 4cido nucleico, opcionalmente
operativamente ligado a sequéncias de controlo reconhecidas
por uma célula hospedeira transformada com o vector; uma
célula hospedeira compreendendo esse vector; um processo
para producdo de um anticorpo do invento compreendendo a
cultura da célula hospedeira de modo a gque o &cido nucleico
seja expresso e, opcionalmente, recuperacdo do anticorpo a

partir o meio de cultura da célula hospedeira.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

A FIG. 1 mostra a sequéncia de aminodcidos da
pré-miostatina humana com a sequéncia sinal sublinhada e a
porcdo da proteina no terminal carboxilo gque forma um

monémero da forma madura de miostatina em letras a negrito.
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A FIG. 2 mostra a sequéncia de amino&cidos da
miostatina madura humana monomérica. A miostatina humana
activa ¢ um homodimero deste polipéptido associado por
ligacdes dissulfureto. Esta sequéncia ¢é idéntica a da
miostatina madura de ratinho, rato, galinha, peru, céo,

cavalo e porco.

A FIG. 3 mostra um alinhamento da sequéncia de
aminodcidos da miostatina madura de varias espécies de

mamifero ou de ave.

A FIG. 4 mostra o alinhamento da sequéncia de
aminodcidos da forma madura da miostatina humana e de GDF-

11 humano.

A FIG. 5 mostra a sequéncia de aminoécidos da
HCVR e LCVR do anticorpo YN41l, um anticorpo-mde exemplar
dos anticorpos do invento. A figura mostra ainda uma
sequéncia nucleotidica exemplar codificando a HCVR e LCVR

do anticorpo YN41.

A FIG. 6 mostra a sequéncia de aminodcidos das

CDR da LCVR de varios anticorpos.

A FIG. 7 mostra a sequéncia de aminoadcidos das

CDR da HCVR de véarios anticorpos.

A FIG. 8 mostra a sequéncia de aminoadcidos da
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regido constante da cadeia leve —capa dque pode @ser
operativamente ligada a LCVR de um anticorpo do invento na
geracdo de uma cadeia leve inteira de um anticorpo do
invento e a sequéncia de aminodcidos de um dominio da
regido constante de IgG4 que pode ser operativamente ligada
a HCVR de um anticorpo do invento na geracdo de uma cadeia
pesada inteira de um anticorpo do invento. A figura mostra
ainda uma segquéncia nucleotidica exemplar codificando a
regido constante da cadeia leve <capa e uma sequéncia
nucleotidica exemplar codificando um dominio da cadeia

pesada de IgG4.

A FIG 9 mostra o alinhamento da sequéncia de
aminoacidos das LCVR de varios anticorpos. Os dominios CDR

estdo sublinhados na primeira sequéncia de anticorpo.

A FIG. 10 mostra o alinhamento da sequéncia de
aminoacidos das HCVR de varios anticorpos. Os dominios CDR

estdo sublinhados na primeira sequéncia de anticorpo.

DESCRIGAO DETALHADA DO INVENTO

O invento apresenta anticorpos monoclonais anti-
miostatina guiméricos ou humanizados ou porcdes de ligacédo
ao antigénio destes capazes de neutralizar ou antagonizar
pelo menos uma actividade da miostatina in vitro e/ou 1in
vivo caracterizados ainda como demonstrando um ICso igual a
cerca de 1 nM e um ensaio repdrter de miostatina/SBE 1in

vitro e demonstrando uma forte afinidade de 1ligacdo a
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miostatina. Os anticorpos do invento sédo ainda
caracterizados por se ligarem de preferéncia a miostatina
em detrimento do homélogo de miostatina mais prdéximo, GDE-

11 em pelo menos 20%.

Definicdes

Quando agqui utilizado, o termo "miostatina madu-
ra" (ver SEQ ID NO: 2 para as espécies humana, de murideo,
rato, galinha, peru, canina, equina e suina) refere-se a
forma monomérica ou homodimérica da proteina resultante
apbdés clivagem proteolitica em Arg 266 da forma de proé-
proteina de 375 aminocdcido da miostatina. Quando aqui
utilizado, o termo "miostatina" refere-se a miostatina
madura. Quando aqui utilizado, o termo "prdé-miostatina" ou
"forma de pré-proteina da miostatina" quando utilizado com
referéncia a proteina humana refere-se a uma proteina
compreendendo a sequéncia mostrada em SEQ ID NO: 1 como um

mondémero ou homodimero.

Um anticorpo inteiro tal como existe naturalmente
¢ uma molécula de 1imunoglobulina constituida por quatro
cadeias peptidicas, duas cadeias pesadas (H) (cerca de 50-
70 kDa quando inteiras) e duas cadeias leves (L) (cerca de
25 kDa gquando inteiras) interligadas através de ligacdes
dissulfureto. A porcdo amino-terminal de cada cadeia inclui
uma regido varidvel de cerca de 100-110 ou mais aminoécidos
principalmente responsavel pelo reconhecimento do

antigénio. A porcgdo carboxi-terminal de cada cadeia define
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uma regido constante principalmente responsavel pela funcéo

efectora.

As cadeias leves sdo classificadas como capa ou
lambda e caracterizadas por uma regido constante parti-
cular, tal como é conhecido na técnica. As cadeias pesadas
sdo classificadas como gama, mu, alfa, delta, ou épsilon, e
definem o isotipo do anticorpo como IgG, IgM, IgA, IgD, e
IgE, respectivamente, e varios destes podem ainda ser
divididos em subclasses (isotipos) e.g., IgGi, IgGy, IgGs,
IgGs, IghAi, e IgA,. Cada tipo de cadeia pesada é caracte-
rizado por uma regido constante particular conhecida na
técnica. As estruturas das subunidades e as configuracdes
tridimensionais das diferentes classes de anticorpos sé&o
bem conhecidas na técnica. Cada cadeia pesada é constituida
por uma regido variavel de cadeia pesada N-terminal (aqui
"HCVR") e uma regido constante de cadeia pesada. A regido
constante de cadeia pesada é constituida por trés dominios
(CH1, CH2, e CH3) para IgG, IgD, e IgA; e 4 dominios (CHI,
CH2, CH3, e CH4) para IgM e IgE. Cada cadeia leve &
constituida por uma regido variadvel de cadeia leve (aqui
"LCVR") e uma regido constante de cadeia leve, CL. As
regides HCVR e LCVR podem ainda ser subdivididas em regides
de hipervariabilidade, designadas regides determinantes de
complementaridade (CDR), intercaladas com regides gque s&o
mais conservadas, designadas por regides estruturais (FR).
Cada HCVR e LCVR é constituida por trés CDR e quatro FR,
dispostas a partir do terminal amino para o terminal

carboxilo na seguinte ordem: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3,
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CDR3, FR4. Aqui as 3 CDR da cadeia pesada sdo referidas
como "CDRH1, CDRH2, e CDRH3" e as 3 CDR da cadeia leve sé&o
referidas como "CDRL1l, CDRL2 e CDRL3". As CDR contém a
maioria dos residuos que formam interacc¢des especificas com
o antigénio. CDR3 é tipicamente a maior fonte de
diversidade molecular dentro do local de 1ligacdo ao
antigénio. A atribuicdo de aminocécidos a cada dominio esté
de acordo com convencdes bem conhecidas [e.g., Kabat,
"Sequences of Proteins of Immunological Interest", National
Institutes of Health, Bethesda, Md. (1991) ou o esquema de
numeracdo de Chothia tal como descrito em Al-Lazikani et
al., J. Mol. Biol. 273: 927-948, 1997, ver também o sitio
da internet http:www.rubic.rdg.ac.uk/andrew/bioinforg/abs].
A capacidade funcional de um anticorpo para se ligar a um
determinado antigénio é grandemente influenciada pelas seis

CDR.

O termo "anticorpo", em referéncia a um anticorpo
monoclonal anti-miostatina do invento (ou simplesmente,
"anticorpo monoclonal do invento"), tal como aqui
utilizado, refere-se a um anticorpo monoclonal. Um
"anticorpo monoclonal"™ tal como aqui utilizado refere-se a
um anticorpo quimérico, um anticorpo humanizado ou um
anticorpo totalmente humano, a menos que de outro modo aqui
indicado. De preferéncia, um anticorpo monoclonal do
invento existe numa populacdo homogénea ou substancialmente
homogénea. 0s anticorpos monoclonais do invento podem ser
produzidos wutilizando, e.g., técnicas de hibridoma bem

conhecidas na especialidade, bem como tecnologias recombi-



PE1951755 - 17 -

nantes, tecnologias de apresentacdo em fagos, tecnologias
de sintese ou combinacdes de tais tecnologias ou outras
tecnologias prontamente conhecidas na técnica. "Anticorpo
monoclonal" refere-se a um anticorpo que ¢ derivado de uma
tnica c¢dépia ou clone, incluindo, e.g., qualquer clone
eucaridtico, procaridtico, ou de fago, e ndo ao método pelo
qual ¢ produzido. Um "anticorpo monoclonal" pode ser um
anticorpo intacto (compreendendo uma regido Fc completa ou
inteira), um anticorpo substancialmente intacto, ou uma
porcdo ou um fragmento de um anticorpo compreendendo uma
porcdo de ligacdo ao antigénio, e.g., um fragmento Fab,
fragmento Fab' ou fragmento F(ab'), de um anticorpo

quimérico, humanizado ou humano.

As regides variaveis de cada par cadeia
leve/pesada formam os locais de 1ligacdo ao antigénio do
anticorpo. Assim, um anticorpo IgG intacto possui dois
locais de ligacdo. Excepto em anticorpos bifuncionais ou
biespecificos, os dois locais de ligacdo sdo o mesmo. Tal
como aqui utilizado, a "porcdo de ligacdo ao antigénio" ou
"regido de ligacdo ao antigénio" ou "fragmento de ligacéo
ao antigénio" refere-se aqui indiferentemente aquela porcédo
de uma molécula de anticorpo, no interior da regiédo
variavel, que contém os residuos de aminoédcidos dque
interagem com um antigénio e conferem ao anticorpo a sua
especificidade e afinidade para o antigénio. Esta porcédo de
anticorpo inclui os residuos de aminodcidos estruturais
necessarios para manter a conformacdo correcta dos residuos

de ligacdo ao antigénio. De preferéncia, as CDR da regiéo
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de ligacdo ao antigénio dos anticorpos do invento serédo de
origem em murideo ou substancialmente de origem em murideo
com certos residuos de aminocdcidos alterados para melhorar
uma determinada actividade (ver, e.g., Figs. 6 e 7). De
preferéncia, as regides estruturais dos anticorpos do
invento sdo de origem humana, ou substancialmente de origem
humana (pelo menos 95%, 97% ou 99% de origem humana; ver,
e.g., Figs. 9 e 10). Noutras formas de realizacdo, a regiédo
de ligacdo ao antigénio, ou as CDR da regido de ligacdo ao
antigénio, podem ser derivadas de outras espécies né&o
humanas incluindo, mas ndo limitadas a, coelho, rato ou
hamster. Noutras formas de realizacdo, a regido de ligacédo
ao antigénio pode ser inteiramente de origem humana, ou
substancialmente de origem humana, com certos residuos de
aminodcidos alterados para melhorar uma determinada activi-
dade, e.g., afinidade ou especificidade (ver, e.g., as
posicdes dos aminoédcidos das Figs. 6 e 7, que estdo a

negrito e sublinhadas).

Além disso, um "anticorpo monoclonal" tal como
aqui utilizado pode ser um fragmento Fv de cadeia simples
que pode ser produzido através da unido do ADN codificando
a LCVR e a HCVR com uma sequéncia ligadora. (Ver,
Pluckthun, "The Pharmacology of Monoclonal Antibodies",
vol. 113, Rosenburg e Moore eds., Springer-Verlag, Nova
Iorque, pags. 269-315, 1994). Entende-se que, indepen-
dentemente de se os fragmentos ou porcdes sdo especi-
ficados, o termo "anticorpo" tal como aqui utilizado inclui

tais fragmentos ou porgdes, bem como formas de cadeia
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simples. Desde que a proteina mantenha a capacidade de se
ligar especificamente ou preferencialmente ao seu alvo
pretendido (i.e., epitopo ou antigénio), estd incluida no

termo "anticorpo".

Uma "populacédo de anticorpos monoclonais",
refere-se a uma populacdo de anticorpos homogénea ou
substancialmente homogénea (i.e., pelo menos cerca de 90%,
91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, de maior preferéncia pelo
menos cerca de 97% ou 98% ou ainda de preferéncia pelo
menos 99% dos anticorpos na populacdo competiriam num
ensaio ELISA pelo mesmo antigénio ou epitopo). Os
anticorpos podem ou n&do ser glicosilados e ainda estar
dentro dos limites do invento. Os anticorpos monoclonais
podem ser homogéneos se tiverem uma sequéncia de
aminoacidos idéntica, embora possam diferir numa

modificacdo pds-traducdo, e.g., padrdo de glicosilacéo.

Uma "variante" de anticorpo anti-miostatina,
refere-se aqui a uma molécula que difere na sequéncia de
aminoadcidos de uma sequéncia de aminodcidos de um anticorpo
anti-miostatina "mde" em virtude da adicdo, delecdo e/ou
substituicdo de um ou mais residuos de aminodcidos na
sequéncia do anticorpo-mée. Na forma de realizacéo
preferida, a variante compreende uma ou mais substituicdes
de aminodcidos numa ou mais regides CDR do anticorpo-mée.
Por exemplo, a variante pode compreender pelo menos uma
(e.g., de cerca de uma a cerca de dez, e de preferéncia de

cerca de duas a cerca de cinco) substituicdo numa ou mais
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regides CDR do anticorpo-mde. A identidade ou homologia em
relacdo a sequéncia variante ¢é aqui definida como a
percentagem dos residuos aminodcidos na sequéncia variante
que sdo idénticos aos residuos nos anticorpos parentais,
apdés o alinhamento das sequéncias e introducdo de
intervalos, se necessario, para alcancar a percentagem
maxima de identidade da sequéncia. Nenhuma das extensdes,
delecdes ou insercgdes N-terminais, C-terminais ou internas,
na sequéncia do anticorpo deve ser considerada como
afectando a identidade ou homologia da sequéncia. A
variante mantém a capacidade de se ligar a miostatina e tem
de preferéncia propriedades gque sdo superiores as do
anticorpo-mde. Por exemplo, a variante pode ter afinidade
de ligacdo mais forte, ICsp inferior num ensaio de
SBE/repdrter ou maior capacidade para inibir uma
bioactividade da miostatina. O anticorpo variante de
particular interesse aqui é um que apresenta pelo menos
cerca de 5 vezes, de preferéncia pelo menos cerca de 10
vezes, e de maior preferéncia pelo menos cerca de 20, 30,
ou 50 vezes de aumento numa actividade bioldbgica quando

comparado com o anticorpo-mie.

O anticorpo-"mide" aqui €& um que é codificado por
uma sequéncia de aminoédcidos utilizada para a preparacdo da
variante. O anticorpo-mde ©pode ter uma estrutura de
murideo, mas tem de preferéncia uma regido estrutural
humana. O anticorpo-mde pode ser um anticorpo de murideo

(ver e.g., Figs x aqui), quimérico, humanizado ou humano.
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O termo "liga-se especificamente" tal como aqui
utilizado refere-se a situacdo em gue um membro de um par
de 1ligacdo especifica nédo se liga significativamente a
outras moléculas para além do ou dos seus parceiros de
ligacdo especifica tal como medido através de uma técnica
disponivel na especialidade, e.g., ELISA de competicéo,
ensaio BIACORE ou ensaio KINEXA. O termo é também aplicéavel
quando, e.g., um dominio de 1ligacdo ao antigénio de um
anticorpo do invento é especifico para um determinado
epitopo gque é transportado por varios antigénios, caso em
que o anticorpo especifico que transporta o dominio de
ligacdo ao antigénio seréa capaz de se ligar especificamente
aos varios antigénios transportando o epitopo. Assim, um
anticorpo monoclonal do presente invento liga-se

especificamente a GDF-8 e GDF-11.

O termo "liga-se preferencialmente”" tal como aqui
utilizado refere-se a situacdo em que um anticorpo se liga
a um antigénio especifico, pelo menos cerca de 20% mais do
que se liga a um antigénio diferente, conforme medido
através de uma técnica disponivel na especialidade, e.g.,
ELTISA de competicdo ou medicdo de Kp com ensaio BIACORE ou
KINEXA. Por conseguinte, um anticorpo monoclonal do
presente invento liga-se preferencialmente a GDF-8 em
detrimento de GDF-11. Semelhantemente, um anticorpo pode
ligar-se de preferéncia a um epitopo dentro de um antigénio

em relacdo a um epitopo diferente no mesmo antigénio.

O termo "epitopo" refere-se a porcdo de uma
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molécula capaz de ser reconhecida e ligada por um anticorpo
numa ou mais das regides de ligacdo ao antigénio do
anticorpo. Os epitopos consistem frequentemente num
agrupamento de moléculas de superficie quimicamente activa
tais como aminodcidos ou cadeias laterais de acucar e tém
caracteristicas estruturais tridimensionais especificas bem
como caracteristicas de carga especificas. Por "epitopo de
inibicdo"” e/ou "epitopo de neutralizacdo”™ designa-se um
epitopo, que gquando no contexto da molécula intacta (neste
caso, miostatina) e quando ligado a um anticorpo especifico
para o epitopo, resulta em perda ou diminuicdo de uma
actividade bioldgica da molécula ou organismo contendo a

molécula, in vivo ou in vitro.

O termo "epitopo", tal como aqui wutilizado,
refere-se ainda a uma porcdo de um polipéptido possuindo
actividade antigénica e/ou imunogénica num animal, de
preferéncia um mamifero, e.g., um ratinho ou um humano. O
termo "epitopo antigénico", tal como aqui utilizado, é
definido como uma porcdo de um polipéptido a gqual um
anticorpo se pode ligar especificamente, tal como
determinado através de qualquer método bem conhecido na
técnica, por exemplo, através de imunoensaios convencio-
nais. Os epitopos antigénicos n&do necessitam de ser
necessariamente imunogénicos, mas podem ser imunogénicos.
Um "epitopo imunogénico", tal como aqui wutilizado, é
definido como uma porcdo de um polipéptido que desencadeia

uma resposta de anticorpos num animal, tal como determinado

através de qualquer método conhecido na técnica. (ver,
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e.g., Geysen et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81: 3998-

4002 (1983)).

As frases "propriedade Dbioldgica"™ ou "biocacti-
vidade, " "actividade” ou "actividade biolégica", em
referéncia a um anticorpo do presente invento, sdo aqui
utilizadas indiferentemente e incluem, mas ndo estédo
limitadas a, afinidade e especificidade do epitopo/an-
tigénio, capacidade de neutralizar ou antagonizar uma
actividade de miostatina in vivo ou in vitro, ICsy num
ensaio repbérter de miostatina/SBE ou outro ensaio de
actividade in vitro, a estabilidade in vivo do anticorpo e
as propriedades imunogénicas do anticorpo. Outras
propriedades bioldgicas identificédveis de um anticorpo
incluem, por exemplo, reactividade cruzada, (i.e., com
homélogos nédo humanos do péptido alvo ou com outras
proteinas ou tecidos, em geral) e capacidade para preservar
elevados niveis de expressdo da proteina em células de
mamifero. As propriedades ou caracteristicas acima
mencionadas podem ser observadas ou medidas ou avaliadas
utilizando técnicas reconhecidas na especialidade,
incluindo, mas ndo limitadas a, ELISA, ELISA competitivo,
andlise de ressonédncia de plasmdo de superficie, ensaios de
neutralizacdo in vitro e in vivo sem limites, ligacdo ao
receptor, producdo e/ou secrecdo de citocinas ou factores
de crescimento, desenvolvimento do polo animal de Xenopus,
transducdo de sinal e imuno-histoguimica com cortes de
tecidos de diferentes fontes incluindo humana, de primata,

ou qualquer outra fonte conforme possa ser a necessidade.
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O termo "actividade da miostatina" tal como aqui
utilizado refere-se a uma ou mais das actividades fisiolo-
gicamente reguladoras do crescimento ou morfogenéticas
associadas a proteina miostatina activa. Por exemplo, a
miostatina activa é um regulador negativo da massa muscular
esquelética. A miostatina activa pode também modular a
producdo de enzimas especificas do musculo (e.g., creatina-
cinase), estimular a proliferacdo de mioblastos, e modular

a diferenciacdo de pré-adipdcitos em adipdbcitos.

O termo "inibir" ou "neutralizar" tal como aqui
usado em relacdo a uma actividade de um anticorpo do
invento, significa a capacidade de antagonizar substancial-
mente, proibir, prevenir, restringir, atrasar, interromper,
eliminar, parar, reduzir ou reverter, e.g., a progressido ou
gravidade do que estd a ser inibido incluindo, mas né&o
limitado a, uma actividade ou propriedade bioldgica, uma
doenca ou uma condicdo. A inibicdo ou neutralizacdo é de
preferéncia pelo menos cerca de 10%, 20%, 30%, 40%, 50%,

60%, 70%, 80%, 90%, 95% ou mais.

O termo "isolado" quando utilizado em relacdo a
um éacido nucleico ou uma proteina (e.g., um anticorpo)
refere-se a uma sequéncia de &cido nucleico ou proteina que
é identificada e separada de pelo menos um contaminante com
o qual estd vulgarmente associada na sua fonte natural. De
preferéncia, um "anticorpo isolado"™ é um anticorpo que é

substancialmente livre de outros anticorpos possuindo
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especificidades antigénicas diferentes (e.g., composicdes
farmacéuticas do invento compreendem um anticorpo isolado
que se liga especificamente a miostatina e ¢é substan-
cialmente livre de anticorpos gue se ligam especificamente

a antigénios para além da miostatina).

Os termos "numeracdo de Kabat" e "marcacdo de
Kabat" s&o aqui utilizados indiferentemente. Estes termos,
que sdo reconhecidos na técnica, referem-se a um sistema de
numeracdo de residuos de aminodcidos que sdo mais variéaveis
(i.e., hipervariaveis) além de outros residuos de
aminodcidos nas regides varidveis de cadeia pesada e leve
de um anticorpo (Kabat, et al., Ann. NY Acad. Sci. 190:
382-93 (1971); Kabat, et al., "Sequences of Proteins of
Immunological Interest”™, Quinta Edicdo, U.S. Department of
Health and Human Services, NIH Publication No. 91-3242

(1991)) .

Um polinucledétido estéd "operativamente ligado"
quando é colocado numa relacdo funcional com outro
polinucledétido. Por exemplo, um promotor ou estimulador
estd operativamente ligado a uma sequéncia de codificacéo
se afectar a transcricdo da sequéncia. Um péptido esté
"operativamente ligado" a outro péptido gquando os polinu-
cledtidos que os codificam estdo operativamente ligados, de

preferéncia estdo no mesmo enquadramento de leitura aberto.

Os termos "individuo", "sujeito" e "paciente",

aqui utilizados indiferentemente, referem-se a um animal,
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de preferéncia uma espécie de mamifero (incluindo um néo
primata e um primata) ou de ave, incluindo, mas né&o
limitado a, murideos, simios, humanos, animais mamiferos de
quinta (e.g., bovinos, suinos, ovinos), animais mamiferos
de desporto (e.g., equinos), e animais mamiferos de
estimacdo (e.g., caninos e felinos); de preferéncia, o
termo refere-se a humanos. O termo refere-se também a
espécies de aves, incluindo, mas nédo limitadas a, galinhas
e perus. Numa certa forma de realizacdo, o sujeito, de
preferéncia um mamifero, de preferéncia um humano,
caracteriza-se ainda com uma doenca ou um disturbio ou uma
condicdo que Dbeneficiaria de um menor nivel ou menor
biocactividade de miostatina. Noutra forma de realizacdo, o
sujeito, de preferéncia um mamifero, de preferéncia um
humano, caracteriza-se ainda como estando em <risco de
desenvolver um distUrbio, uma doenca ou condicdo dque
beneficiaria de um menor nivel de miostatina ou uma menor

biocactividade de miostatina.

O termo "vector" inclui uma molécula de &cido
nucleico capaz de transportar outro &acido nucleico ao qual
foi ligado incluindo, mas ndo limitado a, plasmideos e
vectores virais. Certos vectores sédo capazes de replicacédo
autdénoma numa célula hospedeira na qual sdo introduzidos
enquanto outros vectores podem ser integrados no genoma de
uma célula hospedeira apbdés introducdo na célula hospedeira,
e sdo assim replicados Jjuntamente com o genoma do
hospedeiro. Além disso, certos vectores sdo capazes de

dirigir a expressdo de genes aos quais estdo operaci-
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onalmente ligados. Tais vectores sdo aqui referidos como
"vectores de expressdo recombinante" (ou simplesmente
"vectores de expressdo") e exemplos de vectores sdo bem

conhecidos na técnica.

Tal como agqui utilizado, as expressdes "célula",
"célula hospedeira", "linha celular", e "cultura celular"”
sdo wutilizados indiferentemente e incluem uma célula
individual ou cultura celular que é um receptor de qualquer
polinucledtido isolado do invento ou qualquer ou gquaisquer
vectores recombinantes compreendendo uma sequéncia
codificando uma HCVR, LCVR ou um anticorpo monoclonal do
invento. As células hospedeiras incluem descendéncia de uma
Unica célula hospedeira, e a descendéncia pode nédo ser
necessariamente completamente idéntica (na morfologia ou no
complemento do ADN total) a célula-mde original devido a
mutacdo e/ou alteracdo natural, acidental, ou deliberada.
Uma célula hospedeira inclui células transformadas,
transduzidas ou infectadas in vivo ou in vitro com um ou
mais vectores recombinantes ou um polinucledtido
expressando um anticorpo monoclonal do invento ou uma
cadeia leve ou cadeia pesada deste. Uma célula hospedeira
que compreende um vector recombinante do invento (quer
estavelmente incorporado no cromossoma hospedeiro ou néo)
pode também ser referida como uma "célula hospedeira
recombinante". Células hospedeiras preferidas para
utilizacdo no invento s&o células CHO (e.g., ATCC CRL-
9096), células NSO, células SP2/0 e células COS (ATCC e.qg.,

CRL-1650, CRL-1651), HeLa (ATCC CCL-2). Células hospedeiras
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adicionais para wutilizacdo no invento incluem células
vegetais, células de levedura, outras células de mamifero e

células procaridticas.

Caracterizacdo do Anticorpo

O presente invento refere-se a anticorpos
monoclonais isolados que se ligam especificamente a
miostatina com elevada afinidade. Os anticorpos do invento
sdo anticorpos guiméricos ou humanizados ou porcgdes de
ligacdo ao antigénio destes. Além disso, os anticorpos do
invento neutralizam ou antagonizam uma actividade bioldbgica
da miostatina in vivo ou in vitro. A ligacdo especifica de
anticorpos monoclonais anti-miostatina do invento a
miostatina permite que os anticorpos do invento sejam
utilizados como terapéuticos ou profilacticos para
condicdes, doencas ou disturbios, associados a miostatina,
i.e., condicdes, doencas ou disturbios gue beneficiem da
reducdo dos niveis de miostatina ou da antagonizacdo ou

inibicdo de uma actividade bioldgica da miostatina.

Numa forma de realizacdo preferida, o invento
proporciona um anticorpo monoclonal anti-miostatina que se
liga a miostatina ou a uma porgdo deste com uma afinidade
de ligacdo (Kp) para miostatina de menos do que cerca de
1,4 x 10712 M. Alternativamente, os anticorpos do invento
caracterizam-se por uma Kp para miostatina de ndo mais do
que cerca de 1,4 x 10712 M. As afinidades dos anticorpos
podem ser determinadas tal como aqui descritas nos exemplos

abaixo.
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De preferéncia, tais anticorpos do invento
caracterizados por uma forte afinidade de ligacdo tal como
aqui descrito, tém também uma ICsp de 1 nM num ensaio
repdérter de miostatina/SBE in vitro. Os anticorpos
caracterizados por uma forte afinidade de ligacdo tal como
aqui descrito, tém um ICsp num ensaio repdrter de
miostatina/SBE in vitro pelo menos 20% menor, de maior
preferéncia pelo menos cerca de duas vezes, trés vezes ou
quatro vezes menor que o ICsp do anticorpo num ensaio
repérter de GDF-11/SBE in vitro (tal como aqui descrito no
Exemplo 5). De preferéncia, tais anticorpos do invento
caracterizados por uma forte afinidade de ligacdo tal como
aqui descrito, sdo ainda caracterizados por reagirem
preferencialmente com GDF-8 em detrimento de GDF-11 em pelo
menos 20%, conforme medido por uma técnica na especia-
lidade, e.g., através de ELISA de competicdo, ou através de
ensaio BIACORE ou KINEXA para demonstrar uma afinidade pelo
menos 20% mais elevada (i.e., menor Kp) do anticorpo para

GDF-8 que para GDF-11.

De preferéncia, os polipéptidos de miostatina e
GDF-11 testados quanto a ligacdo preferencial de um
anticorpo do invento s&do ambos formas homodiméricas da
proteina madura, de preferéncia de origem em mamifero ou
ave, de maior preferéncia de origem humana. No entanto, a
miostatina e os polipéptidos GDF-11 testados dquanto a
ligacdo preferencial de um anticorpo do invento podem ser a
forma monomérica da proteina madura ou a forma de proé-

proteina.
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Os anticorpos monoclonais podem ser produzidos
utilizando o método de hibridoma amplamente conhecido na
técnica (ver, e.g., Kohler et al., Nature, 256: 495, 1975)
ou podem ser produzidos por métodos de ADN recombinante
(e.g., tal como na Patente U.S. No. 4816567). Geralmente,
um hibridoma pode ser produzido pela fusdo de uma linha
celular imortal adequada (e.g., uma 1linha celular de
mieloma, tal como SP2/0) com células produtoras de
anticorpos do animal imunizado. As células produtoras de
anticorpos, de preferéncia as do baco ou dos nbdulos
linfaticos, sd@o obtidas a partir de animais imunizados com
o antigénio de interesse. As células fundidas (hibridomas)
podem ser isoladas utilizando condig¢gdes de cultura
selectivas e clonadas por diluicdo limitante. O meio de
cultura no qual as células de hibridoma crescem é ensaiado
quanto a producdo de anticorpos monoclonais dirigidos
contra o antigénio. De preferéncia, a especificidade de
ligacdo dos mAb produzidos pelas células de hibridoma é
determinada por imunoprecipitacdo ou por um ensaio de
ligacdo in vitro, tal como radioimuncensaio (RIA) ou ELISA.
As células que produzem anticorpos com as propriedades de
ligacdo desejadas podem ser seleccionadas através de um
ensaio de rastreio adequado. Os métodos para tal isolamento

e rastreio sdo bem conhecidos na técnica.

Outros métodos adequados para produzir ou isolar
anticorpos do invento podem ser utilizados, incluindo, por

exemplo, métodos que seleccionam um anticorpo recombinante
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(e.g., Fv ou Fab de cadeia simples) a partir de uma biblio-
teca, ou que se Dbaseiam na imunizacdo de animais
transgénicos (e.g., ratinhos) capazes de produzir um reper-
tério de anticorpos humanos (ver, e.g., Jakobovits et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90: 2551-2555, 1993; Jakobovits
et al., Nature, 362: 255-258, 1993; Lonberg et al., Patente
U.S. Numero 5545806; Surani et al., Patente U.S. Numero

5545807) .

Os anticorpos de cadeia simples e os anticorpos
quiméricos ou humanizados (com CDR enxertadas), bem como os
anticorpos quiméricos ou de cadeia simples com CDR
enxertadas, e semelhantes, compreendendo porcdes derivadas
de diferentes espécies, estdo também englobados pelo
presente invento e o termo "anticorpo". As varias porcdes
destes anticorpos podem ser unidas quimicamente por
técnicas convencionais, por via sintética, ou podem ser
preparadas como uma proteina contigua utilizando técnicas
de engenharia genética. Por exemplo, podem ser expressos
dcidos nucleicos codificando uma cadeia qguimérica ou
humanizada para produzir uma proteina contigua. Ver, e.g.,
Patente U.S. No. 4816567; Patente Europeia No. 0125023 Bl;
Patente U.S. No. 4816397; Patente Europeia No. 0120694 Bl;
WO 86/01533; Patente Europeia No. 0194276 Bl; Patente U.S.
No. 5225539; Patente Europeia No. 0239400 Bl e Patente U.S.
Nos. 5585089 e 5698762. Ver também, Ladner et al., Patente
U.S. No. 4946778 e Bird, R.E. et al., Science, 242: 423-

426, 1988, em relacdo a anticorpos de cadeia simples.
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Além disso, porcdes funcionais dos anticorpos,
incluindo porcgdes de ligacdo ao antigénio de anticorpos
quiméricos, humanizados ou de cadeia simples, podem também
ser produzidas. As porcdes funcionais dos anticorpos
anteriores retém pelo menos uma funcdo de ligacdo ao
antigénio e/ou funcdo Dbioldbégica ou bioactividade do
anticorpo inteiro a partir do qual sdo derivadas. As
porcdes funcionais preferidas mantém uma funcdo de ligacéo
ao antigénio de um anticorpo inteiro correspondente (e.qg.,
a capacidade de se ligar a uma forma madura de miostatina
de mamifero). As porgdes ou os fragmentos funcionais
particularmente preferidos retém a capacidade de inibir uma
ou mais func¢des ou biocactividades caracteristicas de uma
miostatina madura de mamifero, tal como uma actividade de
ligacdo, uma actividade de sinalizacdo, e/ou estimulacdo de
uma resposta celular. Por exemplo, numa forma de reali-
zacdo, uma porcdo ou um fragmento funcional pode inibir a
interaccdo da miostatina madura com um ou mais dos seus
ligandos e/ou pode inibir uma ou mais funcdes mediadas pelo

receptor.

Porcdes ou fragmentos de anticorpos capazes de se
ligar a miostatina madura incluem, mas ndo estdo limitados
a, fragmentos Fv, Fab, Fab' e F(ab'): e estdo englobados
pelo invento. Tais fragmentos podem ser produzidos através
de clivagem enzimdtica ou através de técnicas recombi-
nantes. Por exemplo, a clivagem com papaina ou pepsina pode
gerar fragmentos Fab ou F(ab'),, respectivamente. O menor

fragmento de ligacdo ao antigénio é Fv, que consiste nos
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dominios HCVR e LCVR. O fragmento Fab consiste nos dominios
HCVR-CH1 e LCVR-CL ligados covalentemente por uma ligacédo
dissulfureto entre as regides constantes. Para superar a
tendéncia dos dominios HCVR e LCVR nédo ligados covalen-
temente no Fv para se dissociarem quando co-expressos numa
célula hospedeira, um chamado fragmento Fv de cadeia
simples (sc) (scFv) pode ser construido, em gue um
polipéptido flexivel e adequadamente longo liga o terminal
C da HCVR ao terminal N da LCVR ou o terminal C da LCVR ao
terminal N da HCVR. O ligador mais vulgarmente usado foi um
péptido de 15 residuos (GlysSer)s, mas outros ligadores sé&o
também conhecidos na técnica. Os anticorpos também podem
ser produzidos numa variedade de formas truncadas utili-
zando genes de anticorpos em gque um ou mais coddes de
terminacdo foram introduzidos a montante do local de
terminacdo natural. Por exemplo, pode ser concebido um gene
quimérico codificando uma porcdo de cadeia pesada F(ab'):
para incluir sequéncias de ADN codificando o dominio CH: e

a regido charneira da cadeia pesada.

A seleccdo de fragmentos de anticorpo a partir de
bibliotecas utilizando tecnologias de enriquecimento tais
como apresentacdo em fagos (Matthews, DJ e Wells, JA.
Science, 260: 1113-7, 1993), apresentacdo em ribossomas
(Hanes, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) 95: 14130-5,
1998), apresentacdo Dbacteriana (Samuelson, P., et al.,
Journal of Biotechnology, 96: 129-54, 2002) ou apresentacéao
em leveduras (Kieke, MC, et al., Protein Engineering, 10:

1303-10, 1997), provou serem alternativas de sucesso a
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tecnologia de hibridomas cléssica (revisbdes recentes:

Little, M. et al., Immunology Today, 21: 364-70, 2000).

Anticorpos Variantes

Um anticorpo monoclonal de murideo ou um
anticorpo humano (produzido e.g., num ratinho transgénico)
criado contra a miostatina ou contra uma proteina
compreendendo um epitopo imunogénico do invento é um
anticorpo-mde. Um anticorpo-mde de murideo pode ainda ser
alterado para criar uma forma qguimérica ou humanizada do
anticorpo, utilizando métodos bem conhecidos na técnica.
Tais anticorpos quiméricos ou humanizados, podem servir
como anticorpos originais para mais variacdo ou mutagénese.
Os anticorpos-mde do invento podem ainda ser mutagenizados
e.g., dentro do ou dos dominios das CDR (ver, e.g., Figs. ©
e 7) para criar um anticorpo variante com uma propriedade
optimizada de interesse, e.g., afinidade de 1ligacdo, ICso,
especificidade, etc. Um anticorpo variante de substituicéo
de aminoécidos é preferido e tem pelo menos um residuo de
aminoacido da molécula de anticorpo-mde removido e um
residuo diferente inserido no seu lugar. Os locais de maior
interesse para mutagénese de substituicdo incluem as
regides CDR, mas alteracdes em FR também estédo
contempladas. S&do preferidas substituicdes de aminoécidos
conservativas. Se tais substituicbes resultarem numa
alteracdo numa actividade bioldbgica do anticorpo, entéo
podem ser introduzidas alteracdes mais substanciais, isto
é&, alteracdes de aminoacidos ndo conservativas, e 0s

produtos pesquisados.
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Um modo conveniente para gerar variantes de
substituicéao é a maturacéo de afinidade utilizando
apresentacdo em fagos. Resumidamente, varios locais de
regides CDR sdo mutados para gerar todas as possiveis
substituicdes de aminoadcidos em cada local. As variantes de
anticorpo assim geradas sdo apresentadas de um modo
monovalente a partir de particulas fagicas filamentosas
como fusdes com o produto do gene IIT de M13 empacotadas em
cada particula. As variantes apresentadas em fagos sé&o
entdo rastreadas gquanto a sua actividade bioldbgica (e.g.,
afinidade de ligacédo, especificidade, ICsg), tal como aqui
divulgado. Para identificar locais da regido CDR candidatos
para modificacéo, pode ser efectuada mutagénese de
varrimento de alaninas para identificar residuos da regido
CDR contribuindo significativamente para a ligacdo ao
antigénio. Alternativamente, ou em adicéo, pode ser
benéfico analisar uma estrutura cristalina do complexo
antigénio-anticorpo para identificar pontos de contacto
entre o anticorpo e a miostatina. Tais residuos de contacto
e residuos vizinhos s&o candidatos para substituicdo de
acordo com as técnicas aqui elaboradas ou conhecidas na
especialidade. Alternativamente, ou em adicdo, pode ser
realizada mutagénese aleatdria numa ou mais sequéncias de
CDR numa ou mais posicgdes de residuos, quer quando a CDR
estd operativamente ligada a regido varidvel quer quando a
CDR ¢ independente de outra sequéncia da regido variavel e,
em seguida, a CDR alterada ¢ devolvida a regido variavel

utilizando tecnologia de ADN recombinante. Uma vez gerados
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tais anticorpos variantes, o0 painel de wvariantes é
submetido a rastreio tal como agqui descrito e anticorpos
com propriedades superiores num ou mais ensaios relevantes

podem ser seleccionados para posterior desenvolvimento.

Qualquer residuo de cisteina ndo envolvido na
manutencdo da conformacdo correcta de um anticorpo anti-
miostatina do invento pode ser substituido, geralmente por
serina, para melhorar a estabilidade oxidativa da molécula
e impedir reticulacdo aberrante. Por outro lado, pode ser
adicionada uma ou mais ligag¢des de cisteina ao anticorpo
para melhorar a sua estabilidade (particularmente quando o
anticorpo é um fragmento de anticorpo tal como um fragmento

Fv).

Outro tipo de wvariante de aminoacidos do
anticorpo altera o padrdo de glicosilacdo original do
anticorpo. Por alteracdo entende-se eliminar uma ou mais
porcdes hidrato de carbono verificadas no anticorpo, e/ou
adicdo de um ou mais locais de glicosilacdo gque n&do estéo

presentes no anticorpo-mée.

A glicosilacdo dos anticorpos € tipicamente
ligada em N ou ligada em O. Ligada em N refere-se a ligacéo
da porcdo hidrato de carbono a cadeia lateral de um residuo
de asparagina. A seqgquéncia do tripéptido asparagina-X-
serina e asparagina-X-treonina, onde X ¢é qualgquer amino-
dcido excepto prolina, sdo as sequéncias de reconhecimento

para a ligacdo enzimatica da porcdo hidrato de carbono a
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cadeia lateral das asparaginas. Assim, a presenca de
qualquer uma destas sequéncias de tripéptido num
polipéptido cria um potencial local de glicosilacdo. A
glicosilacdo ligada em O refere-se a ligacdo de um dos
acucares N-acetilgalactosamina, galactose, ou xilose a um
hidroxiaminodcido, mais vulgarmente serina ou treonina,
embora possa também ser utilizada 5-hidroxiprolina ou 5-

hidroxilisina.

A adicdo de locais de glicosilacdo ao anticorpo é
convenientemente conseguida alterando a sequéncia de
aminocdcidos de modo a que contenha wuma ou mais das
sequéncias de tripéptido acima descritas (para locais de
glicosilacdo ligados em N). A alteracdo pode também ser
feita pela adicdo de, ou substituicdo por, um ou mais
residuos de serina ou treonina a sequéncia do anticorpo

original (para locais de glicosilacdo ligados em O).

Sequéncia

Além disso, um anticorpo monoclonal do invento é
um anticorpo monoclonal compreendendo dois polipéptidos com

as sequéncias SEQ ID NOs: 98 e 138.

Num anticorpo humanizado para utilizacdo tera-
péutica em humanos, a sequéncia estrutural é de preferéncia
inteiramente ou substancialmente de origem humana (i.e.,

O Q Q.

pelo menos, 90%, 92%, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99% de origem

humana) . Por exemplo, o anticorpo 3-74/ClE4 compreende uma
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regido varidvel de cadeia leve compreendendo FR1 com SEQ ID
NO: 143, CDR1 com SEQ ID NO: 9, FR2 com SEQ ID NO: 144,
CDR2 com SEQ ID NO: 18, FR3 com SEQ ID NO: 145, CDR3 com
SEQ ID NO: 25 e FR4 com SEQ ID NO: 146. O anticorpo 3-
74/C1E4 compreende ainda uma regido varidvel de cadeia
pesada compreendendo FR1 com SEQ ID NO: 149, CDR1 com SEQ
ID NO: 40, FR2 com SEQ ID NO: 151, CDR2 com SEQ ID NO: 60,
FR3 com SEQ ID NO: 153, CDR3 com SEQ ID NO: 72 e FR4 com
SEQ ID NO: 139. Num anticorpo para utilizacdo num animal
ndo humano, a sequéncia da regido estrutural pode ser
substancialmente originéaria do genoma humano (de
preferéncia utilizado num animal n&o humano gquando & um
embrido ou recém-nascido) ou do genoma do animal em que é

para ser utilizado terapeuticamente.

Expressdo do Anticorpo

O presente invento ¢ também dirigido a linhas
celulares que expressam um anticorpo monoclonal anti-
miostatina do invento ou uma porc¢do deste. A criacdo e o
isolamento de linhas celulares produtoras de um anticorpo
monoclonal do invento podem ser realizados utilizando
técnicas padrdo conhecidas na especialidade. As linhas
celulares preferidas incluem COS, CHO, SP2/0, NSO e de
levedura (disponiveis a partir de repositdrios publicos
tais como a ATCC, American Type Culture Collection,

Manassas, VA).

Uma grande variedade de sistemas de expresséo
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hospedeiros pode ser utilizada para expressar um anticorpo
do presente invento incluindo sistemas de expressédo
procaridticos (bacterianos) e eucaridbticos (tais como
células de levedura, baculovirus, vegetais, de mamifero e
de outros animais, animais transgénicos, e células de
hibridoma), bem como sistemas de expressdo de apresentacédo
em fagos. Um exemplo de um vector de expressdo bacteriano
adequado ¢é pUCll192 e um vector de expressdo eucaridtico
adequado é um vector pcDNA3.l1 modificado com um sistema de
seleccdo de DHFR enfraquecido. Outros sistemas de expresséo
de anticorpos sdo também conhecidos na técnica e estdo aqui

contemplados.

Um anticorpo do invento pode ser preparado
através de expressdo recombinante dos genes da cadeia leve
e pesada de imunoglobulina numa célula hospedeira. Para
expressar um anticorpo de forma recombinante, uma célula
hospedeira ¢é transformada, transduzida, infectada ou
similar, com um ou mais vectores de expressdo recombinantes
possuindo fragmentos de ADN codificando cadeias leves e/ou
pesadas de imunoglobulina do anticorpo de modo a que as
cadeias leves e/ou pesadas sejam expressas na célula hos-
pedeira. A cadeia pesada e a cadeia leve podem ser expres-
sas independentemente a partir de diferentes promotores aos
quais estédo operativamente ligadas num vector ou,
alternativamente, a cadeia pesada e a cadeia leve podem ser
expressas independentemente a partir de promotores dife-
rentes aos quais estdo operativamente ligados em dois

vectores - um expressando a cadeia pesada e um expressando
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a cadeia leve. Opcionalmente, a cadeia pesada e a cadeia
leve podem ser expressas em diferentes células hospedeiras.
De preferéncia, os anticorpos recombinantes sédo segregados
para o meio em que as células hospedeiras sdo cultivadas, a
partir do qual os anticorpos podem ser recuperados ou
purificados. Metodologias de ADN recombinante padrdo sé&o
usadas para obter genes de cadeia pesada e leve do
anticorpo, incorporar estes genes em vectores de expressdo
recombinantes e introduzir os vectores em células
hospedeiras. Tais tecnologias de ADN recombinante padréo
sdo descritas, por exemplo, em Sambrook, Fritsch, e
Maniatis (Eds.), "Molecular Cloning; A Laboratory Manual",
Segunda Edicdo, Cold Spring Harbor, N.Y., 1989; Ausubel, et
al. (Eds.) Current Protocols 1in Molecular Biology, Greene

Publishing Associates, 1989.

Um ADN isolado codificando uma regido HCVR pode
ser convertido num gene de cadeia pesada inteiro ligando de
forma operativa o ADN codificando HCVR a outra molécula de
ADN codificando regides constantes de cadeia pesada (CHI,
CH2, e CH3). As sequéncias dos genes da regido constante de
cadeia pesada humana sdo conhecidas na técnica. Ver, e.g.,
Kabat, et al., Kabat, et al., "Sequences of Proteins of
Immunological Interest", Quinta Edicdo, U.S. Department of
Health and Human Services, Publicacdo NIH No. 91-3242
(1991). 0Os fragmentos de ADN englobando estas regides podem
ser obtidos, e.g., através de amplificacdo por PCR padréo.
A regido constante da cadeia pesada pode ser de qualquer

tipo (e.g., IgG, IgA, IgE, IgM ou IgD), classe (e.g., IgGi,
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IgGyz, IgGs e 1IgGsz) ou subclasse de regido constante e
qualgquer variante alotipica destas tal como descrito em
Kabat (supra). Alternativamente, a porcdo de ligacdo ao
antigénio pode ser um fragmento Fab, fragmento Fab',
fragmento F(ab'),, fragmento Fd ou um fragmento Fv de
cadeia simples (scFv). Para um gene de cadeia pesada do
fragmento Fab, o ADN codificando HCVR pode ser
operativamente ligado a outra molécula de ADN codificando

apenas uma regido constante CH1 de cadeia pesada.

Um ADN isolado codificando uma regido LCVR pode
ser convertido num gene de cadeia leve inteira (bem como
num gene de cadeia leve de Fab) através da ligacéo
operativa do ADN codificando LCVR a outra molécula de ADN
codificando uma regido constante de cadeia leve, CL. As
sequéncias dos genes de regido constante de cadeia leve
humana s&o conhecidas na técnica. Ver, e.g., Kabat, supra.
Fragmentos de ADN englobando estas regides podem ser
obtidos através de amplificacdo por PCR padrdo. A regido
constante de cadeia leve pode ser uma regido constante capa

ou lambda.

Para criar um gene de scFv, os fragmentos de ADN
codificando HCVR e LCVR s&o operativamente ligados a outro
fragmento codificando um ligador flexivel, e.qg.,
codificando a sequéncia de aminoédcidos (Glys—-Ser)s, de modo
a que as sequéncias de HCVR e LCVR possam ser expressas
como uma proteina de cadeia simples contigua, com as

regides de LCVR e HCVR unidas através do ligador flexivel.
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Ver, e.g., Bird, et al., Science 242: 423-6, 1988; Huston,
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85: b5879-83, 1988;

McCafferty, et al., Nature 348: 552-4, 1990.

Para expressar um anticorpo do invento, um ADN
codificando uma cadeia leve e/ou uma cadeia pesada parcial
ou inteira, obtido tal como descrito acima, ¢ inserido num
vector de expressdo de modo a gque O gene seja opera-
tivamente ligado a sequéncias de controlo da transcricdo e
traducdo. O vector de expressdo e as sequéncias de controlo
da expressdo sdo escolhidos para serem compativeis com a
célula hospedeira de expressdo utilizada. O gene da cadeia
leve de anticorpo e o0 gene da cadeia pesada de anticorpo
podem ser inseridos em vectores separados ou, mais
tipicamente, ambos 0s genes sdo inseridos no mesmo vector
de expressdo. 0Os genes do anticorpo sdo inseridos no vector
de expressdo por métodos convencionais. Além disso, o
vector de expressdo recombinante pode codificar um péptido
sinal que facilita a secrecdo da cadeia leve e/ou pesada do
anticorpo monoclonal anti-miostatina a partir de uma célula
hospedeira. O gene da cadeia leve e/ou pesada do anticorpo
monoclonal anti-miostatina pode ser clonado no vector de
modo a que o péptido sinal seja operativamente ligado
enquadrado com o terminal amino do gene da cadeia de
anticorpo. O péptido sinal pode ser um péptido sinal de

imunoglobulina ou um péptido sinal heterdlogo.

Além do ou dos genes da cadeia pesada e/ou leve

do anticorpo, um vector de expressdo recombinante do
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invento possui sequéncias reguladoras que controlam a
expressdo do ou dos genes das cadeias do anticorpo numa
célula hospedeira. O termo "segquéncia reguladora" pretende
incluir promotores, estimuladores e outros elementos de
controlo da expressdo (e.g., sinais de poliadenilacé&o),
conforme necessério, que controlam a transcricdo ou
traducdo do ou dos genes das cadeias do anticorpo. O
desenho do vector de expressdo, incluindo a seleccdo das
sequéncias reguladoras pode depender de factores tais como
a escolha da célula hospedeira a transformar, o nivel de
expressdo da proteina desejada. As sequéncias reguladoras
preferidas para a expressdo de células hospedeiras de
mamifero incluem elementos virais gque dirigem elevados
niveis de expressdo proteica em células de mamifero, tais
como promotores e/ou estimuladores derivados de
citomegalovirus (CMV), Virus Simio 40 (SV40), adenovirus,
(e.g., o promotor tardio principal de adenovirus (AdMLP)) e

virus de polioma.

Além dos genes da cadeia pesada e/ou leve do
anticorpo e das sequéncias reguladoras, os vectores de
expressdo recombinantes do invento podem possuir sequéncias
adicionais, tais como sequéncias que regulam a replicacéo
do vector em células hospedeiras (e.qg., origens de
replicacdo) e um ou mais genes marcadores seleccionédveis. O
gene marcador seleccionédvel facilita a seleccdo das células
hospedeiras nas gquais o vector foi introduzido. Por
exemplo, tipicamente o gene marcador seleccionavel confere

resisténcia a féarmacos, tais como G418, higromicina ou
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metotrexato, numa célula hospedeira na qual o vector foi
introduzido. Genes marcadores selecciondveis preferidos
incluem um gene da di-hidrofolato-redutase (DHFR) (para
utilizacdo em células hospedeiras negativas para DHFR com
seleccdo/amplificacdo com metotrexato), o gene neo (para
seleccdo com G418), e glutamina-sintetase (GS) numa linha
celular negativa para GS (tal como NSO) para

seleccdo/amplificacéo.

Para a expressdo da cadeias leves e/ou pesadas, o
ou os vectores de expressdo codificando as cadeias pesadas
e/ou leves sdo introduzidos numa célula hospedeira através
de técnicas padrdo e.g., electroporacdo, precipitacdo com
fosfato de célcio, transfeccdo com DEAE-dextrano, transdu-
cdo, 1infeccdo e semelhantes. Embora seja teoricamente
possivel expressar o0s anticorpos do invento em células
hospedeiras quer ©procaridéticas quer eucaridticas, s&o
preferidas as células eucaridticas, e de maior preferéncia
células hospedeiras de mamifero, porgque é mais provavel que
tais células montem e segreguem um anticorpo correctamente
enrolado e imunologicamente activo. Células hospedeiras de
mamifero preferidas para expressao dos anticorpos
recombinantes do invento incluem células de Ovario de
Hamster Chinés (células CHO) (incluindo células DHFR-CHO,
descritas em Urlaub e Chasin, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
77 4216-20, 1980, utilizadas como um marcador
selecciondvel DHFR, e.g., tal como descrito em Kaufman e
Sharp, J. Mol. Biol. 159: 601-21, 1982), células de mieloma

NSO, células COS, e células SP2/0. Quando os vectores de
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expressdo recombinante codificando genes de anticorpo sé&o
introduzidos em células hospedeiras de mamifero, 0s
anticorpos s&o produzidos através da cultura das células
hospedeiras durante um periodo de tempo suficiente para
permitir a expressdo do anticorpo nas células hospedeiras
ou, de maior preferéncia, a secrecdo do anticorpo para o
meio de cultura no qual as células hospedeiras s&o
cultivadas. Os anticorpos podem ser recuperados a partir da
célula hospedeira e/ou do meio de cultura utilizando

métodos de purificacédo padréo.

As células hospedeiras podem também ser
utilizadas para produzir porcdes ou fragmentos de
anticorpos intactos, e.g., fragmentos Fab ou moléculas
scFv, através de técnicas que sdo convencionais. Um perito
entenderd que variacdes no procedimento acima estdo dentro
do é&mbito do presente invento. Por exemplo, pode ser
desejavel transfectar uma célula hospedeira com ADN
codificando quer a cadeia leve quer a cadeia pesada de um
anticorpo deste invento. A tecnologia de ADN recombinante
pode também ser usada para remover parte ou a totalidade do
ADN codificando qualquer uma ou ambas as cadeias, leve e
pesada, que ndo €& necessario para a ligacdo a miostatina.
As moléculas expressas a partir destas moléculas de ADN
truncadas estdo também englobadas pelos anticorpos do

invento.

Num sistema preferido para expressido recombinante

de um anticorpo do invento, um vector de expressédo
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recombinante codificando tanto a cadeia pesada do anticorpo
como a cadeia leve do anticorpo ¢ introduzido em células
DHFR-CHO através de, e.g., transfeccdo mediada por fosfato
de cdlcio. No vector de expressdo recombinante, os genes da
cadeia pesada e leve sdo, cada um, operacionalmente ligados
a elementos reguladores estimulador/promotor (e.qg.,
derivados de SV40, CMV, adenovirus e semelhantes, tais como
um elemento regulador estimulador de CMV/promotor de AdMLP
ou um elemento regulador estimulador de SV40/promotor de
AdMLP) para dirigir elevados niveis de transcricdo dos
genes. O vector de expressido recombinante transporta também
um gene DHFR, que permite a seleccdo de células CHO que
foram transfectadas com o vector usando seleccdo/ampli-
ficacdo com metotrexato. As células hospedeiras trans-
formantes seleccionadas sdo cultivadas para permitir a
expressdo das cadeias pesadas e leves do anticorpo e o
anticorpo intacto é recuperado a partir do meio de cultura.
Técnicas de biologia molecular padrdo sdo utilizadas para
preparar o vector de expressdo recombinante, transfectar as
células hospedeiras, seleccionar para transformantes,
cultivar as células hospedeiras e recuperar o anticorpo a
partir do meio de cultura. Os anticorpos, ou porcdes de
ligacdo ao antigénio deste, do invento podem ser expressos
num animal (e.g., um ratinho) que é transgénico para genes
de imunoglobulina humana (ver, e.g., Taylor, et al.,

Nucleic Acids Res. 20: 6287-95, 1992).

Uma vez expressos, 0S8 anticorpos intactos, seus

dimeros, cadeias leves e pesadas individuais, ou outras
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formas de imunoglobulina do presente invento podem ser
purificados de acordo com procedimentos padrdo da técnica,
incluindo ©precipitacdo com sulfato de amdbnio, permuta
idénica, cromatografia em coluna de afinidade, de fase
reversa, de interaccdo hidrdfoba, electroforese em gel e
semelhantes. Imunoglobulinas substancialmente puras com
pelo menos cerca de 90%, 92%, 94% ou 96% de homogeneidade
sdo preferidas, e as de 98 a 99% ou mais de homogeneidade
as mais preferidas, para utilizacdes farmacéuticas. Uma vez
purificados, parcialmente ou até a homogeneidade, conforme
desejado, 0s péptidos podem entédo ser utilizados
terapeuticamente ou profilacticamente, tal como aqui

dirigido.

Anticorpo quimérico

Tal como aqui wutilizado, o termo "anticorpo
quimérico" inclui imunoglobulinas monovalentes, bivalentes
ou polivalentes. Um anticorpo gquimérico monovalente & um
dimero formado por uma cadeia pesada quimérica associada
através de pontes dissulfureto com uma cadeia leve
gquimérica. Um anticorpo quimérico bivalente é um tetramero
formado por dois dimeros de cadeia pesada-cadeia leve

associados através de pelo menos uma ponte dissulfureto.

Uma cadeia pesada qguimérica de um anticorpo
compreende uma regido de ligacdo ao antigénio derivada da
cadeia pesada de um anticorpo ndo humano especifico para

miostatina, que estd operativamente ligado a pelo menos uma
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porcdo de uma regido constante de cadeia pesada tal como
CH1 ou CH2, ou de preferéncia a uma regido constante de
cadeia pesada inteira humana, ou substancialmente humana
(ou de uma espécie diferente da qual a regido de ligacdo ao
antigénio foi derivada). Uma cadeia leve quimérica de um
anticorpo para utilizacdo em humanos compreende uma regido
de ligacéao ao antigénio derivada inteiramente ou
substancialmente da cadeia leve de um anticorpo ndo humano
especifico para miostatina, operativamente ligado a pelo
menos uma porcdo de uma regido constante de cadeia leve
(CL), ou de preferéncia a uma regido constante de cadeia
leve inteira humana, ou substancialmente humana (ou de uma
espécie diferente daquela da qual a regido de ligacdo ao
antigénio foi derivada). Anticorpos, fragmentos ou deri-
vados possuindo cadeias pesadas e cadeias leves quiméricas
da mesma ou diferente especificidade de ligacdo a regiédo
varidvel, podem também ser preparados através da associacéo
apropriada das cadeias polipeptidicas individuais, de

acordo com passos de métodos conhecidos.

Com esta abordagem, os hospedeiros expressando
cadeias pesadas quiméricas sdo cultivados separadamente a
partir de hospedeiros expressando cadeias leves quiméricas,
e as cadeias de imunoglobulina s&o recuperadas separa-
damente e depois associadas. Alternativamente, o0s hospe-
deiros podem ser co-cultivados e as cadeias deixadas a
associar-se espontaneamente no meio de cultura, seguido por
recuperacdo da imunoglobulina ou do fragmento montados.

Métodos para produzir anticorpos quiméricos sdo conhecidos



PE1951755 - 49 -

na técnica (ver, e.g., Patente U.S. Nos.: 6284471; 5807715;

4816567; e 4816397).

Anticorpos Humanizados

De preferéncia, um anticorpo do invento a
utilizar para fins terapéuticos teria a sequéncia da
estrutura e da regido constante (na extensdo em gque existe
no anticorpo) derivada do mamifero em que seria usado como
um agente terapéutico de modo a diminuir a possibilidade de
que o mamifero desencadeasse uma resposta imunitédria contra
o anticorpo terapéutico. Os anticorpos humanizados sdo de
particular interesse, uma vez que sdo considerados valiosos
para aplicacdo terapéutica e evitam a resposta de
anticorpos humanos anti-ratinho frequentemente observada
com anticorpos de <roedor. Além disso, em anticorpos
humanizados a porcdo efectora ¢ humana, de modo que pode
interagir melhor com outras partes do sistema imunitéario
humano (e.g., destruir as células alvo mais eficientemente
através da citotoxicidade dependente do complemento ou
citotoxicidade celular dependente de anticorpos). Também,
os anticorpos humanizados injectados podem ter uma semivida
mais parecida com a dos anticorpos humanos de ocorréncia
natural do que , e.g., anticorpos de murideo, permitindo
deste modo que sejam dadas doses menores €& mMenos
frequentes. O termo "anticorpo humanizado" tal como aqui
utilizado refere-se a um anticorpo compreendendo porcdes de
anticorpos de diferente origem, em que pelo menos uma

porcdo é de origem humana. Por exemplo, o anticorpo huma-
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nizado pode compreender porcgdes derivadas de um anticorpo
de origem ndo humana com a especificidade necesséria, tal
como de ratinho, e de um anticorpo de origem humana, unidos
quimicamente através de técnicas convencionais (e.qg.,
sintéticas) ou preparados como um polipéptido contiguo

usando técnicas de engenharia genética.

De preferéncia, um "anticorpo humanizado" possui
CDR que sdo originarias de um anticorpo ndo humano (de
preferéncia um anticorpo monoclonal de ratinho) enquanto a
estrutura e a regido constante, na extensdo em esté
presente, (ou numa porcdo significativa ou substancial
desta, i.e., pelo menos cerca de 90%, 92%, 94%, 95%, 96%,
97%, 98% ou 99%) sdo codificadas pela informacdo da
sequéncia de 4cido nucleico que ocorre na regido da
imunoglobulina da linha germinativa humana (ver, e.g., a
International ImMunoGeneTics Database) ou em formas
recombinadas ou mutadas desta quer os referidos anticorpos
sejam ou nédo produzidos numa célula humana. As CDR de um
anticorpo humanizado podem ser optimizadas a partir de uma
CDR de um anticorpo-m&e ndo humano do qual sdo originérias
para gerar as propriedades desejadas, e.g., especificidade,
afinidade e capacidade. As CDR optimizadas podem ter
substituicdes, adicgdes e/ou delecdes de aminodcidos, quando
comparadas com as CDR parentais. Por exemplo, as posicdes
dos aminoédcidos das CDR que estdo sublinhadas e em negrito
nas Figs. 6 e 7 sdo as posicdes que foram optimizadas a

partir das CDR parentais, tal como mostrado na Fig. 5.
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Formas humanizadas de anticorpos nédo humanos
(e.g., de murideo) incluem um anticorpo intacto, um
anticorpo substancialmente intacto, uma porcdo de um
anticorpo compreendendo um local de ligacdo ao antigénio,
ou uma porcdo de um anticorpo compreendendo um fragmento
Fab, fragmento Fab', F(ab'):, ou um fragmento Fv de cadeia
simples. Os anticorpos humanizados contém de preferéncia
uma sequéncia minima derivada de imunoglobulina n&o humana.
Os anticorpos humanizados podem também compreender residuos
que ndo sdo encontrados nem no anticorpo receptor nem nas
sequéncias de CDR ou estruturais importadas. Em geral, o
anticorpo humanizado compreendera substancialmente a
totalidade de pelo menos um, e tipicamente dois, dominios
varidveis, em que todos ou substancialmente todos os
aminodcidos nas regides CDR correspondem aos de uma
imunoglobulina n&do humana e todos ou substancialmente todos
0s aminodcidos nas regides FR sdo o0s de uma sequéncia de
consenso de imunoglobulina humana. O anticorpo humanizado
compreende também optimamente pelo menos uma porcdo de uma
regido constante de imunoglobulina (Fc), tipicamente a de
uma imunoglobulina humana. [Jones et al., Nature, 321: 522-
525 (1986); Riechmann et al., Nature, 332: 323-329 (1988);

e Presta, Curr. Op. Struct. Biol., 2: 593-596 (1992)].

Os anticorpos humanizados podem ser submetidos a
mutagénese in vitro usando métodos de rotina utilizados na
técnica (ou, gquando é usado um animal transgénico para
sequéncias de Ig humanas, mutagénese somdtica in vivo) e,

assim, as sequéncias de aminoacidos da regido estrutural
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das regides HCVR e LCVR dos anticorpos recombinantes
humanizados s&o sequéncias que, embora derivadas daquelas
relacionadas com sequéncias da linha germinativa de HCVR e
LCVR humanas, podem ndo existir naturalmente dentro do
repertdério de anticorpos humanos da linha germinativa in
vivo. Estd contemplado que tais sequéncias de aminoécidos
das regides estruturais HCVR e LCVR dos anticorpos
recombinantes humanizados sdo pelo menos 90%, 92%, 94%,
95%, 96%, 98% ou, de maior preferéncia, ainda pelo menos
99% idénticas a uma sequéncia da linha germinativa humana.
De preferéncia, os residuos estruturais do anticorpo-méie
(e.g., o anticorpo de murideo ou geralmente o anticorpo a
partir do qual o anticorpo humanizado ¢é derivado) que
mantém ou afectam estruturas do local de combinacdo, serio
retidos. Estes residuos podem ser identificados e.g.,
através de cristalografia de raios-X do anticorpo-mde ou
fragmento Fab, identificando desse modo a estrutura

tridimensional do local de ligacdo ao antigénio.

O anticorpo humanizado do presente invento pode
compreender ou ser derivado de uma estrutura de cadeia leve
da linha germinativa humana. Em formas de realizacéo
particulares, a sequéncia da cadeia leve da linha
germinativa ¢é seleccionada a partir de sequéncias VK
humanas incluindo, mas ndo limitado a, Al, Al0Q0, All, Al4,
Al17, Al8, Al19, A2, A20, A23, A26, A27, A3, A30, A5, A7, B2,
B3, 1.1, L»L10, L11, L12, L14, L1L15, Lle, L18, L19, L2, LZ20,
L22, L23, L24, L25, L4/18a, L5, L6, L8, L9, 01, 011, 012,

014, 018, 02, 04, e 08. Em certas formas de realizacdo,
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esta estrutura de cadeia leve da linha germinativa humana é
seleccionada a partir de V1-11, Vv1-13, V1-16, V1-17, V1-18,
vi-19, vl1-2, v1-20, V1-22, Vv1-3, Vv1-4, V1-5, Vvi1-7, V1-9,
vz2-1, v2-11, v2-13, v2-14, v2-15, v2-17, Vv2-19, vV2-6, V2-7,
v2-8, V3-2, V3-3, V3-4, vV4-1, v4-2, V4-3, V4-4, Vvi-6, V5-1,
v5-2, V5-4, e V5-6. Ver PCT WO 2005/005604 para uma

descricdo das diferentes sequéncias da linha germinativa.

Noutras formas de realizacéo, 0 anticorpo
humanizado do presente invento pode compreender ou ser
derivado de uma estrutura de cadeia pesada da linha
germinativa humana. Em formas de realizacdo particulares,
esta estrutura de cadeia pesada da linha germinativa humana
é seleccionada a partir de VH1-18, VH1-2, VH1-24, VHI1-3,
VH1-45, VH1-46, VH1-58, VH1-69, VH1-8, VH2-26, VH2-5, VH2-
70, VH3-11, VH3-13, VH3-15, VH3-16, VH3-20, VH3-21, VH3-23,
VH3-30, VH3-33, VH3-35, VH3-38, VH3-43, VH3-48, VH3-49,
VH3-53, VH3-64, VH3-66, VH3-7, VH3-72, VH3-73, VH3-74, VH3-
9, VH4-28, VH4-31, VH4-34, VH4-39, VH4-4, VH4-59, VH4-61,
VH5-51, VH6-1, e VH7-81. Ver PCT WO 2005/005604 para uma

descricédo das diferentes sequéncias da linha germinativa.

Em formas de realizacdo particulares, a regiédo
variidvel de cadeia leve e/ou regido variadvel de cadeia
pesada compreende uma regido estrutural ou pelo menos uma
porcdo da regido estrutural (e.g., contendo 2 ou 3
subregides, tais como FR2 e FR3). Em certas formas de
realizacdo, pelo menos FRLI, FRLZ2, FRL3, ou FRL4 ¢&

totalmente humana. Noutras formas de realizacdo, pelo menos
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FRH1, FRH2, FRH3, ou FRH4 ¢é totalmente humana. Nalgumas
formas de realizacédo, pelo menos FRL1, FRL2, FRL3, ou FRL4
¢ uma sequéncia da linha germinativa (e.g., linha germi-
nativa humana) ou compreende sequéncias de consenso humanas
para a estrutura particular. Noutras formas de realizacéo,
pelo menos FRH1, FRH2, FRH3, ou FRH4 ¢é uma sequéncia da
linha germinativa (e.g., linha germinativa humana) ou
compreende sequéncias de consenso humanas para a estrutura
particular. Em formas de realizacdo preferidas, a regiéo

estrutural é uma regido estrutural humana.

Em geral, anticorpos humanizados podem ser
produzidos através da obtencdo das sequéncias de &acido
nucleico codificando a HCVR e LCVR de um anticorpo, e.qg.,
um anticorpo de murideo ou anticorpo produzido por um
hibridoma, que se liga a um epitopo de miostatina do
invento, identificacdo das CDR nas referidas HCVR e LCVR
(ndo humanas), e enxerto de tais sequéncias de &4cido
nucleico codificando CDR em sequéncias de &acido nucleico
codificando estruturas humanas seleccionadas. Opcional-
mente, uma regido CDR pode ser optimizada através de
mutacdo aleatdéria ou em localizacdes particulares para
substituir um ou mais aminocdcidos na CDR com um aminoéacido
diferente antes do enxerto da regido CDR na vregido
estrutural. Alternativamente, uma regido CDR pode ser
optimizada apds insercdo na regido estrutural humana
utilizando métodos disponiveis a um perito na técnica. De
preferéncia, as sequéncias de aminodcidos estruturais

humanas sédo seleccionadas de modo a que seja provavel que o
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anticorpo resultante seja adegquado para administracdo 1in
vivo em humanos. Isto pode ser determinado, e.g., com base
na utilizacdo anterior de anticorpos contendo tal sequéncia
estrutural humana. De preferéncia, a sequéncia estrutural

humana ndo serd ela prépria significativamente imunogénica.

Alternativamente, as sequéncias de aminoédcidos
das estruturas para o anticorpo a humanizar podem ser
comparadas com as de sequéncias estruturais humanas
conhecidas, as sequéncias estruturais humanas a utilizar
para o enxerto de CDR e seleccionadas com base nas suas
sequéncias altamente semelhantes as do anticorpo-mide, e.g.,
um anticorpo de murideo que se liga a miostatina. Numerosas
sequéncias estruturais humanas foram isoladas e as suas
sequéncias relatadas na técnica. Isto aumenta a probabi-
lidade de que o anticorpo humanizado resultante enxertado
com CDR, que contém CDR do original (e.g., de murideo) ou
CDR optimizadas do anticorpo-mde enxertadas em estruturas
humanas seleccionadas (e possivelmente também a regido
constante humana) retenha substancialmente a estrutura de
ligacdo ao antigénio e mantenha assim a afinidade de
ligacdo do anticorpo-mde. Para manter um grau significativo
de afinidade de ligacdo ao antigénio, as regides estru-
turais humanas seleccionadas serédo, de preferéncia, as que
se espera que sejam adequadas para administracdo in vivo,

i.e., ndo imunogénicas.

Em qualgquer um dos métodos, ¢é obtida a sequéncia

de ADN codificando as regides HCVR e LCVR do anticorpo



PE1951755 - 56 -

anti-miostatina, de preferéncia de murideo. Métodos para a
clonagem de sequéncias de 4cido nucleico codificando
imunoglobulinas sédo bem conhecidos na técnica. Tais métodos
podem, por exemplo, envolver a amplificacdo das sequéncias
codificando imunoglobulina a clonar utilizando iniciadores
apropriados através de reaccdo em cadeia da polimerase
(PCR) . Iniciadores adequados para amplificacdo das sequén-
cias de 4cido nucleico de imunoglobulina e especificamente
sequéncias de HCVR e LCVR de murideo foram relatados na
literatura. Apds tais sequéncias codificando imunoglo-
bulinas terem sido clonadas, elas serdo sequenciadas

através de métodos bem conhecidos na técnica.

Apbs as sequéncias codificando CDR serem enxer-—
tadas nas sequéncias codificando estruturas humanas selec-
cionadas, as sequéncias de ADN resultantes codificando as
sequéncias variaveis ©pesadas e variaveis leves "huma-
nizadas" s&do entdo expressas para produzir um anticorpo
humanizado ou Fv humanizado que se liga a miostatina. A
HCVR e a LCVR humanizadas podem ser expressas como parte de
uma molécula de anticorpo anti-miostatina inteira, i.e.,
como uma proteina de fusdo com sequéncias de dominios
constantes humanos cujas sequéncias de ADN de codificacéo
foram obtidas a partir de uma biblioteca comercialmente
disponivel ou que foram obtidos utilizando, e.g., um dos
métodos descritos acima para a obtencdo de sequéncias de
ADN, ou conhecido na técnica. No entanto, as sequéncias de
HCVR e LCVR podem também ser expressas na auséncia de

sequéncias constantes para produzir um Fv anti-miostatina
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humanizado. No entanto, a fusdo de sequéncias constantes
humanas na regido varidvel ¢é potencialmente desejavel
porque que o anticorpo anti-miostatina humanizado

resultante pode possuir funcdes efectoras humanas.

Os métodos para sintese de ADN codificando uma
proteina de sequéncia conhecida sdo bem conhecidos na arte.
Usando tais métodos, as sequéncias de ADN que codificam as
sequéncias de HCVR e LCVR humanizadas sujeitas (com ou sem
regides constantes) sdo sintetizadas, e em seguida
expressas num sistema vector adequado para expressdo de
anticorpos recombinantes. Isto pode ser efectuado em
qualguer sistema vector que proporciona gue as sequéncias
de HCVR e LCVR humanizadas sujeitas sejam expressas Ccomo
uma proteina de fusdo com sequéncias de dominios constantes
humanas e se associem ©para ©produzir anticorpos ou

fragmentos de anticorpos funcionais (ligacdo ao antigénio).

As sequéncias dos dominios constantes humanos séo
bem conhecidas na técnica, e foram relatadas na literatura.
Sequéncias da cadeia leve constante humana preferidas
incluem as sequéncias da cadeia leve constante capa e
lambda. Sequéncias da cadeia pesada constante humana
preferidas incluem IgG: humana, IgG; humana, IgGsz humana,
IgGs humana e versdes mutadas destas que proporcionem uma
funcdo efectora alterada, e.g., maior semivida in Vvivo,
ligacdo ao receptor de Fc reduzida, perfil de desamidacéo

alterado e semelhante.
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Se presente, as regides estruturais humanas sé&o
de preferéncia derivadas de uma regido variavel de
anticorpo humano possuindo semelhanca de sequéncia com a
regido andloga ou eguivalente da regido de 1ligacdo ao
antigénio dadora (i.e., o anticorpo-méde). Outras fontes de
regides estruturais para porcdes de origem humana de um
anticorpo humanizado incluem sequéncias de consenso
variadveis humanas (ver e.g., Kettleborough, C.A. et al.
Protein Engineering 4: 773-783 (1991); Carter et al., WO
94/04679. Por exemplo, a sequéncia do anticorpo ou da
regido varidvel utilizada para obter a porcdo ndo humana
pode ser comparada com as sequéncias humanas tal como
descrito em Kabat et al. "Sequences of Proteins of
Immunological Interest", Quinta Edicéo, NIH, U.S.
Government Printing Office (1991). Numa forma de realizacéo
particularmente preferida, as regides estruturais de uma
cadeia de anticorpo humanizada s&do derivadas de uma regido
varidvel humana possuindo pelo menos cerca de 60% de
identidade de sequéncia global, de preferéncia pelo menos
cerca de 70% de identidade de sequéncia global e de maior
preferéncia pelo menos cerca de 85% de identidade de
sequéncia global, com a regido variadvel de um dador néo
humano. Uma porcdo humana pode também ser derivada de um
anticorpo humano possuindo pelo menos cerca de 65% de
identidade de sequéncia, e de preferéncia pelo menos cerca
de 70% de identidade de sequéncia, dentro da porcédo
particular (e.g., FR) a utilizar, guando comparada com a

porcdo equivalente (e.g., FR) do dador n&do humano.



PE1951755 - 59 -

Referéncias que descrevem ainda métodos envolvi-
dos na humanizacdo de um anticorpo de ratinho gque podem ser
utilizadas s&o e.g., Queen et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
EUA 88: 2869, 1991; Pat. U.S. No. 5693761; Pat. U.S. No.
4816397; Pat. U.S. No. 5225539; programas de computador
ABMOD e ENCAD, tal como descrito em Levitt, M., J. Mol.
Biol. 168: 595-620, 1983; a humanizacdo pode ser
essencialmente realizada seguindo o método de Winter e
coworkers [Jones et al., Nature, 321: 522-525 (19806);
Riechmann et al., Nature, 332: 323-327 (1988); Verhoeyen et

al., Science, 239: 1534-1536 (1988)].

Utilizacdes

Os anticorpos do presente invento sdo Uteis em
aplicacdes terapéuticas, profiladcticas e de investigacéao,
tal como aqui descrito. Um anticorpo do invento pode ser
utilizado para diagnosticar um disturbio ou uma doenca
associada com a expressdo da miostatina humana. De um modo
semelhante, o anticorpo do invento pode ser utilizado num
ensaio para monitorizar os niveis de miostatina num sujeito
a ser tratado para uma condicdo associada a miostatina. A
aplicacdo em investigacdo inclui métodos que utilizam o
anticorpo do invento e um marcador para detectar miostatina
numa amostra, e.g., num fluido corporal humano ou num
extracto celular ou de tecido. O0Os anticorpos do invento
podem por usados com ou sem modificacdo, e sdo marcados
através da ligacdo covalente ou nédo covalente de uma porcao

detectéavel. A porcdo detectédvel pode ser qualgquer uma que
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seja capaz de produzir, quer directa quer indirectamente,
um sinal detectével. Por exemplo, a porcdo detectavel pode
ser um radioisdtopo, tal como, e.g., °H, 14C, 32pP, 3535, ou
1257, um composto fluorescente ou gquimioluminescente, tal
como isotiocianato de fluoresceina, rodamina ou luciferina;
ou uma enzima, tal Ccomo fosfatase alcalina, beta-
galactosidase ou peroxidase de rébano. Qualgquer método
conhecido na técnica para conjugar separadamente o0
anticorpo com a porcdo detectavel pode ser empregue,
incluindo os métodos descritos por Hunter, et al., Nature
144: 945, 1962; David, et al., Biochemistry 13: 1014, 1974;
Pain, et al., J. Immunol. Meth. 40: 219, 1981; e Nygren, J.

Histochem. and Cytochem. 30: 407, 1982.

Uma variedade de protocolos convencionais para a
medicdo da miostatina, incluindo e.g., ELISA, RIA, e FACS,
sdo conhecidos na especialidade e proporcionam uma base
para o diagndéstico de niveis alterados ou anormais de
expressdo da miostatina. Os valores de expressdo normais ou
padrdo sdo estabelecidos utilizando qualgquer  técnica
conhecida da especialidade, e.g., através da combinacdo de
uma amostra compreendendo um polipéptido de miostatina,
e.g., anticorpos sob condicdes adequadas para formar um
complexo antigénio:anticorpo. O anticorpo é marcado
directamente ou indirectamente com uma substancia
detectéavel para facilitar a deteccdo do anticorpo ligado ou
ndo ligado. Substédncias detectéveis adequadas incluem
vadrias enzimas, grupos prostéticos, materiais fluorescen-

tes, materiais luminescentes e materiais radioactivos.
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Exemplos de enzimas adequadas incluem peroxidase de rébano,
fosfatase alcalina, R-galactosidase, ou acetilcolines-
terase; exemplos de complexos de grupos prostéticos
adequados incluem estreptavidina/biotina e avidina/biotina;
exemplos de materiais fluorescentes adequados incluem
umbeliferona, fluoresceina, isotiocianato de fluoresceina,
rodamina, diclorotriazinilamina-fluoresceina, cloreto de
dansilo ou ficoeritrina; um exemplo de um material lumines-
cente inclui luminol; e exemplos de um material radiocactivo
incluem 1251, 1311, 355, ou °H. (Ver, e.g., Zola, "Monoclonal
Antibodies: A Manual of Techniques", CRC Press, Inc.
(1987)). A quantidade de um complexo padrdo formado é
quantificada através de varios métodos, tais como, e.g.,
meios fotométricos. Quantidades de polipéptido miostatina
expresso em amostras sdo entdo comparadas com os valores

padrédo.

Por uma questdo de conveniéncia, o anticorpo do
presente invento pode ser proporcionado num estojo, uma
combinacdo embalada de reagentes em guantidades predeter-
minadas com instrucdes para executar 0 ensaio de
diagndéstico. Quando o anticorpo é marcado com uma enzima, O
estojo incluird substratos e cofactores requeridos pela
enzima (e.g., um precursor de substrato gue proporciona o
croméforo ou fluordforo detectével). Além disso, podem ser
incluidos outros aditivos tais como estabilizantes, tampdes
(e.g., um tampdo de Dblogqueio ou tampdo de 1lise) e

semelhantes. As quantidades relativas dos varios reagentes

podem ser amplamente variadas para proporcionar — as
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concentracdes em solucdo dos reagentes que optimizam
substancialmente a sensibilidade do ensaio. Particularmen-
te, o0s reagentes podem ser proporcionados como pbds secos,
usualmente liofilizados, incluindo excipientes que em
dissolucgdo proporcionardo uma solucdo reagente possuindo a

concentracdo apropriada.

Utilizacdes Terapéuticas para o Anticorpo

A miostatina desempenha um papel no
desenvolvimento muscular e vAarios disturbios ou doencas
relacionados. Em adultos, o ARNm da miostatina & detectado
principalmente no musculo esquelético, embora concentracdes
mais baixas sejam também encontradas no tecido adiposo e no
tecido cardiaco (Sharma, M., et al., J. Cell Physiol. 180:
1, 1999). Ratinhos knock-out para miostatina tém duas a
trés vezes mais massa muscular do gque 0s seus companheiros
de ninhada de tipo selvagem. O aumento da massa muscular é
o resultado da hipertrofia e Thiperplasia das fibras
(McPherron, A., et al. Nature 387: 83-90, 1997 e Zhu, X. et
al., FEBS Letters 474: 71). Além disso, os ratinhos knock-
out para miostatina acumulam menos gordura do gque 0SS seus
companheiros de ninhada de tipo selvagem, mas de resto
parecem normais e saudaveis. Recentemente foi também
mostrado gque a miostatina é um importante regulador da
adipogénese (Rebbapragada, A., et al., Mol. and Cell. Bio.
23: 77230-7242, 2003). Além disso, a estrutura e o teor
6sseo foram recentemente estudados em ratinhos deficientes

em miostatina (Hamrick M.W., et al., J. Orthopaedic
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Research 21: 1025, 2003; Hamrick, M.W., et al., Calcif.

Tissue Int. 71: 63, 2002.

Por —conseguinte, uma composicdo farmacéutica
compreendendo um anticorpo monoclonal anti-miostatina do
invento pode ser utilizado para aumentar a massa muscular,
aumentar a densidade 6éssea, diminuir a perda muscular, ou
poder ser Util para o tratamento ou a prevencdo de con-
dicdes em que a presenca de miostatina provoca ou contribui
para efeitos patoldgicos indesejéveis ou a diminuicdo dos
niveis de miostatina tem um beneficio terapéutico em
mamiferos, de preferéncia humanos, incluindo, mas né&o
limitado a, perda muscular, lesdo muscular, cirurgia,
reparacdo de danos musculares, fragilidade, sarcopenia
relacionada com a idade, atrofia por desuso, osteoporose,
osteocartrite, crescimento e reparacdo de ligamentos,
obesidade, supressdo da acumulacdo de gordura corporal,
obesidade, distrofia muscular de qualquer tipo, miopatia de
cuidados intensivos, miopatia alcodlica, caquexia (e.g.,
relacionada com cancro ou induzida por HIV, ou resultante
de DPOC, doenca pulmonar crbénica, recuperacdo de sepsia,
insuficiéncia renal, insuficiéncia hepéatica, insuficiéncia
ou doenca cardiaca), sindroma metabdlica, perda muscular
pds-queimadura, e diabetes tipo II. A atrofia de desuso
pode resultar de numerosas causas ou incidentes incluindo
qualquer disturbio ou doenca ou estado gue conduza a
imobilidade prolongada ou desuso ou repouso no leito,
incluindo, mas ndo limitado a, transplante de o¢rgéos

s6lidos, substituicdo de articulacgdes, acidente wvascular
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cerebral, lesdo medular, recuperacdo de gueimadura grave,
hemodidlise crénica sedentdria, recuperacdo pods-sepsia e
exposicdo a microgravidade. Uma vez que a miostatina é
altamente conservada na sequéncia e funcdo ao longo das
espécies, o0s anticorpos do invento podem ser utilizados
para aumentar a massa muscular, aumentar a densidade &ssea
ou tratar ou prevenir condic¢des em mamiferos ndo humanos ou
espécies avidrias [e.g., animais domésticos (e.g., caninos
e felinos), animais de desporto (e.g., equinos), animais
fonte de alimento (e.g., Dbovinos, suinos e ovinos),
espécies aviéarias (e.g., galinha, peru, outras aves de caca
ou de capoeira)], em gue a presenca da miostatina causa ou
contribui para efeitos patoldgicos indesejiaveis ou a
diminuicdo dos niveis de miostatina tem um beneficio

terapéutico.

A utilizacdo de um anticorpo monoclonal anti-
miostatina do presente invento para tratamento ou prevencdo
de pelo menos um dos disturbios acima mencionados, em que a
actividade da miostatina é prejudicial ou que beneficia da
diminuicdo dos niveis de miostatina biocactiva, estd aqui
contemplada. Adicionalmente, a utilizacdo de um anticorpo
monoclonal anti-miostatina do presente invento para
utilizacdo no fabrico de um medicamento para o tratamento
de pelo menos um dos disturbios acima mencionados é

contemplada.

Tal como aqui utilizado, os termos "tratamento",

"tratar", e semelhantes, referem-se a obtencdo de um efeito
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farmacoldédgico e/ou fisioldgico desejado. O efeito pode ser
profildctico em termos de prevenir completa ou parcialmente
uma doenca ou um sintoma desta e/ou pode ser terapéutico em
termos de uma cura parcial ou completa para uma doenca e/ou
efeito adverso atribuivel a doenca. O "tratamento", tal
como aqui utilizado, inclui a administracdo de um composto
do presente invento para o tratamento de uma doenca ou
condicdo num mamifero, particularmente num humano, e
inclui: (a) prevencdo de que a doenca ocorra num sujeito
que pode estar predisposto a doenca mas ainda ndo foi
diagnosticado como a tendo; (b) inibicdo da doenca, i.e.,
paragem do seu desenvolvimento; e (c¢) alivio da doencga,
i.e., causando regressdo da doenca ou do disturbio ou
aliviando ou sintomas ou complicacdes destes. 0Os regimes de
dosagem podem ser ajustados para proporcionar a resposta
6ptima desejada (e.g., uma resposta terapéutica ou
profildctica). Por exemplo, pode ser administrado um tnico
bolo, podem ser administradas varias doses divididas ao
longo do tempo ou a dose pode ser proporcionalmente
reduzida ou aumentada conforme indicado pelas exigéncias da

situacdo terapéutica.

Composicdo Farmacéutica

Um anticorpo do invento pode ser incorporado em
composicdes farmacéuticas adequadas para administracdo a um
sujeito. 0Os compostos do invento podem ser administrados
sozinhos ou em combinacdo com um suporte farmaceuticamente

aceitavel, diluente e/ou excipientes, em doses Unicas ou
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maltiplas. As composicdes farmacéuticas para administracédo
sdo concebidas para serem apropriadas para o modo
seleccionado de administracdo, e diluentes, suportees e/ou
excipientes farmaceuticamente aceitédveis tais como agentes
de dispersédo, tampdes, tensioactivos, conservantes, agentes
de solubilizacdo, agentes de isotonicidade, agentes estabi-
lizadores e semelhante s&o utilizados conforme apropriado.
As referidas composicdes sdo concebidas de acordo com
técnicas convencionais, tal como em, e.g., Remington, "The
Science and Practice of Pharmacy", 19% Edic&do, Gennaro,
Ed., Mack Publishing Co., Easton, PA 1995 que proporciona
um compéndio de técnicas de formulacdo gque sdo geralmente

conhecidas dos praticantes.

Uma composicdo farmacéutica compreendendo um
anticorpo monoclonal anti-miostatina do presente invento
pode ser administrada a um sujeito em risco de ou exibindo
patologias tal como aqui descrito usando técnicas de admi-
nistracdo padrdo incluindo administracdo oral, intravenosa,
intraperitoneal, subcuténea, pulmonar, transdérmica, intra-

muscular, intranasal, bucal, sublingual, ou em supositédrio.

Uma composicdo farmacéutica do invento ¢é de
preferéncia uma "quantidade terapeuticamente eficaz" ou uma
"quantidade profilacticamente eficaz" de um anticorpo do
invento. Uma "quantidade terapeuticamente eficaz" refere-se
a uma quantidade eficaz, nas dosagens e durante os periodos
de tempo necessdrios, para alcancar o resultado terapéutico

desejado. Uma quantidade terapeuticamente eficaz do



PE1951755 - 67 -

anticorpo pode variar de acordo com factores tais como o
estado de doenca, a idade, o sexo, e o0 peso do individuo, e
a capacidade do anticorpo ou porcdo de anticorpo para
desencadear uma resposta desejada no individuo. Uma
quantidade terapeuticamente eficaz ¢ também uma em gue
quaisquer efeitos téxicos ou prejudiciais do anticorpo, séo
compensados pelos efeitos terapeuticamente benéficos. Uma
"quantidade terapeuticamente eficaz" refere-se a uma
quantidade eficaz, nas dosagens e durante os periodos de
tempo necessarios, para alcancar o resultado profilactico
desejado. Tipicamente, uma vez que uma dose profiléctica é
utilizada em sujeitos antes ou numa fase precoce da doenca,
a quantidade profilacticamente eficaz serd inferior a

quantidade terapeuticamente eficaz.

Uma quantidade terapeuticamente eficaz ou
profilacticamente eficaz é pelo menos a dose minima, mas
inferior a uma dose todéxica, de um agente activo que &
necessaria para conferir o beneficio terapéutico a um
sujeito. Expresso de outra forma, uma quantidade
terapeuticamente eficaz de um anticorpo do invento ¢é uma
quantidade que, em mamiferos, preferencialmente humanos,
aumenta a massa muscular, aumenta a densidade &ssea, ou
trata condigcdes em que a presenca da miostatina causa ou
contribui para efeitos patoldgicos indesejdveis ou a
diminuicdo nos niveis de miostatina resulta num efeito
terapéutico benéfico num mamifero, preferencialmente um
humano, incluindo, mas ndo limitado a, perda muscular,

lesdo muscular, fragilidade de cirurgia, sarcopenia
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relacionada com a idade, atrofia por desuso, osteoporose,
osteocartrite, crescimento e reparacdo de ligamentos,
obesidade, supressdo da acumulacdo de gordura corporal,
distrofia muscular de qualquer tipo, miopatia de cuidados
intensivos, caquexia (e.g., relacionada com cancro ou
induzida por HIV, ou resultante de DPOC, insuficiéncia
renal, insuficiéncia hepédtica, insuficiéncia ou doenca
cardiaca), sindroma metabdlica e diabetes Tipo II. A
atrofia de desuso pode resultar de numerosas causas ou
incidentes incluindo qualquer disttrbio ou doenca ou estado
que leve a imobilidade prolongada ou desuso oOu repouso no
leito, incluindo, mas ndo limitado a, transplante de &érgdos
s6lidos, substituicdo de articulacdes, acidente wvascular
cerebral, lesdo medular, recuperacdo de gueimadura grave,
hemodidlise sedentédria crdénica, pds-sepsia, recuperacido e

exposicdo a microgravidade.

A via de administracdo de um anticorpo do
presente invento pode ser oral, parentérica, através de
inalacdo ou toépica. De preferéncia, os anticorpos do
invento podem ser incorporados numa composicdo farmacéutica
adequada para administracdo parentérica. O termo paren-
térico tal como aqui utilizado inclui administracdo intra-
venosa, intramuscular, subcutédnea, rectal, vaginal, ou
intraperitoneal. A distribuic¢édo sistémica periférica atra-
vés de injeccéo intravenosa ou intraperitoneal ou
subcutdnea ¢ a preferida. 0Os veiculos adegquados para tais

injeccdes sdo simples na técnica.
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A composicdo farmacéutica pode tipicamente ser
estéril e estéavel sob as condicodes de fabrico e
armazenamento no recipiente proporcionado, incluindo e.g.,
um frasco selado ou uma seringa. Portanto, as composicdes
farmacéuticas podem ser esterilizadas por filtracdo apds a
producédo da formulacéao, ou de outra forma tornada
microbiologicamente aceitdvel. Uma composicdo tipica para
infusdo intravenosa pode ter um volume de tanto gquanto 250-
1000 ml de fluido, tal como solucdo de Ringer, solucédo
salina fisioldgica, solucdo de dextrose e solucdo de Hank e
uma dose terapeuticamente eficaz, (e.g., 1 a 100 mg/ml, ou
mais) da concentracdo do anticorpo. A dose pode variar
dependendo do tipo e da gravidade da doenca. Como € bem
sabido nas artes médicas, as dosagens para qualgquer sujeito
dependem de muitos factores, incluindo o tamanho do doente,
a area superficial do corpo, a idade, o composto particular
a administrar, o sexo, o tempo e a via de administracédo, a
saude geral, e outros medicamentos a administrar
concomitantemente. Uma dose tipica pode ser, por exemplo,
no intervalo de 0,001 a 1000 wug; no entanto, estédo
previstas doses abaixo ou acima deste intervalo exemplar,
especialmente considerando os factores acima mencionados. O
regime de dosagem parentérica didria pode ser de cerca de
0,1 ng/kg a cerca de 100 mg/kg do peso corporal total, de
preferéncia de cerca de 0,3 upg/kg a cerca de 10 mg/kg e de
maior preferéncia de cerca de 1 upg/kg a 1 mg/kg, ainda de
preferéncia de cerca de 0,5 a 10 mg/kg de peso corporal por
dia. O progresso pode ser monitorizado através de avaliacéo

periddica. Para administracdes repetidas ao longo de varios
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dias ou mais, dependendo da condigdo, o tratamento é
repetido até ocorrer uma supressdo desejada dos sintomas da
doenca. No entanto, outros regimes de dosagem podem ser
Uteis e nédo estédo excluidos daqui. A dosagem desejada pode
ser distribuida através da administracdo de um unico bolo,
através de miltiplas administracdes de bolo, ou através da
administracdo continua do anticorpo, dependendo do padréo
de decaimento farmacocinético que o praticante deseje

atingir.

Estas quantidades sugeridas de anticorpo estéo
sujeitas a muita discricdo terapéutica. O factor chave na
seleccdo de uma dose e programa apropriados é o resultado
obtido. 0Os factores ©para consideracdo neste contexto
incluem o disttrbio particular a tratar, o mamifero
particular a tratar, a condicdo clinica de cada paciente, a
causa do disturbio, o local de distribuicdo do anticorpo, o
tipo particular de anticorpo, o método de administracdo, o
programa de administracdo, e outros factores conhecidos dos

praticantes de medicina.

Os agentes terapéuticos do invento podem ser
congelados ou liofilizados para armazenamento e recons-
tituidos num suporte estéril adequado antes da utilizacéo.
A liofilizacdo e reconstituicdo podem conduzir a vAarios
graus de perda de actividade do anticorpo. As dosagens
podem ter de ser ajustadas para compensar. Geralmente, pH

entre 6 e 8 & preferido.
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Artigos de Fabrico

Noutra forma de realizacéo do invento, é
proporcionado um artigo de fabrico contendo materiais uteis
para o tratamento ou a prevencdo dos disturbios ou das
condicdes acima descritos. O artigo de fabrico compreende
um recipiente e um rdétulo. Recipientes adequados incluem,
por exemplo, garrafas, frascos, seringas, e tubos de
ensaio. 0Os recipientes podem ser formados a partir de uma
variedade de materiais tais como vidro ou plastico. O
recipiente contém uma composicdo do invento que ¢é eficaz
para prevenir ou tratar o disturbio ou a condicdo e pode
ter uma porta de acesso estéril (por exemplo o recipiente
pode ser um saco de solugdo intravenosa ou um frasco
possuindo uma rolha perfurédvel por uma agulha de injeccéo
hipodérmica). O agente activo na composicdo é um anticorpo
anti-miostatina do invento. O rdétulo em, ou associado a, o
recipiente indica que a composicdo é utilizada para tratar
a condicdo de escolha. O artigo de fabrico pode ainda
compreender um segundo recipiente compreendendo um tampdo
farmaceuticamente aceitéavel, tal como solucéo salina
tamponada com fosfato, solucdo de Ringer e solugdo de
dextrose. Pode ainda incluir outros materiais desejaveis de
um ponto de vista comercial e do wutilizador, incluindo
outros tampdes, diluentes, filtros, agulhas, seringas e

folhetos com instrucdes para utilizacéo.

Os seguintes exemplos sdo oferecidos apenas para
fins ilustrativos, e ndo se destinam a limitar de forma

alguma o dmbito do presente invento.



PE1951755 - 72 -

EXEMPILOS

Exemplo 1: Ensaios ELISA

A. Placas revestidas com miostatina e GDF-11

Fab anti-miostatina quiméricos ratinho/humano do
presente invento sdo testados num ensaio ELISA, em dque é
medida a ligacdo do Fab de miostatina madura (forma
dimérica) revestida a varias concentracdes numa placa de 96

pocos. A ligacdo dos Fab a GDF-11 é também testada.

Cada poco de duas placas de 96 pocos € revestido
com 50 pl de miostatina humana recombinante (R&D systems,
isenta de suporte, ressupensa primeiro em HCl 4 mM e depois
revestida a 1 pg/ml em tampdo carbonato, pH 9,6) ou 50 nl
de GDF-11 humano recombinante (Peprotech, Inc., Cat. #120-
11, isento de suporte, ressuspenso primeiro em HCl1 4 mM e
depois revestido a 1 pg/ml em tampdo carbonato, pH 9,6). As
placas sdo incubadas a 4°C de um dia para o outro. 0s pocos
sdo aspirados e lavados duas vezes com PBST (PBS + Tween-20
a 0,1%). As placas sdo blogqueadas com 200 pl de tampdo de

blogqueio por poco (BSA a 1% em PBST durante 1 hora).

Os Fab de extractos periplasmadticos a testar sé&o
diluidos em série em PBST. Cinquenta microlitros de cada
solucdo de Fab sdo adicionados as colunas de placas

revestidas com GDF-8 e GDF-11. As placas sdo incubadas
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durante 1 hora a temperatura ambiente. 0s pocos s&do entdo

lavados 3 vezes com PBST.

E adicionado a cada poco anticorpo secundério
conjugado com fosfatase alcalina (50 pl de anti-capa de
ratinho AP de cabra (Southern Biotech), diluido 1:1000 em
PBST) e incubado durante 30 minutos a temperatura ambiente.
Os pogos sdo entdo lavados 3 vezes com PBST. Cingquenta
microlitros de substrato cromogénico (AMP/PMP) s&o
adicionados a cada poco e deixa-se revelar a temperatura
ambiente. A absorvancia dos pocos é lida a uma DO de 560
nm. Para cada Fab ¢é obtida uma curva de titulacdo e a DO
relativa no ponto médio da curva do Fab de referéncia

relatada.
Estes dados demonstram que todos os Fab testados
se ligam a miostatina humana madura ligada a placa com

reactividade cruzada com GDF11.

B. ELISA de Captura de Fab

Uma placa de 96 pocos ¢é revestida com 50 pl de
anticorpo de cabra anti-capa humana a 2 g por ml em tampéo
carbonato. As placas sdo incubadas a 4°C de um dia para o
outro. 0s pocos sdo aspirados e lavados duas vezes com PBST
(PBS + Tween-20 a 0,1%). As placas sdo bloqueadas com 200
1l de tampdo de bloqueio por poco (BSA a 1% em PBST durante

1 hora).
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Os Fab de extractos periplasméticos a testar séo
capturados em colunas nas placas durante 2 horas a 37°C.
Apbs lavagem 3 vezes com PBST, 50 pl de diluicbes em série
de 2 vezes de Miostatina biotinilada (de 100 nM a 780 pM)
sdo adicionadas a cada coluna de Fab capturados e incubadas
durante 1 hora a 37°C. A placa é entdo lavada com PBST e

incubada com PBST a 37 graus C durante 1-3 horas.

E adicionada a cada poco Neutravidina conjugada
com fosfatase alcalina (Pierce, diluida 1:1000 em PBST) e
incubada durante 2 minutos a temperatura ambiente. 0Os pocos
sdo entdo lavados 3 vezes com PBST. 50 pl de substrato
cromogénico (AMP/PMP) s&do adicionados a cada poco e deixa-
se revelar a temperatura ambiente. A absorvéncia dos pocos
¢ lida a uma DO de 560 nm. E é relatada a DO relativa em

comparacdo com a DO maxima para o Fab de referéncia.

Todos o0s Fab do invento testados ligam-se a

miostatina madura humana soluvel.

Exemplo 2 Ensaio de Neutralizacdo da Miostatina

Explantes de ectoderme sdo removidos de embrides
de Xenopus no estadio 8-9 de bléastula através de procedi-
mentos padrdo e cultivados em MBS 0,5x (MBS 1x: NaCl 88 mM,
Kcl 1 mM, CaCly 0,7 mM, MgSOs 1 mM, HEPES 5 mM, NaHCOsz 2,5
mM, gentamicina 1:1000 v/v, albumina de soro bovino a 0,1%)
com a adicdo de factor de crescimento (GDEF8 ou GDF1ll) mais

ou indicado, durante 18 horas a 18°C, tempo ao fim do qual
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os embrides de controlo alcancam o estddio de néurula
inicial (est&dio 15-16). Os explantes sdo fotografados e o
comprimento de cada explante é medido usando um algoritmo
de andlise de imagem concebido para gquantificacdo do polo
animal. Os explantes ndo tratados com factor de crescimento
nem Fab (controlos), arredondam-se em bolas de epiderme. A
miostatina e GDF-11 induzem mesoderme nestes explantes
ectodérmicos o que faz com que os explantes se alonguem e
formem estruturas semelhantes a halteres. Os anticorpos ou
Fab, quando testados quanto a actividade de neutralizacéo,
sdo adicionados ao meio de cultura contendo miostatina
durante toda a duracdo do periodo de cultura e é avaliada a
sua capacidade para inibir os movimentos de alongamento
induzidos pelo factor de crescimento. A miostatina é
adicionada aos explantes a 25 ng/ml. Os anticorpos ou Fab a
testar sdo adicionados a 20 ug/ml. Um Fab gerado para um
antigénio irrelevante é usado como controlo. Um anticorpo
monoclonal comercialmente disponivel anti-GDF8 de ratinho
pode ser testado como controlo, este anticorpo é produzido
em cabras imunizadas com GDF8 de ratinho purificado e
demonstrado pelo fabricante neutralizar o alongamento dos
polos animais de Xenopus desencadeado por 25 ng/ml de GDFS
de murideo guando presente a cerca de 10-20 upg/ml (R&D

Systems Cat. #MAB788).

ImagePro (vd.5.1.22, de Media Cybernetics) ¢é
utilizado para o processamento de imagem. E escrita uma
macro para automatizar o processamento da imagem. A macro

processa a 1magem e regista o comprimento em unidades de
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bits. Métodos de medicdo alternativos podem ser utilizados
tal como ¢ conhecido na técnica. Estd contemplado que os
anticorpos do invento neutralizam a actividade de GDF8 no

ensaio do polo animal.

Exemplo 3: Medicdo da Afinidade dos Fab

A afinidade (Kp) e as taxas de kon € korr dos Fab
anti-miostatina do presente invento sdo medidas utilizando
um instrumento BIAcore® 2000 contendo um chip sensor CM4. O
BIAcore® utiliza as propriedades o6pticas de ressondncia de
plasmdo de superficie para detectar alteracdes na concen-
tracdo de proteina de moléculas interagindo dentro de uma
matriz biossensora de dextrano. Excepto quando mencionado,
todos o0s reagentes e materiais sdo comprados a BIAcore® AB
(Upsala, Suécia). Todas as medicdes sdo realizadas a 25°C.
As amostras contendo Fab sdo dissolvidas em tampdo HBS-EP
(cloreto de sdédio 150 mM, EDTA 3 mM, tensioactivo P-20 a
0,05% (p/v) e HEPES 10 mM, pH 7,4). A miostatina ou GDF-11
(R&D Systems) é imobilizada em células de fluxo de um chip
CM4 utilizando quimica de acoplamento de aminas. As células
de fluxo (1-4) s&o activadas com uma mistura 1:1 de N-
hidroxissuccinimida 0,1 M e 3-(N,N-dimetilamino)propril-N-
etilcarbodiimida 0,1 M a um caudal de 20 pl/min. A
miostatina ou GDF-11 (2,5 pg/mL em acetato de sédio 10 mM,
pH 4,5) é injectada manualmente ao longo de cada uma das
células de fluxo a um caudal de 10 upl/min. A densidade
superficial & monitorizada até cada célula de fluxo atingir

uma densidade superficial de =150 unidades de resposta
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(RU) . As superficies sé&do bloqueadas com uma injeccdo de 50
nl de etanolamina-HC1 1 M, pH 8,5 (10 ul/min). Para
assegurar a remocdo completa de qualquer miostatina ou GDF-
11 ligado de forma n&o covalente, 15 ul de glicina 10 mM,
pH 1,5 s&o injectados duas vezes. O tampdo de corrida
utilizado para experiéncias cinéticas continha HEPES 10 mM,

pH 7,4, NaCl 150 mM, P20 a 0,005%.

A recolha de dados da cinética de ligacdo é
realizada ao caudal méximo (100 pl/min). Cada ciclo de
andlise consiste em (i) injeccdo de 250 pl de um Fab
(intervalo de concentracdo de 50 nM a 0,4 nM em incrementos
de diluicédo de 2 vezes) ao longo de todas as 4 células de
fluxo com a célula de fluxo 1 como célula de fluxo de
referéncia, (ii) dissociacdo em 20 min (fluxo de tampé&o),
(iii) regeneracdo da superficie de GDF-8 ou GDF-11 com uma
injeccdo de 15 pl de glicina 10 mM, pH 1,5, (iv) uma
injeccdo de branco de 15 ul do tampdo de corrida, e (v) um
tempo de estabilizacdo de 2 min antes do inicio do prdximo
ciclo. O sinal é monitorizado como célula de fluxo 2 menos
célula de fluxo 1, célula de fluxo 3 menos célula de fluxo
1 e célula de fluxo 4 menos célula de fluxo 1. As amostras
e um branco de tampdo sdo injectados em duplicado numa
ordem aleatdria. Os dados sé&do processados usando o suporte
légico  SCRUBBER (Center for Biomolecular Interaction
Analysis, Univ. of ©Utah). A taxa de associacdo e de
dissociacdo para cada ciclo sdo determinadas através do
ajuste dos dados do Dbiossensor utilizando um modelo de

associacéo simples utilizando ClampXP (Center for
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Biomolecular Interaction Analysis, Univ. of Utah) para
extralr as constantes da taxa kon € korf; a constante de
ligacdo em equilibrio Kg é calculada utilizando a relacéo
Ka = korf/kon. Os Fab 41-1 e 412-6, gquando medidos no ensaio
acima, tém afinidades para GDF-8 de 4,16 nM (4,16x10°% M) e
0,46 nM (4,6x1071% M), respectivamente, e tinham afinidades
para GDF-11 de 8,96 nM e 0,81 nM, respectivamente; a
especificidade relativa para ambos os Fab foi de uma
preferéncia de aproximadamente 2 vezes para GDF-8

relativamente a GDF-11. (Tabela 2)

Tabela 2
Fab GDF-8 GDF-11
kon kose Ka (nM) kon kose Ka (nM)
(M-1s-1) (s71) calc. (Mts™1) (s71) calc.
(x10-°) (x10°%) (x10-°) (x10°%)
41-1 1,16 4,82 4,16 1,04 9,32 8,96
412-6 3,59 1,66 0,46 5,09 4,10 0,81

Exemplo 4: Medicdo da Afinidade dos Mab

As medicgcdes de afinidade de 1ligacdo para os
anticorpos monoclonais inteiros do invento sdo determinadas
utilizando um ensaio Sapidyne KINEXA. Contas de Sepharose
de fluxo rapido activadas com NHS (GE Healthcare) sdo pré-
revestidas com um anticorpo do invento (50 pg de anticorpo
anti-miostatina por ml de contas) e blogueadas com BSA a 10

mg/ml em Tris-HCl1 1 M, pH 8,0. Em seguida, 2 pM, 4 pM, 40
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pM de um anticorpo do invento (e.g., 3-74/ClE4) sé&o
incubados com vArias concentracdes (e.g., 2,4 pM a 10 nM,
diluicdes em série) de miostatina em tampdo de corrida
(PBS, Tween-20 a 0,005% (v/v) e ovalbumina a 1 mg/ml)
durante 10 horas a temperatura ambiente. Para determinar o
anticorpo 1livre presente no equilibrio, cada amostra ¢é
passada através das contas revestidas com miostatina. A
quantidade de anticorpo ligado as contas & entéo
quantificada através de ©passagem de uma solucdo de
anticorpo de cabra anti-Fc humano marcado com fluorescéncia
(Cy5) (Jackson Immuno Research) diluido 1:4000 em tampédo de
corrida sobre as contas. O sinal de fluorescéncia medido é
proporcional a concentracéo do anticorpo livre no
equilibrio. Cada concentracdo de miostatina é medida em
duplicado. A constante de dissociacdo em equilibrio (Kp) é
obtida a partir de regressdo ndo linear das curvas de
competicdo, utilizando um modelo de ligacdo homogénea num

local de multiplas curvas (suporte ldgico KINEXA).

A constante da taxa de associacdo (kon) para a
ligacdo de GDF-8 é também determinada utilizando um ensaio
Sapidyne KINEXA. S&do misturados 2 pM de anticorpo com 20 pM
de GDF-8 utilizando as mesmas condic¢cdes tal como descrito
acima. A varios tempos, as amostras sdo sondadas gquanto ao
anticorpo livre, utilizando as condicdes descritas acima
para ligacdo em equilibrio, e, em seguida, a dependéncia do
tempo resultante € ajustada usando o suporte 1lédgico KINEXA
para determinar a taxa de associacdo (kon). A taxa da

constante de dissociacdo (kors) é calculada utilizando a
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expressdo kerre = KDxkon. O anticorpo monoclonal inteiro 3-
74/C1lE4 (operativamente ligado a uma regido Fc de IgGa) foi
medido utilizando o ensaio descrito, os resultados obtidos

estdo listados abaixo na Tabela 3.

Tabela 3
Mab Kp, pM (95% CI) kon, M 1s-1 (95% koee, s71,
CI) calculado
3-74/C1E4 11,39 (0,20-3,58) 1,49x10° 2,08x10-°¢
(1,39-1,58x10°)

Exemplo 5 Ensaio Repdrter de Miostatina/SBE

Neste ensaio repdrter, um plasmideo codificando
um gene repdrter, i.e., o gene de luciferase, a jusante de
um elemento de ligacdo a SMAD ("SBE"), mais especificamente
(CAGA) 12 expressa a proteina luciferase guando uma molécula
tal Como miostatina, GDF-11, ou outro membro da
superfamilia de TGF-B se liga ao seu proéprio receptor,
desencadeando deste modo a sinalizacdo de SMAD que resulta
num complexo SMAD fosforilado que é capaz de se ligar a
SBE. Foi anteriormente relatado que a sequéncia CAGA é uma
sequéncia que responde a TGEF-R dentro do promotor do gene
induzido por TGF-f PAI-1 (Denner et al., EMBO J., 17: 3091-
3100, 1998). A qgquantidade de miostatina activa exposta as
células é directamente proporcional a quantidade de enzima
luciferase produzida que ¢é directamente proporcional a

quantidade de luz produzida e mensuravel. A presenca de um
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inibidor (e.g., um anticorpo que se liga a miostatina)
reduz a quantidade de miostatina capaz de activar o SBE que
finalmente resulta numa diminuicdo da producdo de luz. Este
ensaio ¢ também descrito na Publicacdo Internacional Numero

WO 2004/037861.

Estd contemplado que um Ensaio Repdrter de
Miostatina/SBE ndo estd limitado as condicdes exactas aqui
descritas, outros tipos de células podem ser utilizados,
e.g., células 293HEK (ATCC) ou de rabdomiossarcoma A204
(ver, e.g., Whittemore, et al., BBRC, 200: 965-7.1, 2003);
outros tipos de repdrteres podem ser utilizados, e.g., CAT,
R-gal, GFP, e podem ser utilizadas outras condicdes de
crescimento para as células e condigdes de ensaio incluindo
quantidades varidveis de miostatina na reacg¢do. Um perito
na técnica seria facilmente capaz de discernir se um ensaio
cai dentro do &mbito de um ensaio repdrter de miosta-
tina/SBE por ter um vector compreendendo um elemento SBE a
montante de um gene repdrter introduzido numa célula
hospedeira, em que o elemento SBE utilizado é responsivo a
SMAD produzida em resposta a ligacdo de miostatina ao
receptor da miostatina. R.S. Thies, et al., Growth Factors,
18: 251-259, 2001, descrevem um ensaio semelhante, enquanto
Wittemore, L. et al., BBRC, 300: 965-971, 2003 descrevem a
resposta do elemento SBE a SMAD produzida em resposta a

ligacdo da miostatina ao seu receptor.

Neste ensaio células 293E (Edge BRiosystems) num

baldo T-75 sdo criadas em meio DMEM/F12 (1:1) (Gibco 10565-
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042) e FBS a 10%. As células sdo transfectadas com uma
mistura de 100 pl de lipofectamina 2000 (Invitrogen 11668-
019), 5 ml de OptiMEM I (Gibco 51985-034) e 30 pg de ADN de
SB-luciferase durante 4 horas a 37°C. A mistura de trans-
feccdo é removida e, em seguida, adicionado meio completo
durante 1 hora a 37°C. As células sdo entdo tratadas com
tripsina e ressuspensas em meio completo a 2x10° células/ml
e 50 pl plaqueados em cada poco de uma placa Biocoat de 96
pocos (BD 35-6461) e incubou-se durante 1 hora a 37°C. Apds
a incubacdo estar completa, o meio é substituido por 100 ul
de cada Fab a testar que é diluido em série 1:2 e pré-
incubado durante 1 hora a 37°C com uma solucdo 1:1 de 40

ng/ml de miostatina (R&D Systems) em meio completo.

A placa é deixada de um dia para o outro a 37°C,
CO, a 5% e no dia seguinte 100 pl de uma mistura 1:1 de
Tampdo de Lise Glo e reagente Luciferase Bright-Glo
(Promega) ¢ adicionado a cada poco e misturado através de
pipetagem. A partir desta mistura, sdo transferidos 150 ul
para uma placa de 96 pocos branca e a luminescéncia ¢é
medida utilizando um lumindémetro. A luminescéncia é entédo
tracada contra a concentracdo de Fab e é calculada a ICso

para cada Fab para miostatina e GDF-11.

Os Fab testados usando as condicgdes acima
descritas produziram os valores de ICso listados na Tabela 4

abaixo.
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Tabela 4

Fab ICsp de GDFS8 ICsp de GDF11
41H-AT7 10 nM 40 nM
41L3F12 40 nM 100 nM
41C1AZ2 1 nM 1,2 nM
41C1A4 1 nM 2 nM
41C1E4 1 nM 4 nM
41C12A74 1 nM 4 nM
41C2A4 1 nM 4 nM
3-74/C1lE4 1 nM 4 nM

Exemplo 6 Farmacocinética

A farmacocinética (PK) dos anticorpos do invento
pode ser avaliada em ratinhos C57B6/SCID, a uma dose de 1
mg/kg apdés uma uUnica administracdo intravenosa (IV) ou
intraperitoneal (IP). Os animais recebem uma mistura de
anticorpo ndo marcado e marcado com 12°T a uma dose descrita
acima e a concentracdo sérica ¢é determinada com base na
radiocactividade de 12°I no soro e na actividade especifica
da dose injectada. A concentracdo sérica do anticorpo

administrado por via IV ou IP versus o tempo é tracada.

Exemplo 7 Efeito in vivo na Massa e Forca Muscular

Para determinar se um anticorpo do invento

bloqueia a actividade da miostatina in vivo, um anticorpo
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do invento pode ser testado em ratinhos SCID adultos. Os
ratinhos SCID sofrem de deficiéncia imunitdria combinada
grave e, portanto, ndo geram uma reaccdo imunoldgica apds a
injeccdo de um anticorpo do invento. A massa muscular é
utilizada como um indicador para a actividade da miostatina

em ratinhos tratados com um anticorpo do invento.

Fémeas de ratinhos SCID/CB17 (Taconic Biotechno-
logy) sdo pesadas e distribuidas por grupos de dez. Um
anticorpo do invento (41ClE4) em tampdo PBS ¢ injectado
subcutaneamente nos ratinhos, a varias doses (10, 5 e 2
mg/kg) nos dias 0 e 7. Num grupo de controlo, IgG a 10
mg/kg é injectado por via subcutdnea em ratinhos nos dias 0
e 7. No dia 14, a forca muscular, a resisténcia do membro
dianteiro, ¢ medida com um medidor de teste de forca de
preensdo (e.g., modelo 1027 csx, Columbus Instruments). Os
animais s&o terminados e a massa muscular ¢ avaliada
através de ressonédncia magnética nuclear (RMN). Os pesos
frescos do musculo gastrocnémio e dos quadricepes sé&o
também tomados bem como o peso corporal. Os resultados, as
médias e os erros padrdo para 0s VvVarios parédmetros sdo tal
como ¢é mostrado na Tabela 5 abaixo. 0Os dados séo
transformados através de um método de transformacdo Box Cox
para normalizar os dados. Os valores extremos para cada
pardmetro sdo identificados por meio de estatistica com o
suporte légico JMP 5.1 (SAS, Inc.) e excluidos do conjunto
de dados. A significédncia estatistica foi determinada
através de andlise ANOVA e teste t de Student. Um valor de

p inferior a 0,05 foi considerado significativo. O
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anticorpo

testado a

5 mg/kg e

10

mg/kg

resulta

resultados estatisticamente significativos relativamente ao

grupo de controlo de IgG para todos os paradmetros testados.

O anticorpo testado a 2 mg/kg resulta em resultados
estatisticamente significativos em relacdo ao grupo de
controlo de IgG para os paradmetros de RMN de Musculo, peso
fresco dos quadricepes e peso fresco do gastrocnémio.
Tabela 5
Grupo de PC PC Final| RMN do P fresco P fresco do | Forca de
Estudo | Inicial (g) Masculo |dos quadri-| gastrocnémio | Preensdo
(9) (9) cepes (mg) (mg) (Newtons)
IgG de | 19,82 £|20,89 £| 15,17 £ | 159,92 + | 92,84 £ 1,99 2,89 +
Controlo 0,35 0,33 0,27 4,13 0,08
41C1E4 | 19,92 421,78 +| 16,27 + | 172,07 + |102,13 + 0,88 2,99 +
2 mg/kg | 0,32 0,22 0,13 1,53 0,07
41C1E4 | 19,94 +| 21,9 +| 16,54 + | 185,27 + | 108,16 + 2,3 | 3,23 +
5 mg/kg 0,34 0,37 0,39 4,67 0,04
41C1E4 19,9 £ | 22,3 | 16,99 % 190,03 £ | 109,5 + 2,03 3,18 £
10 mg/kg 0,34 0,4 0,27 3,2 0,08

cm

PC = peso corporal
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Ile LysS Pro Met Lys Asp Gly Thr Arg Tyr Thr Gly Ile Arg Ser Leu
. 180 . 18
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~19 o 200 , 205
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210 : 215 ' 220 . .
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Trp

tccagttact tgcactggta

agcacatcca acttggette

tcttactcte tcacaatcag -

cagtacagtg gttaccactt

Gly
Ala
Thr
40

Gly
Arg
Ser

Gly

Gly Gly
10

'Ser Gly
- 25

Pro Glu
ser Thr
Asp Asn
Glu Asp

90

GIn G1
105 Y

Leu
Leu
ok
Tyr
Ala
75

Thr

Thr

vai

Thr

Arg

Tyr

60

LysS

Ala

Thr.

ccagcagaag 120

tggagtccct . 180

cagtgtggag 240

cacgttcoggc 300

Lys
Phe
Leu
45

sSer
Asn

Leu

val

Pro
Ser
30

Glu
ASp
Thr

Tyr

Thr
110

324

Gly Gly
15

Arg Tyr
Trp val
Thr val

Leu Tyr
80

Tyr Cys
95

val ser

Glu Asn val Leu Thr G1n Ser Pro Ala Ile Met Ser Ala Ser Pro Gly



PE1951755 - 91 -

1

5 . ' 10 15

Glu Lys val Thr Met Thr Cys Arg g}a ser Ser Ser val ggr ser ser

20

Tyr Leu His Trp Tyr Gln. Gln h%s ser Gly Ala ser ng Lys Leu Trp

35 -

Tle Tgr ser Thr Ser Asn Leu Ala Ser Gly val Pro Ala Arg Phe Ser

55

4ggy Ser Gly ser Gly Thr ser Tyr Ser Leu Thr Ile Ser Ser val Glu

70 75 80

Atla Glu Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys GIn GIn Tyr Ser Gly gyr His
: | 5

85 20

Phe Thr phe Gly Ser Gly Thr Lys Leu Glu Met Lys-

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

<400>

100 105 .

9

12

PRT

Mus sp.

S

Arg Ala Ser Ser ger val Ser ser Ser Tyr Leu His
1 .

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

<220>
<223>

<400>

10
10
12
PRT
Artificial

Construcdo sintética

10

irg Ala ser GIn ger val Ser Ser Ser I%r Leu His

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

<220>
<223>

<400>

11

12

PRT
Artificial

Construcgdo sintética

11

Arg Ala Leu Ser Ser val Ser Ser Ser I%r Leu His
1 5 -

<210>

12
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<211> 12
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Construcdo sintética

<220>

<221> MI SC_FEATURE
<222> (3)..C3)
<223> X & S ou L

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (4)..(4)

<223> X & S ou Q

<400> 12
Arg Ala Xaa Xaa ger val Ser Ser Ser I%r Leu His
1 ,

<210> 13

<211> 7

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Construcdo sintética

<400> 13

ser Thr Ser Asn Leu Ala Ser
1 5

<210> 14

<211> 7

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Construcdo sintética

<400> 14
Ser Thr Ser Asn Leu Ala Ala
1 5

<210> 15

<211> 7

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Construcdo sintética

<400> 15
ser Thr Ser Asn Eeu Ala Thr
1 . :



PE1951755 -

<210> 16

<211> 7

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Construcgdo sintética

<400> 16
Ser Thr Ser Asn Eeu Ala Asn
1 .

<210> 17

<211> 7

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Construcdo sintética

<400> 17

Ser Thr Ser Asn Leu Ala Asp
1 B o

<210> 18

<211> 7

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Construcdo sintética

<400} 18
Ser Thr Ser Asn geu val Ala
1

<210> 19

<211> 7

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Construcgdo sintética

<400> 19

Ser Thr Ser Asn Leu val Phe
1 5

<210> 20

<211> 7

<212> PRT

<213> Artificial

93
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<220>
<223> Construcdo sintética

<400> 20

ser Thr Ser Asn ;eu Thr Trp
1 .

<210> 21

<211> 7

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Construcdo sintética

<400> 21

Ser Thr Ser Ash Leu Met Asp
1 5

<210> 22

<211> 7

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Construcdo sintética

<400> 22
ser Thr Ser. Asn Leu val Tyr
1 5

<210> 23

<211> 7

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Construcgdo sintética

<400> 23

Ser Thr ‘ser.Asn Leu val Trp
1 5

<210> 24

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Construcgdo sintética

<400> 24
GIn GIn Tyr Ser Gly Tyr His phe Thr
1. ' 5
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<210> 25

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Construcgdo sintética

<400> 25
Gin His Tyr ser Gly Tyr His Phe Thr
1 5

<210> 26

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Construcdo sintética

<400> 26
Gln Asn Tyr Ser gTy Tyr His Phe Thr
1 .

<210> 27

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Construcgdo sintética

<400> 27

GIn GIn Tyr Ser Gly Tyr Phe Phe Thr
1 . 5

<210> 28

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Construgdo sintética

<400> 28
g]n Gln Tyr Ser §1y.Tyr Gln Phe Thr

<210> 29

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial
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<220>
<223> Construcdo sintética

<400> 29

g1nG1n Tyr ser §1y Tyr Thr phe Thr

<210> 30

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Construcdo sintética

<400> 30

GIn GIn Tyr Ser gly'Tyr ser phe Thr
1

<210> 31

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Construcgdo sintética

<400> 31

GIn Leu Tyr Ser §1y Tyr His Phe Thr
1

<210> 32

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Construgdo sintética

<400> 32 ]
ng Pro Tyr Ser g]y Tyr His Phe Thr

<210> 33

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Construcdo sintética

<400> 33
g]n His Tyr Leu gTy Tyr His Phe Thr
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<210> 34

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Construcgdo sintética

<400> 34
GIn His His Ser Gly Tyr His Phe Thr
1 5 o

<210> 35

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Construcdo sintética

<400> 35
§1n His Tyr Ser g]y Tyr His Trp Thr

<210> 36

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Construcdo sintética

<400> 36 _
GIn Trp Tyr Ser Gly Tyr His Phe Thr
1 5 :

<210> 37

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Construcdo sintética

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (2)..(2)

<223> X éQ, N, H, L, PouWw

<220>

<221> MISC_ FEATURE
<222> (3)..(3)
<223> X & Y ou H
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<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (4)..(4)

<223> X é& S ou L

<220>
<221> MISC FEATURE
<222> (7)..(7)

<223> X é H, F, Q ou T

<220>

<221> MISC_ FEATURE
<222> (8)..(8)
<223> X &€ F ou W

<400> 37

GIn Xaa Xaa Xaa Gly Tyr Xaa Xaa Thr
1 5

<210> 38
<211> 10
<212> PRT
<213> Mus sp.

<400> 38

Gly Leu Thr Phe Ser Arg Tyr Gly Met ser
1 5 10

<210> 39

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Construcdo sintética

<400> 39

Gly Leu Thr Phe Ser Arg Tyr Thr Met ger
1 : 5

<210> 40

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Construcgdo sintética

<400> 40

Gly Leu Thr Phe Ser Arg Tyr Pro Met Ser
1 5 ' 10
<210> 41

<211> 10

<212> PRT
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<213> Artificial

<220>
<223> Construcdo sintética

<400> 41

Gly Leu Asn Phe Ser Arg Tyr Gly Met Ser
1 5 , 10

<210> 42

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Construcdo sintética

<220>

<221> MISC FEATURE
<222> (3)..(3)
<223> X & T ou N

<220>

<221> MISC FEATURE
<222> (8)..(8)
<223> X é G, T ou P

<400> 42

Gly Leu Xaa Phe Ser Arg Tyr Xaa Met Ser
1 5 - . 10

<210> 43
<211> 17
<212> PRT
<213> Mus sp.

<400> 43
Ala Ile Asn Ser ?is Gly Gly Ser Thr I%r Tyr Ser Asp Thr X%1 LyS
1 ,

Gly

<210> 44

<211> 17

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Construcdo sintética

<400> 44
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Ala I1e Asn Ser Ser Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ser Asp Thr Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 45

<211> 17

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Construcdo sintética

<400> 45
§1a Ile Asn Ser érg Gly Gly ser Thr I%r Tyr Ser Asp Thr {g1 Lys

Gly

<210> 46

<211> 17

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Construcgdo sintética

<400> 46
?Ta Ile Asn Ser ga] Gly Gly Ser Thr Igr Tyr Ser Asp Thr ¥§1 Lys

Gly

<210> 47

<211> 17

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Construcgdo sintética

<400> 47 '
?1a Ile Asn Ser Glu Gly Gly Ser Thr Igr'TYr ser Asp Thr ¥§1 Lys
: 5

N

Gly

<210> 48

<211> 17

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
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<223> Construcgdo sintética

<400> 48

Ala Ile Asn Ser §1e Gly Gly Sser Thr Igr Tyr Ser Asp Thr ¥§1 Lys
1 ‘ -

Gly

<210> 49

<211> 17

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Construcdo sintética

<400> 49
Ala Ile Asn Ser ?et Gly Gly Ser Thr Igr Tyr Ser Asp Thr {21 Lys
1

Gly

<210> 50

<211> 17

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Construgdo sintética

<400> 50

g1a Ile Ash Ser ghr Gly Gly ser Thr I%r Tyr Ser Asp Thr X§1 Lys

Gly

<210> 51

<211> 17

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Construcgdo sintética

<400> 51

Ala ITe Asn Ser Lys Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ser Asp Thr val Lys
1 5 : 10 15

Gly
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<210> 52

<211> 17

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Construcgdo sintética

<400> 52
Ala Ile Asn Ser §ro Gly Gly Ser Thr_I%r Tyr Ser Asp Thr Xg} Lys
1 o . :

Gly

<210> 53

<211> 17

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Construcgdo sintética

<400> 53
Ala Ile Asn Ser g]y Gly Gly Ser Thr Iﬁr Tyr Ser Asp Thr XgT Lys
1. :

Gly

<210> 54

<211> 17

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Construcdo sintética

<400> 54
Ala Ile Asn Ser Tyr Gly Gly Ser Thr Igr Tyr Ser Asp Thr X§1 Lys
1 . 5 ,

Gly

<210> 55

<211> 17

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Construcdo sintética

<400> 55
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Ala Ile Asn Ser Trp Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ser Asp Thr val Lys
1 5 oL 10 - 15

Gly

<210> 56

<211> 17

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Construcdo sintética

<400> 56
Ala Ile Asn Ser Ala Gly Gly Ser Thr Igr Tyr Ser Asp Thr X§1 Lys
1 5 . ,

Gly

<210> 57

<211> 17

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Construcgdo sintética

<400> 57
§1a Ile Asn Ser ?sp Gly Gly Ser Thr I%r Tyr Ser Asp Thr ¥§1 Lys

Gly

<210> 58

<211> 17

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Construcdo sintética

<400> 58
gla Ile Asn Ser %eu Gly Gly Ser Thr I5r'Tyr ser Asp Thr_{§1 LyS

Gly

<210> 59

<211> 17

<212> PRT

<213> Artificial
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<220>
<223> Construcdo sintética

<400> 59

Ala Ile Asn Ser Asn Gly Gly Ser Thr Tgr Tyr ser Asp Thr X?T LyS-
1 5 1

Gly

<210> 60

<211> 17

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Construcdo sintética

<400> 60
Ala Ile Thr Ser ger Gly Gly ser Thr Igr Tyr ser Asp Thr Xg) Lys
1 - o

Gly

<210> 61

<211> 17

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Construcdo sintética

<400> 61
Ala Ile Lys Ser Ser Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ser Asp Thr ¥g1 Lys
1 : 5 - 10 ‘

Gly

<210> 62

<211> 17

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Construcgdo sintética

<400> 62
Q1a Ile Lys ser Asn Gly Gly Ser Thr Igr Tyr ser Asp Thr ¥§1 Lys
5 .

Gly

<210> 63
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<211> 17
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Construcdo sintética

<400> 63
Qrg Ile Thr ser ger Gly Gly Ser Thr Igr Tyr Ser Asp Thr {g] Lys

Gly

<210> 64

<211> 17

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Construcdo sintética

<400> 64
gis Ite Lys Ser ger Gly Gly Ser Thr Igr Tyr Ser Asp Thr X§1 LyS

Gly

<210> 65

<211> 17

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Construgdo sintética

<400> 65
_é1a Ile Thr Ser ?er Gly Gly Ser Thr kﬁs Tyr Ser Asp Thr ¥g1 Lys

Gly

<210> 66

<211> 17

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Construgdo sintética

<400> 66
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Ala Ile Lys Ala ser Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ser Asp Thr val Lys
1 -5 ‘ - 10 15

Gly

<210> 67

<211> 17

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Construgdo sintética

<400> 67
Ala Ile Lys Ser ger Gly Ser Ser Thr I%r Tyr Ser Asp Thr ng Lys
l .

Gly

<210> 68

<211> 17

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Construcdo sintética

<400> 68
Ala Ile Lys Ser Leu Gly Gly Ser Thr Igr Tyr Ser Asp Thr §?1 Lys
1 5 | |

Gly

<210> 69

<211> 17

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Construcdo sintética

<400> 69

Ala Ile Thr Ser Met Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ser Asp Thr val Lys.
1 5 ' 10 15
Gly

<210> 70

<211> 17

<212> PRT

<213> Artificial
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<220>
<223> Construcdo sintética

<400> 70

-Ala GIn Thr ser Ser Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ser Asp Thr val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 71

<211> 17

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Construcdo sintética

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (1)..(1)

<223> X é A, R ou H

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (2)..(2)

<223> X &€ I ou Q

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (3)..(3)

<223> X é N, T ou K

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (4)..(4)

<223> X é& S ou A

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (5)..(5)

<223> X éH, S, V, L, M, N, G, D, W, R, A, ¥, K, P, T, I ou E

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (7)..(7)

<223> X & G ou S

<220>

<221> MISC FEATURE
<222> (10)..(10)
<223> X & Y ou K

<400> 71
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Xaa Xaa Xaa Xaa §aa‘G1y Xaa Ser Thr iga Tyr Ser Asp Thr X?T Lys
1 o

Gly

<210> 72
<211> 4

<212> PRT
<213> Mus sp.

<400> 72
Leu Prao Asp Tyr
1

<210> 73

<211> 17

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Construgdo sintética

<400> 73
Ala Ile Asn Ser ger Gly Gly ser Thr Izr Tyr Ala Asp Ser {§1 Lys
1 .

Gly

<210> 74

<211> 108

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Construcdo sintética

<400> 74

Glu 1le val Leu ;hr GIn Ser Pro Gly Igr Leu Ser Leu Ser Pgo Gly
1 ' . . : 15.

Glu Arg Ala ;gr Leu Ser Cys Arg é}a ser GIn Ser val ger Ser ser
0

Tyr Leu His Trp Tyr GIn Gln 535 Pra Gly GIn Ala zgo Arg Leu Leu
35

Ile Tyr ser Thr Ser Asn Leu Ala Ala Gly Ile Pro Asp Arg Phe Ser



PE1951755

50

55

- 109 -

60

Gly ser Gly ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Arg Leu Glu
65 - 70 . . : 5 80

Pro Glu Asp Phe

Phe Thr pPhe Gly
100

<210> 75
<211> 108
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Construgéo

<400> 75

sintética

Glu Ile val Leu ;hr Gin
1

Glu Arg Ala
Tyr Leu His
3
Ile Tyr Ser
50
Gly ser Gly
65 .
Pro Glu Asp

Phe Thr Phe

<210> 76
<211> 108
<212> PRT

Thr

20

Trp

Thr

ser

Phe

Gly

<213> Artificial

<220>

<223> Construgdo sintética

<400> 76

Glu Ile val Leu Thr GIn Ser Pro Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly

Leu
Tyr
ser
Gly

Ala
85

Gly

Ser

Gln

Asn
Thr
70

val

Gly

Ser

Cys
Gln
Leu
55

Asp
Tyr

Thr

Pro

Arg

Lys

Ala

Phe

Tyr

LyS

Gly

Ala

25

Pro

Thr

Thr

Cys

val
105

Thr
10

ser
Gly

Gly

Leu

'Gln

90

Glu

Leu

Ser

Gin

Ile

Thr

75

Asn

Ile

Gly Gly Thr Lys ng Glu Ile Lys

ser
Ser
Ala
Pro
60

Ile

Tyr

Lys

Leu

val

Pro

45

Asp

Ser

sSer

ser

Ser

30

Arg

Arg

Arg

Gly

Pro
15

Ser
Leu

Phe

Leu

3

Ala val.Tyr Tyr Cys GlIn His Tyr Ser Gly Tgr His
85 , : 90 ' 9 ,

Gly

Ser

Leu-

Ser

Glu

80

His
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i

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys

20

Tyr Leu His Trp Tyr GIn Gln

35

ITe Tyr Ser Thr Ser Ash Leu
50

g}y ser Gly Ser Gly Thr Asp

Pro Glu Asp Phe gga_Va1 TYr

Phe Thr Phe Gly Gly Gly Thr

100

<210> 77
<211> 108
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

55

70

<223> Construcdo sintética

<400> 77

1

Glu Arg Ala

Tyr Leuw His
35

Ile Tyr Ser
Gly ser Gly
65

Pro Glu Asp

phe Thr Phe

Thr
20

Trp

.Thr

Ser

Phe

Gly
100

Glu Ile val Leu ;hr G1n

Leu ser
Tyr Gln
ser: Asn
Gly Thr

70
Ala val
85

Gly Gly

ser
Cys
GlIn
Leu
55

Asp

Tyr

Thr

- 110 -

10

Arg Ala Ser Ser

25

Lys Pro Gly Gi
Ala Ser Gly Il

phe Thr Leu Thr

75

Tyr Cys GIn Gl

50

Lys Leu Glu I

105

Pro Gly Thr
10

Arg ‘Ala Ser

25

Lys Pro Gly

40

Ala ser Gly

Phe Thr Leu

Tyr Cys Gln
90

Lys val Glu
- 105

n Ala Pro Arg
45

e Pro Asp Arg
60

n Tyr Ser Gly

e Lys

Leu
ser
Gin
Ile
Thr
75

Gln

Ile

ser

ser

Ala

Pro

60

Ile

TYyr

Lys

Ser val ser

Ile Ser Arg

Leu
val
Pro
45

ASp

ser

Ser

15

ser Pro
15

Ser ser
30

Arg Leu

Arg Phe

Arg Leu

Gly fyr
95

ser ser.
Leu Leu'
Phe Ser
Leu Glu
80

Tyr Phe
95

Gly

Ser

Leu -

Ser

Glu
80
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<210> 78

<211> 108

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Construcéao

<400> 78

Glu Ile val Leu

1

Glu Arg Ala Thr
' 20

Tyr Leu His Trp

35

ITe Tyr Ser Thr

50

‘Gly Ser Gly Ser
65

Pro Glu-Asp Phe

Phe Thr Phe Gly
100

<210> 79

<211> 108

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Construcéao

<400> 79

sintética
Thr Gln Ser
5 :
Leu Ser Cys
Tyr GIn Gln
Ser Asn Leu .
Gly Thr Asp

70 -
A1é val Tyr
85

Gly Gly Thr

sintética

Pro

Arg

Phe
Tyr

Lys

111

Gly

Ala

25

Pro

ser

Thr

cys

val
105

Thr
10 .
ser
Gly
Gly
Leu
GIn
90

Glu

Leu

ser

GIn

Ile

Thr

75

Gln

Ile

Ser

Ser

Ala

Pro

60

Ile

Tyr

Lys

Leu Ser

val ser
30

Pro Arg
45
Asp Arg

ser Arg

ser Gly

Pro

15

Ser

Leu

Phe

Leu

Tyr
95

Gly

Ser

Leu

Ser

Glu

80

Thr

Glu I1e val Leu Thr GlIn Ser Pro Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly
i o 5 ' 10 . 15

Glu Arg Ala ;Sr Leu Ser Cys Arg gga Ser ser Ser val

Tyr Leu ?gs Trp Tyr GIn Gln Lgs Pro Gly Gln Ala zgo Arg Leu Leu
4 : :

30

ser Ser S

er

Ile ggr Ser Thr ser Asn Egu Ala Ser Gly I1e‘250 Asp Arg Phe ser
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Gly Ser Gly Ser
65 .

- 112 -

GTy ;Br Asp Phe Thr Leu

Thr Ile Ser Arg Leu Glu
75 80

Pro Glu Asp Phe gga val Tyr Tyr Cys ggn Gln Tyr Ser 619 ggr GIn

Phe Thr Phe Gly G1

100

<210> 80

<211> 108

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Construcdo sintética
<400> 80
Glu Ile val Leu Thr GIn Ser Pro
1 5
Glu Arg Ala ggr Leu Ser cys Arg
Tyr Leu His Trp Tyr Gln Gln Lys
35 40
Ile Tyr Ser Thr Ser Asn Leu Ala
50 55
Gly Ser Gly Ser Gly ;Br.Asp Phe
Pro Glu Asp Phe'gga val Tyr Tyr
phe Thr phe Gly Gly Gly Thr Lys
100
<210> 81
<211> 108
<212> PRT
<213> Artificial
<220>
<223> Construcdo sintética

<400> 81
Glu ITe val Leu
1

Thr GIn Ser Pro Gly Igr Leu Ser Leu Ser
G )

Gly

Ala

25

Pro

ser

Thr

Cys

val
105

Thr
10

Ser
Gly
Gly
Leu
GIn
90

Glu

yeu

ser

Gln

Ile

Thr
75

Gln

iTe

Gly fhr Lys Leu Glu XIle Lys
Y 105 :

Ser Leu
ser val

Ala Pro
45

Pro Asp
60

Ile Ser

Tyr- Ser

Lys

ser
ser
30

Arg
Arg

Arg

Pro
15

Ser

Leu

Phg

Leu

Gly Tyr

95

Pro
15

Gly
Ser
Leu
ser
Glu

80

Ser

Gly



PE1951755

Glu Arg Ala
Tyr Leu
Ile Tyr

50
.Gly ser
Pro é1u

Phe Thr

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

<220>
<223>

<400>
Glu
1

Glu
Tyr

Ile

Thr
20

His
35

Trp

Ser Thr

G1y-5er

Asp Phe

Phe Gly

100

82

108

PRT
Artificial

Leu
Tyr
Ser
Gly
Ala
85

Gly

ser
GIn
Asn
7o

QaT

Gly

Construcgdo sintética

82

Ile val Leu

Thr
20

Arg Ala

His
35

Leu Trp

Tyr Sser Thr

50

Gly
65

Pro

Phe

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

ser Gly ser

Glu Asp Phe

Thr Phe
83
108

PRT
Artificial

Thr
5

Leu
Tyr
Ser
Gly

Ala
85

vG]y

Gin
ser
Gln
Asn
Thr
70

val

Gly

- 113 -

Cys Arg Ala
25

Gln Lys Pro

40

iLeu Ala Thr
55 ‘

)

Asp Phe Thr

Tyr Tyr Cys

Thr Lys val

105

ser Pro Gly

Arg Ala

Cys
' 25

Gln Lys Pro
40 .

Leu Ala Ala

55

Asp Phe Thr

Tyr Tyr Cys

Thr Lys val

105

Ser Ser
Gly Gln
Gly Ile

Leu Thr
75

Gln His
90

Glu Ile

Thr Leu
10

Ser ser
Gly GlIn
Gly Ile

Leu Thr
75

Gln Leu
90

Glu Ile

Ser

Ala’

Pro
60
Ile

Tyr

Lys

ser
ser
Ala
Pro
60

Ile

Tyr

Lys

val

Pro
45

Asp

Ser

ser

Leu

val

Pro

45

Asp

sSer

Ser

Ser

30

Arg

Arg

Arg

Gly

Ser

Ser

30

Arg

Arg

Arg

Gly

Ser
Leq
Phe
Leu

Tyr
95

Pro
15

ser
Leu
Phe

Leu

Tyr
95

Ser
Leu
Ser
Glu

80

His

Gly
Ser
Leu
ser
Glu

80

His
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<220>

<223> Construcgéo

<400> 83
Glu Ile . val Leu
1

0

Glu Arg Ala Thr

Tyr Leu
35

Ile Tyr

Gly Ser

65

Pro Glu

Phe Thr

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

<220>
<223>

<400>

g]u ITle val Leu Ehr,G]n Ser Pro Gly Igr Leu Ser Leu Ser
Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Ser Ser val Ser
20 - ‘ 25 30
Tyr Leu His Trp Tyr 6in Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg
35 _ ~ 40 45
Ile ;%r Ser Thr Ser Asn Leu Ala Asn Gly Ile 250 Asp Arg

55

Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Arg

84
108

His
Ser
Gly
Asp

Phe

PRT
Artificial

20

Trp

Thr

ser

Phe

Construcgdo

84

sintética

ghr GIn Ser

Leu

Tyr

ser

Gly

Ala

85

Gly

ser

Gln

Asn

Thr

70

val

Gly

cys

Gln

Leu

55

Asp

Tyr

Thr

sintética

- 114 -

Pro

Arg

Phe

Tyr

Lys

Gly
Ala
25

Pro
Thr

Thr

Cys

val

105

Thr
10

Ser

Gly

Gly

Leu

Gln

- 90

Glu

Leu
ser
Gin
Ile
Thr
75

Pro

Ile

Ser Leu

ser val

Ala Pro
45

Pro Asp
60
Ile ser

Tyr Ser

Lys

Ser

ser

30

Arg
Arg
Arg

Gly

Pro

15

Ser

Leu

Phe

Leu

TYr
95

Gly

Ser

‘Leu

ser
Glu

80

His

Pro Gly
15

Ser Ser
Leu Leu
Phe Ser

Leu Glu
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65 _ 70 o 75 - 80
Pro Glu Asp Phe g}a ValkTyr Tyr Cys ggn His Tyr Ser Gly ;gr His

Phe Thr Phe Glg Gly Gly. Thr Lys val Glu Iie LYyS
10 : 105

<210> 85

<211> 108

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Construcdo sintética

<400> 85

Glu 1Ile val Leu ghr Gin Ser Pro Gly Igr Leu Ser Leu Ser ;go Gly
1

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Ser ser val Ser Ser Ser
20 25 30

Tyr Leu g;s Trp Tyr Gln GIn h%s‘Pro Gly Gln Ala :go Arg Leu Leu

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

Gly Ser G1y ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile ser Arg Leu Glu
65 70 : 75 80

Pro Glu Asp Phe Ala val Tyr TyE Cys GIn GIn Tyr Ser Gly Tyr GlIn

85 90 95
Phe Thr pPhe Gly G1y.G1y'Thr Lys val Glu Ile Lys
. 100 105
<210> 86
<211> 108
<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Construcdo sintética

<400> 86
g1u ITe val Leu Thr GIn Ser Pro Gly Igr Leu Ser Leu Ser igo Gly
. 5 _ ‘

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Ser Ser val Ser Ser Ser



PE1951755

20

Tyr Leu g;s Trp Tyr Gln GIn

Ile Tyr Ser Thr
50

Gly Ser Gly Ser
65 ‘

Pro Glu Asp Phe

Phe Thr phe Gly
100

<210> 87

<211> 108
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Construcéao

<400> 87
Glu Ile
1

Glu Arg
Tyr Leu
Ile Tyr
50
Gly Sser
65
Pro Glu
Phe Thr

<210> 88

val

Ala

His

35

Ser

Gly.

Asp

Phe

Leu
Thr
20

Trp
Thr
Ser
Phe

Gly
100

Ser Asn Led
55

Gly Thr ASp
.70

Ala val Tyr
85

Gly Gly Thr

sintética

Thr
5

Leu
Tyr

Ser

Gly

Ala
85

Gly

Gin Ser
Ser Cys
Gln GlIn
Asn Leu
55
Thr Asp
70
vai Tyr

Gly Thr

- 116 -

Lys
A1§
Phe
Tyr

Lys

Pro

Arg

rhe
Tyl"

Lys

25

Pro
Ala
Thr
cys

val
105

Gly
Ala
25

Pro
Asp
Thr

Cys

val
105

Gly

Gly

Gln

Ile

Leu Thr

Gln
a0

Glu

Thr
10

ser
Gly
Gly
Leu
Glin
90

Glu

75

His

Ile

Leu

Ser

Gln

Ile

Thr

75

His

Ile

Ala
Pro
60

Ile
Tyr

Lys

sSer
ser
Ala
Pro
60

Ile

Tyr

Lys

Pro

45 -

Asp:

Ser

Ser

Leu
val
Pro
45

Asp
Ser

ser

30

Arg
Arg
Arg

Gly

ser

Ser

30

Arg

Arg

Arg

Gly

Leu

Phe

Leu

Tyr
95

Pro.

15

ser

Leu

Phe

Leu

Leu

ser

Glu

80

His

Gly

Ser

Leu

sSer

Glu

80

His
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<211> 108
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Construgdo sintética

<400> 88
Glu Ile val Leu Thr G1In.Ser

1 R

Glu Arg Ala ;gr Leu Ser Cys

Tyr LeU'ggs Trp Tyr Gin Gln

Ile Tyr Ser Thr Ser Asn Leu
50 55

Gly Sser 619 Ser Gly Thr Asp
65 70 '
Pro Glu Asp pPhe gga val Tyr

Phe Thr Phe Gly Gly Gly Thr
100

<210> 89

<211> 108

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Construcdo sintética

<400> 89
Glu ITe val Leu ;hr Gln Ser

1
~ Glu Arg Ala Thr Leu Ser. Cys
20
‘Tyr Leu ggs Trp Tyr Gln GlIn

Ile Tyr ser Thr Ser Asn Leu
50 55

Gly ser Gly Ser Gly Thr Asp
65 70

- 117 -

Pro Gly

Arg Ala
25

Lys Pro
40

Ala Ala
Phe Thr
Tyr Cys

Lys val
105

Pro Gly

Arg Ala
25

Lys Pro
40

val Ala

Phe Thr

Thr
10

ser
Gly
Gly
Leu
Gln
90

Glu

Thr
10

Ser
Gly

Gly

Leu

Leu’

Ser

Glin

Ile

Thr

75

Pro

Ile

Leu

ser

GIn

Ile

Thr
75

Ser
ser
Ala
Pro
60

Ile

Tyr

Lys

ser

Ser

Ala

Pro

60

Ile

Leu Ser

val ser
30

Pro Arg

45

ASp Arg

ser Arg’

Ser Gly

Leu ser

val ser
30

Prb Arg
45

Asp Arg

Ser Arg

Pro

15

Ser

Leu

Phe

Leu

TYr

95 .

Pra

15

Ser

Leu

Phe

Leu

Gly
Ser
Leu
Ser
Glu

80

His

Gly
Ser
Leu '
ser

Glu -
80 -
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Pro Glu Asp Phe gga val Tyr Tyr Cys Sgn His Tyr Ser Gly ggr His

Phe Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys val Glu Ile Lys
. 100 105

<210> 90

<211> 108

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Construcgdo sintética

<400> 90
§1u Ile val Leu ghr‘G1n Ser Pro Gly Igr Leu Ser Leu Ser ;go Gly

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Ser Ser val Ser Ser ser
20 . ' 25 30 :

Tyr Leu His Trp Tyr GIn GIn Lys Pro Gly GIln Ala Pro Arg Leu Leu
35 : 40 45

IlTe Tyr Ser Thr Ser Asn Leu val Ala Gly Ile Pro Asp Arg Phe Ser
50 | 55 60 :

Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr teu Thr Ile Ser Arg Leu Glu
65 70 75 80

Pro Glu Asp Phe Ala val Tyr Tyr Cys GIn His Tyr Leu Gly Tyr His

85 20 - : 95
Phe Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys val Glu ITe Lys
100 105
<210> 91
<211> 108
<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Construcgdo sintética

<400> 91

Glu Ile val Leu Thr GIn Ser Pro Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly
1 5 10 15

Glu Arg Ala ;Br Leu Ser Cys Arg gga teu Ser Ser val SSr'Ser ser
. 3
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- 119 -

Tyr Leu His Trp Tyr GIn GIn Lys Pro Gly GIn Ala Pro Arg Leu Leu
- 35 . 40 ' 45

ITe Tyr Ser Thr Ser Asn Leu Ala Ala
50 55

65

Gly Ser Gly Ser G1y~;8r Asp phe Thr

3

Pro Glu Asp Phe gga val Tyr Tyr Cys

Phe Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys val
100 105

<210> 92
<211> 108
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Construgdo sintética

<400> 92

Glu Ile val Leu Thr
1 5

Glu Arg Ala
Tyr Leu gis

Ile Tyr Ser
50

Gly ser Gly
65
Pro Glu Asp

Phe Thr Phe

<210> 93
<211> 108
<212> PRT

Thr
20

Trp
Thr

Sér

Phe

<213> Artificial

<220>

Leu

Tyr

Ser

Gly

Ala

85

Gly

Gln

Ser

Gln

‘Asn

Thr
70

val

Gly

ser

Cys

GlIn

Leu

55

ASp

Tyr

Thr

Pro

Arg

Phe

Tyr

Lys

Gly

Ala
25

Pro

Ala-

Thr

Cys

val
105

Gly Ile ESD‘Asp Arg Phe Ser

Leu Thr‘11e ser Arg Leu ggu

75

GIn His Tyr Leu Gly Tyr His
90 : 95

Glu Ile Lys

Thr
10

Ser
Gly
Gly
Leu
Gln
90

Glu

Leu
ser
G]n
Ile
Thr
75
His

Ile

Ser
ser
Ala

Pro
60

Ile

Tyr

Lys

Leu

‘val

ser

Ser

- 30

Pro

45

Asp

Ser

Leu

Arg

Arg

Arg

Gly

Pro
15

Ser
Leu
Phe

Leu

Tyr
95

cly
Ser
Leu
ser
5

His
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<223> Construcgdo sintética

<400> 93
Glu Ile val Leu ghr Gln Ser
1 ‘

Glu Arg Ala ;Br Leu Ser Cys
Tyr Leu His Trp Tyr GIn GIn

Ile Tyr Sér Thr Ser Asn Leu
50 . : 55

Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp
65 70

Pro Glu Asp Phe g;a val Tyr

Phe Thr Phe Gly Gly Gly Thr
100

<210> 94

<211> 108

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Construcdo sintética

<400> 94 )
Glu Ile val Leu Thr Gln Ser
1 5 '

Glu Arg A1al;gr Leu Ser Cys
Tyr Léu g;s Trp Tyr GTn GlIn
Tle ;gr ser Thr Ser Asn Leu
ggy.Ser Gly Ser Gly ;8? Asp

Pro Glu Asp Phe Ala val Tyr

- 120 -

Pro

Arg

Phe
TYr

Lys

Pro
Arg

Lys
40

Thr,

Phe

Tyr

Gly
Ala
25

Pro
Phe
Thr

Cyé

val
105

Gly
Ala
p'.-g
Trp
Thr

Cys

Thr
10

Ser

Gly

Gly

Leu

G1n

920

Glu

Thr
10

Ser
Gly
Gly

Leu

Gln

Leu
ser
Gln
Ile
Thr
75+
His

Ile

Leu
ser
Gln

Ile

Ser
ser
Ala
Pro
60

Ile

Tyr

LyS

Ser
Ser
Ala
Pro
60

Ile

Tyr

Leu

val

Pro

45

ASp

ser

ser

Leu

val

Pro
45

ASp

ser

Ser

ser

ser

30

Arg
Arg
Arg

Gly

ser
ser
30

Arg
Arg

Arg

Gly

Pro
15

Ser
Leu
rPhe
Leu

Tyr
95

Pro
15

ser
Leu
Phe

Leu

Tyr

Gly

ser
Leu
Ser
Glu

80

His .

Gly
ser
Leu
ser
23

His
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85

- 121 -

90

Phe fhr Phe Gly Gly Gly Thr Lys val Glu Ile Lys
. : 1100 105

<210> 95
<211> 108
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Construcdo sintética

<400> 95
g1u Ile val Leu ghr Gln

Glu Arg Ala Thr Leu Ser
: 20 .

Tyr Leu gis frp Tyr Gln
5

Ile Tyr Ser Thr- Ser Asn
50

Gly Ser Gly Ser Gly Thr
55¥ y Y 70

Pro G]u;Asp phe g}a val

rPhe Thr Phe Gly Gly Gly

<210> 96
<211> 108
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Construgdo sintética

<400> 96

ser
Cys
GIn

Leu

'35

Asp
Tyr

Thr

Pro

Arg

Phe

Tyr

Lys

Gly
Ala
25

Pro

ASp

Thr

cys

val
105

Thr
10

Ser
Gly
Gly

Leu

Gin
20

Glu-

Leu
ser
6ln
Ile
Thr

75

His

Ile

ser

Ser

Ala

Pro

60

Ile

Tyr

Lys

- 95

Leu Ser

val ser
30

Pro Arg
45
AsSp Arg

Ser Arg

ser G]y

Pro
15

Ser

Leu

phe

Leu

Tyr

Gly

Ser

Leu

ser T

Glu

80

His

Glu Ile val Leu Thr GIn Ser pPro Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly
1 5" 10 | 15

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Ser Ser val ser Ser Ser
: - 20 . 25 : 30

Tyr Leu His Trp Tyr-Gln GIin Lys Pro Gly GIn Ala Pro.Arg Leu Leu
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35

- 122 -

40

45

1le gﬁr ser Thr ser Asn ggu val Tyr Gly Ile Bro Asp Arg Phe ser

Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr
65 ' _ 70
Pro Glu Asp Phe gga val Tyr Tyr Cys

Phe Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys val
100 : 105

<210> 97

<211> 108

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Construcdo sintética

<400> 97

g]u Ile val Leu ghr Gln

Glu Arg Ala Thr
20

Tyr Leu His Trp
' 35
Ile Tyr ser Thr
50 ‘
Gly Ser Gly Sser
65

Pro Glu Asp.Phe

Phe Thr phe Gly

100
<210> 98
<211> 108
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Construcdo sintética

Lgu Ser
Tyr GIn
ser Asn
Gly Thr

70

Ala val

85

Gly Gly

Ser
Cys
G1n
Leu
55

Asp

Tyr

Thr

Arg Ala

Pro Gly
25
Lys Pro
val Trp
Phe fhr
Tyr Cys

LQS val
105

Thr
10

ser
Gly
Gly

Leu

Gln
90

Glu

Leu

ser

GIn

Ile

Thr

75

His

Ile

Glu Ile Lys

Ser Leu

Ser val

Ala Pro
45

Pro Asp

60

Ile ser

Tyr ser

Lys

ser
Ser
30

Arg
Arg

Arg

Gly

Pro
15

ser
Leu
Phe

Leu

TYr

- 95

Leu Thr Ile Ser Arg Leu ggu

GIn His Tyr Ser Gly Tyr His
90 95

Gly

Ser

Leu

ser

Glu

80

His
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<400> 98
Glu ITe
1

Glu Arg

Tyr Leu

Ile Tyr
50

Gly Ser

65

Pro Glu

Phe Thr

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

val

Ala

ser

Gly

Asp

Phe

His

Leu ;hr Gln.ser

Thr Leu Ser.Cys’

20

Trp Tyr Gln GIn -

Thr Ser Asn Leu Vv

55

ser Gly Thr Asp
70"

Phe Ala val Tyf
85

61% Gly Gly Thr

<213> Artificial

<220>

<223> Construgdo sintética

<400> 99

g]u Ile val Leu ;hr GIn Ser

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys

20

Tyr Leu g;s Trp Tyr Gln GIn

Ile Tyr Ser Thr Ser Asn Leu
50 : 55

Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp
65 70

Pro Glu Asp Phe‘g1a val Tyr
- 85

- 123 -

Pro

Arg

Phe
Tyr

LyS

Pro
Arg
Lys
val
Phe

Tyr

Gly

Ala

25

Pro

Ala

Thr

Cys

val
105

Pro

Ala
Thr

Cys

Thr
10

ser

G1y

Gly
Leu

GIn
90

Glu

Thr
10

ser
Gly
Gly
Leu

G1ln
90

l.eu
ser
Gln
Ile
Thr
75

His

Ile

Eeu
ser
¢1n
Ile
Thr

75

His

Ser
Ser
Aia
60

Ile

His

Lys

Ser

Ser

Ala
Pro
60

Ile

Tyr

Leu

val

Pro.

45

ASp

ser

Ser

Leu
val
Pro
45

ASp

Ser

ser

Ser
ser
30

Arg
Arg

Arg

Gly

ser
ser
30

Arg

Arg

Arg

Gly

Pro
15

ser
Leu

Phe

Leu

Pro
15

ser
Leu
Phe

Leu

Tyr
95

Gly
ser
Leu
ser
Glu

80

His

Gly
ser
Leu
ser
Glu

80

His
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Trp Thr pPhe Gly Gly Gly Thr Lys val Glu Ile Lys
‘ 100 105

<210> 100
<211> 108
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Construcdo sintética

<400> 100
Glu Ile val Leu Thr Gln Ser Pro Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly
1 _ 5 10 15 .

Glu Arg Ala ggr Leu Ser Cys Arg A;a ser Ser Ser val ggr ser Ser
' 2

Tyr Leu g;s Trp Tyr Gln GIn k%s Pro Gty GIn Ala Z;o Arg Leu Leu

Ile Tgr ser Thr Ser Asn Leu val Ala Gly Ile 280 Asp Arg pPhe Ser
5 55

Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Arg Leu Glu
65 70 75 _ 80

Pro Glu Asp Phe g;a val Tyr Tyr Cys SAn Trp Tyr Ser Gly ggr His

phe Thr phe Gly Gly Gly Thr Lys val Glu Ile Lys
100 ‘ 105

<210> 101
<211> 108
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Construcdo sintética

<400> 101
Glu Ile val Leu Thr GIn Ser Pro Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly

1 . 5 10 15

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Ser Ser Val Ser Ser Ser
20 25 30

Tyr Leu ggs Trp Tyr Gln GIn Lys Pro Gly GIn Ala Zgo Arg Leu Leu
S Y '
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Ile gﬁr ser Thr Ser Asn Leu

55

Gly Ser Gly ser Gly Thr Asp
65 | - 70

Pro Glu Asp Phe g;a val Tyr

phe Thr phe Gly Gly Gly Thr
- 100

<210> 102
<211> 108
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Construcdo sintética

<400> 102

Glu Ile val Leu Thr
1 5

Glu Arg Ala
TYr Leu His
35
ITe.Tyr ser
50

Gly Ser Gly
65 .

Pro Glu Asp

Trp Thr- Phe

<210> 103
<211> 113
<212> PRT

Thr
20

Trp
Thr

ser

Phe

<213> Artificial

<220>

Leu

Tyr

ser

‘Gly

Ala
85

Gly

GIn ser

ser CyS

6ln GIn

Asn Leu

55
Thr Asp
70
val Tyr

Gly Thr

<223> Construcgdo sintética

<400>. 103

- 125 -

val
Phe
Tyr

Lys

Pro
Arg
Lys
40

vatl
Phe

TYr

Lys

Tyr

Thﬁ

cys

val
105

Gly
Ala
25

Pro
Tyr
Thr

Cys

val
105

Gly
Leu

Gln
90

Glu

Thr
10

Ser
Gly
Gly
Leu
GIn
90

Glu

Ife

Thr
75

His

Ile

Leu

ser

GIn

Ile

Thr

75

His

Ile

Pro Asp
60

Ile Ser

His Sser

LyS

Ser Leu

ser val

Ala pPro
45

.Pro Asp

60

Ile Ser

Tyr Ser

Lys

Arg

Arg

GTy

Ser
ser
30

Arg
Arg

Arg

Gly

phe Ser

Leu Glu
80

Tyr His
95

Pro Gly
15

ser Ser
Leu:Leu'
Phe Ser
Leu Glu

80 |

Tyr His
95
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Glu val Gln
1

ser Leu Arg

Met Ser

Gly
35

A]a'I1e
50

Ser
.Gly Arg
Gin Met

Ala Arg lLeu

ser

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

104
113
PRT

<220>

<223>

<400> 104

Glu val Gin Leu Leu Glu

1 5

Ser Leu Arg Leu Ser Cys
20

Gly Met ggr Trp val Arg

ser éga Ile Ash Ser Arg

Leu

Leu

20

Trp

Asn

Phe

Asn

Pro
100

Artificial

Leu

Ser

val

ser

Thr

ser

85

ASp

Glu Ser
Cys Ala
Arg Gln
ser Gly

5%
Ile Ser
70

Leu Arg

Tyr Trp

Construcgdo sintética

Ser
Ala

Gin

Gly

Lys Gly Arg phe Thr Ile ser
65 70 :

Leu GIn Met Ash Ser Leu

Arg

55 .

Ala

- 126 -
Gly Gly Gly
10

Ala Ser Gly
.25

Ala Pro Gly

40

Gly ser Thr

Arg Asp Asn

Ala Glu Asp
- 90

Gin Gly

Gly
105

Gly Gly Gly
10

Ala ser Gly

25

Ala
40

Pro Gly
Gly ser Thr
Arg Asp Asn

Glu Asp

Leu
Leu
Lys
Tyr
ser
75

Thr

Thr

Leu
Leu
LysS
Tyr
Sér
75

Thr

val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Leu

val

Thr

Gly
Tyr
60

Lys

Ala

Gin
Phe
Leu
45

Ser
Asn

val

val

Gln
Phe
Leu
45

ser
Asnh

val

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Thr
110

Pro

ser

30

Glu

ASp

Thr

Tyr

Gly
15

Arg
Trp

Thr

Leu

Gly
15

Arg
Trp
Thr

Leu

Tyr

Gly
Tyr
Va1'

val

Cys

Ser

Gly
Tyr
val

val



PE1951755

85

- 127 -

90

95

Ala Arg Leu Pro Asp TyE Trp Gly GIn Gly Thr Leu val Thr val Ser
100 105

ser

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

<213> Artificial

<220>

<223> Construcdo sintética

<400> 105
Glu val

ser Leu
Gly Met
ser Ala

50
Lys Gly
Leu:GIn

Ala Arg

Ser

<210> 106
<211> 113
<212> PRT

Gln

Arg

-Ser

35

Ile

Arg

Met

Leu

Leu

Leu

20

Tfp
Asn
Phe
AsSn

Pro
100

<213> Artificial

<220>

Leu
5

ser
val
ser
Thr
ser

85

ASD

Glu

Cys

Arg

vail

Ile

70

Leu

Tyr

<223> Construcdo sintética

<400> 106

ser

Ala

Gln

Gly
55

Ser

Arg

Trp

Gly
Ala
Ala
40

Gly
Arg

Ala

Gly

Gly Gly
10

ser Gly
25

Pro Gly
ser Thr
Asp’Asn
Glu Asp

20

Gln Gly
105

Leu

Leu

Lys

TYyr

ser

75

Thr

Thr

val GIn

Thr Phe

Gly Leu

45

Tyr ser

Lys Asn

Ala val

Leu val

110

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

+yr

Thr
110

Gly
15

rp

Thr

Leu

Tyr

95

val

Arg

Gly

Tyr

val

val

ser

Glu val GIn Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu val GIn Pro Gly Gly
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Ser Leu Arg Leu Ser
. 20
Gly Met Ser Trp val
35
Ser Ala ITe Asn Ser
50
Egs Gly Arg Phe Thr

Leu GIn Met Asn ser

85
Ala Arg Leu Pro Asp
‘ 100
ser
<210> 107
<211> 113
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

Cys Ala
Arg GIn
Glu Gl

55y
Ile Ser
70

Leu Arg

Tyr Trp

<223> Construcgdo sintética

<400> 107
Gle val 61n Leu Leu
1 5

ser Leu Arg Leu Ser
20
Gly Met Ser.Trp val
- 35
ser Ala Ile Asn Ser
égs Gly Arg Phe Thr

Leu G1n Met Asn Ser
85

Glu Ser
Cys Ala
Arg Gln
ITe Gly

55

Ile Ser
70

Leu Arg.

- 128 -

Ala
Ala
40

61y
Arg

A1g

Gly

Gly
Ala
Ala
40

Gly

Arg

Ala

ser
25

Pro
ser
Asp
Glu

Gin
105

Gly
Ser
25

Pro
ser

AsSp

Glu

;O

Gly
Gly
Thr
Asn
Asp

90

Gly

Gly
10

Gly
Gly
Thr

Asn

Asp
90

Leuy
Lys
Tyr
ser
75

Thr

Thr

Leu
Leu
Lys
Tyr
ser

75

Thr

Thr

Gly

Lys
Ala

Leu

val
Thr

Gly

Lys

Ala

Phe

Leu

45

Ser

Asn

val

val

Gln

Phe

Leu

45

Ser

Ash

val

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Thr
110

Pro
Ser
30

Glu
Asp

Thr

Tyr

15

Arg Tyr
Tﬁp val
Thr val

Leu Tyr

val ser

Gly Gly
15

Arg Tyr
Trp val
Thr val

Leu Tyr

Tyr Cys
95
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Ala Arg Leu Pro Asp Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Leu val Thr val Ser
- 100 : 105 ' 110

ser

<210> 108
<211> 113
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Construcdo sintética

<400> 108

Glu val GIn Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu val Gin Pro Gly Gly
1 ' 5 10 | 15

ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala ggr Gly Leu Thr Phe_ggr Arg Tyr
20 )

Gly Met Ser Trp val Arg GlIn Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp val

35 40 45
Sser Ala Ile Asn Ser Met Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ser Asp Thr val
50 55 - 60 '
. —
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr
65 , 70 : 75 : 80
Leu GIn Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys
: 85 90 : 95
Ala Arg Leu Pro Asp Tyr frp Gly GIn Gly Thr Leu val Thr val ser
. 100 . 105 . 1100
ser
<210> 109
<211> 113
<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Construcdo sintética

<400> 109

g1u val Gin Leu %eu Glu ser Gly Gly §3y Leu val GIn Pro g}y Gly
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ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala
: 20
Gly Met Ser Trp val Arg Gln
: 35
ser Ala ITe Asn Ser Thr Gly
50 33
Ltys Gly Arg Phe Thr Ile Ser
65 70
Leu GIn Met Asn Ser Leu Arg
' 85
Ala Arg Leu Pro Asp Tyr Trp
100 -
ser
<210> 110
<211> 113
<212> PRT
<213> Artificial
<220>
<223> Construcdo sintética

<400> 110

Glu val G6In Leu Leu
1 5

Ser Leu Arg

Leu

Ser

20

Met Ser

Gly
‘ 35

Ala Ile
50

Ser
G1y-AEg
Gin MetA

Ley

Ala Arg Leu

Trp

ASN

Phe

Asn

Pro

val

Ser

Thr

85

‘Asp

Glu
Cys
Arg
Lys
70°

Leu

Tyr

ser
Ala
GIn
Gly
55

Ser

Arg

Trp

- 130 -
Ala Ser Gly
25
Ala Pro Gly

40

Gly Ser Thr

Arg Asp Asn

Ala Glu Asp
: 20

Gly Gln Gly
Y 105

Gly Gly Gly
10

Ala Ser Gly
25

Ala

Pro Gly
40 :

Gly Ser Thr

Arg Asp Asn

Ala Glu Asp
: 90

Gly G1ln Gly

Leu

Lys

TYr

ser

75

Thr

Thr_

‘Leu

Leu
Lys
Tyr

ser
75

Thr

Thr

Thr

Gly

&b
Lys

Ala

Leun

val
Thr

Gly

Lys

Ala

Leu

Phe

Leu

45

Ser

Asn

val

‘val

Glin

Phe

Leu

45

ser

Ash

val

val

Ser Arg Tyr
30

Glu Trp val

Asp Thr VaT

Thr Leu Tyr

80

Tyr Tyr Cys
Y 95

Thr VaT
110

ser

Pro Gly Gly

15

ser Arg Tyr
30

Glu Trp val

Asp Thr val

Thr Leu

Tyr Tyr

95

Thr val ser
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100 - 105 110

Ser

<210> 111
<211> 113
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Construcdo sintética

<400> 111

Glu val GIn Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu val GTn Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Egu Ser Cys Ala A1a'§§r Gly Leu Thr Phe ggr Arg Tyr

Gly Met ggr Trp val Arg Gin Aga Pro Gly Lys Gly hgu Glu Trp val
4

ser gga Ile Asn Ser Pro g}y Gly ser Thr Tyr Ezr Ser Asp Thr val

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asnh Thr Leu Tyr
65 70 : 75 80

Leu GIn Met Asn ggr Leu Arg Ala Glu Sgp Thr Ala val Tyr ;gr Ccys

Ala Arg.Léu-Pro Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu val Thr val Sser
100 o 105 110

ser

<210> 112
<211> 113
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Construcdo sintética

<400> 112
Glu val GIn Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu val GIn Pro Gly Gly
1 5 | 107 15

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

- 132 -

25

Gly Met Sser Trp val Arg Gln Ala Pro
35 : 40

SerAA1a'I1e Asn ser Gly Gly Gly Ser
50 55~

Gly Lys G1y Leu
45

Thr Tyr Tyr Sér
60

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn
65 70 75

Leu GIn Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu

85

Ala Arg Leu Pro Asp Tyr Trp Gly GIn

100

Ser

<210> 113
<211> 113
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Construcgdo sintética

<400> 113

g1u val GIn Leu %eu Glu

i

Ser Leu Arg Leu Ser Cys
20

Gly Met ger Trp val Arg
5

ser éga Ile Asn Ser Tyr

Lys Gly Arg Phe Thr Ile
65 : 70

Leu GIn Met Asn Ser Leu
85

Ala Arg Leu Prg Asp Tyr
100 Y

ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Trp

Gly
Ala
Ala
40

Gly

Arg

Ala

Gly

105

Gly

Ser

25

Pro

Ser

ASp

Glu

Gin
105

Asp Thr Ala val
90

Gly Thr teu val

Gly
10

Gly
Gly
Thr
Asn
ASsp
90

Gly

Leu
Leu
Lys
Tyr
ser
75

Thr

Thr

vai

Thr

Gly
Tyr
60

Lys

Ala

Leu

Gin

Phe

Leu

45

ser

Asn

val

val

30

Glu

Trp val

Asp Thr val

Thr Leu Tyr
80

Tyr

Thr
110

Pro
Ser
30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Thr

- 110

Tyr Cys
95

val ser

Gly
15

Afg
Trp
Thr
Leu
Tyr
95

val

Gly
r
val
val
Tyr
80

Cys

Ser
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ser

<210> 114
<211> 113
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Construgdo sintética

<400> 114
g1u val GIn Leu ;eu Glu Ser Gly Gly gAy Leu val Gln Pro g;y Gly

Ser Leu Arg Sgu Ser Cys Ala Ala ggr-61y Leu Thr Phe_ggr'Arg Tyr

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

35 40 45
ser Ala Ile Asn Ser Ser Gly Gly ser Thr Tyr Tyr Ala Asp ser val
50 ‘ 55 60 :
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 : _ 75 80.
Leu GIn Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys'
85 90 - 95
Ala Arg Leu Pro Asp Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Leu val Thr val Ser
: 100 105 ‘ v 110 :
Ser
<210> 115
<211> 113
<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Construgdo sintética

<400> 115

Glu val GIn Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu val Gln Pro Gly Gly
1 3 7 10 15 |

Ser Leu Arg sgu ser Cys Ala Ala ggr Gly Leu Thr Phe ggr Arg Tyr
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Gly Met Ser Trp val Arg Gin
35 ‘

Ser Ala Ile Asn

50

Lys Gly Arg phe Thr
65 :

ser Trp G1y
- 55

Ile Ser

70

Leu GIn Met Asn Ser Leu Arg

85

Ala Arg Leu Pro Asp Tyr Trp
100

Ser

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

116
113
PRT

<220>
<223>

<400> 116
Glu val G1n
1

Ser Leu Arg
Gly Met Ser
Ser Ala Ile
50 -

Lys Gly Arg
65

Leu GIn Met
Leu

Ala Arg

ser

Artificial

Leu

Leu
20

Trp

Asn
Phe
Asn

Pro
100

Leu
5

Ser
val
ser
Thr
Ser

85

Asp

Construcgdo sintética

Glu Ser

cys Ala

Arg Gln

Gly
55

Ala

Ile
70

sSer
Leu

Arg

Tyr

Trp:

- 134 -

Ala Pro Gly Lys Gly hgu

40 .

Gly Ser

Arg Asp
Ala Glu

GIn
105

Gly

Gly Gly

ser
25

Ala

Ala Pro

40

Gly ser

Arg Asp

Ala Glu

Gin

Gly
105

Thr Tyr Tyr
60

Asn

Asp
90

Gly

Gly
10

Gly
Gly
Thr
AsSn
ASD
90

Gly

Ser
75
Thr

fhr

Leu
Leu
LysS

Tyr

Lys

Ala

Leu

val

Thr

Gly

Tyr

60

ser
75

Thr

Thr

Lys"

Ala

Leu

Ser

Asnh

val

val

Gln

Phe

Leu

45

Ser

AsSn

val

val

Glu
ASp
Thr
Tyr

Thr
110

Pro

ser
30

Glu

ASp

Thr

Tyr

Thr
110

Trp

Thr

Leu -

Tyr
95

va'l

Gly
15

Arg
Trp
Thr

Leu

Tyr
95

val

val

val

Cys

ser

Gly
Tyr
val

val

Cys

ser
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<210> 117
<211> 113
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Construcgdo sintética

<400> 117 »
Glu val GIn Leu teu Glu Ser Gly Gly Gly Leu val GIn Pro Gly Gly

1 5 10 15

ser Leu Arg sgu ser Cys Ala Ala ggr Gly Leu Thr Phe ggr Arg Tyr

Gly Met ggr Trp val Arg GlIn Qaa Pro Gly Lys Gly 2§u Glu Trp val

ser Ala Ile Ash Ser Asp Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ser Asp Thr val
50 55 . 60

Lys Gly Arg Phe Thr Ile ser Arg Asp Asn Ser Lys'Asn Thr Leu Tyr-
65 70 ' 75 : 80

Leu Gln Met Asn ger Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala val Tyr ;gr Cys
5 . 90 .

Ala Arg Leu Pro Asp Tyr Trp Gly GIn Gly Thr teu val Thr val ser
100 105 110

sSer

<210> 118
<211> 213
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Construgdo sintética

<400> 118
g'lu val GIn Leu lgeu Glu ser Gly Gly %y Leu val Gln Pro ﬂy Gly

'Ser Leu Arg Sgu ser Cys Ala Ala ggr Gly Leu Thr Phe sSr Arg Tyr
. 3

Gly Met Ser Trp val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp val
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35 40 : 45

Ser ?ga Ile Asn Ser tLeu ggy Gly Ser Thr Tyr Egr ser Asp Thr val

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu TyrA
65 . 70 75 .- 80 -

Leu G1n Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala val Tyr';¥r Cys
' 85 90 . :

Ala Arg Leu Pro Asp Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Leu val Thr val Ser
~ 100 7105 ‘ . 110

Ser'

<210> 119
<211> 113
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Construgdo sintética

<400> 119

Glu val GIn Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu val GIn Pro Gly Gly
1 5 10 15

Ser Leu Arg Egu Ser Cys Ala Ala ggr Gly Leu Thr phe §8r Arg Tyr

Gly Met ger Trp val Arg GIn Ala Pro Gly Lys Gly keu Glu Trp val
5 - 40 5

.ser ?Aa Ile Asn Ser Asn ?;y Gly Ser Thr Tyr g%r ser Asp Thr val

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 80

Leu G1n Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys
85 a0 95

Ala Arg Leu Pro Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu val Thr val ser
100 - 105 110

Ser
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<210> 120
<211> 113
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Construcgdo sintética

<400> 120

Glu val Gin Leu geu Glu
1

ser Leu Arg ESU ser Cys

Gly Met ggr'Trp val Arg

ser gga Ile Thr ser ser

‘Lys Gly Arg Phe Thr Ile
65 70

Leu GIn Met Asn Ser Leu
. 85

Ala Arg Leu Pro Asp Tyr
100

ser

<210> 121
<211> 113
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Construcdo sintética

<400> 121

Glu val Gln Leu Leu Glu
1 5

Ser Leu.Arg Leu Ser Cys
20

Thr Met ggr Trp val Arg

Ser
Ala
Gln
Gly
55

ser

Arg

Trp

Ser
Ala

Gln

- 137 -

Gly

Ala

Gly

Ser

25

Ala
40

Gly
Arg
Ala

Gly

Gly

Ala

‘Pro

ser
ASp
Glu

Gln
105

Gly

Ser Gly Leu Thr Phe,

25

Gly
10,
Gly
Gly
Thr
Asn
Asp
90

Gly

Leu

Leu

Lys

Tyr

ser

75

Thr

Thr

val
Thr
Gly
Tyr
60

Lys

Ala

Leu

Gln

Phe

.Leu

45

Ser

Asn

val

val

Gly Leu val Gln

10

Ala Pro Gly Lys Gly Leu
40 45

Pro

ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Thr
110

Pro

Ser
30

Gly
15

Arg

Trp.

Thr

Leu

Gly

Tyr

val

val

TYyr

. 80 .

Tyr
95

val

cys

Ser

Gly Gly
15 :

Arg Tyr

Trp vail
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Ser gaa Ile Asn Ser Ser ?gy Gly Ser Thr Tyr ggr Ser Asp Thr val

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Ash ThF'Leu TYyr
65 70 75 80

Leu G1n Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp -Thr Ala val Tyr gyr'Cys
' 85 90 - 95

Ala Arg Leu Pro Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu val Thr val ser
100 105 : 110

Ser

<210> 122
<211> 113
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Construcdo sintética

<400> 122

Glu val GIn Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu val GIn Pro Gly Gly
1 "5 100 , 15

Ser Leu Arg Egu ser Cys Ala Ala ggr Gly Leu Thr Phe ggr Arg Tyr

Thr met ggr Trp val Arg G1n Ala Pro Gly Lys Gly k?u Glu Trp val
. 40 . :

Ser gga Ile Lys Ser Ser Ggy Gly Ser Thr Tyr Tgr-Ser Asp Thr val
. ’ 5 o .

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 80

Leu GIn Met Asn ggr Leu Arg Ala Glu ggp Thr Ala val Tyr ;gr'cys

Ala Arg Leu Pro Asp Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Leu val Thr val Ser
100 . 105 - 110

Ser

<210> 123
<211> 113
<212> PRT
<213> Artificial
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<220>
<223> Construcdo sintética

<400> 123
Glu val GIn Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu val Gin Pro Gly Gly

1 5 10 15

Ser Leu Arg Egu ser Cys Ala Ala ser 619 Leu Thr Phe ger Arg Tyr
: : 25 0

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

ser g8a Ile fhr ser ser ggy Gly Sser Thr Tyr Tyr Ser Asp Thr val

Lys Gly Arg Phe'Thr ;ge ser Arg Asp Asn ;er Lys Asn Thr Leu ggr
5

Leu GIn Met Asn ggr Leu Arg Ala Glu Sgp Thr Ala val Tyr ;gr Cys

Ala Arg Leu Pro Asp Tyr Trp Gly GIn Gly Thf Leu val Thr val Ser
_ 100 105 110

Ser

<210> 124
<211> 113
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Construcdo sintética

<400> 124
Glu val GIn Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu val Gln Pro Gly Gly
1 ‘ 5. 10 ' 15

Sser Leu Arg Egu Ser Cys Ala Ala ggr Gly Leu Asn Phe Ser Arg Tyr
_ : 30

Gly Met ggr Trp val Arg Gln ﬁ&a Pro Gly Lys Gly kgﬁ Glu Trp val

ser Ala 1le Thr ser Ser Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ser Asp Thr val
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50 . 55

Lys ¢1y Arg phe Thr Ile Ser Arg Asp
65 70
Leu GIn Met Asn ggr Leu Arg Ala Glu

Ala Arg Leu Pro Asp Tyr Trp Gly Gln
100 105

ser

<210> 125
<211> 113
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Construcgdo sintética

<400> 125
Glu val GIn Leu Eeu Glu Ser Gly Gly
1 .

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser
: 20 © 25

Gly Met Ser Trp val Arg GIn Ala Pro
35 , 40

Ser Ala Ile Lys Ser Ser Gly Gly Ser
50 55

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp
65 70

Leu GIn Met.Asn ggr»Leu Arg Ala Glu

Ala Arg Leu Pro Asp Tyr Trp Gly GIn
. 100 105

Ser

<210> 126
<211> 113
<212> PRT
<213> Artificial

60

Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr
5 ' : 80

Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys
90 : 95 I

Gly Thr Leu val Thr val ser

Gly
10

Gly
Gly
Thr
Asn
Asp
90

Gly

Leu val
Leu Thr
Lys Gly
Tyr Tyr
60

Ser Lys
75 '

Thr Ala

Thr Leu

GIn
Phe
Leu
45

ser
Asnh

val

val

110

Pro
sSer
30

Glu
AsSp
Thr

Tyr

Thr
110

Gly

-15

Arg

Trp

Thr

Leu

Tyr

95

val

Gly

Tyr

val

val

Cys

ser
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<220>
<223> Construcdo sintética

<400> 126 ‘
Glu val Gln Leu Leu Glu. Ser Gly Gly Gly Leu val GIn Pro ggy Gly

1 5 _ 10

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

Gly met SEr_Trp val Arg Gln Aga Pro Gly Lys Gly 2§u Glu Trp val
. 3 . 4

ser gga Ile Lys Ser Asn g}y Gly ser Thr Tyr‘ggr ser Asp Thr val

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr - Leu Tyr
6% y ArS 70 9 Asp 75 , 80

Leu Gln Met Asn ggr Leu Arg Ala G]u'ggp Thr Ala val Tyr zgr Cys

Ala Arg Lev Pro Asb Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Leu val Thr val Ser
100 105 110

Ser

<210> 127
<211> 113
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Construgdo sintética

<400> 127
g]u val GIn Leu(%eu Glu ser Gly Gly EAy Leu val Gin Pro g;y Gly

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Leu Thr Phe Ser Arg Tyr
20 25 30
Gly Met ger Trp val Arg G1n A&a Pro Gly Lys Gly kgu Glu Trp val
5 4

ser 259 Ile Thr ser Ser g}y Gly Ser Thr Tyr ggr Ser Asp Thr val



PE1951755 - 142 -

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr
65 . : 70 . 75 : 80

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu ASp Thr Ala val Tyé Tgr Cys
' 85 9 C 9

Ala Arg Leu Pro Asp Tyr Trp Gly G]n-G1y Thr Leu val Thr VaT'Ser‘
100 ‘ 105 , 110

Ser

<210> 128
<211> 113
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Construcdo sintética

<400> 128

Glu val GIn Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu val Gﬁn Pro Gly Gly
1 : 5 10 15

ser Leu Arg Lgﬁ Ser Cys Ala Ala ser Gly Leu Thr Phe ggr Arg Tyr
2 25 :

Gly Met ggr Trp val Arg Gln ﬁaa Pro Gly Lys Gly kgu Glu Trp val

Ser ?35 Ile Lys Ser Ser g1y Gly Ser Thr Tyr Egr Ser Asp. Thr val
S

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

Leu GIn Met Asn ggr Leu Arg Ala Glu Sgp Thr Ala val Tyr ggr cys

Ala Arg Leu Pro Asp Fyr Trp Gly GIn Gly Thr Leu val Thr val ser
. 100 105 ‘ : 110 .

Ser

<210> 129
<211> 113
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Construcdo sintética
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<400> 129
Glu val GIn Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu val'Gln Pro Gly Gly

1. 5 10 s

ser Lép Arg Egu Ser Cys Ala Ala ggr Gly Leu Thr pPhe ggr Arg Tyr

Gly Met ggr Trp val Arg Gln ﬁsa Pro Gly Lys Gly hgu Glu Trp val

Ser é&a Ile Thr Ser Ser g}y Gly Ser Thr Lys Zgr Ser Asp Thr val

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr
65 70 75 80

Leu GIn Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys
85 90" 95

Ala Arg Leu Pro Asp Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Leu val Thr val Ser
100 - © 105 . .~ 110

ser

<210> 130
<211> 113
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Construcdo sintética

<400> 130

Glu val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu val GIn Pro Gly Gly
1 5 10 15

ser Leu Arg égu Ser Cys Ala Ala ggr Gly Leu Thr pPhe ggr Arg Tyr

Gly Met Ser Trp val Arg GIn Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp val
35 : 40 45

ser gga Ile Lys Ala Ser ?}y Gly Ser Thr Tyr E%r ser Asp Thr val

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



PE1951755

65 - 70

- 144 -

75

80°

Leu GIn Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys
85 ~ 90 as

Ala Arg Leu Pro Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu val Thr val Sser
100 105 110 . :

Ser

<210> 131
<211> 113
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Construcgdo sintética

<400> 131
Glu val GIn Leu %eu Gclu
1

Ser Leu Arg Egu ser Eys

Gly Met Ser Trp val Arg

Ser ?ga Ile Lys Ser Ser

Lys Gly Arg Phe fhr Ile

Leu GIn Met Asn ggn Leu

Ala Arg Leu. Pro Asp Tyr
: 100

ser

<210> 132
<211> 113
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Construcdo sintética

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Trp

Gly

Ala

Ala

40

Ser
Arg
Ala

Gly

Gly

ser

25

Pro

sSer

ASp

Glu

Gln
105

Gly
10

Gly
Gly
Thr
ASN
Asp
90

Gly

Leu
Leu
Lys
Tyr
ser
75

Thr

Thr

val
Thr
Gly
TYr
60

LyS
Ala

Leu

Gln

Phe
Leu
45

ser
Asn
val

val

Pro

ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Thr
110

Gl
15y

Arg

Trp

Leu

val

Gly

.Tyr

val

val

Ser



PE1951755 - 145 -

<400> 132

Glu val GIn Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu val GIn Pro Gly Gly
1 : 5 10 15

éer Leu Arg Egu‘ser Cys. Ala Ala sgr Gly Leu Thr Phe ger'Arg TYyr
20 2 : 0

Gly Met ggr Trp val Arg Gln ﬁga Pro Gly Lys Gly hgu Glu Trp val

ser QAa Ile Lys Ser Leu g;y Gly Ser Thr Tyr E%r Ser Asp Thr val

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

Leu GIn Met Asn ggr.Leu Arg Ala Glu ggp Thr Ala val Tyr ;gr cys

Ala Arg Leu Pro Asp Tyr Trp Gly G1n Gly Thr Leu val Thr val ser
100 105 ii1o0

Ser

<210> 133
<211> 113
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Construcdo sintética

<400> 133
g1u val Gin Leu Leu Glu Ser Gly Gly ggy Leu val GIn Pro g;y Gly
5

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

Gly Met ggr Trp val Arg Gln QAa pPro Gly Lys Gly 2§u Glu Trp val =

Ser Ala Ile Lys Ser Leu'G1y Gly ser Thr Tyr Tyr Ser Asp Thr val
~ 50 55 60 _

Lys Gly Arg‘Phe Thr 1le Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr
65 ' 70 75 80
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- 146 -

Leu GIn Met Asn ggr Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala val Tyr ;gr Cys

90

Ala Arg Leu Pro Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu val Thr val ser
100 105 '

ser-

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

<220>
<223>

<400>
Glu
1
ser
Gly

Ser

Lys
65

Leu
Ala

Ser‘

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

<220>
<223>

<400>

134
113
PRT
Artificial

Construcdo sintética

134
val Gln Leu geu Glu

Leu Arg Leu Ser Cys
: 20

Met ggr Trp val Arg

Ala GIn Thr Ser Ser

50
Gly Arg pPhe Thr Ile
70
GIn Met Asn Ser Leu
85
Arg Leu Pro Asp Tyr
100

135

113

PRT

Artificial

Construcgdo sintética

135

Ser

Ala

-GTn'

Gly
55
ser

Arg

Trp

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Gly

Gly

25

Pro

Ser

Asp

Glu

GIn
105

Gly
10

Gly
Gly
Thr
Asnh
Asp
a0

Gly

Leu

Leu

Lys

Tyr

75

Thr

Thr

ser

val

Thr

Gly

Lys

Ala

Leu

110

GIn Pro Gly_Gly
15
Phe Ser Arg Tyr
30
Leu Glu Trp val
45 .
Ser Asp Thr val
Asn Thr Leu Tyr
80

val Tyr Tyr Cys
a5

val Thr val Ser
110 '
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§1u val G1n Leu

ser
Pro
ser
Lys
65

Leu

Ala

ser

Leu

Met

Al'g

50

Gly

Gln

Arg

<210> 136
<211> 113
<212> PRT
Artificial

<213>

<220>

<223>

Arg
ser
35

Ie

Arg

Met

Leu

Leu

20

Trp

Thr

Phe

AsSn

Pro
100

Leu
5

Ser

val

Ser

Thr

Ser

85

ASp

- 147 -

Glu Ser Gly
Cys Ala Ala

Arg Gln Ala
© 40

Ser Gly Gly
55

Ile Ser Arg
70

Leu Arg Ala

Tyr Trp Gly

Construcdo sintética

<400> 136
Giu val GIn Leu Leu
1 5

Ser

Pro

Ser

Lys

65

Leu

Leu
Met
Ala
50

Gly

Gn

Arg Leu Ser
20

ser Trp val

35

Ile Lys Ser

Arg Phe Thr

Met. Asn Ser.

G1quer GTy
Cys Ala Ala

Arg GIn Ala
. 40

ser Gly Gly
55

Ile Ser Arg
70

Leu Arg Ala

Gly Gly Leu
10

ser
25

Pro
ser
Asp

Glu

Gin
105

Gly
ser
25

Pro

ser

Asp

Glu

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp
90

Gly

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

Leu

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Thr

Leu

Leu

LYyS

Tyr

Ser

75

Thr

val

Thr
Gly
Tyr
60
Lys

Ala

Leu

val

Thr

Gly

Tyr
60

Lys

Ala

Gln

‘Phe

L.eu
45

ser
Asn

val

val

Gln
Phe
Leu
45

ser

Asn

val

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Thr
110

Pro-

ser
30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gly
15

Arg
Trp
Thr
Leu

TYr

val

Gly
15

Arg
Trp
Thr
Leu

Tyr

Gly

Tyr

val
val
Tyr
80

Ccys

Ser

<1y
Tyr
Vai
val
Tyr

80

Cys
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85 20 95

Ala Arg Leu Pro Asp Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Leu val Thr val Ser
100 105 : 110

Ser

<210> 137
<211> 113
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Construcdo sintética

<400> 137

Glu val GIn Leu Leu Glu ser Gly Gly Gly Leu val GIn Pro Gly Gly
1 5 10 15

ser Leu.Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Leu Thr pPhe ggr Arg Tyr
20 : 25 '

Pro Met ggr Trp val Arg Gln 233 Pro Gly Lys Gly kgu Glu Trp val

ser gga ITe Lys Ser Ser Gly Gly Ser Thr Tyr ggr ser Asp Thr val
55

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr
65 _ 70 75 - 80

teu GIn Met Asn Ser Leu Arg Ala.Glu Asp Thr Ala val Tyr ;yr Cys
: 85 90 ' 5

Ala Arg Leu Pro Asp Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Leu val Thr val ser
- 100 ' - 105 110

ser

<210> 138
<211> 113
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Construcdo sintética

<400> 138
G6lu val 61n Leu val Glu Ser Gly Gly Gly Leu val Gln Pro Gly Gly
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Sser Leu Arg Sgu Ser cyé Ala Ala ggr Gly Leu Thr Phe ggr Afg Tyr

Pro Met ggr Trp val Arg GlIn iga Pro Gly Lys Gly tgu val Trp val

ser gga Ile Thr ser Ser'ggy Gly Ser Thr Tyr g%r'Ser Asp Thr val

Lys Gly Arg Phe Thr gge»Ser Arg Asp Asn-?}a Lys Asn Thr Leu Tyr

Leu GIn Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala val Tyr Tgr Cys
85 ' a0 9

Ala Arg Leu Pro Asp Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Leu val Thr val ser
100 105 110 '

Ser

<210> 139

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 139
Irp Gly Gin Gly Ehf Leu val Thr val ggr ser

<210> 140
<211> 108
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Construcdo sintética

<400> 140
§1u Ile val Leu Thr GIn Ser Pro Gly Igr Leu Ser Leu Ser g;o Gly

6lu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg g;a Ser Ser Ser val Ser Ser Ser
20 : : ‘ - 30

Tyr Leu ggs Trp Tyr Gln GIn kgs Pro Gly Gln Ala zgo Arg Leu Leu
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Ile gﬁr Ser Thr Ser Asn ;eu val Tyr Gly Ile gro Asp Arg Phe Ser
5 0

Gly ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Arg Leu Glu

65 70 75 _ 80

Pro Glu Asp Phe Ala val Tyr Tyr Cys GIn His His Ser Gly Tyr His
85 90 95

Phe Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys val Glu Ile Lys
: 100 105

<210> 141
<211> 108
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Construcgdo sintética

<400> 141
Glu Ile val Leu ;hr GIn Ser Pro Gly Tgr Leu Ser Leu Ser ;go Gly
1 1 : .

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Ser Ser val Ser Ser Ser
: 20 25 : 30 :
Tyr Leu gis Trp Tyr G6In GIn Lys Pro Gly Gin Ala Pro Arg Leu Leu '

Ile Egr ser Thr Ser Asn %eu val Ala Gly Ile Pro Asp Arg Phe Ser

g}y Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Arg Leu Glu

70 ' 75 80
Pro Glu Asp Phe Ala val Tyr Tyr Cys GIn His His Ser Gly Tyr His
: 85 . 90 95
Trp Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys val Glu Ile Lys
100 105 .
<210> 142
<211> 108
<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Construcdo sintética

<400> 142



PE1951755
Glu Ile val
1 .
Glu Arg Ala
TYyr Leu His
35
Ile Tyr Ser
50
Gly Ser Gly
65

Pro Glu Asp

Trp Thr Phe

<210> 143
<211> 23
<212> PRT

Leu

Thr

20

Trp

Thr

ser

Phe

Gly

Thr

Leu

Tyr

Ser

Gly

Ala
85

Gly

<213> Homo sapiens

<400> 143

1

Glu Arg Ala Thr Leu
20.

<210> 144
<211> 15
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 144

Gln

ser

Gln

AsSn

Thr

70

val

Gly

Glu Ile val Leu Ehr GIn

Ser

ser Pro’

cys
GIn
Leu
55

AsSp

Tyr

Thr

Ser

Cys

- 151 -

Arg

Phe
Tyr

Lys

Pro

Gly

Ala
25

Pro

- Ala

Thr
cys

val
105

Gly

Thr
10

ser
Gly
Gly
Leu
GIn
a0

Glu

Thr
10

Leu Ser Leu
Ser Ser val

GIn Ala Pro
45

Ile Pro Asp
. 60

Thr Ile ser
75

His His Ser

Ile Lys

Ser

ser
30

Arg
Arg

Arg

Gly

Pro

15

Ser

Leu

Phe

Leu

TYyr
95

Gly

Ser

Leu

ser

Glu

80

His -

Leu Ser Leu Ser ;go Gly

Trp Tyr Ala Ala Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu Ile Tgr
1 5 10 , 1

<210> 145
<211> 32
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 145

'g1y Ile Pro Asp grg Phe ser Gly Ser ggy Ser Gly Thr Asp ige Thr
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Leu Thr Ile ger Arg Leu Glu Pro g}u Asp Phe Ala val ;%r Tyr Cys
0 ’ .

<210> 146

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 1406
phe Gly Gly Gly Thr Lys val Glu Ile Lys
1 5 - 10

<210> 147

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 147

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
1 5 10

<210> 148

<211> 25

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 148
Glu val GIn Leu Leu Glu Ser Gly Gly ggy Leu val Gln Pro g}y Gly
1 5 10, : ‘

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser
’ 20 25

<210> 149

<211> 25

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 149
Glu val G1ln Leu val Glu Ser Gly Gly ggy Leu val G1n Pro g;y Gly
1 5 ' .

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser
’ 20 25

<210> 150

<211> 25

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 150
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Glu val GIn Leu val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Prb‘GTy Gly
1 5 : : 10 - ' 15

Ser Leu Arg Leu ser Cys Ala Ala Sser
20 - 25

<210> 151

<211> 14

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 151
Irp val Arg Gln ?1a Pro Gly Lys Gly Lgu Glu Trp val Ser
. : : 1

<210> 152

<211> 32

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 152

Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr Leu Gl
1 .5 10 15 ‘

Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala val Tyr Tyr g%s Ala Arg
: 20 25

<210> 153

<211> 32

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 153

Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr Leu Tyr Leu Gln
1 5 - 10 15

Met Asn ser 5eu Arg Ala Glu Asp Tgr Ala val Tyr Tyr Cys Ala Arg
0 ) 2 .

<210> 154

<211> 7

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Construgdo sintética

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (6)..(6)

<223> X é A, V, T, ouM

<220>
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<221> MISC_FEATURE

<222> (7)..(7

)

<223> X &S, A, T, N, W, Dou ¥

<400> 154

1

<210> 155
<211> 106
<212> PRT

5

<213> Homo sapiens

<400> 155

1

Leu Lys Ser

Pro Arg Glu
35.

Gly Asn Ser

50

Tyr Ser Leu:

65

His Lys val

val Thr Lys

<210> 156
<211> 315
<212> ADN

Gly
20

Ala

Gln
ser
Tyr

Ser
100

val Ala Ala Ala Ero

Thr

Lys

Glu

ser

Ala

Phe

<213> Homo sapiens

<400> 156

ser
Ala
val
ser
Thr
70

Cys

Asn

val

ser

GlIn

val

35

Leu

Glu

Arg

ser Thr Ser Asn Leu Xaa Xaa

Phe

val

Trp

40

Thr

Thr

val

Gly

154

Ile

val

Lys

Glu

Leu

Thr

Glu
105

rhe
10

Cys
val
GlIn
Ser
His
90

Cys

gtggctgecac catctgtctt catcttcccg ccatctgatg

gectetgtty tgtgectget gaataacttc tatcccagag

gtggataacg ccctccaatc gggtaactcc caggagagtg

gacagcacct acagcctcag cagcaccctg acgctgagea

aaagtctacg cctgecgaagt cacccatcag ggcctgaget

aacaggggag agtgc

<210> 157
<211> 315

Pro Pro Ser Asp g}u

Leu Leu Asn ggn Phe

Asp Asn Ala Leu Gln
45

Asp Ser Lys Asp Sser
60

Lys Ala Asp Tyr Glu’

GIn Gly Leu Ser Ser.
95

agcagttgaa atctggaact
aggccaaagt acagtggaag
tcacagagca ggacagcaag
aagcagacta cgagaaacac

cgcccgtcac aaagagettc

Gln
TYr
Ser

Thr

60
120
180
240
300
315
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<212> ADN
<213> Homo

<400> 157
gtggctgeac

gcctetgttyg
gtggataacg
gacagcacct
aaagtctacg

aacaggggag

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

158
970
ADN
Homo

<400> 158
ggcccatcgy
‘ctgggetgec
gccctéacca
gctcagcagc
Cgtagat;ac
cccatgecca
cccaaaacce
ggacgtgagc
gcataatgcc
cgtcctcacc
caacaaaggc
agagccacag
cctgacctgce
tgggcagceg
cttcctctac
atgctccgtyg
tctgggttga

Lisboa,

sapiens

- 155 -

catctgtctt catcttcccg ccatctgatg agcagttgaa atctggaact -

tgtgcctgcet géataagttc tatcccagag aggccaaagt
ccctecaate gggtaaétcchaggagagtg tcacagagca

acagcctcag cagcaccctg acgctgagca aagcagacta

agtgc

sapiens

tetteccget
tggtcaagga
gcggegtgea
gtggrgaccg
aagcccagea’
ccctgeccag
aaggacactc
caggaagacc
aagacaaagc
gtcctgcacc
ctccegtect
gtgtacaccc
ctggtcaaag
gagaacaact
agcaggctaa

atgcatgagg

agcgccctge
ctacttccce
caccttecceg
tgccctccag
acaccaaggt
cacctgagtt-
tcatgatctc
Ecgaggtcca
cgcgggagga
aggactggct
ccatcgagaa
tgcccccate
gcttctacce
acaagaccac
ccgtggacaa

ctctgcacaa

tccaggagea
gaaccggtga
gctgtcctac
cagcttgggc
ggacaagaga
cctgggggoa
ccggacccct
gttcaactgg

gcagttcaac

‘gaacggcaag

aaccatctec
ccaggaggag
cagcgacatc
gecteecgtg
gagcaggtgg
ccactacaca

9 de marco de 2015

‘cctgcgaagt cacccatcag ggcctgaget cgccegteac

cctccgagag
cggtgrcgtg
agtcctcagg
acgaagacct
gttgagtcca
ccatcagtct
gaggtcacgt
tacgtggatg
agcacgtacc
gagtacaagt
aaagccaaag

atgaccaaga

gccgtggagt

ctggactccg

caggagggga
cagaagagcc

cacagccgec
gaactcaggc
actctactcec
acacctgcaa
aatatggtcc
tcctgttece
gcgtggtggt
gcgtggaggt
gtgtggtcag
gcaaggtctc
ggcagccccg

accaggtcag

gggaaagcaa
acggctectt
atgtcttctc
tctcectgte

cgagaaacac

aaagagcttc

acagtggaag

‘ggaéagcaag'-_

60
120
180
240
300
360

- 420

480
540
600
660

720

780
840
900
960

. 970

60
120
180
240
300
315
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REIVINDICACOES

1. Anticorpo de miostatina compreendendo um
polipéptido da regido variavel de cadeia pesada de SEQ 1ID
NO: 98 e um polipéptido da regido variavel de cadeia leve

de SEQ ID NO: 138.

2. Anticorpo de miostatina de acordo com a
reivindicacdo 1, em que o anticorpo compreende ainda uma
regido constante de cadeia pesada seleccionada a partir de

IgGi, I1IgGz, IgGs, IgGs, IgA, IgE, IgM e IgD.

3. Anticorpo de miostatina de acordo com a
reivindicacdo 2, em que a regido constante presente no
anticorpo é origindria do genoma de um animal seleccionado
a partir de animais domésticos, animais de desporto e

animais fonte de alimento.

4, Composicdo farmacéutica compreendendo o an-
ticorpo de acordo com qualgquer uma das reivindicacdes 1 a

3.

5. Composicdo farmacéutica da reivindicacédo 4

compreendendo ainda um suporte farmaceuticamente aceitével.

6. Anticorpo de miostatina de acordo com gqua-
quer uma das reivindicacdes 1 a 3 ou uma composicdo farma-
céutica de acordo com a reivindicacdo 4 ou reivindicacdo 5

para utilizacdo como medicamento.
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7. Anticorpo de miostatina de acordo com
qualguer uma das reivindicacdes 1 a 3 ou uma composicédo
farmacéutica de acordo com a reivindicacdo 4 ou reivin-
dicacdo 5 para utilizacdo em tratamento ou prevencdo de uma
ou mais condic¢cdes seleccionadas a partir de fragilidade,
caquexia, perda muscular, fragqueza muscular, miopatia, dis-
trofia muscular, osteoporose, DPOC, insuficiéncia ou doenca
renal, insuficiéncia ou doenca hepéatica, insuficiéncia

cardiaca, diabetes tipo II ou sindroma metabdlica.

Lisboa, 9 de marco de 2015
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REFERENCIAS CITADAS NA DESCRIGAO

Esta lista de referéncias citadas pelo requerente & apenas para
conveniéncia do leitor. A mesma ndo faz parte do documento da patente
europeia. Ainda que tenha sido tomado o devido cuidado ao compilar as
referéncias, podem ndo estar excluidos erros ou omissées e o IEP

declina quaisquer responsabilidades a esse respeito.

Documentos de patentes citadas na Descrigdo

&

RE

RS

Literatura que ndo é de patentes citada na Descrigéo

1338 ‘ e SN
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