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RESUMO

"ANTICORPOS SELECTIVOS ANTI-HEPCIDINA-25 E UTILIZAQ@ES DOS
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Figura S

Proporcionam-se anticorpos monoclonais que se
ligam ao extremo N de hepcidina-25 humana e que s&do carac-
terizados por possuirem elevada afinidade e selectividade
para o polipéptido. Os anticorpos do invento s&do Gteis para
aumentarem os niveis de ferro séricos, a contagem de
reticuldbécitos, a contagem de eritrédécitos, a hemoglobina
e/ou o hematdécrito num ser humano e para o tratamento de
vadrios disturbios, tais como anemia, num ser humano. Os
anticorpos do invento sdo igualmente Uteis como ferramentas

analiticas, como seja num ELISA tipo sanduiche.
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DESCRICAO

"ANTICORPOS SELECTIVOS ANTI-HEPCIDINA-25 E UTILIZAQ@ES DOS

MESMOS"

O presente invento situa-se no campo da medicina,
particularmente no campo dos anticorpos contra hepcidina-25
humana. Mais especificamente, 0 ©presente invento diz
respeito ao tratamento de determinadas doencas, tais como
anemia, através da administracdo de anticorpos selectivos
anti-hepcidina-25 a doentes necessitados. A presente
divulgacdo ainda diz respeito a métodos e estojos ("kits")
para a deteccdo de hepcidina-25 e/ou diagndéstico de uma

doenca caracterizada por niveis elevados de hepcidina-25.

A  hepcidina humana, um polipéptido expresso
predominantemente pelos hepatdcitos, cré-se que seja uma
importante proteina reguladora do ferro que regula
negativamente a absorcdo de ferro intestinal, a reciclagem
do ferro pelos macrdéfagos e a mobilizacdo do ferro a partir
das reservas hepéticas de ferro. A producdo excessiva de
hepcidina parece desempenhar um papel importante na

fisiopatologia da anemia e/ou na anemia de doenca crénica.

Presentemente, sdo limitadas as terapias adequa-
das e eficazes para a anemia e/ou para a anemia de doenca

crbénica. Especificamente, a administracdo de eritropoietina
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é eficaz em apenas 50% de todos os doentes e estd associada
a efeitos secunddrios indesejéaveis. Ainda, as transfusdes
sdo indesejéaveis devido a contaminacédo, infeccdo e ferro em

eXCesso.

A hepcidina humana é codificada por um prepro-
péptido de 84 aminodcidos contendo uma sequéncia sinal
tipica de 24 aminoacidos, no extremo N, de transporte para
o) reticulo endoplasmatico e uma pro-regido de 35
aminodcidos, com um local de clivagem pelo consenso da
furina, imediatamente seguida dos 25 aminocdcidos do extremo
C de 25 aminodcidos da hormona reguladora do ferro
(hepcidina-25, SEQ ID NO:1). Sabe-se que véarias formas
truncadas do extremo N de hepcidina, tais como hepcidina-20
(e.g., para seres humanos, aminodcidos 6-25 de SEQ ID NO:1)
e hepcidina-22 (e.g., para seres humanos, aminoacidos 4-25
de SEQ ID NO:1) sdo formadas in vivo. No entanto, pensa-se
que a hepcidina-25 seja a forma fisiologicamente mais
relevante, sendo a Unica da hepcidina nos seres humanos. AsS
terapias que selectivamente regulam a concentracdo de
hepcidina-25, em oposicédo ao precursor ou formas truncadas,
sdo particularmente desejéaveis. Em particular, 0s
anticorpos que selectivamente se ligam a hepcidina-25 em
oposicdo as formas de precursor e truncadas proporcionam
numerosas vantagens no tratamento ou diagnbéstico de
distlrbios associados a niveis elevados de hepcidina-25.
Por exemplo, comparativamente com anticorpos nédo selectivos
para hepcidina, os anticorpos selectivos para hepcidina-25

de elevada afinidade reduzirédo 0 risco de efeitos
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secundarios e a dose clinica necessaria para o tratamento
eficaz serd inferior devido aos anticorpos terapéuticos né&o
se ligarem a formas fisiologicamente irrelevantes de
hepcidina. Se bem gque tenham sido anteriormente descritos
anticorpos policlonais e monoclonais ndo humanos contra
hepcidina (ver e.g. Publicacdes de Pedido de Patente
2006/0019339, 2007/0224186, e 2008/0213277), existe ainda
na &area uma Jgrande necessidade de anticorpos monoclonais
que selectivamente se liguem a hepcidina-25. Assim, um
aspecto do invento é a obtencdo de anticorpos que selecti-
vamente se ligam a hepcidina-25 humana dentro dos ami-
nodcidos 1 a 7, inclusive, da hepcidina-25. Tais anticorpos
sdo Uteis para aumentar os niveis de ferro no soro, con-
tagem de reticuldcitos, contagem de eritrdcitos, hemoglo-
bina e/ou hematdécrito num ser humano para o tratamento de

uma doenca, condicdo ou disturbio como seja anemia.

Ainda, os imunoensaios existentes para hepcidina
ndo diferenciam a hepcidina relevante, fisiologicamente
activa, das espécies de hepcidina nao relevantes,
fisiologicamente inactivas (ver, por exemplo, Kemna E.H.,
et al., Haematologica 93(1):90-7 (2008); Roe M.A., et al.,
Br J Nutr., 97:544-9 (2007); e Luuhhonen S. and Punnonen
K., Clin Chem Lab Med., 44:1361-2 (2006)). Presentemente,
0s Unicos métodos disponiveis para testar selectivamente a
hepcidina-25 envolvem LC/MS (cromatografia liguida/espec-
troscopia de massa) ou métodos similares trabalhosos gque
requerem a separacdo das varias formas de hepcidina (ver,

por exemplo, Gutierrez, J.A., et al., BioTechniques,
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38:3513-517 (2005), Murphy, et al., Blood, 110:1048-54
(2007), and Kemna, E.H., et al., Clin. Chem., 53:620-8
(2007)).). Ainda qgue estes ensaios possam ser precisos e
exactos, a sua complexidade, custo, e o nivel elevado de
especializacdo do operador necessdrio, inibem a sua imple-
mentacdo de rotina. Assim, existe também a necessidade de
anticorpos que selectivamente se ligam com elevada afini-
dade a hepcidina-25 humana para a sua aplicacdo em imuno-
ensaios para a deteccdo ou medicdo de hepcidina-25. Assim,
um outro aspecto do invento proporciona métodos de utili-
zacdo de anticorpos selectivos para hepcidina-25 em imuno-
ensaios relativamente simples mas altamente sensiveis, ro-
bustos e selectivos para a deteccdo e medicdo de hepcidina-

25 em tecidos de mamifero e fluidos bioldgicos.

US 2006/0019339 pretende descrever anticorpos que
se ligam a hepcidina e métodos de wutilizacdo daqgueles

anticorpos.

US 2007/0224186 pretende descrever anticorpos que
se ligam ao extremo C de hepcidina humana e métodos de

utilizacdo dagueles anticorpos.

O presente invento proporciona anticorpos que
selectivamente se ligam a hepcidina-25 humana dentro dos
aminodcidos 1 a 7, inclusive, da hepacidina-25. Numa
realizacdo, um anticorpo do invento liga-se selectivamente
a um polipéptido tendo a sequéncia de aminodcidos como se

mostra em SEQ ID NO:1, em OposSicdc aos precursores
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relacionados e polipéptidos truncados e compreendem seis
CDRs seleccionadas do grupo consistindo em: (i) LCDRI1,
LCDR2, LCDR3, HCDR1l, HCDR2 e HCDR3 tendo as sequéncias de
aminodcidos como se mostra em SEQ ID NOs: 9, 10, 11, 32, 33
e 34, respectivamente; (ii) LCDR1, LCDR2, LCDR3, HCDRI1,
HCDR2, e HCDR3 tendo a sequéncia de aminodcidos como se
mostra em SEQ ID NOs: 12, 13, 14, 35, 36 e 37,
respectivamente; (iii) LCDR1, LCDR2, LCDR3, HCDR1l, HCDR2 e
HCDR3 tendo a sequéncia de aminodcidos como se mostra em
SEQ ID NOs: 45, 13, 14, 35, 36 e 37, respectivamente; (iv)
LCDR1, LCDR2, LCDR3, HCDR1l, HCDR2 e HCDR3 tendo a sequéncia
de aminoécidos como se mostra em SEQ ID NOs: 12, 13, 14,
38, 36 e 37, respectivamente; (v) LCDR1, LCDR2, LCDR3,
HCDR1, HCDR2, e HCDR3 tendo a sequéncia de aminoadcidos como
se mostra em SEQ ID NOs: 15, 10, 16, 39, 40 e 41,
respectivamente; (vi) LCDR 1, LCDR2, LCDR3, HCDR1l, HCDR2, e
HCDR3 tendo a sequéncia de aminodcidos como se mostra em
SEQ ID NOs: 20, 21, 22, 42, 43 e 44, respectivamente; (vii)
LCDR1, LCDRZ, LCDR3, HCDR1, HCDR2 e HCDR3 tendo a
sequéncia de aminodcidos como se mostra em SEQ ID Nos: 20,
21, 23, 42, 43 e 44, respectivamente; (viii) LCDR1, LCDRZ,
LCDR3, HCDR1, HCDR2 e HCDR3 tendo a sequéncia de
aminodcidos como se mostra em SEQ ID NOs: 24, 25, 23, 42,
43 e 44, respectivamente; (ix) LCDR1, LCDR2, LCDR3, HCDRI1,
HCDR2 e HCDR3 tendo a sequéncia de aminoédcidos como se
mostra em SEQ ID Nos: 26, 25, 27, 42, 43 e 44,
respectivamente; (x) LCDR1, LCDR2, LCDR3, HCDR1l, HCDR2 e
HCDR3 tendo a sequéncia de aminodcidos como se mostra em
SEQ ID NOs: 26, 25, 28, 42, 43 e 44, resgpectivamente; (xi)

LCDR1, LCDR2, LCDR3, HCDR1, HCDR2 e HCDR3 tendo a sequéncia
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de aminoécidos como se mostra em SEQ ID NOs: o6, 7, 8, 29,
30 e 31 respectivamente e (xii) LCDR1, LCDR2, LCDR3, HCDRI1,
HCDR2 e HCDR3 tendo a sequéncia de aminodcidos como se
mostra em SEQ ID NOs: 17, 18, 19, 42, 43 e 44

respectivamente.

Numa outra realizacdo, um anticorpo do invento
liga-se a um epitopo contido nos aminoédcidos 1 a 7,
inclusive, da hepcidina-25 humana, i.e., DTHFPIC de SEQ ID
NO: 1 ou DINFPIC da hepcidina-25 de roedor (SEQ ID NO: 2 ou
3). De preferéncia, o anticorpo do invento compreende um
polipéptido da regido variadvel da cadeia leve ("LCVR") e um
polipéptido da regido variavel da cadeia pesada ("HCVR") em
que (i) os polipéptidos de LCVR e de HCVR possuem as
sequéncias de aminoédcidos como se mostra em SEQ ID NOs: 48
e 49, respectivamente; (ii) os polipéptidos LCVR e HCVR
tendo as sequéncias de aminodcidos como se mostra e SEQ ID
NOs: 50 e 51, respectivamente; (iii) os polipéptidos LCVR e
HCVR tendo as sequéncias de aminocdcidos como se mostra em
SEQ ID NOs: 52 e 51, respectivamente; (iv) as LCVR e HCVR
tendo as sequéncias de aminoadcidos como se mostra em SEQ ID
NOS: 53 e 54, resgpectivamente; (v) as LCVR e HCVR tendo as
sequéncias de aminoédcidos como se mostra em SEQ ID NOs: 55
e 56, respectivamente; (vi) as LCVR e HCVR tendo as
sequéncias de aminoédcidos como se mostra em SEQ ID NOs: 59
e 58, respectivamente; (vii) as LCVR e HCVR tendo as
sequéncias de aminodcidos como se mostra em SEQ ID NOs: 60
e 58, respectivamente; (viii) as LCVR e HCVR tendo as
sequéncias de aminoadcidos como se mostra em SEQ ID NOs: 53

e 54, respectivamente; (ix) as LCVR e HCVR tendo as
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sequéncias de aminoacidos como se mostra em SEQ ID NOs: 62
e 58, resgpectivamente; ou (x) as LCVR e HCVR tendo as
sequéncias de aminodcidos como se mostra em SEQ ID NOs: 63

e 58, respectivamente;

Numa outra realizacdo, a divulgacdo proporciona
moléculas de 4&cido nucleico isoladas codificadoras dos
anticorpos do invento; vectores compreendendo moléculas de
dcido nucleico codificadoras de anticorpos do invento,
facultativamente, sequéncias de controlo operacionalmente
ligadas reconhecidas por uma célula hospedeira transformada
com o vector; células hospedeiras compreendendo vectores
compreendendo moléculas de acido nucleico codificadoras dos
anticorpos do invento; um processo para a producdo de um
anticorpo do invento compreendendo a cultura de células
hospedeiras compreendendo vectores compreendendo moléculas
de 4cido nucleico codificadoras dos anticorpos do invento
de forma que o acido nucleico seja expresso e, facul-
tativamente, recuperacdo do anticorpo a partir do meio de

cultura da célula hospedeira.

Numa outra realizacdo, o invento proporciona uma
composicdo farmacéutica compreendendo um anticorpo do in-
vento e um veiculo, diluente ou excipiente farmaceutica-
mente aceitédvel. De preferéncia, a composicdo farmacéutica
compreende uma populacdo homogénea ou substancialmente
homogénea de um anticorpo monoclonal do invento e de um

veiculo ou diluente farmaceuticamente aceitével.
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Numa outra realizacdo do invento, o invento

proporciona um anticorpo do invento para usar em terapia.

Numa outra realizac¢do, o invento proporciona um
anticorpo do invento para usar no tratamento ou prevencao

de anemia.

O invento ainda proporciona um anticorpo do
invento para usar no aumento dos niveis de ferro no soro,
contagem de reticuldbcitos, contagem de eritrdécitos, hemo-
globina e/ou hematdécrito num animal, de preferéncia uma

espécie de mamifero, mais de preferéncia um ser humano

Uma outra realizacdo da divulgacdo proporciona um
método para o tratamento de uma doenca, condicdo ou
disttrbio, num ser humano, que beneficie de um aumento dos
niveis séricos de ferro, contagem de reticuldcitos, conta-
gem de eritrdécitos, hemoglobina e/ou hematdcrito, incluindo
mas ndo lhe estando limitado, anemia, e.g., anemia resul-

tante da infeccdo, inflamacdo, doenca crdénica e/ou cancro.

A divulgacdo também proporciona um método para
medicdo da quantidade de hepcidina-25 numa amostra de
tecido ou fluido bioldbgico obtida a partir de um mamifero,
o referido método compreendendo os passos de: (i) obtencédo
de uma amostra ou tecido ou fluido bioldgico a partir do
referido mamifero; (ii) colocacdo da referida amostra em
contacto com um anticorpo selectivo anti-hepcidina-25 ou
fragmento do mesmo; e (iii) deteccdo da gquantidade de

hepcidina-25 na referida amostra directa ou indirectamente
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através de meios quantitativos, semi-quantitativos ou

qualitativos.

Numa outra realizacdo, o invento proporciona um

método como reivindicado na Reivindicacdo 14.

DESCRIGCAO DAS FIGURAS

A Figura 1 descreve um espectro de massa MALDI-
TOF das formas de hepcidina humana imunoprecipitadas a
partir de soros humanos com o Mab selectivo 3.23 anti-

hepcidina-25.

O sinal 1 tem uma massa que é consistente com a
massa esperada da hepcidina-25 humana intacta (massa
molecular (MW) aproximada de 2790 Daltons (Da)). O sinal 2
tem uma massa consistente com a massa esperada para a
hepcidina-20 humana intacta (MW de 2192 Da). Como ©
cromatograma demonstra, o Mab 3.23 anti-hepcidina-25 liga-
se a quantidades detectéveis de hepcidina-25 e a
quantidades muito inferiores de hepcidina-20. O Mab 3.23
ndo pareceu ligar-se a niveis detectédveis de hepcidina-22
(MW 2436 Da), hepcidina-24 (MW 2674 Da) ou pro-hepcidina
(MW 6929 Da). O espectro de massa foi gerado num espectrd-
metro de massa MALDI-TOF utilizando um idoc positivo, método
modo linear com 4&cido ciano-4-hidroxicindmico (matriz
peptidica) como matriz da amostra essencialmente como

descrito no Exemplo 6 abaixo.
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A Figura 2 descreve uma vista amplificada do
espectro de massa mostrado na Figura 1 numa regiédo
relevante (MW 2000-3000 Da). Como o cromatograma demonstra,
o Mab 3.23 ligou-se a hepcidina-25 (Sinal 1) e, em menor
grau, a hepecidina-20 (Sinal 2). O Mab 3.23 selectivo anti-
hepcidina ndo pareceu ligar-se em niveis detectaveis a

hepcidina-22 (MW 2436 Da) ou hepcidina-24 (MW 2674 Da).

A Figura 3 descreve um espectro de massa MALDI-
TOF das formas de hepcidina imunoprecipitadas a partir de
soros humanos com o Mab 5E8 anti-hepcidina-25. 0 sinal 1
tem uma massa que ¢é consistente com a massa esperada de
hepacidina-25 humana intacta (2790). Como o cromatograma
demonstra, 0o Mab anti-hepcidina-25 1liga-se apenas a
quantidades detectédveis de hepcidina-25. 0O espectro de
massa foi gerado num espectdmetro de massa MALDI-TOF usando
um ido positivo, método modo linear com um &cido a-ciano-4-
hidroxicindmico (matriz peptidica) como uma amostra matriz

essencialmente como descrito na Exemplo 6 abaixo.

A Figura 4 descreve uma imagem amplificada do
espectro de massa mostrado na Figura 1 numa regido
relevante (MW 2000-3000 Da). Como o cromatografo demonstra,
o Mab 5E8 ligou-se a gquantidades detectédveis de hepcidina-
25 (Sinal 1). O Mab 5E8 ndo se ligou a niveis detectéveis
de hepcidina-20 (MW de 2192 Da), hepcidina-22 (MW 2436 Da),

hepcidina-24 (MW 2674 Da), ou pro-hepcidina (MW 6929 Da).

A Figura 5 mostra um grafico de uma curva de

calibracdo para hepcidina-25 gerada através da diluicéo
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seriada de hepacidina-25 (circulos sdélidos) comecando numa
concentracdo de 10 ng/l (10 ng/ml) e realizando © imuno-
ensaio MSD descrito no Exemplo 8. O imunoensaio MSD foi
especifico de hepcidina-25 e ndo reconhece hepcidina-20

(tridngulos a cheio) ou hepcidina-22 (circulos a cheio).

As abreviaturas que se seguem foram aqui usadas:
ACN: acetonitrilo, BSA: albumina sérica Dbovina, DTT:
dioteitrol, EDTA: &cido etilenodiaminatetracético, ELISA:
ensaio imunossorvente ligado a enzimas, IMAC: cromatografia
por afinidade de metal imobilizado, IPTG: isopropil R-D-1-
tiogalactopirandésido, Mab: anticorpo monoclonal, Mabs:
anticorpos monoclonais, MALDI-TOF: espectrometria de massa
com analisador de tempo voo e ionizacdo/dessorcdo a laser
assistida por matriz, PBS: soro fisioldgico tamponado com
fosfatos, SPR: ressonédncia de plasmdes de superficie, TFA:
acido trifluorocacético. Todas as abreviaturas de
aminoadcidos usadas nesta divulgacdo sdo as aceites pelo
United States Patent and Trademark Office como estabelecido

em 37 C.F.R. § 1.822 (B) (2).

O presente 1invento proporciona anticorpos que
selectivamente se ligam a hepcidina-25 dirigidos contra um
epitopo contido dentro dos aminocdcidos 1 a 7, inclusive, de
hepcidina-25. Tais anticorpos sdo Uteis para aumentaram oS
niveis de ferro sérico, contagem de reticuldcitos, contagem
de eritrécitos, hemoglobina e/ou hematdédcrito numa ser
humano para o tratamento de uma doenca, condicdo ou distur-
bio, como seja anemia. Ainda, 0 presente invento propor-

ciona métodos de utilizacdo de tais anticorpos em imuno-
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ensaios relativamente simples mas altamente sensiveis e
selectivos para a deteccdo e/ou medicdo de hepcidina-25 em

tecidos de mamifero e fluidos bioldgicos.

Quando aqui usado, o termo "hepcidina" refere-se
a qualquer forma de proteina hepcidina conhecida por estar
presente em mamiferos. Quando aqui usado, o termo "hepci-
dina madura" refere-se a qualquer forma biocactiva madura da
proteina hepcidina expressa em mamiferos. Quando aqui
usada, a frase "hepcidina humana" refere-se a qualquer
forma da proteina hepcidina presente em humanos. Quando
aqui usada, a frase "hepcidina-25 humana" refere-se a forma
madura de hepcidina humana tendo a sequéncia de aminoacidos

mostrada em SEQ ID NO:1.

A estrutura geral de um anticorpo é muito bem
conhecida na &rea. Para um anticorpo do tipo IgG, existem
quatro cadeias de aminoacidos (duas cadeias "pesadas" e
duas cadeias "leves") que estdo associadas através de liga-
cbes dissulfureto intracadeias e intercadeias. Quando ex-
pressos em determinados sistemas bioldgicos, o0s anticorpos
possuindo sequéncias Fc humanas ndo modificadas s&o
glicosilados na regido Fc. O0Os anticorpos podem ser
igualmente glicosilados noutras posic¢cdes. As estruturas de
subunidades e as configuracdes tridimensionais de anticor-
pos sdo conhecidas na area. Cada cadeia pesada é cons-
tituida por uma regido varidvel N-terminal da cadeia pesada
("HCVR") e uma regido constante da cadeia pesada ("HCCR").
A regido constante da cadeia pesada é constituida por trés

dominios (CH1, CH2 e CH3) para IgG, IgDh e IgA; e 4 dominios
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(CH1, CH2, CH3 e CH4) para IgM e IgE. Cada cadeia leve e
constituida por uma regido variavel da cadeia leve (aqui

"LCVR") e uma regido constante da cadeia leve ("LCCR").

As regides variaveis de <cada par de cadeias
leve/pesada formam o local de ligacdo ao anticorpo. As
regides HCVR e LCVR podem ainda ser subdivididas em regides
de hipervariabilidade, designadas regides determinantes de
complementaridade (CDRs), entremeadas com regides que s&o
mais conservadas, designadas regides estruturais (FR).
Cada HCVR e LCVR ¢ composta por trés CDRs e quatro FRs,
arranjadas do extremo amina para o extremo carboxilo na
seguinte ordem: FR1, CDR1l, FR2, CDR2, FR3,CDR3, FR4. Aqui,
as trés CDRs da cadeia pesada sdo referidas como "CDRH 1,
CDRH2 e CDRH3" e as trés CDRs da cadeia leve sdo referidas
como "CDRL1l, CDRL2 e CDRL3." As CDRs possuem a maioria
destes residuos que formam interaccgdes especificas com o©
antigénio. A correspondéncia de cada aminocacido a cada um
dos dominios ¢é de acordo com convencgdes bem conhecidas
(e.g., Kabat, "Sequences of Proteins of immunological
Interest," National Institutes of Health, Bethesda, Md.

(1991)) .

Os anticorpos do presente invento podem ter uma
regido constante da cadeia pesada seleccionada de qualquer
uma das classes de imunoglobulina (IgA, 1lgD, 1lgG, IgM e
IgE). De preferéncia, os anticorpos do presente invento
possuem uma regido constante que deriva da regido Fc de IgG

humana ou de murganho.
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O termo "anticorpo monoclonal" refere-se a um
anticorpo que deriva de uma Unica cdédpia ou clone, incluindo
e.g., qualquer clone eucaridtico, procaridético ou de fago e
ndo o método pelo qual ¢é produzido. De preferéncia, um
anticorpo monoclonal do invento existe numa populacdo

homogénea ou substancialmente homogénea.

Um anticorpo do presente invento pode ser intac-
to, i.e., constituido por regides constantes de tamanho
completo ou total, incluindo a regido Fc, ou ser uma POrcao
ou fragmento de tal anticorpo desde que qualquer forma
encurtada compreenda a porcdo de ligacdo ao antigénio e
mantenha a capacidade de ligacdo ao antigénio. Tais formas
encurtadas incluem, e.g., um fragmento Fab, fragmento Fab’
ou F(ab’)2 que inclui as CDRs ou regibdes varidveis dos
anticorpos anti-hepcidina-25 descritos. Ainda, tais formas
encurtadas do anticorpo podem ser um fragmento Fv de cadeia
simples que pode ser produzido através da ligacdo do DNA
codificador de LCVR e HCVR com uma sequéncia de ligacédo.
(Ver, Pluckthun, The Pharmacology of Monoclonal Antibodies,
vol. 113, Rosenburg and Moore eds., Springer" Verlag, New
York, pp 269-315, 1994). Independentemente dos fragmentos
ou porcdes serem especificados, o termo "anticorpo" como
aqui usado inclui fragmentos ou porgdes assim como formas
de cadeia simples a menos que de outra forma seja indicado.
Desde que a porcgdo proteica ou fragmento proteico mantenha
a capacidade de selectivamente ligar hepcidina-25 e

neutralize uma ou mails bioactividades caracteristicas da
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hepecidina-25 de

_15_

mamifero,

incluido no termo "anticorpo™.

usando técnicas conhecidas na é&area,
combinantes,

gias de sintese quimica ou combinacdes de tais tecnologias

Os

anticorpos do

facilmente conhecidas na &rea

S.D.,

al.,

As

anticorpos do presente invento.

Clin.

J. Mol.

tabelas 1 e 2

Chem., 45:1628-50

Biol.,

in

373(4):92440

abaixo

vivo ou

invento podem

e.qg.,

tecnologias de apresentacdo féagica,

(ver,

(1999) and Fellouse,

(2007)) .

Tabela 1

in

por exemplo,

descrevem CDRs

vitro,

ser produzidos

tecnologias re-

para

Fab

LCDR1

LCDR2

LCDR3

Consenses
i

SASEEXSXMY
(SEQ ID NG: )

LT8XLAS
(SEQ D NO: F)

QOWSSXPPT
(SEQ IDNO: §)

4C11

SASSRVEYMY
{SEQ ID NQ: 9}

LTSNLAS
(SEQ ID NO: 10}

QOWSSNPPT
(SEQ IDNO: 11y

T a—

SASSSASYMY
(SEQ ID NO: 12}

LTSHLAS
(SEQIDNO: 1)

OOWSSGPFT
(SEQ ID NO: 14)

184

SASPSVEYMY
GEQID NG 45}

LTSHLAS
(SEQIDNO LD

QQWSSGPPT

{SEQ 1D NO: 14)

Ty

SASSSASYMY
{(SEQ 1D NO: 12y

+ L’ISmAS -

{(SEQID N 13

QOWSSGPPT
(SEQ ID NO: 19

3A8

SASSEVESMY
(SEQ ID NG 15}

LTSNLAS
(SEQID NO: 10y

QOWSSYPFT
(SEQ ID NO: 16)

| Consensus
&

KSSQBLLYXMNOKTYLTY |

(SEQIDNO: I

LVSKLIDX,

(SEQID NO: 18)

XrQGSHFPW Xy
(SEQ ID NOG: 19

SE

KSSQSLLYSNGETYLT
(SEQ ID NO: 20)

LVBRLDS
{SEQID NO: 21

VQGSHFPWT
(SEQ ID NQ: 203

OB}

KSSQSLLYSNGKTYLT

{(IEQ ID NO: 20)

LVSKLDS

(SEQID NO: 21)

HQGSHFPWT
{(SEQ ID NO: 23y

OBl

KSSQSLLYRNGKTYLT

{SEQ ID NO: 243

LVSKLDP
(SEQID NO: 25}

HOGSHFPWT
(SEQ 1D NO: 23)

OH4

LSKLDP

IQGSHFPWE

estéa

tecnolo-

Jayvasena

F.A., et
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{continuacido;

(SEQ 1D NO: 269 (SEQ ID NO: 25) | (S8EQ 1D NO: 27)

QK1 KSSQSLLYPNGKTYLT

(SEQ ID NO: 26)

LVSKLDP
{SEQ ID NO: 25)

FOGSHFPWY
(SEQ ID NO: 28)

*X: &€ Vou A X, is Y ou S; X3 € N ou H, X4 € N, G ou Y; X5 é

S, Rou P; X¢ &€ S ou P; X € V,H,I ou F; Xg &€ T ouV
Tabela 2
Fab HCDR1 HCDR2 HCDR3
Consen | GRoSLX ;X131 X1nG | HIWWN XpeXpsK X INT I X o YYG XpXon X2
SUs Xi:0X G XislKS GFAY i
{SEQ ID NO: 29) {(SEQ ID NO: 30y {SEQ ID NQ; 31}
4C11 | GFSLSTYQGIGVG | BIWWNDNKSYNTALKS | IGYYGSTSGFAY
(SEQ IDNQO: 32 {(SEQ IDNO: 33) {(SEQ ID NO: 34)
1G8 | GYSLSTPGIGVG | FIWWNDAKSYNTALKS [ IGYYGSTAGFRAY
{SEQ ID NO: 315) {SEQ ID NO: 36) {SEQ IDNQ: 3%
IB4 | GYSLSTPGIGVG | HIWWNDARKSYNTALKS | IGYYGSTAGFAY
(SEQ ID NO: 35) {SEQ 1D NQ: 36) (SEQ IDNO: 3T
1E3 GLSLSTPGIGVG | HEWWNDAKSYNTALKS | IGYYGSTAGFAY
{SEQ IDNG: 3B {SEQ ID NO: 368) J{SEQ IDNQ: 37)
3A9 | GFSLNSYGPGIG | HIWWNGNKYYNTTLKS | IHYYGNSYGFAY
{SEQ 1D NO: 39) {(SEQ 1D NO: 40) (SEQ ID NO: 41)
Consen | GFAFSSYDMS THSGOTYTYVYPDSVKG | DGVYIH
sus 2 | {(SBEQ IDNQ: 42) {(SEQ ID NO: 43) {SEQ ID NQO: 44)
3E8 | GFAFSSYDMS THSGGTYTYYPDSVKG | DGYIH
(SEQ IDNO: 42) (SEQ D NO: 43) (SEQ ID NQO: 44)
OB3 | GFAFSSYDMS THSGGTYTYYPDSVRKG DGYIH
{SEQ IDNO: 42) {SEQ ID NO: 43) {SEQ 1D NO: 44)
OB1 | GFAFSSYDMS TUSGGTYTYYPDSVKG | DGYIH
(SEQ IDNO: 42) (SEQ IDNG: 43) {SEQ IDNG: 44)
OH4 | GFAFSSYDMS THSGGTYTYYPDSVEKG | DGYIH
' {SEQ ID NQ; 42) {(SEQ ID NO: 43 { (SEQ ID NO: 44)
OK1 | GFAFSSYDMS THSGGTYTYYPDSVKG DGYIH
(SEQ IDNO:1 42) (SEQ IDNQO: 43} (SEQ 1D NO: 44)

* X9 € F, Youl; Xip ¢ Soul, X1 €T ou S; X, €Y ou P,¥X3

é I ou F; Xi14é& V ou I; Xi5 € D ou G; X156 € A ou N; X7 é€ S ou

Y; X8 € A ou T; X199 &€ G ou H; X900 € S ou N; Xo1 €T ou S; Xy

& 35, Aou Y.
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A presente divulgacdo inclui, mas nédo lhes esta

limitada, um anticorpo gue compreende:

a) uma regido varidvel da cadeia leve compreen-
dendo;

i) uma LCDR1 tendo uma sequéncia de amino-
dcidos seleccionada do grupo consistindo em SEQ ID NOS: 6,
9, 12, 45, 15, 17, 20, 24 e 26;

ii) uma LCDR2 tendo a sequéncia de
aminodcidos seleccionada do grupo consistindo em SEQ 1ID
NOs: 7, 10, 13, 18, 21 e 25; e

iii) uma LCDR3 tendo a sequéncia de
aminoacidos seleccionada do grupo consistindo em SEQ 1ID

NOs: 8, II, 14, 16, 19, 22, 23, 17 e 28; e

b) uma regiéo variavel da cadeia pesada
compreendendo:

i) uma HCDR1 tendo a sequéncia de amino-
dcidos seleccionada do grupo consistindo em SEQ ID NOs: 29,
32, 35, 38, 39 e 42;

ii) uma HCDR2 tendo a sequéncia de
aminodcidos seleccionada do grupo consistindo em SEQ 1ID
NOs: 30, 33, 36, 40 e 43; e

iii) uma HCDR3 tendo a sequéncia de
aminoadcidos seleccionada do grupo consistindo em SEQ ID

NOS: 31, 24, 27, 41 e 44.

Como alternativa, um anticorpo preferido da

divulgacdo compreende:
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a) uma LCVR compreendendo:

i) a LCDR1 tendo a sequéncia de aminoacidos
seleccionada do grupo consistindo em SEQ ID NOs: 9, 12, 20
e 26;

ii) uma LCDR2 tendo a sequéncia de
aminodcidos seleccionada do grupo consistindo em SEQ 1ID
NOs: 10, 13, 21 e 25; e

iii) uma LCDR3 tendo a sequéncia de
aminodcidos seleccionada do grupo consistindo em SEQ 1ID
NOs: 11, 14, 23 e 277; e

b) uma HCVR compreendendo;

i) uma HCDR1 tendo a sequéncia de
aminoadcidos seleccionada do grupo consistindo em SEQ 1ID
NOS: 32, 35 e 42;

ii) wuma HCDR2 tendo a sequéncia de amino-
dcidos seleccionada do grupo consistindo em SEQ ID NOs: 33,
36 e 43; e

iii) uma HCDR3 tendo a sequéncia de
aminodcidos seleccionada do grupo consistindo em SEQ ID NO:

34, 37 e 44.

Um outro anticorpo preferido do invento com-
preende uma LCDR1, LCDR2, LCDR3, HCDR1, HCDR2, e HCDR3
tendo a sequéncia de aminodcidos como se mostra em SEQ ID

NOs: 20, 21, 22, 42, 43 e 44, respectivamente.

Um outro anticorpo preferido do invento compre-
ende uma LCDR1, LCDR2, LCDR3, HCDR1, HCDR2 e HCDR3 tendo a
sequéncia de aminoédcidos como se mostra em SEQ ID NOs: 20,

25, 28, 42, 43 e 44, respectivamente.
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Um outro anticorpo preferido do invento
compreende uma LCDR1, LCDR2, LCDR3, HCDR1, HCDR2 e HCDR3
tendo a sequéncia de aminodcidos como se mostra em SEQ ID

NOs: 24, 25, 23, 42, 43 e 44, respectivamente.

Um anticorpo mais preferido do invento compreende
uma LCDR1, LCDRZ2, LCDR3, HCDR1l, HCDR2 e HCDR3 tendo a
sequéncia de aminocédcidos como se mostra em SEQ ID NOs: 20,

25, 27, 42, 43 e 44, respectivamente.

Um anticorpo ainda mais preferido do invento
compreende uma LCDR1, LCDR2, LCDR3, HCDR1, HCDR2 e HCDR3
tendo a sequéncia de aminodcidos como se mostra em SEQ ID

NOs: 9, 10, 11, 32, 33 e 34, respectivamente.

Um anticorpo ainda mais preferido do invento
compreende uma LCDR1, LCDR2, LCDR3, HCDR1, HCDR2 e HCDR3
tendo a sequéncia de aminodcidos como se mostra em SEQ ID

NOs: 12, 13, 14, 35, 36 e 37, respectivamente.

Um anticorpo ainda mais preferido do invento
compreende uma LCDR1, LCDR2, LCDR3, HCDR1, HCDRZ e HCDR3
tendo a sequéncia de aminodcidos como se mostra em SEQ ID

NOs: 45, 13, 14, 35, 36 e 37, respectivamente.

Um anticorpo mais preferido do invento compreende

uma LCDR1, LCDR2, LCDR3, HCDR1l, HCDRZ e HCDR3 tendo a
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sequéncia de aminoadcidos como se mostra em SEQ ID NOs: 20,

21, 23, 42, 43 e 44, respectivamente.

Um anticorpo mais preferido do invento compreende
uma LCDR1, LCDR2, LCDR3, HCDR1l, HCDR2 e HCDR3 tendo a
sequéncia de aminocédcidos como se mosStra em SEQ ID NOs: 12,

13, 14, 38, 36 e 37, respectivamente.

Um anticorpo mais preferido do invento compreende
uma LCDR1, LCDR2, LCDR3, HCDR1, HCDR2 e HCDR3 tendo a
sequéncia de aminocédcidos como se mostra em SEQ ID NOs: 15,

10, 16, 39, 40 e 41, respectivamente.

Um anticorpo preferido do invento compreende uma
LCVR tendo uma sequéncia de aminodcidos seleccionada do
grupo consistindo em SEQ ID NOs: 46, 48, 50, 52, 53, 55,
57, 59, 60, 61, 62, e 63. Um outro anticorpo preferido do
invento compreende uma HCVR tendo uma sequéncia de
aminodcidos seleccionada do grupo consistindo em SEQ 1ID
Nos: 47, 49, 51, 54, 56 e 58. Um outro anticorpo preferido
do invento compreende uma LCVR de SEQ ID NO:59 e uma HCVR
de SEQ ID NO:58. Um outro anticorpo preferido do invento
compreende uma LCVR de SEQ ID NO:60 e uma HCVR de SEQ ID
NO:58. Um outro anticorpo preferido do invento compreende
uma LCVR de SEQ ID NO:61 e uma HCVR de SEQ ID NO:58. Um
outro anticorpo preferido do invento compreende uma LCVR de
SEQ ID NO:62 e uma HCVR de SEQ ID NO:58. Um outro anticorpo
preferido do invento compreende uma LCVR de SEQ ID NO:63 e
uma HCVR de SEQ ID NO:58. Um outro anticorpo preferido do

invento compreende uma LCVR de SEQ ID NO0O:48 e uma HCVR de
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SEQ ID NO:49. Um outro anticorpo preferido do invento
compreende uma LCVR de SEQ ID NO:55 e uma HCVR de SEQ ID
NO:56. Tais LCVRs estdo de preferéncia ligadas a regido

constante de uma cadeia leve ou de uma cadeia pesada.

Anticorpos monoclonais preferidos do invento sé&o
referidos agqui como 4Cl11, IG8, 184, 1E3, 3A9, 2, 5E8, 083,
OB1l, OH4 e OEI. As SEQ ID NOs das sequéncias de aminoéacidos
codificadoras dos Mabs 4Cl11, 1G8, 1B4, 1E3, 3A9, 5E8, OB3,
OB1, OH4, OE1l, 3.12, 3.23 e/ou varios fragmentos dos

mesmos, S&do0 proporcionadas na Tabela 3 abaixo.

Tabela 3

- Mah 14 B LORODR | 10BR [ ICBDR | RS | BODR | HODR | HonR

VR 1 2 3 VR 1 ¥} o3
Conse |64 |65 46 |6 |7 8 (@ [H [Rw T
nsus o
TG T R U W T T S I TR P U TR E R Y
iGEJ68 |0 180 Ji2 {u T T s TE 3 [
™ s wa P - 5 35 3 : ¥ 3 55T 36 3? .......
tEx |7t 172 183 12 13 14 34 N E 37
R TTH TR VR TS 10 16 S 39 40 {at
Conse {73 {78 {87 87 {8 1¢ 58 43 43 44
mous 3
SER TE O 54 13 21 32 RS 42 43 44
OB 7% 176 jo0 ja0 |2l 23 LsE a2 43
OBI {79 (76 161 24 125 23 142 |43
OH4 {80 176 162 |26 25 27 ]! 4 43 14
DEL (81 78 163 |26 2% 28 58 43 43 44
ER I TIR E
12 1ms fws |y UyTYTITITITTTTTTYTTT
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O termo "epitopo" refere-se a porcdo de uma
molécula <capaz de ser reconhecida e ligada por um
anticorpo, numa ou mais regides de ligacdo ao antigénio do
anticorpo. Os determinantes epitdpicos geralmente consistem
em grupos gquimicamente activos da superficie das moléculas,
talis como aminodcidos ou cadeias laterais de acucar e
geralmente possuem caracteristicas tridimensionais especi-
ficas, assim como caracteristicas de carga especificas. De
preferéncia, os anticorpos do invento ligam-se a um epitopo
no extremo N da hepcidina madura. Mais de preferéncia, os
anticorpos do invento ligam-se a um epitopo contendo os
aminodcidos 1 a 7, inclusive, de hepcidina-25. Mais de
preferéncia, os anticorpos do invento ligam-se ao extremo N
da hepcidina-25 humana. Mesmo mais de preferéncia, os
anticorpos do invento ligam-se a um epitopo contido dentro
dos aminoacidos 1 a 7, inclusive, de hepticina-25 humana.
Mais de preferéncia, os anticorpos ligam-se a um epitopo

contido nos aminodcidos DTHFPIC de SEQ ID NO: 1.

O termo "afinidade de 1ligacdo (Kp)" como aqui
usado, destina-se a referir a velocidade de dissociacdo de
uma interaccdo antigénio-anticorpo particular. O Kp é a
razdo entre a velocidade de dissociacdo, também designada
"off-rate (K.ff)", e a velocidade de associacdo, ou "on-rate
(Kon) ™. Assim Kp ¢ idigual a ZKese/Kon €© € expresso como
concentracdo molar (M). Consequentemente, quanto menor KD,
maior a afinidade de ligacdo. Assim, um Kp de 1 pM indica

afinidade de ligacdo fraca comparativamente com um Kp de 1
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nM. Os valores de K, podem ser obtidos pelos métodos

conhecidos na &rea.

O termo "selectivo" aqui usado referindo-se a um
anticorpo anti-hepticidina do invento refere-se a um
anticorpo que se liga a hepcidina-25 com um KD de
aproximadamente 1000, 500, 200, 100, 50, 10 ou cerca de 5
vezes inferior aquele com que o anticorpo se liga a pelo
menos uma forma de precursor da hepcidina-25 e/ou pelo
menos uma forma truncada no extremo N de hepcidina-25
presente na mesma espécie de mamifero conforme medido por
SPR a 25°C. Ainda, ou em alternativa, um anticorpo
selectivo para hepcidina-25 do invento liga-se a hepcidina-
25 mas ndo se liga ou liga-se apenas minimamente a pelo
menos uma forma de precursor da hepcidina-25 e/ou a pelo
menos uma forma truncada no extremo N da hepcidina-25
presente numa espécie de mamifero guando testado pelos
métodos de imunoensaio e/ou espectrometria de massa MALDI-
TOF descritos no Exemplo 4-8 abaixo. De preferéncia, a
forma de precursor de hepcidina-25 é uma pro-hepcidina,
mais de preferéncia, pro-hepcidina humana consistindo na
sequéncia de aminocdcidos mostrada em SEQ ID NO:90. De
preferéncia, a forma truncada no extremo N de hepacidna-25
¢ hepcidina-20 humana (i.e., os aminoacidos 6-25 de SEQ ID
NO:1) ou hepcidina-22 humana (aminoédcidos 4-25 de SEQ 1ID

NO:1).

O termo "detectar" ou "deteccdo" ¢é usado no

sentido mais lato para incluir medic¢des guantitativas,
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semi-quantitativas ou qualitativas de uma molécula alvo.
Num aspecto, o0s métodos aqui descritos podem apenas
determinar a ©presenca ou auséncia de um polipéptido
hepcidina particular numa amostra bioldgica e, assim, que o
polipéptido hepcidina é detectédvel ou, em alternativa, né&o

detectéavel na amostra quando testada pelo método.

0O termo "bioactivo", como referéncia a um
anticorpo do invento, inclui, mas nédo estd limitado a afi-
nidade de ligacdo ao epitopo ou antigénio, a estabilidade
in vivo e/ou 1in vitro do anticorpo, as propriedades
imunogénicas do anticorpo, e.g., quando administrado a um
ser humano, e/ou a capacidade para neutralizar ou
antagonizar uma bioactividade de hepcidina-25, in vivo ou
in vitro, incluindo mas ndo estando limitado a inibicdo da
desregulacdo do nivel de ferro no soro num modelo animal de
inflamacéo, e.qg., ensaio de inflamacéo experimental
induzida por IL-6. As propriedades ou caracteristicas atrés
referidas podem ser observadas ou medidas usando técnicas
reconhecidas na &rea incluindo, mas ndo estando limitado a
ensaios de proximidade por cintilacdo, ELISA, imunoensaio
ORIGEN (IGEN), extincdo de fluorescéncia, ELISA por
fluorescéncia, ELISA competitiva, andlise SPR incluindo,
mas ndo estando limitado a andlise SPR usando um biossensor
BIAcore, ensaios de neutralizacdo in vitro e 1in vivo sem
limite (ver, por exemplo, Publicacdo de pedido de Patente

Internacional PCT N° WO 2006/02685).

O termo "bioactividade" referindo-se a hepcidina
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inclui mas nédo estd limitado a ligacdo especifica de
hepcidina a wuma outra proteina incluindo, mas ndo lhes
estando limitados, o seu receptor ferroportina, uma ou mais
funcdes de hepcidina mediadas por ferroportina, tais como
internalizacdo induzida por hepcidina e/ou degradacdo de
ferroportina (ver, e.g., Nemeth, E., et al., Hepcidin
Regulates Iron Efflux by Binding to Ferroportin and
Inducing Its 1Internalization, Science 306, 2090-2093,
(2004)), regulacédo por hepcidina do efluxo de ferro mediado
por ferroportina, decréscimo dos niveis de ferro no soro
induzidos por hepcidina, contagem de reticuldcitos,
contagem de eritrdbécitos, hemoglobina e/ou hematdécrito num
ser humano, estabilidade da proteina, i.e., hepcidina que
afecta o0s niveis ou actividade de uma outra proteina in
vivo ou in vitro, e niveis de expressdo de hepcidina e/ou

distribuicdo nos tecidos.

O termo "inibir" ou "neutralizar" como aqui usado
relativamente a bioactividade de um anticorpo do invento
significa a capacidade do anticorpo para antagonizar
substancialmente, proibir, evitar, restringir, retardar,
destruir, eliminar, parar, vreduzir ou reverter uma bio-
actividade de hepcidina, incluindo mas ndo estando limitado
a uma biocactividade de hepcidina-25 humana, de rato ou de

murganho.

Os termos "sujeito" e "individuo", usados indis-
tintamente aqui, referem-se a um mamifero, de preferéncia

um ser humano. Em determinadas realizacgdes, o doente tem
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uma doenca, distuirbio ou condicdo que beneficiarid de um
decréscimo do nivel de hepcidina, um decréscimo na
biocactividade de hepcidina e/ou um aumento no nivel de
ferro no soro, contagem de reticuldcitos, contagem de

eritrdécitos, hemoglobina e/ou hematdcrito.

O termo "liga-se especificamente" como aqui usado
na referéncia a ligacdo entre um anticorpo e um polipéptido
hepcidina significa que o anticorpo se liga ao polipéptido
hepcidina com um Ky inferior a cerca de 500 M conforme

determinado por SPR a 25°C.

Numa realizacdo, um anticorpo do invento possui
um Kp para a hepcidina-25 humana (SEQ ID NO:1) inferior a
cerca de 100 nM, inferior a cerca de 50 nM, inferior a
cerca de 25 nM, inferior a cerca de 10 nM, inferior a cerca
de 5 nM, cerca de 1 nM ou inferior a cerca de 800 pM,
conforme determinado por SPR a 25°C. De preferéncia, um
anticorpo do invento também se liga especificamente a pelo
menos um polipéptido hepcidina maduro de uma espécie de
mamifero n&o humano, conforme determinado por SPR a 25°C.
Mais de preferéncia, o anticorpo também se liga
especificamente a pelo menos um polipéptido hepcidina-25
seleccionado do grupo consistindo em Thepcidina-25 de
murganho, rato e macaco cinamdélogo (SEQ ID Nos: 3, 2 e 4,
respectivamente), conforme determinado por SPR a 25°C.
Ainda mais de preferéncia, o anticorpo também se liga
especificamente a uma hepcidina-25 de macaco cinamdélogo

/SEQ ID NO:4), conforme determinado por SPR a 25°C. Mesmo
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mais de preferéncia, o anticorpo também se 1liga espe-
cificamente a hepcidina-25 de murganho e/ou rato (SEQ 1ID
NOS: 3 e 2, respectivamente), como determinado por SPR a

25°C.

Numa realizacdo, um anticorpo do invento possui
um Kp para hepcidina-25 humana (SEQ ID NO:1) inferior a
cerca de 100 nM, inferior a cerca de 50 nM, inferior a
cerca de 25 nM, inferior a cerca de 10 nM, inferior a cerca
de 5 nM, cerca de 1 nM ou inferior a cerca de 800 pM,
conforme determinado por SPR a 25°C e i) o anticorpo possui
um Kp para pro-hepcidina humana, hepcidina-20 humana (SEQ
ID NO:88) ou hepcidina-22 humana (SEQ ID NO:89) que é pelo
menos cerca de 200, cerca de 100, cerca de 50, cerca de 10
ou cerca de 5 vezes superior, conforme determinado por SPR
a 25°C ou 1ii) a 1ligacdo do anticorpo a pro-hepcidina
humana, hepcidina-20 humana (SEQ ID NO:88) ou hepcidina-22
humana (SEQ ID NO:89) n&do ¢ detectavel ou minimamente
detectével pelos métodos de imunoensaio e/ou espectrometria
de massa MALDI-TOF descritos nos Exemplos 4-7. De
preferéncia, o anticorpo também se liga especificamente a
pelo menos um polipéptido hepcidina madura de uma espécie
de mamifero ndo humano, como determinado por SPR a 25°C.
Mais de preferéncia, o anticorpo também se liga especi-
ficamente a pelo menos um polipéptido hepcidina-25 selecci-
onado do grupo consistindo em hepcidina-25 de murganho,
rato e macaco cinambélogo (SEQ ID Nos: 3, 2 e 4, respec-
tivamente), como determinado por SPR a 25°C. Ainda mais de

preferéncia, o anticorpo também se liga especificamente a
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uma hepcidina-25 de macaco cinamélogo (SEQ ID NO:4), como
determinado por SPR a 25°C. Ainda mais de preferéncia, o
anticorpo também se liga especificamente a hepcidna-25 de
murganho e/ou rato (SEQ ID Nos: 3 e 2, respectivamente),

como determinado por SPR a 25°C.

Numa outra realizacdo, um anticorpo do invento
possui um KD para hepcidina-25 (SEQ ID NO:1) entre cerca de
100 nM e cerca de 800 pM, entre cerca de 50 nM e cerca de
800 pM, entre cerca de 50 nM e cerca de 1 nM, ou entre
cerca de 35 nM e 1 nM, como determinado por SPR a 25°C e i)
o anticorpo possui um KD para pro-hepcidina-20 humana (SEQ
ID NO:88) ou hepcidina-22 humana (SEQ ID NO:89) que é pelo
menos cerca de 200, cerca de 100, cerca de 50, cerca de 10
ou cerca de 5 vezes superior, conforme determinado por SPR
a 25°C ou 1ii) ligacdo do anticorpo a pro-hepcidina humana,
hepcidina-20 humana (SEQ ID NO0O:88) ou hepcidina-22 humana
(SEQ ID NO:89) ndo ¢ detectavel ou minimamente detectavel
pelos métodos de imunoensaio e/ou espectrometria de massa
MALDI-TOF descritos nos Exemplos 4-7. De preferéncia, o
anticorpo também se liga especificamente a pelo menos um
polipéptido hepcidina madura de uma espécie de mamifero nao
humano, como determinado por SPR a 25°C. Mais de
preferéncia, o anticorpo também se liga especificamente a
pelo menos um polipéptido hepcidina-25 seleccionado do
grupo consistindo em hepcidina-25 de murganho, rato e
macaco cinamélogo (SEQ ID Nos: 3, 2 e 4, respectivamente),
como determinado por SPR a 25°C. Ainda mais de preferéncia,

o anticorpo também se liga especificamente a uma hepcidina-
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25 de macaco cinambélogo (SEQ ID NO:4), como determinado por
SPR a 25°C. Ainda mais de preferéncia, o anticorpo também
se liga especificamente a hepcidna-25 de murganho e/ou rato
(SEQ ID Nos: 3 e 2, respectivamente), como determinado por

SPR a 25°C.

Numa realizacdo, um anticorpo do invento possui
um Kp para hepcidina-25 (SEQ ID NO:1) inferior a cerca de
100 nM, inferior a cerca de 50 nM, inferior a cerca de 25
nM, inferior a cerca de 10 nM, inferior a cerca de 5 nM,
cerca de 1 nM ou inferior a cerca de 800 pM, conforme
determinado por SPR a 25°C. De preferéncia, um anticorpo do
invento possui também um Kp entre cerca de 100 nM e cerca
de 800 pM, entre cerca de 50 nM e cerca de 800 pM, entre
cerca de 50 nM e cerca de 1 nM, ou entre cerca de 35 nM e 1
nM para pelo menos um polipéptido de hepcidina madura de
uma espécie de mamifero n&do humano, como determinado por
SPR a 25°C. Mais de preferéncia, o anticorpo também possui
um Kp entre cerca de 100 nM e cerca de 800 pM, entre cerca
de 50 nM e cerca de 800 pM, entre cerca de 50 nM e cerca de
1 nM, ou entre cerca de 35 nM e 1 nM para pelo menos um
polipéptido hepcidina-25 seleccionado do grupo consistindo
em hepcidina-25 de murganho, rato e macaco cinambélogo (SEQ
ID Nos: 3, 2 e 4, respectivamente), como determinado por
SPR a 25°C. Ainda mais de preferéncia, o anticorpo tem um
Kp entre cerca de 100 nM e cerca de 800 pM, entre cerca de
50 nM e cerca de 800 pM, entre cerca de 50 nM e cerca de 1
nM, ou entre cerca de 35 nM e 1 nM para uma hepcidina-25 de

macaco cinamélogo (SEQ ID NO:4) como determinado por SPR a
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25°C. Ainda mais de preferéncia, o anticorpo possui um Kp
entre cerca de 100 e cerca de 800 pM, entre cerca de 50 nM
e cerca de 800 pM, entre cerca de 50 nM e cerca de 1 nM, ou
entre cerca de 35 nM e 1 nM para hepcidina-25 de murganho
e/ou rato (SEQ ID Nos: 3 e 2, respectivamente) como

determinado por SPR a 25°C.

Numa outra realizacdo, um anticorpo do invento
tem um Kp para hepcidina-25 humana (SEQ ID NO:1) entre
cerca de 100 nM e cerca de 800 pM, entre cerca de 50 nM e
cerca de 800 pM, entre cerca de 50 nM e cerca de 1 nM, ou
entre cerca de 35 nM e 1 nM determinado por SPR a 25°C. De
preferéncia, um anticorpo do invento também tem um Kp entre
cerca de 100 e cerca de 800 pM, entre cerca de 50 nM e
cerca de 800 pM, entre cerca de 50 nM e cerca de 1 nM, ou
entre cerca de 35 nM e 1 nM para pelo menos um polipéptido
hepcidina madura de uma espécie de mamifero n&o humano,
determinado por SPR a 25°C. Mais de preferéncia, ©
anticorpo também tem um Kp entre cerca de 100 e cerca de
800 pM, entre cerca de 50 nM e cerca de 800 pM, entre cerca
de 50 nM e cerca de 1 nM, ou entre cerca de 35 nM e 1 nM
para pelo menos um polipéptido hepcidina-25 seleccionado do
grupo consistindo em hepcidina-25 de murganho, rato e
macaco cinamélogo (SEQ ID Nos: 3, 2 e 4, respectivamente),
como determinado por SPR a 25°C. Ainda mais de preferéncia,
o anticorpo tem um Kp entre cerca de 100 nM e cerca de 800
pM, entre cerca de 50 nM e cerca de 800 pM, entre cerca de
50 nM e cerca de 1 nM, ou entre cerca de 35 nM e 1 nM para

uma hepcidina-25 de macaco cinamélogo (SEQ ID NO:4) como
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determinado por SPR a 25°C. Ainda mais de preferéncia, o
anticorpo possui um Kp entre cerca de 100 e cerca de 800
pM, entre cerca de 50 nM e cerca de 800 pM, entre cerca de
50 nM e cerca de 1 nM, ou entre cerca de 35 nM e 1 nM para
hepcidina-25 de murganho e/ou rato (SEQ ID Nos: 3 e 2,

respectivamente) como determinado por SPR a 25°C.

Numa realizacdo, um anticorpo do invento possui
um Kp para hepcidina-25 (SEQ ID NO:1) inferior a cerca de
100 nM, inferior a cerca de 50 nM, inferior a cerca de 25
nM, inferior a cerca de 10 nM, inferior a cerca de 5 nM,
cerca de 1 nM ou inferior a cerca de 800 pM, conforme
determinado por SPR a 25°C e i) o anticorpo possui um Kp
para pro-hepcidina humana, hepciina-20 humana (SEQ 1ID
NO:88) ou hepcidina-22 humana (SEQ ID NO:89) que ¢é pelo
menos cerca de 200, cerca de 100, cerca de 50, cerca de 10
ou cerca de 5 vezes superior, conforme determinado por SPR
a 25°C ou 1ii) a 1ligacdo do anticorpo a pro-hepcidina
humana, hepcidina-20 humana (SEQ ID NO:88) ou hepcidina-22
humana (SEQ ID NO:89) ndo ¢é detectdvel ou minimamente
detectével pelos métodos de imunoensaio e/ou espectrometria
de massa MALDI-TOF descritos nos Exemplos 4-7. De
preferéncia, o anticorpo tem um Kp entre cerca de 100 nM e
cerca de 800 pM, entre cerca de 50 nM e cerca de 800 plM,
entre cerca de 50 nM e cerca de 1 nM, ou entre cerca de 35
nM e 1 nM para pelo menos um polipéptido hepcidina madura
de uma espécie de mamifero ndo humano, como determinado por
SPR a 25°C. Mais de preferéncia, o anticorpo também possui

um Kp entre cerca de 100 nM e cerca de 800 pM, entre cerca
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de 50 nM e cerca de 800 pM, entre cerca de 50 nM e cerca de
1 nM, ou entre cerca de 35 nM e 1 nM para pelo menos um
polipéptido hepcidina-25 seleccionado do grupo consistindo
em hepcidina-25 de murganho, rato e macaco cinambdlogo (SEQ
ID Nos: 3, 2 e 4, respectivamente), como determinado por
SPR a 25°C. Ainda mais de preferéncia, o anticorpo tem um
Kp entre cerca de 100 nM e cerca de 800 pM, entre cerca de
50 nM e cerca de 800 pM, entre cerca de 50 nM e cerca de 1
nM, ou entre cerca de 35 nM e 1 nM para uma hepcidina-25 de
macaco cinamélogo (SEQ ID NO:4) como determinado por SPR a
25°C. Ainda mais de preferéncia, o anticorpo possui um Kp
entre cerca de 100 e cerca de 800 pM, entre cerca de 50 nM
e cerca de 800 pM, entre cerca de 50 nM e cerca de 1 nM, ou
entre cerca de 35 nM e 1 nM para hepcidina-25 de murganho
e/ou rato (SEQ ID Nos: 3 e 2, respectivamente) como

determinado por SPR a 25°C.

Numa outra realizacdo, um anticorpo do invento
tem um Kp para hepcidina-25 (SEQ ID NO:1) inferior a cerca
de 100 nM, inferior a cerca de 50 nM, inferior a cerca de
25 nM, inferior a cerca de 10 nM, inferior a cerca de 5 nM,
cerca de 1 nM ou inferior a cerca de 800 pM, conforme
determinado por SPR a 25°C e i) o anticorpo possui um Kp
para pro-hepcidina humana, hepciina-20 humana (SEQ 1ID
NO:88) ou hepcidina-22 humana (SEQ ID NO:89) que ¢é pelo
menos cerca de 200, cerca de 100, cerca de 50, cerca de 10
ou cerca de 5 vezes superior, conforme determinado por SPR
a 25°C ou i1i) a 1ligacdo do anticorpo a pro-hepcidina

humana, hepcidina-20 humana (SEQ ID NO:88) ou hepcidina-22
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humana (SEQ ID NO:89) n&o ¢ detectavel ou minimamente
detectével pelos métodos de imunoensaio e/ou espectrometria
de massa MALDI-TOF descritos nos Exemplos 4-7. De
preferéncia, o anticorpo também se liga especificamente a
pelo menos um polipéptido hepcidina madura de uma espécie
de mamifero ndo humano, como determinado por SPR a 25°C.
Mais de preferéncia, o anticorpo também possui um Kp entre
cerca de 100 nM e cerca de 800 pM, entre cerca de 50 nM e
cerca de 800 pM, entre cerca de 50 nM e cerca de 1 nM, ou
entre cerca de 35 nM e 1 nM para pelo menos um polipéptido
hepcidina-25 seleccionado do grupo consistindo em
hepcidina-25 de murganho, rato e macaco cinamdélogo (SEQ ID
Nos: 3, 2 e 4, respectivamente), como determinado por SPR a
25°C. Ainda mais de preferéncia, o anticorpo tem um Kp
entre cerca de 100 nM e cerca de 800 pM, entre cerca de 50
nM e cerca de 800 pM, entre cerca de 50 nM e cerca de 1 nM,
ou entre cerca de 35 nM e 1 nM para uma hepcidina-25 de
macaco cinamdélogo (SEQ ID NO:4) como determinado por SPR a
25°C. Ainda mais de preferéncia, o anticorpo possul um Kp
entre cerca de 100 e cerca de 800 pM, entre cerca de 50 nM
e cerca de 800 pM, entre cerca de 50 nM e cerca de 1 nM, ou
entre cerca de 35 nM e 1 nM para hepcidina-25 de murganho
e/ou rato (SEQ ID Nos: 3 e 2, respectivamente) como

determinado por SPR a 25°C.

Expressédo dos anticorpos

Usaram-se técnicas convencionais de biologia

molecular para preparar o vector de expressdo recombinante,



PE2328931 - 34 -

transfectar as células hospedeiras, seleccionar 0s
transformantes, isolar linhas celulares de células
hospedeiras produtoras de um anticorpo do invento, cultura
destas células hospedeiras e recuperacdo do anticorpo a

partir do meio de cultura.

A presente divulgacdo ¢ também dirigida as
células hospedeiras que expressam um anticorpo anti-
hepcidina do invento. Pode ser usada uma larga variedade de
sistemas hospedeiros de expressdo para expressar um
anticorpo do presente invento, incluindo sistemas de
expressdo procaridéticos (bacterianocs) e eucaridticos (tais
como leveduras, baculovirus, plantas, células de mamiferos
e de outros animais, animais transgénicos e células de

hibridoma), assim como sistemas de apresentacdo fégica.

Um anticorpo do invento pode ser preparado
através de expressdo recombinante dos genes das cadeias
leve e pesada de imunoglobulina numa célula hospedeira.
para expressar um anticorpo por via recombinante, uma
célula hospedeira é transformada, transduzida, infectada ou
de outra foram recipiente de um ou mais vectores de
expressdo recombinantes portadores de fragmentos de DNA
codificadores das cadeias leve e/ou pesada de imuno-
globulina do anticorpo, de forma que as cadeias leve e/ou
pesada sejam expressas na célula hospedeira. A cadeia
pesada e a cadeia leve podem ser expressas independen-
temente a partir de promotores diferentes a que estédo

operacionalmente ligadas num vector ou, em alternativa, a
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cadeia ©pesada e a cadeia leve podem ser expressas
independentemente a partir de promotores diferentes a que
estdo operacionalmente ligadas em dois vectores - um
expressando a cadeia pesada e um expressando a cadeia leve.
Facultativamente, a cadeia pesada e a cadeia leve podem ser

expressas em diferentes células hospedeiras.

As células hospedeiras podem também ser usadas
para produzir porcdes ou fragmentos de anticorpos intactos,
e.g., fragmentos Fab ou moléculas de scFv, através de
técnicas convencionais. Por exemplo pode ser desejéavel
transfectar uma célula hospedeira com DNA codificador da
cadeia leve ou da cadeia pesada de um anticorpo deste
invento. A tecnologia de DNA recombinante pode também ser
usada para remover algum ou a totalidade do DNA codificador
das cadeias leve e pesada que ndo é necessario para a
ligacdo a hepcidina-25 humana. As moléculas expressas a
partir de tais moléculas de DNA truncadas estdo também

incluidas nos anticorpos do invento.

A divulgacdo proporciona uma célula hospedeira
compreendendo uma molécula de &cido nucleico da presente
divulgacdo. De ©preferéncia, uma célula hospedeira da
divulgagdo compreende um ou mais vectores ou construgdes
compreendendo uma molécula de 4&cido nucleico da presente
divulgacdo. Por exemplo, uma célula hospedeira da divul-
gacdo ¢ uma célula em que um vector da divulgacdo foi
introduzido, o referido vector compreendendo um polinucledb-

tido codificador de uma LCVR de um anticorpo do invento
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e/ou um polinucledétido codificador de uma HCVR do invento.
A divulgacdo também proporciona uma célula hospedeira em
que os dois vectores da divulgacdo foram introduzidos; um
compreendendo um polinucledtido codificador de uma LCVR de
um anticorpo do invento e um compreendendo um polinucled-
tido codificador de uma HCVR presente num anticorpo do
invento e cada um deles ligado operacionalmente a elementos
reguladores estimulador/promotor (e.g., derivados de SV40,
CMV, adenovirus e similares, tais como um estimulador de
CMV/elemento regulador promotor AdMLP ou um estimulador de
SV40/elemento regulador promotor AdMLP para dirigir niveis

elevados de transcricdo dos genes.

Uma vez expressos, os anticorpos intactos, ca-
deias leves e pesadas individuais ou outras formas de
imunoglobulina do presente invento podem ser purificadas de
acordo com procedimentos convencionais da &rea, incluindo
precipitacdo com sulfato de amédnio, cromatografia em coluna
de permuta idénica, de afinidade (e.g., proteina A), de fase
reversa, de interaccdo hidrofdbica, cromatografia em hidro-
xilapatite, electroforese em gel e similares. Imunoglo-
bulinas substancialmente puras com pelo menos cerca de 90%,
cerca de 92%, cerca de 94% ou cerca de 96% de homogeneidade
sdo preferidas e cerca de 98 a cerca de 99% ou mais
homogeneidade as mais preferidas, para usos farmacéuticos.
Uma vez purificadas, parcialmente ou até a homogeneidade
conforme pretendido, os anticorpos estéreis podem ser entédo

usados terapeuticamente, como aqui indicado.
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Anticorpo humano manipulado

De preferéncia, um anticorpo do invento a ser
usado para fins terapéuticos, tem a sequéncia estrutural e
a regido constante (desde que exista no anticorpo) de
origem humana, de forma a diminuir a possibilidade de o
anticorpo induzir uma resposta imune. Os anticorpos humanos
manipulados s&o de particular interesse uma vez gue Sd&o
importantes para aplicacdo terapéutica e para diminuir a
probabilidade de uma resposta humana anti-murganho,
frequentemente observada com anticorpos de origem murina ou
anticorpos compreendendo porg¢des que sdo de origem murina
quando administrados a um ser humano. De preferéncia, o0s
anticorpos humanos manipulados injectados podem ter uma
semi-vida mais semelhante a dos anticorpos humanos naturais
que e.g., anticorpos murinos, permitindo assim doses mais
pequenas e menos frequentes a serem administradas a um

individuo.

O termo "anticorpos humanos manipulados"™ como
aqui usados refere-se a um anticorpo em que pelo menos uma
porcdo é de origem humana. Por exemplo, o anticorpo humano
manipulado pode compreender porgdes derivadas de um
anticorpo de origem humana, como seja um murganho e porc¢des
derivadas de um anticorpo de origem humana, ligadas umas as
outras, e.qg., gquimicamente por técnicas convencionais
(e.g., de sintese) ou preparadas como um polipéptido

contiguo usando técnicas de engenharia genética.
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De preferéncia, um "anticorpo humano manipulado”
possui CDRs que tém origem ou derivam de um anticorpo
parental, i.e., um anticorpo ndo humano, de preferéncia um
Mab de murganho ou fragmento do mesmo, como seja Fab 4Cl1
de murganho, engquanto a regido estrutural e a regido
constante, desde que presente, (ou uma pate significativa
ou substancial do mesmo, i.e., pelo menos cerca de 90%,
920!lo, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99%) sdo codificadas por
informacdo de sequéncia de acidos nucleicos que ocorre na
regido da imunoglobulina germinal humana (ver, e.g., a
International ImMunoGeneTics Database) ou nas suas formas
recombinadas ou mutadas quer os anticorpos sejam ou nao
produzidos numa célula humana. De preferéncia, pelo menos
duas, trés, gquatro, c¢inco ou seis CDRs de um anticorpo
humano manipulado sdo optimizadas a partir das CDRs de um
anticorpo parental ndo humano de onde o anticorpo humano
manipulado deriva, para gerar uma propriedade pretendida,
e.g., especificidade, afinidade ou neutralizacdo melhorada,
que pode ser identificada através de um ensaio de rastreio,
e.g., um ensaio de ELISA. Uma CDR optimizada num anticorpo
do invento compreende pelo menos uma substituicdo de
aminodcido quando comparado com a presente no Fab parental
4C11, 3A9 ou bHE8. Determinadas substituicdes de aminodcidos
nas CDRs de anticorpos humanos manipulados do invento
comparativamente com as de Fab parental de murganho 4Cl11,
3A9 ou 5E8 diminuem a probabilidade de instabilidade do
anticorpo (e.g., remocdo de um ou mais residuos Asn da CDR)
ou decréscimo da probabilidade de imunogenicidade do

anticorpo quando administrado a um ser humano (e.g., como
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previsto por IMMUNOFILTER™ Technology (Xencor, Inc.,

Monrovia, CA).

Os anticorpos humanos manipulados, de prefe-
réncia, possuem uma sSequéncia minima derivada de um
anticorpo ndo humano. Os anticorpos humanos manipulados
podem compreender residuos gque ndo sdo encontrados no
anticorpo recipiente nem nas sequéncias CDR ou estruturais
importadas do anticorpo parental. Os anticorpos humanos
manipulados podem ser sujeitos a mutagénese in vitro usando
métodos de rotina usados na &rea e, assim, as sequéncias de
aminodcidos da regido estrutural das regides HCVR e LCVR
dos anticorpos recombinantes humanos manipulados sé&o
sequéncias que, apesar de derivarem das relacionadas com
sequéncias HCVR e LCVR germinais humanas, podem ndo existir
naturalmente no reportdrio germinal de anticorpos humanos
in vivo. Considera-se que tais sequéncias de aminodcidos
das regides estruturais de HCVR e de LCVR dos anticorpos
recombinantes humanos manipulados s&do pelo menos cerca de
85%, cerca de 90%, cerca de 92%, cerca de 94%, cerca de
95%, cerca de 96%, cerca de 98% ou, mais de preferéncia,
pelo menos cerca de 99% ou, mais de preferéncia, 100%

idénticas a sequéncia germinal humana.

Em realizacgdes preferidas, um anticorpo humano
manipulado do presente invento compreende sequéncias
estruturais da cadeia leve germinal humana e sequéncias
estruturais da cadeia pesada germinal humana (ver, e.g.,

PCT WO 2005/005604) .
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Existem multiplos métodos disponiveis na &rea
para gerar anticorpos humanos manipulados (ver, e.g.,
Publicacdo de Pedido de Patente Internacional PCT WO
2006/06046935; Queen, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
88:2869 (1991); Jones et al., Nature, 321:522 (1986);
Riechmann, et al., Nature, 332:323-327 (1988); e Verhoeyen,
et al., Science, 239:1534 (1988)) . Por exemplo, oS
anticorpos humanos manipulados podem ser produzidos através
da obtencdo de sequéncias de &cido nucleico codificadoras
de HCVR e de LCVR de um anticorpo parental (e.g., um
anticorpo murino ou um anticorpo preparado por um hibri-
doma) que selectivamente se liga a hepcidina-25, identifi-
cacdo das CDRs as referidas HCVR e LCVR (ndo humano) e
enxerto de tais sequéncias de &4cido nucleico codificadoras
de CDR em sequéncias seleccionadas de &cido nucleico codi-
ficadoras de regides estruturais humanas. Facultativamente,
uma regido CDR pode ser optimizada através de mutagénese
aleatdéria ou em locais particulares de forma a substituir
um ou mais aminodcidos na CDR com um aminoadcido diferente
antes do enxerto da regido CDR na regido estrutural. Como
alternativa, uma regido CDR pode ser optimizada apds
insercdo na regido estrutural humana usando métodos dis-

poniveis para os familiarizados com a éarea.

Apbs as sequéncias codificadoras de CDR serem
enxertadas nas sequéncias codificadoras estruturais humanas
seleccionadas, as sequéncias de DNA resultantes codifica-

doras das sequéncias variaveis ©pesada e leve humanas
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manipuladas sdo entdo expressas para produzir um anticorpo
humano manipulado que se liga a hepcidina-25. HCVR e LCVR
humanas manipuladas podem ser expressas como parte de uma
molécula de anticorpo completa anti-hepcidina-25, 1i.e.,
como uma proteina de fusdo com sequéncias do dominio
constante humano. No entanto, as sequéncias de HCVR e LCVR
podem ser igualmente expressas na auséncia de sequéncias
constantes para produzir um Fv ou Fab humano manipulado
anti-hepcidina-25, por exemplo (ver, e.g., Watkins, J., et
al., Anal. Biochem. 253:37-45 (1997) e Watkins, J., et al.,

Anal. Biochem. 256:169-177, (1998)).

Utilizacdes em diagndstico

Os anticorpos do presente invento proporcionam os
meios para detectar ou determinar com precisdo as
quantidades de hepcidina-25 num tecido ou fluido bioldgico
para avaliacdo de predisposicdes a doencas e condicgdes
promovidas por hepcidina-25 e para deteccdo e diagndstico
de tais doencas e condigdes em doentes que sofram das
mesmas. Por exemplo, o0s anticorpos selectivos para hepci-
dina-25 do invento podem ser incorporados em imunoensaios
sensiveis e reprodutiveis, tais como ELISA, RIA e ensaios
de imunodifusdo ou ensaios de imunodeteccdo, tais como
ensaios SPR. De forma semelhante, os anticorpos selectivos
para hepcidina-25 do presente invento s&do igualmente uteis
para ensaios de imuno-histoquimica (IHC) e imunofluores-
céncia (IF) de amostras de tecido ou de fluidos bioldgicos.

Tais analises podem ser usadas para detectar niveis



PE2328931 - 42 -

aberrantes de hepcidina-25 e portanto para diagnosticar
doencas e condigdes promovidas por hepcidina-25. Mais
especificamente, a presente divulgacdo proporciona métodos
de diagnéstico de wuma doenca ou condicdo associada a
hepcidina-25 num doente através da determinacdo do nivel de
hepcidina-25 numa amostra de tecido ou fluido bioldgico de
um doente e comparacdo com o nivel de hepcidina-25 na
amostra com o nivel de hepcidina-25 numa amostra corres-
pondente de um ou mais individuos controlo ou com um padréo
de referéncia, detectando assim um estado de doenca asso-
ciado com o nivel andémalo de hepcidina-25. 0O estado de
doenca pode compreender uma ou mais doencas, genéticas ou
ndo genéticas, associadas com niveis baixos de ferro no
soro, contagem de reticuldbdcitos, contagem de eritrdcitos,
hemoglobina e/ou hematdédcrito. De preferéncia, o estado de
doenca pode compreender uma ou mais doencas genéticas ou

ndo genéticas associadas com anemia.

E também proporcionado um método de monitorizacédo
de uma doenca ou condicdo associada a hepcidina-25. O
método inclui determinacdo do nivel de hepcidina-25 numa
amostra de tecido ou fluido bioldégico de um doente que
sofra ou esteja em risco de uma doenca ou condicdo asso-
ciada a hepcidina-25 numa primeira instdncia; determinacéo
do nivel de hepcidina-25 numa ou mais amostras de tecido ou
fluido bioldégico do doente num ou mais pontos de tempo;
comparacdo dos niveis de hepcidina-25 determinados em
diferentes pontos de tempo e desta forma monitorizacdo da

doenca ou condic¢do promovida por hepcidina-25.
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Os anticorpos selectivos para hepcidina-25 do
presente invento sdo particularmente Uteis quando aplicados
a métodos de processamento de elevado numero de amostras.
Tais métodos incluem métodos de micro-chips e micro-
arranjos, de forma que muitas amostras possam ser testadas
numa microplaca ou lamina, ou outro substrato de ensaio

conhecido na é&area.

A presenca de hepcidina-25 ou niveis da mesma
numa amostra bioldgica pode ser estabelecida através da
combinacdo da amostra bioldgica com, e.g., um anticorpo do
invento em condig¢des adequadas para formar um complexo
antigénio-anticorpo. O anticorpo é marcado directamente ou,
mais de preferéncia, indirectamente com um grupo detectével
para facilitar a deteccdo do anticorpo 1ligado ou néo
ligado. Na &rea, ¢é conhecida uma larga variedade de métodos
de deteccdo da formacdo de imunocomplexos, por exemplo,
ELISA, RIA, imunotransferéncia (e.g., transferéncia de
pontos, transferéncia de tracos, transferéncia Western,
etc.), técnicas de imunofluorescéncia indirecta e métodos
que se Dbaseiam na deteccdo de alteracdes nos parametros
fisicos, tais como por exemplo, SPR, e similares. Tais
aplicacgdes incluem métodos que utilizam um anticorpo
selectivo anti-hepcidina-25 do invento conjugado com um
grupo detectédvel para detectar hepcidina numa amostra
biolébégica, e.g., num fluido bioldégico ou numa célula ou
extracto de tecido. 0Os anticorpos do invento podem ser

usados em tais ensaios com ou sem modificacdo com um grupo
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detectével. Se modificados com um grupo detectével, os
anticorpos do invento podem ser modificados por ligacéo,
covalente ou nédo covalente, do grupo detectéavel. Como aqui
usado, o termo "detectéavel" descreve uma caracteristica de
uma substédncia (um conjugado, composto ou grupo) que
permite a identificacdo ou seguimento da substéncia através
de um detector, wusando técnicas analiticas conhecidas.
Exemplos representativos de grupos detectéaveis incluem, sem
limites, croméforos, grupos fluorescentes, grupos fosfores-
centes, grupos luminescentes, grupos radiocactivos, varias
enzimas (tais como fosfatase alcalina ou peroxidase de
rédbano silvestre), grupos magnéticos (e.g., materiais
diamagnéticos, paramagnéticos e ferromagnéticos) e aglo-
merados de metais pesados, assim como dJguaisquer outros
grupos detectdveis conhecidos. A quantidade de um complexo
convencional anticorpo-antigénio formado pode ser
quantificada por varios métodos conhecidos na &rea, tais
como, e.g., meios fotométricos ou colorimétricos. De pre-
feréncia, os anticorpos do invento sdo usados sem modi-
ficacéao, i.e., marcado i1ndirectamente, de acordo com

métodos bem conhecidos na é&rea.

O invento realiza um método para deteccdo da
proteina hepcidina-25 numa amostra bioldgica, compreendendo
incubacdo de um anticorpo do invento com uma amostra
bioldégica em condigdes e durante um tempo suficiente para
permitir gque o referido anticorpo se ligue a proteina
hepcidina-25 e deteccédo da referida ligacéo. De

preferéncia, o anticorpo é b5HE8, OH4 e/ou OB3. Um método



PE2328931 - 45 -

preferido para a deteccdo da proteina hepcidina-25 numa
amostra bioldgica é uma ELISA tipo sanduiche, compreendendo
incubacdo de um primeiro anticorpo do invento com a amostra
biolbégica em condigdes e durante um tempo suficiente para
permitir que o referido anticorpo se ligue a proteina
hepcidina-25, remocdo da amostra né&do ligada, aplicacdo de
um segundo anticorpo que selectivamente se liga a um
epitopo contido nos aminodcidos 1 a 7 de SEQ ID NO:1,
remocdo do segundo anticorpo ndo ligado e deteccdo do
referido segundo anticorpo. De preferéncia, o primeiro
anticorpo é 3.23 ou 3.12 e o segundo anticorpo é OH4 ou
OB3. 0 mab 3.23 anti-hepcidina compreende dois polipéptidos
de cadeia leve e dois polipéptido de cadeia pesada em que
cada uma das cadeias ©polipeptidicas leves possui a
sequéncia de aminodcidos como se mostra em SEQ ID NO:82 e
cada um dos polipéptidos da cadeia pesada possuili a
sequéncia de aminoacidos como se mostra em SEQ ID NO:83 e
liga-se a um polipéptido tendo a sequéncia de aminoacidos
como se mostra em SEQ ID NO:1. O Mab 3.12 anti-hepcidina-25
compreende dois ©polipeptideos de cadeia leve e dois
polipeptideos de cadeia pesada em que cada um dos
polipéptidos da cadeia leve tem a sequéncia de aminoacidos
como se mostra em SEQ ID NO:84 e cada um dos polipéptidos
da cadeia pesada possui a sequéncia de aminocdcidos como se
mostra em SEQ ID NO:85 e liga-se a um polipéptido tendo a
sequéncia de aminoacidos como se mostra em SEQ ID NO:1.Um
método mais preferido para deteccdo da proteina hepcidina-
25 numa amostra bioldgica é uma ELISA tipo sanduiche,
compreendendo incubacdo de um primeiro anticorpo que se

liga especificamente a um epitopo contido dentro dos
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aminoacidos 5-15 de hepcidina na amostra bioldgica em
condides e durante um tempo suficiente para permitir que o
referido anticorpo se ligue as proteinas hepcidina, remocéo
da amostra ndo ligada, aplicacdo de um segundo anticorpo
que se liga a um epitopo contido dentro dos aminocécidos 1 a
7 de hepcidina-25, remocdo do segundo anticorpo nédo ligado
e deteccdo da presenca ou auséncia de ligacdo do referido
segundo anticorpo. De preferéncia, o primeiro anticorpo é
3.23 ou 3.12 e o segundo anticorpo é OH4 ou OBR3. Mais de
preferéncia, o segundo anticorpo ndo é marcado e a ligacédo
¢ detectada indirectamente de acordo com métodos conhecidos

na area.

O presente invento também proporciona composi-
¢bdes, métodos e estojos ("kits") para rastreio de amostras
suspeitas de conterem hepcidna-25. Tal rastreio pode ser
realizado em amostras de doentes ou amostras de laboratédrio
suspeitas de conterem ou produzirem tal polipéptido. Um
estojo ("kit") pode conter um anticorpo selectivo anti-
hepcidina do presente invento. O estojo ("kit") pode conter
um tampdo adequado e reagentes para deteccdo de uma
interaccdo entre uma amostra e um anticorpo selectivo para
hepcidina-25 do presente invento. O reagente proporcionado
pode ser um agente marcado radioactivamente, marcado
fluorescentemente ou marcado enzimaticamente capaz de se
ligar ou interagir com um anticorpo do presente invento,

como seja um anticorpo anti-IgG de murganho.

0 reagente do estojo ("kit") pode ser

proporcionado como uma solucdo liquida, ligado a um suporte
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sé6lido ou como um pd seco. Quando o reagente é
proporcionado numa solugdo ligquida, de preferéncia, a
solucdo liquida ¢é uma solugdo aquosa. De preferéncia,
quando o reagente ¢ ligado a um suporte sbélido, o suporte
sélido pode ser meio cromatografico, uma placa de teste
tendo uma pluralidade de alvéolos ou uma lamina de
microscdpio. Quando o reagente proporcionado & um pd eco, O
pd pode ser reconstituido pela adicdo de um solvente
adequado, o qual pode ser proporcionado igualmente no

estojo ("kit").

O estojo ("kit") do invento é proporcionado num
recipiente que, geralmente, inclui um contentor em que o
anticorpo, antigénio ou reagente de deteccdo pode ser
colocado e, de preferéncia, adequadamente distribuido. os
estojos ("kits") do presente invento tipicamente também
incluirdo um meio para conter o anticorpo, antigénio e
contentores de reagentes para venda comercial. Tais
contentores podem incluir recipientes de pléastico nos quais
0s contentores pretendidos sdo acondicionados e um ou mais
reagentes quimicos necessdrios, como seja material de
cromatografia, solventes e eluentes, tubos de teste,
detergentes, anticorpos e qguimicos para a reacgdo de

deteccdo.

Usos terapéuticos

As doencas ou condicdes promovidas pela

hepcidina-25 podem ser prevenidas ou tratadas através da
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administracdo, a um doente necessitado, de uma composicdo
farmacéutica incluindo um anticorpo selectivo para
hepcidina-25 um segundo anticorpo que se liga a um epitopo
contido dentro dos aminodcidos 1 a 7, inclusive, de (1)
hepcidina-25 humana, i.e., DTHFPIC (SEQ ID NO: 5), e/ou (2)

hepcidina-25 de murganho, i.e., DINFPIC (SEQ ID NO: 86).

Uma composicdo farmacéutica compreendendo um
anticorpo do invento pode ser usada para aumentar os niveis
de ferro no soro, contagem de reticuldcitos, contagem de
eritrdécitos, hemoglobina e/ou hematdcrito num ser humano
quando uma quantidade eficaz ¢ administrada a um ser humano
necessitado. Ainda, um anticorpo do invento pode ser util
para o tratamento de condigdes, doencas ou distlrbios em
que a presenca de hepcidina-25 causa ou contribui para
efeitos patoldgicos indesejaveis ou um decréscimo dos
niveis de hepcidina-25 ou da biocactividade de hepcidina tem
beneficio terapéutico em seres humanos. Tais condicgdes,
doencas ou disturbios incluem anemia incluindo, mas néo
estando limitado a anemia resultante de infeccéo,
inflamac&o, doenca crdénica e cancro. O0s individuos podem
ser do sexo masculino ou feminino. De preferéncia, um ser
humano tem ou estd em risco de ter nivel sérico de ferro
indesejavelmente baixo, baixa contagem de reticuldcitos, de
eritrécitos, hemoglobina e/ou hematédcrito. Mais de
preferéncia, um ser humano estd em risco ou sofre de anemia
incluindo, mas né&do estando limitado a anemia resultante de

infeccdo, inflamacdo, doenca crénica e/ou cancro.
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Ainda, 0 invento proporciona o uso de um
anticorpo do invento para a producdo de um medicamento para
o tratamento ou prevencdo de anemia incluindo, mas né&o
estando limitado a anemia resultante de infeccéo,

inflamacdo, doenca crdénica e cancro.

Os anticorpos selectivos para hepecidina-24 do
presente invento sdo também Uteis para a prevencdo e
terapia de doencas e condic¢des promovidas por hepcidina-25.
Os Mabs selectivos anti-hepcidina do invento podem ser
formulados em composicdes farmacéuticas para imunizacéo
passiva contra hepcidina-25. 0Os fragmentos funcionais dos
MAbs do presente invento, tais como, por exemplo fragmentos
Fab, fragmentos F(ab’)?2 e quaisquer fragmentos que
mantenham a capacidade para selectivamente se ligarem a
hepcidina-25 podem também ser incorporados em composicdes

farmacéuticas e aplicados em terapia.

Ainda, os Mabs selectivos para hepcidina-25 do
presente invento podem ser aplicados em imunoensaios para
monitorizacdo da progressdo de doencas ou condicdes
promovidas por hepcidina-25, onde o nivel ou quantidade de
hepcidina-25 proporciona uma indicag¢do do sucesso do
tratamento ou terapia ou da progressdo da doenca ou

condicéao.

Ainda, os Mabs do presente invento sdo Uteis em
métodos de avaliacdo de um tratamento de Dbloqueio da

hepcidina-25 num doente que sofra de uma doenca ou condicédo
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promovida por hepcidina-25. 0Os métodos incluem oS passos

de:

a) obtencdo de uma primeira amostra de fluido
biolégico do doente antes ou nas fases iniciais de um
tratamento;

b) determinacdo do nivel de hepcidina-25 na
primeira amostra através de um método de imunoensaio;

c) obtencdo de uma segunda amostra de fluido
bioldégico do doente apds um tempo adequado dentro do gqual o
tratamento terd um efeito;

d) determinacdo da quantidade de hepcidina-25 na
segunda amostra através do método de imunoensaio,

e) comparacdo das guantidades determinadas de
hepcidina-25 na primeira amostra com a quantidade de
hepcidina-25 na segunda amostra de forma a determinar a
eficdcia do tratamento da 1ligacdo ou do Dbloqueio de

hepcidina-25.

O método atréds descrito aplicado na avaliacdo de
um tratamento de ligacdo a hepcidina-25 ou de um tratamento
de Dblogqueio de hepcidina-25 num doente ¢é particularmente
importante na pratica clinica, quando o tempo da deciséo
para prosseguir com um ou outro regime terapéutico pode ser
critico para o efeito final no doente. O método do presente
invento proporciona informacdo sobre a base destas decisdes
criticas. O método proporciona uma medicdo da gquantidade de
hepcidina-25 antes do tratamento ou nas fases iniciais do

tratamento e proporciona uma ou mais medic¢cdes de hepcidina-
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25 num ou mais ©periodos apds inicio do tratamento,
particularmente quando se espera que o tratamento comece a

ser eficaz.

O tratamento de blogqueio da hepcidina-25 pode ser
a administracdo passiva de anticorpo anti-hepcidina a um
doente. O anticorpo selectivo anti-hepcidina-25 pode ser um
anticorpo quimérico  humano/ndo  humano, um anticorpo
monoclonal humanizado ou totalmente humano, selectivo,
anti-hepcidina-25 ou qualguer fragmento de anticorpo
selectivo para hepcidina-25 gque seja funcional na ligacédo a

hepcidina-25.

Na &area, sdo conhecidos varios métodos de
deteccdo da formacdo de imunocomplexos, por exemplo, ELISA,
RIA, imunotransferéncia (e.g., transferéncia de pontos,
transferéncia de tracos, transferéncia Western, etc.),
técnicas de imunofluorescéncia indirecta e métodos que se
baseiam na deteccdo de alteracdes nos parametros fisicos,
tais como por exemplo, SPR. Num método largamente usado, a
formacdo de imunocomplexos ¢ detectada através do uso de
uma marca, como SsSeja uma marca radiocactiva ou uma marca
enzimdtica (como seja fosfatase alcalina ou peroxidase de
rédbano) . Outras vantagens podem surgir através do uso de um
ligando de ligacdo secundédria como seja um anticorpo ou uma
molécula acoplada a avidina para ligacdo a um ligando

biotinilado, de acordo com métodos conhecidos na &area.

Os termos "tratamento" e "tratar" como aqui
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usados referem-se a administracdo de uma substidncia a um
doente, o gqual possui uma doenca, condicdo ou disturbio
aqui descrito, um sintoma de tal doenca, condic¢cdo ou
distirbio ou uma predisposicdo para tal doenca, condigdo ou
disttrbio, com a finalidade de conferir um efeito tera-
péutico, e.g., ©para curar, aliviar, alterar, afectar,
controlar, parar, melhorar ou prevenir a doenca, condicéo
ou disturbio, um sintoma dele ou uma predisposicédo para
ele. De preferéncia, o doente tratado ¢ um mamifero e, mais
de preferéncia, um ser humano. Os regimes de dosagem podem
ser ajustados para proporcionar a resposta dptima preten-
dida (e.g., uma resposta terapéutica). Por exemplo, pode
ser administrado um Unico bolus, varias doses divididas
podem ser administradas ao longo do tempo ou a dose pode
ser proporcionalmente reduzida ou aumentada consoante

indicado pelas exigéncias da situacdo terapéutica.

Composicdo farmacéutica

Um anticorpo do invento pode ser incorporado numa
composicdo farmacéutica adequada para administracdo a um
ser humano. Um anticorpo do invento pode ser administrado a
um ser humano sozinho ou em combinacdo com um veiculo e/ou
diluente farmaceuticamente aceitdvel em doses simples ou
maltiplas. Tais composicdes farmacéuticas s&do desenhadas
para serem apropriadas ao modo de administracdo selec-
cionado e diluentes, veiculos e/ou excipientes farmaceu-
ticamente aceitéveis, tais como agentes dispersores,

tampdes, tensicactivos, agentes de solubilizacdo, agentes
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de isotonicidade, estabilizadores e similares s&do usados
conforme adequado. As referidas composigdes podem ser
desenhadas de acordo com técnicas convencionais conhecidas

na area.

Veiculos adequados para composicdes farmacéuticas
incluem qualquer material que, gquando combinado com um Mab
do invento, retenha a actividade da molécula e seja néo

reactivo com o sistema imune do individuo.

Uma composicdo farmacéutica compreendendo um Mab
anti-hepcidina-25 do presente invento pode ser administrada
a um individuo em risco de apresentar patologias como as
aqui descritas, e.g., disturbios de anemia, usando técnicas

de administracdo convencionais.

A frase '"quantidade eficaz" como aqui usada
refere-se a uma guantidade necessédria (em dosagens e
durante periodos de tempo e para meios de administracédo)
para se conseguir o resultado terapéutico pretendido. Uma
quantidade eficaz do anticorpo pode variar de acordo com
factores tais como estado de doenca, idade, sexo e peso do
individuo, e capacidade do anticorpo ou porcdo de anticorpo
para induzir uma resposta pretendida no individuo. Uma
quantidade eficaz ¢é também uma em gque qualquer efeito
tdxico ou prejudicial do anticorpo seja ultrapassado pelos

efeitos benéficos em termos terapéuticos.

Uma quantidade eficaz ¢é pelo menos a quantidade
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minima, mas menos que uma quantidade téxica, de um agente
activo que seja necesséaria para conferir beneficio
terapéutico a um individuo. Descrito de outra forma, uma
quantidade eficaz ou quantidade terapeuticamente eficaz de
um anticorpo do invento é uma quantidade que em mamiferos,
de preferéncia, humanos (i) aumenta os niveis séricos de
ferro, a contagem de reticuldcitos, a contagem de
eritrdécitos, a hemoglobina e/ou o hematdcrito ou (ii) trata
uma condicdo, disturbio ou doenca em que a presenca de
hepcidina-25 causa ou contribui para um efeito patoldgico
indesejavel ou (iii) um decréscimo dos niveis de hepcidina-
25 ou da biocactividade de hepcidina-25 resulte num efeito
terapéutico benéfico num mamifero, de preferéncia, um ser
humano, incluindo mas ndo estando limitado a anemia,
incluindo mas ndo estando limitado a anemia de doenca
crédnica, incluindo mas ndo estando limitado a anemia
resultante da infeccdo, inflamacdo, doenca crdénica e/ou
cancro. Uma quantidade eficaz de um anticorpo do invento
pode ser administrada numa dose Unica ou em multiplas
doses. Ainda, uma quantidade eficaz de um anticorpo do
invento ©pode ser administrada em maltiplas doses de
quantidades que seriam inferiores a uma quantidade eficaz

se ndo administrada mais de uma vez.

Como ¢ bem conhecido na &rea da medicina, as
dosagens para qualquer individuo dependem de muitos facto-
res, incluindo a frequéncia e via de administracdo, saude
geral e outros farmacos a serem administrados em simul-

tdneo. A dose pode ainda variar dependendo do tipo e
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gravidade da doenca. Uma dose tipica pode ser, por exemplo,
na gama de cerca de 0,1 a cerca de 100 mg; de preferéncia,
cerca de 1 a cerca de 100 mg; mais de preferéncia, cerca de
5 a cerca de 50 mg; no entanto, doses abaixo ou acima desta
gama de exemplos sdo contempladas, especialmente consi-
derando os factores atréds referidos. Um regime de dosagem
parentérico didrio pode ser 10 npg/kg a 10 mg/kg do peso
total do corpo, de preferéncia entre cerca de 100 pg/kg e
cerca de 10 mg/kg, mais de preferéncia entre cerca de 1
mg/kg e cerca de 10 mg/kg. O progresso pode ser moni-
torizado através de avaliacdo periddica e a dose ajustada

em concordédncia.

Estas quantidades de anticorpo sugeridas séo
sujeitas em grande parte a critérios terapéuticos. O factor
chave na seleccdo da dose adequada e no regime ¢é o
resultado obtido. Os factores a ter em consideracdo neste
contexto incluem o disturbio particular a ser tratado, a
condicdo clinica do doente individual, a causa do
disttrbio, o local de entrega do anticorpo, o tipo
particular de anticorpo, o método de administracdo, o
regime e frequéncia de administracdo e outros factores

conhecidos dos clinicos.

A via de administracdo de um anticorpo do
presente invento pode ser oral, parentérica, por inalacédo
ou toépica. De preferéncia, os anticorpos do invento podem
ser incorporados numa composicdo farmacéutica adequada para
administracdo parentérica. O termo parentérico como aqui é

usado inclui administracdo intravenosa, intramuscular,
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subcutdnea, rectal, vaginal ou intraperitoneal. A entrega
parentérica por injeccdo intravenosa, intraperitoneal ou
subcutidnea é a preferida. A injeccdo subcutédnea é a mais
preferida. 0Os veiculos adequados para tais injeccgdes séo

conhecidos na é&rea.

A composicdo farmacéutica tipicamente deve ser
estéril e estavel nas condicdes de producdo e armazenamento
ni contentor proporcionado, incluindo, e.g., uma ampola
fechada, seringa ou outro sistema de entrega, e.g., uma
caneta. Assim, as composicdes farmacéuticas podem ser
esterilizadas por filtracdo apds a sua formulacdo ou de

outra forma tornadas microbiologicamente aceitédveis.

Os exemplos que se seguem sdo oferecidos apenas
com fins ilustrativos e ndo pretendem limitar o &mbito do

presente invento.

EXEMPLOS

Exemplo 1: Produgdo de hepcidina-25 humana

A hepecidina-25 humana pode ser obtida a partir
de fontes comerciais (e.g., (e.g., Peptide International
(Louisville, KY)) ou produzida através de uma variedade de
técnicas de sintese quimica ou recombinantes conhecidas na
drea. Por exemplo, uma proteina de fusdo compreendendo os
vinte e «cinco aminoadcidos de hepcidina-25 e tendo a

sequéncia de aminodcidos mostrada em SEQ ID NO:95 ¢
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expressa em E. coli. Os corpos de inclusdo sdo isolados a
partir de 3 litros de E. coli expressando a proteina de
fusdo de hepcidina-25 humana apds inducdo de 3-6 horas com
IPTG 1 mM, a 37°C. 0Os corpos de inclusdo sdo solubilizados
em tampdo A (Tris 50 mM e wureia 8M (pH 8,0)). O
sobrenadante é passado através de uma coluna de
cromatografia de afinidade com ides metdlicos imobilizados
("Immobilized Metal-lon Affinity Chromatography", IMAC) (20
ml de resina). A coluna ¢é lavada com tampdo A até a
absorvéncia voltar a linha de base e o0s polipéptios ligados
sdo eluidos em conjunto da coluna através de imidazole 0,5M
no tampdo A. A proteina de fusdo hepctidina-25 humana ¢é
reunida e reduzida com DTT 50 mM. A proteina de fusdo ¢é
entdo novamente enrolada através da diluicdo do material
reunido em ureia 2M, cisteina 3 mM, Tris 50 mM (pH 8,0)
para cima concentracdo proteica final inferior a 50 pg/ml.
Este material foi agitado a temperatura ambiente e oxidado
ao ar durante 48 horas. os polipéptidos oxidados foram
passados através de uma coluna IMAC (20 ml) a um fluxo de 5
ml/min e a proteina de fusdo de hepcidina-25 humana foi
eluida em bloco da coluna por imidazol 0,5M em tampdo A. As
fraccdes reunidas contendo a proteina de fusdo hepcidina-25
humana foram concentradas e passadas através de uma coluna
com restricéo de tamanho (e.qg., SUPERDEX@ 75, GE
Healthcare, XK26/60) equilibrada com Tris 50 mM, ureia 4M,
pH 8,0, a um fluxo de 3 ml/min. A proteina de fusédo
monomérica eluida foi reunida e depois diluida para Tris 50
mM, ureia 2M, CaCl, 5 mM, pH 8,0 e depois clivada com

enterocinase para produzir hepcidina-25 humana de SEQ 1ID
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NO:1. A proteina de fusdo de hepcidina-25 humana né&o
clivada foi removida por cromatografia IMAC passiva (como
descrito atréas). O material ndo retido na coluna IMAC foi
entdo aplicado numa coluna de fase reversa C-18 a um fluxo
de 4,0 ml/minuto. A coluna foi lavada com 0,1% TFA em Agua
até a absorvancia voltar a linha de base e os polipéptidos
ligados serem eluidos da coluna com um gradiente linear de
ACN entre 20% e 40% com O0,1% TFA a uma velocidade de
0,5%/min. As fracgdes que continham o polipéptido hepci-
dina-25 humana foram reunidas e analisadas por sequenciacéo
dos aminoadcidos N-terminais e espectrometria de massa por
ionizacdo/dessorgcdo a laser assistida por matriz (MALDI-

MS) .

Os polipéptidos codificadores de hepcidina-25 de
rato, murganho e macaco cinamdélogo e varias formas
truncadas no extremo N da hepcidina-25 humana, incluindo
hepcidina-22 e hepcidina-20 foram produzidos essencialmente

como descrito para a hepcidina-25 humana.

Exemplo 2: Produg¢do de anticorpos anti-extremo N

de hepcidina-25

Os murganhos foram imunizados com um péptido
hepcidina N-terminal (aminoédcidos 1-7 de SEQ ID NO:1)
conjugado com um elemento de ligacdo de cinco aminocacidos
(i.e., GPGPG) a uma sequéncia de péptido OVA (aminoé&cidos
323-336), i.e., o imunogénio completo é& DTHFPICGPGPGISQAVH-

AAHAEINE (SEQ ID NO:87), e os bacos destes murganhos foram
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colhidos no Dia 27. As células B foram distribuidas a 1
célula por alvéolo para células Ag+ e IgG+ de memdbria e dos
centros germinais e foram co-cultivadas com células EL4B
durante duas semanas. Os sobrenadantes contendo as IgG
resultantes foram entdo diluidos 1,4 vezes e testados nos
trés formatos de ELISA seqguintes: 1) placas de 96 alvéolos
revestidas com proteina de ligacdo a NEUTRAVIDIN™, uma
forma desglicosilada e isoelectricamente neutra de avidina
(Pierce Biotechnology, Rockville, IL), a 2 ug/ml em tampdo
carbonato durante a noite. 0s locais de 1ligacdo né&o
especifica foram bloqueados com caseina durante 1 hora. A
placa foi entdo lavada 3 vezes com PBS com 0,05% de Tween-
20 e hepcidina biotinilada 100 mM foi incubada na placa
durante 1 hora. A placa foi novamente lavada como descrito.
Os sobrenadantes de IgG da cultura foram entdo incubados
durante 1 hora e a placa foi lavada. A ligacdo especifica
do anticorpo anti-hepcidina-25 foi detectada com 0,5 pg/ml
de anticorpo de cabra anti-IgG Fcy de murganho-fosfatase
alcalina. A actividade de fosfatase alcalina foi medida
pela adicdo de uma quantidade adequada de substrato PMP/AMP
(6 mg/ml de monofosfato de fenolftaleina (PMP) em Tris
0,5M, pH 10,2, 2% de amino-2-metil-l-propanol (AMP), 0,1%
NaN3) e a quantidade de absorvancia a 560 nm foi medida; 2)
as placas de 96 alvéolos foram revestidas com anticorpo de
cabra anti-IgG kapa de murganho a 2 pg/ml em tampdo carbo-
nato durante a noite. Os locais de ligacdo ndo especificos
foram entdo bloqueados com caseina durante uma hora. A
placa foi lavada 3 vezes com PBS com 0,05% Tween-20 e os

sobrenadantes de IgG da cultura foram incubados durante 1
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hora. Hepcidina-25 biotinilada (100 mM) foi entdoc incubada
na placa durante 1 hora e a placa foi lavada como ante-
riormente descrito. A ligacdo especifica de hepcidina-25 ao
anticorpo capturado foi entdo detectada pela adicdo de 1
pg/ml  de NEUTRAVIDIN-AP™, um conjugado NEUTRAVIDIN™ -
fosfatase alcalina (Pierce Biotechnology, Rockford, IL) e
deteccédo da actividade de fosfatase alcalina pela adicdo do
substrato PMP/AMP e medicdo da absorvancia a 560 nm; e 3)
as placas de 96 alvéolos foram revestidas com hepcidina-25
100 mM em Adgua durante a noite a 37°C. 0Os locais de ligacéo
ndo especificos foram entdo bloqueados com caseina durante
1 hora e a placa foi lavada 3 vezes com PBS com 0,05%
Tween-20. Os sobrenadantes com IgG da cultura foram entdo
incubados durante 1 hora e a placa foi novamente lavada
como descrito. A ligacdo especifica do anticorpo contra o
extremo N de hepcidina-25 foi detectada com anticorpo de
cabra anti-IgG Fcy de murganho-fosfatase alcalina. A
actividade de fosfatase alcalina foi medida com o substrato

PMP/AMP e medida a quantidade de absorvancia a 560 nm.

As células B que expressam anticorpos especificos
do extremo N de hepcidina-25 tais como 3A9, 4Cll e b5ES
foram entdo usados para isolar RNA e as regides variaveis
foram amplificadas por RT-PCR e subsequentemente clonadas
nos vectores comerciais de IgGl de murganho ou respectiva-
mente da cadeias pesada e leve. 0Os anticorpos de murganhos
expressos transitoriamente foram confirmados como anticor-

pos especificos do extremo N de hepcidina-25 usando SPR.
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Exemplo 3: Medigdes da ligagdo por afinidade de

Fabs e Mabs anti-hepcidina usando SPR

Um biossensor SPR, como seja o BIAcore® T100,
pode ser usado para medir a cinética de ligacdo e afinidade
dos anticorpos tais como os anticorpos aqui descritos. O
sistema BIAcore® utiliza as propriedades oépticas de SPR
para detectar alteracdo na concentracdo de proteina das
moléculas que interagem dentro da matriz do biossensor de
dextrano. Excepto quando referido, todos o0s reagentes e
materiais foram adquiridos a BIAcore® AR (Upsala, Suécia).
Todas as medigdes foram realizadas a 25°C. As amostras
foram dissolvidas em tampdo HBS-EP (cloreto de sédio 150
mM, EDTA 3 mM, 0,05% (p/v) do tensiocactivo P-20 e HEPES 10
mM, pH 7,4). Para capturar os Fabs com cadeia capa humana,
anticorpos de cabra anti-cadeia capa humana foram
imobilizados em células de fluxo 1 a 4 de um chip sensor
CM5 num nivel de 5000-10000unidades de resposta (Rus)
usando um estojo ("kit") de acoplagem de aminas. Para
capturar Mabs com IgGl de murganho, anticorpos de cabra
anti-Fc gama de murganho foram imobilizados em células de
fluxo 1 a 4 deum chip sensor CM5 num nivel de 5000-1000 Rus
usando um estojo ("kit") de acoplagem de aminas. Para
capturar anticorpos com IgG4 humana, a proteina A foi
imobilizada nas células de fluxo 1 a 4 de um chip sensor
CM4 num nivel de 400-700 Rus usando um estojo ("kit"™) de
acoplagem de amina. Fabs preparados a partir do periplasma
de E. coli e os Mabs preparados a partir da cultura de
células de mamifero foram avaliados usando multiplos ciclos

analiticos. Cada ciclo consiste nos seguintes passos: 0,3-2
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minutos de injeccdo de um Fab ou de um Mab a ~10 pl/minuto
numa captura de 200-1000 Rus, 2 minutos de injeccdo a 50
pl/minuto de varias concentracdes de hepcidina-25 humana
(desde 600 nM a 0,1 nM) obtido como descrito no Exemplo 1
atrés seguido de 2-10 minutos para dissociacéo e
regeneracdo usando 30 pl de hidrocloreto de glicina 10 mM,
pH 1,5. As medigdes foram obtidas a 25°C e as velocidades
de associacdo e dissociacdo para cada ciclo foram avaliadas
usando um modelo de ligacdo "1:1 com transferéncia de

massa" no programa informatico BIAevaluation.

Os anticorpos monoclonais de murganho 3A9, 4C11,
5E8, 0OB3, OH4, OBl e OE 1 apresentam ligacdo a hepcidina-25
humana com uma afinidade (Kp) entre cerca de 36 nM e cerca
de 1 nM. O anticorpo monoclonal de murganho OH4 liga-se a
hepcidina-25 humana com um K, de aproximadamente 1,2 nM mas
ndo se liga de forma detectdvel a hepcidina-20 humana ou a
hepcidina-22 humana. O anticorpo monoclonal de murganho 5E8
liga-se a hepcidina-25 humana mas ndo se liga de forma
detectéavel a hepcidina-25 de murganho ou rato. O anticorpo
monoclonal de murganho 4Cl1l liga-se a hepcidina-25 humana,
de murganho e de rato e, em menor Jgrau, a hepcidina-22

humana (cerca de 209 nM) mas ndo a hepcidina-20 humana.

Exemplo 4: Identifica¢do de um par de Mabs que se

ligam em simultédneo a hepcidina-25 humana

Os anticorpos monoclonais induzidos contra os

aminoadcidos 1-7, inclusive, de hepcidina-25 humana gue
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demonstraram elevada afinidade de ligacdo para hepcidina-25
humana por anadlise de SPR foram testados gquanto a sua
capacidade para se ligarem simultaneamente a hepcidina-25

humana com o Mab 3.23.

Resumidamente, num Biacore® T100, anticorpos
policlonais de cabra anti-Fc de IgGl de murganho foram
imobilizados nas células de fluxo 1 a 4 do chip CM5 a 5000-
15000 unidades de resposta (Ru). O Mab 5E8 foi capturado na
célula de fluxo 2, o Mab 4Cl1 foi capturado na célula de
fluxo 3 e o Mab 3A9 foi capturado na célula de fluxo 4. A
célula de fluxo 1 foi wusada como célula de fluxo de
referéncia. Todas as células de fluxo foram entéo
injectadas com hepcidina-25. As células de fluxo com os
Mabs 5E8, 4Cll e 3A9 imobilizados apresentaram todas
aumento de Rus, indicando a ligacdo dos Mabs a hepcidina-25
humana. Em seguida, todas as células de fluxo foram
injectadas com Mab 3.23. Apenas a célula de fluxo 2, com o
Mab 5E8 imobilizado, mostrou ligacéo simulténea de

hepcidina-25 humana pelos Mabs 5E8 e 3.23.

Ainda, os Mabs Hu22, 3.23, 3.12 e um anticorpo
IgG4 humano controlo negativo foram imobilizados em células
de fluxo separadas de um chip Sensor Chip CM4 (Biacore) a
1000-4000 Rus. As células de fluxo foram entdo injectadas
com hepcidina-25 humana. Em seguida as células de fluxo
foram injectadas com Mab 5E8. As células de fluxo com os
Mabs H22, 3.23 e 3.12 imobilizados mostraram ligacdo de

hepcidina-25 e depois ligagdo simultédnea do Mab 5E8. A
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célula de fluxo tendo o controlo negativo de IgG4 humana
imobilizado ndo mostrou ligacdo a hepcidina-25 humana ou ao
Mab b5E8. Ainda, o Mab 5E8 ndo se liga a hepcidina-25 em
simultdneo com o anti-soro policlonal de coelho induzido
contra os péptidos conjugados com KLH consistindo nos
aminoacidos 1-7 de hepcidina-15 humana e de murganho (Alpha
Diagnostic International, San Antonio TX; cat. # Hepcl3-3)
ou com uma sua preparacdo de IgG purificada (Alpha
Diagnostic International, San Antonio TX; cat. # Hepcl3-

A)).

Exemplo 5: Ensaio de ELISA tipo sanduiche para

medigdo de hepcidina-25 humana

Os alvéolos de uma placa de maltiplos alvéolos
foram revestidos durante 1 hora a temperatura ambiente com
o Mab 3.23 numa concentracdo de 2 mg/l em tampdo de reves-
timento carbonato-bicarbonato, pH 9,40 (Pierce Biotechno-
logy, Rockville, IL). Em seguida, os alvéolos foram
aspirados e lavados 3 vezes com TBST (soro fisioldgico
tamponado com fosfatos 10 mmol/l Tris pH 7,4, NaCl 150
mmol/1l com 1 ml de Tween-20/1). Os alvéolos foram entédo
blogqueados durante 1 hora com tampdo de bloqueio TBS-
caseina (NaCl 150 mM, Tris 25 mM, 1% caseina, pH 7,4 com o
antimicrobiano Kathon ((Pierce Biotechnology:; cat. #
37532). Em seguida, 100 pl de um padrdo de hepcidina-25
(variando as concentracdes de hepcidina-25 humana
sintetizada no tampdo de ensaio consistindo em 50 mmol/l1 de

HEPES, pH 7,4, 150 mmol/l NaCl, 10 ml/1l do tensioactivo néo
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iénico Triton® X-100 (Union Carbide Corp., Danbury, CT), 5
mmol/l EDTA, e 5 mmol/l de &cido etilenodiaminatetracético
(EGTA) foram adicionados a uma série de alvéolos para gerar
uma curva de calibracdo. Em seguida, as amostras de soro
foram diluidas a 1:20 em tampdo de ensaio e adicionadas aos
respectivos alvéolos e a placa de ELISA foi deixada a
incubar durante 1 hora a temperatura ambiente. Apds
aspiracédo, os alvéolos foram lavados 3 vezes com TBST e 100
1l de uma diluicdo a 1:1000 do Mab 5E8 anti-hepcidina-25
biotinilado a 1 mg/ml foi adicionado aos alvéolos durante 1
hora de incubacdo a temperatura ambiente. Apds aspiracéo,
os alvéolos foram lavados 3 vezes com TBST e 100 pl de uma
diluicdo a 1:1000 do Mab 5E8 anti-hepcidina-25 biotinilada
a 1 mg/ml foi adicionado aos alvéolos durante 1 hora de
incubacdo a temperatura ambiente. Apbds aspiracdo, o0s
alvéolos foram lavados 3 vezes com TBST e 100 pl de uma
solugcdo de poli-estreptavidina-HRP (Pierce Biotechnology,
Rockville, 1IL) foram adicionados aos alvéolos para uma
incubacdo de 30 minutos a temperatura ambiente. Os alvéolos
foram entdo lavados 3 vezes com TBST. Apds a ultima
aspiracdo de TBST, 100 ul do substrato de revelacédo
3,3'",5,5"-tetrametilbenzidina (Pierce Biotechnology, Rock-
ville, IL) foram adicionados aos alvéolos e deixados a
incubar durante 30 minutos a temperatura ambiente. A
reaccdo foi parada com um volume igual de &cido fosférico

2N e as placas lidas a 450 nm.

Concentracdes séricas de hepcidina-25 de 40

doentes normais e com cancro, medidas pelo ELISA tipo
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sanduiche descrito atréds, variaram entre 5 e 656 g/l e
estavam directamente correlacionadas com as concentracdes
séricas de hepcidina-25 medidas wusando um ensaio LC/MS
padrdo (r=0,98, p<0,0001) (ver Murphy, et al., (2007)).
Igualmente, 100 amostras de soro humano de dadores
saudaveis (50 individuos do sexo masculino e 50 do sexo
feminino; gama de idades entre 18 e 66 anos, média 37 anos)
obtidas da Bioreclamation, Inc. (East Meadow, NJ) foram
determinadas como tendo concentracdes de hepcidina-25
variando entre <1-79 pg/ml. Ainda, o ELISA tipo sanduiche
detectou o péptido controlo hepcidina-25 humano numa forma
dependente de dose até pelo menos 1 ng/ml. Por outro lado,
nem o péptido controlo hepcidina-25 humana (até 2 ng/ml)
nem a hepcidina-25 enddgena numa amostra de soro humana
controlo positivo, i.e., previamente determinado pelo
ensaio LC/MS como contendo hepcidina-25, ¢ detectdvel no
mesmo ensaio quando o Mab 5E8 foi substituido com i) anti-
soro policlonal de coelho induzido —contra ©péptidos
conjugados com KLH consistindo nos aminoacidos 1-7 de
hepcidina-25 humana e de murganho (Alpha Diagnostic
International, San Antonio TX; cat. # Hepcl3-S) ou 1ii) uma
preparacdo de IgG purificada do mesmo (Alpha Diagnostic
International; cat.# Hepcl3-A)). Ainda, nem o padrdo de
hepcidina-25 nem o controlo positivo de amostra de soro
humano foram detectédveis quando o anti-soro HEPC13-S ou a
sua preparacdo de IgG purificada 1) revestiam alvéolos
separados da placa de ensaio, 1i.e., como anticorpos de
captura, ii) foram adicionados ao ensaio como anticorpos de

deteccdo conjugados com biotina ou 1ii) foram adicionados
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ao ensaio como anticorpos de deteccdo ndo conjugados, i.e.,
com a sua ligacdo subsequentemente testada usando um

anticorpo secundario anti-IgG de coelho.

O péptido controlo de hepcidina-25 humana e a
hepcidina enddgena na amostra controlo positivo de soro
humano ndo foram detectados gquando o ELISA tipo sanduiche
foi realizado usando o Mab 5E8 como anticorpo de captura e
em simultédneo com IgG policlonal de coelho comercial indu-
zida contra um conjugado de KLH, o péptido de 13 amino-
dcidos C-terminais da hepcidina humana madura (Alpha Dia-

gnostic International, San Antoni,o TX; cat. # HEPC12-A).

Exemplo 6: Determinagdo da selectividade dos

anticorpos anti-hepcidina usando MALDI-TOF

O diagnéstico clinico de rotina de biomarcadores
baseia-se essencialmente em técnicas imunoldgicas gquanti-
tativas, e.g. ELISA. Estes métodos sdo frequentemente né&o
aplicdveis a ©pequenos antigénios ou a isoformas de
antigénios (Sparbier, K., International Meeting of the
Association of Biomolecular Resource Facilities, Salt Lake
City, UT, Poster V28-S, (2008); e Gutierrez, J.A., et al.,
(2005)). Os Mabs ou Fabs podem ser avaliados guanto a sua
capacidade para imunoprecipitarem selectivamente hepcidina-
25 enddbgena, em vez dos precursores ou formas truncadas dos
mesmos, a partir de soro humano, via espectrometria de
massa MALDI-TOF em polipéptidos de hepcidina 1ligados a

anticorpos realizada apds reducdo da amostra.
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Os Mabs ou Fabs anti-hepcidina humana s&o usados
para revestir alvéolos separados de uma placa de ELISA
convencional de 96 alvéolos em tampdo carbonato-bicarbonato
(pH 9,4) durante 1 hora & temperatura ambiente numa
concentracdo de 2 mg/l. Os alvéolos foram entdo aspirados e
lavados 3 vezes com TBST. As amostras de soro humano
contendo uma quantidade conhecida de hepcidina-25 (diluida
em tampdo de ensaio) foram adicionadas a 100 pl/alvéolo
durante uma hora a temperatura ambiente. 0Os alvéolos foram
aspirados e lavados 3 vezes com TBST. Os polipéptidos de
hepcidina capturados foram eluidos através da adicdo de 40
nl/alvéolo de &cido férmico a 0,1% durante 5 minutos a
temperatura ambiente. As amostras eluidas foram colhidas e
concentradas com um C4 ZipTip™ (Millipore, Billerica, MA),
uma ponta de pipeta de 10 pl com um leito de meio de
cromatografia para purificacdo e concentracdo de fentomoles
a picomoles de proteina ou péptidos, idealmente variando
entre MW 25000 e MW 100000. Metade de um microlitro de
amostra foi aplicado num alvo MALDI e um volume igual de
solucdo de matriz (50% acetonitrilo, 0,1% TFA saturado com
acido alfa-cian-4-hidroxicinédmico) foi adicionado a
amostra. A amostra foi seca e analisada com um espec-
tréometro de massa 4700 TOF-TOF (Applied Biosystems) operado

no modo linear.

As experiéncias realizadas usando a espectro-
metria de massa MALDI-TOF, essencialmente como descrito

imediatamente atras, mostraram que o Mab 3.23 se ligou a
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hepcidina-25 e, em menor grau, a hepcidina-20 (Figuras 1 e
2). O Mab 3.23 ndo pareceu ligar-se em niveis detectéveis a
hepcidina-22 (MW 2436 Da9, hepcidina-24 (MW 2674 Da) ou
pro-hepcidina (MW 6929), assumindo, certamente, gue as
amostras de soro testadas também continham as quantidades

esperadas destas formas de hepcidina humana.

Experiéncias semelhantes foram realizadas usando
espectrometria MALDI-TOF para determinar qual a espécie de
hepcidina em soro humano se 1liga ao Mab b5E8. Estas
experiéncias determinaram que o Mab b5E8 se liga apenas a
hepcidina-25 em soro humano (Figuras 3 e 4). E importante
salientar que hepcidina-20, hepcidina-22, pro-hepcidina ou
outra espécie de hepcidina n&o se ligaram ao Mab 5ES,
novamente, assumindo que estas espécies de hepcidina humana

estavam presentes nas amostras de soro como esperado.

Assim, os imunoensaios wusando o Mab 5E8, ou
anticorpos derivados do mesmo ou com ele relacionados,
incluindo mas ndo estando limitado ao Mab OH4, séo
altamente especificos e selectivos para hepcidina-25
humana, a forma activa fisiologicamente relevante de
hepcidina no soro humano. Espera-se que outras melhorias na
especificidade e/ou selectividade nos imunoensaios para
hepcidina-25 humana que combinem o uso do Mab 5E8 ou
anticorpos derivados ou relacionados, incluindo mas né&o
estando limitado a Mab OH4, Mab 3.23 e Mab 3.12 ou

anticorpos derivados ou relacionados.
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Exemplo 7: Ensaio de ELISA tipo sanduiche para
medicdo de hepcidina-25 humana (sem a marcacdo directa de

anticorpos)

Um ELISA tipo sanduiche foi realizado como no
Exemplo 5, excepto 1) o anticorpo conjugado marcado foi
substituido com OH4 né&o marcado e ii) a ligacdo do OH4 foi
detectada indirectamente através do uso de um anticorpo de
cabra anti-murganho conjugado com peroxidase de rabano

selvagem.

Usando o Mab 3.23 e o Mab OH4 num ELISA tipo
sanduiche como descrito atréds, hepcidina-25 humana foi
selectivamente detectada em soro humano com uma sensi-

bilidade de aproximadamente 0,2 ng/ml.

Exemplo 8: Imunoensaio "Meso Scale Discovery"

para medigdo de hepcidina-25

Um imunoensaio para hepcidina-25 humana "Meso
Scale Discovery" (Meso Scale Discovery, Gaithersburg, MD)
(MSD) foi construido usando os reagentes atrids descritos.
Resumidamente, 1 mg do Mab OH4 foi biotinilado wusando um
estojo ("kit") comercial (Pierce Biotechnology, Rockville,
IL) diluido em 50% de glicerol e guardado a -20°C até ser
necessario. Os alvéolos revestidos com estreptavidina e
blogueados de uma placa de ELISA foram incubados durante 1
hora com Mab biotinilado numa concentracdo de 2 mg/l. Em

seguida, os alvéolos foram aspirados e lavados trés vezes
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com TBST (soro fisioldgico tamponado com Tris contendo 10
mmol/l de Tris pH 7,40, 150 mmol/l NaCl com 1 ml de Tween
20/1). Em seguida, foram adicionados 100 pl de padrdes de
hepcidina (vArias concentracdes de proteina hepcidina-25
sintetizada em tampdo de ensaio consistindo em 50 mmol/l1 de
HEPES, pH 7,40, 150 mmol/l1 NaCl, 10 mL/l1 Triton X-100, 5
mmol/l EDTA, e 5 mmol/L EGTA) aos alvéolos para gerar uma
curva de calibracdo. Ao mesmo tempo, as amostras de soro
foram diluidas a 1:20 em tampdo de ensaio e adicionadas aos
respectivos alvéolos e a placa de ELISA foi deixada a
incubar durante 1 hora a temperatura ambiente. Apds
aspiracédo, os alvéolos foram lavados trés vezes com TBST e
100 pl de uma diluicdo a 1:1000 de Mab 3.23 marcado com
ruténio a 1 mg/ml foram adicionados aos alvéolos durante 1
hora de incubacdo a temperatura ambiente. Apds aspiracéo,
os alvéolos foram lavados trés vezes com TBST e a placa de
ELISA foi revelada usando um leitor MSD, o qual passou uma
voltagem através dos alvéolos e registou a
electroquimioluminescéncia de cada alvéolo. Para ajustar as
curvas de calibracdo para a ELISA usou-se o programa MSD e

SigmaPlot versdo 8.0.

O par oOptimo de anticorpos no imunoensaio tipo
sanduiche MSD foi determinado como sendo o par Mab OH4 como
anticorpo de captura e Mab 3.23 como anticorpo conjugado. A
proteina hepcidina-25 sintetizada foi ©preparada numa
concentracdo de 10 pg/l e diluida sucessivamente para criar
uma curva padrdo. Como a Figura 5 indica, encontrou-se que

o ELISA tem uma gama dindmica, fundo e sensibilidade
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aceitaveis. Com base em trés avaliacbdes de desvio padrédo
relativamente ao calibrador =zero, a sensibilidade do
imunoensaio foi determinada como sendo melhor que 0,01
png/l, indicando gue o imunoensaio deverd ter sensibilidade
mais do que adequada para medir os niveis de hepcidina-25
sérica humana, baseado nas estimativas prévias dos niveis
de hepcidina-25 sérica humana conforme medido por ensaios
tipo LC/MS (Murphy, et al., (2007)). Os dados representados
graficamente na Figura 2 também indicam que o imunoensaio
tipo sanduiche MSD ¢é selectivo para hepcidina-25 uma vez
que nédo detecta hepcidina-20 ou hepcidina-22. Ainda, as
curvas de diluicdo do imunoensaio para o padrdo recombi-
nante e as amostras de soro humano foram determinadas como
sendo paralelas e o imunoensaio demonstrou excelente
linearidade quando da diluicdo de amostras de soro humano

(dados ndo apresentados).

A selectividade e sensibilidade do método de
imunocensaio tipo sanduiche MSD foram comparadas com O
ensaio padrdo de exceléncia anteriormente descrito LC/MS
(Murphy, et al., (2007)). Mais especificamente, cingquenta e
duas (52) amostras de soro humano de wuma mistura de
individuos normais e de doentes com cancro foram analisadas
usando o imunocensaio tipo sanduiche MSD, assim como O
ensaio LC/MS anteriormente descrito que se demonstrou ser
especifico para hepcidina-25 (Murphy, et al., (2007)). Os
resultados desta comparacdo mostraram gque o0s valores de
hepcidina-25 determinados usando o imunoensaio MSD estavam

altamente correlacionados com os valores do ensaio de
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hepcidina-25 LC/MS (r=0,98, p<0,00001), confirmando gque o
imunocensaio tipo sanduiche MSD mede especificamente e
selectivamente hepcidina-25 em amostras de soro humano

(dados ndo apresentados).

Varios parédmetros do imunoensaio tipo sanduiche
MSD foram avaliados usando amostras de soro humanas. Mais
especificamente, a estabilidade a congelacdo/descongelacédo
foi avaliada testando quatro amostras diferentes de soro.
Estes resultados mostraram que o imunocensaio tipo sanduiche
MSD possui estabilidade a congelacdo e descongelacdo com
80-120% de recuperacdo consistente da hepcidina-25, mesmo
apdés 5 ciclos de congelacdo-descongelacdo. Os resultados
individuais dos ciclos de congelacdo/descongelacdo foram
como se segue: amostra A - 0,16, 0,16, 0,17, 0,17, 0,17, e
0,17 mg/L respectivamente; amostra B - 4,5, 4,4, 4,06, 4,6,
4,6, € 4,4 mg/l respectivamente; amostra C - 8,9, 9,6, 9,7,
9,7, 9,9, e 9,6mg/l, respectivamente; e amostra D - 15,1,
15,1, 15,4, 15,7, 15,4 e 15,4 mg/l respectivamente. A
precisdo do imunoensaio tipo sanduiche MSD foi avaliada
usando amostras de soro humano contendo 0,16, 4,5, e 15,1
mg/1l de hepcidina-25 enddégena. Os resultados de precisédo
intra-ensaio (n = 20) (CVs) foram 3,4%, 4,5% e 3,5%,
respectivamente nos niveis acima, indicando precisédo acei-

t4dvel em todas as concentracdes de hepcidina-25 testadas.

Para avaliar a recuperacdo da proteina hepcidina-
25 sintetizada adicionada a soro humano, a proteina

hepcidina-25 sintetizada foi adicionada a gquatro amostras
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de soro humano diferentes (cada uma delas contendo
concentracgdes muito baixas de hepcidina-25 enddgena) em
concentracdes de 250, 25, 2,5 e 0,25 ng/l respectivamente.
Estas amostras foram analisadas usando o imunoensaio tipo
sanduiche MSD. 0Os resultados da média (SD) foram 287 (6)
ng/l, 24,2 (0.2) wpg/l, 2,0 (0,1) npg/l e 0,23 (0,01) ng/L,
respectivamente, indicando 80-120% de recuperacdo em todos

0s niveis de hepecidina-25 testados.

A gama normal do imunoensaio tipo sanduiche MSD
foi estabelecida correndo 100 amostras de soro de
voluntdrios saudaveis normais (50 do sexo masculino e 50 do
sexo feminino). Os valores de hepcidina-25 nestas amostras
variou entre <0,02 ng/l e 25 pg/l, com um valor médio de
3,0 £ 0,5 ng/l, consistente com o0s niveis de hepcidina-25
anteriormente descritos nos seres humanos normais usando o0s
ensaios LC/MS (ver, Murphy, et al., Blood, 11 0:1048-54

(2007)) .

E interessante que os niveis de hepcidina-25 em
seres humanos normais sdo significativamente mais baixos
nas mulheres (p<0,01) (1,8 + 0,4 ng/l) comparativamente
com os homens (4,2 = 0,8 pg/l). Os niveis de hepcidina-25
nestes individuos normais foram igualmente comparados com
as concentracdes de ferritina sérica e encontrou-se gue
estdo directamente correlacionados com o0s niveis de ferri-

tina sérica (r = 0,71, p<0,001) (dados n&o apresentados).

Finalmente, os niveis de hepcidina-25 no soro de
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doentes com cancro (n = 34) foram comparados com 0s niveis
de hepcidina-25 no soro de voluntdrios saudédveis normais (n
= 100), cada um deles determinado pelo imuncensaio tipo
sanduiche MSD. 0Os resultados desta comparacdo demonstraram
que o0s niveis de hepcidina-25 sdo significativamente
elevados (p<0,001) em doentes com cancro (70,9 £ 10,4 ng/l)
comparativamente com os controlos normais (3,0 £ 0,5 upg/l)
(dados ndo apresentados). E interessante que os grupos de
doentes com doencas malignas hematoldégicas (83,3 + 1,9
ng/l) e ndo hematoldgicas (58,4 £ 17 ng/l) cada um deles
demonstrou niveis significativamente aumentados de
hepcidina-25 comparativamente com controlos normais
(p<0,001 para ambos), sugerindo qgue niveis elevados de
hepcidina-25 podem desempenhar um papel importante na

anemia associada a cancro (dados ndo apresentados).

Comparativamente com os métodos de ELISA, os
quais nédo sdo especificos para hepcidina-25 e podem reagir
de forma cruzada com pro-hepcidina e com outras espécies de
hepcidina n&o relevantes, o imunoensaio tipo sanduiche MSD
aqui descrito mede especificamente e selectivamente niveis
de hepecidina-25 em soro humano e estd bem correlacionado
com um método LC/MS padrdo de exceléncia para hepcidina-25
anteriormente descrito. Uma vantagem do imunocensaio tipo
sanduiche MSD relativamente a um método tipo LC/MS para
medicdo de niveis séricos de hepcidina humana €é que o
imunoensaio tipo sanduiche MSD pode ser implementado na
maioria dos laboratdrios clinicos, os quais geralmente né&o

tém o equipamento complexo nem o operador altamente
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especializado necessario para realizar de rotina os ensaios
tipo LC/MS. Ainda, o imunoensaio tipo sanduiche deverd ter
o potencial para muito maior nUmero de amostras gque um
ensaio LC/MS. Assim, o 1imunoensaio tipo sanduiche MSD
proporciona um método que pode ser utilizado de rotina em
clinica para selectivamente medir os niveis de hepcidina-25

em seres humanos.
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<160> 90

<170> PatentIn versdo 3.5

<210> 1
<211> 25
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 1

Asp Thr His Phe Pro Ile Cys Ils Phe Cys Cys Gly Cys Cys His Arg
1 S i0 15

Ser Lys Cys Gly Met Cys Cys Lys Thr
20 25

<210> 2

<211> 25

<212> PRT

<213> Rattus rattus

<400> 2
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Asp Thr Asn Phe Pro Ile Cys Leu Phe Cys Cys Lys Cys Cys Lys Asn
1 5 i0 i5

Ser Ser Cys Gly Leu Cys Cys Ile Thr
20 25

<210> 3

<211> 25

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 3

Asp Thr Asn Phe Pro Ile Cys Ile Phe Cys Cys Lys Cys Cys Asn Asn
1 5 10 15

Ser Gln Cys Gly Ile Cys Cys Lys Thr
20 25

<210> 4

<211> 25

<212> PRT

<213> macaca sp.

<400> 4

Asp Thr His Phe Pro Ile Cvs Ile Phe Cys Cys Gly Cys Cys His Arg
g 10 15

fo

Ser Lys Cys Gly Mebt Cys Cys Arg Thr .
29 25

<210> 5

<211> 7

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial
<220>

<223> Construcdo sintética

<400> 5

Asp Thr His Phe Pro Ile Cys
1 5

<210> 6

<211> 10

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>
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<223> Construcdo sintética

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (6)..(0)

<223> Xaa na posigdo 6 é Val ou Ala

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (8)..(8)

<223> Xaa na posicdo 8 & Tyr ou Ser

<400> 6

Ser Ala Ser Ser Ser Xaa Ser Xaa Met Tyr
i & 10

<210> 7

<211> 7

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Construcdo sintética

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

<223> Xaa na posicdo 4 é Asn ou His
<400> 7

Leu Thr Ser Xaa Leu Ala Ser
1 5

<210> 8

<211> 9

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Construcdo sintética

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (6)..(6)

<223> Xaa na posicdo 6 é Asn, Gly, ou Tyr

<400> 8

Gln Gln Trp Ser Ser Xaa Pro Pro Thr
1 5

<210> 9
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<211> 10
<212> PRT
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Construcdo sintética

<400> 9

Ser Ala Ser Ser Ser Val Ser Tyr Met Tyr
1 5 i

<210> 10

<211> 7

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Construcdo sintética

<400> 10

Leu Thr Ser Asn Leu Ala Ser
1 S

<210> 11

<211> 9

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Construcdo sintética

<400> 11

Gln Gln Trp Ser Ser Asn Pro Pro Thr
1 5

<210> 12

<211> 10

<212> PRT

<213> Sequéncia artifical

<220>
<223> Construcdo sintética

<400> 12

Ser Ala Ser 3Ser Ser Ala Ser Tyr Met Tyr
1 5 10

<210> 13

<211> 7

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial
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<220>
<223> Construcdo sintética

<400> 13

Leu Thr Ser His Leu Ala Ser
1 5

<210> 14

<211> 9

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Construcdo sintética

<400> 14

Gln Gln Trp Ser Ser Gly Pro Pro Thr
1 5

<210> 15
<211> 10
<212> PRT
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Construcdo sintética

<400> 15

Ser Ala Ser Ser 3er Val Ser Ser Met Tyr
1 5 14

<210> 16

<211> 9

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Construcdo sintética

<400> 16

Gln Glan Trp Ser Ser Tyr Pro Pro Thr
i 5

<210> 17

<211> 16

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial
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<220>
<223> Construcdo sintética

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (9)..(9)

<223> Xaa na posicdo 9 é Ser, Arg ou Pro

<400> 17

Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Tyr Xaa Asn 3ly Lys Thr Tyr Leu Thr
1 5 10 15

<210> 18

<211> 7

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Construcdo sintética

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

<223> Xaa na posigdo 7 & Ser ou Pro

<400> 18

Leu Val Ser Lys Leu Asp Xaa
1 5

<210> 19

<211> 9

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Construcdo sintética

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

<223> Xaa na posicdo 1 é Val, His, Ile ou Phe

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (9)..(9)

<223> Xaa na posigdo 9 é Thr ou Val

<400> 19
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Xaa Gln Gly Ser His Phe Pro Trp Xaa
i 5

<210> 20
<211> 16
<212> PRT
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Construcdo sintética

<400> 20

Lys Ser Ser Gln Ser Len Leu Tyr Ser Asn Gly Lys Thr Tyr Leu Thr
i 5 ig 15

<210> 21

<211> 7

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Construcdo sintética

<400> 21

Leu Val Ser Lys Leu Asp Ser
1 5

<210> 22

<211> 9

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Construcdo sintética

<400> 22
Val Gln Gly Ser His Phe Pro Trp Thr
1 5

<210> 23

<211> 9

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Construcdo sintética

<400> 23
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His Gln Gly Ser His Phe Pro Trp Thr
1 5

<210> 24

<211> 16

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Construcdo sintética

<400> 24

Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Tyr Arg Asn Gly Lys Thr Tyr Leu Thr
1 5 10 15

<210> 25

<211> 7

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Construcdo sintética

<400> 25

Lau Val Ser Lys Leu Asp PFro
1 5

<210> 26
<211> 16
<212> PRT
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Construcdo sintética

<400> 26

Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Tyr Pro Asn Gly Lys Thr Tyr Leu Thr
1 5 10 15

<210> 27

<211> 9

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Construcdo sintética

<400> 27

Ile Gln Gly Ser His Phe Pro Trp Thr
1 5
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<210> 28

<211> 9

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Construcdo sintética

<400> 28

Phe Gln Gly Ser His Phe Pro Trp Val
1 5

<210> 29

<211> 12

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Construcdo sintética

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

<223> Xaa na posicdo 2 é Phe, Tyr ou Leu

<220>
<221> MISC_ FEATURE
<222> (5)..(5)

<223> Xaa na posicdo 5 & Ser ou Asn

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (6)..(6)

<223> Xaa na posicdo 6 é& Thr ou Ser

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (7).. (1)

<223> Xaa na posicdo 7 é Tyr ou Pro

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (9)..(9)

<223> Xaa na posicdo 9 é Ile ou Phe

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (11)..(11)

<223> Xaa na posigdo 11 é Val ou Ile

<400> 29

Gly Xaa Ser Leu Xaa Xaa Xaa Gly Xaa Gly Xaa Gly
1 5 10
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<210> 30

<211> 16

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Construcdo sintética

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (6)..(6)

<223> Xaa na posicdo 6 é& Asp ou Gly

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

<223> Xaa na posicdo 7 & Ala ou Asn

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (9)..(9)

<223> Xaa na posicdo 9 é Ser ou Tyr

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (13)..(13)

<223> Xaa na posigdo 13 é Ala ou Thr

<400> 30

His Ile Trp Trp Asn Xaa Xaa Lys Xaa Tyr Asn Thr Xaa Leu Lys Sex
1 S 10 1%

<210> 31

<211> 12

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Construcdo sintética

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

<223> Xaa na posicdo 2 & Gly ou His

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (6)..(6)

<223> Xaa na posicdo 6 & Ser ou Asn
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<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (7)..(7)

<223> Xaa na posicdo 7 & Thr ou Ser

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (8)..(8)

<223> Xaa na posicdo 8 é Ser, Ala ou Tyr

<400> 31

Ile Xaa Tyr Tyr Gly Xaa Xaa Xaa Gly Phe Ala Tyr
1 ) ic

<210> 32

<211> 12

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial
<220>

<223> Construcdo sintética

<400> 32

Gly Phe Ser Leu Ser Thr Tyr Glv Ile Gly Val Gly
1 ) 10

<210> 33
<211> 16
<212> PRT
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Construcdo sintética

<400> 33

His Ile Trp Trp Asn Asp Asn Lys Ser Tyr Asn Thr Ala Leu Lys Ser
1 5 19 i3

<210> 34

<211> 12

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Construcdo sintética

<400> 34

Ile Gly Tyr Tyr Gly Ser Thr Ser Gly Phe Ala Tyr
1 5 10
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<210> 35

<211> 12

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Construcdo sintética

<400> 35

Gly Tyr Ser Leu Ser Thr Pro Gly Ile Gly Val Gly
1 5 10

<210> 36
<211> 1o
<212> PRT
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Construcdo sintética

<400> 36

His Ila Trp Trp Asn Asp Ala Lys Ser Tyr Asn Thr Ala Leu Lys Ser
1 5 10 1%

<210> 37

<211> 12

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Construcdo sintética

<400> 37
Ile Gly Tyr Tvr Gly Ser Thr Ala Gly Phs Ala Tyr
1 5 10

<210> 38

<211> 12

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Construcdo sintética

<400> 38

Gly Leu Ser Leu Ser Thr Pro Gly Ile Gly Val Gly
1 5 10

<210> 39

<211> 12

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial
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<220>
<223> Construcdo sintética

<400> 39

Gly Phe Ser Leu Asn Ser Tyr Gly Phe Gly Ile Gly
1 5 16

<210> 40
<211> 16
<212> PRT
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Construcdo sintética

<400> 40

His Ile Trp Trp Asn Gly Asn Lys Tyr Tyr Asn Thr Thr Leu Lys Ser
1 3 10 15

<210> 41

<211> 12

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Construcdo sintética

<400> 41
Tle His Tyr Tyr Gly Asn Ser Tyr Gly Phe Ala Tyr
1 5 i9

<210> 42

<211> 10

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Construcdo sintética

<400> 42

Gly Phe Ala Phe 3Sexr Ser Tyr Asp Met Ser
1 5 10

<210> 43

<211> 17

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Construcdo sintética

<400> 43
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Thr Ile Ile Ber Gly Gly Thr Tyr Thr Tyr Tyr Pro Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 44

<211> 5

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Construcdo sintética

<400> 44

Asp Gly Tyr Ile His
1 5

<210> 45
<211> 10
<212> PRT
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Construcdo sintética

<400> 45

Ser Ala Ser Pro Ser Val Ser Tyr Met Tyr
1 5 10

<210> 46

<211> 106

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial
<220>

<223> Construcdo sintética

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

<223> Xaa na posigdo 1 é Asp ou Gln

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

<223> Xaa na posicdo 3 é Leu ou Gln

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

<223> Xaa na posicdo 4 é Leu ou Met

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

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

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

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

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

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

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

<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

Xaa

Tyx

Leu

MISC_FEATURE
(5)..(5)

90 -

Xaa na posicdo 5 é Thr ou Asn

MISC FEATURE
(27) ..(27)
Xaa na posicdao

MISC FEATURE
(29)..(29)
Xaa na posicdao

MISC FEATURE
(31) ..(31)
Xaa na posicdao

MISC_ FEATURE
(52) ..(52)
Xaa na posicdao

MISC FEATURE
(59) ..(59)
Xaa na posicdao

MISC FEATURE
(76) ..(76)
Xaa na posicéao

MISC FEATURE
(93) ..(93)

Xaa na posicdao
46

Ile Xaa Xaa Xaa Gin

5

Lys Val Thr Met

20

Trp Tyr Gin Gln

Thr Ser ¥aa Leuy

20

27

29

31

52

59

76

93

é

Lys

Ala

Ser

Val

Tyr

Asn

Ala

Ser

Asn,

Ser

Pro

Ser

55

ou Pro
ou Ala
ou Ser
ou His
ou Pro
ou Asn
Tyr ou Gly
Pro Ala Leu
10
Ser Ala Ser
25
Arg Ber Serx
44
Gly ¥al Pro

Met Ser Ala

¥aa Ser Xaa

Pro Lys Pro
45

Xaa Arg Phe
60

Ser

Ser
30

Trp

Pro
15

Raa

Ile

Gly

Met

Tyr

Serx
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Gly Ser Gly Thr Ser Tyr Ser Leu Thr Ile Ser Xaa Met Glu Ala Glu
65 T 75 80

Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Trp Sexr Ser Xaa Fro Pro Thr
35 40 g5

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105

<210> 47

<211> 121

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Construcdo sintética

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

<223> Xaa na posicdo 1 é Glu ou Gln

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

<223> Xaa na posicdo 3 é Lys ou Gln

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

<223> Xaa na posicdo 5 é Lys ou Val

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (6)..(6)

<223> Xaa na posicdo 6 é Gln ou Glu

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (27)..(27)

<223> Xaa na posicdo 27 é Phe, Tyr ou Leu

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (30)..(30)

<223> Xaa na posicdo 30 & Ser ou Asn

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (31)..(31)

<223> Xaa na posigdo 31 é Thr ou Ser

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (32)..(32)

<223> Xaa na posicdo 32 é Tyr ou Pro
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<220>
<221>
<222>
<223>

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

MISC_ FEATURE
(34) ..(34)
Xaa na posicéao

MISC FEATURE
(36) ..(36)
Xaa na posicéao

MISC FEATURE
(43) ..(43)
Xaa na posicdao

MISC FEATURE
(51) ..(51)
Xaa na posicdao

MISC FEATURE
(57) ..(57)
Xaa na posicdao

MISC FEATURE
(58) ..(58)
Xaa na posicdao

MISC FEATURE
(60) .. (60)
Xaa na posicdao

MISC FEATURE
(64) .. (64)
Xaa na posicgdao

MISC FEATURE
(87) ..(87)
Xaa na posicdao

MISC FEATURE
(89) ..(89)
Xaa na posicdao

MISC FEATURE
(90) ..(90)
Xaa na posicdao

MISC_ FEATURE
(97) ..(97)
Xaa na posicéao

34

36

43

51

57

58

60

64

87

89

90

97

Ile

> Val

5 Ala

5 Ala

& Asp

5 Asn

Ser

5 Ala

c Val

Thr

His

2 Val

ou

ou

ou

ou

ou

ou

92

Phe

Ile

Ser

Thr

Gly

Ala

o Tyr

ou

ou

ou

ou

ou

Thr

Leu

Ala

Asp

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

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

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

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

<400>

MISC_ FEATURE
(98) ..(98)
Xaa na posicéao

MISC FEATURE
(100) ..(100)
Xaa na posicdao

MISC FEATURE
(104) ..(104)
Xaa na posicdao

MISC FEATURE
(105) ..(105)
Xaa na posicdao

MISC FEATURE
(106) ..(106)
Xaa na posicgdao

47

Xaa Val ¥aa Leu Xaa

i

(%11

Thr Leu Ser Leu Thr

20

Gly Xaa Gly Xaa Gly

a5

Trp Leu Xaa His Ile
50

Leu Lys Ser Arg leu

&5

Phe Leu Lys Ile Ala

85

Kaa Yaa Il Xaa Tyr

100

Gln Gly Thr Leu Val

118

98 & Leu ou Val

100 é Gly ou His

104 & Ser ou Asn

105 & Thr ou Ser

106 é Ser, Ala ou Tyr

Xaa BSer Gly Pro Gly
10

Cys Ser Phs Ser Gly

aQ
e

Trp Ile Arg Gla Pro
40

Trp Trp Asn Xaa Xaa

Thr Ile Ser Lys Asp
70

Seyr Xaa Asp Xaa Xaa
90

Tyr GSly Xaa Xaa Xaa
108

Thr Val Ser Ala
120

<210> 48
<211> 106
<212> PRT

Ila

Xaa

taa

Lys

Thr 3

5

Thr

Gly

Leu

Ser

Gly

Xaa

60

Ala

Phe

Gin

Lys G

45

Tyr

Asn i

Thr

Ala

Pro

Xaa
30

Asn

Tyy

Tyr T

110

Ser

15

Raa

Leu

Thye

Xaa

Glu
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<213>

<220>

<223>

<400> 48

Gln

1

Glu

Tyr

Lay

Gly

63

Phe

<210>

Iile Leu

Lys Val

Trp Tyr
35

Thr Sar
50

Ser Gly

Ala Ala

Gly Gly

49

<211> 122
<212> PRT
Sequéncia artificial

<213>

<220>
<223>

<400>

Sequéncia artificial

Construcdo sintética

Leu Thr Gln
5

Thr Met Thr
20

Gln Gln Lys

Asn Leuw Ala

Thr Ssr Tyr
70

Thr Tyr Tyr
83

Gly Thr Lys
140

Construcdo sintética

49

Gln Val Gln

1

Thr

Gly 1

=3
¥4
K+

Leyu Ser

-t
| o
o
w G
u g
ot

Leu Ala
50

Leu Lys Gin
5

Leu Thr Cvys
20

Val Gly Tzp

His Ile Trp

Sexr

Cys

Pro

Ser

S5

Cys

Leu

Sex

Ile

Trp

Pro

Ser

ARryg

40

Gly

Leu 9

Gln

Glu

Phe

Arg
40

94 -

Ala

Ala

25

Val

Gln

ile
145

Fro

Sex

25

Gln

Bsp

Leu
10

Serx

ile

Trp
20

Lys

Met

Fro

Ala

Ser

7%

Ser

Gly Ile

10

Gly Phe

Pro Ala

Asn Lys

Sar Ala

Ser vVal

Lys Pro

43

Arg Phe

Ser Met

Ser Asn

Leu Gln

Saer Leu

Gly Lys
4%

20

Ser Tyr A

30

Ser
30

Gly

Sexr Pro
1

Ser Tyr

Trp Ile

Ser Gly

Glu Ala

Fro Pro

3k

Gly

Metb

Tyx

Sar

Blu

80

Thr

Sexr Glin

15

Thr Tyr

Leu Glu .

Thr Ala
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Leu Lys Sexr Aryg Leu Thr Ile Ser Lys Asp
85 70

Fhe Leu Lys Ile Ala Ser Val Asp Thr Thr
85 a0

Cys Val Val Ile Gly Tyr Tyr Gly Sar Thr
100 165

Gly Gin Gly Thr Leu Val Thr Val Serxr Ala
115 130

<210> 50

<211> 106

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Construcdo sintética

<400> 50
Gln Ile Leu Len Thr Gln Ser PFro aAla Leu
1 5 10

Glu Lys Val Thr Mst Thr Cys Ssr Ala Ser
20 25

Tyr Trp Tvr Gln Gin Lys Pro Arg Ser Ser
35 44

Leu Thr Ser His Leu Ala Ser Gly Val Pro
3

S0

Giy Ser Gly Thr Ser Tyr Ser Leu Thr Ile
85 70

Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Ovs Gln Gin T
85 90

Phe Gly Gly Gly Thy Lys Leu Glu Ile Lys
100 105

<210> 51

<211> 122

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220
<223> Construcdo sintética

Thr Ser asn Asn Gln Val

75

80

His Thr Ala Thr Tyr Tyr

a5

Sexr Gly Fhe 3Ala Tyr Trp

Mat

Sar 8

Proy

Ala

Ser
75

Sey

Ser

Aryg
&0

Ser

Ala

Ala

r Met

110

Sar

Ser
30

Sar

Pro

Fro

15

Ty

ile

Gly

Ala

Pro
a5

Mat

Tyr

Glu
80

Thr
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<400>

Gln
1

Thr

Trp

Lsu
&%

Pha

Cys

o~

Gly

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

<220>
<223>

<400>

51
Val

Leu

Ile

Val

Gln

52
106
PRT

Gin Leu Lys

Ser Leu Thr
20

Gly Val Gly

35

Ala His Ile

Sar Arg Leu

t"
<5
2
3ot
st
®
g
$on
p

Val Ile Gly

Gly Thr Leu
115

Gln Ser

Cys Sex

Trp Trp
33

Thr Ile
70

Ser Val

Tyr Tyxr G

¥al Thr

Sequéncia artificial

Construcdo sintética

52

Gln Ile Leu Leu Thr

3

Glu Lys Val Thr Met

Tyr Trp

Leu Thy

20

Tyr Gln Gln

Ser His Leu

&ln Ser

Thr Cys

Lys Pro

ala Ser
55

Gly

Phe

Arg

40

Asn

Ser

Asp

Val
12¢

Prao

Arg
40

aly

96 -
Pro Gly Ils Leu Gln Pro Ser Gln
16 15

Ser Gly Tyr Sar leu Ser Thr Pro

2% 30

Gln Pro Ala Gly Lys Gly Leu Glu

45
Rsp Ala Lys Ser Tyr Asn Thr Ala
a0
Lys Asp Thr Sar Asn Asn 8in Val
75 80
Thr Thr His Thr Ala Thr Tyr Tyr
a9 95

Sexy Thr Ala Gly Phe ala Tyr Trp
195 110

Ser Rla

Ala Leu Met Ser Ala Ser Pro Gly

10 i5

Ala Ser Pro Ser Val Ber Tyr Met
25 3D

Ser Ser Pro Lys Pro Trp Ile Tyr

45
Val Pro Ala Arg Phe Ser Gly Sex
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Gly Ser Gly Thr Ssr Tyr Ser Leu Thr Ile Ser Ser Met Glu Ala Glu
&5 70 75 &3

Asp Ala Ala Thr Tyr Tyyr Cys Gln Gln Trp Ber Serxr Gly Pro Fro Thr
&5 0 45

Phe Gly Gly Gly Thy Lys Leu Glu Ile Lys
100 105

<210> 53

<211> 106

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Construcdo sintética
<400> 53

Gln Ile Leu Leu Thr Gln Ser Pro Ala Leu Met Ser Ala Ser Pro Gly
1 5 1D 15

Glu Lys Val Thr Mat Thr Cvs Ser Ala Ser Ssr Ser Ala Ser Tyr Met
20 25 39

123

Tyr Trp Tyr Gln Gln Lys Fro Arg Ser Ser Pro Lys Pro Trp Ile Tyr
35 493 45

Leu Thr Ser His Leu Ala Ser Gly Val Preo Ala Arg Phe Ser Gly Bex
530 55 60

3ly Ser Gly Thr Ser Tyr Ser Leu Thr Ile Ser Ser Met Glu Ala Gilu

Asp Ala Ala Thr Pyr Tyr Cys Gln Gln Trp Ser Ser Gly Fro Pro Thr
85 30 95

Fhe Gly Gly Gly Thr Lys Leau Glu Iles Lys
100 105

<210> 54

<211> 122

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Construcdo sintética

<400> 54
Gin Val Gln Leu Lys Gin Ser Gly Pro Gly Ile Leu Gin PFro Ser Gln
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Thr Leu

Gly lle

Trp Leu
50

-

Leu Lys

Phe Leu

Cyz Val

Gly Gln

<210> 55

Ser
Gly
35

Ala
Ser
Lys

Val

Cly
115

<211> 106
<212> PRT
<213> Sequéncia artificial

<220>

Leu

290

Val

His

Arg

lle

Ile

100

Thr

<223> Construcao

<400> 55
aAsp Ile
1

Glu Lys

Tyr Trp T

Leu Thr
5¢

Gly Ser
55

Gin

Val

Sex

Gly

Met

Thy
20

- Gln

Thy

Thr Cys

Gly Trp

Ile Trp

Leu Thr

70

Ala Ser

Gly Tvx

Leu Val

Ser

Ile

Trp

556

Ile

Val

Tyr

Thr

sintética

Asn Gln
5

Met Thr
Gln Ly=

Lauw Ala

Seyr Tyr
F0

Sar

Pro

Ser

&
1
fad

Phe

Arg

40

Asn

Ser

Asp

Gly

Val
120

Arg

40

Gly

Leu

98

Ser
25

Gln

Lys

Thr

Ber T

165

Sear

Ala

Ala

25

Ser

Val

Thr

10

Gly

Pro

Ala

Asp

Thr

a0

Ala

Leu

10

Ser

Ser

Pro

Ile

Lau

Ala

Thr

75

His

Ala

Met 3

Sex

Pro

Pro

Ser

~

5

Ser

Gly

Sex

60

Ser

Thr

Gly

Lys

Arg
80

Bsn

Leu 3

45

Tyr

Asn

Ala

Fhe

- Ala

Val

Pro

45

Pha

Mat

Gly

Asn

Asn

Thr

Ala
110

Ser

Sexr

30

Trp

Sex

135

Thr

Leau

Thr

Glin

Tyr

95

Tyr

Pro
15

Ser

Ile 7

Gly

Ala

Fro

Glu

Ala

Val

84

Tyyr

Trp

Gly

Met

Glu
a0
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Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Trp Ser SBer Tyr Pro Pro Thr
85 S0 a5

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
169 1G5

<210> 56
<211> 122
<212> PRT
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Construcdo sintética

<400> 56

Glu Val Lys Leu Val Glu Sar Gly Pro Gly Ile Leu Gln Pro Ser Gln
1 5 10 i

Thr Leu Ssr Leu Thr Cys Ser Phe Ser Gly Phe Ser Leu Asn Ser Tyr
20 25 30

Gly Fhe Gly Ile Gly Trp Ile Arg Gln Pro BSer Gly Lys Gly Lau Glu
33 40 45

Trp Leu Thr His Ile Trp Trp Asn Gly Asn Lys Tyr Tyr Asn Thr Thr
50 55 &0

Lau Lys Ser Arg Leu Thy Ile Ser Lys Asp Thr Ser Asn Asn Gln Val
85 10 15 80

Fhe Leu Lys Ile Ala Ser Leu Asp Thy Ala Asp Thr Ala Thr Tyr Tyx
85 30 95

Cys Ala Leu Tle His Tyvr Tyr Gly Asn Ser Tyr Gly Phe Ala Tyr Trp
100 105 110

Gly Gln Gly Thr Len Val Thr Val Ser Ala
115 126G

<210> 57
<211> 112
<212> PRT
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Construcdo sintética

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

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

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

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

<400>

Azp
i

28931

(32) ..(32)
Xaa na posicdao

MISC FEATURE
(61)..(61)
Xaa na posicgdao

MISC FEATURE
(94) ..(94)
Xaa na posicao

MISC FEATURE
(102) ..(102)
Xaa na posicao
57

Ile Val Met Thry

Gln Fro Ala Ser Ile

ol
<

Asn Gly Lys Thr Tyy

35

Pro Lys Arg Leu Ile

50

Asp Arg Phe Thr Gly

Ser Arg Val Glu Ala

8S

Ser His Phe Fro Trp

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

<220>
<223>

<400>

100

58
114
PRT

- 100 -

32 é Ser, Arg ou Pro

61 & Ser ou Pro

94 & Val, His, Ile ou Phe

102 é Thr ou Val

Gin Ile Pro Leu Thr Leu Ser val Thr Ile Gl
10 15

-

Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Len Tyr Xaa
25 30

Leu Thr Trp Leu Leu Gln Arxg Pro Gly Gla Sex

Tyr Leu Val Ser Lys Leu Asp Xaa Gly Val Pro
55 &0

Ber Gly Sar Gly Alas Asp Fhe Thr Leu Lys Ile
70 75 8Q

Glu Asp Len Gly Ile Tvr Tyr Cys Xaa
g0

n Gly

W G2

c

Xaa Phe Gly Gly Gly Thr Lys Lesu Gln
105 110

Leu Lys

Sequéncia artificial

Construcdo sintética

58

Glu Val Lys Leu Val Glu Rer Gly Gly Gly Leu Val Lys Pro Gly Gly

1

S

10 15
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Ala

Lys

65

Leu

Ala

Ser

> Ley

Met

Thr

50

Gly

Gln

Ala

<210> 59

<211>
<212>
<213>

<220>

<223>

<400> 59
Asp Ile Val Met

i

Glin

Pro

Pro

Gly &

Lys i

50

Arg

: Arg

Lys

Ser

35

Ila

Arg

Mat

P Asp

112
PRT
Sequéncia artificial

Ala

Val

Ile
20

Fhe

Gly
100

Construcao

Ser
20

s Thxr

Leu

Thr

Glu

Sar

Val

Ser G

Thy

Ser
85

Tyr

Cys

Arg

Ile
70

Leu

Ala

Gln

Gly

3%

Ser

Arg

Hisz T

sintéticA

Thry

Tie

Tyx

lle

Gly

Ala
85

Gln

Ser

Ser
5

Glu

lia

Cys

Thy

Leu

55

Gly

Ala

Thr
49

Thr

Arg

Pro

Lys

TEp
44

Val 8

Laxn

101

Ser
25

Prao

Tyx

Gln

Gly
103

Leu

Ser

1
&

Gly

Gly

Glu

Thr

Asn

Asp

S0

Gln

L Leau

Lys 1

Ala

Il=
a0

Phe

Lys

Tyr

2la

75

Thr

Gly T

Leun

Gln

Zin

Asp
15

Tyy

Ala

Tyr
&0

Arg

ala

Sey

Ser

Arg

r Asp

Phe

Phe

Leu

45

Pro

Asn

Leu

Leu

Val

Thr

Ser
30

Glu

Thr

Tyr

Val

110

Thr

Leu

30

Gly

Gly

Leu

Val

Ser

Trp

Sex

Tyr

Val

Val

Leu A:

Tyr
28

Ile

15

Ty

Gin

Val

Lys

Gln
g5

Cys

Val

Gly

Ser

Pro

Ile

80

Gly
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Ser His Phe Pro Trp Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Leu Lys
100 105 110

<210> 60
<211> 112
<212> PRT
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Construcdo sintética

<400> 60
Azp Ile Val Met Thr Gln Ile Pro Leu Thr Leu Ser Val Thr Ile Gly
1 5 10 15

Gln Fro &la Ser Ile Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Tyr Serx
20 25 30

Asn Gly Lys Thr Tyr Leu Thr Trp Leu Leu Gln Arg Pro Gly Gln Ssar
35 40 45

Pro s Arg Leu Ile Tyr Leu Val Ser Lys Leu Asp Sar Gly Val Pro

33 60

Asp Arg Phe Thry Gly Ser Gly Ser Gly ala Asp Pha Thr Leu Lys Ile
&5 70 75 80

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Leu Gly Ile Tyx Tyr Cys His Gin Gly
83 a0 a5

Ser His Phe Pro Trp Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Slu Leu Lys
10 105 110

<210> 61
<211> 112
<212> PRT
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Construcdo sintética

<400> 61
Asp Ile val Met Thr Gln Ile Pro Leu Thy Leu Ser Val Thr Ile Gly
1 5 10 15

Gln ¥ro Ala Ber Ile Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Tyr Arg
20 25 30
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Asn

Pro

Gly

Lys
5¢

Asp Ary

65

Ser Axg

Ser

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

<220>
<223>

<400>
Asp

Asn

Pro

Asp

585

Ser

Ser

His

62
112
PRT

Sequéncia artificial

Construcdo sintética

62
Ile

Gly

Lvs

50

Arg

Arg

His

Lys

35

Axg

Phe

Val

Phe

Val

Ala

Lys

35

Arg

Phe

Val

Phe

Thr

Thr

Glu

Pro
100

Met

Ser

20

Thr

Leu

Thr

Glu

Pro
100

Tyr Leu

Ils Tyx

Gly Ber
70

Ala Glu
85

Trp Thr

Thr Gin

Ile Ser

Tyr Leu

Ile Tyr

Gly Ser

70

Ala Giu
8%

Trp Thr

Thr

Ley

55

Gly

Asp

Phe

Ile

Thr

Leu

55

Gly

Asp

Phe

- 103

Trp Leu

40

Val Ser

Ser Gly

Leu Gly

Gly Gly
103

Pro Lau

Lys Ser
25

Trp Leu

40

Yal Ser

Ser Gly

Leu Gly

Gly Gly
108

Len

Lys

Ala

Ile
2

Thr

i0

Ser

Leu

Lys

Ala

Ile

29

Gly

Gln

Len

Asp

75

Tyx

Thy

Gin

Gln

Asp
75

Tyx

Thy

Axrg

Asp

&0

Phe

Tyyr

Lys

Ser

Ser

Azxg

Asp

20

Phe

Tyr €

Lys

Pro

45

Pro

Thr

Cys

Leu

val

Leu

Fro

45

Pro

Thr

Lau

Gly

Gin

Gly Val

Leu

His

Glu
110

Thr

Leu

3Q

Gly

Gly

Leu

Ile

Glu
110

Lys

Leu

Ile
15

Tyr

Val

Lys

Gin

25

Lay

Sex
Pro
Iie
8¢

Gly

Lys

Gly

Fro

Ser

Ile
80

Gly

Lys



PE2328931 - 104 -

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

<220>
<223>

<400>

63
112
PRT
Sequéncia artificial

Construcdo sintética

63

Asp Ils Val Mst Thr Gln Ile Pro Leu

1

5

Gin Pro Ala Ser Ile Sar Cys Lys Ser

20 25

Asn Gly Lys Thy Tyr Leu Thr Trp Leu

3% 49

Pro Lys Arg Leu Ile Tyr Leu Val Ser
54 55

Asp Arg Phe Thr Gly Sgr Gly Ser Gly

10

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Leu Gly

Ser His Phe Pro Trp Val Phe Gly Gly

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

<220>
<223>

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

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

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

160 105

o4
213
PRT
Sequéncia artificial

Construcdo sintética

MISC_FEATURE
(1) ..(1)

Xaa na posicdo 1 é Asp ou Gln

MISC FEATURE
(3)..(3)
Xaa na posicdo 3 é Leu ou Gln

MISC_ FEATURE
(4) .. (4)
Xaa na posicdo 4 é Leu ou Met

Thz

10

Ser

Ley

Lys

Ala

Ile

30

Gly

Lleu

Gln

Leu

Tyr

Thr

Bex

. Ser

Arg

Asp

Pl

Tyr

Lys

Val

Leu

Fro

45

Pro

Thr

Cys

Leu

Thr

Leu

30

Gly

Leu

Fhe

Glu
11¢

Ile

15

Tyr

Glin

Val

Lys ¥

Gln
95

Leu

Gly

Fro

Ser

Pra

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

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

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

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

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

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

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

<400>

Xaa Ile Xaa ¥aa Xaa Gln

1

Glu Lys Val Thy Met Thr

Tyr Trp Tyr Gln Gln Lys

Leu Thr Ser Xaz Leu Ala

MISC_ FEATURE
(5) ..(5)

105 -

Xaa na posicdo 5 é Thr ou Asn

MISC_ FEATURE
(27) .. (27)
Xaa na posicdao

MISC_ FEATURE
(29)..(29)
Xaa na posicéao

MISC_ FEATURE
(31) ..(31)
Xaa na posicéao

MISC FEATURE
(52) ..(52)
Xaa na posicéao

MISC FEATURE
(59) ..(59)
Xaa na posicdao

MISC FEATURE
(76) ..(76)

Xaa na posicdao
MISC FEATURE
(93)..(93)

Xaa na posicgdao

64

5

20

35

50

27

29

31

52

59

76

93

Gly Ser Gly Thr Ser Tyy

70

é Val

é Tyr

& Asn

é Ala

& Ser

Asn

[0S

ou

ou

ou

ou

ou

ou

, Tyr ou Gly

Pro

Ala

Ser

His

Pro

Asn

Ser Pro Ala

Fro Arg

49

Ser Gly

QEE

Lew

Ala

2
o

Sex

Val

Thy

Leu Mat

10

Ser

XLaa

Xaa

Ser Alé

Ser Xaa

Lys Pro
45

Arg Phe
&0

Xag Mab

Ser

Sar

Trp T

Serx

Gly

Ala

Mat

Tyr

Glua
80
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Asp

Fhe

Thr

Ala

Val

145

Sar

Thr

Cys

e
@
=3

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

<220>
<223>

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

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

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

<220>

Ala Ala

Gly Gly

Val Sex
115

Sar Val
130

Lys Trp

Trp Thr

Leu Thr

Glu &la
185

Arg Asn
210

65
445
PRT

Thr

Gly

16Q

lle

Val

Lys

Asp

Lesu

180

Thr

Giu

Tyx
85

Thr

fhe

Ile

Gin

168

Thr

Hiz

Cys

Tyxr

Lys

Pro

Phe

Asp

150

Lys

Lys

Leu

Pro

Lau

135

Gly

Thr

Sequéncia artificial

Construcdo sintética

MISC_FEATURE
(1) ..(1)

Xaa na posicdo 1 é Glu ou Gln

MISC_ FEATURE
(3)..(3)
Xaa na posicdo 3 é Lys ou Gln

MISC FEATURE
(5) ..(5)
Xaa na posicdo 5 & Lys ou Val

s 2ln

Glu

Ser

120

Asn

Sar

Glu

Sey
200

106

Gln

Sex

Asn

Glu

Tyx
185

Thr

Txp

20

Lys

Glu

Phea

Arg

Saer

170

Glu

Sex

Ser

Arg

Gln

Ty

Gln

155

Thr

Axg

Pro

Ser

Ala

Leu

Pro

14¢

Asn

Tyr

His

Ile

Asp

Thr

125

Lys

Gly

Asn

Val
205

Pro

Ala

11¢

Ser

Asp

Val

Met

Ser

120

Lys

Pro
95

Ala

Gly G

Ile

Leu

e
P2

- i

Tyr

Ser

Fro

Asn

Asn

160

Ser

Phe
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<221> MISC_FEATURE
<222> (6)..(0)
<223> Xaa na posigdo 6 é Gln ou Glu

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (27)..(27)

<223> Xaa na posicdo 27 é Phe, Tyr ou Leu

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (30)..(30)

<223> Xaa na posigdo 30 é Ser ou Asn

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (31)..(31)

<223> Xaa na posigdo 31 é Thr ou Ser

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (32)..(32)

<223> Xaa na posicdo 32 é Tyr ou Pro
<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (34)..(34)

<223> Xaa na posicdo 34 é Ile ou Phe

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (36)..(36)

<223> Xaa na posicdo 36 é Val ou Ile

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (43)..(43)

<223> Xaa na posicdo 43 é Ala ou Ser

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (51)..(51)

<223> Xaa na posicdo 51 é Ala ou Thr

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (57)..(57)

<223> Xaa na posicdo 57 é Asp ou Gly

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (58)..(58)

<223> Xaa na posigdo 58 é Asn ou Ala

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (60)..(60)

<223> Xaa na posicdo 60 é& Ser ou Tyr

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

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

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

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

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

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

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

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

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

<400>

(64) .. (04)
Xaa na posicdao

MISC FEATURE
(87)..(87)
Xaa na posicgdao

MISC FEATURE
(89) .. (89)
Xaa na posicao

MISC FEATURE
(90) .. (90)
Xaa na posicao

MISC FEATURE
(97) ..(97)
Xaa na posicdao

MISC_ FEATURE
(98) ..(98)
Xaa na posicdao

MISC_ FEATURE
(100) ..(100)
Xaa na posicéao

MISC_ FEATURE
(104) ..(104)
Xaa na posicéao

MISC FEATURE
(105) ..(105)
Xaa na posicéao

MISC FEATURE
(106) .. (1006)
Xaa na posicdao

65

64

87

89

90

97

98

100

104

105

106

é

é

é

5 Ala

: Val

Thr

His

5 Val

Leu

- 108

ou

ou

ou

ou

ou

ou

Thr

Leu

Ala

Asp

Ala

Val

Gly ou His

Ser ou Asn

Thr ou Ser

Ser,

Ala ou

%aa Val Xaa Leu Xaa Xaa Ser Gly Pro

i

5

Thr Leu Sexr Leu Thr Cys Ser Phe Ser

Gly Xaa Gly

20

35

4

25

Xaa Gly Trp Ile Arg Gln

]

Tyr

Gly Ile Leu Gln Pro Ser Gln
10 15

Gly Xaa BSer Leu Xaa Xaa Xaa
39

Pro Xaa Gly Lys Gly Leu Glu
45
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Trp

Leu

65

Fhe

Xaa

Val

Thr

145

Thy

val

Ala

Val

Pha

Leu

50

Lys

Leu

zaa

Gly

Tyr B

130

Leu

Trp

Leu

Ser

Ser

210

Lys

Pro

Thr

Xaa

Ser

Lys

Ile

Thr

118

Gly

Asn

Glin

Thr

185

Pro

Pro

Cys

Typ

His

Arg

Ile

Xaa

100

Lau

Leu

Cys

Ser

180

Trp

Thi

Cys

Lys

Wal

2860

Fhe

Ils

Leu

Ala

85

Tyr

Val

Ala

Lau

Gly

165

Asp

Pro &

Lys

Ile

Pro

245

Val

Trp

Thr

70

Sexr

Tyy

Thyr

Pro

Val

150

Ser

Leu

Val

Cys

230

Lys

Val

Asp

Trp

55

ile

Xaa

Gly

Val

Gly

135

Lys

Lew

Tyr

- Glu

Asp
215

Thr

Asp

Asn

Sex

Asp

Xaa

Ser

120

Gly

Sar

Thr

Thr

200

Lys

Val

Val

Ils |

Val
280

109

Xaa

Lys

Xaa

Xaa

195

Ala

Ala

Tyx

Ser

Leu

185

Val

Lys

Pro

Leu

Xaz

Asp

Xaa

30

Xaa

Ala

Ala

Pha

Gly

176G

Ser

Thy

Ile

Glu

Thr

250

Val

Lys

Thr

75

Thr

Gly

Zin

Pro

153

Val

Seaxr

Yal

Val

235

Ile

His

¥aa

&0

Ser

Ala

Phe

Thr

Thr

149

Glu

His

Asan

Pro

228

Ser

Thr

Asp

Thr

Tyr

Asn

Thr

Ala

Thr

125

Asn

Prao

Thr

Yal

205

Arg

Ser

Leu

Pro

Ala
2835

Aszn

Asn

Tyr

Tyy

110

Pro

Ser

Val

Phe

Thr

190

Ala

Asp

Val

Thr

Giu

270

Gln

Thr

Gin

Tyr

85

Trp

Pra

Met

Pro
178

Val

His

Cys ¢

Phe

Thy

Xaa

Val

30

Gly

Ser

Val

Val

180

Ala

Pro

Pro

@
ot
<

Ile
240

Lys

Gln
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Pro &rg Glu Glu Gln Phe Asn Ser Thr Fhe Arg Ser Val Sesr Glu Leu
250 285 300

Pro Ile Met His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Phe Lys Cys Arg
308 310 315 320

Val Asn Ser Ala Ala Phe Pro Ala Fro lle Glu Lys Thy Ile Ser Lys
325 330 335

Thr Lys Gly Arg Pro Lys Ala Pro Gin Val Tyyx Thx Ils Pro PFro Pro
340 345 350

Lys Glu Gln Met Ala Lys Asp Lys Val Ser Lsu Thr Cys Met Ile Thr
355 380 368

Asp Phe Phe Pro Glu Asp Ile Thr Vval Glu Trp Gln Trp Asn Gly Gla
370 375 380

Pro Ala Glu Asn Tyr Lys Asn Thr Gin Pro lle Met Asp Thr Asp Gly
385 330 385 440

Ser Tyr Phe Val Tyr Ser Lys Leu Asn Val Gin Lys Ber Asn Trp Glu
495 410 415

Ala Gly Asn Thr Phe Thr Cyz Ser ¥Yal Leu His Glu Gly Leu His Asn
420 423 430

His His Thr Glu Lys Ser Leu Ser His Ser Pro Gly Lys
435 440 445

<210> 66
<211> 213
<212> PRT
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Construcdo sintética

<400> 66
Gin Ile Leu Leu Thr Gln Ssr Pro Ala Leu Met Ser Ala Ser Pro (ly
i S 10 15

Gilu Lys val Thr Mest Thr Cys Ser Ala Ser Ser Ser Val Ser Tvr Met
20 23 30

jot

Tyr Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Arg Ser Ser Pro Lys Pro Trp
35 40 45

le Tyr
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Leu Thr Ser A&sn Leu Ala Ser Gly Val Pro Ala Arg Phe Ser Gly Serx
50 35 &0

Gly Ser Gly Thr Ser Tyr Ser Leu Thr Ile Ser Ser Met Gilu Ala Glu
&5 70 7 80

Asp Ala Ala Thr Tvr Pyr Cys Gla Gln Trp Ser Ssr Asn Pro Pro Thr

Phe Gly Gly Gly Thr Lys beu Glu Ile Lys Arg Ala Asp Ala Ala Pro
100 105 110

Thy Val Sexr Ile Phe Pro Pro
115

er Ser Glu Gln Leu Thr Ser Gly Gly
20 125

w3y

Ala Ser Val Val Cys Phe Leu Asn Asn Phe Tyvr Pro Lys Asp Ile Asn
136 135 140

Val Lys Trp Lys Ile Asp Gly Serx Glu Arxg Gln Asn Gly val Leu Asn
145 150 1538 160

Ser Trp Thr Asp Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Met Ser Sex
165 170 178

Thr Leu Thr Leu Thr Lys &sp Glu Tyr Glu Arg His Asn Ser Tyr Thr
180 189 19¢Q

Cys Glu Ala Thr His Lys Thr Ser Thr Ser PFro Ile Val Lys Ser Phe
195 200 208

Asn Arg Asn Glun Cys
210
<210> 67
<211> 446
<212> PRT
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Construcdo sintética

<400> 67

Gln ¥al GIn Leu Lys Gln Ser Gly Pro Gly Ile Leu Gln Pro Ser Gin
1 5 10 15

Thr Leu Ser Leun Thr Cys Sexr Phe Ser Gly Phe Ser Leu Ser Thr Tyy
20 25 30
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Gly

Trp

Leu

65

Phe

Cys

Ber

Val

145

Val

Ala

Pro

Pro

Gly

225

Ile

Ile

Leu
50

Lys

Leu L

Val

y Gln

Thr

Val

Ala

210

Cys

Phe

Val

Gly
35

Ala

Sexr

Val

Gly

113%

Tyr

Leng

Trp

Leu

Sar

185

Sar

Lys

Pro

Thy

Val

His

Arg

ile

Ile

100

Thr

Pro

Gly

Asn

Gln &

180

Thy

Ser

Pro

Pro

Cys
260

Gly

Ile

Leu

Ala

85

Gly

Leu

Leau

Trp

Thr

Cys

Lys

245

Val

Trp

Trp

Thr

70

Sear

Tyr

Val

Ala

Lau
150

- Asp

Fro

Ile
23¢

Pro

Val

Ile

Trp

55

Ile

Val

Tyr

Thr

Bro

135

Val

Ser

Leun

Sar

Val I

215

Cys

Lys

Val

Arg

40

Asn

Sax

Asp

Gly

Val
120

Gly =

Lvs

Leu

Tyxr

Glu

200

Thry

Asp

Asp 11

112

Gln

Asp

Lys

Thr

Ser

185

Ser

Gly

Ser

Thr

185

Thr

Lys

Val

Val

Pre

Asn

Asp

Thr

g0

Thr

Ala

Ala

Tyr

Ser

170

Leu

Val

Lvs

Pra

Leu
250

Ala

Lys

Thr

75

His

Serx

Ala

Ala

Ser

Thr

Iis

Giu

235

Thr

Lys

Gly

Ser

&g

Thr

Gin

140

Pro

Val

Ser

Cys

Val

220

Val

Ila

Lys

45

Tyx

Asn

Ala

Phe

Thr

125

Thr

zlu

His

Ser

Asn

205

Ser

Thr

Asp

Gly

Asn

Asn

Thr

Ala

110

Thy

Aan

Pro

Thy

Val

190

Val

Pro G

270

Leu

Thr

Gln

Tyr

85

Trr
LT

Fro

Ser

Val

Phe

175

Thr

Ala

Asp

Val

Thy
255

Glu

Ala

Yal

80

Tyr

Trp

Pro

Met

Thr

168

Pro

Val

His

Phe
240

Pro

Val



PE2328931 - 113 -

Gln Phe Sex Trp Phe Val Asp Asp Val Glu Val Bis Thy Ala Gin Thr
275 280 285

Gin Pro Brg Glu Glu Gla Phe Asn Ser Thr Fhe Arg Ser Val Ser Glu
290 295 300

Leu Fro Ile Met His Gln Asp Trp Leu &sn Gly Lys Glu Phe Lys Cys
308 3¢ 315 320

Arg Val Asn Ser Ala Ala Phe Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr lle Ser
325 330 335

Lys Thr Lys Gly Azryg Pro Lys Ala Pro Gln Val Tyr Thr Ile Pro Pro
340 245 350

Pre Lys Glu Gln Met Ala Lys Asp Lys Val Ssr Leu Thr Cys Met Ile
5% 360 363

Jomt
11

Thr Asp Phs Phe Pro Glu Asp I Thr Val Giu Trp Gln Trp Asn Gly
370 375 38¢

Gln Pro Ala Giu Asn Tyvr Lys Asn Thr Gin Pro Ile Met Asp Thr Asp
385 330 385 400

Gly Ser Tyr Phe Val Tyr Ser Lys Leu Asn Val Gln Lys Ssr Asn Trp
405 310 415

Glu Ala Gly Asn Thr Phe Thr Cys Ser Val Leuw His Glu Gly Len His

420 425 430
Asn His His Thr Glu Lys Ser Leu Ser His Ser Pro Gly Lys
435 448 445
<210> 68
<211> 213
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Construcdo sintética
<400> 68

Gln Ile Leu Leu Thr Gln Ser Pro Ala Leu Meb Ser Ala Ser Pro Gly
i 5 10 15

Glu Lys val Thr Met Thr Cys Ser Ala Ser Ser Ser Ala Ser Tyr Met
20 25 30
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Tyr Trp Tyr Gln Gin Lys Pro Avg Ser Ser Pro Lys Pro Trp Ile Tyr
35 40 45

Leu Thr Ser His Leu Ala Ser Gly Yal Pro &la Arg Phs Sex Gly Sex
50 55 80

Gly Ser Gly Thr Ser Tyr Ser Leu Thr Ile Ser Ser Met Glu Ala Glu
a5 70 75 &0

Asp Ala &la Thr Tyr Tyr Cys Gln Glin Trp Ser Ser Gly Pro Pro Thr
85 30 a5

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arxg Ala Asp Ala Ala Pro
100 105 i1¢

Thr Val Ser Ilsg Phe Pro Pro Ssr Ser {Zlu Gln Leu Thr Sar Gly Gly
115 129 125

A1la Ber Val Val Cys Phe Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Lys Asp Ile Asn
130 135 140

Val Lys Trp Lys Tle Asp Gly Ser Glu Arg Gln Asn Gly Val Leu BAsn
145 150 1355 180

Ser Trp Thr Asp Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ber Met Ser Sar
165 1740 175

Thr Leu Thy Leu Thr Lys Asp Glu Tyr Glu Arg His Asn Ser Tyxr Thr
180 188 180

Cys Glu Ala Thr His Lys Thr Ser Thr Ser Pro Ile Val Lys Ser Fhe
195 200 308

&sn Arg Asn Glu Cys
2148

<210> 69

<211> 440

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Construcdo sintética

<400> 69
Gln Val Gln Leu Lys Gln Ser Gly Pro Gly Ile Leu Gln Pro Ser Gln
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Thr Leu Ser Leu Thr Cys Sar Phe Ser Gly Tyr Ser Len Ser Thr Pro
2¢ 2 30

=3
et
®
fet
=4

Gily Ile Gly Val Gly Tup Arg Sin Pro Ala Gly Lys Gly Len G
35 490 45

Trp Lou Ala His Ilse Trp Trp Asn Asp Ala Lys Ser Tyr Asn Thr Ala

Leu Lys Ser Arg Leu Thr Ile Ssr Lys Asp Thr Ser Asn Asn Gln Val
£5 70 15 a4

Phe Leu Lys Ila Ala Ser Val Asp Thr Thr His Thr Ala Thr Tyr Tyr
85 &Q 35

Cys Val vVal Tle Gly Tyr Tyr Gly Ser Thr Ala Gly Phe Ala Tyr Trp
100 108 110

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

Ser Yal Tyr Pro Leu Ala Pro Gly Ser Ala Ala Gln Thr Asn Ser Meth
130 135 14¢

Val Thr Leu Gly Cys Leau Val Lys Gly Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thx
145 150 155 160

Yal Thr Trp Asn Ser Gly Ser Leu Ser Ser Gly Val His Thr Phe Pro
185 10 175

Ala Val Leu Gin Ser Asp Leut Tyr Thr Leu Ser Ssr Ser Val Thr Val
1880 188 130

or
1%
21

Pro Ser Ser Thy Trp Pro Glu Thr val Thry Cys Asn Val Ala His
195 200 205

Pro Ala Ser 3er Thr Lys Val Asp Lys Lys lle Val Pro Arg Asp Cys
210 215 2240

Gly Cys Lys Pro Cys Ile Cys Thr Val Pro Glu Val Ser 3er Val Phe
225 230 235 249

foq
%.“4
o

Thr Ile Thr Leu Thr Pro
2585

FPhe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Val Le
245

)
131}
o o
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Lys Val Thr Cys Val Val vVal Asp Ile Ser Lys Asp Asp Pro Glu Val
280 265 270

Gln Phe Ser Trp Phe Val Asp Asp Val Glu Val His Thr Ala Gin Thr
278 280 288

Gln Pro Arg Glu Glu Gln Phe Asn Sexr Thr Phe Arg Ser val Ser Glu
290 295 300

s

Leu Pro Ile Met His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Phe Lys Uys
3058 310 315 320

i
i
54

Arg Val Asn ! Ala Ala Phe Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser

325 330 335

Lys Thr Lys Gly Arg Pro Lys Ala Pro Glm Val Tyr Thr Ile Pro Pro
340 343 350

Pro Lys Glu Gln Met Ala Lys Asp Lys Val Ser Leu Thr Cys Met Ile
355 360 365

Thr Asp Pha Phe Pro $Glu Rsp Ile Thr vVal Glu Trp Gln Trp Asn Gly
370 375 380

Gln Pro Ala @lu Asn Tyr Lys Asn Thr Gln Pro Ile Met Asp Thr Asp
385 380 383 400

31y Ser Tyr Phe Val Tyr Ser Lys Leu Asn Val Gln Lys Ser Asn Trp
405 410 415

Giu Ala Gly Asn Thr Phe Thr Cys Ber Val Leu His Glu Gly Leu His
42D 4238 430

Asn His His Thr Glu Lys Ser Leu Ser His Ser Pro Gly Lys
435 44¢ 4485

<210> 70
<211> 213
<212> PRT
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Construcdo sintética

<400> 70
Gln Ile Leu Leu Thr Gln Ser Pro Ala Len Met Ser Adla Ser Pro Gly
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Glu

Tyr

Leu

Bly
65

Asp

Phe

Thy

Val
145

Ser

Thy

Cys

Asn

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

Lys

Trp

Sax

Ala

Val

Ser
130

Lau

Arg
21¢
71

213
PRT

Sequéncia artificial

Val

Tyr

38

Ser

Gly

Ala

Gly

Sar

115

Val

Trp

Thr

Thr

Ala
1385

Thr

20

Glin

His

Thr

Thr

Gly

100

lie

Val

Lys

Asp

Leu

180

Thr

Glu

Met

Gin

Leu

RBeyr

Tyr

85

Thr

Phe

oys

Ile

Gln

185

Thr

His

Cys

Thr

Lys

Ala

Tyr

Lys

Pro

Phe

Asp

150

Asp

Lys

Cys

Ser

885

BSer

Cys

Lean

Pro

Leu

133

Gly

Ser

Thr

Ser

Arg

40

Gly

Leu

Gln

Gln

Asn

Serx

Lys

Glu

Sex
200

117

Ala

25

Ser

val

Thy

Gln

Asn

Giu

Tyr
i85

Thr

id

Ser

Ser

Pro

Ile

Glu

Fhe

Arg

Ser

170

Glu

Serx

Pro

Pro

Ala

Ser

75

Sex

Gin

Iyr

Gin

155

Thr

Arg

Pro

Ser

Lys

Arg

Ser

Ser

Ala

Leanu

Pro

140

Asn

Tyr

His

Val

Pro

45

Phe

Met

Gly

Asp

Thr

125

Gly

Ser

Asn

y Wal

205

Ser

30

Trp

Ser

Glu

Pro

Ala

110

Ser

5 Asp

Val

Met

Ser

186

Lys

15

Tyx

Ile

Gly 3

Ala

Gly

lie

Leu

Ser

175

Tyr

Mek

Tyy

Glu

g0

Thr

PYo

Gly

Aszn

Asn

160

Sar

" Bhe
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<220>

<223> Construcédo

<400> 71
Ile Leu Leu

Gin

Lea T

Asp

Phe

Thr

Ala

Yal

145

Ser

Lys

Trp

Ala

Gly

Val

Gly

Ala

Gly

Val Se

Ser A

130

Trp

Leu

Glu

Axrg
2190

Trp

Thr

Thx

Ala
19%

Thr

Glin

His

Thr

Thr

Biy

100

Ile

Val

Lys

Asp

Leu

180

Thr

sintética

Thr

Mat

Gln

Leu

Ser

Tyr

83

Thr

Phe

Ile

Gln

1635

Thy

His

Cys

Gln S

Thy

Ala

Tyr

0

Tyxr

Lys

Pro

. Fhe

Asp
150

Asp

Lys

Cys

Fro

Ley

Fro

Ser

Asp

Thr

Ser
arg
44
Gly
Leu
Gin
Glu
Sar
20

Asn

Lys

Glu

Serx
200

118 -

Ala

Ala

~
&

Jar

Val

Thr

Gln

ile

103

Asn

Glu

Asp

Tyr
185

Leu
10

Ile

Trp
90

Lys

r Glu

Pha

Arg G

Ser
170

Glu

Met

Ser

Ala

Sar

15

Sar

Arg

Tyx

Arg

Pro

Sax

Sar

Lys

Arg

&0

Ser

Ser

Ala

Leu

Pro

140

TvE

His

ile

Ala

Ala

Pro

45

Phe

Met.

Gly

Asp

Thr

125

Lys

Gly

Serx

Asn

Val
205

Ser

Ser

30

Trp

Glu

Pro

Ala

110

Asp

Val

Mat

Sar
120

Lys 3

Pro
15

Ty

Ile

- Gly

Ala

Pro
8%

Ala

r Gly

1lm

Leu

Ser

175

Ty

Gly

Met

Tyr

Giun

80

Thr

Pro

Gly

Thyr

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

<400>

72

4406

PRT

Sequéncia artificial

Construcdo sintética

72

Gln Val Glp Leu Lys Gln Ssx

i

5

Thr Leu Sesr Leu Thr Cys Ser

S0

Gly Ila Gly Val Gly Trp lis

Trp Leu Ala His Ile Trp Trp
58 53

Leu Lys fSar Arg Leu Thr Ils

Phe Leu Lys Ile Ala Ser Val A

T

83

Cys Val Val Ile Gly Tyr Tvr

Gly G

100

1n Gly Thy Leu vVal Thr

1138

Sexr Val Tyxr Fro Leu Ala Pro
138 138

Val Thr Leu Gly Oys Leu Val

150

Val Thr Trp Asn Ssr Gly Ssr

Ala Val Lesu Gln

165

Lau

i«
&
[
84
i
o]

180

Pro Ser Ser Thr Trp Pro Serx

1985

Gly

Phe

’ryg

40

Asn

Sex

Gly

Val
126

Leu

Tyy 7

Glu
208

Pro

Sar
e

W,

Gl I

Asp

Loys

Thr

Sexr

Gly

Sar

Thy

119

Gly
1¢

Gly

ala

Asp

Thr
a0

ala

Tyr

r Leu

Ile

Ala

Lys

Thr

75

Hisg

Ala

Ala

Ala

Pha

185

Gly

Thr

Leu

Sex

Thyr

Gly

Lys

Gin

140

Fro

Yal

Ser

Gln

Leau

Lys

45

Tvr

Asn

Ala

Bex
30

Asn

Thy

Phs Ala

Thr
125

Thr

His

Ser

3 Asn

205

Pro

Thy

Val

180

Val

Thx

Thr

Tyr
8%

Tyr

- Fro

Val

Pha

175

Thr

Ala

Gln

Fro

Glu

Ala

Val

80

Tyy

Trp

Pro

Meat

Thy

160

Pro

Val

His



PE2328931

Pro

Gln

Gln

Le

305

Arg

LY ]

Thr

Gin

385

Gly

Glu

&sn

Als
210

Cys

Phe

y Val

Phe

Fra

230

Py

Val

Thr

Lys

Aap

376

Pro

Ser

Ala

His

<210> 73
<211> 213
<212> PRT

Sar

Lys

Pro

Thy

Ser

275

Arg

Ile

Asn

Lys

Flu

355

Phe

Ala

Tyr

Gly

His
43%

Saxr

Pro

Glu

Metl

Ser

Gly

3490

Gln

Phe

Glu

Phe

Asn

420

Thy

Thr

Cys

Lys

245

Val

Phe

Glu

Met

Pro

Asn

Val

405

Glu

Lys

Ila

£38

Fro

Val

Val

Gin

s Gln

310

Ala

Pro

Ala

Tyr
350

Tyr §

Lys

Val

23

Cys

Lys

Val

Asp

Phe

235

Asp

Phe

Lys

Lys

. AP

378

Thr

Sar

Asp

Thr

Asp

Asp

Asp

288

Asn

Trp

Pra

Ala

Asp
360

Lys

L
440

- 120

Lys

Val

vVal

2

Ile
265

Val

Leu

Ala

Prao

345

Thy

Thr

Loy

Ser

423

Ser

Lys

Pra

Leou

250

Ser

Glu

Thy

Asn

Pro

330

5in

Val

Val

Gln

Lsn

4190

Val

His

Ile

Glu

233

Thr

Lys

Vil

Val

Glun

Pro
395

val

22¢

Yal

Ils

Asp

His

Brg 8

360

Lys

Glu

> Len

Trp
3890

Ile

His

s Pro

Pro

Serx

Asp

Thy

285

Glu

Lys

~ Thr

Thy
365

Gln

Glu

Gly
445

Arg

Ser

- Leu

Pro

270

Ala

Val

Phe

Thr

Ile

330

Cys

Trp

Asp

Ser

Gly
430

Asp

val

Thr

233

Gl

Gin

Ser G

Lys

Il
335

Pro

Met

Asnt

Thy

Asn

415

Ly

Cvs

Phe

240

Pro

Val

Thr

Pro

Ile

Gly

Asp

448

His
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<213>

<220>

<223>

<400> 73
Asp Il= Gin

1

Glu

Tyy

Leg

Ala

Val

145

Thy

Cys

Lys

Trp

Thr 3

50

Sexr

Ala

Gly

Val

Sar

130

Lys

Trp

Glu

Val

VY

33

Gly

Ala

Ser

115§

Val

TED

Thr

Thy

Ala
195

Mat

Thy

20

Asn

Thr

Thr

Gly

100

Tle

Wal

Lys

Rsp

Ly

180

Thr

Asn

Mat

Gln

Leu

Sar

Tyx

85

Thy

Phe

Cys

Ile

Gln
165

3
P
"

His

Gln

Thy

Lys

ala

Tyr

0

TYY

Pro

Pha

ASD

Asp

Lys

Sequéncia artificial

Construcdo sintética

Ser

Cys

Pro

Ser ¢

33

Ser

Lean

¥ro

Leu

1338

Sex

Asp

Thr

Pro

Ser

Leu

Gin

Glu

Ser

120

Asn

; Ser

Lys

Glu

SBer
200

121 -

Ala

Ala

25

Ser

Val

Thr

Gin

Ile

103

Ser

Aan

Glu

Tyr
185

Thyx

Lau

10

Ser

Ser

Pro

Ils

Trp

20

Lys

Pha

Arg

Glu

Saxr

Meat

Ser

Pro

Fro

Ser

75

Arg

Tyr

Gln

155

Thy

Arg

Pro

Sar

Lys

Brg

Asn

Serx

Ala

Leu

Pro

140

Tyr

His

Ils

Ala

Yal

Pro
45

Phe S

Met

Tyr

Asp

Thy

125

Lys

Gly

Sex

Val
205

Sex

Sarx

30

Trp

Giun

Pro

Ala

110

Sar

Asp

Val

Fra
15

Ser

Gly

Ala

Fro

93

Alas

Gly

Tla

Sarx

Gly

Met

Tyr

Glu

8O

Thr

Pro

Gly

Asn

160

Sex

Thr

Fhe
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Asn Arg Asn Glu Cys
210

<210> 74

<211> 440

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Construcdo sintética

<400> 74
Giu Val Lys Leu Val Glu Ser
1 3

Thr Lew Sar Leu Thr Cv
20

i
e
[
@
]

Gly Pha Gly Ile Gly Trp Ile
35

Trp Leu Thr His Ile Trp Tep
50 35

Leu Lys Ser Arg Leu Thr Ile
65 70

Phe Leu Lys lle dla Ser Leu
85

Cys Ala Leu Ile His Tyr Tyr
100

Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr
115

Ser Val Tyxr Pro Leu Ala Pro
130 135

Val Thr Leu Gly Cys Leu Val
148 156G

Val Thr Trp Asn Ser Gly Ser 1

165

Ala Val Leu Gin Ser Asp Leu
180

Phea
Aryg

49

Asn

Gly
Val

120

Gly

Tyr

122 -

Pra

Ser

5

Glin

Gly

Lys

Thr

Thr
185

Gly

10

Gly

Pro

Asn

Asp

Ala

Ala

TyY

» Serx

170

Leu

Ile

Fhe

Ser

Lys

Thr S

5

Asp

Tyx

Ala

Ala

Fhe

155

Gly

Ser

Len i

Ser

Gly

Thr

Gly

Lys

Glin

140

Pro

YVal

Ser 8

Lau

Lys

45

Ty

Asn

Ala

Phe

Thy

125

Thr

HBis

Pro

Asn

30

Asn

Asn

Thr

Ala

118

Thr

FPro

Thr

Yal
190

Sar

s Leu

Thy

Gin

Ty

95

Ty

Pro

Ser

val

Phe

175

Thr

Gin

Tyr

Glu

Val

89

Tyr

Trp

Pro

Met

Thy

1860

Pra
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- 123

Asn His His Thr Glu Lys Ser Leu Ser His Ser Pro Gly Lys
445

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

<220>
<223>

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

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

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

<400>

Asp
1

Gin

Pro

Sgr

75

219
PRT

435

Artificial Sequence

Construcdo sintética

MISC FEATURE

(32) ..(32)
Xaa na posicdo 32 & Ser,

MISC FEATURE

(61) ..(61)

Xaa na posicao

MISC FEATURE

(94) ..(94)

Xaa na posicdao

MISC_ FEATURE
(102) ..(102)
Xaa na posicao

75
Ila

Prao

Gly

Lys

St

Arg

Arg

Val

Ala

Lys

35

Arg

Phe

Val

Fhe

Met

Leu

Thr

Glu

Pro
100

= Tyr

Ile

Gly

Ala

85

Trp

94 & Vval,

440

Arg ou Pro

His,

61 & Ser ou Pro

Ile

102 & Thr ou Val

Gin Ile Pro Leu

Ser Cys

Leu Thr

Tyr Leu
55

Ser Gly
70

Glu Asp

Xaa Phe G

Lys

Trp

40

Val

Ser

Leu

Ser
25

Leu

Ber

Gly

Gly
105

ou Phe

Thyr

10

Sar

Leu

Lys

Ala

Ile
90

Gly

Leu

Glin

Gln

Asp
75

Tyr

Thr 1

Ser

Ser

Arg

Asp

Phe

Tyr

Val

Leu

Pro

45

Xaa

Thr

Cys

Leu

Thr

Gly

Gly

Leau

Xaa

Glu
110

Tyr

Gln

Val

Lys

Gln

85

Len

Xaa

Fro

Ile

890

Gly

Lys
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Arg

Gln

Tyyr

145

Gln

Thy

Axg

Ala Asp
115

Leu Thr
13¢

Pro Lys

Asn Gly

Tyr Ssx

His Asn

185

Ile Val
210

<210> 76
<211> 438
<212> PRT

<213>

<220>

<223>

<400> 76

Glu
1

Ser

Ala

Lys
65

Val Lys

Leun Lys

Met Sex
33

Thr Ile
50

Gly Arg

Gln Melt

Construcgao

Ala Ala

Ser Gly

Asp Ils

Val Len

165

Met Ser
180

Ser Tyy

Lys BSer

Leu Val

Ile Ber

20

Trp Val

Ile Ber

Phe Thr

Sexr Ser

Pro

Asn

158

Asn

Ser

Thr

Phe

Glu

Cys

Arg

Ile
0

Lieu

Thy

- Ala

135

Val

Sar

Thy

Cys

Asn
215

Sequéncia artificial

sintética

Ser

Ala

Gln

Arg

Val
120

Sar

Trp
Leu
Glu
200

Arg

Gly

Ala

Thr

40

Thr

Arg

Ala

124 -

Sex

Val

Thy
i85

Ala

Asn

Gly

Ser

25

Pro

Tyr

Asp

Glu

Ila

Yal

Lys

Thr

Glu

Gly
10

Gly

Glu

Asn

Asp

Phe

Cys

Tle

158

Gla

His |

Cys

Leu

Phe

Lys

Tyz

Ala

75

Thr

Pro

Pha

140

Asp

Azp

Val

aAla

Arg

Tyr

80

Arg

Ala

Pra

1238

Leu

Gly

Ser

Asp

Thy
205

Lys

Leu

45

Fro

Asn

Leu

Ser

Asn

Ser

Lys

Glu

150

Sar

Pro

Ber

30

Glu

Asp

Thr

Sy

Asn

Glu

Asp
178

Tyr G

The

Gly

15

Ser

Trp

Sar

Leu

Tyy

Glu

Arg
160

Sex

Gly

Tvr

Val

Val

Asn
8¢
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Ala

Gly
145

Ser

Thr

Val
225

Val

Val

Ley
308

Ala

Asp

Ala

Sex

Lan

Val T

Lys
210

Bro

Glu

- Thr |

290

Pro

Asp

Fhe

Gin

Thr

Lys

Val

AR
<D

Gly

1le

x Arg

Gly
100

Lys

Pro G

Val

Ser

igg

Cys

Val

Val

Ile

Asp

260

His

Lys

Glu

8%

Tyr I

Thr

Thr

Asn

Pro

Ser

Thyr

245

asp

Thr

Ser

Gla

Lys
325

Val

Val

Arg i

Lt

Fro

Ala

Val 3

Rhe
318

Thr

His

Sex

135

Val

FPhe

Thr

Ala

Thr

Glu

Gln

Trp

Fra 8

120

Mat

Thy

Bro

val

His

2Q0

Cys

Phie

Val

Thy
280

Sex

- 125

o~

Gly

105

val

Val

Ala

Pro

Pro

Gly

Ile

Lys

Gln

265

Gla

Leu

Axrg

Lys

90

Gln

Val

Thr

Thr

¥al

170

Ala

Phe F

Val °

230

Fha

Pro

Pro I

Val

Thy
330

Gly

Lea

Leu

Ser

Ser

Arg

Asn
315

Lys

Thr

Fra

Gly

140

Asn

Gln

Sex

Pro
2290

Glu

Mat

300

Ser

Gly

Leu

Lew

125

Sayx

Ser

Trp Pr

Thy

208

Lys

Val

Glu
28%

His

Ala

Val

110

Ala

Ly

Gly

Lysa

Ile

Val

Val

270

Gln

Gln

Ala

Pro

93

Thr

Proe G

Val

Leu
175

Val

Lys

Pha

Asp

Phs

Lys
335

Val

Lys

s Len

16Q

Tyr

Gilu

Thr

Trp

Fro
328

ala
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Pro

Lys

Thr
385

Leu

Ser

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

<220>
<223>

<400>

Gln

Yal

Val

370

Gin

Asn

Val

- His

77

219

Val

Ser

355

Glu

Fro

Val

Leu

Ser
435

PRT
Sequéncia artificial

Tyy
340

Leu

Trp

Ile

His
420

Pro

Construcao

77

Asp Ile Val Met

<

Gin

Pro

Asn Gly

Pro

Lys
50

Asp Arg

Ala

Lys
35

Brg

3 Val

Serx
20

Thr

Leu

> Thr

Glu

Thr

Gin

Giy

Ile

Cys

Trp

Asp
390

Pro

Met

Asn

375

Thr

Asn T

Leau

sintética

Thr
5

Ile
Tyx
Ile

Gly

Ala

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ber

70

Glu

Ile

Cys

Thr

Leu

8

Gly

Asp

Pro

Ile

360

Gly

Asp

His

Pro

Lys

Trp

Yal

Sar

Leu

126 -

Pro
34%

Thr

Gln

@}
=

18

Glu

Asn

Leu

Ser

25

Leu

Ser

Gly

Lys

Asp

Pra

Serx

Ala

41¢

His

Thr

10

Leun

Lys

Ala

Iie

Glu

£he

Ala

Tyx

Gly !

His

Leu |

Leu

Asp
75

Tyr

Gin

Phe

Giu

380

Phe

Thr

Arg

Asp

&0

Phe

Tyr

Met

Pro

365

Asn

Val

Thr

Glu

val

Len

Fro

45

Sar

Thr

£ys

Ala
350

Glu

Tyx

Phe T

Lys
430

Thx

Leu

30

Gly

Gly

Leu

Val

Lys Asp

Asp Ile

Lys Asn

Sar Lys

Ser Leu

ile Gly

15

Tyr Ser

Gln Ser

¥al Pro

Gln Gly
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Sar

Arg

Gln

Tyr

145

Thy

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

His

ala

Leu

130

Pro

Asn

Tyx

His

Ile

219

78
21

<220>

<223>

<400>

78

Phe

ol 4
[F e

Thr

Gly

Ser

Asn

195

Val

9

PRT
Sequéncia

Asp Ils Val

asn G

Pro

Fro

Lys
5¢

Lys
33

Arg

Pro Thr Phe

160

Trp

Alas ala Thr

Ala
135

Ser Gly Gly

Asp Ilas Asn Val

150

VYal Leu Asn Seyx

165

Mat  Thy

180

i
14
I

Ser

Tyr Thr Cys

* Fhe Asn

215

Lys

artificial

Construcdo sintética

Mzt Thr Gln
5

Ila

Ser Ile Sar Cys
20

Thy Tyr Leu Thr

Leu Ile Tyr Leu
55

Gly

Lys

Trp

Zlu
280

Arg

Pro

Lys

Gly
105

Ssr

val

Thr

Thx
18%

Asn G

Len

Sex
25

127

Ile

Val

Lys

Leu

Thr

Thr
10

Ser

Phs

Cvs

Ile

155

Glin

Thy

His

Cys

Lau

Gln

Gln

Lys

Pro

Phe

1407

Asp

Rsp 3

Lys

Ser

Sar

Arg

25

Glu
110

Leu Leu Lys

Ser Ser Glu

asn Phe

Gly Ser Glu Arg

160

Asp Ser

175

Glu
190

Asp Tyr Glu

Thy
20%

Sar Thr Ser

Val Thr Ile Gly
15

Leun Leu Tyr Ser
30

Pro Gly Gln Sex
45

Ser Gly Val Fro



PE2328931 - 128 -

dsp Arg Phe Thr Gly Ser Gly Ser Gly Ala Asp Phe Thr Leuw Lys lle
65 70 78 80

Ser Arg Val Glu ARla Glu Asp Leu Gly Ile Tyr Tyxy Cys His Gln Gly
85 80 95

Ser His Phe Pro Trp Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Lsu Glu Leu Lys
16¢ 1035 110

Arg Ala Asp Ala Ala Pro Thr Val Ser Ile Phe Pro Pro Ser Ser Glu
115 12g 125

Gin Leu Thr Serx Gly Gly Ala Ssr Val Val Cys Phe Leu Asn Asn Phe
130 138 140

Tyr Pro Lys Asp Ile Asn Val Lys Trp Lys Ile Asp Gly Ser Glu Arg
145 159 1585 160

Gln Asn Gly Val Leu &sn Ser Trp Thr Asp Gln Aap Ser Lys Asp Ber
185 17¢ 175

The Tyr Ser Mzt Ser Ser Thy Leu Thr Leu Thr Lys Asp Glu Tyr Glu
180 i85 198

Arg His Asn Ser Tvr Thr Cys Glu Ala Thr His Lys Thr Sar Thr Ser
195 200 205

Pro Ils Val Lys Ser Phe Asn Arg Asn Glu Cyxz
- 5

<210> 79
<211> 219
<212> PRT
<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Construcdo sintética

<400> 79

Azp Ile Val Met Thr Gin Ile Pro Leu Thr Leu Ser Val Thr Tle Gly
1 5 1¢ 1%

Gin Pro ala Ser Ile Ser Cys Lys Ser Ser Gin Ser Leu Lew Tyr Arg
20 23 30

Asn Gly Lys Thr Tyr Leu Thr Trp Leu Leu Gin Arg Pro Gly Gln Ser
35 40 45
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Pro

Sex

Gln

Ty
145

Gln

Thy

Arxg

Pro

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

<220>
<223>

<400>

Lys Arg

50

Arg Phe

Ary Val

His Phe

r Ala Asp

1186

Leu Thr
130

Pro Lys

Azn Gly

Tyr Ser

His Asn
155

Tle Val
210

80
219
PRT

Lau

Thr

Glu i

Pro

100

Ala

Sex

Asp

Val

Met

180

Ser

Lys

ile

Gly

Ala

Gly

Tyr

Sex

Tyxr

Sex

70

Gla

Thx

Gly

y Asn

150

Ser

Thr

Phe As

Leu
5%

Gly

Asp

Thy

Ala

135

Val

Sar

Thr

Cys

by
Job
11

Sequéncia artificial

Construcdo sintética

80

Val

Sex ¢

Leu

Gly

Val
120

Leu

Glu
2040

129 -

Sar

Gly

Gly

1035

Ser

Val

Thy

Thr
185

Ala

Lys

Ile

20

Gly

Ile

Yal

Lys

Asp

170

Leu

Thr

Ly

Asp

75

Tyr

Fhe

Ile
158

Gln 3

Thr

Asp
B8

Phe
Tyx

Lys

Pro

: Phe

140

Asp

Lys

Lys

Pro

Thr

[y
gy
i

Len

Pro

125

Leu

Gly

Sex

Asp

Thr
20%

Gly

Leu

His

Glu

110

Asn

Lys

Glu
190

Ser

Asp Ile Val Met Thr Gin Ile Pro Leu Thr Leu Ser Val Thr

1

5

10

Gin Pro Ala Ser Ile Ser Cys Lys Ser Sar Gln Ser Leu Leun

20

2%

30

Yal Pro
Lys Ile
Glin Gly
35

Leu Lys
Ber Glu-~
Asn FPhe
Gla Arg

169

Asp Ser
175

Tyr Glu

Thr Ser

Tyr Pro
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Asn Gly Lys Thr Tyr Leuw Thr Trp Leu Leu Gln Arg Pro Gly Gln Ser
35 40 45

Pro Lys Arg Leu Ile Tyr Leu Val Ser Lvs Leu Asp Pro Gly Val Pro
50 55 &0

Asp Arg Phe Thr Gly Ser Gly Ser Gly Ala Asp Phe Thr Leu Lys Ile
65 70 7 80

Ser Arg ¥al Glu Ala Glu Asp Leu Gly Ile Pyr Tyr Cys Ile Gln Gly
&5 90 a5

Sar His Phe Pro Trp Thr Fhe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Leu Lys
100 105 110

Arg Ala Asp Ala Ala Pro Thr Val Ser Ile Phe Pro Pro Ser Ber Glu
115 120 125

Gin Leu Thr Ser Gly Gly Ala Ber Val Val Cys Phe Leu Asn Asn Phe
130 135 140

Tyr Pro Lys Asp Ile Asn Val Lys Trp Lys Ile Asp Gly Ser Glu Arg
145 150 158 160

Gin Asn Gly Val Leuw Asn Ser Trp Thr Asp Gln Asp Ser Lys Asp Ser
165 170 178

Thr Tyr Ser Met Ser Ser Thr Leu Thr Leu Thr Lys Asp Glu Tyr Glu
180 185 180

Arg His Asn Ser Tyr Thr Cys &lu Ala Thr His Lys Thry Sex Thr Ser
185 200 205

Pre Ile Val Lys Ser Phe Asn Arg Asn Glu Cvg
21¢ 215

<210> 81
<211> 219
<212> PRT
<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Construcdo sintética

<400> 81
Asp Ile Val Met Thr Gln Ile Pro Leu Thr Leu Ser Val Thr Ile Gly
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Gln Pro

Asn Gly

Pro Lys
50

Asp Arg
65

Ser Arg

Ser His |

Arg Ala

Gln Leu
130

Tvr Pro
145

Gln Asn

Thr Tyr ¢

Rrg His

Pro Yle
216

<210> 82

Ala

Lys
35

o ad

Arg

Bhe

Val

Asp
115

Thy

Lys

Aan
195

Val

<211> 215
<212> PRT
<213> Sequéncia artificial

Ser

20

Thr

Len

Thr

Glu

Pro

100

Ala

Asp

Val

Met

Sex

Lys

Ils

Ty

Ile

By
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REIVINDICACOES

1. Um anticorpo monoclonal gue selectivamente
se liga a hepcidina-25 humana consistindo na sequéncia de
aminodcidos mostradas em SEQ ID NO:1, em gque o anticorpo
compreende seis CDRs seleccionadas do grupo consistindo em:

(i) LCDR1, LCDR2, LCDR3, HCDR1l, HCDR2 e HCDR3
tendo as sequéncias de aminoadcidos mostradas em SEQ ID NOs:
9, 10, 11, 32, 33 e 34,respectivamente;

(ii) LCDR1, LCDR2, LCDR3, HCDR1, HCDRZ2, e HCDR3
tendo as sequéncias de aminodcidos mostradas em SEQ ID NOs:
12, 13, 14, 35, 36 e 37, respectivamente;

(iii) LCDR1, LCDR2, LCDR3, HCDR1l, HCDR2 e HCDR3
tendo as sequéncias de aminodcidos mostradas em SEQ ID NOs:
45, 13, 14, 35, 36 e 37, respectivamente;

(iv) LCDR1, LCDR2, LCDR3, HCDR1l, HCDR2 e HCDR3
tendo a sequéncia de aminodcidos como se mostra em SEQ ID
NOs: 12, 13, 14, 38, 36 e 37, respectivamente;

(v) LCDR1, LCDR2, LCDR3, HCDR1l, HCDR2 e HCDR3
tendo a sequéncia de aminodcidos como se mostra em SEQ ID
NOs: 15, 10, 16, 39, 40 e 41, respectivamente;

(vi) LCDR1, LCDR2, LCDR3, HCDR1l, HCDR2, e HCDR3
tendo as sequéncias de aminodcidos como se mostra em SEQ ID
NOs: 20, 21, 22, 42, 43 e 44, respectivamente;

(vii) LCDR1, LCDR2, LCDR3, HCDR1, HCDR2 e HCDR3
tendo a sequéncia de aminoidcidos como se mostra em SEQ ID
NOs: 20, 21, 23, 42, 43 e 44, respectivamente;

(viii) LCDR1, LCDR2, LCDR3, HCDR1l, HCDR2 e HCDR3
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tendo a sequéncia de aminodcidos como se mostra em SEQ ID
NOs: 24, 25, 23, 42, 43 e 44, respectivamente;

(ix) LCDR1, LCDR2, LCDR3, HCDR1l, HCDR2, e HCDR3
tendo a sequéncia de aminodcidos como se mostra em SEQ ID
NOs: 26, 25, 27, 42, 43 e 44, respectivamente;

(x) LCDR1, LCDR2, LCDR3, HCDR1l, HCDR2 e HCDR3
tendo a sequéncia de aminodcidos como se mostra em SEQ ID
NOs: 26, 25, 28, 42, 43 e 44, respectivamente;

(xi) LCDR1 tendo a sequéncia de aminoacidos
SASSSX1SXoMY  (SEQ ID NO:6), LCDR2 tendo a sequéncia de
aminodcidos LTSX3LAS (SEQ ID NO: 7), LCDR3 tendo a
sequéncia de aminoédcidos QQWSSX,PPT (SEQ ID NO: 8), HCDRIL
tendo a sequéncia de aminoadcidos GXgSLX10X11X12GX13GX14G  (SEQ
ID NO: 29), HCDR2 tendo a sequéncia de aminodcidos HIWWNX;s
SX1KX17YNTX;,LKS (SEQ ID NO: 30) e HCDR3 tendo a seguéncia
de aminoacidos IX310YYGXy0X21X0oGFAY (SEQ ID NO: 31), em gque X3
¢ Vould X, €Youg s, X3sNoultb X, é0N, GouyY, X, é&€F,
Y ou L, Xi0 € S oulN, X317 €T ous, X2 €Y ou6P, X35 &1 ou
F, Xi4 € Vou I, X155 € D ou G, Xi6 € A ou N; X417 &€ S ou Y, Xig
¢ A ouT, X9 € GouH, X0 € S ouNlN, X, €T ou S, e X, &
S, A ou Y; e

(xii) LCDR1 tendo a sequéncia de aminoécidos
KSSQSLLYXsNGKTYLT (SEQ ID NO: 17), LCDR2 tendo a sequéncia
de aminoadcidos LVSKLDXy (SEQ ID NO: 18), LCDR3 tendo a
sequéncia de aminodcidos X;QGSHFPWXs (SEQ ID NO: 19), HCDRI1
tendo a sequéncia de aminodcidos GFAFSSYDMS (SEQ ID NO:
42), HCDR2 tendo a sequéncia de aminodcidos
TIISGGTYTYYPDSVKG (SEQ ID NO: 43), e HCDR3 tendo a
sequéncia de aminoadcidos DGYIH (SEQ ID NO: 44), em que X5 é

S, RouP, Xs € Soub, X, ¢V, H I ouVFeX é&Toul}V.
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2. O anticorpo da reivindicacdo 1 em dgue o
anticorpo se 1liga a hepcidina-25 humana consistindo na
sequéncia de aminodcidos mostrada em SEQ ID NO:1 com um Kp
entre cerca de 50 nM e cerca de 800 pM como determinado por

ressonédncia plasmédnica de superficie (SPR) a 25°C.

3. O anticorpo de gqualgquer uma das reivindi-
cacdbes 1-2 em que o anticorpo se liga a pro-hepcidina e
hepcidina-20 humana com um Kp que é pelo menos cerca de 10
vezes superior aquele com que o anticorpo se liga a

hepcidina-25 conforme determinado por SPR a 25°C.

4. O anticorpo de gqualgquer uma das reivindi-
cacdes 1-3 em que o anticorpo se liga a hepcidina-22 humana
com um Kp superior a cerca de 200 nM como determinado por

SPR a 25°C.

5. O anticorpo de qualquer uma das reivindi-
cacdes 1-4 que ainda se liga a hepcidina-25 de murganho
e/ou rato (SEQ ID NOs: 3 e 2, respectivamente, com um Kp

inferior a cerca de 500 nM como determinado por SPR a 25°C.

6. O anticorpo de qualquer uma das reivindica-
¢des 1-5, em que o anticorpo é um fragmento de anticorpo
que compreende a porgdo de ligacdo ao antigénio e retém a

capacidade de ligacdo ao antigénio.

7. O anticorpo de qualquer uma das reivindi-
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cacdes 1-6 que compreende um polipéptido da regido variéavel
da cadeia leve (LCVR) e um polipéptido da regido variéavel
da cadeia pesada (HCVR) em que:

(i) os polipéptidos de LCVR e de HCVR possuem as
sequéncias de aminoacidos como se mostra em SEQ ID NOs: 48
e 49, respectivamente;

(ii) os polipéptidos LCVR e HCVR tendo as
sequéncias de aminoadcidos como se mostra e SEQ ID NOs: 50 e
51, respectivamente;

(iii) os polipéptidos LCVR e HCVR tendo as
sequéncias de aminoacidos como se mostra em SEQ ID NOs: 52
e 51, respectivamente;

(iv) as LCVR e HCVR tendo as sequéncias de
aminoadcidos como se mostra em SEQ ID NOs: 53 e 54,
respectivamente;

(v) as LCVR e HCVR tendo as sequéncias de
aminoacidos como se mostra em SEQ ID NOs: 55 e 56,
respectivamente;

(vi) as LCVR e HCVR tendo as sequéncias de
aminoacidos como se mostra em SEQ ID NOs: 59 e 58,
respectivamente;

(vii) as LCVR e HCVR tendo as sequéncias de
aminoacidos como se mostra em SEQ ID NOS: 60 e 58,
respectivamente;

(viii) as LCVR e HCVR tendo as sequéncias de
aminodcidos como se mostra em SEQ ID NOs: 53 e 54,
respectivamente;

(ix) as LCVR e HCVR tendo as sequéncias de
aminoacidos como se mostra em SEQ ID NOs: 62 e 58,

respectivamente; ou
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(x) as LCVR e HCVR tendo as sequéncias de
aminodcidos como se mostra em SEQ ID NOs: 63 e 58,
respectivamente;

(xi) as LCVR e HCVR tendo as sequéncias de
aminodcidos como se mostra em SEQ ID NOs: 46 e 47,
respectivamente;

(xii) as LCVR e HCVR tendo as sequéncias de
aminoadcidos como se mostra em SEQ ID NOs: 57 e 58,

respectivamente.

3. O anticorpo de qualgquer uma das reivindi-
cagcbes 1-7 que compreende uma cadeia pesada e uma cadeia
leve tendo (i) as sequéncias de aminodcidos mostradas em
SEQ ID NOs: (i) as sequéncias de aminodcidos mostradas em
SEQ ID NOs: 67 e 66, respectivamente; (ii) as sequéncias de
aminodcidos mostradas em SEQ ID NOs: 69 e 68, respec-
tivamente; (iii) as sequéncias de aminodcidos mostradas em
SEQ ID NOs: 69 e 70, respectivamente; (iv) as sequéncias de
aminoacidos mostradas em SEQ ID NOs: 72 e 71,
respectivamente, (v) as sequéncias de aminodcidos mostradas
em SEQ ID NOs: 74 e 73, respectivamente, (vi) as sequéncias
de aminoadcidos mostradas em SEQ ID NOs: 76 e 77,
respectivamente; (vii) as sequéncias de aminoacidos
mostradas em SEQ ID NOs: 76 e 78, respectivamente; (viii)
as sequéncias de aminodcidos mostradas em SEQ ID NOs: 76 e
79, respectivamente; (ix) as sequéncias de aminoacidos
mostradas em SEQ ID NOs: 76 e 80, respectivamente; ou (x)
as sequéncias de aminodcidos mostradas em SEQ ID Nos: 76 e

81, respectivamente.
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9. Uma composicdo farmacéutica compreendendo o
anticorpo de qualgquer uma das reivindicagdes 1-8 em
combinacdo com um ou mais veiculo, diluentes ou excipientes

farmaceuticamente aceitéveis.

10. Um anticorpo de qualquer uma das reivin-

dicacgdes 1-8 para usar em terapia.

11. Um anticorpo de qualquer uma das reivin-
dicagdes 1-8 para usar no tratamento ou prevencdo de

anemia.

12. O anticorpo de gqualgquer uma das reivin-
dicagdes 1-8 para usar num método para aumentar os niveis
séricos de ferro, a contagem de reticuldcitos, a contagem
de eritrdbécitos, a hemoglobina e/ou o hematdcrito num ser

humano.

13. Um método para deteccdo da proteina hepci-
dina-25 numa amostra bioldgica, compreendendo incubacdo de
um anticorpo que selectivamente se liga a hepcidina-25
humana com uma amostra bioldgica em condigdes e durante um
tempo suficiente para permitir que o referido anticorpo se
ligue a proteina hepcidina-25 e deteccdo da referida
ligacdo, em gue o anticorpo compreende seis CDRs, selecci-

onadas do grupo consistindo em:

(i) LCDR1, LCDR2, LCDR3, HCDR1, HCDR2 e HCDR3
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tendo as

NOs: 20,

tendo as

NOs: 260,

tendo a

NOs: 20,

sequéncias de aminodcidos como se mostra em SEQ ID
21, 22, 42, 43 e 44, respectivamente;

(ii) LCDR1, LCDR2, LCDR3, HCDR1l, HCDR2 e HCDR3
sequéncias de aminodcidos como se mostra em SEQ ID
25, 27, 42, 43 e 44, respectivamente; e

(iii) LCDR1l, LCDR2, LCDR3, HCDR1l, HCDR2, e HCDR3
sequéncia de aminoacidos como se mostra em SEQ ID

21, 23, 42, 43 e 44, respectivamente.

14. Um método para quantificacdo da quantidade

da proteina hepcidina-25 numa amostra de tecido ou fluido

bioldgico compreendendo;

primeiro

do grupo

tendo as
NOs: 20,
tendo a
NOs: 20,
tendo a
NOs: 24,
tendo as

NOs: 260,

(i) revestimento de um suporte sdélido com (a) um

anticorpo qgque compreende seis CDRs seleccionadas
consistindo em:
1) LCDR1, LCDR2, LCDR3, HCDR1, HCDR2 e HCDR3

sequéncias de aminoacidos como se mostra em SEQ ID

21, 22, 42, 43, e 44, respectivamente;

2) LCDR1, LCDR2, LCDR3, HCDR1, HCDR2Z e HCDR3

sequéncia de aminoacidos como se mostra em SEQ ID

21, 23, 42, 43 e 44, respectivamente;

3) LCDR1, LCDR2, LCDR3, HCDR1l, HCDRZ e HCDR3

sequéncia de aminodcidos como se mostra em SEQ ID

25, 23, 42, 43 e 44, respectivamente;

4) LCDR1, LCDR2, LCDR3, HCDR1l, HCDRZ e HCDR3

sequéncias de aminodcidos como se mostra em SEQ ID

25, 27, 42, 43 e 44, respectivamente; e
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5) LCDR1, LCDR2, LCDR3, HCDR1, HCDR2 e HCDR3
tendo as sequéncias de aminoacidos como se mostra em SEQ ID
NOs: 26, 25, 28, 42, 43 e 44, respectivamente; ou (b) um
primeiro anticorpo que se liga a um epitopo contido dentro
do aminodcidos 5 a 25, inclusive, de SEQ ID NO:1;
(ii) aplicacdo da amostra ao suporte sélido
revestido com o referido anticorpo;
(iii) remocdo da amostra ndo ligada;
(iv) se o primeiro anticorpo no passo (i) for
(a), aplicacdo ao suporte sé6lido de um segundo anticorpo
que se liga a um epitopo contido nos aminodcidos 5 a 25,
inclusive, de SEQ ID NO:1 ou se o primeiro anticorpo no
passo (i) for (b), aplicacdo ao suporte sdélido de um
segundo anticorpo que compreende seis CDRs seleccionadas do
grupo consistindo em:
1) LCDR1, LCDR2, LCDR3, HCDR1, HCDR2 e HCDR3
tendo as sequéncias de aminodcidos como se mostra em SEQ ID
NOs: 20, 21, 22, 42, 43 e 44, respectivamente;
2) LCDR1, LCDRZ2, LCDR3, HCDR1, HCDR2 e HCDR3
tendo a sequéncia de aminodcidos como se mostra em SEQ ID
NOs: 20, 21, 23, 42, 43 e 44, respectivamente;
3) LCDR1, LCDR2, LCDR3, HCDR1, HCDR2 e HCDR3
tendo a sequéncia de aminoacidos como se mostra em SEQ ID
Nos: 24, 25, 23, 42, 43 e 44, respectivamente;
4) LCDR1, LCDR2, LCDR3, HCDR1, HCDR2, e
HCDR3 tendo as sequéncias de aminoadcidos como se mostra em
SEQ ID NOs: 26, 25, 27, 42, 43 e 44, respectivamente; e
5) LCDR1, LCDR2, LCDR3, HCDR1, HCDR2, e
HCDR3 tendo as sequéncias de aminodcidos como se mostra em

SEQ ID NOs: 26, 25, 28, 42, 43 e 44, respectivamente;
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(v) remocdo do segundo anticorpo ndo ligado; e
(vi) deteccédo da guantidade de hepcidina-25 liga-
da ao segundo anticorpo na referida amostra quantitativa-

mente, semi-quantitativamente ou qualitativamente.

15. O método da reivindicacdo 14 em dque o
anticorpo que se liga a um epitopo contido nos aminoé&cidos
5 a 25, inclusive, de SEQ ID NO:1 compreende uma LCVR e uma
HCVR tendo as sequéncias de aminodcidos mostradas em SEQ ID

NOs: 84 e 85.

16. O método de qualquer uma das reivindicacdes
14-15 em que apenas o primeiro ou o segundo anticorpo é

marcado com um grupo detectével.

17. O método de qualquer uma das reivindicacdes

14-16 em que a referida deteccdo é indirecta.

18. O método de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes 14-17 em que a referida amostra ¢é sangue,
plasma, soro, urina, fluido cefalorraquidiano (CSF), liqui-
do amnidtico, saliva, suor, liquido ascitico, linfa, fluido
quistico, leite, fluido de ferida ou derivados e em que a
referida amostra contacta com o referido anticorpo num
imunoensaio enzimatico (EIA), ELISA, um ensaio ELISA tipo
sanduiche, radioimunoensaio, uma reaccédo de precipitacdo ou

um imunoensaio fluorescente.
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19. Um estojo ("kit") para detecg¢cdo ou qguanti-
ficacdo de hepcidina-25 compreendendo o anticorpo de

qualguer uma das reivindicacdes 1-8.

Lisboa, 1 de novembro de 2013
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