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“MOLECULA DE ACIDO NUCLEICO QUIMERICA, POLIPEPTIDEO DE
FUSAO, VETOR DE EXPRESSAO, SISTEMA DE VETOR HOSPEDEIRO,
E, METODO DE PRODUZIR UM POLIPEPTIDEO DE FUSAQ”

O pedido reivindica a prioridade do Pedido Provisério U.S. N°
60/138.133, depositado em & de junho de 1999. Por todo este pedido varias
publicagdes sdo dadas como referéncia. As divulgag¢Ges destas publicagdes em
suas totalidades sdo aqui incorporadas por referéncia neste pedido.

INTRODUCAO

O campo desta invengdo sdo polipeptideos modificados com
farmacocinéticas melhoradas. Especificamente, o campo desta invengdo diz
respeito a polipeptideos do receptor Fltl que tenham sido modificados de tal
modo que melhorem o seu perfil farmacocinético. O campo desta invengéo
também diz respeito a métodos de fabricar e usar os polipeptideos
modificados incluindo mas ndo limitado a usar os polipeptideos modificados
para diminuir ou inibir o vazamento de plasma e/ou a permeabilidade vascular
em um mamifero.

FUNDAMENTOS

A capacidade dos ligantes de polipeptideo para ligarem-se a
células e deste modo evocar uma resposta fenotipica tal como o
desenvolvimento celular, sobrevivéncia, secre¢do de produto celular, ou
diferenciagdo celular é freqiientemente mediada através dos receptores
transmembrana nas células. O dominio extracelular de tais receptores (isto &,
aquela porgdo do receptor que é demonstrada na superficie da célula) é, no
geral, a parte mais distinta da molécula, visto que fornece a proteina com a
sua ligagdo de ligante caracteristica. A ligagdo de um ligante a0 dominio
extracelular, no geral, resulta na transdugdo de sinal que transmite um sinal
bioldgico aos alvos intracelulares. Freqiientemente, esta transdugdo de sinal
atua por intermédio de um dominio intracelular catalitico. A disposi¢do
particular de motivos de seqiiéncia deste dominio intracelular catalitico

determina o seu acesso aos substratos de quinase potenciais (Mohammadi, et
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al.,1990, Mol. Cell. Biol. 11: 5068 a 5078; Fantl, et al., 1992, Cell 69: 413 a
413). Os exemplos de receptores que transduzem sinais por intermédio dos
dominios intracelulares cataliticos incluem os receptores de tirosina quinases
(RTKS) tal como a familia Trk de receptores que sdo, no geral, limitados as
células do sistema nervoso, a familia citocina de receptores incluindo o
complexo de receptor CNTF de tripartato (Stahl & Yancopoulos, 1994, J.
Neurobio. 25: 1454 a 1466) que também esta, no geral, limitado as células do
sistema nervoso, os receptores ligados a proteina G, tais como o receptor
adrenérgico P2 encontrado, por exemplo, nas células do musculo cardiaco, e o
receptor multimérico IgE de alta afinidade FceRI que estd localizada, na
maior parte, em mastdides e basoéfilos (Sutton & Gould, 1993, Nature 366:
421 a 428).

Todos os receptores até agora identificados parecem sofrer
dimerizagdo, multimerizagdo, ou alguma mudanga conformacional
relacionada seguindo a ligagdo de ligante (Schlessinger, J., 1988, Trend
Biochem. Sci. 13: 443 a 447; Ullrich & Schlessinger, 1990, Cell 61: 203 a
212; Schlessinger & Ullrich, 1992, Neuron 9: 383 a 391) e as interagdes
moleculares entre dominios intracelulares de dimerizagdo levam a ativag@o da
fungdo catalitica. Em alguns exemplos, tais como o fator de crescimento
relacionado a plaqueta (PDGF), o ligante ¢ um dimero que liga duas
moléculas receptoras (Hart, et al., 1988, Science, 240: 1529 a 1531; Heldin,
1989, J. Biol. Chem. 264: 8905 a 8912) enquanto, por exemplo, no caso do
fator crescimento epidérmico (EGF), o ligante ¢ um monémero (Weber, et al.,
1984, J. Biol. Chem. 259: 14631 a 14636). No caso do receptor FceRI, o
ligante, IgE, existe ligado ao FceRI de uma maneira monomérica € apenas
torna-se ativado quando o antigeno se liga ao complexo IgE/ FceRI e reticula
as moléculas de IgE adjacentes (Sutton & Gould, 1993, Nature 366: 421 a
428).

Freqlientemente, a distribuicdo de tecido de um receptor

particular dentro de organismos superiores fornece discernimento da fungéo
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biologica do receptor. Os RTKs por causa de fatores de crescimento e
diferenciagdo, tais como o fator de crescimento de fibroblasto (FGF), sdo
amplamente expressados e portanto parecem desempenhar algum papel geral
no crescimento e na manuteng@o de tecido. Os membros da familia Trk RTK
(Glass & Yancopoulos, 1993, Trends in Cell Biol. 3: 262 a 268) de receptores
sdo0, no geral, mais limitados as células do sistema nervoso, e a familia do
Fator de Crescimento de Nervo que consiste do fator de crescimento de nervo
(NGF), do fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF), da neurotrofina-3
(NT-3) e da neurotrofina-4/5 (NT-4/5), que ligam os receptores da familia Trk
RTK, promovem a diferenciagdo de diversos grupos de neurdnios no cérebro
e periferia (Lindsay, R. M, 1993, em Neurotrofic Factors, S. E. Loughlin & J.
H. Fallon, eds., pp. 257 a 284, San Diego, CA, Academic Press). FceRI esta
localizado em um nimero muito limitado de tipos de células tais como
mastoides e basoéfilos. Os mastdides derivam da linhagem de célula tronco
hematopoiética pluripotente da medula dssea, mas completam a sua
maturagdo no tecido seguindo a migragdo a partir da corrente sangiiinea (Ver
Janeway & Travers, 1996, em Immunobiology, 2* Edi¢do, M. Robertson & E.
Lawrence, eds., pp. 1:3 a 1:4, Current Biology Ltd., London, UK, Publisher) e
estdo envolvidas na resposta alérgica.

Muitos estudos tém demonstrado que o dominio extracelular
de um receptor fornece a ligagdo de ligante especifica caracteristica. Além
disso, o ambiente celular em que um receptor é expressado pode influenciar a
resposta bioldgica exibida na ligagdo de um ligante ao receptor. Por exemplo,
quando uma célula neuronal que expressa um receptor Trk € exposta a uma
neurotrofina que liga a aquele receptor, resulta a sobrevivéncia e
diferenciagdo neuronais. Quando o mesmo receptor ¢ expressado por um
fibroblasto, a exposi¢do a neurotrofina resulta na proliferagdo do fibroblasto
(Glass, et al., 1991, Cell 66: 405 a 413).

Uma classe de mitégenos diméricos derivados de célula com

seletividade para as células endoteliais vasculares foi identificada e designada
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de fator de crescimento celular endotelial vascular (VEGF). O VEGF foi
purificado do meio de crescimento condicionado de células de glioma de rato
[Conn et al., (1990), Proc. Nat. Acad. Sci. U.S.A., 87. pp 2628 a 2632]; e do
meio de crescimento condicionado de células estreladas do foliculo pituitério
bovino [Ferrara e Henzel, (1989), Biochem. Biophys. Res. Comm., 161, pp.
851 a 858; Gozpadorowicz et al., (1989), Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 86,
pp- 7311 a 7315] e do meio de crescimento condicionado de células U937
humanas [Connolly, D. T. et al. (1989), Science, 246, pp. 1309 a 1312]. O
VEGF € um dimero com uma massa molecular aparente de cerca de 46 kDa
com cada subunidade tendo uma massa molecular aparente de cerca de 23
kDa. O VEGF tem algumas similaridades estruturais com o fator de
crescimento derivado de plaqueta (PDGF), que é um mitégeno para as células
do tecido conectivo mas ndo mitogénica para as células endoteliais vasculares
de vasos grandes.

O receptor de tirosina quinase ligado a membrana, conhecido
como Flt, mostrou ser um receptor VEGF [DeVries, C. et al., (1992), Science,
255, pp. 989 a 991]. O receptor Flt especificamente liga o VEGF qﬁe induz a
mitogénese. Uma outra forma do receptor de VEGF, designada KDR, também
é conhecida ligar o VEGF e induz a mitogénese. A seqiiéncia de cDNA
parcial e quase a seqiiéncia da proteina de comprimento completo do KDR
sdo também conhecidas [Terman, B. 1. et al., (1991) Oncogene 6, pp. 1677 a
1683; Terman, B. 1. et al., (1992) Biochem. Biophys. Res. Comm. 187, pp.
1579 a 1586].

A angiogénese persistente pode causar ou exacerbar certas
doengas tais como psoriase, artrite reumatdide, hemangiomas, angiofibromas,
retinopatia diabética e glaucoma neovascular. Um inibidor da atividade VEGF
pode ser util como um tratamento para tais doengas e outras condigdes
patolégicas de angiogénese e de permeabilidade vascular, tais como a
vascularizagdo de tumor. A presente invengdo diz respeito a um inibidor de

VEGF que € baseado no receptor Fltl do VEGF.
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O vazamento de plasma, um componente chave da inflamag3o,
ocorre em um subconjunto distinto de microvasos. Em particular, na maioria
dos orgdos o vazamento de plasma ocorre especificamente nas vénulas.
Diferente das arteriolas e capilares, as vénulas tornam-se suscetiveis ao
vazamento em resposta a numerosos mediadores inflamatérios incluindo a
histamina, bradiquinina e serotonina. Uma caracteristica da inflamagdo € o
vazamento de plasma que resulta dos intervalos intracelulares que se formam
no endotélio das vénulas. A maior parte dos modelos experimentais de
inflamagdo indicam que estes intervalos intracelulares ocorrem entre as
células endoteliais de vénulas pos capilares e de coleta (Baluk, P., et al., Am.
J. Patol. 1998 152: 1463 a 1476). Foi mostrado que certas lecitinas podem ser
usadas para revelar caracteristicas de sitios focais de vazamento de plasma,
intervalos endoteliais, e processos semelhantes a dedo nas bordas da célula
endotelial em vénulas inflamadas (Thurston, G., et al., Am. J. Physiol, 1996,
271: H2547-62). Em particular, lecitinas vegetais foram usadas para visualizar
mudangas morfolégicas nas bordas da célula endotelial em vénulas
inflamadas, por exemplo, da traquéia de rato. As lecitinas, tais como a
conconavalina A e a ricina, que se ligam focalmente as vénulas inflamadas
revelam regides da parede de vaso subendotelial exposta por intervalos que
correspondem aos locais de vazamento de plasma (Thurston, C., et al., Am J
Physiol, 1996, 271: H2547-62).

As propriedades dos microvasos sdo dindmicas. Doengas
inflamatdrias cronicas, por exemplo, estdo associadas com a remodelagem
microvascular, incluindo a angiogénese e a ampliagdo de microvaso. Os
microvasos também podem ser remodelados pela aquisi¢do de propriedades
fenotipicas anormais. Em um modelo de murino de inflamagdo cronica das
vias aéreas, os capilares das vias aéreas adquirem propriedades de vénulas,
incluindo o didmetro de vaso alargado, imunorreatividade aumentada pelo
fator de von Willebrand, e imunorreatividade aumentada para a P-seletina.

Além disso, estes vasos remodelados vazam em resposta a mediadores
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inflamatdrios, ao passo que os vasos na mesma posi¢do nas vias aéreas de
camundongos normais néo o fazem.

Certas substincias mostraram diminuir ou inibir a
permeabilidade vascular e/ou o vazamento de plasma. Por exemplo, as
mistixinas sdo polipetideos sintéticos que foram relatados inibir o vazamento
de plasma sem bloquear a formagéo de intervalo endotelial (Baluk, P., et al.,
J. Pharmacol. Exp. Ther, 1998, 284: 693 a 699). Também, o agonista do
receptor beta 2-adrenérgico, o formoterol reduz o vazamento microvascular
pela inibigdo da formag¢do do intervalo endotelial (Baluk, P. e McDonald, D.
M., Am. J. Physiol., 1994, 266: 1.461-8).

As angiopoietinas e membros da familia do fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF) s3o os unicos fatores de
desenvolvimento considerados ser largamente especificos para as células
endoteliais vasculares. Estudos de inativacdo de genes alvejados em
camundongos mostraram que o VEGF € necessario para os estagios iniciais
do desenvolvimento vascular e que Ang-1 é requerido para os estagios finais
da remodelagdo vascular.

A Patente U.S. 6.011.003, concedida em 4 de janeiro de 2000,
no nome de Metris Therapeutics Limited, divulga uma forma soluvel, alterada
de polipeptideo FLT que € capaz de ligagdo ao VEGF e deste modo exercer
um efeito inibidor sobre este, o polipeptideo compreende cinco ou dominios
completos de imunoglobulina ou menos.

A Patente U.S. 5.712.380, concedida em 27 de janeiro de 1998
e designada a Merck & Co., divulga inibidores do fator de crescimento celular
endotelial vascular (VEGF) que sdo formas soliveis de ocorréncia natural ou
recombinantemente engendradas com ou sem uma regido de transmembrana
de terminal C do receptor para VEGF.

Também designada a2 Merck & Co. é a Publicagdo PCT N*®
WO 98/13071, publicada em 2 Abril de 1998, que divulga a metodologia da

terapia de gene para inibigdo do desenvolvimento de tumor primério e de
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metastase pela transferéncia de gene de uma seqiiéncia de nucleotideo que
codifica uma proteina de receptor soluvel que se liga ao VEGF.

A Publicagdo PCT N® WO 97/44453, publicada em 27 de
novembro de 1997, no nome de Genentech, Inc., divulga novas proteinas do
receptor de VEGF quimérico que compreende seqiiéncias de aminoacido
derivadas dos receptores Fltl e KDR do fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF), incluindo o homélogo de murino para o receptor FLK1 do
KDR humano, em que as ditas proteinas do receptor de VEGF quimérico
ligam-se ao VEGF e antagonizam a sua atividade proliferativa e angiogénica
de célula endotelial.

A Publicagdo PCT N® WO 97/13787, publicada em 17 de abril
de 1997, no nome da Toa Gosei Co., LTD., divulga um inibidor de baixo peso
molecular do VEGF utilizavel no tratamento de doengas acompanhadas pela
neovascularizagio tais como a de tumores so6lidos. Um polipeptideo contendo
o primeiro dominio semelhante a imunoglobulina e o segundo dominio
semelhante a imunoglobulina na regido extracelular de um receptor FLT do
VEGF mas ndo contendo o seu sexto dominio semelhante a imunoglobulina e
o sétimo dominio semelhante & imunoglobulina apresenta uma atividade de
inibidor de VEGF.

Sharifi, J. et al., 1998, The Quarterli Jour. de Nucl. Med. 42:
242 a 249, divulga que porque os anticorpos monoclonais (MAbs) sdo
basicos, as proteinas positivamente carregadas e as células mamiferas sdo
negativamente carregadas, as interagdes eletrostaticas entre as duas podem
criar niveis mais altos de ligagdo de fundo que resulta em relagdes baixas de
tumor para orgdo normal. Para superar este efeito, os investigadores tentaram
melhorar a liberagdo de MAD pelo uso de vérios métodos tais como agentes
secundarios bem como modificagdes quimicas e de carga do préprio MAb.

Jensen-Pippo, et al., 1996, Pharmaceutical Research 13: 102 a
107, divulgam que a fixagdo de uma proteina terapéutica, o fator estimulador

de coldnia de granuldcito humano recombinante (PEG-G-CSF), resulta em



10

15

20

25

30

um aumento na estabilidade e na retengdo da bioatividade in vivo quando
administrada pela via intraduodenal.

Tsutsumi, et al., 1997, Thromb Haemost. 77: 168 a 173,
divulgam experimentos em que a atividade trombopoiética in vivo de
interleucina-6 modificada por polietileno glicol (MPEG-IL-6), em que 54 %
dos 14 grupos amino de lisina de IL-6 foram ligados com PEG, foi comparada
aquela de IL-6 nativa.

Yang, et al., 1995, Cancer 76: 687 a 694, divulgam que a
conjugacdo de polietileno glicol a interleucina-2 humana recombinante (IL-2)
resulta em um composto, a [L-2 modificada com polietileno glicol (PEG-IL-
2) que retém a atividade in vitro e in vivo de IL-2, mas exibe uma meia vida
circulante acentuadamente prolongada.

R. Duncan e F. Spreafico, Clin. Pharmacokinet. 27: 290 a 306,
296 (1994) revisam esforgos para melhorar a meia vida no plasma de
asparaginase pela conjugagdo ao polietileno glicol.

A Publicagdo Internacional PCT N®* WO 99/03996 publicada
em 28 de janeiro de 1999 no nome de Regeneron Pharmaceuticals, Inc. e de
The Regents of The University of California descreve polipetideos noggin
humanos modificados tendo supressdes de regides de aminodcidos bdsicos.
Os polipetideos noggin humanos modificados sdo descritos como retentores
da atividade bioldgica embora tendo afinidade reduzida & heparina e
farmacocinéticas superiores nos soros animais quando comparados ao noggin
humano ndo modificado.

SUMARIO DA INVENCAO

A presente invengdo estd direcionada aos antagonistas de
VEGF com propriedades farmacocinéticas melhoradas. Uma forma de
realizacdo preferida ¢ uma molécula de acido nucléico isolada que codifica
um polipeptideo de fusdo capaz de ligagdo a um polipeptideo de VEGF que
compreende (a) uma seqiiéncia de nucleotideo que codifica um componente

do receptor de VEGF funcionalmente ligado a (b) uma seqiiéncia de
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nucleotideo que codifica um componente de multimerizagdo, em que o
componente do receptor de VEGF € o tnico componente do receptor de
VEGEF do polipeptideo de fusdo e em que a seqiiéncia de nucleotideo de (a)
consiste essencialmente de uma seqiiéncia de nucleotideo que codifica a
seqiiéncia de aminoacido do dominio 2 de Ig do dominio extracelular de um
primeiro receptor de VEGF e uma seqiiéncia de nucleotideo que codifica a
seqiiéncia de aminoacido do dominio 3 de Ig do dominio extracelular de um
segundo receptor de VEGF.

Em uma outra forma de realizagio, o acido nucléico isolado do
primeiro receptor de VEGF ¢ Fltl1.

Em uma outra forma de realizagio, o acido nucléico isolado do
segundo receptor de VEGF ¢é Flk1.

J4 em uma outra forma de realizagdo, o acido nucléico isolado
do segundo receptor de VEGF ¢ Flt4.

Em uma outra forma de realiza¢do preferida, a seqiiéncia de
nucleotideo que codifica o dominio 2 de Ig do dominio extracelular do
primeiro receptor de VEGF esta a montante da seqiiéncia de nucleotideo que
codifica o dominio 3 de Ig do dominio extracelular do segundo receptor de
VEGF.

Ainda em uma outra forma de realizagéo preferida, a seqii€ncia
de nucleotideo que codifica o dominio 2 de Ig do dominio extracelular do
primeiro receptor de VEGF estd a jusante da seqiiéncia de nucleotideo que
codifica o dominio 3 de Ig do dominio extracelular do segundo receptor de
VEGF.

Em uma forma de realizagdo preferida da invengdo, o
componente de multimerizagdo compreende um dominio de imunoglobulina.

Em uma outra forma de realizagdo preferida, o dominio de
imunoglobulina é selecionado do grupo que consiste do dominio Fc de IgG,
da cadeia pesada de IgG, e da cadeia leve de IgG.

As formas de realizagio preferidas incluem uma molécula de
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acido nucléico isolada que compreende uma seqiiéncia de nucleotideo que
codifica um polipeptideo de fusdo do receptor Fltl modificado, em que a
regido codificadora da molécula de acido nucléico consiste de uma seqiiéncia
de nucleotideo selecionada do grupo que consiste de

(a) a seqiiéncia de nucleotideo apresentada nas Figuras de 13A
a 13D (SEQ ID NO: 3);

(b) a seqiiéncia de nucleotideo apresentada nas Figuras de 14A
a 14C (SEQ ID NO: 5);

(c) a seqiiéncia de nucleotideo apresentada nas Figuras de 15A
a 15C (SEQ ID NO: 7);

(d) a seqii€ncia de nucleotideo apresentada nas Figuras de 16A
a 16D (SEQ ID NO: 9);

(e) a seqliéncia de nucleotideo apresentada nas Figuras de 21A
a21C (SEQ ID NO: 11);

(f) a seqiiéncia de nucleotideo apresentada nas Figuras de 22A
a 22C (SEQ ID NO: 13);

(g) a seqiiéncia de nucleotideo apresentada nas Figuras de 24A
a 24C (SEQ ID NO: 15); e

(h) uma seqiiéncia de nucleotideo que, como um resultado da
degeneragdo do cddigo genético, difere da seqiiéncia de nucleotideo de (a),
(b), (¢), (d), (e), (f), ou (g) e que codifica uma molécula de polipeptideo de
fusdo tendo a atividade bioldgica do polipeptideo de fusdo do receptor Flt1
modificado.

Em uma outra forma de realizagdo da invengdo, um
polipeptideo de fusdo é codificado pelas moléculas isoladas de acido nucléico
descritos acima.

Uma forma de realiza¢do preferida € uma composi¢do capaz
de ligar uma molécula de VEGF para formar um complexo nédo funcional que
compreende um multimero do polipeptideo de fuséo.

Também preferida é uma composigdo em que o multimero €
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um dimero.

J4 em uma outra forma de realizagdo, a composigdo esta em
um veiculo.

Uma outra forma de realizagdo € um vetor que compreende as
moléculas de 4cido nucléico descritas acima, incluindo um vetor de expressdo

que compreende uma das moléculas de acido nucléico descrita em que a

- molécula de 4cido nucléico estd funcionalmente ligada a uma seqiiéncia de

controle de expresséo.

Outras formas de realizagdo incluidas sdo um sistema de vetor
hospedeiro para a produgdo de um polipeptideo de fusdo que compreendo
vetor de expressdo, em uma célula hospedeira adequada; o sistema de vetor
hospedeiro em que a célula hospedeira adequada é uma célula bacteriana,
célula de levedura, célula de inseto ou célula de mamifero; o sistema de vetor
hospedeiro em que a célula hospedeira adequada é o E. Coli; o sistema de
vetor hospedeiro em que a célula hospedeira adequada € uma célula COS; o
sistema de vetor hospedeiro em que a célula hospedeira adequada € uma
célula CHO.

Uma outra forma de realizagdo da invengdo é um método de
produzir um polipeptideo de fusdo que compreende cultivar células do
sistema de vetor hospedeiro sob condigdes que permitam a produgdo do
polipeptideo de fusdo e a recuperagdo do polipeptideo de fusdo assim
produzido.

As formas de realizagdo incluem um polipeptideo de fusio
codificado pela seqiiéncia de 4cido nucléico apresentada nas Figuras de 10A a
10D (SEQ ID NO: 1) ou nas Figuras de 24A a 24C (SEQ ID NO: 15), que foi
modificada pela acetilagdo ou fixagdo em que a acetilag@o € realizada com um
excesso molar de pelo menos 100 vezes do reagente de acetilagdo ou em que a
acetilagdo € realizada com um excesso molar do reagente de acetilagdo
variando de pelo menos cerca de um excesso molar de 10 vezes a cerca de um

excesso molar de 100 vezes ou em que a fixa¢do € 10K ou 20K PEG.
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Uma forma de realizagdo preferida inclui um método de
diminuir ou inibir o vazamento de plasma em um mamifero que compreende
administrar a0 mamifero o polipeptideo de fusdo descrito acima, incluindo
formas de realizagdo em que o mamifero € um ser humano, o polipeptideo de
fusdo € acetilado ou o polipeptideo de fusdo é polietileno glicolizado.

Uma outra forma de apresentagdo ¢ um polipeptideo de fusdo
que se liga especificamente ao ligante do receptor de VEGF.

Uma forma de realizagdo preferida da invengdo € um método
de bloquear o desenvolvimento de vaso sangiiineo em um ser humano que
compreende administrar uma quantidade eficaz do polipeptideo de fusdo
descrito acima.

Também preferido é um método de inibir a atividade de ligante
do receptor de VEGF em um mamifero que compreende administrar ao
mamifero uma quantidade eficaz do polipeptideo de fusdo descrito acima.

As formas de realizagdo preferidas destes métodos sdo aquelas
em que o mamifero é um ser humano.

Outras formas de realizagdo dos métodos da invengdo incluem
a atenuagdo ou prevengdo do desenvolvimento de tumor em um ser humano; a
atenuagdo ou prevenc¢do de edema em um ser humano, especialmente em que
o edema é edema cerebral; a atenuagdo ou prevencdo de formagdo de ascite
em um ser humano, especialmente em que a ascite € a ascite associada ao
cancer do ovario.

As formas de realizagdo preferidas da invengdo incluem um
polipeptideo de fusdo capaz de ligagdo a um polipeptideo de VEGF que
compreende (a) um componente do receptor de VEGF funcionalmente ligado
a (b) um componente de multimerizagdo, em que o componente do receptor
de VEGF € o tnico componente do receptor de VEGF no polipeptideo de
fusdo e consiste essencialmente da seqii€ncia de aminoacido do dominio 2 de
Ig do dominio extracelular de um primeiro receptor de VEGF e a seqii€ncia de

aminoacido do dominio 3 de Ig do dominio extracelular de um segundo
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receptor de VEGF.

Em uma outra forma de realizagdo do polipeptideo de fusdo, o
primeiro receptor de VEGF é Fltl.

Ja em uma outra forma de realizag¢do do polipeptideo de fusdo,
o segundo receptor de VEGF é Flk1.

Ainda uma outra forma de realizagdo do polipeptideo de fusdo
¢ uma em que o segundo receptor de VEGF é Flt4.

As formas de realizag@o preferidas incluem um polipeptideo de
fusdo em que a seqiiéncia de aminoacido do dominio 2 de Ig do dominio
extracelular do primeiro receptor de VEGF esta a montante da seqiiéncia de
aminoacido do dominio 3 de Ig do dominio extracelular do segundo receptor
de VEGF e um polipeptideo de fusdo em que a seqiiéncia de aminoacido do
dominio 2 de Ig do dominio extracelular do primeiro receptor de VEGF esté a
jusante da seqiiéncia de aminoacido do dominio 3 de Ig do dominio
extracelular do segundo receptor de VEGF.

Ji em uma outra forma de realizagdo, o componente de
multimerizagdo do polipeptideo de fusdo compreende um dominio de
imunoglobulina incluindo uma forma de realizagdo em que o dominio de
imunoglobulina € selecionado do grupo que consiste do dominio Fc de IgG,
da cadeia pesada de IgG, e da cadeia leve de IgG.

As formas de realizagdo preferidas incluem um polipeptideo de
fusdo que compreende uma seqiiéncia de aminoacido de um receptor Fltl
modificado, em que a seqiiéncia de aminoacido selecionada do grupo que
consiste de (a) a seqiiéncia de aminoacido apresentada nas Figuras de 13A a
13D (SEQ ID NO: 4); (b) a seqiiéncia de aminoacido apresentada nas Figuras
de 14A a 14C (SEQ ID NO: 6); (c) a seqiiéncia de aminoécido apresentada
nas Figuras de 15A a 15C (SEQ ID NO: 8); (d) a seqiiéncia de aminoacido
apresentada nas Figuras de 16A a 16D (SEQ ID NO: 10); (e) a seqiiéncia de
aminoéacido apresentada nas Figuras de 21A a 21C (SEQ ID NO: 12); (f) a
seqiiéncia de aminoacido apresentada nas Figuras de 22A a 22C (SEQ ID NO:
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14); e (g) a seqiiéncia de aminoacido apresentada nas Figuras de 24A a 24C
(SEQ ID NO: 16).

Uma outra forma de realizagdo preferida é um método de
diminuir ou inibir o vazamento de plasma em um mamifero que compreende
administrar ao mamifero o polipeptideo de fusdo descrito acima.

Uma forma de realizagdo alternativa preferida é um método de
inibir a atividade de ligante do receptor d¢ VEGF em um mamifero que
compreende administrar ao mamifero uma quantidade eficaz do polipeptideo
de fusdo descrito acima.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS
Figura 1. Analise em gel de IEF de proteinas Fit1(1-3)-Fc ndo

modificadas e acetiladas. A proteina Flt1(1-3)-Fc ndo modificada € incapaz de
penetrar o gel devido ao seu pI > 9,3, ao passo que o Flt1(1-3)-Fc acetilado €
capaz de penetrar o gel e equilibrar no pI 5,2.

Figura 2. Ligagdo de proteinas Flt1(1-3)-Fc ndo modificadas €
FIt1(13)-Fc acetiladas a placas revestidas com Matrigel®. A proteina Flt1(1-
3)-Fc n3o modificada liga-se extensivamente aos componentes da matriz
extracelular no Matrigel®, ao passo que o Flt1(1-3)-Fc acetilado ndo se liga.

Figura 3. Ligagdo de Flt1(1-3)-Fc ndo modificada, Flt1(1-3)Fc
acetilada, e Flt1(1-3)-Fc polietileno glicolizada em um ensaio com base em
Biacore. As Flt1(1-3)-Fc acetiladas (colunas 13 a 16), polietileno glicolizadas
(colunas 17 a 20), e tratadas com heparina (colunas 21 a 24) sdo cada uma
capazes de competir completamente com a Flt1(1-3)-Fc ligada a lasca de
Biacore para a ligagdo de VEGF quando comparado ao controle (colunas 1 a
4) e a proteina irrelevante (colunas 5 a 8). A Flt1(1-3)-Fc ndo modificada
(colunas 5 a 6) parece competir apenas parcialmente com a Flt1(1-3)-Fc
ligada a lasca de Biacore para a ligagdo de VEGF. Entretanto, lavar as
amostras ligadas com NaCl 0,5 M (colunas 7 e 8) resulta em um perfil de
ligagdo similar ao das formas modificadas de FIt1(1-3)Fc, indicando que a

proteina ndo modificada estd exibindo ligag@o ndo especifica a lasca que pode



10

15

20

25

30

15

ser eliminada pela lavagem salina.

Figura 4. Ligagdo de Fltl1(1-3)-Fc ndo modificada, Flt1(1-3)-
Fc acetilada, e Flt1(1-3)-Fc polietileno glicolizada ao VEGF em um ensaio
com base em ELISA. Tanto a proteina Flt1(1-3)-Fc polietileno glicolizada
quanto a acetilada ligam-se ao VEGF com afinidades que se aproximam
daquelas da FIt1(1-3)-Fc ndo modificada.

Figura 5. Perfis farmacocinéticos de FIlt1(1-3)-Fc ndo
modificada, da FIltl(1-3)-Fc acetilada, e da FItl(1-3)-Fc polietileno
glicolizada. camundongos Balb/c (2328 g) foram subcutaneamente injetados
com 4 mg/kg de FIt1(1-3)-Fc ndo modificada, acetilada ou polietileno
glicolizada. Os camundongos foram sangrados na cauda em 1, 2, 4, 6, 24
horas, 2 dias e 3 dias depois da inje¢d@o de proteina e os soros foram ensaiados
em um ensaio com base em ELISA padrdo planejado para detectar a proteina
Flt1(1-3)-Fc. A Ty para todas as proteinas Flt1(1-3)-Fcs foi entre os pontos
de tempo de 6 horas e 24 horas. A Cp,, para as proteinas diferentes foi como
segue: Ndo modificadas: 0,06 pg/ml a 0,15 pg/ml; acetilado: 1,5 pg/ml a 4,0
pg/ml; e polietileno glicolizado: aproximadamente 5 pg/ml.

Figuras 6A e 6B. Analises em gel de IEF de proteinas Flt1(1-
3)-Fc ndo modificadas e acetiladas por etapa. A proteina FIt1(1-3)-Fc ndo
modificada € incapaz de penetrar o gel devido ao seu pI > 9,3, ao passo que a
maior parte das amostras de Fltl1(1-3)-Fc acetilada por etapa (amostras em
excesso de 30 a 100 vezes) foram capazes de migrar no gel e de se
equilibrarem em pls variando entre 4,55 e 8,43, dependendo do grau de
acetilagdo.

Figura 7. Ligagdo de proteinas Flt1(1-3)-Fc ndo modificadas €
Flt1(1-3)-Fc acetiladas por etapa as placas revestidas com Matrigel®. Como
com a proteina de controle irrelevante, rTie2-Fc, a Flt1(1-3)-Fc acetilada por
etapa (amostras em excesso de 20 a 30 vezes) ndo exibe qualquer ligagdo a
placa revestida com Matrigel, ao passo que a proteina FIt1(1-3)-Fc ndo

acetilada exibe ligagdo significante. A amostra de excesso de 10 vezes
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apresenta ligagdo reduzida, mas o grau de acetilagdo ndo é suficiente para
bloquear completamente a ligagdo aos componentes da matriz extracelular.

Figura 8. Ligagdo de Fltl1(1-3)-Fc ndo modificada e Flt1(1-3)-
Fc acetilada por etapa em um ensaio com base em Biacore. Em uma relagdo
subestequiométrica (0,5 ug/ml de Flt1(1-3) ndo modificada ou Flt1(13)-Fc
acetilada por etapa vs. 0,2 pg/ml de VEGF), ndo ha Flt1(1-3)-Fc suficiente
(seja ndo modificada ou acetilada por etapa) na solugdo para ligar
completamente o VEGF. A 1,0 pg/ml, que aproxima-se a uma relagdo
estequiométrica de 1:1, tanto a Flt1(1-3)-Fc ndo modificada quanto a acetilada
por etapa sdo mais capazes de competir para a ligagdo do VEGF, mas ainda
existe proteina Flt1(1-3)-Fc insuficiente (seja ndo modificada ou acetilada por
etapa) para saturar completamente o VEGF disponivel. Entretanto, a 5,0
ng/ml, que € varias vezes maior do que uma relagdo estequiométrica de 1:1,
tanto a proteina Flt1(1-3)-Fc quanto a proteina FIt1(1-3)-Fc acetilada por
etapa sdo capazes de saturar o VEGF, com respeito ao grau de acetilagdo.

Figura 9. Perfis farmacocinéticos de FIt1(1-3)-Fc ndo
modificada e Flt1(1-3)-Fc acetilada por etapa. Camundongos Balb/c (23 a 28
g) foram subcutaneamente injetados com 4 mg/kg de ndo modificadas ou
amostras com excesso de 10, 20, 40, 60 e 100 vezes de Flt1(1-3)-Fc acetilada
por etapa (3 camundongos para as amostras ndo modificadas, com excesso de
10, 20 e 40 vezes e 2 camundongos para excesso de 60 e 100 vezes). Os
camundongos foram sangrados na cauda em 1, 2, 4, 6, 24 horas, 2 dias e 3
dias depois da injegdo. Os soros foram ensaiados em um ensaio com base em
ELISA planejado para detectar Flt1(1-3)-Fc. A T para todas as proteinas
F1t1(1-3)-Fcs testadas foi no ponto de tempo de 6 horas mas a Cp,,x foi como
segue: Flt1(1-3)-Fc ndo modificada: 0,06 pg/ml; amostra em excesso de 10
vezes: - 0,7 pg/ml, amostra em excesso de 20 vezes - 2 pg/ml, amostra em
excesso de 40 vezes - 4 pg/ml, amostra em excesso de 60 vezes - 2 pug/ml,
amostra em excesso de 100 vezes - 1 pg/ml.

Figura de 10A a 10D. Seqiiéncia de acido nucléico e de
aminoacido deduzida de Flt1(1-3)-Fc (SEQ ID NO: 1 e SEQ ID NO:2,
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respectivamente).

Figura 11. Diagrama esquematico da estrutura de Flt1.

Figuras 12A e 12B. Andlise de hidrofilicidade da seqiiéncias
de aminoécido do dominio 2 de Ig e do dominio 3 de Ig de Fltl.

Figuras de 13A a 13D. Seqiiéncia de 4cido nucléico e de
aminodcido deduzida de Mutl: Fltl1(1-3,5)-Fc (SEQ ID NO: 3 e SEQ ID
NO:4, respectivamente).

Figuras de 14A a 14C. Seqiiéncia de acido nucléico e de
aminoécido deduzida de Mutl: Flt1(2-3,5)-Fc (SEQ ID NO: 5 ¢ SEQ ID
NO:6, respectivamente).

Figura de 15A a 15C. Seqiiéncia de &cido nucléico e de
aminoacido deduzida de Mut3: FIt1(2-3)-Fc (SEQ ID NO: 7 e SEQ ID NO:8,
respectivamente).

Figura de 16A a 16D. Seqiiéncia de &acido nucléico e de
aminoacido deduzida de Mut4: Fltl(1-3g.-n)-Fc (SEQ ID NO: 9 e SEQ ID
NO:10, respectivamente).

Figura 17. Ligagdo de proteinas Flt1(1-3)-Fc ndo modificada,
Flt1(1-3)-Fc mutante de supressdo de regido basica, e mutante Flt1(1-3)r.>n
em um ensaio com base em Biacore. Na sub-relagdo estequiométrica (0,25
ug/ml de FIt1(1-3)-Fc de amostras n3o modificadas, acetiladas ou
geneticamente modificadas vs. 01. pg/ml de VEGF), ndo hé proteina Flt1(1-
3)-Fc suficiente para bloquear a ligagdo de VEGF ao Flt1(1-3)-Fc imobilizado
na lasca de Biacore. Em 0,5 pg/ml de proteinas FIt1(1-3)-Fcs nédo
modificadas, acetiladas ou geneticamente modificadas, a relagdo
estequiométrica aproxima-se de 1:1 e existe uma capacidade aumentada para
bloquear a ligagdo de VEGF a lasca de Biacore. Em 1,0 ug/ml de proteinas
F1t1(1-3)-Fcs ndo modificadas, acetiladas ou geneticamente modificadas, que
é uma relagdo estequiométrica de aproximadamente 10:1, as proteinas F1t1(1-
3)-Fcs sdo capazes de bloquear a ligagdo de VEGF a lasca de Biacore, mas
ndo sdo equivalentes. As Flt1(1-30B)-Fc ndo modificadas, acetiladas e Mutl:
sdo essencialmente iguais na sua capacidade para bloquear a ligagdo de

VEGF, ao passo que a Flt1(1-3g.-n)-Fc Mut4: é um tanto menos eficiente em
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bloquear ligagio.

Figura 18. Ligagdo de proteinas Flt1(1-3)-Fc ndo modificadas,
Flt1(1-34p)-Fc Mutl:, Flt1(2-3,5)-Fc Mut2: e mutante Flt1(2-3) as placas
revestidas com Matrigel®. A proteina Flt1(1-3)-Fc ndo modificada liga-se
avidamente a estes reservatorios, a proteina Mut3: Flt1(2-3)-Fc liga-se um
tanto mais fracamente, a proteina Fltl(1-3,5)-Fc Mutl: liga-se mais
fracamente ainda, e a proteina Flt1(2-3eB)-Fc Mut2: mostra o melhor perfil, a
ligacdo mais fraca do que qualquer uma das outras proteinas mutantes. A
proteina mutante de glicosilagdo Flt1(1-3r.-n)-Fc Mut4: apresenta apenas
beneficio marginal no ensaio de Matrigel.

Figura 19. Ligag@o de proteinas Fit1(1-3)-Fc ndo modificadas,
Flt1(1-3,8)-Fc Mutl:, Flt1(2-34p)-Fc Mut2:, e mutante FIt1(2-3) em um
ensaio com base em ELISA. Nas concentragdes testadas, as proteinas FIt]1(1-
3)-Fc ndo modificada, Flt1(1-3,5)-Fc Mutl:, Flt1(2-3,5)-Fc Mut2:, e mutante
F1t1(2-3) ligam-se similarmente ao VEGF.

Figura 20. Perfis farmacocinéticos de proteinas Flt1(1-3)-Fc
ndo modificadas, Mutl: FIt1(1-3xg)-Fc, Flt1(2-3,5)-Fc Mut2: e mutante
FIt1(2-3). A Cpax para estes reagentes foi como segue: Flt1(1-3)-Fc nio
modificada - 0,15 pg/ml; Flt1(1-3)-Fc acetilado com excesso molar de 40
vezes - 1,5 ug/ml; e Flt1(1-3,5)-Fc Mutl:- 0,71 pg/ml.

Figuras 21A a 21C. Seqiiéncia de nucleotideo e de aminoacido
deduzida do receptor Fltl modificado denominada Flt1D2.Flk1D3.FcACl(a)
(SEQ ID NO: 11 e SEQ ID NO:12, respectivamente).

Figuras 22A a 22C. Seqiiéncia de acido nucléico e de
aminodcido deduzida do receptor Fltl modificado denominada
FIt1D2.VEGFR3D3.FcACl(a) (SEQ ID NO: 13 e SEQ ID NO:14,
respectivamente).

Figura 23. Ensaio de matriz extracelular (ECM). Os resultados
deste ensaio demonstram que as proteinas FIt1D2.Flk1D3.FcACl(a) e
FIt1D2.VEGFR3D3.FcACl(a) sdo consideravelmente menos grudentas ao
ECM quando comparadas a proteina Flt1(1-3)-Fc.

Figuras de 24A a 24C. Seqiiéncia de acido nucléico e de
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aminoacido deduzida do receptor Flt] modificado denominado VEGFR1R2-
FcACl1(a) (SEQ ID NO: 15 e SEQ ID NO:16, respectivamente).

Figuras 25A a 25C. Ensaio de fosforilagdo. Em um excesso
molar de 1,5 de Flt1(1-3)-Fc, Flt1(1-3)-Fc (A40) ou Flt1D2Flk1D3.FcAC1(a)

transitoria existe bloqueio completo do estimulo de receptor por estes trés

“receptores Fltl modificados quando comparado a inoculagdo do meio de

controle. Ao contrario, a FItID2VEGFR3D3.FcACl(a) transitoria ndo
apresenta bloqueio significante neste excesso molar, quando comparado com
a inoculagdo de controle positivo em VEGF. Resultados similares sdo
observados na Figura 25B, onde os receptores Flt modificados estdo em um
excesso molar de 3 vezes em relagdo ao ligante VEGF165. Na Figura 25C,
onde os receptores Fltl modificados estdo em um excesso molar de 6 vezes
em relagdo ao ligante VEGF165, a FItID2VEGFR3D3.FcAC1(a) transitoria
pode ser agora mostrada bloquear parcialmente o estimulo induzido pelo
VEGF165 de receptores de superficie celular.

Figuras 26A e 26B. Ensaio de fosforilagdo. Detec¢do pela
Western blot de VEGFR2(Flk1) fosforilada com tirosina pelo estimulo do
ligante VEGF165 mostra que os receptores de superficie celular ndo sdo
fosforilados pelas amostras inoculadas que t€ém VEGF165 pré incubadas com
excesso molar de 1 e 2 vezes (Figura 26A) ou excesso molar de 3 e 4 vezes
(Figura 26B) de FIt1D2F1lk1D3.FcACl1(a) transitoria,
FIt1D2F1k1D3.FcACl(a) estavel ou VEGFRIR2-FcACl(a) transitéria. Em
todas as concentragdes receptor de Fltl modificado testados houve ligagdo
completa do ligante VEGF165 durante a pré incubaqﬁb, resultando em
nenhum estimulo detectavel de receptores de superficie celular pelo
VEGF 165 ndo ligado quando comparado 2 inoculagdo do meio de controle.

Figura 27. Ensaio de proliferagdo de célula MG/R2. Os
seguintes receptores Flt modificados Flt1(1-3)-Fc, Flt1D2.Flk1D3.FcACl(a) e
F1t1D2.VEGFR3D3.FcACl(a), mais um receptor irrelevante denominado

Tie2-Fc como um controle negativo, foram titulados de 40nM a 20pM e
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incubados nas células durante 1 hora a 37° C. O VEGF165 recombinante
humano em meio definido foi depois adicionado a todos os reservatorios a
uma concentra¢do de 1,56 nM. O receptor Tie2-Fc de controle negativo nao
bloqueia a proliferagdo de célula induzida pelo VEGF165 em nenhuma
concentragdo ao passo que a Flt1D2.Flk1D3.FcAC1(a) bloqueia o VEGF165 a
1,56 nM com uma meia dose maxima de 0,8 nM. A Flt1(1-3)Fc e a
F1t1D2.VEGFR3D3.FcACl(a) sdo menos eficazes em bloquear o VEGF165
neste ensaio com uma meia dose maxima de - 2 nM. O VEGF165 sozinho da
uma leitura de 1,2 unidades de absorbancia e o fundo é 0,38 unidades de
absorbancia.

Figura 28. Analise de Biacore de Estequiometria de Ligagao.
A estequiometria de ligagdo foi calculada como uma relagdo molar de
VEGF165 ligado a FIt1D2Flk1D3.FcACl(a) ou VEGFRIR2-FcACl(a)
imobilizadas, usando-se o fator de conversdo de 1000 RU equivalente a 1
ng/ml. Os resultados indicam a estequiometria de ligagdo de uma molécula
dimérica de VEGF165 por uma molécula de FIt1D2Flk1D3.FcACl1(a) ou de
VEGFR1R2-FcACl(a).

Figura 29 e Figura 30. Estequiometria Cromatografica de
Exclusdo de Tamanho. FltID2Flk1D3.FcACl(a) ou VEGFR1R2-FcACl(a)
em uma concentragdo de 1 nM (estimado ser 1000 vezes maior do que o KD
da FIt1D2Flk1D3.FcACl1(a) ou interagdo VEGFRI1R2-FcAC1(a)/VEGF165)
foram misturados com concentragdes variadas de VEGF165. Depois da
incubag¢do, as concentragdes da Flt1D2Flk1D3.FcACl(a) em solugdo foram
medidas. Os dados mostram que a adi¢gdo de VEGF165 1 nM na solugdo de
Flt1D2Flk1D3.FcACl(a) bloqueia completamente a ligagdo de
Flt1D2Flk1D3.FcACl(a) a superficie de VEGF165. Este resultado sugere que
a estequiometria de ligagdo de uma molécula de VEGF165 por molécula de
FIt1D2Flk1D3.FcACl1(a).

Figura 31. Cromatografia de Exclusdo de Tamanho (SEC) sob

condi¢dbes  nativas. O  Pico #1 representa 0o  complexo



10

15

20

25

30

21

Flt1D2F1k1D3.FcACl(a)/ VEGF165 e o Pico #2 representa VEGF165 ndo
ligado. As fragdes eluidas entre 1,1 e 1,2 ml foram combinadas e cloridreto de
guanidinio (GuHCI) foi adicionado a uma concentragio final de 4,5 M para
dissociar o complexo.

Figura 32. Cromatografia de exclusdo de tamanho (SEC) sob
condigdes dissociativas. Para separar os componentes do complexo receptor-
ligante e para determinar a sua relagdo molar, 50 pl do complexo dissociado
foram carregados em uma Superose 12 PC 3.2/30 equilibrada em GuHCI] 6 M
e eluida. O Pico #1 representa FIt1D2Flk1D3.FcAC1(a) e o pico #2 representa
a VEGF165.

Figura 33, Figura 34 e Figura 35. Cromatografia de exclusdo
de tamanho (SEC) com Dispersio de Luz Em linha. A coluna de
cromatografia de exclusdo de tamanho com um detetor de dispersdo de luz
MiniDawn em linha (Wyatt Technology, Santa Barbara, Califérnia) e
detetores de indice de refragdo (RI) (Shimadzu, Kyoto, Japdo) foi usado para
determinar o peso molecular (o peso molecular) do complexo receptor-
ligante. Como apresentado na Figura 33, o perfil de elugdo apresenta dois
picos. O Pico #1 representa o complexo de receptor-ligante e o pico #2
representa 0 VEGF165 nio ligado. O peso molecular foi calculado a partir dos
sinais LS e RI. O mesmo procedimento foi usado para determinar o peso
molecular dos componentes individuais do complexo de receptor-ligante. O
resultado destas determinagdes sdo como segue: o peso molecular do
complexo Flt1D2Flk1D3.FcAC1(a)/VEGF165 na posigdo de pico € 157 300
(Figura 33), o peso molecular de VEGF165 na posigdo de pico ¢ 44 390
(Figura 34) e o peso molecular de RIR2 no pico é 113 300 (Figura 35).

Figura 36. Analise de mapeamento e glicosilagdo de peptideo.
As estruturas de dissulfeto e os sitios de glicosilagdo na
Flt1D2.Flk1D3.FcACl(a) foram determinados por um método de
mapeamento de peptideo. Existe um total de dez cisteinas na

Flt1D2.Flk1D3.FcAC1(a); seis das dez pertencem a regido Fc. Cys27 ¢ ligada
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pelo dissulfeto a Cys76. A Cysl21 - é ligada pelo dissulfeto a Cys182. As
duas primeiras cisteinas na regido Fc (Cys211 e Cys214) formam uma ligagdo
de dissulfeto intermolecular com as mesmas duas cisteinas em uma outra
cadeia Fc. Entretanto, ndo pode ser determinado se a ligagdo de dissulfeto esta
ocorrendo entre as mesmas cisteinas (Cys211 a Cys211, por exemplo) ou
entre Cys211 e Cys214. A Cys216 € ligada pelo dissulfeto a Cys306. A
Cys352 € ligada pelo dissulfeto a Cys410.

Existem cinco sitios de glicosilagdo ligados em N possiveis na
F1t1D2 Flk1D3.FcACl(a) e descobriu-se que sdo glicosilados em graus
variaveis. A glicosilagdo completa é observada em Asn33, Asnl93 e Asn282.
A glicosilagdo parcial € observada em Asn65 e Asnl20. Os sitios de
glicosilagdo sdo realgados por sublinhado na Figura.

Figura 37. Farmacocinéticas de FItl(1-3)-Fc (A40),
Flt1D2 Flk1D3.FcACl(a) ¢ VEGFRI1R2-FcACl(a). camundongos Balb/c
foram subcutaneamente injetados com 4 mg/kg de FIt1(1-3)-Fc (A40),
F1t1D2.Flk1DIFcACI1(a) transitoriamente expressada em CHO,
FIt1D2.Flk1D3.FcACl(a) estavelmente expressada em CHO e VEGFRIR2-
FcACl(a) transitoriamente expressada em CHO. Os camundongos foram
sangrados na cauda em 1, 2, 4, 6, 24 horas, 2 dias, 3 dias e 6 dias depois da
inje¢do. Os soros foram ensaiados em um ELISA planejado para detectar
Flt1(1-3)-Fc (A40), Flt1D2.Flk1D3.FcACl(a) ou VEGFRI1R2FcACl(a). A
Tmax para FIt1(1-3)-Fc (A40) foi em 6 horas enquanto a T, para a
F1t1D2.Flk1D3.FcACl(a) transitoria e estivel e a VEGFRI1R2-FcACl(a)
transitoria foi de 24 horas. A Cnax para a Flt1(1-3)-Fc (A40) foi 8 pg/ml, para
ambas as transitorias (FIt1D2.FIk1D3.FcACl(a) e VEGFRIR2-FcACl(a)) a
Cmax foi 18 pg/ml e a Cpa para a VEGFRIR2-FcACI(a) estével foi de 30
pg/ml.

Figura 38. Farmacocinéticas de Flt1(1-3)-Fc (A40),
Flt1D2.Flk1D3.FcACl(a) e FIt1D2.VEGFR3D3.FcACl(a). camundongos
Balb/c foram subcutaneamente injetados com 4 mg/kg de Flt1(1-3)-Fc (A40),
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F1t1D2.FlIk1D3.FcACl(a) transitoriamente expressadas em CHO e
F1t1D2.VEGFR3D3.FcACl(a) transitoriamente expressadas em CHO. Os
camundongos foram sangrados na cauda em 1, 2, 5, 6, 7, 8, 12, 15 e 20 dias
depois da injegdo. Os soros foram ensaiados em um ELISA planejado para
detectar Flt1(1-3)-Fc, Fit1D2.Flk1D3.FcACl(a) e
FIt1D2.VEGFR3D3.FcACl(a). FItl(1-3)-Fc (A40) ndo pode ser mais
detectado no soro apds o dia 5 ao passo que a Flt1D2.FIk1D3.FcACl(a) e a
Flt1D2.VEGFR3D3.FcACl(a) foram detectaveis durante 15 dias ou mais.

Figura 39. A Capacidade da FIt1D2.Flk1D3.FcACl(a) para
Inibir o Desenvolvimento de Tumor de Fibrossarcoma HT-1080 /n Vivo. O
tratamento dia sim, dia ndo ou 2 vezes por semana de camundongos SCID
com FIt1D2.Flk1D3.FcACl(a) a 25 mg/Kg diminuiu significantemente o
desenvolvimento de tumores subcutaneos de fibrossarcoma HT-1080.

Figura 40. A Capacidade de FIt1D2.Flk1D3.FcACl(a) para
Inibir o Desenvolvimento de Tumor de Glioma C6 In Vivo. O tratamento dia
sim, dia nio ou 2 vezes por semana de camundongos SCID com
F1t1D2.Flk1D3.FcACl1(a) significantemente diminui o desenvolvimento de
tumores subcutdneos de glioma C6 em doses tdo baixas quanto 2,5 mg/Kg.

Figura 41. Hiperpermeabilidade Uterina Induzida pelo VEGF.
PMSG subcutaneamente injetados (5 IU) para induzir a ovulagdo em ratos
fémeas na pré puberdade resulta em um aumento subito de estradiol depois de
2 dias que por sua vez causa uma indugdo de VEGF no utero. Esta indugdo
resulta na hiperpermeabilidade do utero e um aumento na umidade uterina. A
injegdo subcutdnea de FIt1(1-3)-Fc (A40), Flt1D2.Flk1D3.FcACl(a) e
F1t1D2.VEGFR3D3.FcACl(a) a 25 mg/kg em 1 hora depois da injegdo de
PMSG resulta em uma inibi¢do de aproximadamente 50 % no aumento do
peso umido uterino.

Figuras 42A e 42B. Estimativa da Angiogénese do Corpo
Lateo Usando-se a Progesterona como uma Leitora. PMSG foi

subcutaneamente injetado (5 IU) para induzir a ovulagdo ratos fémeas na pré
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puberdade, resultando em um corpo liteo totalmente em funcionamento
contendo uma rede densa de vasos sangiiineos que secreta progesterona na
corrente sangiiinea para preparar o utero para a implanta¢do. A indugdo da
angiogénese no corpo luteo requer o VEGF. Os niveis normais de
progesterona sdo de cerca de 5 ng/ml e podem ser induzidos de 25 a 40 ng/ml
depois da PMSG. A injecdo subcutdnea de FIt1(1-3)-Fc (A40) ou de
Flt1D2.Flk1D3.FcAC1(a) a 25 mg/kg ou 5 mg/kg em 1 hora depois da injegéo
de PMSG resultou em uma completa inibi¢do da indugdo da progesterona no

dia 4.
DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

Tem sido um problema de longa data na técnica produzir um
antagonista de VEGF com base em receptor que tivesse um perfil
farmacocinético que fosse apropriado em consideragdo ao antagonista como
um candidato terapéutico. Os requerentes descrevem aqui, pela primeira vez,
uma molécula de polipeptideo quimérica, capaz de antagonizar a atividade do
VEGF, que exibe propriedades farmacocinéticas melhoradas quando
comparada a outros antagonistas de VEGF com base em receptor conhecidos.
As moléculas de polipeptideo quiméricas aqui descritas fornecem assim pela
primeira vez moléculas apropriadas para o uso em terapias em que O
antagonismo ao VEGF ¢ um resultado desejado.

A presente invengdo fornece as novas moléculas de
polipeptideo quiméricas formadas pela fusdo de um dominio de ligagdo de
ligante extracelular modificado do Receptor Flt1 a regido Fc da IgG.

O dominio de ligagdo de ligante extracelular é definido como a
por¢do de um receptor que, na sua conformagdo nativa na membrana celular,
é orientada extracelularmente onde esta pode contatar com o seu ligante
cognato. O dominio de ligagdo de ligante extracelular ndo inclui os
aminodcidos hidrofébicos associados com o dominio transmembrana do
receptor ou qualquer um dos aminoacidos associados com o dominio

intracelular do receptor. No geral, o dominio intracelular ou citopldsmico de
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um receptor € usualmente composto de aminoacidos positivamente carregados
ou polares (isto ¢, lisina, arginina, histidina, dcido glutdmico, 4cido aspartico).
Os 15 a 30 aminoacidos precedentes, predominantemente hidrofébicos ou
apolares (isto &, leucina, valina, isoleucina e fenilalanina) compreendem o
dominio transmembrana. O dominio extracelular compreende os aminoacidos
que precedem o trecho transmembrana hidroféobico de aminoéacidos.
Usualmente o dominio transmembrana € flanqueado pelos aminoacidos
positivamente carregados ou polares tais como lisina ou arginina. von Heijne
publicou regras detalhadas que sdo comumente referidas pelos técnicos
habilitados quando da determinag¢do de quais dos aminoacidos de um dado
receptor pertencem aos dominios extracelulares, de transmembrana ou
intracelulares (Ver von Heijne, 1995, BioEssays 17: 25 a 30).
Alternativamente, websites na Internet, tais como
http://ulrec3.unil.ch/software/TMPRED-form.html. tornaram-se disponiveis
para suprir os quimicos de proteina com informag&o a cerca de prognosticos
de fabricagdo a respeito dos dominios de proteina.

A presente inven¢do fornece a construg¢do de moléculas de
acido nucléico que codificam moléculas de polipeptideo quiméricas que sdo
inseridas em um vetor que € capaz de expressar as moléculas de polipeptideo
quiméricas quando introduzido em uma célula hospedeira apropriada. As
células hospedeiras apropriadas incluem, mas ndo sdo limitados a células
bacterianas, células de leveduras, células de insetos e células mamiferas.
Qualquer um dos métodos conhecidos por uma pessoa habilitada na técnica
para a inser¢do de fragmentos de DNA em um vetor pode ser usado para
construir vetores de expressdo que codificam as moléculas de polipeptideo
quiméricas sob o controle de sinais de controle transcricional/translacional.
Estes métodos podem incluir DNA recombinante in vitro e técnicas sintéticas
e recombinagdes in vivo (recombinagdo genética) (Ver Sambrook, et al.,
Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory;

Current Protocols em Molecular Biology, Eds. Ausubel, et al., Greene Publ.
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Assoc., Wiley-Interscience, NY).

A expressdo de moléculas de acido nucléico que codificam as
moléculas de polipeptideo quiméricas podem ser reguladas por uma segunda
seqliéncia de 4acido nucléico de modo que a molécula de polipeptideo
quimérica seja expressada em um hospedeiro transformado com a molécula
de DNA recombinante. Por exemplo, a expressio das moléculas de
polipeptideo quiméricas aqui descritas pode ser controlada por qualquer
elemento promotor/realgador conhecido na técnica. Os promotores que podem
ser usados para controlar a expressio das moléculas de polipeptideo
quiméricas incluem, mas ndo sdo limitados a repeticdo de terminal longo
como descrito em Squinto et al., (1991, Cell 65: 1 a 20); a regido promotora
que esta no inicio do SV40 (Bernoist € Chambon, 1981, Nature 290: 304 a
310), o promotor do CMV, a repetigdo do terminal 5 de M-MuLV, o
promotor contido na repeti¢do do terminal longo 3’ do virus do sarcoma de
Rous (Yamamoto, et al., 1980, Cell 22: 787 a 797), o promotor da timidina
quinase do herpes (Wagner et al., 1981, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 78: 144
a 1445), as seqiiéncias reguladoras do gene da metalotionina (Brinster et al.,
1982, Nature 296: 39 a 42); vetores de expressdo procariéticos tais como o
promotor da O-lactamase (Villa-Kamaroff, et al., 1978, Proc. Natl. Acad. Sci.
U.S.A. 75: 3727 a 3731), ou o promotor tac (DeBoer, et al., 1983, Proc. Natl.
Acad. Sci. U.S.A. 80: 21 a 25, ver também “Useful proteins from recombinant
bacteria” na Scientific American, 1980, 242: 74 a 94); elementos promotores
da levedura ou outros fungos tais como o promotor Gal 4, o promotor ADH
(4lcool desidrogenase), promotor PGK (fosfoglicerol quinase), promotor da
alcalino fosfatase, e as seguintes regides de controle transcricional animal,
que exibem especificidade de tecido e foram utilizadas em animais
transgénicos: a regido de controle do gene da elastase I que € ativo nas células
acinares pancredticas (Swift et al., 1984, Cell 38: 639 a 646; Omitz et al.,
1986, Cold Spring Harbor Symp. Quant. Biol. 50: 399 a 409; MacDonald,
1987, Hepatology 7: 425 a 515); regido de controle do gene da insulina que €
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ativa nas células beta pancreéticas (Hanahan, 1985, Nature 315: 115 a 122),
regido de controle do gene da imunoglobulina que € ativa em células linféides
(Grosschedl et al., 1984, Cell 38: 647 a 658; Adames et al., 1985, Nature 318:
533 a 538; Alexander et al., 1987, Mol. Cell. Biol. 7: 1436 a 1444), regido de
controle do virus do tumor mamario de que € ativa em células testiculares, da
mama, linfoéides e mastoides (Leder ez al., 1986, Cell 45: 485 a 495), regido
de controle do gene da albumina que € ativa no figado (Pinkert et al., 1987,
Genes and Devel. 1: 268 a 276), regido de controle do gene alfa-fetoproteina
que é ativa no figado (Krumlauf ez al., 1985, Mol. Cell. Biol. 5: 1639 a 1648;
Hammer et al., 1987, Science 235: 53 a 58); regido de controle do gene da 1-
antitripsina alfa que € ativa no figado (Kelsey et al, 1987, Genes and Devel. 1:
161 a 171), regido de controle do gene da beta-globina que € ativa em células
mieloides (Mogram et al., 1985, Nature 315: 338 a 340; Kollias et al., 1986,
Cell 46: 89 a 94); regido de controle do gene da proteina de mielina basica
que ¢ ativa em células de oligodendrocito no cérebro (Readhead et al., 1987,
Cell 48: 703 a 712); regido de controle do gene da cadeia leve 2 de miosina
que ¢é ativa no musculo do esqueleto (Shani, 1985, Nature 314: 283 a 286), € a
regido de controle do gene do hormdnio de liberagdo gonadotrépico que €
ativa no hipotalamo (Mason et al., 1986, Science 234: 1372 a 1378).

Assim, de acordo com a invengdo, os vetores de expressao
capazes de serem replicados em um hospedeiro bacteriano ou eucaridtico que
compreendo 4cido nucléico que codifica a molécula de polipeptideo
quimérica como aqui descrito, sdo usados para transfectar o hospedeiro e por
meio deste a expressdo direta de tais acidos nucléicos para produzir as
moléculas de polipeptideo quiméricas, que podem ser depois recuperadas em
uma forma biologicamente ativa. Como aqui usado, uma forma
biologicamente ativa inclui uma forma capaz de ligagdo ao VEGF.

Os vetores de expressdo contendo as moléculas quiméricas de
4cido nucléico aqui descritos podem ser identificados por trés métodos gerais:

(a) hibridizagdo DNA-DNA, (b) presenga ou auséncia de fungdes de gene
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“marcador”, e (c) expressdo de seqiiéncias inseridas. No primeiro método, a
presenca de um gene estranho inserido em um vetor de expressdo pode ser
detectada pela hibridizagdo de DNA-DNA usando-se sondas que
compreendam seqii€ncias que sdo homologas as seqiiéncias molécula de
polipeptideo quimérica inseridas. No segundo método, o sistema
recombinante de vetor/hospedeiro pode ser identificado e selecionado com
base na presenga ou auséncia de certas fungdes de gene “marcador” (por
exemplo, atividade de timidina quinase, resisténcia a antibioticos, fenétipo de
transformagdo, formagdo de corpo de oclusdo em baculovirus, etc.) causadas
pela inser¢do de gene estranhos no vetor. Por exemplo, se a seqiiéncia de
DNA da molécula de polipeptideo quimérica € inserida dentro da seqiiéncia
de gene marcador do vetor, recombinantes contendo o inserto podem ser
identificados pela auséncia da fun¢do de gene marcador. No terceiro método,
os vetores de expressdo recombinantes podem ser identificados ensaiando-se
o produto do gene estranho expressado pelo recombinante. Tais ensaios pode
ser baseados, por exemplo, nas propriedades fisicas ou funcionais das
moléculas de polipeptideo quiméricas.

As células da presente invengdo podem expressar
transitoriamente ou, preferivelmente, constitutiva e permanentemente as
moléculas de polipeptideo quiméricas.

As moléculas de polipeptideo quiméricas podem ser
purificadas por qualquer técnica que permita a formagdo subsequente de uma
molécula de polipeptideo quimérica estavel, biologicamente ativa. Por
exemplo, e ndo por via de limitagdo, os fatores podem ser recuperados das
células como proteinas soltiveis ou como corpos de inclusdo, das quais podem
ser extraidos quantitativamente pelo cloridreto de guanidinio 8 M e dialise
(ver, por exemplo, Builder, et al., Patente US N? 5.663.304). De modo a
purificar mais os fatores, a cromatografia de troca de ion convencional, a
cromatografia de interagdo de hidrofobicos, a cromatografia de fase reversa

ou filtragdo em gel podem ser usados.
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Em uma forma de realizagdo da invengdo, a seqiiéncia de
nucleotideo que codifica o primeiro componente esta a montante da seqiiéncia
de nucleotideo que codifica o segundo componente. Em uma outra forma de
realizag@o preferida da invengdo, a seqiiéncia de nucleotideo que codifica o
primeiro componente esta a jusante da seqiiéncia de nucleotideo que codifica
o segundo componente. Outras formas de realiza¢do da invengdo podem ser
preparadas em que a ordem do primeiro, segundo e terceiro componentes de
polipeptideo de fusdo sdo rearranjados. Por exemplo, se a seqiiéncia de
nucleotideo que codifica o primeiro componente é designada 1, a seqiiéncia
de nucleotideo que codifica o segundo componente é designada 2 e a
seqiiéncia de nucleotideo do terceiro componente ¢ designada 3, entio a
ordem dos componentes no acido nucléico isolado da invengdo como lido a
partir de 5’ para 3’ pode ser qualquer uma das seis combinagdes seguintes:
1,2,3; 1,3,2; 2,1,3; 2,3,1; 3,1,2; ou 3,2,1.

A presente inven¢do também tem utilidades de diagnodstico e
terapéutica. Em particular, as formas de realizagdo da invengdo, os métodos
de detectar aberra¢des na fungdo ou expressdo das moléculas de polipeptideo
quiméricas aqui descritas podem ser usados no diagnéstico de distirbios. Em
outras formas de realizagdo, a manipulagdo das moléculas de polipeptideo
quiméricas ou de agonistas ou antagonistas que ligam as moléculas de
polipeptideo quiméricas podem ser usados no tratamento de doengas. Em
outras formas de realizagdo, a molécula de polipeptideo quimérica ¢ utilizada
como um agente para bloquear a ligagdo de um agente de ligagéo ao seu alvo.

Por via de exemplo, mas ndo de limitagdo, o método da
invengdo pode ser 1til no tratamento de condigdes clinicas que sdo
caracterizadas pela permeabilidade vascular, edema ou inflamagdo tal como
edema cerebral associado com dano, acidente vascular cerebral ou tumor;
edema associado com disturbios inflamatdrios tal como psoriase ou artrite,
incluindo a artrite reumatdide; asma; edema generalizado associado com

queimaduras; ascites e efusdo pleural associadas com tumores, inflamagdo ou
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trauma; inflamagdo cronica das vias aéreas; sindrome do vazamento capilar;
sépse; doenga renal associadas com o vazamento aumentado de proteina; e
disturbios oculares tais como degeneragdo macular relacionada com a idade e
retinopatia diabética.

Uma andlise da seqiiéncia de aminoacido de Flt1(1-3)-Fc
revelou a presenga de um nimero inusitadamente alto (46) do residuo
aminoacido basico de lisina. Uma analise IEF de Flt1(1-3)-Fc mostrou que
esta proteina tem pl maior do que 9,3, confirmando o prognéstico de que a
proteina € muito basica. Levantou-se a hipétese de que a natureza basica da
proteina Flt1(1-3)-Fc fosse a causa da sua ligagdo aos componentes da matriz
extracelular e que esta interagdo poderia ser a causa da meia vida
extremamente curta detectavel no soro circulante exibido pela Fltl1(1-3)-Fc
quando injetada em camundongos. A fim de testar esta hipdtese, a proteina
F1t1(1-3)-Fc foi acetilada nos residuos de lisina para reduzir a carga basica. A
Fl1t1(1=3)-Fc acetilada foi depois testada nos ensaios descritos abaixo.

Os seguintes exemplos sdo oferecidos por via de ilustra¢do e
ndo por via de limitago.

EXEMPLOS
Exemplo 1: Expressio da proteina Flt1(1-3)-Fc em células CHO K1.

Usando-se técnicas padrdo da biologia molecular (ver por
exemplo, Molecular Cloning, A Laboratory Manual (Sambrook, et al., Cold
Spring Harbor Laboratory), Current Protocols in Molecular Biology (Eds.
Ausubel, et al., Greene Publ. Assoc., Wiley-Interscience, NY), o gene que
codifica a Flt1(13)-Fc foi inserido no vetor de expressdo pEE14.1 (Lonza
Biologics, plc) em um sitio de clonagem multipla a jusante do promotor
CMV. As células CHO K1 foram transfectadas com a construgdo de DNA de
pEE14.1/F1t1(1-3)-Fc usando-se lipofectamina (Gaithersburg, MD). As
células CHO K1 transfectadas foram cultivadas em DMEM isento de
glutamina (JRH, Kansas City, MO) contendo 25 uM de metionina

sulfoximina (MSX) da Sigma Inc., St. Louis, MO, e os expressores da
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proteina altamente recombinantes foram obtidos pela avaliagdo dos
sobrenadantes de célula CHO K1 de mais de 100 coldnias isoladas coletadas a
mao usando-se um imunoensaio padrdo que captura e detecta Fc humano. O
clone coletado a méio selecionado foi amplificado na presenga de 100 uM de
MSX seguido por uma segunda rodada de avaliagdo dos clones amplificados.
O clone de produgdo mais alta teve uma produtividade especifica da proteina
recombinante Flt1(1-3)-Fc de 55 pg/célula/dia.

O clone selecionado foi expandido em frascos T de 225 cm®
(Corning, Acton, MA) e depois em garrafas de rolagem de 8,5 litros (Corning,
Acton, MA) usando-se o meio de cultura de célula descrito acima. As células
foram removidas das garrafas de rolagem pela tripsinizagdo padrdo e
colocadas em 3,5 litros de meio de suspensio. O meio de suspensdo €
compreendido de meio ISCHO isento de glutamina (Irvine Scientific, Santa
Ana, CA) contendo 5 % soro fetal bovino (FBS da Hyclone Labs, Logan,
UT), 100 uM de suplemento MSX e GS (JRH Scientific, Kansas City, MO)
em um biorreator Celligen de 5 litros (New Brunswick Scientific, New
Brunswick, NJ) a uma densidade de 0,3 x 10° células/ml. Depois que as
células atingiram uma densidade de 3,6 x 10°ml e foram adaptadas para
suspensdo foram transferidas para um biorreator de 60 litros (ABEL,
Allentown, PA) a uma densidade de 0,5 x 10° células/ml em 20 litros de meio
ISCHO com 5 % de soro fetal bovino. Depois de dois dias um adicional de 20
litros de ISCHO + S % de soro fetal bovino foi adicionado ao biorreator. As
células foram deixadas crescer por mais dois dias atingindo uma densidade
final de 3,1 x 10° células/ml e uma concentragio final de Flt1(1-3)-Fc na
colheita foi de 95 mg/litro. Na colheita as células foram removidas por
filtragdo de fluxo tangencial usando-se Filtros Prostak de 0,45 pm (Millipore,
Inc., Bedford, MA).
Exemplo 2: Purificacio de proteina Flt1(1-3)-Fc obtida das células CHO
K1

A proteina FIt1(1-3)-Fc foi inicialmente purificada pela
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cromatografia de afinidade. Uma coluna de Proteina A foi usada para ligar,
com alta especificidade, a por¢do Fc da molécula. Esta proteina purificada por
afinidade foi depois concentrada e passada em uma coluna SEC. A proteina
foi depois eluida no tampdo de formulagdo. O seguinte descreve estes
procedimentos em detalhes.

Materiais e Métodos

Todos os produtos quimicos foram obtidos da J.T. Baker,
Phillipsburg, NJ com a excepgdo do PBS; que foi obtido como um
concentrado 10X da Life Technologies, Gaitersburg, MD. As resinas Protein
A Fast Flow e Superdex 200 grau de preparagdo foram obtidas da Pharmacia,
Piscataway, NJ. O equipamento e as membranas para a concentracdo da
proteina foram obtidos da Millipore, Bedford, MA.

Aproximadamente 40 litros de meio condicionado de CHO
filtrado em 0,45 um contendo a proteina Flt1(1-3)-Fc foi aplicado a uma
coluna de Protein A Fast Flow de 290 ml (10 cm de didmetro) que foi
equilibrada com PBS. A coluna foi lavada com PBS contendo 350 mM de
NaCl e 0,02 % de CHAPS e a proteina ligada foi eluida com 20 mM de Acido
Citrico contendo 10 mM de Na,HPOQ,. O unico pico na eluigdo foi coletado e
o seu pH foi elevado até a neutralidade com NaOH 1 M. As fragdes eluidas
foram concentradas até aproximadamente 9 mg/ml usando membranas de
celulose 10K regeneradas tanto por filtragdo de fluxo tangencial quanto por
concentra¢gdo de célula agitada. Para remover agregados e outros
contaminantes, a proteina concentrada foi aplicada a uma coluna empacotada
com resina Superdex 200 grau de preparagdo (10 cm x 55 ¢cm) e conduzida em
PBS contendo 5 % de glicerol. As fragSes de pico principal foram reunidas,
filtradas estéreis, aliquotadas e armazenadas a -80° C.

Exemplo 3: Acetilacio da proteina Flt1(1-3)-Fec.

Duas miligramas da proteina Flt1(1-3)-Fc foram acetiladas
como descrito no manual de instru¢do fornecido com o conjunto de

modificagdo sulfo-NHS-acetato (Pierce Chemical Co., Rockford, IL, Cat.
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#26777).

Exemplo 4: Caracterizacio da proteina Fltl1(1-3)-Fc acetilada.
(a.) Andlise IEF: A FIt1(1-3)-Fc e a FIt1(1-3)-Fc acetilada

foram analisadas pela analise IEF padrdo. Como mostrado na Figura 1, a
proteina FIt1(1-3)-Fc ndo € capaz de migrar no gel e portanto deve ter um pl
maior do que 9,3, o pl mais alto no padrdo. Entretanto, a Flt1(1-3)-Fc
acetilada € capaz de migrar no gel e equilibrar em um plI de aproximadamente
5,2. Este resultado demonstra que a acetilagdo reduz a carga liquida positiva
da proteina e portanto consideravelmente o seu pl.

(b.) Ligacdo aos componentes da matriz extracelular

Para testar quanto a ligacdo aos componentes da matriz
extracelular, a Flt1(1-3)-Fc e a Flt1(1-3)-Fc acetilada foram testadas em um
ensaio planejado para imitar a interagdo com os componentes da matriz
extracelular. Neste ensaio, placas de cultura de tecido de 96 reservatdrios séo
revestidas com Matrigel (placa de 96 reservatdrios de matriz de camada fina
de Biorrevestimento MATRIGEL®, Catalogo #40607, Becton Dickinson
Labware, Bedford, MA). As placas sdo incubadas com concentragses
variaveis de proteina Flt1(1-3)-Fc, Flt1(1-3)-Fc acetilada ou rTie2-Fc (um
controle irrelevante) sdo adicionadas aos reservatorios. As placas sdo
incubadas durante 1 a 2 horas na temperatura ambiente ou a 37° C graus e
depois a detecgdo das proteinas ligadas € realizada pela adi¢do de um
anticorpo secundario de Fc anti-humano conjugado com fosfatase alcalina aos
reservatorios. Finalmente, substrato de fosfatase alcalina é adicionado aos
reservatdrios € a densidade otica é medida. A Figura 2 mostra o resultado
deste ensaio. Como a proteina de controle irrelevante rTie2-Fc, a Flt1(1-3)-Fc
acetilada ndo exibe qualquer ligacdo a placa revestida com Matrigel, ao passo
que a proteina Flt1(1-3)-Fc ndo acetilada exibe ligagdo significante. Este
resultado indica que a acetilagdo de residuos de aminoacido béasico € um
modo eficaz para interferir com as interagdes de carga que existem entre as

proteinas positivamente carregadas € o0s componentes negativamente
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carregados da matriz extracelular sendo estes evidenciados in vivo.

Exemplo S: Polietileno glicolizacido da proteina Fltl(1-3)-Fec.
Embora a polietileno glicolizagdo (polietileno glicol - PEG) de

proteinas foi mostrada aumentar a sua poténcia in vivo pelo realce da
estabilidade e da biodisponibilidade enquanto minimiza a imunogenicidade
(ver as referéncias acima citadas), é contra-intuitivo que as moléculas
polietileno glicoladas que sdo muito grandes para serem filtradas pelos
glomérulos renais possam melhorar as suas propriedades farmacocinéticas.
Sem estar ligado pela teoria, os Requerentes postularam que a polietileno
glicolagdo das moléculas Flt1(1-3)-Fc pudessem melhorar as propriedades
farmacocinéticas, possivelmente ndo pela alteragdo da carga positiva ou pela
diminuigéo do pl da Flt1(1-3)-Fc, mas ao invés pela protegdo fisica das cargas
positivas da intera¢do com a matriz extracelular. Os Requerentes decidiram
tentar melhorar as propriedades farmacocinéticas das moléculas FIt1(1-3)-Fc
pela incorporagdo de filamentos de PEGs de 20K como descrito abaixo.

Materiais e Métodos

FIt1(1-3)-Fc purificada derivada de células CHO (ver acima)
foi usada nos experimentos de polietileno glicolagdo seguintes. PEGs
funcionalizados foram obtidos da Shearwater Polymers, Huntsville, AL;
Bicine da Sigma, St. Louis, MO; coluna Superose 6 da Pharmacia,
Piscataway, NJ; PBS como um concentrado 10X da Life Technologies,
Gaitersburg, MD; Glicerol da J. T. Baker, Phillipsburg, NJ; e géis pré
moldados Bis-Tris da Novex, CA.

Filamentos de PEG 20K funcionalizados com porgdes de
terminal especificos de amina foram usados em estudos de reagdo de pequena
escala que foram ajustados para avaliar diferentes condigdes de reagdo em que
a estequiometria de PEG:proteina foi variada. Com base nestas reagdes € nas
andlises de amostras em SDS-PAGE padrio, a Flt1(1-3)-Fc em uma
concentragdo de 1,5 mg/ml foi reagida no pH 8,1 com moléculas de SPA-PEG

20K (propionato de succinimidila de PEG) em uma relagdo molar de
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mondmero de PEG para Flt1(1-3)-Fc de 1:6. A reagdo foi deixada processar a
8° C durante a noite. Para a purificagdo inicial, os produtos de reagdo foram
aplicados a uma coluna Superose 6 de 10 mm x 30 cm equilibrada com PBS
contendo 5 % de Glicerol. A coluna mostrou separar as moléculas Flt1(1-3)-
Fc polietileno glicolizadas com base no grau de polietileno glicolizagdo. As
fragdes correspondentes que pareceram ser Flt1(1-3)-Fc dimérica
primariamente mono-polietileno glicolizada e di-polietileno glicolizada, como
julgado pelos padres de faixa nos géis de SDS-PAGE redutores e ndo
redutores foram reunidas. A concentracdo de proteina foi determinada
medindo-se a absorbancia a 280 nm. A proteina Fltl1(1-3)-Fc polietileno
glicolizada foi filtrada estéril, aliquotada e armazenada a -40° C.

Exemplo 6: Ligacio de Fltl(1-3)-Fc nao modificada, acetilada e

polietileno glicolizada em um ensaio com base em Biacore.

As proteinas Flt1(1-3)-Fcs ndo modificadas, acetiladas e
polietileno glicolizadas foram testadas em um ensaio com base em Biacore
para avaliar a sua capacidade para ligar ao ligante de Fitl, VEGF. Neste
ensaio, a proteina Flt1(1-3)-Fc ndo modificada foi imobilizada na superficie
de uma lasca de Biacore (ver Biacore Instruction Manual, Pharmacia, Inc.,
Piscataway, NJ, quanto aos procedimentos padrio) e uma amostra contendo
0,2 pg/ml de VEGF e Flt1(1-3)-Fc ndo modificada, Flt1(1-3)-Fc acetilada ou
Flt1(1-3)-Fc polietileno glicolizada (cada uma a 25 pg/ml) foi passada sobre
as lascas revestidas com FIt1(1-3)-Fc. Para minimizar os efeitos de ligagdo
ndo especifica, as amostras ligadas foram lavadas com uma lavagem de 0,5 M
NaCl. Em uma amostra, a Flt1(1-3)-Fc ndo modificada foi misturada com
heparina. A heparina ¢ uma molécula negativamente carregada e a proteina
Flt1(1-3)-Fc é uma molécula positivamente carregada, de modo que quando
as duas moléculas sio misturadas juntas, devem interagir através das suas
respectivas cargas. Isto essencialmente neutraliza a carga inerentemente
positiva da Flt1(1-3)-Fc fazendo com que a molécula se comporte como se

fosse quimicamente ou geneticamente modificada de modo a reduzir a sua
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carga € a sua tendéncia para ligar por intermédio das interagdes de carga.
Como mostrado na Figura 3, a Flt1(1-3)-Fc acetilada (colunas 13 a 16),
polietileno glicolizada (colunas 17 a 20), e tratada com heparina (colunas 21 a
24) sdo cada uma capazes de competir completamente com a Flt1(1-3)-Fc
ligada a lasca de Biacore quanto a ligagdo VEGF quando comparado ao
controle (colunas 1 a 4) e a proteina irrelevante (colunas 5 a 8). A Flt1(1-3)-
Fc ndo modificada (colunas 5 a 6) pareceu competir apenas parcialmente com
a Flt1(1-3)-Fc ligada a lasca Biacore quanto a ligagdo de VEGF. Entretanto, a
lavagem das amostras ligadas com NaCl 0,5 M (colunas 7 a 8) resultou em
um perfil de ligagdo similar ao das formas modificadas de Flt1(1-3)-Fc,
indicando que a proteina ndo modificada exibiu ligagdo ndo especifica para a
lasca que pode ser eliminada pela lavagem salina.

Exemplo 7: Ligacio de FIlt1(1-3)-Fc nao modificada, acetilada e

polietileno glicolada em um ensaio com base em ELISA

Proteinas FItl(1-3)-Fcs ndo modificadas, acetiladas e
polietileno glicolizadas foram testadas em um ensaio com base em ELISA
padrdo para avaliar a sua capacidade para ligar ao receptor ligante de Flt1 do
VEGF. Como mostrado na Figura 4, tanto as proteinas quanto a Flt1(1-3)-Fc
acetilada sdo capazes de ligagdo ao VEGF, demonstrando que modificar a
proteina pela polietileno glicolizagdo ou acetilagdo ndo destr6i a sua
capacidade para ligar o seu ligante.

Exemplo 8: Anilises farmacocinéticas de Flt1(1-3)-Fc nio_modificada,

Flt1(1-3)-Fc acetilada e Flt1(1-3)-Fc polietileno glicolizada.

Experimentos in vivo foram planejados para avaliar os perfis
farmacocinéticos das proteinas Flt1(1-3)-Fc ndo modificadas, das Flt1(1-3)-Fc
acetiladas e das Flt1(1-3)-Fc polietileno glicolizadas. Camundongos Balb/c
(23 a 28 g; 3 camundongos/grupo) foram subcutaneamente injetados com 4
mg/kg de Flt1(1-3)-Fc ndo modificada, acetilada ou polietileno glicolizada.
Os camundongos foram sangrados na cauda em 1, 2, 4, 6, 24 horas, 2 dias e 3

dias depois da inje¢do de proteina. Os soros foram ensaiados em um ensaio
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com base em ELISA padrio planejado para detectar proteina Flt1(1-3)Fc. Em
resumo, o ensaio envolve revestir uma placa de ELISA com VEGF, a ligagdo
dos soros contendo FIlt1(1-3)-Fc ndo modificada, acetilada ou polietileno
glicolizada, e reportando com um anticorpo anti-Fc ligado a fosfatase alcalina.
Como mostrado na Figura 5, a T,y para todas as proteina Flt1(1-3)-Fcs foi
entre os pontos de tempo de 6 horas e 24 horas. A Cp, para as proteinas
diferentes foi como segue: Ndo modificada: 0,06 wml a 0,15 pg/ml; acetilada:
1,5 pg/ml a 4,0 pg/ml; e polietileno glicolizada: aproximadamente 5 pg/ml.
Exemplo 9: Acetilacdo de Flt1(1-3)-Fe¢ por etapas

Para determinar que a quantidade minima de acetilagdo €
necessaria para eliminar a ligagdo aos componentes da matriz extracelular, um
experimento foi planejado que acetilou a proteina Flt1(1-3)-Fc em um
maneira por etapas usando-se quantidades crescentes em excesso molar de
reagente de acetilagdo na mistura de reag@o de acetilagdo. A faixa de excesso
molar foi como segue: 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 , 90; e 100 moles de
reagente de acetilagdo por 1 mol de mondémero de Flt1(1-3)-Fc. As reagdes
foram realizadas como detalhado no manual de instrugdo fornecido com o
conjunto de modificagdo de sulfo-NHS-Acetato (Pierce Chemical Co.,
Rockford, IL, Cat.# 26777).

Exemplo 10: Caracterizagdo da Flt1(1-3)-Fc acetilada por etapas.
(a.) Anélise IEF. Proteinas FIt1(1-3)-Fc n3o modificada e

Flt1(1-3)-Fc acetilada por etapa foram analisadas pela analise IEF padréo.
Como mostrado nas Figuras 6A e 6B, a proteina Flt1(1-3)-Fc ndo modificada
néo foi capaz de migrar no gel devido ao seu pl extremamente alto (maior do
que 9,3). Entretanto, a maior parte das amostras da FIt1(1-3)-Fc acetilada por
etapa (amostras de 30 a 100 vezes de excesso molar) foram capazes de migrar
no gel e equilibrar em pls variando entre 4,55 e 8,43, dependendo do grau de
acetilagdo da proteina. Este resultado demonstra que a aéetilaqﬁo pode mudar
a carga positiva da proteina de uma maneira dependente da dose e que a

redugdo do pl pode ser controlada controlando-se o grau de acetilagdo.
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(b.) Ligacdo de FIlt1(1-3)-Fc acetilada por etapa aos

componentes da matriz extracelular

Para testar quanto a ligagdo aos componentes da matriz
extracelular, a Flt1(1-3)-Fc e a FIt1(1-3)-Fc acetilada por etapa foram testadas
no ensaio descrito acima planejado para imitar a interagdo com os
componentes da matriz extracelular. Concentragdes varidveis de proteina
F1t1(1-3)-Fc ndo modificada, FIt1(1-3)-Fc acetilada por etapa (amostras de 10,
20 e 30 vezes de excesso molar), ou rTie2-Fc (um controle irrelevante) foram
adicionadas aos reservatorios. As placas foram incubadas durante 1 a 2 horas
na temperatura ambiente ou a 37° C e depois a detecg¢do de proteinas ligadas
foi realizada pela adigdo de um anticorpo secundario de Fc anti-humano
conjugado com fosfatase alcalina aos reservatdrios. O substrato de fosfatase
alcalina foi subsequentemente adicionado aos reservatérios e a densidade
Otica medida. A Figura 7 mostra o resultado deste ensaio. Como a proteina de
controle irrelevante rTie2-Fc, a Flt1(1-3)-Fc acetilada por etapa (amostras de
20 e 30 vezes de excesso molar) ndo exibiram qualquer ligagdo significante as
placas revestidas com Matrigel, ao passo que a proteina FIt1(1-3)-Fc ndo
acetilada exibiu ligagdo significante. A liga¢do é saturavel, indicando que a
proteina Flt1(1-3)-Fc pode ser ligada a sitios especificos, ao invés de uma
interagdo mediada por carga mais geral que poderia ndo ser saturavel. A
amostra de excesso molar de 10 vezes mostrou ligagdo reduzida, mas o grau
de acetilagdo ndo foi suficiente para bloquear completamente a ligagdo aos
componentes da matriz extracelular. As amostras de excesso molar de 20
vezes e superiores ndo demostraram nenhuma ligagdo detectavel, a despeito
do fato de que pela andlise IEF (Figura 6A e 6B) as amostras de excesso
molar inferior ainda tiveram uma carga positiva liquida grande. Este resultado
demonstra que ndo é necessario acetilar completamente todos os aminodcidos
basicos disponiveis de modo a eliminar a ligagdo aos componentes da matriz
extracelular.

(c.) Ligacdo da Flt1(1-3)-Fc acetilada por etapa em um ensaio
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com base em Biacore.

Proteinas Flt1(1-3)-Fc ndo modificadas e acetiladas por etapa
foram testadas em um ensaio com base em Biacore para avaliar a sua
capacidade para ligar ao ligante de Fltl, VEGF. Neste ensaio, a proteina
F1t1(1-3)-Fc ndo modificada (0,5, 1,0 ou 5,0 ug/ml) foi imobilizada na
superficie de uma lasca de Biacore (ver, Biacore Instruction Manual,
Pharmacia, Inc., Piscataway, NJ, quanto a procedimentos padrdo) e uma
solugdo contendo 0,2 pg/ml de VEGF e Flt1(1-3)-Fc ndo modificada (a 0,5,
1,0 ou 5,0 pg/ml) ou 10 amostras diferentes de Flt1(1-3)-Fc acetilada por
etapa (a 0,5, 1,0 ou 5,0 pg/ml cada uma) foram passadas sobre a lasca
revestida com Fltl1(1-3)-Fc. Como mostrado na Figura 8, em uma relagdo
subestequiométrica (0,5 pg/ml de Flt(1-3) ndo modificada ou FIt1(1-3)-Fc
acetilada por etapa vs. 0,2 pg/ml de VEGF), ndo ha Flt1(1-3)-Fc suficiente
(seja ndo modificada ou acetilada por etapa) na solugdo para ligar
completamente o VEGF. A 1,0 ug/ml, que aproxima-se de uma relagdo
estequiométrica de 1:1, tanto a Flt1(1-3)-Fc ndo modificada quanto a acetilada
por etapa sdo mais capazes de competir para a ligagdo ao VEGF, mas ainda
ndo hé proteina Flt1(1-3)-Fc suficiente (seja ndo modificada ou acetilada por
etapa) para ligar completamente o VEGF disponivel. Entretanto, a 5,0 pg/ml,
que € varias vezes maior do que uma relagdo estequiométrica de 1:1, tanto a
proteina Flt1(1-3)-Fc quanto a proteina Flt1(1-3)-Fc acetilada por etapa sdo
capazes para ligar o VEGF, independente do grau de acetilagdo. Isto
claramente demonstra que a acetilagdo ndo altera a capacidade da Flt1(1-3)-Fc
para ligar VEGF.

(d.) Anilises farmacocinéticas da Flt1(1-3)-Fc acetilada por

etapa

Experimentos in vivo foram planejados para ensaiar os perfis
farmacocinéticos de proteinas Flt1(1-3)-Fc ndo modificadas e FIt1(1-3)-Fc
acetiladas por etapa. Camundongos Balb/c (23 a 28 g) foram subcutaneamente

injetados com 4 mg/kg de amostras ndo modificadas ou de excesso molar de
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10, 20, 40, 60 e 100 vezes de FItl(1-3)-Fc acetilada por etapa (3
camundongos para amostras ndo modificada, de excesso molar de 10, 20 e 40
vezes e 2 camundongos para amostras de excesso molar de 60 e 100 vezes).
Os camundongos foram sangrados na cauda a 1, 2, 4, 6, 24 horas, 2 dias e 3
dias depois da injegdo. Os soros foram ensaiados em um ensaio com base em
ELISA planejado para detectar Flt1(1-3)-Fc (descrito acima). A Figura 9
detalha o resultado deste estudo. A Ty, para todas as proteina Flt1(1-3)-Fcs
testadas foi no ponto de tempo de 6 horas mas a Cp,,x foi como segue: Flt1(1-
3)-Fc ndo modificada: 0,06 pg/ml; amostra de excesso molar de 10 vezes: -
0,7 pg/ml, amostra de excesso molar de 20 vezes - 2 pg/ml, amostra de
excesso molar de 40 vezes - 4 pg/ml, amostra de excesso molar de 60 vezes -
2 ug/ml, amostra de excesso molar de 100 vezes - 1 pg/ml. Este resultado
demonstra que a acetilagdo ou polietileno glicolizagdo de Flt1(1-3)-Fc
significantemente melhora o seu perfil farmacocinético.

Exemplo 11: Construcio de mutante de supressdo de regido basica da
Flt1(1-3)-Fc designado Mut 1: Fitl1(1-3,p)-Fc.

Com base na observagdo de que a Flt1(1-3)-Fc acetilada, que

tem um pl abaixo de 6, tem farmacocinéticas muito melhor do que a Flt1(1-
3)-Fc ndo modificada altamente positiva (pI > 9,3), foi indagado se a
diferenca nas farmacocinéticas poderiam ser atribuidas a carga liquida da
proteina, que a faz grudenta a componentes da matriz extracelular
negativamente carregados, ou se houvesse talvez localizagdes especificas na
superficie da proteina Fitl1(1-3)-Fc que constituissem sitios de ligagdo
especificas para os componentes da matriz extracelular. Por exemplo, muitas
proteinas sdo conhecidas por terem sitios de ligagdo de heparina, que
consistem freqiientemente de um agrupamento de residuos basicos. Algumas
vezes estes residuos sdo encontrados em um cacho na seqiiéncia priméria da
proteina; algumas das literaturas tém identificado “seqiiéncias de consenso”
para tais sitios de ligagdo de heparina (ver por exemplo Hileman, et al., 1998,

Bioessays 20(2): 156 a 167). Em outros casos, a estrutura cristalina conhecida
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de uma proteina revela um cacho de residuos positivamente carregados na
superficie de uma proteina, mas os residuos vém de regides diferentes da
seqiiéncia primaria e sdo apenas levadas juntas quando a proteina se dobra na
sua estrutura terciaria. Assim € dificil deduzir se um residuo isolado de
aminodcido forma parte de um cacho de residuos basicos na superficie da
proteina. Entretanto, se existe um cacho de residuos de aminoacido
positivamente carregados na seqiiéncia primaria, este ndo € exorbitante para
supor que os residuos estejam espacialmente proximos um dos outros e
poderiam portanto ser parte de um sitio de ligagdo de componente de matriz
extracelular. O receptor Fltl foi estudado extensivamente e varios dominios
foram descritos (ver por exemplo Tanaka et al., 1997, Jpn. J. Cancer Res 88:
867 a 876). Referindo-se ao acido nucléico e a seqiiéncia de aminoécido
apresentada nas Figuras 10A a 10D (SEQ ID NO: 1 e 2, respectivamente)
deste pedido, pode-se identificar a seqiiéncia de sinal para a secregdo que esta
localizada no inicio da seqiiéncia e estende-se até a glicina codificada pelos
nucleotideos 76 a 78. A proteina madura comega com Ser-Lys-Leu-Lys,
comegado no nucleotideo 79 da seqiiéncia de acido nucléico. O dominio 1 de
Ig da Fltl estende-se do nucleotideo 79 ao 393, terminando com os
aminoacidos Ser-Asp-Thr O dominio 2 de Ig da Fltl estende-se do
nucleotideo 394 ao 687 (que codifica Gly-Arg-Pro até Asn-Thr-Ile), e o
dominio 3 de Ig da Fltl estende-se do nucleotideo 688 até 996 (que codifica
Ile-Asp-Val até Asp-Lys-Ala). Existe uma seqiiéncia de aminoacido ligada
em ponte, Gly-Pro-Gly, codificada pelos nucleotideos 997 a 1005, seguido
pela seqiiéncia de nucleotideo que codifica Fc humano (nucleotideos de 1006
a 1701 ou aminoacidos Glu-Pro-Lys a Pro-Gly-Lys-parada). |

Uma analise mais detalhada da seqiiéncia de aminoécido Fltl
revela que existe um cacho, a saber, residuos de aminoacido 272 a 281
(KNKRASVRR) das Figuras 10A a 10D (SEQ ID NO: 2), em que 6 dos 10
residuos de aminoacido sdo basicos. Esta seqiiéncia esta localizada no

dominio 3 da Ig de Fltl do receptor (ver Figura 11), que ndo € por si s
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essencial para a ligagdo do ligante do VEGF, mas que confere uma afinidade
de ligagdo superior ao ligante. Um alinhamento da seqiiéncia do dominio 3 de
Ig com aquela do dominio 2 de Ig revela que nesta regido, existe alinhamento
muito deficiente entre os dois dominios Ig, € que existem cerca de 10
aminoacidos adicionais no dominio 3 de Ig. Uma andlise dos perfis de
hidrofilicidade (software de computador MacVector) destes dois dominios
indica claramente a presenga de uma regido hidrofilica na proteina (Figuras
12A a 12B). Estas observagdes levantaram a possibilidade de que a
conformagdo tridimensional atual do dominio 3 da Ig de Fltl deixaram algum
tipo de protrusdo que ndo estd no dominio 2 da Ig de Fltl. Para testar esta
hipétese, os 10 aminoacidos adicionais foram suprimidos e a proteina
resultante foi testada para ver se a supressio poderia afetar as
farmacocinéticas favoravelmente sem comprometer seriamente a afinidade ao
receptor para VEGF. Esta construgdo de DNA, que foi construida usando-se
as técnicas da biologia molecular padrio (ver por exemplo, Molecular
Cloning, A Laboratory Manual (Sambrook, et al., Cold Spring Harbor
Laboratory), Current Protocols in Molecular Biology (Eds. Ausubel, et al.,
Greene Publ. Assoc., Wiley-Interscience, NY) no vetor de expressdo pMT21
mamifero (Genetics Institute, Inc., Cambridge, MA), ¢ chamado de Mutl:
Flt1(1-3a8)-Fc. A construgdo Mutl: Flt1(1-3,p)-Fc foi derivada do Flt1(1-3)-
Fc pela supressdo dos nucleotideos 814 a 843 (apresentada nas Figuras 10A a
10D — SEQ ID NO: 1), que suprime a seqiiéncia de 10 residuos de aminoacido
altamente basicos Lys-Asn-Lys-Arg-Ala-Ser-Val-Arg-Arg-Arg do dominio 3
da Ig de Fltl.

A construgdo final de DNA foi verificada na seqiiéncia
usando-se um seqiienciador d¢ DNA ABI 373A e o Taq Dideoxi Terminator
Cicle Sequencing Kit (Applied Biosystems, Inc., Foster City, CA). A
seqiiéncia de Mutl: Flt1(1-3,p)-Fc é apresentada nas Figuras 13A a 13D
(SEQ ID NO: 3 e 4, respectivamente).

Exemplo 12: Construcio de Flt1(1-3)-Fc mutante de supressiao de regidao
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basica designada Mut: Flt1(2-3,5)-Fec.

Uma segunda constru¢do mutante de supressdo, designada
Mut2: Flt1(2-35p)-Fc, foi derivada da construgdo Mutl: Flt1(1-3,5)-Fc pela
supressdo do dominio 1 da Ig de Fltl codificado pelos nucleotideos 79 a 393
(ver Figuras 10A a 10D — SEQ ID NO: 1); por conveniéncia, os nucleotideos
73 a 78 (TCA GGT) foram mudados para TCC GGA. Isto introduziu um sitio
de restricdo (BspEI) sem alterar a seqiiéncia de aminoacido associada, Ser-
Gly. Esta construgdo de DNA, que foi construida usando-se técnicas padrdo
de biologia molecular (ver por exemplo, Molecular Cloning, A Laboratory
Manual (Sambrook, et al., Cold Spring Harbor Laboratory), Current Protocols
in Molecular Biology (Eds. Ausubel, et al., Greene Publ. Assoc., Wiley-
Interscience, NY) no vetor de expressdo mamifero pMT21 (Genetics Institute,
Inc., Cambridge, MA), foi também verificado na seqiiéncia usando-se um
seqiienciador de DNA ABI 373A e Taq Dideoxi Terminator Cicle Sequencing
Kit (Applicated Biosystems, Inc., Foster City, CA). A seqiiéncia de Mut2:
Flt1(2-3,p)-Fc é apresentada nas Figuras 14A a 14C (SEQ ID NO: 5).
Exemplo 13: Construcio de mutante de supressio de FIt1(1-3)-Fc
designada Mut3: Flt1(2-3)-Fc.

Uma terceira constru¢do mutante de supressdo, designada
Mut3: Flt1(2-3)-Fc, foi construida do mesmo modo como a construgdo Mut2:
Flt1(2-345)-Fc, exceto que o dominio 3 da Ig de Fltl foi deixada intacta (a
regido de aminoacidos basicos ndo foram suprimidas). A construgdo foi
construida usando-se técnicas padrdo de biologia molecular e a construgdo
final foi verificada na seqiiéncia como descrito acima. A seqiiéncia de Mut3:
Flt1(2-3)-Fc é apresentada nas Figuras 15A a 15C (SEQ ID NO: 7 e 8,
respectivamente).
Exemplo 14: Construcio de mutante de N-glicosilacio de regido basica de

Flt(1-3)-Fc designada Mut4: Flt1(1-3g_.n)-Fc.

Uma construgdo final foi feita em que um sitio de N-

glicosilagdo foi introduzido no meio da regiéo basica do dominio 3 da Ig de
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Fltl. Esta construgdo foi designada Mut4: Flt1(1-3g-n)-Fc e foi fabricada
mudando-se os nucleotideos 824 e 825 de GA para AC, mudando
consequentemente o residuo codificado Arg (AGA) em um residuo Asn
(AAC) (ver Figuras 10A a 10D - SEQ ID NO: 1 e 2, respectivamente). A
seqiiéncia de aminoacido resultante ¢ portanto mudada de Arg-Ala-Ser para
Asn-Ala-Ser, que se iguala ao sinal candnico (Asn-Xxx-Ser/Thr) para a
adi¢do de um sitio de N-glicosilagdo no residuo Asn. A seqiiéncia de Mut4:
Flt1(1-3r.>n)-Fc € apresentada nas Figuras 16A a 16D (SEQ ID NO: 9 e 10,
respectivamente).

Exemplo 15: Caracterizacio de Flt1(1-3)-Fc acetilada.

Mutantes Mutl: Flt1(1-3,5)-Fc e Mut4: Flt1(1-3g..n)-Fc.

(a.) Ligacdo aos componentes da matriz extracelular

Para determinar se as trés proteinas modificadas foram mais ou
menos provaveis de ter propriedades farmacocinéticas melhoradas, placas de
96 reservatorios revestidas com Matrigel (como descrito acima) foram
incubadas com concentragdes variaveis das proteinas mutantes e detectadas
com anticorpos conjugados Fc/fosfatase alcalina anti-humano. Como
mostrado na Figura 18, este experimento mostrou que embora a proteina
Flt1(1-3)-Fc ndo modificada possa ligar-se avidamente a estes reservatorios, a
proteina Mut3: Flt1(2-3)-Fc liga-se um pouco mais fracamente, a proteina
Mutl: Flt1(1-358)-Fc liga-se mais fracamente ainda, e a proteina Mut2:
Flt1(2-358)-Fc mostrou o melhor perfil, ligante-se mais fracamente do que
qualquer uma das outras proteinas mutantes. A proteina mutante em
glicosilagdo Mut4: Flt1(1-3gn)-Fc mostrou apenas beneficio marginal no
ensaio de Matrigel. Estes resultados confirmam a hipétese de que uma
seqiiéncia linear de aminoacidos positivos pode ser suprimida da seqiiéncia
priméria resultando em uma diminui¢do na interagdo de carga com os
componentes da matriz extracelular.

(b.) Ligacdo de Mutl: Fit1(1-355)-Fc e Mut4: Flt1(1-3p.>n)-Fc

em um ensaio com base em Biacore.
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Proteinas Fltl1(1-3)-Fc ndo modificadas e acetiladas e Mutl:
Flt1(1-34p)-Fc e Mut4: FIt1(1-3g..n)-Fc geneticamente modificadas foram
testadas em um ensaio com base em Biacore para avaliar a sua capacidade
para ligar-se ao ligante Fltl, VEGF. Neste ensaio, a proteina Flt1(1-3)-Fc nio
modificada (0,25, 0,5, ou 1,0 pg/ml) foi imobilizada na superficie de uma
lasca de Biacore (ver Biacore Instruction Manual, Pharmacia, Inc.,
Piscataway, NJ, quanto aos procedimentos padrdo) e uma solugdo contendo
0,1 pg/ml de VEGF e sobrenadante de célula COS purificada ou contendo
Flt1(1-3)-Fc ndo modificada (a aproximadamente (0,25, 0,5 ou 1,0 pg/ml)),
Fl1t1(1-3)Fc acetilada, purificada (a (0,25, 0,5 ou 1,0 pg/ml), sobrenadante de
célula COS contendo Mutl Flt1(1-3,p)-Fc (a aproximadamente (0,25, 0,5 ou
1,0 ug/ml)), ou sobrenadante de célula COS contendo Mut4: Flt1(1-3g..N)-Fc
(a aproximadamente (0,25, 0,5 ou 1,0 pg/ml) foram passadas sobre as lascas
revestidas com FIt1(1-3)-Fc. Como Mostrado na Figura 17, na sub-relagdo
estequiométrica (0,25 pg/ml Flt1(1-3)-Fc de amostras ndo modificadas,
acetiladas ou geneticamente modificadas vs. 01. pg/ml de VEGF), a proteina
FlIt1(1-3)-Fc é insuficiente para bloquear a ligagdo de VEGF ao Flt1(1-3)-Fc
imobilizado na lasca de Biacore. A 0,5 pug/ml de proteinas Flt1(1-3)-Fc ndo
modificadas, acetiladas ou geneticamente modificadas, a relagdo
estequiométrica aproxima-se de 1:1 e existe uma capacidade aumentada para
bloquear a ligagdo de VEGF a lasca de Biacore. A 1,0 ug/ml de proteinas
Flt1(1-3)-Fcs ndo modificadas, acetiladas ou geneticamente modificadas, que
é aproximadamente uma relagdo estequiométrica de 10:1, as proteinas Flt1(1-
3)-Fcs sdo capazes de bloquear a ligagdo de VEGF a lasca de Biacore, mas
ndo sdo equivalentes. Ndo modificadas, acetiladas e Mutl: Flt1(1-3,p)-Fc sdo
essencialmente iguais na sua capacidade para bloquear a ligagdo de VEGF, ao
passo que a Mut4: Flt1(1-3g.n)-Fc é um pouco menos eficiente no bloqueio a
ligagdo. Este resultado confirma a hipétese de que é possivel reduzir a ligagdo
ndo especifica de uma molécula positivamente carregada removendo-se

geneticamente uma seqiiéncia linear de aminoacidos que sejam de modo
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predominante negativamente carregados.

(c.) Ligacdo de Mutl: Flt1(1-3p)-Fc, Mut2: Flt1(2-3,p)-Fc,
Mut3: Flt1(2-3)-Fc, e em um ensaio com base em ELISA.

Para determinar se as trés proteinas mutantes poderiam ligar o
ligante de Flt1 VEGF, experimentos de ligagdo foram feitos em que placas de
96 reservatorios revestidas com VEGF foram incubadas com concentragdes
variaveis da respectiva proteina mutante, e em seguida lavagem, a quantidade
ligada foi detectada pela incubagdo com um anticorpo Fc anti-humano
conjugado com fosfatase alcalina e quantificada colorimetricamente pela
adigdo de um substrato apropriado de fosfatase alcalina. Como mostrado na
Figura 19, este experimento mostrou que todas as proteina mutantes puderam
ligar-se a0 VEGF de modo similar, nas concentragdes testadas.

Exemplo 16: Analises farmacocinéticas de Flt1(1-3)-Fc acetilada, Mutl:

Flt1(1-3,5)-Fc e Flt1(1-3)-Fc ndo modificada.

Experimentos in vivo foram planejados para ensaiar os perfis
farmacocinéticos de Flt1(1-3)-Fc ndo modificada, Mutl: Flt1(1-3,5)-Fc e da
proteina Flt1(1-3)-Fc acetilada em excesso molar de 40 vezes. Camundongos
Balb/c (25 a 30 g) foram subcutaneamente injetados com 4 mg/kg de
proteinas Flt1(1-3)-Fc ndo modificada, Fltl1(1-3)-Fc acetilada em excesso
molar de 40 vezes e Mutl: Fltl1(1-3,8)-Fc (4 camundongos cada). Estes
camundongos foram sangrados na cauda a 1, 2, 4, 6, 24 horas, 2 dias, 3 dias e
5 dias depois da injegdo. Os soros foram ensaiados em um ELISA planejado
para detectar a proteina Flt1(1-3)-Fc que envolve revestir uma placa de
ELISA com VEGF, a liga¢do da Flt1(1-3)-Fc e reportar com um anticorpo
anti-Fc ligado a fosfatase alcalina. Como mostrado na Figura 20, a Cpax para
estes reagentes foi como segue: Flt1(1-3)-Fc ndo modificada - 0,15 pg/ml;
Flt1(1-3)-Fc acetilada em excesso molar de 40 vezes - 1,5 pg/ml; e Mutl:
Flt1(1-34p)-Fc - 0,7 pg/ml.

Exemplo 17: Construcio do vetor receptor Fltl modificado

O racional para a construgdo de versdes modificadas do
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receptor Flt]l (também conhecido como VEGFR1) foi com base na
observagdo de que a seqiiéncia de proteina de Fltl foi altamente bésica, e foi
portanto provavel de grudar na matriz extracelular (ECM). A natureza
altamente basica de Fltl provavelmente explica porque a Flt1(1-3)-Fc ndo
modificada (descrita acima) tem farmacocinéticas deficientes que a tornam
dificil de usar como um agente terapéutico. Como descrito acima, a forma
quimicamente modificada de Flt1(1-3)-Fc acetilada em excesso molar de 40
vezes, daqui em diante denominada A40, exibiu um perfil farmacocinético
(PK) enormemente melhorado em relagdo a FIt1(1-3)-Fc ndo acetilada.
Portanto, tentativas foram feitas para engendrar moléculas de DNA que
pudessem ser usadas para expressar formas recombinantemente modificadas
de uma molécula de receptor Fltl que possuisse o perfil PK melhorado
exibido pela A40 e ainda manter a capacidade para ligar-se firmemente ao
VEGF.

E conhecido na literatura que o primeiro dominio Ig de Fltl
(que tem uma carga liquida de +5 no pH neutro) ndo € essencial para a ligagdo
firme ao VEGF, assim este dominio foi suprimido. O terceiro dominio Ig
(tendo uma carga liquida de +11) ndo é essencial para a ligagdo, mas confere
afinidade mais alta a0 VEGF do que o segundo dominio Ig, assim ao invés de
suprimi-lo totalmente, este foi substituidos com os dominios equivalentes do
receptor Flt1 referentes ao Flkl (também conhecido como VEGFR2) e Flt4
(também conhecido como VEGFR3). Estas moléculas quiméricas (denotadas
RIR2 (FIt1.D2.FIkID3.FcACl(a) e VEGFRIR2-FcACl(a) e RIR3
(F1t1.D2.VEGFR3D3-FcACl(a) e VEGFRIR3-FcACl(a) respectivamente,
em que R1 e Flt1D2 = dominio 2 da Ig de Fltl (VEGFR1); R2 e Flk1D3 =
dominio 3 da Ig de Flk1 (VEGFR2); e R3 e VEGFR3D3 = dominio 3 da Ig de
Flt4 (VEGFR3)) foram muito menos pegajosos ao ECM, como julgado por
um ensaio in vitro de ligagio ECM como descrito abaixo, teve PK
enormemente melhorado como descrito abaixo. Além disso, estas moléculas

foram capazes para ligar VEGF firmemente como descrito abaixo e bloquear
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a fosforilagdo do receptor Flkl nativo expressado em células endoteliais como

descrito abaixo.

(a)  Construcio do plasmideo de expressao
pFlt1D2.Flk1D3.FcACl(a)

Os plasmideos de expressdo pMT21.FItl1(1-3).Fc (6519 pares
de base) e pMT21.Flk-1(1-3).Fc (5230 pares de base) sdo plasmideos que
codificam a resisténcia a ampicilina e versdes alvejadas com Fc de dominios
Ig 1-3 de FItl humano e Flkl humano, respectivamente. Estes plasmideos
foram usados para a construgdo de um fragmento de DNA que consiste de
uma fusdo do dominio 2 da Ig de Flt1 com o dominio 3 da Ig de Flk1, usando-
se a amplificagdo por PCR dos respectivos dominios Ig seguido por outras
rodadas de PCR para se obter a fusdo dos dois dominios em um unico
fragmento. Para o dominio 2 da Ig de Fltl, os iniciadores de amplificagdo 5’ e
3’ foram como segue:

5°: bsp/flt1D2

(5°-GACTAGCAGTCCGGAGGTAGACCTTTCGTAGAGATG-3’)
SEQ ID NO: 18.

3’: Flt1D2-Flk1D3.as

(5°-CGGACTCAGAACCACATCTATGATTGTATTGGT-3’) - SEQ ID
NO: 19.

O iniciador de amplificagdo 5’ codifica um sitio de enzima de
restricdio BspEl a montante do dominio 2 da Ig de Fltl, definido pela
seqiiéncia de aminoacido GRPFVEM (que corresponde aos aminoacidos 27 a
33 das Figuras 21A a 21C — SEQ ID NO: 12). O iniciador 3’ codifica o
complemento reverso da extremidade 3’ do dominio 2 da Ig de Fltl fundida
diretamente no inicio 5’ do dominio 3 da Ig de Flk1, com o ponto de fusdo
definido como TIID de Flt1 (que corresponde aos aminoacidos de 123 a 126
das Figuras 21A a 21C — SEQ ID NO: 12) e continuando no VVLS (que
corresponde aos aminoécidos de 127 a 130 das Figuras 21A a 21C — SEQ ID
NO: 12) de Flkl1.
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Para o dominio 3 da Ig de Flk1, os iniciadores de amplificagdo

5’ e 3’ foram como segue:
5’: Flt1D2-Flk1D3.s
(5’-ACAATCATAGATGTGGTTCTGAGTCCGTCTCATG G-3’) -
SEQ ID NO: 21.
3’: Flk1D3/apa/srf.as ’
(5’-GATAATGCCCGGGCCCTTTTCATGGACCCTGACAAATG-3’)
- SEQ ID NO: 22.

O iniciador de amplificagdo 5’ codifica a extremidade do
dominio 2 da Ig de Fltl fundida diretamente no inicio do dominio 3 da Ig de
Flk1l, como descrito acima. O iniciador de amplificagdo 3’ codifica a
extremidade do dominio 3 da Ig de Flkl, definida pelos aminoacidos
VRVHEK (que correspondem aos aminoacidos de 223 a 228 das Figuras 21A
a 21C — SEQ ID NO: 12), seguido por uma seqiiéncia ligada em ponte que
inclui uma seqiiéncia de reconhecimento para a enzima de restrigdo Srfl, e
codifica os aminoacidos GPG. A seqiiéncia ligada em ponte corresponde aos
aminoacidos de 229 a 231 das Figuras 21A a 21C - SEQ ID NO: 12.

Depois de uma rodada de amplificagdo por PCR para produzir
os dominios individuais, os produtos foram combinados em um tubo e
submetidos a uma outra rodada de PCR com os iniciadores bsp/flt1D2 e
Flk1D3/apa/srf.as (descritos acima) para produzir o produto de fusdo. Este
produto de PCR foi subsequentemente digerido com as enzimas de restrigdo
BspEl e Smal e o fragmento resultante de 614 pares de base foi subclonado
nos sitios de restri¢do de BspEI até Srfl do vetor pMT21/AB2.Fc, para criar o
plasmideo pMT21/F1t1D2.Flk1D3.Fc. A seqiiéncia de nucleotideo do inserto
de fusdo de gene FIt1D2-Flk1D3 foi verificada pela analise de seqiiéncia
padrdo. Este plasmideo foi depois digerido com as enzimas de restrigdo EcoRI
e Srfl e o fragmento resultante de 702 pares de base foi transferido nos sitios
de restrigio de EcoRI até Srfl do plasmideo pFltl(1-3)B2-FcACl(a) para
produzir o plasmideo pFlt1D2.Flk1D3.FcACl(a). O DNA completo e as
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seqiiéncias de aminoacido deduzidas da molécula Fit1D2.Flk1D3.FcACl(a)
quimeérica estd apresentada nas Figuras 21A a21C—-SEQID NO: 11 e 12.

(b) Construcao do plasmideo de expressao
pFIt1D2VEGFR3D3FcACl(a)

O plasmideo de expressdo pMT21.Flt1(1-3).Fc (6519 pares de
base) codifica a resisténcia a ampicilina e uma versdo alvejada em Fc de
dominios de 1 a 3 da Ig de receptor Fltl humano. Este plasmideo foi usado
para produzir um fragmento de DNA contendo o dominio 2 da Ig de Fltl pela
PCR. O RNA da linha de célula HEL.921.7 foi usado para produzir o dominio
3 da Ig de Flkl, usando-se a metodologia padrdao de RT-PCR. Uma outra
rodada de amplificagdo por PCR foi usada para obter a fusdo dos dois
dominios Ig em um tUnico fragmento fundido. Para o dominio 2 da Ig de Fltl,
os iniciadores de amplificagdo 5’ e 3’ foram como segue:

57: bsp/flt1D2

(5’-GACTAGCAGTCCGGAGGTAGACCTTTCGTAGAGATG-3’) -
SEQ ID NO: 24.

3’: FIt1D2.VEGFR3D3.as

(TTCCTGGGCAACAGCTGGATATCTATGATTGTATTGGT) - SEQ
ID NO: 25.

O iniciador de amplificagdo 5’ codifica um sitio de restrigdo
BspEI a montante do dominio 2 da Ig de Fltl, definido pela seqiiéncia de
aminoacido GRPFVEM (que corresponde aos aminoacidos de 27 a 33 das
Figuras 22A a 22C — SEQ ID NO: 14). O iniciador de amplificagdo 3’
codifica o complemento reverso da extremidade do dominio 2 da Ig de Fltl
fundida diretamente no inicio do dominio 3 da Ig de VEGFR3, com o ponto
de fusdo definido como TIID da FItl (que corresponde aos aminoacidos de
123 a 126 das Figuras 22A a 22C — SEQ ID NO: 14) e continuando no IQLL
de VEGFR3 (que corresponde aos aminoacidos de 127 a 130 das Figuras 22A
a 22C — SEQ ID NO: 14). Para o dominio 3 da Ig de VEGFR3, os iniciadores

5’ e 3’ usados para a RT-PCR foram como segue:
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5’: R3D3.s

(ATCCAGCTGTTGCCCAGGAAGTCGCTGGAGCTGCTGGTA) -
SEQ ID NO: 27.

3’: R3D3.as

(ATTTTCATGCACAATGACCTCGGTGCTCTCCCGAAATCG) -
SEQ ID NO: 28.

Ambos os iniciadores de amplificagdo 5’ e 3’ igualam-se a
seqiiéncia de VEGFR3. O produto de amplificagdo de 296 pares de base desta
reagdo de RT-PCR foi isolado por técnicas padrdo e submetido a uma segunda
rodada de PCR para adicionar seqiiéncias adequadas para permitir a fusdo do
dominio FIt1D2 com o dominio Flk1D3 e a fusdo dos dominios Flk1D3 e Fc
por intermédio de uma ponte GPG (ver abaixo). Os iniciadores de
amplificagdo foram como segue:

5’:F1t1D2.VEGFR3D3.s

(TCATAGATATCCAGCTGTTGCCCAGGAAGTCGCTGGAG) -
SEQ ID NO: 29.

3’: VEGFR3D3/srf.as

(GATAATGCCCGGGCCATTTTCATGCACAATGACCTCGGT) -
SEQ ID NO: 30.

O iniciador de amplificagdo 5’ codifica a extremidade 3’ do
dominio 2 da Ig de Fltl fundido diretamente no inicio (extremidade 5’) do
dominio 3 da Ig de VEGFR3, como descrito acima. O iniciador de
amplificagdo 3’ codifica a extremidade 3’ do dominio 3 da Ig de VEGFR3,
definida pelos aminoacidos VIVHEN (que correspondem aos aminoécidos de
221 a 226 das Figuras 22A a 22C — SEQ ID NO: 14), seguido por uma
seqiiéncia ligada em ponte que inclui uma seqiiéncia de reconhecimento para
Srfl, e codifica os aminoacidos GPG. A seqiiéncia de ligagdo em ponte
corresponde aos aminoacidos de 227 a 229 das Figuras 22A a 22C —~ SEQ ID
NO: 14.

Depois de uma rodada (para o dominio 2 da Ig de Fltl) ou
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duas rodadas (para o dominio 3 da Ig de Fit4) de PCR para produzir os
dominios individuais de Ig, os produtos de PCR foram combinados em um
tubo e submetidos a uma outra rodada de amplificagio por PCR com os
iniciadores de amplificagdo bsp/flt1D2 e VEGFR3D3/srf.as descritos acima,
para produzir o produto de fusdo. Este produto de PCR foi subsequentemente
digerido com as enzimas de restricdo BspEI e Smal e o fragmento resultante
de 625 pares de base foi subclonado nos sitios de restrigdo BspEI até Srfl do
vetor pMT21/FIt1AB2.Fc (descrito acima), para criar o plasmideo
pMT21/FItID2.VEGFR3D3.Fc. A seqiiéncia do inserto da fusio de gene
F1t1D2-VEGFR3D3 foi verificada pela andlise de seqliéncia padrdo. Este
plasmideo foi depois digerido com as enzimas de restrigdo EcoRI e Srfl e o
fragmento resultante de 693 pares de base foi subclonado nos sitios de
restri¢do EcoRI até Srfl do plasmideo pFlt1(1-3)AB2-FcACl(a) para produzir
o plasmideo designado pFItID2.VEGFR3D3.FcACl(a). A seqiiéncia de
aminoacido completa de DNA deduzida da molécula de
F1t1D2.VEGFR3D3.FcACl(a) quimérica é apresentada nas Figuras de 22A a
22C--SEQIDNO: 13 e 14.

Exemplo 18: Ensaio de Ligacio que Liga a Matriz Extracelular (ECM)

As placas revestidas de ECM (Becton Dickinson Catilogo #
35-4607) foram reidratadas com DME quente suplementado com glutamina (2
mM), 100 U de penicilina, 100 U de estreptomicina e 10 % de BCS por pelo
menos 1 hora antes de adicionar as amostras. As placas foram depois
incubadas durante 1 hora na temperatura ambiente com concentragdes
variaveis de FIt1D2.FlklD3.FcACl(a) e FItID2.VEGFR3D3.FcACl(a)
comegado em 10 nM com dilui¢des subsequentes de 2 vezes em PBS mais 10
% de BCS. As placas foram depois lavadas 3 vezes com PBS mais 0,1 % de
Triton-X e incubadas com anticorpo Fc anti-humano conjugado com fosfatase
alcalina (Promega, 1:4000 em PBS mais 10 % de BCS) durante 1 hora na
temperatura ambiente. As placas foram depois lavadas 4 vezes com PBS 0,1

% de Triton-X e solucdo tampdo de fosfatase alcalina /pNPP (Sigma) foi



10

15

20

25

30

53

adicionada para o desenvolvimento de cor. As placas foram lidas a I = 405 a
570 nm. Os resultados deste experimento sio mostrados na Figura 23 e
demonstra que as proteinas Fit1D2.Flk1D3.FcACl1(a) e
Flt1D2.VEGFR3D3.FcACl(a) s@o consideravelmente menos pegajosas a
ECM quando comparadas a proteina Flt1(1-3)-Fc.

Exemplo 19: Expressio transitéoria de pFIt1D2.FIk1D3.FcACl(a) em
células CHO-K1 (E1A)

Uma cultura em escala grande (2 litros) de células E. coli
DHI10B que carregam o plasmideo pFlt1D2.Flk1D3.FcAC1(a) descrito acima
no Exemplo 17(a) foi cultivada durante a noite em Caldo Terrifico (TB) mais
100 pg/ml de ampicilina. No dia seguinte, o0 DNA plasmidico foi extraido
usando-se um conjunto QIAgen Endofree Megaprep seguindo o protocolo da
fabricante. A concentragdo do DNA plasmidico purificado foi determinado
pelas técnicas padrdo usando-se um espectrofotometro de UV e fluorimetro. O
DNA plasmidico foi verificado pela digestdo padrdo de enzima de restrigdo de
aliquotas usando-se as enzimas de restrigdo EcoRI mais Notl e Asel. Todos os
fragmentos digeridos pelas enzimas de restrigdo corresponderam aos
tamanhos prognosticados quando analisados em um gel de agarose a 1 %.

Quarenta placas de petri 15 cm foram plaqueadas com células
CHO-K1/E1A a uma densidade de 4 x 10° células/placa. O meio de
plaqueamento foi Gibco Ham’s F-12 suplementado com Soro fetal bovino
(FBS) Hyclone a 10 %, 100 U penicilina/100 U de estreptomicina e glutamina
(2 mM). No dia seguinte cada placa de células foi transfectada com 6 pg do
DNA plasmidico pFlt1D2.Flk1D3.FcACl(a) usando-se Gibco Optimem e
Gibco Lipofectamina em 12 ml de volume, seguindo o protocolo do
fabricante. Quatro horas depois da adi¢do da mistura de transfecg@o as células,
12 ml/placa de Optimem suplementado com 10 % de FBS foi adicionado. As
placas foram incubadas a 37° C em uma incubadora a 5 % de CO, durante a
noite. No dia seguinte o meio foi removido de cada placa e 25 ml do meio de

expressdo (Gibco CHO-S-SFM II suplementado com glutamina (2 mM) e 1
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mM de butirato de sdédio) foi adicionado. As placas foram incubadas a 37° C
durante 3 dias. Depois de 3 dias de incubagdo, o meio foi aspirado de cada
placa e centrifugado a 400 rpm em um rotor de cagamba oscilante para
pelotizar as células. O sobrenadante foi decantado em frascos estéreis de 1
litro e a purificagdo da proteina expressada foi realizada como descrito

abaixo.

Exemplo 20: Construcio do vetor de expressio de pVEGFRIR2-
FcACl(a)

O plasmideo de expressio pVEGFRIR2.FcACl(a) foi
construido pela inser¢do de DNA que codifica aminoacidos SDT (que
corresponde aos aminoacidos de 27 a 29 das Figuras 24A a 24C — SEQ ID
NO: 16) entre aminoacidos 26 e 27 Flt1 d2-Flkld3-FcAC1(a) das Figuras 21A
a 21C (GG) (SEQ ID NO: 12) e a remogdo do DNA que codifica os
aminoacidos GPG que correspondem aos aminoacidos de 229 a 231 da
Figura. A seqiiéncia de aminodcido SDT é nativa ao Receptor Fltl e foi
adicionada de volta para diminuir a probabilidade de processar o N terminal
heterogéneo. A GPG (seqiiéncia ligada em ponte) foi removida de modo que
os dominios da Ig de FItl e Flk1 foram fundidos diretamente uns aos outros.
As seqiiéncias de aminoacido deduzidas e do DNA completo da molécula
pVEGFR1R2.FcACI(a) quimérica sdo apresentadas nas Figuras de 24A a 24C
(SEQID NO: 15 € 16).

Exemplo 21 : Processo de Cultura de Célula Usada para Produzir

Receptores Fltl Modificados

(a) Processo de Cultura de Célula Usada para Produzir

Fit1D2.Flk1D3.FcACl(a)

O  processo para a  produgdo da  proteina
FIt1D2.Flk1D3.FcACl(a) usando-se o plasmideo de expressdo
pFlt1D2.Flk1D3.FcACl1(a) descrito acima no Exemplo 1 envolve a cultura em
suspensdo de células do ovario de hamster chinés recombinantes (CHO

K1/E1A) que constitutivamente expressam o produto de proteina. As células
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sdo cultivadas em biorreatores e o produto de proteina € isolado e purificado
pela cromatografia de afinidade e de exclusdo de tamanho. O processo é
fornecido in maiores detalhes abaixo.
Expansio Celular

Dois frascos T confluentes de 225 cm” contendo a linhagem de
célula que expressa FIt1D2.Flk1D3.FcACl(a) foram expandidos pela
passagem de células em oito frascos T de 225 cm” no meio (GMEM + 10 %
de soro, GIBCO) e incubados a 37° C e 5 % de CO,. Quando os frascos
aproximaram-se da confluéncia (aproximadamente de 3 a 4 dias) as células
foram destacadas usando-se tripsina. O meio fresco foi adicionado para
proteger as células doutra exposigdo a tripsina. As células foram centrifugadas
e recolocadas em suspensdo em meio fresco depois transferidas a oito garrafas
rolantes de 850 cm’ e incubadas a 37° C e 5 % de CO, até confluentes.
Cultura de Suspensiao em Biorreatores

As células cultivadas garrafas rolantes foram tripsinizadas para
destaca-las da superficie e lavadas com meio de cultura de suspensdo. As
células sdo assepticamente transferidas para um biorreator de 5 litros (New
Brunswick Celligen Plus) onde as células sdo cultivadas em 3,5 litros de
cultura de suspensdo. O meio de cultura de suspenséo foi um modifica¢do de
glicose baixa isento de glutamina de IS-CHO (Irvine Scientific) ao qual 5 %
de soro fetal bovino (Hiclone), suplemento GS (Life Technologies) e 25 uM
de metionina sulfoximina (Sigma) foram adicionados. O pH foi controlado a
7,2 pela adigdo de diéxido de carbono ao gas de entrada ou pela adigdo de
uma solugdo liquida de carbonato de sodio ao biorreator. O nivel de oxigénio
dissolvido foi mantido a 30 % de saturagdo pela adi¢do de oxigé€nio ou
nitrogénio ao gas de entrada e a temperatura controlada a 37° C. Quando uma
densidade de 4 x10° células/ml foi atingida as células foram transferidas para
um biorreator de 40 litros contendo 0 mesmo meio e ajustes para controlar o
biorreator. O ajuste de temperatura foi reduzido para 34° C para retardar o

desenvolvimento celular e aumentar a taxa relativa de expressdo de proteina.
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(b) Processo de Cultura de Célula Usada para Produzir
Flt1D2.VEGFR3D3.FcACl(a)

As mesmas metodologias como descritas acima para
Flt1D2.Flk1D3.FcACl(a) foram usadas para produzir
FIt1D2.VEGFR3D3.FcACl(a).

Exemplo 22: Colheita e Purificacio de Receptores Fltl Modificados
(a) Colheita e Purificacdo de FIt1D2.Flk1D3.FcACl(a)

A proteina do produto foi assepticamente colhida do biorreator
enquanto se retém as c€lulas usando médulos de filtragdo de fluxo tangencial
Millipore Prostak e uma bomba mecénica de baixo cisalhamento (Fristam). O
meio fresco foi adicionado ao biorreator para substituir aquele removido
durante a filtragdo de colheita. Aproximadamente 40 litros de filtrado colhido
foram depois carregados em uma coluna de 400 ml contendo a resina Protein
A Sefarose (Amersham Pharmacia). Depois de carregar, a resina foi lavada
com tampdo contendo 10 mM de fosfato de sddio, 500 mM de cloreto de
sodio, pH 7,2 para remover qualquer proteina contaminante ndo ligada. A
proteina Flt1D2 Flk1D3.FcAC1(a) foi eluida com um tampao de citrato no pH
3,0. A proteina eluida foi neutralizada pela adi¢do de base de Tris e congelada
a-20° C.

Diversos lotes congelados de proteina
Flt1D2.Flk1D3.FcACl(a) da etapa de Proteina A acima foram descongelados,
reunidos e concentrados usando-se uma membrana de filtragdo de fluxo
tangencial de corte de peso molecular nominal 30kD (NMWCO) Millipore. A
proteina foi transferida para um concentrador de célula agitado (Millipore) e
mais concentrada a 30 mg/ml usando uma membrana NMWCO de 30kD. A
proteina concentrada foi carregada em uma coluna de exclusdo de tamanho
empacotada com resina Superdex 200 (Amersham Pharmacia) que foi
equilibrada com solugio salina tamponada com fosfato mais 5 % de glicerol.
O mesmo tampdo foi usado para conduzir a coluna. As fragdes que

correspondem ao dimero Flt1D2.Flk1D3.FcACl1(a) foram reunidas, filtradas
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estéril através de um filtro de 0,22 micron, aliquotadas e congeladas.
(b) Colheita e Purificagdo de Fit1D2.VEGFR3D3.FcACl(a)
As mesmas metodologias como descritas acima para
Flt1D2.FIk1D3.FcACl(a) foram usados para colher e purificar a
FIt1D2.VEGFR3D3.FcACl(a).

Exemplo 23 Ensaio de Fosforilacio para VEGFR2 Transitoriamente
Expresso |

Células endoteliais da veia umbilical humana primarias
(HUVECG:), inoculagdo de 4 a 6, foram privadas de alimento durante 2 horas
em meio de glicose alta DME isento de soro. Amostras contendo 40 ng/ml (1
nM) de VEGF165 humano, que é um ligante para o receptores de VEGF Fltl,
Flk1 e Flt4(VEGFR3) foram preparados e foram pré incubados durante 1 hora
na temperatura ambiente com quantidades variaveis dos receptores de Fltl
modificados FIt1(1-3)-Fc, Flt1(1-3)-Fc (A40), Flt1D2Flk1D3.FcACl(a) €
FItID2VEGFR3D3.FcACl(a) em meio de glicose alta DME isento de soro
contendo 0,1 % de BSA. As células foram inoculadas durante 5 minutos com
as amostras preparadas acima +/- VEGF165, seguido pela lise de célula total
usando o tampdo completo de lise. Os lisados de célula foram
imunoprecipitados com um anticorpo direcionado contra o término C do
receptor VEGFR2. Os lisados imunoprecipitados foram carregados em 4 a 12
% de gel de SDS-PAGE Novex e depois transferidos para a membrana PVDF
usando metodologias padrdo de transferéncia. A detecgdo de VEGFR2
fosforilado foi feita pela imunomancha com o mAb anti-fosfo Tirosina
chamado 4G10 (UBI) e reagida usando reagente ECL (Amersham).

As Figuras 25A a 25C e 26A a 26B mostram o resultado deste
experimento. A Figura 25A a 25C revela que a detecgdo pela Western blot de
VEGFR2(FIk1) tirosina fosforilado pela estimulagdo do ligante VEGF165
mostra que os receptores de superficie celular sdo fosforilados em niveis que
variam dependendo de qual receptor Fltl modificado € usado durante as pré

incubag¢des com VEGF. Como é observado na Figura 25A, em um excesso
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molar de 1,5 de Flt1(13)-Fc , Flt1(1-3)-Fc (A40) ou Flt1D2Flk1D3.FcACl(a)
transitorio existe o bloqueio completo do estimulo do receptor por estes trés
receptores Fltl modificados quando comparado a inoculagdo do meio de
controle. Ao contrario, o FItID2VEGFR3D3.FcACl(a) transitério ndo
apresenta bloqueio significante neste excesso molar, quando comparado com
a inoculagdo de VEGF de controle positivo. Resultados similares sdo
observados na Figura 25B, onde os receptores Flt modificados estdo em um
excesso molar de 3 vezes em relagdo ao ligante VEGF165. Na Figura 25C,
onde os receptores Fltl modificados estdo em um excesso molar de 6 vezes
em relagdo ao ligante VEGF165, o FltID2VEGFR3D3.FcACl1(a) transitério
pode ser agora mostrado ser parcialmente bloqueador do estimulo induzido
pelo VEGF165 de receptores de superficie celular.

Na Figura 26A a 26B, a detecgdo pela Western blot de
VEGFR2(FIk1) fosforilado com tirosina pelo estimulo do ligante VEGF165
mostra que os receptores de superficie celular ndo sdo fosforilados pelas
amostras inoculadas que tém VEGF 165 pré incubados com excesso molar de
1 e 2 vezes (Figura 26A) ou excesso molar de 3 e 4 vezes (Figura 26B) de
Flt1D2Flk1D3.FcACl1(a) transitorio, Flt1D2Flk1D3.FcACl(a) estavel ou
VEGFRI1R2-FcACl(a) transitério. Em todas as concentragdes de receptores
Flt] modificados testadas houve a ligagdo completa de ligante VEGF165
durante a pré incubagdo, ndo resultando em nenhum estimulo detectavel de
receptores de superficie celular pelo VEGF165 ndo ligado quando comparado
a inocula¢do de meio de controle.

Exemplo 24: Bioensaio de Proliferacio de Célula

A populagdo de célula de teste é de células MG87 que foram
estavelmente transfectadas com um plasmideo de expressdo que contém um
inserto de DNA que codifica o dominio extracelular de VEGFR2(FIk1)
fundido ao dominio TrkB de quinase intracelular, produzindo assim uma
molécula quimérica. A razdo do dominio TrkB de quinase intracelular ter sido

usado ao invés do dominio VEGFR2(Flk1) de quinase intracelular nativo €
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que o dominio de quinase intracelular de VEGFR2(Flk1) nio causa uma
resposta proliferativa forte quando estimulada pelo VEGF165 nestas células.
E conhecido que as células MG87 contendo o receptor TrkB de comprimento
completo ddo uma resposta proliferativa robusta quando estimulada com
BDNF, de modo que o dominio TrkB de quinase intracelular foi engendrado
para substituir o dominio de quinase intracelular de VEGFR2(Flk1) para se
levar vantagem desta capacidade de resposta proliferativa.

5 x 10’ células/reservatério foram plaqueadas em uma placa de
96 reservatorios e deixadas sedimentar durante 2 horas a 37° C. Os seguintes
receptores FIt modificados FIt1(1-3)-Fc, FIt1D2.FIk1D3.FcACl(a) e
Flt1D2.VEGFR3D3.FcACl(a), mais um receptor irrelevante denominado
Tie2-Fc como um controle negativo, foram titulados de 40 nM a 20 pM e
incubados nas células durante 1 hora a 37° C. O VEGF165 recombinante
humano em meio definido foi depois adicionado a todos os reservatérios em
uma concentragdo de 1,56 nM. As placas foram incubadas durante 72 horas a
37° C e depois MTS (reagente dowen, Promega) adicionado e as placas foram
incubadas durante um adicional de 4 horas. Finalmente, as placas foram lidas
em um espectrofotdmetro a 450/570 nm. Os resultados deste experimento sdo
mostrados na Figura 27. O receptor de controle Tie2-Fc ndo bloqueia a
proliferagdo de célula induzida pelo VEGF165 em nenhuma concentragdo ao
passo que o Flt1D2.Flk1D3.FcAC1(a) bloqueia 1,56 nM de VEGF165 com
uma meia dose maxima de 0,8 nM. Fltl(1-3)-Fc e
F1t1D2.VEGFR3D3.FcACl(a) sdo menos eficazes em bloquear VEGF165
neste ensaio com uma meia dose maxima de ~ 2 nM. O VEGF165 sozinho da
uma leitura de 1,2 unidades de absorbéncia e o fundo é de 0,38 unidades de
absorbancia.
Exemplo 25: Estequiometria de Ligacio de Receptores Fit Modificados
ao VEGF165

(a) Analise de BIAcore

A estequiometria de interagdo de Flt1D2Flk1D3.FcACl(a) e
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VEGFRIR2-FcACl(a) com VEGF165 humano foi determinada medindo-se o
nivel de ligagdo de saturagdo do VEGF as superficies de
FIt1D2Flk1D3.FcACl(a) ou VEGFRIR2-FcACl(a) ou medindo-se a
concentragdo de VEGF165 necessario para impedir completamente a ligagdo
de F1t1D2F1k1D3.FcACl1(a) ou VEGFR1R2-FcACI1(a) a superficie da lasca de
BIAcore com VEGF.

Os receptores Flt modificados FIt1D2Flk1D3.FcACl(a) e
VEGFR1R2-FcACl(a), foram capturados com um anticorpo especifico anti-
Fc que foi primeiro imobilizado em uma lasca de Biacore (BIACORE) usando
a quimica de ligagdo de amina. Uma superficie de anticorpo em branco foi
usada como um controle negativo. O VEGF165 foi injetado a uma
concentragio de 1 nM, 10 nM e 50 nM nas superficies de
FIt1D2F1k1D3.FcACl(a) e VEGFR1R2-FcACl(a) a 10 pl/min durante uma
hora. Um sinal de ligagdo em tempo real foi registrado e a ligagdo de
saturagdo foi obtida na extremidade de cada injegdo. A estequiometria de
ligacdo foi calculada como uma relagdo molar do VEGF165 ligado para o
F1t1D2Flk1D3.FcACl(a) ou VEGFRI1R2-FcACl(a) imobilizados usando o
fator de conversdo de 1000 RU equivalente a 1 ng/ml. O resultado indicou a
estequiometria de ligagdo de uma molécula dimérica de VEGF165 por uma
molécula de F1t1D2F1k1D3.FcAC1(a) ou VEGFR1R2-FcACl1(a) (Figura 28).

Em solugdo, FItID2Flk1D3 FcACl(a) ou VEGFRIR2-
FcACl(a) a uma concentragdo de 1 nM (estimada ser 1000 vezes mais alta do
que o KD do FItID2F1k1D3.FcACl(a) ou da interagdo VEGFRIR2-
FcAC1(a)/VEGF165) foram misturados com concentragdes variadas de
VEGF165. Depois de uma hora de incubagdo, as concentragdes do
Flt1D2F1k1D3.FcACl1(a) livre em solugdo foram medidas como um sinal de
ligagdo a uma superficie de VEGF165 ligado & amina. Uma curva de
calibragdo foi usada para converter o sinal de ligagdo do BIAcore ao
Flt1D2F1lk1D3.FcACl1(a) para a sua concentragdo molar. Os dados mostraram
que a adi¢do de 1 nM de VEGF165 na solugdio de FltID2Flk1D3.FcAC1(a)
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bloqueou completamente a ligagdo de FIt1D2Flk1D3.FcAC1(a) & superficie
do VEGF165. Este resultado sugeriu a estequiometria de ligagdo de uma
molécula de VEGF165 por uma molécula de FIt1D2F1k1D3.FcAC1(a) (Figura
29 e Figura 30). Quando a concentrag¢do de FIt1D2Flk1D3.FcACl(a) foi
plotada como uma fung¢@o da concentragdo de VEGF165 adicionada, a curva
da porg¢do linear foi de -1,06 para Flt1D2Flk1D3.FcOCl(a) e de -1,07 para
VEGFR1R2-FcACl(a). A magnitude da curva, muito préxima a uma
negativa, foi indicativa de que uma molécula de VEGF165 liga-se a uma
molécula de FIt1D2Flk1D3.FcAC1(a) ou de VEGFR1R2-FcACl(a).

(b) Cromatografia de Exclusdo de Tamanho

FIt1D2F1k1D3.FcACl(a) foi misturado com um excesso de 3

vezes de VEGF165 e o complexo de receptor-ligante foi purificado usando-se
uma coluna de cromatografia de exclusdo de tamanho Pharmacia Superose 6.
O complexo de receptor-ligante foi depois incubado em um tampéo contendo
cloridreto de guanidina 6 M de modo a dissocia-lo em suas proteinas
componentes. A Flt1D2Flk1D3.FcAC]1(a) foi separada do VEGF165 usando-
se a coluna de cromatografia de exclusdo de tamanho Superose 6 conduzida
em cloreto de guanidinio 6 M. De modo a determinar a estequiometria do
complexo, diversas inje¢des de FltID2Flk1D3.FcACl(a) e VEGF165 foram
feitas e a altura do pico ou a intensidade de pico integrada foram plotadas
como uma fun¢do da concentragdo da proteina injetada. A calibraggo foi feita
sob condi¢do idéntica a uma usada na separagdo dos componentes do
complexo Flt1D2Flk1D3.FcAC1(a)/VEGF. A quantificagdo da composi¢do
do complexo FltID2F1k1D3.FcAC1(a)/VEGF foi com base nas curvas de
calibragdo. O resultado deste experimento sdo apresentados na Figura 28, que
mostra a relagdio de VEGF165 para FIt1D2Flk1D3.FcACl(a) em um
complexo para ser 1:1.

Exemplo 26: Determinacio da Estequiometria de Ligacio do Complexo
de FIt1D2Fik1D3FcAC1(a)/VEGF165 pela Cromatografia de Exclusdo de

Tamanho
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Preparacio do Complexo Fit1D2Flk1D3FcAC1(a)/VEGF165

VEGF165 (concentragdo = 3,61 mg/ml) foi misturado com
F1t1D2.Flk1D3.FcAC1(a) transitoriamente expressado em célula CHO
(concentragdo = 0,9 mg/ml) em relagio molar de 3:1
(VEGF165:F1t1D2.Flk1D3.FcAC1(a)) e incubados durante a noite a 4° C.

(a) Cromatografia de Exclusdo de Tamanho (SEC) sob

Condicdes Nativas

Para separar o complexo do excesso de VEGF165 nio ligado,
50 ul do complexo foram carregados em uma Pharmacia Superose 12 PC
3.2/30 que foi equilibrada em tampdo de PBS. A amostra foi eluida com o
mesmo tampédo na razdo de fluxo de 40 pl/min. na temperatura ambiente. Os
resultados desta SEC s3o mostrados na Figura 31. O Pico #1 representa o
complexo e o pico #2 representa VEGF165 ndo ligado. As fragdes eluidas
entre 1,1 e 1,2 ml foram combinadas e cloridreto de guanidinio (GuHCl) foi
adicionado para uma concentragdo final de 4,5 M para dissociar o complexo.

(b) Cromatografia de Exclusdo de Tamanho (SEC) sob

Condicdes Dissociativas

Para separar os componentes do complexo receptor-ligante e
para determinar a sua relagdo molar, 50 pl de complexo dissociado como
descrito acima foi carregado em uma Superose 12 PC 3.2/30 equilibrada em
GuHCl 6 M e eluida com a mesma solugdo em uma razdo de fluxo de 40
ul/min. na temperatura ambiente. Os resultados desta SEC sdo mostrados na
Figura 32. O Pico #! representa Flt1D2Flk1D3.FcACl(a) e o pico #2
representa VEGF165.

(c) Célculo da  Estequiometria do  Complexo

Flt1D2F1k1D3.FcAC1(a): VEGF165

A  estequiometria do complexo receptor-ligante foi
determinada a partir da 4rea do pico ou da altura do pico dos componentes. As
concentra¢des de VEGF165 e Flt1D2Flk1D3.FcOC1(a) que correspondem a

altura do pico ou 4 4rea do pico, respectivamente, foram obtidas a partir das
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curvas padrdo para VEGF165 e Fltl D2Flk1D3.FcACl(a). Para obter uma
curva padrdo, quatro concentragdes diferentes (0,04 mg/ml a 0,3 mg/ml) de
cada um dos componentes foram injetadas em uma coluna Pharmacia
Superose 12 PC 3.2/30 equilibrada em cloreto de guanidinio 6 M e eluida com
a mesma solu¢do na razdo de fluxo de 40 ul/min. na temperatura ambiente. A
curva padrdo foi obtida plotando-se a area de pico ou as alturas de pico vs a
concentragio de proteina. A razio molar de VEGFI165
FIt1D2Flk1D3.FcACl(a) determinada a partir da area de pico dos
componentes foi de 1,16 A razio molar de VEGF165
FI1t1D2Flk1D3.FcACl(a) determinada a partir da altura de pico dos
componentes foi de 1,10.

Exemplo 27: Determinacio da Estequiometria _do Complexo

Fit1D2FIk1D3.FcAC1(a)/ VEGF165 pela Cromatografia de Exclusio de

Tamanho com Dispersido de Luz Em linha

Preparac¢iao do Complexo

VEGF165 foi misturado com a proteina
Flt1D2.Flk1D3.FcACl(a) expressada transitoriamente em CHO na relagédo
molar de 3:1 (VEGF165:FIt1D2Flk1D3.FcACi(a)) e incubados durante a
noite a 4° C.

(a) Cromatografia de Exclusio de Tamanho (SEC) com
Dispersdo de Luz Em linha

A coluna de cromatografia de exclusdo de tamanho com um
detetor de dispersdo de luz MiniDawn em linha (Wyatt Technology, Santa
Barbara, California) e detetores de indices de refragdo (RI) (Shimadzu, Kioto,
Japdo) foi usada para determinar o peso molecular (MW) do complexo de
receptor-ligante. As amostras foram injetadas em uma coluna Superose 12 HR
10/30 (Pharmacia) equilibrada em tampéo de PBS e eluida com o mesmo
tampdo a uma razdo de fluxo de 0,5 ml/min. na temperatura ambiente. Como
mostrado na Figura 33, o perfil de elugdo mostra dois picos. O Pico #1

representa o complexo de receptor-ligante e o pico #2 representa o VEGF165
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ndo ligado. O peso molecular foi calculado a partir dos sinais LS e RI. O
mesmo procedimento foi usado para determinar o peso molecular dos
componentes individuais do complexo de receptor-ligante. Os resultados

destas determinagdes sd@o como segue: o peso molecular do complexo

Fl1t1D2F1k1D3.FcACl(a)) VEGF165 na posigdo de pico ¢ 157 300 (Figura

. 33), o peso molecular de VEGF 165 na posigéo de pico é 44 390 (Figura 34) e

o peso molecular de R1R2 no pico € 113 300 (Figura 35).

Estes dados indicam que a estequiometria do complexo
FIt1D2F1lk1D3.FcAC1(a)/VEGF ¢€ de 1:1 como corresponde a soma de pesos
moleculares para FIt1D2Flk1D3.FcACl(a) e VEGF165. Importantemente,
este método conclusivamente provou que 0 complexo
F1t1D2F1k1D3.FcAC1(a)/ VEGF165 foi na verdade composto apenas de uma
molécula de ligante VEGF165 e apenas uma molécula da
Flt1D2F1k1D3.FcACl1(a).

Exemplo 28: Mapeamento de Peptideo de Fit1D2.Flk1D3.FecAC1(a)

As estruturas de dissulfeto e os sitios de glicosilagdo na
Flt1D2.Flk1D3.FcACl(a) foram determinados por um método de
mapeamento de peptideo. Neste método, a proteina foi primeiro clivada com
tripsina. Fragmentos tripticos foram analisados e identificados pela HPLC
ligada com espectrometria de massa, além disso a uma técnica de
seqilenciamento de terminal N. A redugdo dos digestos tripticos foi utilizada
para auxiliar a identificar fragmentos contendo ligagdo de dissulfeto. O
tratamento do digesto triptico com PNGase F (Glyko, Novato, CA) foi
utilizado para auxiliar a identificar os fragmentos com sitios de glicosilagdo
ligados em N. Os resultados estdo resumidos na Figura 36 anexa.

Existe um total de dez cisteinas na Flt1D2.Flk1D3.FcACl(a);
seis delas pertencem a regido Fc. Cys27 foi confirmada estar ligada pelo
dissulfeto a Cys76. Cys121 é confirmada estar ligada pelo dissulfeto a Cys
182. As primeiras duas cisteinas na regido Fc (Cys211 e Cys214) formam

uma ligagdo de dissulfeto intermolecular com as mesmas duas cisteinas em
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uma outra cadeia de Fc. Entretanto, porque estas duas cisteinas ndo podem ser
enzimaticamente separadas uma da outra, ndo pode ser determinado se a
ligagdo de dissulfeto esta ocorrendo entre as mesmas cisteinas (Cys211 a
Cys211, por exemplo) ou entre Cys211 e Cys214. A Cys216 é confirmada
estar ligada pelo dissulfeto & Cys306. Cys 352 é confirmada estar ligada pelo
dissulfeto a Cys410.

Existem cinco sitios de glicosilagdo ligados em N em
F1t1D2.Flk1D3.FcACl1(a). Todos os cinco deles foram descobertos estar
glicosilados em graus variaveis. A glicosilagdo completa foi observada em
Asn33 (seqiiéncia de aminoacido NIT), Asnl193 (seqiiéncia de aminoacido
NST), e Asn282 (seqiiéncia de aminoacido NST). Além disso, a glicosilagdo
parcial ¢ observada em Asn65 e Asnl20. Os sitios de glicosilagdo estdo
real¢ados por sublinhado na Figura 36.

Exemplo 29: Analise Farmacocinética de Receptores Flt modificados

(a) _Andlise Farmacocinética de FIt1(1-3)-Fc  (A40),
Flt1D2F1k1D3.FcAC1(a) e VEGFR1R2-FcACl (a)

Camundongos Balb/c (25 a 30 g) foram subcutaneamente
injetados com 4 mg/kg de Fltl1(1-3)-Fc (A40), Flt1D2.Flk1D3.FcACl(a)
transitoriamente expressada em CHO, F1t1D2.Flk1D3.FcAC1(a) estavelmente

expressada em CHO e VEGFR1R2-FcAClI(a) transitoriamente expressada em
CHO. Os camundongos foram sangrados na cauda em 1, 2, 4, 6, 24 horas, 2
dias, 3 dias e 6 dias depois da inje¢do. Os soros foram ensaiados em um
ELISA planejado para detectar Flt1(1-3)-Fc (A40), Flt1D2.Flk1D3.FcACl(a)
ou VEGFRIR2-FcACl1(a). O ELISA envolve revestir uma placa de ELISA
com VEGF165, a ligagdo para detectar FItl1(1-3)-Fc (A40),
Flt1D2.Flk1D3.FcACl(a) ou VEGFR1R2-FcACl(a) e reportando com um
anticorpo anti-Fc ligado a peroxidase de rdbano. Os resultados destes
experimentos sdo mostrados na Figura 37. A Tpa para Flt1(1-3)-Fc (A40) foi
em 6 horas enquanto a Ty, para a Flt1D2.Flk1D3.FcACl(a) transitéria e
estavel e a VEGFR1R2-FcACl1(a) transitoria foi de 24 horas. A Cp.x para a
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Flt1(1-3)-Fc (A40) foi de 8 pg/ml. Para ambas as transitorias
(F1t1D2.Flk1D3.FcACl(a) e VEGFR1R2-FcACl(a)) a Cpax foi de 18 pg/ml e
a Cpax para a VEGFR1R2-FcACl1(a) estavel foi de 30 pg/ml.

(b) Andlise Farmacocinética de FIt1(1-3)-Fc  (A40),
F1t1D2 Flk1D3.FcACl(a) e Fit1D2.VEGFR3D3.FcAC1(a)

Camundongos Balb/c (25 a 30 g) foram subcutaneamente
injetados com 4 mgkg de FIt1(1-3)-Fc (A40), Flt1D2.Flk1D3.FcACl(a)
transitoriamente expressada em CHO e FIt1D2.VEGFR3D3.FcACl(a)

transitoriamente expressada em CHO. Os camundongos foram sangrados na
caudaem 1, 2, 5, 6, 7, 8, 12, 15 e 20 dias depois da inje¢do. Os soros foram
ensaiados em um ELISA planejado para detectar FItl(1-3)-Fc,
FIt1D2.FIk1D3.FcACl1(a) e Fit1D2.VEGFR3D3.FcAC1(a). O ELISA envolve
revestir uma placa de ELISA com 165, ligante o FIt1(1-3)-Fc,
FIt1D2.Flk1D3.FcACl(a) ou Flt1D2.VEGFR3D3.FcACl1(a) e reportando com
um anticorpo anti-Fc ligado a peroxidase de rabano. A Flt1(1-3)Fc (A40) ndo
pode mais ser detectada no soro apoés o dia 5 ao passo que a
FI1t1D2 Flk1D3.FcACl(a) e a FItID2.VEGFR3D3.FcACl(a) foram
detectdveis durante 15 dias ou mais. Os resultados deste experimento sdo
mostrados na Figura 38.

Exemplo 30: Avaliacdo da capacidade da FIt1D2.Flk1D3.FcAC1(a) para
Inibir 0 Desenvolvimento de Tumor In Vivo

Para avaliar a capacidade da FIt1D2.Flk1D3.FcACl(a) para

inibir o desenvolvimento de tumor i» vivo um modelo em que as suspensdes
de célula de tumor sdo implantadas subcutaneamente no flanco direito de
camundongos machos com imunodeficiéncia grave combinada (SCID) foi
utilizado. Duas linhas de célula, a linha de célula de fibrossarcoma HT-1080
humano (ATCC acesso N® CCL-121) e a linha de célula de glioma C6 de rato
(ATCC acesso N® CCL-107), cada uma das quais exibiram morfologias e
caracteristicas de desenvolvimento distintamente diferentes, foram usadas

neste ensaio. A primeira dose de Flt1D2.Flk1D3.FcACl(a) (a 25 mg/Kg ou
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como indicado nas Figuras 39 e 40) foi dada no dia da implantagdo do tumor.
Os animais subsequentemente receberam injegdes subcutineas de Flt1(1-3)-
Fc (A40), Flt1D2.Flk1D3.FcACl(a) ou veiculo dia sim dia nio (EOD) ou
duas vezes por semana (2X/semana) por um periodo de 2 semanas. Depois de
2 semanas, os animais foram perfusados com fixador, os tumores foram
removidos e as amostras foram embaralhadas as cegas. O volume do tumor
foi determinado medindo-se o comprimento e a largura de tumores
subcutdneos  visiveis. Tanto a  FIt1(1-3)-Fc  (A40) quanto a
Flt1D2.Flk1D3.FcAC1(a) reduziram significantemente o desenvolvimento dos
tumores formados pelas células HT-1080 e C6. Os resultados destes
experimentos sdo mostrados na Figura 39 e na Figura 40.

Exemplo 31: O Efeito de VEGF165 e de Receptores Flt Modificados no

Sistema Reprodutivo Feminino

O padrio estereotipico de remodelagdo vascular que ocorre no
Utero e no ovdrio durante o curso do ciclo reprodutivo foi bem caracterizado,
tornando estes tecidos particularmente bem adaptados ao estudo de
mecanismos que regulam a angiogénese, remodelagdo vascular e regressdo
vascular. Na verdade, os estudos de hibridiza¢do in situ nos tecidos
reprodutivos forneceu a primeira evidéncia clara de que o VEGF atua como
um mediador da angiogénese fisioldgica em roedores maduros, bem como em
seres humanos e primatas ndo humanos (Phillips et al/, 1990; Ravindranat et
al, 1992; Shweiki et al, 1993; Kamat et al, 1995). Visto que a angiogénese
ciclica e a remodelagdo vascular sdo caracteristicas proeminentes do ovario e
do utero normais, ndo € surpreendente que o desenvolvimento anormal de
vaso sangiiineo e/ou a disfungdo vascular tenham sido descoberto caracterizar
muitas condigdes patoldgicas que afetam estes 6rgdos. Além disso, considera-
se que estas anormalidades patogénicas vasculares sejam causadas ou
perpetuadas pela expressdo desregulada de um ou mais fatores angiogénicos
ou anti-angiogénicos, mais proeminentemente o VEGF.

Por exemplo, a angiogénese anormal € caracteristicas da
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doenga ovariana policistica, endometriose e carcinoma endometrial, e em cada
caso o VEGF € sobre expressado no tecido afetado (Kamat et al, 1995;
Shifren et al, 1996; Guidi et al, 1996; Donnez et al, 1998). Considera-se
também que a sobre expressdo de VEGF desempenhe um papel patogénico no
estabelecimento da hiperpermeabilidade vascular sistémica na sindrome da
hiperestimulag@o ovariana (McClure et al, 1994; Levin et al, 1998) e na pré
eclampsia (Baker et al, 1995; Sharkey et al, 1996). Além disso, o VEGF foi
implicado como o fator de permeabilidade responsavel para a produgdo de
ascites associadas com o carcinoma ovariano e outros tumores (Senger et al,
1983; Boocock et al, 1995). Os agentes que eficazmente neutralizam as agdes
biologicas de VEGF podem ser razoavelmente prognosticado ser de beneficio
terapéutico nas condigdes acima e relacionadas.

A angiogénese e a remodelagdo vascular também sdo marcas
da implantagdo blastocistica e do desenvolvimento placental (Findlay, 1986).
O VEGF ¢ fortemente expressado tanto na decidua maternal quanto nos
trofoblastos embriOnicos, onde considera-se para a primeira expansdo
estimulada e hiperpermeabilidade da vasculatura uterina durante o periodo de
periimplantagio e a formagdo subsequentemente mediada de ambos os
componentes maternal e embridnico da vasculatura placental (Shweiki et al,
1993; Cullinan-Bove e Koos, 1993; Chakraborty et al, 1995; Das et al, 1997).
O VEGF também € requerido para a angiogénese lutea e a secregdo de
progesterona associada necessaria para preparar o utero para a implanta¢do
(Ferrara et al, 1998). Assim, os agentes que inibem as agdes biologicas do
VEGF podem provar serem uteis como agentes contraceptivos (impedindo a
implantagio) ou como um abortifaciente nos estagios iniciais da gestagdo. A
ltima aplicagdo poderia encontrar uso particular como uma intervengdo néo
cirirgica para o término de gravidez eétépica.

Embora a expressdo dos receptores de VEGF seja amplamente
confinado ao endotélio vascular em tecidos reprodutivos normais, a Fltl

também ¢ expressada pelos trofoblastos na placenta tanto nos seres humanos
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quanto nos animais (Clark et al, 1996; He et al, 1999) onde foi proposto
desempenhar um papel na invasdo de trofoblasto. Interessantemente, tanto a
Fltl quanto a KDR (Flkl) sdo expressadas pela linha de célula de
coriocarcinoma BeWo (Charnock-Jones et al, 1994), e VEGF foi mostrado
promover a sintese e a fosforilagdo da tirosina da MAP quinase nestas células.
Além disso, os carcinomas ovarianos primarios e metastaticos ndo apenas
para expressar alto niveis de VEGF, mas - além disso para o endotélio
vascular - as proprias células de tumor expressam KDR e/ ou Flt1 (Boocock et
al, 1995). Estas descobertas sugerem que o VEGF pode estar ndo apenas
criticamente envolvido na geragdo e manutengdo da vasculatura de tumor,
mas que pelo menos em alguns tumores de origem reprodutiva o VEGF pode
auxiliar um papel autdcrino, sustentando diretamente a sobrevivéncia e a
proliferagdo das células de tumor. Assim os agentes que bloqueiam as agdes
do VEGEF pode ter aplicagdes particularmente benéficas para o tratamento de
tumores de origem reprodutiva.

Métodos e Resultados

(a) Estimativa da Hiperpermeabilidade Uterina Induzida pelo

VEGF

A gonadotrofina do soro de égua prenha (PMSG) foi
subcutaneamente injetada (5 [U) para induzir a ovulag@o em ratos fémeas na
pré puberdade. Isto resulta em um aumento repentino de estradiol apés 2 dias
que por sua vez causa uma indu¢do de VEGF no fttero. E relatado que esta
indugdo resulta na hiperpermeabilidade do uUtero e um aumento no peso do
itero umido 6 horas depois e, portanto, pode ser potencialmente bloqueada
pelos receptores Flt modificados FIt1(1-3)-Fc (A40),
Flt1D2.Flk1D3.FcACl1(a) e Flt1D2.VEGFR3D3.FcACl1(a). Neste modelo in
vivo, o peso normal do utero de rato € de cerca de 50 mg e este pode ser
induzido para 300 a 350 mg pela PMSG. A dissecagédo do tecido revela que
todo este peso é dgua. A inje¢do subcutinea de Flt1(1-3)-Fc (A40),
F1t1D2.Flk1D3.FcACl(a) e Flt1D2.VEGFR3D3.FcACl(a) a 25mg/kg em 1
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hora depois da injegdo de PMSG resulta em uma inibig¢do de cerca de 50 % do
aumento mo peso uterino umido. Aumentar a dose do receptor Flt modificado
ndo reduz mais o aumento no peso umido sugerindo que existe um
componente independente do VEGF para este modelo. Os resultados deste

experimento sdo mostrados na Figura 41.

(a) Estimativa de angiogénese de corpo liuteo usando-se

progesterona como uma leitora

A gonadotrofina do soro de égua prenha (PMSG) foi
subcutaneamente injetada (5 IU) para induzir a ovulagdo em ratos fémeas na
pré puberdade. Isto resulta em um funcionamento completo do corpo luteo
contendo uma densa rede de vasos sangiiineos depois de 4 dias que permite a
secrecdo de progesterona na corrente sangiliinea de modo a preparar o utero
para a implantagg@o do Utero. A indugd@o de angiogénese no corpo liteo requer
o VEGF; portanto, bloquear o VEGF pode resultar em um falta de novos
vasos sangiiineos e assim uma falta de progesterona secretada na corrente
sangiiinea. Neste modelo in vivo, os niveis de repouso de progesterona séo de
cerca de 5 ng/ml e estes podem ser induzidos a um nivel de 25 a 40 ng/ml
depois da PMSG. A injegdo subcutdnea de FIltl1(1-3)-Fc (A40) ou
Flt1D2.Flk1D3.FcACl(a) a 25 r‘ng/kg ou 5 mg/kg em 1 hora, depois da
injegdo de PMSG resulta em uma completa inibigdo da indugio de
progesterona no dia 4. Os resultados deste experimento sdo mostrados nas
Figuras 42A a 42B.

Exemplo 33: Anilise Farmacocinética de Fit1(1-3)-Fc (A40) e Flt1(1-3)-

Fc polietileno glicolizado

A Flt1(1-3)-Fc foi polietileno glicolizada com PEG 10kD ou

PEG 20kD e testada em camundongos balb/c quanto ao seu perfil
farmacocinético. Ambas as formas de Flt1(1-3)-Fc polietileno glicolizada
foram descobertas ter perfis de PK muito melhores do que a Flt1(1-3)-Fc (A40),
com a Ty ocorrendo em 24 horas para as moléculas polietileno glicolizadas como

oposto a 6 horas para a Flt1(1-3)-Fc (A40).
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Exemplo 34: ELISA de VEGF165 para Testar a Afinidade de Variantes de
Receptor Flt1 Modificado

10 pM de VEGF165 foram incubados durante a noite na
temperatura ambiente com variantes de receptor Flt1 modificado variando de 160
pM a 0,1 pM. As variantes de receptor Flt] modificado usadas neste experimento
foram Flt1(1-3)-Fc, Flt1(1-3)-Fc (A40), Fit1D2Flk1D3.FcAC1(a) transitoriamente
expressada, FltID2VEFGFR3D3FcACl(a) transitoriamente expressada, Fltl-(1-
3nas)-Fe, Flt1(1-3r.>c)-Fc e Tie2-Fc. A Flt1(1-3yas)-Fc € uma versdo modificada da
F1t1(1-3)-Fc em que a seqiiéncia de aminoacido KNKRASVRRR altamente basica
¢ substituida pela NASVNGSR, resultando na incorporagdo de dois novos sitios de
glicosilagdo e uma redugdo liquida de cinco cargas positivas, ambas com o
propdsito de reduzir os efeitos desfavoraveis desta seqiiéncia em relagdo ao PK. A
Flt1(1-3gr.>c)-Fc é uma modificagdo em que um tnico residuo de arginina (R) dentro
da mesma seqiiéncia de aminoacido basico é mudado para uma cisteina (C)
(KNKRASVRRR -> KNKCASVRRR) para permitir a polietileno glicolizagdo
naquele residuo, que pode depois proteger a regido basica de exercer os seus efeitos
desfavoréveis sobre o PK. Depois da incubaggo a solugdo foi transferida para uma
placa contendo um anticorpo de captura para VEGF165 (R&D). A quantidade de
VEGF165 livre foi depois determinada usando-se um anticorpo para reportar o
VEGF165. Isto mostrou que a variante do receptor Flt1 modificado com a afinidade
mais alta para o VEGF165 (determinada como a quantidade mais baixa de
VEGF165 livre) foi a Flt1D2Flk1D3.FcACl(a), seguida pela Flt1(1-3)-Fc e Flt1(1-
3-Fc (A40) e depois pelas Fltl(1-3g>c)-Fc, Fltl(1-3nas)Fc e
Fit1ID2VEFGFR3D3-FcACl1(a). A Tie2Fc ndo tem nenhuma afinidade com o
VEGF165.
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* 10 20 30 40 50 60

* * L ] *® * * * * * L] * *

ATG GTC AGC TAC TGG GAC ACC GGG GTC CTG CTG TGC GOG CTG CTC AGC TGT CTG CTT CTC
TAC CAG TCG ATG ACC CTG TGG CCC CAG GAC GAC ACG CGC GAC GAG TCG ACA GAC GAA GAG
Met Val Ser Tyr Trp Asp Thr Gly Val Leu Leu Cys Ala Leu Leu Ser Cys Leu Leu Leu>

70 80 90 100 110 120

* w * * * * L 4 L 4 » » L 3 4

ACA GGA TCT AGT TCA GGT TCA AAA TTA AAA GAT CCT GAA CTG AGT TTA AAA GGC ACC CAG
TGT CCT AGA TCA AGT CCA AGT TTT AAT TIT CTA GGA CTT GAC TCA AAT TTT CCG TGG GIC
Thr Gly Ser Ser Ser Gly Ser Lys Leu Lys Asp Pre Glu Leu Ser Leu Lys Gly Thr Gln>

130 140 150 160 170 180

w* * * * * * -« * * * * *

CAC ATC ATG CAA GCA GGC CAG ACA CTG CAT CTC CAA TGC AGG GGG GAA GCA GCC CAT AAA
GTG TAG TAC GTT CGT CCG GTC TGT GAC GTA GAG GTT ALG TCC CCC CTT OGT CGG GTA TTT
His Ile Met Gln Ala Gly Gln Thr Leu His Leu Gln Cys Arg Gly Glu Ala Ala His Lys>

190 200 210 220 230 240

* ® * * ® * - - * L 4 *

TGG TCT TTG CCT GAA ATG GTG AGT AAG GAA AGC GAA AGG CTG AGC ATA ACT AAA ICT GCC
ACC AGA AAC GGA CTT TAC CAC TCA TTC CTIT TCG CTT TCC GAC TCG TAT TGA TTT AGA CGG
Trp Ser Leu Pro Glu Met Val Ser Lys Glu Ser Glu Arg Leu Ser Ile Thr Lys Ser Ala>

250 260 270 280 290 300

* * * * * * * * L 4 * * *

TGT GGA AGA AAT GGC AAA CAA TTC TGC AGT ACT TTA ACC TIG AAC ACA GCT CAA GCA AAC
ACA CCT TCT TTA COG TTT GTT AAG ACG TCA TGA AAT TGG AAC TTG TGT CGA GTIT CGT TIG
Cys Gly Arg Asn Gly Lys Gln Phe Cys Ser Thr Leu Thr Leu Asn Thr Ala Gln Ala Asn>

310 320 330 340 350 360

* * * * * * * * * * * -
CAC ACT GGC TTC TAC AGC TGC ARA TAT CTA GCT GTA CCT ACT TCA AAG AAG AAG GAA ACA
GTG TGA CCG AAG ATG TCG ACG TIT ATA GAT CGA CAT GGA TGA AGT TTC TTC TIC CTT TGT
His Thr Gly Phe Tyr Ser Cys Lys Tyr Leu Ala Val Pro Thxr Ser Lys Lys Lys Glu Thx>

370 380 390 400 410 420

w * * ® * * * * * * * w

GAA TCT GCA ATC TAT ATA TIT ATT AGT GAT ACA GGT AGA CCT TTC GTA GAG ATG TAC AGT
CTT AGA CGT TAG ATA TAT AAA TAA TCA CTA TGT CCA TCT GGA AAG CAT CTC TAC ATG TCA
Glu Ser Ala Ile Tyr Ile Phe Ile Ser Asp Thr Gly Arg Pro Phe Val Glu Met Tyr Ser>

430 440 450 460 470 480

* * L 3 * * w * * * * *
GAAA'ICCCCGAAA‘I'PATACACATGACTGMGGAWGAGCNG’M}AT!CCCMmGG'I'I‘
CTT TAG GGG CTT TAA TAT GTG TAC TGA CTT CCT TCC CTC GAG CAG TAA GGG ACG GCC CAA
Glu Ile Pro Glu Ile Ile His Met Thr Glu Gly Arg Glu Leu Val Ile Pro Cys Arg Val>

4380 500 510 520 530 540

* * L * * * » * » * * *

ACG TCA CCT AAC ATC ACT GTT ACT TTA AAA AAG TTT CCA CTT GAC ACT TTIG ATC CCT GAT
TGC AGT GGA TTG TAG TGA CAA TGA AAT TTT TTC AAA GGT GAA CTG TGA AAC TAG GGA CTA
Thr Ser Pro Asn Ile Thr Val Thr Leu Lys Lys Phe Pro Leu Asp Thr Leu Ile Pro Asp>
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Fig.10B.
550 560 570 580

GGA AAA CGC ATA ATC TGG GAC AGT AGA AAG
CCT TIT GCG TAT TAG ACC CTG TCA TCT TIC
Gly Lys Arg Ile Ile Trp Asp Ser Arg Lys

610 620 630

* * ® * ® L 4

GAA ATA GGG CTT CTG ACC TGT GAA GCA ACA
CIT TAT CCC GAA GAC TGG ACA CTT CGT TGT
Glu Ile Gly Leu Leu Thr Cys Glu Ala Thr

670 680 690

* - * * * ]

CTC ACA CAT OGA CAA ACC AAT ACA ATC ATA
GAG TGT GTA GCT GTT TGG TTA TGT TAG TAT
Leu Thr His Arg Gln Thr Asn Thr Ile Ile

730 740 750

* » * * * *

AAA TTA CTT AGA GGC CAT ACT CTT GTIC CIC
TTT AAT GAA TCT CCG GTA TGA GAA CAG GAG
Lys Leu Leu Arg Gly His Thr Leu Val Leu

790 800 810

* * * * * *

AGA GTT CAA ATG ACC TGG AGT TAC CCT GAT
TCT CAA GTT TAC TGG ACC TCA ATG GGA CTA
Arg Val Gln Met Thr Trp Ser Tyr Pro Asp

850 860 870

* L ] * * * +*

CGA ATT GAC CAA AGC AAT TCC CAT GCC AAaC
GCT TAA CIG GIT TCG TTA AGG GTA CGG TIG
Arg Ile Asp Gln Ser Asn Ser His Ala Asn

930

® *

910 920

L 3 * * *

ATG CAG AAC AAA GAC AAA GGA CTT TAT ACT

TAC GIC TIG TTT CTG TIT CCT GAA ATA TGA
Met Gln Asn Lys Asp Lys Gly Leu Tyr Thr

970 980 990

* * * * * *

TCT GTT AAC ACC TCA GTG CAT ATA TAT GAT
AGA CAA TIG TGG AGT CAC GTA TAT ATA CTA
Ser Val Asn Thr Ser Val His Ile Tyr Asp

1030 1040 1050

- * * * * w

GAC AAA ACT CAC ACA TGC CCA CCG TGC CCA
CTG TTT TGA GIG TGT ACG GGT GGC ACG GGT
Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro

GGC TTC ATC ATA
CCG AAG TAG TAT

Gly Phe Ile lle
640
R 4

GTC AAT GGG CAT
CAG TTA CCC GTA
Vval Asn Gly His

700

* *
GAT GTC CAA ATA
CTA CAG GTT TAT

Asp Val Gln Ile
760
* *

AAT TGT ACT GCT
TTA ACA TGA CGA
Asn Cys Thr Ala

820

* *
GAA AAA AAT AAG
CIT TTT TTA TTIC

Glu Lys Asn Lys
880
* *

ATA TTC TAC AGT
TAT ARG ATG TCA
Ile Phe Tyr Serx

S840

* *
TGT CGT GTA AGG
ACA GCA CAT TCC

Cys Axg Val Arg
1000
® *

AAA GCA GGC CCG
TTT CGT COG GGC
Lys Ala Gly Pro

1060

* *
GCA CCT GAA CTC
CGT GGA CTT GAG
Ala Pro Glu Leu

TG
Ser

ACC
prec
Thr

CAA
val

TCA
Ser

GGC

Gly

GAC
Leu

CGA AGG
Ala Ser

890

*
CTT ACT
GAA TGA
Leu Thr

950

*
GGA CCA
CCT GGT
Gly Pro

1010

*
GAG CcC
‘'CTC GGG
Glu Pro

1070

®
GGG GGA
CCC CCT
Gly Gly

600

ACG TAC AAA
TGC ATG TIT
Thr Tyr Lys>

660

- *
ACA AAC TAT
TGT TIG ATA
Thr Asn Tyx>

720

* *
CGC CCA GTIC
GCG GGT CAG
Arg Pro Val>

780

* *
TIG AAC ACG
ARC TIG TGC
Leu Asn Thr>

840

* *
GTA AGG CGA
CAT TCC GCT
val Arg Arg>

900

* ®
ATT GAC AAA
TAA CIG TTT
Ile Asp Lys>

960

* *
TCA TIC AAA
AGT AAG TTT
Ser Phe Lys>

1020

* *
AAA TCT TGT
TTT AGA ACA
Lys Ser Cys>
1080

* *
CCG TCA GTC

GGC AGT CAG
Pro Ser Val>
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Fig.10C.

1090

® *
TTC CTC TIC CCC
AAG GAG AAG GGG
Phe Leu Phe Pro

1150

® *
TGC GTG GIG GTG
ACG CAC CAC CAC
Cys Val val val

1210

L 4 *
GGC GIG GAG GTG
CCG CAC CTC CAaC
Gly val Glu Vval

1270

| *
CGT GTG GTC AGC
GCA CAC CAG TCG
Axrg Val vVal Ser

1330

* *
TGC AAG GTC TCC
ACG TTC CAG AGG
Cys Lys Val Ser

1390

* *

1100

* *
CCA AAA CCC
GGT TTT GGG
Pro Lys Pro

1160
+* ®
GAC GTG AGC
CTG CAC TCG
Asp Val Ser

1220

* *
CAT AAT GCC
GTA TTA OGG
His Asn Ala

1280

* +*
GTC CIC ACC
CAG GAG TGG
val Leu Thr

1340

* *
AAC AAA GCC
TG TTT CGG
Asn Lys Ala

1400

* *

GGG CAG CCC CGA GAA CCA CAG
CCC GTC GGG GCT CTT GGT GTC
Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln

1450 1460

* * * *
AAC CAG GTC AGC CTG ACC TGC
TTG GTC CAG TCG GAC TGG ACG
Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys

1510 1520

L 4 » * *
TGG GAG AGC AAT GGG CAG CCG
ACC CTC TCG TTA CCC GTC GGC
Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro

1570 1580

* - * *
GAC GGC TCC TTC TIC CTC TAC
CTG CCG AGG AAG AAG GAG ATG
Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr

Lys

His

Lys

val

Leu

GTG

val

Leu

Glu

AGC
G
Ser

11/55

1110

GAC ACC
C1G TGG
Asp Thr

1170
GAA GAC
CTT CIG
Glu Asp

1230
ACA AAG
TGT TIC
Thr Lys

1290
CTG CAC
Gac GIG
Leu His

1350
CCA GCC
GGT COGG
Pro Ala

1410

TAC ACC
ATG TGG
Tyr Thr

1470
GTC AAA
CAG TTT
val Lys

1530
ARC AAC
TG TIG
Asn Asn

1590
AAG CTC

TIC GAG
Lys Leu

C1C

Leu

Pro

Pro

Gln

Pro

Leu

Gly

TAC
ATG

ATG
TAC
Met

GAG
CTC
Glu

GAC

Asp

ATC
TAG
Ile

cce
GGG
Pro

TC
AAG
Phe

ANG

Lys

GTG
CAC
Val

(XX Y]
e o
ve

LYY Y

1120 1130 1140
4 * * * *

ATC TCC CGG ACC CCT GAG GTC ACA
TAG AGG GCC TGG GGA CTC CAG TGT
Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr>

1180 1190 1200
* w* * * *

GTC AAG TTC AAC TGG TAC GIG GAC
CAG TTC AAG TTG ACC ATG CAC CTG
Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp>

1240 1250 1260
* * ] * t

GAG GAG CAG TAC AAC AGC ACG TAC
CTC CTIC GTC ATG TIG TCG TGC ATG
Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr>

1300 1310 1320
w * * ® -

TGG CTG AAT GGC AAG GAG TAC AAG
ACC GAC TTA CCG TIC CIC ATG TIC
Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys>

1360 1370 1380
* * * * -

GAG AAA ACC ATC TCC AAA GCC AAA
CTC TTT TGG TAG AGG TIT CGG TIT
Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys>

1420 1430 1440
] * * * L

CCA TCC CGG GAT GAG CTG ACC AAG
GGT AGG GCC CTA CTC GAC TGG TIC
Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys>

1480 1490 1500
* * * * *

TAT CCC AGC GAC ATC GCC GTG GAG
ATA GGG TCG CTG TAG CGG CAC CTC
Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu>

1540 1550 1560
* * * | *

ACC ACG CCT CCC GTG CTG GAC TCC
TGG TGC GGA GGG CAC GAC CIG AGG
Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser>

1600 1610 1620
* * L - ]

GAC ARG AGC AGG TGG CAG CAG GGG
CTG TTC TCG TCC ACC GTC GTIC CCC
Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly>
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Fig.10D.

1630 1640 1650 1660 1670 1680

* * * * * * * - - " - -

AAC GTC TTC TCA TGC TCC GIG ATG CAT GAG GCT CTG CAC AAC CAC TAC ACG CAG AAG AGC
TTG CAG AAG AGT ACG AGG CAC TAC GTA CTC CGA GAC GTG TIG GTG ATG TGC GTC TTC TCG
Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser>

1690 1700

* * * *
CIC TCC CTG TCT CCG GGT AAA TGA
GAG AGG GAC AGA GGC CCA TTT ACT
Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys ***>




13/55

mméﬂ L-UdS N2

. L-HdS NE
mmm mNm m_.m I4S N

s _.m dS| 1-Ud4S Nb

O2INQ «
OdIDYONINY

L€ 30
O ONIWYIL
S S

Jm dS| 1-UdS NS

(2]

Jm dS 1-14s N9

a_.w dS) -34S N

MNNNEIANNNN s s

dS| oNvWNH 1-1714

08,

8EE} LG HE ¥66926 218 \6SL0S/ /89 0SS ISy SVE 0€2 I 5N OQIDYONINY
NZ N9 NG NP NE N¢
¥VINTIOVALNI HVINTIOVELXI OANVOIT
asyNID 3a oINjwog  YNVHEWANSNVAL - 34 Gyiyor 3a soiINwoa
giNE




14/55

00t

08

09

oy

0¢

06

08

0.

09

‘de 1614

0§ ov 0€

0¢

0l

00°G-
00'¥-
00°¢-
00°¢c-
00°}-
000
00’
00°¢
00°€
00V
00'S

00's-

00'v-

00'¢-

00'2-

00°t-
000
00’}

00°¢

00'€

00V

A AN YE

00°S

3avaioiidodaiH

3avadinidoyaiH



L4

10

* w

ATG GTC AGC TAC
TAC CAG TCG ATG

Met Val Ser Tyr
70
- W

ACA GGA TCT AGT
TGT CCT AGA TCA
Thr Gly Ser Ser

130

* *
CAC ATC ATG CAA
GTG TAG TAC GTT
His Ile Met Gln

190

* *
TGG TCT TTG CCT
ACC AGA AAC GGA
Trp Ser Leu Pro

250

* *
TGT GGA AGA AAT
ACA CCT TCT TTA

Cys Gly Arg Asn

310

L ] *
CAC ACT GGC TTC
GTIG TGA CCG ARG
His Thr Gly Phe

370

* -
GAA TCT GCA ATC
CTT AGA CGT TAG
Glu Ser Ala Ile

430

k *
GAA ATC CCC GAA
CTT TAG GGG CTT

Glu Ile Pro Glu
490
* *

ACG TCA CCT AAC
TGC AGT GGA TIG
Thr Ser Pro Asn

* ~

TGG GAC ACC
ACC CTG TGG
Trp Asp Thr

80

* *
TCA GGT TCA
AGT CCA AGT
Ser Gly Ser

140
* *
GGC CAG
CCG G1IC
Gly Glin

CGT
Ala

200

* *
GAA ATG GTIG
CTT TAC CAC
Glu Met Val

260
* *
AAA CAA
TTT GIT
Lys Gln

CcCcG
Gly

320

* *
TAC AGC TGC
ATG TCG ACG
Tyx Ser Cys

380

* *
TAT ATA TTT
ATA TAT AAA
Tyr Ile Phe

440

- T«
ATT ATA CAC
TAA TAT GTIG
Xle

500

* *
ATC ACT GTT
TAG

Fig.13A.

GGG
ccc
Gly

Lys

AGT

Ser

Phe

AAR
TIT
Lys
ATT

TAA
Ile

ATG
TAC

Ile His Met

ACT

15/55

30
GIC C1G
CAG GAC
val Leu

90
TTA
Leu Lys
150

GAC
Leu

GTA
His

210
- -
Gaa
CTT
Glu

270
» *
TGC AGT
ACG TCA
Cys Ser

330
* -
TAT CTA
ATA GAT
Tyr Leu

390
* »
AGT GAT
TCA CTA
Ser Asp

450

* -

RrYYs
*iee .

*.

40

- * *

CTG TGC GCG CTG
GAC ACG CGC GAC
Leu Cys Ala Leu

GAG
Leu

100

* - *

GAT CCT GAA CIG
CTA GGA CTT GAC
Asp Pro Glu Leu

160

* * *

CTC CAA TGC AGG
GAG GTT ACG TCC
Leu Gln Cys Arg

cece
Gly

220

* * *

AGC GAA AGG CTG
TCG CTT TCC GAC
Ser Glu Arg Leu

280"
* * *
ACT TTA ACC TTG AAC
TGA AAT TGG AAC TTG
Thr Leu Thr Leu Asn

340
* L 4 *
GCT GTA CCT ACT TCA
COGA CAT GGA TGA AGT
Ala Val Pro Thr Ser

400
- » *
ACA GGT AGA CCT TIC
TGT CCA TCT GGA AAG
Thr Gly Arg Pro Phe

460

* * *

50 60
AGC TGT CTG CTT CTC
TCG ACA GAC GAA GAG
Ser Cys Leu Leu Leu>

110 120

* * ]

TTA AAA GGC ACC CAG
AAT TTT CCG TGG GTC
Leu Lys Gly Thr Gln>

170 180

* * ]

GAA GCA GCC CAT AAA
CTT CGT CGG GTA TTT
Glu Ala Ala His Lys>

230 240

* L *

ATA ACT AARA TCT GCC
TAT TGA TIT AGA CGG
Ile Thr Lys Ser Ala>

290 300

* * *

ACA GCT CAA GCA AAC

TGT CGA GTT CGT T1TG
Thr Ala Gln Ala Asn>

350 360

* * *

AAG AAG AAG GAA ACA
TTC TTC TIC CTT TGT
Lys Lys Lys Glu Thr>

410 420

* * *

GTA GAG ATG TAC AGT
CAT CTC TAC ATG TCA
Val Glu Met Tyr Ser>

470 480

* 4 »

ACT GAA GGA AGG GAG CTC GTC ATT CCC TGC CGG GTT

TGA CTT
Thr Glu

510

* *

TTA AAA

CCT TCC CTC GAG CAG
Gly Arg Glu Leu Val

520

* ® ®

ARG TTT CCA CTT GAC

TGA CAA TGA AAT TTT TIC AAA GGT GAA CTG

TAA GGG ACG GCC CAA
Ile Pro Cys Arg Val>

530 540

* * *

ACT TTG ATC CCT GAT
TGA AAC TAG GGA CTA

Ile Thr Val Thr Leu Lys Lys Phe Pro Leu Asp Thr Leu Ile Pro Asp>

|
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Fig.13B.

550 560

* * ® *
GGA AAA CGC ATA ATC TGG GAC AGT
CCT TIT GCG TAT TAG ACC CTG TCA
Gly Lys Arg Ile Ile Trp Asp Ser

610 620

- * * *
GAA ATA GGG CTT CIG ACC TGT GAA
'CTT TAT CCC GAA GAC TGG ACA CTT
Glu Ile Gly Leu Leu Thr Cys Glu

670 680

* * » *
CTC ACA CAT CGA CAA ACC AAT ACA
GAG TGT GTA GCT GTT TGG TTA TGT

Leu Thr His Arg Gln Thr Asn Thr
730 740
* - 4 »

AAA TTA CTT AGA GGC CAT ACT CTT
TTT AAT GAA TCT CCG GTA TGA GAA

Lys Leu Leu Arg Gly His Thr Leu
790 800
* ® * *

AGA GTT CAA ATG ACC TGG AGT TAC
TCT CAA GTT TAC TGG ACC TCA ATG
Arg Val Gln Met Thr Trp Ser Tyr

850 - 860

* * *

ATA TIC TAC AGT GTT CTT ACT‘AIT

. TAT AAG ATG TCA CAA GAA TGA TAA

Xle Phe Tyr Ser Val Leu Thr Ile

910 920

* * ® *
TGT CGT GTA AGG AGT GGA CCA TCA
ACA:- GCA CAT TCC TCA CCT GGT AGT

Cys Arg Val Arg Ser Gly Pro Ser
970 980
* * * L ]

AARA GCA GGC CCG GGC GAG CCC AAA
TTT CGT COG GGC CCG CTC GGG TIT

Lys Ala Gly Pro Gly Glu Pro Lys
1030 1040
* * * * *

GCA CCT GAA CTC CTG GGG GGA CCG
CGT GGA CTT GAG GAC CCC CCT GGC
Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro

® »

AGA AAG
TCT TTC
Arg Lys

690

ATC ATA
TAG TAT
Ile Ile

750

val Leu

‘810
* *
CCT GAT
GGA CTA
Pro Asp

870
> *
GAC AAA
CTG TTT
Asp Lys

930
* *
TTC AAA
AAG TIT
Phe Lys

990
* *
TCT TGT
AGA ACA
Ser Cys

1050
* *
TCA GTC
AGT CAG
Ser vVal

GGC
cCcG
Gly

GTC
CAG
val

GAT
CTA
Asp

AAT
TTA
Asn

ATG
TAC
Met

AGA
Ser

GAC
CTG
Asp

Phe

o0
~ <

B
eiew

580

* L
TTC ATC ATA
AAG TAG TAT
Phe Ile Ile

640

* »
AAT GGG CAT
TTA CCC GTA
Asn Gly His

700

* -
GTC CAA ATA
CAG GTT TAT
val Gln Ile

760

* *
TGT ACT GCT
ACA TGA CGA
Cys Thr Ala

820
* *
ATT GAC CAA
TAA CIG GTT
Ile Asp Gln

880

* *
CAG AAC AAA
GT¢C T1G TTT
Gln Asn Lys

940 .

w *
GTT AAC ACC
CAA TIG TGG
val Asn Thr

1000

» »
AAR ACT CAC
TIT TGA GIG
Lys Thxr His

1060

* *
CTC TIC CCC
GAG ARG GGG
Leu Phe Pro

»
°

woesed
.

L]

e e
~e>e
[

ssoe

~oee

- 00
.

L L ]
‘\".‘
one

®roier

»
~
*
L3
L ]

L ’/ ?
(igz‘
590 600
L * * -

TCA AAT GCA ACG TAC AAA
AGT TTA OGT TGC ATG TIT
Ser Asn Ala Thr Tyr Lys>

650 660

* L ] [ ] »
TTG TAT AAG ACA AAC TAT
AAC ATA TTC TGT TIG ATA
Leu Tyr Lys Thr Asn Tyr>

710 720
- L3 * : tA
AGC ACA CCA CGC CCA GIC
TCG TGT GGT GOG GGT CAG
Ser Thr Pro Arg Pro Val>

770 780

* L 4 * *
ACC ACT CCC TIG AAC ACG
TGG TGA GGG AAC TIG TGC
Thr Thr Pro Leu Asn Thr>

830 840

* -* ® *
AGC AAT TCC CAT GCC AARC
TCG TTA AGG GTA CGG T1G
Ser Asn Ser His Ala Asn>

890 800

* » * .
GAC AAA GGA CTT TAT ACT
CTG TTT CCT GAA ATA TGA

Asp Lys Gly Leu Tyr Thr>
950 960
L ] » - L ]

TCA GIG CAT ATA TAT GAT
AGT CAC GTA TAT ATA CTA
Ser Val His Ile Tyr Asp>

1010 1020

[ 4 * * -
ACA TGC CCA CCG TGC CCA
TGT ACG GGT GGC ACG GGT
Thr Cys Pro Pro Cys Pro>

1070 1080

* * w *
CCA AAA CCC AAG GAC ACC
GGT TTT GGG TIC CTG TGG
Pro Lys Pro Lys Asp Thr>
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Fig.13C.
1090 1100 1110

CTC ATG ATC TCC CGG ACC CCT GAG GTC ACA
GAG TAC TAG AGG GCC TGG GGA CTC CAG TGT
Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr

1150 1160 1170

- * * * L 4 *

CCT GAG GTC AAG TTC AAC TGG TAC GTIG GAC
GGA CTC CAG TTC AAG TIG ACC ATG CAC CIG
Pro Glu Vval Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp

1210 1220 1230

w * L 4 4 * *

CCG CGG GAG GAG CAG TAC AAC AGC ACG TAC
GGC GCC CTC CIC GTC ATG TIG TCG TGC ATG
Pro Axrg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyxr

1270 1280 1290

* * L * *® *

CAG GAC TGG CTG AAT GGC AAG GAG TAC AAG
GTC CTG ACC GAC TTA CCG TTC CTC ATG TIC
Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys

1330 1340 1350

* * * * * *

CCC ATC GAG AAA ACC ATC TCC AAA GCC AAA
GGG TAG CTC TIT TGG TAG AGG TIT CGG TIT
Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys

1390 1400 1410

* * * * * *

CTG CCC CCA TCC CGG GAT GAG CTG ACC AAG
GAC GGG GGT AGG GCC CTA CTIC GAC TGG TIC
Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys

1450 1460 1470

* * * * * *

GGC TTC TAT CCC AGC GAC ATC GCC GTG GAG
CCG AAG ATA GGG TCG CIG TAG CGG CAC CIC
Gly Phe Tyx Pro Ser Asp lle Ala Val Glu

1510 1520 1530

* 4 « * « *
TAC AAG ACC ACG CCT CCC GTG CTG GAC TCC
ATG TTC TGG TGC GGA GGG CAC GAC CTG AGG
Tyx Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser

1570 1580 1590

- * ] * w *

ACC GTG GAC AAG AGC AGG TGG CAG CAG GGG
TGG CAC CTG TIC TCG TCC ACC GTC GTC CCC
Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly

L4 (X X3
.

®eccer
.

.

LT YY)
LA x1]
XYY
eoee
cooe
.
eoccee
.
se0sse
XXX

.
.
LYY
LYY LY
seee
oo

N\

a

{ fi/)’

\\A/

1120 1130 1140

* - w * * ®

TGC GTG GTG GTG GAC GTG AGC CAC GAA GAC
ACG CAC CAC CAC CTG CAC TCG GTG CTIT CIG
Cys Val val val Asp Val Ser His Glu Asp>

1180 1190 1200

»* * * * * *

GGC GTG GAG GTG CAT AAT GCC AAG ACA AAG
CCG CAC CTC CAC GTA TTA CGG TIC TGT TIC
Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys>

1240 1250 1260

L 4 * * * * L ]

CGT GIG GTC AGC GTC CTC ACC GTIC CIG CaC
GCA CAC CAG TCG CAG GAG TGG CAG GAC GIG
Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His>

1300 1310 1320

* L 4 - *® [ 3 *

TGC AAG GTC TCC AAC AAA GCC CTC CCA GCC

ACG TTC CAG AGG TTG TIT CGG GAG GGT CGG
Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala>

1360 1370 1380

- * ® * w *

GGG CAG CCC CGA GAA CCA CAG GTG TAC ACC

CCC GTC GGG GCT CTT GGT GTC CAC ATG TGG
Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr>

1420 1430 1440

* * L * w *

AAC CAG GTC AGC CTG ACC TGC CIG GTC AAA
TIG GTC CAG TCG GAC TGG ACG GAC CAG TTIT
Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys>

1480 1490 1500

* * * * * *

TGG GAG AGC AAT GGG CAG CCG GAG AAC AAC
ACC CTC TCG TTA CCC GTC GGC CIC TIG TIC
Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn>

1540 1550 1560

» * L ] w L ] *

GAC GGC TCC TIC TIC CTC TAC AGC AAG CTIC
CTG CCG AGG AAG AAG GAG ATG TCG TTC GAG
Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys lLeu>

1600 1610 1620

* * ® * L *

AAC GTC TIC TCA TGC TCC GTG ATG CAT GAG
TIG CAG AAG AGT ACG AGG CAC TAC GTA CTC
Asn Val Phe Ser Cys Ser vVal Met His Glu>

|23
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1630 1640 1650 1660 1670

* * * * ® * * - » -
GCT CTG CAC AAC CAC TAC ACG CAG AAG AGC CTC TCC CTG TCT CCG GGT AAA TGA
CGA GAC GTG TTG GTG ATG TGC GTC TIC TCG GAG AGG GAC AGA GGC CCA TTT ACT
Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys ***>




Fig.14A.

* * * *

ATG GTC AGC TAC TGG GAC ACC GGG
TAC CAG TCG ATG ACC CIG TGG CCC
Met Val Ser Tyr Trp Asp Thr Gly

80
*

70

* ®

*

ACA GGA TCT AGT TCC GGA GGT AGA
TGT CCT AGA TCA AGG CCT CCA TCT
Thr Gly Ser Ser Ser Gly Gly Arg

140

*

130

* ®

ATA CAC ATG ACT GAA GGA AGG GAG
TAT GTG TAC TGA CTT CCT TCC C1C
Ile His Met Thr Glu Gly Arg Glu

*

190

*

200

* * *

ACT GTT ACT TTA AAA AAG TTT CCA
TGA CAA TGA AAT TTT TIC AAA GGT
Thr Val Thr Leu Lys Lys Phe Pro

260

*

250

* ]

TGG GAC AGT AGA AAG GGC TTC ATC
ACC CTG TCA TCT TTIC CCG AAG TAG
Trp Asp Ser Arg Lys Gly Phe Ile

»

320

*

310

- +*

*

ACC TGT GAA GCA ACA GTC AAT GGG
TGG ACA CTT OGT TGT CAG TTA CCC
Thr Cys Glu Ala Thr Val Asn Gly

380

*

370

*
ACC AAT ACA ATC ATA GAT GTC Caa
TGG TTA TGT TAG TAT CTA CAG GTT
Thr Asn Thr Ile Ile Asp Val Gln

* *

440

*
CAT ACT CTT GTIC CTC AAT TGT ACT
GTA TGA GAA CAG GAG TTA ACA TGA
His Thr Leu Val Leu Asn Cys Thr

430

* * *

500

*

490

*
TGG AGT TAC CCT GAT GAA ATT GAC
ACC TCA ATG GGA CTA CTT TAA CTG
Trp Ser Tyr Pro Asp Glu Ile Asp

] L 4

w

GTC
CAG
val

ATA
TAT
Ile

CAT
GTA
His

ATA
TAT
Ile

GCT

Ala

GTT
Gln
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C1G
GAC
Leu

90

Phe

150

GTC

val

210

Asp

270

Ser

330

Leu

390

40

- ®x

CTG TGC GCG CTG
GAC ACG CGC GAC
Leu Cys Ala Leu

100

* *

GTA GAG ATG TAC
CAT CTC TAC ATG
Vval Glu Met Tyx

160

* *

ATT CCC TGC CGG
TAA GGG ACG GCC
Ile Pro Cys Arg

220

* *

ACT TIG ATC CCT
TGA AAC TAG GGA
Thr Leu Ile Pro

280

*

AAT GCA ACG TAC
TTA CGT TGC ATG
Asn Ala Thr Tyr

340

* *

TAT AAG ACA AAC
ATA TIC TGT TTG
Tyr Lys Thr Asn

400

* *

ACA CCA CGC CCA
TGT GGT GCG GGT
Thr Pro Arg Pro

460

* *

ACT CCC TTG AAC
TGA GGG AAC TTG
Thr Pro Leu Asn

520

- -

AAT TCC CAT GCC
TTA AGG GTA CGG
Asn Ser His Ala

50

CTC AGC TGT CIG CTT CTC
GAG TCG ACA GAC GAA GAG
Leu Ser Cys lLeu Leu Leu>

120

=

110
* * *
AGT GAA ATC CCC GAA ATT
TCA CTT TAG GGG CTT TAA
Ser Glu Ile Pro Glu Ile>

170

*

180

* *

GTT ACG TCA CCT AAC ATC
CAA TGC AGT GGA TIG TAG
Val Thr Sexr Pro Asn Ile>

*

230

L

240

* »

L 4
GAT GGA AAA OGC ATA ATC
CTA CCT TTT GCG TAT TAG
Asp Gly Lys Arg Ile Ile>

300

4

290
*
AAA GAA ATA GGG CTT CTG
TTT CTT TAT CCC GAA GAC
Lys Glu Ile Gly Leu Leu>

»* *

360

-

350

* * *

TAT CTC ACA CAT CGA CAA
ATA GAG TGT GTA GCT GIT
Tyr Leu Thr His Arg Gln>

420

[ 4

410

* * *

GTC AAA TTA CTT AGA GGC
CAG TTT AAT GAA TCT CCG
Val Lys Leu Leu Arg Gly>

470

*

480

L ] * *

ACG AGA GTT CAA ATG ACC
TGC TCT CAA GIT TAC TGG
Thr Arg Val Gln Met Thr>

530

*

540
»
AAC ATA TTC TAC AGT GTT
TTG TAT AAG ATG TCA CAA
Asn Ile Phe Tyr Ser Val>

* *
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S50 560

» : L] *
CTT ACT ATT GAC AAA ATG CAG
GAA TGA TAA CTG TIT TAC GTC
Leu Thr Ile Asp Lys Met Gln

610 620

* « * *

GGA CCA TCA TIC AAA TCT GTT
CCT GGT AGT AAG TIT AGA CAA
Gly Pro Ser Phe Lys Ser Val

670 680

* * * *
GAG CCC AAA TCT TGT GAC AAA
CTC GGG TTT AGA ACA CIG TIT
Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys

730 740

* * - *
GGG GGA CCG TCA GTC TTC CTC
CCC CCT GGC AGT CAG AAG GAG
Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu

790 800

* * * *
ACC CCT GAG GTC ACA TGC GTG
TGG GGA CTC CAG TGT ACG CAC
Thr Pro Glu Val Thr Cys Val

850 860

* * * *
AAC TGG TAC GTG GAC GGC GTG
TTG ACC ATG CAC CTG CCG CAC
Asn Trp Tyr Val asp Gly val

910 920

» * * ]
TAC AAC AGC ACG TAC CGT GTG
ATG TTG TCG TGC ATG GCA CAC
Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val

970 980

* * * *
GGC AAG GAG TAC AAG TGC AAG
CCG TTC CTC ATG TIC ACG TIC
Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys

1030

* *

ATC TCC AAA GCC AAA GGG CAG
TAG AGG TTT CGG TIT CCC GTC
Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln

1040

* *

AAC
TG
Asn

Asn

Phe

GIG

Val

Glu

GTC

val

G1C

val

cce

Pro
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ARA GAC
TIT CTG
Lys Asp

630
* *
ACC TCA
TGG AGT
Thr Ser

690
+ *
CAC ACA
GTG TGT
His Thr

750
* *
CCC CcCa
GGG GGT
Pro Pro

810
* *
GTG GAC
CAC CTG
Val Asp

870
* *
GTG CAT
CAC GTA
Val His

830
* *
AGC GTC
TCG CAG
Ser Val

990
* *
TCC AAC
AGG TTG
Ser Asn

1050
CGA GAA

GCT CTT
Arg Glu

580

* L

AAA GGA CTT TAT ACT TGT CGT GTA AGG
TTT CCT GAA ATA TGA ACA GCA CAT
Lys Gly Leu Tyr Thr Cys Arg Val

640

* »
GTG CAT ATA TAT
CAC GTA TAT ATA
vVal His Ile Tyr

700

* *
TGC CCA CCG TGC
ACG GGT GGC ACG
Cys Pro Pro Cys

760

* *
AAA CCC ARG GAC
TTT GGG TIC CTIG
Lys Pro Lys Asp

820

* -
GTG AGC CAC GAA
CAC TCG GTG C1IT
val Ser His Glu

880

w *
AAT GCC AAG ACA
TTA OGG TTC TGT
Asn Ala Lys Thr

940

* ]
CTC ACC GTC C1G
GAG TGG CAG GAC
Leu Thr Val Leu

1000

* *
AAA GCC CTC CCA
TTT CGG GAG GGT
Lys Ala Leu Pro

1060

* L ]
CCA CAG GTG TAC
GGT GTC CAC ATG
Pro Gln Val Tyr

*

GAT
CTA
Asp

CCA
GGT
Pro

ACC
pre’ed
Thr

Gac
C1G
Asp

GTG
His

GCC
cGG
Ala

ACC
GG
Thr

650

*
AAA GCA GGC
TTT CGT CCG
Lys Ala Gly

710

*
GCA CCT GAA
CGT GGA CTT
Ala Pro Glu

770

*
CTC ATG ATC
GAG TAC TAG
Leu Met Ile

830

*
CCT GAG GTC
GGA CTC CAG
Pro Glu Val

890

*
CCG CGG GAG
GGC GCC CTC
Pro Arg Glu

950

*
CAG GAC TGG
GTC CTG ACC
Gln Asp Trp

1010

*
CCC ATC GAG
GGG TAG C1C
Pro Ile Glu

1070

*
CTG CCC CCa
GAC GGG GGT
Leu Pro Pro

yre
Axg

Ser

[ 4

Lys

Lys

660

Gly>

720

Leu>

780

Arg>

840

Phe>

900

Thr>

1080

TCC
AGG
Ser

CGG
GCC
Axrg>




GAT GAG
CTA CTC
Asp Glu

GAC ATC
CIG TAG
Asp Ile

*

CCC GTG
GGG CaAC
Pro val

AGG TGG
TCC ACC
Arg Trp

*

TAC ACG
ATG TGC
Tyr Thr
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1090
*
CTG ACC
GAC TGG
Leu Thr

1150
*
GCC GTG
CGG CAC
Ala Val

1210
*
CTG GAC
GAC CTG
Leu Asp

1270
CAG CAG
GTC GIC
Gln Gln

1330
CAG ARG

GTC TIC
Gln Lys

1100

*

1110

* »* *

AAG AAC CAG GTC AGC CTG
TTC TIG GTC CAG TCG GAC
Lys Asn Gln Val Ser Leu

1160

*

1170

* * *

GAG TGG GAG AGC AAT GGG
CTC ACC CTC TCG TTA CCC
Glu Trp Glu Ser Asn Gly

1220

*

1230

* *

TCC GAC GGC TCC TTIC TIC
AGG CTG CCG AGG AAG AAG
Ser Asp Gly Ser Phe Phe

*

1280

*

1250

* ® *

GGG AAC GTC TTC TCA TGC
CCC TTG CAG AAG AGT ACG
Gly Asn Val Phe Ser Cys

1350
*

1340

* *

*
AGC CTC TCC CTG TCT CCG

TCG GAG AGG GAC AGA GGC
Ser Leu Ser Leu Ser Pro
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1140

*

1130

*

1120

* * *

*

ACC TGC CTG GTC AAA GGC TTC TAT CCC AGC
TGGC ACG GAC CAG TTIT CCG AAG ATA GGG TCG
Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser>

1190

]

1200

-

1180

* * » *

CAG CCG GAG AAC AAC TAC AAG ACC ACG CCT
GTC GGC CTC TTG TIG ATG TIC TGG TGC GGA
Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro>

1250

*

1260

*

1240

* *

- *

CTC TAC AGC AAG CTC ACC GTG GAC AAG AGC
GAG ATG TOG TTC GAG TGG CAC CTG TTC TCG
Leu Tyr Ser Lys Leu Thx Val Asp Lys Ser>

1320

*

1310

* -

1300

* * L ] L ]

TCC GTG ATG CAT GAG GCT CTG CAC AAC CAC
AGG CAC TAC GTA CTC CGA GAC GTIG TTG GTIG
Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His>

"

GGT AAA TGA
CCA TTT ACT
Gly Lys ***>
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*

ATG GTC
TAC CAG
Met val

ACA GGA
TGT CCT
Thr Gly

*

ATA CAC
TAT GTIG
Ile His

10

AGC TAC
TCG ATG
Ser Tyr

70
TCT AGT
AGA TCA
Ser Ser

130
ATG ACT

TAC TGA
Met Thr

180

ACT GTT ACT TTA

TGA CAA
Thr Val

TGA AAT
Thx Leu

250
AGT AGA
TCA TCT
Ser Arg

310
GAA GCA
CTT CGT
Glu Ala

370
ACA ATC
TGT TAG
Thr Ile

430

CTT GTC
GAA CAG

Leu Val
490
AGT TAC CCT

ACC TCA ATG GGA
Trp Ser Tyr Pro

Glu

»

Lys

ATA
TAT
Ile

CTA
Asp

20

GAC ACC GGG
CTG TGG CCC
Asp Thr Gly

80
GGA GGT AGA
CCT CCA TCT
Gly Gly Arg

140

»
GGA AGG GAG
CCT TCC CTC
Gly Arg Glu

200

*
ARG TTT CCA
TTC AAA GGT
Lys Phe Pro

260

*

; GGC TTC ATC

CCG AAG TAG
Gly Phe Ile

320

*
GTC AAT GGG
CAG TTA CCC
vVal Asn Gly

380

w*
GAT GTC CAA
CTA CAG GTT
Asp Val Gln

440

*
AAT TGT ACT
TTA ACA TGA
Asn Cys Thy

S00

L ]
GAA AAA AAT
CTT TTT TTA
Glu Lys Asn

GTC

val

ccT

Pro

Leu

*

Leu

ATA
TAT
Ile

CAT
GTA
His

ATA
TAT
Ile

»

GCT
CGA
Ala

* »
ARG
TTC

Phe
150
GTC
val

210

Asp

270

Ser

330

Leu

380

Ser

450

*
ACC
prc ]
Thr
510

*

AGA
TCT

ACG

Leu Cys

GTA GAG

val Glu

ATT
TAA
Ile

ACT TIG
TGA AAC
Thr Leu

AAT GCA
TTA CGT
Asn Ala

TAT AAG
ATA TTC

Tyr Lys

ACA CCA
GT GGT
Thr Pro

ACT CCC
TGA GGG
Thr Pro

GCT TCC
CGA AGG

Lys Axrg Ala Ser

evoere
.
L3

40

GOG C1G
CGC Gac
Ala Leu

100

ATG TAC
TAC ATG
Met Tyx

160

TGC CGG
ACG GCC
Cys Arg

220

ATC CCT
TAG GGA
Ile Pro

280

ACG TAC
TGC ATG
Thx Tyr

340

ACA AAC
TGT TTG
Thr Asn

400

CGC CCA
Arg Pro

460

»
TG AARC
AAC TTG
Leu Asn

520

*
GTA AGG
CAT TCC
val Arg

.
(XX ITY

®evove
ce o
eoeoe
LY TR
CX TS
eoo0ve
(X
.
LXTYY
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cone
e

CcTC

Leu

AGT

Ser

GTIT

Val

GAT
CTA

GTC

val

*

CGA
GCT
Arg

50

*

AGC TGT CTG CTT
TCG ACA GAC GAA
Ser Cys Leu Leu

110

* *

GAA ATC CCC GAA
CIT TAG GGG CTT
Glu Ile Pro Glu

170

*

ACG TCA CCT ARC
TGC AGT GGA TTG
Thr Ser Pro Asn

-

230

-

GGA AAA CGC ATA
CCT TTT GOG TAT
Gly Lys Arxg Ile

*

290

- »

GAA ATA GGG CTT
CTIT TAT CCC GAA
Glu Ile Gly Leu

350

* *

CTC ACA CAT CGA
GAG TGT GTA GCT
Leu Thr His Arxg

410

* >

AAA TTA CTT AGA
TTT AAT GAA TCT
Lys Leu Leu Arg

470

] -

AGA GTT CAA ATG

Leu>
120

ATT
TAA
Ile>

180

ATC
TAG
Ile>

240

ATC
TAG
Ile>

300

*

CTG
GAC
Leu>

360
L
CAA
GTT
Gin>

420

*
GGC
ceG
Gly>

480

*

ACC

TCT CAA GTT TAC TGG
Arg Val Gln Met Thx>

530

-

540
*
CGA ATT GAC CAA AGC
GCT TAA CTG GTT TCG
Arg Ile Asp Gln Ser>

*
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550

*

560
w
CAT GCC AAC ATA TIC
GTA CGG TTG TAT AAG
His Ala Asn Ile Phe

>

AAT TCC
TTA AGG
Ser

620

*

610

-«

CTT TAT ACT TGT CGT
GAA ATA TGA ACA GCA
Leu Tyr Thr Cys Axg

"

GGA
ccT
Gly

670

*

680
L 4
ATA TAT GAT AAA GCA
TAT ATA CTA TIT CGT
Ile Tyxr Asp Lys Ala

*

CAT
GTA
Val His

730

*

CCG TGC CCA GCA CCT
GGC ACG GGT CGT GGA
Pro Cys Pro Ala Pxo

740

* L]

CCA
GGT
Pro

800

-

790

*

ARG GAC ACC CTC ATG
TTC CTG TGG GAG TAC
Lys Asp Thr Leu Met

-

F:

Lys

850

»
GTG AGC CAC GAA GAC CCT GAG
CAC TCG GTG CTT CIG GGA CTIC
Val Ser His Glu Asp Pro Glu

860

w * *

910

*
AAT GCC AAG ACA ARG CCG CGG
TTA CGG TTC TGT TIC GGC GCC
Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg

920

» L

*

970

*

980

* »

*

CTC ACC GTC CTG CAC CAG GAC
GAG TGG CAG GAC GTG GTC CTG

Leu Thr Val Leu His Gln Asp
1030 1040
* * * L 4

AAA GCC CTC CCA GCC CCC ATC
TTT CGG GAG GGT CGG GGG TAG
Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile

TAC
ATG

GTA
CAT
Val

Gly

Glu

ATC
TAG
Ile

val

GAG
c1C
Glu

GG
ACC

Trp

GAG
CTC
Glu

AGT

Ser

Ser

570

Val

630

Ser

690

870

*
e
AAG
Phe

930

*
CAG
GTC
Gln

990

x
AAT
TTA
Asn

1050

*

AAA ACC ATC TCC AAA GCC
TTT TGG TAG AGG TTT CGG
Lys Thr Ile Ser Lys Ala

*

ceceos
. .
e

580

* *
CTT ACT ATT GAC
GAA TGA TAA CIG
leu Thr Ile Asp

640

* -

GGA CCA TCA TIC
CCT GGT AGT AAG
Gly Pro Ser Phe

700

* L]

GAG CCC AAA TCT
CTC GGG TTT AGA
Glu Pro Lys Ser

760

-
GGG GGA CCG TCA
CCC CCT GGC AGT
Gly Gly Pro Ser

*

820

* *

ACC CCT GAG GTC
TGG GGA CTC CAG
Thr Pro Glu Val

880

* *

AAC TGG TAC GIG
TIG ACC ATG CAC

Asn Trp Tyr Val

940

* »

TAC AAC AGC ACG
ATG TIG TCG TGC
Tyr Asn Ser Thr

1000

L ]
GGC AAG GAG TAC
CCG TTC CTC ATG
Gly Lys Glu Tyr
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®scove
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soece
Seode
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S80

-
ATG CAG
TAC GTC
Met Gln
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Lys

650

*
TCT GTIT
AGA CAA
Ser Vval

3

Lys

710

*
GAC AAA
CTG TTT
Asp Lys

770
GTC TTC CIC
AAG GAG
Val Phe Leu

830

GC GIG
ACG CAC
Cys Val

890

GGC G1G
CCG CAC
Gly val

950

* *
TAC CGT GTG
ATG GCA CAC
Tyr Arg Val

1010
»
AAG TGC AAG
TIC ACG TIC
Lys Cys Lys

»

1070
*
ADAA GGG CAG
TTT CCC GTIC
Lys Gly Gln

*

esee
.
coce
cooe
cooe

4%

Asn

EE

720

CAC

RE8

His Thr>

780

¥

Phe Pxo>

840

»
GAC
c1G
val Asp>

900
»
GAG GTG CAT
CIC CAC GTA
Glu val His>

960

* L

GTC AGC GTC
CAG TCG CAG
val Ser Val>

1020
*
GTC TCC AAC
CAG AGG T1G
Val Ser Asn>

[ ]

1080

* *

CCC CGA GAa
-GGG GCT CTT
Pro Arg Glu>
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ACC

Gln

Leu

Ser

cca
Gly

GTC
Gln

CCG

Pro

TAC
ATG

CAC
val

qE -

1090
* *
GTG TAC ACC
CAC ATG TGG
val Tyr Thr

1150
* *
CTG GTC ARA
GAC CAG TTT
Leu Val Lys

1210
. * *
GAG AAC AAC
CTC TIG TTG
Glu Asn Asn

1270
* *
AGC AAG CTC
TCG TTC GAG
Ser Lys Leu

1330
* *
ATG CAT GAG
TAC GTA CIC
Met His Glu

LA A 5

1100

*
CTG CCC CCA
GAC GGG GGT
Leu Pro Pro

1160

*
GGC TTC TAT
CCG AAG ATA
Gly FPhe Tyr

1220

*
TAC AAG ACC
ATG TIC TGG
Tyr Lys Thr

1280

*
ACC GTG GAC
GG CAC CTG
Thr Val Asp

1340

*
GCT CTG CAC
CGA GAC GTG
Ala Leu His
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TCC CGG GAT GAG
AGG GCC CTA CTC
Ser Arg Asp Glu

1170
* L »
CCC AGC GAC ATC
GGG TCG CTG TAG

Pro Ser Asp Ile
1230
* * *

ACG CCT CCC GTG
TGC GGA GGG CAC
Thr Pro Pro Val

1290
* * *
AAG AGC AGG TGG
TTC TCG TCC ACC

Lys Ser Arg Trp
1350
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AAC CAC TAC ACG
TG GTG ATG TGC
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GAC TGG
Leu Thr
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GCC GTG
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CTG GAC
GAC CTG
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Gln Gln
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Soevee
eoser

cTC
Glu

TCC

Ser

Ser

vene
LYY Y
LX)
N

oeecee
.

1130

AAC CAG
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CTG CCG
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TCA TGC
AGT ACG
Sexr Cys>
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TCT CCG
AGA GGC
Ser Pro>
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ATG
TAC

GIC AGC TAC
CAG TCG ATG
val Ser Tyr
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GGA TCT AGT
CCT AGA TCA
Gly Ser Ser
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ATC ATG CAA
TAG TAC GTT
His Ile Met Gln
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TGG TCT TTG CCT
ACC AGA AAC GGA
Trp Ser Leu Pro

*
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TGT GGA AGA AAT
ACA CCT TCT TTA

Cys Gly Arg Asn
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* *

CAC ACT GGC TIC
GTG TGA CCG AAG

His Thr Gly FPhe
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* *

GAA TCT GCA ATC
CTT AGA CGT TAG
Glu Ser Ala Ile
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GAA ATC CCC GAA
CTT TAG GGG CTT

*

Glu Ile Pro Glu
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TGC AGT GGA TIG
Thr Ser Pro Asn
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AGT
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GG
Thr

80
*
TCA
AGT
Ser

GGT
CCA
Gly

140

*

GCA GGC CAG

CGT
Ala

*

CCG GTC
Gly Gln

200

L]

GAA ATG GTG

(eyyy
Glu

GGC
ceG
Gly

TAC
ATG

TAT
ATA

ATT
TAA
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AAA CAA
TTT GIT
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AGC TGC
TCG ACG
Ser Cys
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TTT
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CTA GGA
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GAG GTT
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™G CTT
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ACT TTA
TGA AAT
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Pro Leu Asp Thr Leu Ile Pro Asp>

(3




]

GGA AAA
CCT TTT
Gly Lys

GAA ATA
CTT TAT
Glu Ile

CTC ACA
GAG TGT
Leu Thr

AAA TTA
TTT AAT
Lys Leu

*

AGA GTT
TCT CAA
Arg Val

' CGA ATT
GCT TAA
Arg Ile

ATG CAG
TAC GTC
Met Gln

*

ICT GTT
AGA CAA
Ser Vval

GAC AAA
CTG TTT
Asp Lys

Fig.16B.

550

*

560
*
CGC ATA ATC TGG GAC
GCG TAT TAG ACC CTG
Arg Ile Ile Trp Asp

*

610

*

GGG CTT CTG ACC TGT
CCC GAA GAC TGG ACA
Gly Leu Leu Thr Cys

620

L 4 *

670

*

CAT CGA CAA ACC AAT
GTA GCT GTT TGG TTA
His Arg Gln Thr Asn

680

- L]

730

*

740

» *

CTT AGA GGC CAT ACT
GAA TCT CCG GTA TGA
Leu Arg Gly His Thr

790

*

800

* -

CAA ATG ACC TGG AGT
GTT TAC TGG ACC TCA
Gln Met Thr Trp Ser

850

*

860

» *

GAC CAA AGC AAT 1CC
CTG GTT TCG TTA AGG
Asp Gln Ser Asn Ser

910

*

920

- *

AAC AAA GAC AAA GGA
TTG TTT CIG TIT CCT
Asn Lys Asp Lys Gly

970

*

980

*
AAC ACC TCA GIG CAT
TIG TGG AGT CAC GTA
Asn Thr Ser Val His

»

1030

1040
w
ACT CAC ACA TGC CCA
TGA GTG TGT ACG GGT
Thr His Thr Cys Pro

*
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570 580
- ® w *
AGT AGA ARG GGC TTC ATC ATA

TCA TCT
Ser Arg

GAA GCA
CTT CGT
Glu Ala

»

ACA ATC
TGT TAG
Thr Ile

*

CTT GTIC
GAA CAG
Leu Val

TAC CCT
ATG GGA
Tyr Pro

w
CAT GCC

GTA CGG
His Ala

CTT TAT
GAA ATA
Leu Tyxr

L ]

ATA TAT
TAT ATA

Ile Tyr

-

CCG TGC

TIC CCG AAG TAG TAT
Lys Gly Phe Ile Ile

630

*
ACA GTC AAT GGG CAT
TGT CAG TTA CCC GTA
Thr vVal Asn Gly His

640

- *

700

*

690

*
ATA GAT GTC CAA ATA
TAT CTA CAG GTT TAT
Ile Asp Val Gln Ile

*

750

*
CTC AAT 1GT ACT GCT
GAG TTA ACA TGA CGA
Leu Asn Cys Thr Ala

760

» »

810

*
GAT GAA AAA AAT AAG
CTA CTT TTT TTA TIC
Asp Glu Lys Asn Lys

820

- -

870

-
AAC ATA TTC TAC AGT
TTG TAT AAG ATG TCA
Asn Ile Phe Tyr Ser

880

- *

930

4
ACT TGT CGT GTA AGG
TGA ACA GCA CAT TCC
Thr Cys Arg Val Arg

940

* *

990

*
GAT AAA GCA GGC CCG
CTA TTT CGT CCG GGC
Asp Lys Ala Gly Pro

1000

A *

1050

*

CCA GCA CCT GAA CTC

1060

L4 *

GGC ACG GGT CGT GGA CTT GAG

Pro Cys

Pro Ala Pro Glu Leu

*

TCA
AGT
Sexr

*

Leu

AGC

Ser

*

Asn

*

Val

»

Ser

Leu

0%

590

»

600
-
AAA
TTT
Lys>

*

AAT GCA ACG TAC
TTA CGT TGC ATG
Asn Ala Thr Tyr

650

-

TAT AAG ACA AAC
ATA TTC TGT TIG
Tyr Lys Thr Asn

660

-
TAT
ATA

*

710

®

ACA CCA CGC CCA
TGT GGT GOG GGT
Thr Pro Axg Pro

-

val>

770

780

-

AC0G

*

ACT CCC TIG AAC
TGA GGG AAC TTIG TGC
Thr Pro Leu Asn Thr>

830

*

840
- L ]
GCT TCC GTA AGG CGA
CGA AGG CAT TCC GCT
Ala Ser Val Arg Arg>

830

®

900
k
CTT ACT ATT GAC AAA
GAA TGA TAA CTIG TTT
Leu Thr Ile Asp Lys>

*®

950

*

960

4
GGA CCA TCA TTC AAA
CCT GGT AGT AAG TIT
Gly Pro Ser Phe Lys>

*

1010

*

1020
*
GAG CCC AAA TCT TGT
CTC GGG TTIT AGA ACA
Glu Pro Lys Ser Cys>

4

1070

*

1080
*
GGG GGA CCG TCA GTC
CCC CCT GGC AGT CAG
Gly Gly Pro Ser val>

*



1090

* *
TIC CTC TIC CCC
AAG GAG AAG GGG
Phe Leu Phe Pro

1150

® *

TGC GTG GTG GTIG
ACG CAC CAC CAC
Cys Val val val

1210

* *
GGC GTG GAG GTIG
CCG CAC CTC CAC
Gly Val Glu Vval

1270

* *
CGT GTG GTC AGC
GCA CAC CAG TCG
Arg Val vVal Ser

1330

* E 4
TGC AAG GTC 1CC
ACG TIC CAG AGG
Cys Lys Val Ser

1390

* *
GGG CAG CCC CGA
CCC GTC GGG GCT
Gly Gln Pro Arg

1450

- *
AAC CAG GTC AGC
TTG GTC CAG TCG
Asn Gln Val Ser

1510

* ®
TGG GAG AGC AAT
ACC CTC TCG TTA

Trp Glu Ser Asn
1570
* *

GAC GGC TCC TIC
CTG CCG AGG AAG
Asp Gly Ser Phe

CCa
GGT
Pro

GAC
CT6
Asp

CAT
GTA
His

cce
Gly

1100

*
AAA CCC AAG
TTT GGG TIC
Lys Pro Lys

1160

: *
GTG AGC CAC
CAC TCG GTG
val Ser His

1220

*
AAT GCC AAG
TTA CGG TTC
Asn Ala Lys

1280

*
CTC ACC GTC
GAG TGG CAG
Leu Thr val

1340

-
ARA GCC CTC
TTT CGG GAG
Lys Ala Leu

1400

w
CCA CAG GTG
GGT GTC CAC
Pro Gln val

1460

[ ¢
ACC TGC
TGG ACG
Thr Cys Leu

1520

*
CAG CCG
GTC GGC
Gln Pro Glu

1580

*®
CTC TAC
GAG ATG

Leu Tyr Ser
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1110
» *
GAC ACC
CIG TGG
Asp Thr

1170
* ®
GAA GAC
CTT CTG
Glu Asp

1230
* w
ACA ANG
TGT TIC
Thr Lys

1290
CTG CAC

GAC GIG
Leu His

Fig.16C.

CTC ATG
GAG TAC
Leu Met

*
CCT GAG
GGA CTC
Pro Glu

CGG

Pro Arg

Gln

1350

CCA GCC
GGT CGG
Pro Ala

1410

TAC ACC
ATG TGG

Tyr Thr

1470
GIC AAA
CAG TTT
vVal Lys

1530
AAC AAC

TG TIG
Asn Asn

1590
AAG ‘CTC

TIC GAG
Lys Leu

ATC
TAG
Ile

ccc

Pro

ccc

Pro

Gly

TAC
ATG
Tyr

ACC
CAC
Thr Val

S4oaen
-
LX)
Goosne

1120 .
* *
ATC TCC CGG
TAG AGG GCC
Ile Ser Axrg

1180
* *
GTC ARG TIC
CAG TTC AAG
val Lys Phe

1240
* »
GAG GAG CAG
CTC CTC GTIC
Glu Glu Gln

1300
* w
TGG CTG AAT
ACC GAC TTA
Trp Leu Asn

1360
* *
GAG ARA ACC
CTC TTT
Glu Lys Thr

1420
4 *
CCA TCC CGG
GGT AGG GCC
Pro Ser Arg

1480
* *
TAT CCC AGC
ATA GGG TCG
Tyr Pro Ser

1540
- *
ACC ACG CCT
GG TGC
Thr Thr Pro

1600
* .

GAC ARG
CTG TIC

Asp Lys Ser

NV
1130 1140
* - *

ACC CCT GAG GTC ACA
TGG GGA CTC CAG TGT
Thr Pro Glu Vval Thr>

1190 1200

* * *

AAC TGG TAC GTG GAC
TG ACC ATG CAC CTG
Asn Trp Tyxr Val Asp>

1250 1260

* * *

TAC AAC AGC ACG TAC

ATG TTG TCG TGC ATG
Tyr Asn Ser Thr Tyr>

1310 1320

* *

GGC ARG GAG TAC AAG
CCG TTC CTC ATG TTC
Gly Lys Glu Tyr Lys>

1370 1380

] * w

ATC TCC AAA GCC AAA
TAG AGG TTIT CGG TIT
Ile Ser Lys Ala Lys>

1430 1440

* * *

GAT GAG CTG ACC AAG
CTA CTC GAC TGG TIC
Asp Glu Leu Thr Lys>

1490 1500

* * *®

GAC ATC GCC GTG GAG
CTG TAG CGG CAC CTC
2sp Ile Ala Val Glu>

1550 1560

* *

¢CC GTG CTG GAC TCC
GGG CAC GAC CTG AGG
Pro Val Leu Asp Ser>

1610 1620

* w *

AGG TGG CAG CAG GGG
TCC ACC GTC GTC CCC
Arg Trp Gln Gln Gly>
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1630 1640 1650 1660 1670 1680

* w* * * * * * » * * L 4 ®

GTC TTC TCA TGC TCC GTG ATG CAT GAG GCT CTG CAC AAC CAC TAC ACG CAG AAG AGC
CAG AAG AGT ACG AGG CAC TAC GTA CIC CGA GAC GTG TIG GTG ATG TGC GTC TIC TCG

Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser>
1690 1700
* * * *

TCC CTG TCT COG GGT AAA TGA
AGG GAC AGA GGC CCA TTT ACT
Ser Leu Ser Pro Gly Lys ***>
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Flg 21A. >EcoRI_SITIO

10 20 30 40 S0 | 60 70 80
AAGCTTGGGCTGCAGGTCGATCGACTCTAGAGGATCGATCCCCGGGCGAGC TCGAATTCGCAACCACCATGGTCAGCTAC
TTCGAACCCGACGTCCAGCTAGCTGAGATCTCCTAGC TAGGEGCCCGCTCGAGC TTAAGCGTTGGTGGTACCAGTCGATS

MV s v
1 4

————~>

>BspEI_PONTE
I

90 100 110 120 130 140| 150 160
TGGGACACCGGGGTCCTGC TG TGCGCGCTGCTCAGCTGTC TGC TTC TCACAGGATC TAGTTICCGGAGGTAGACCTTTCGT
ACCCTGTGGCCCCAGGACGACACGCGCGACGAGTCGACAGACGARGAGTGTCCTAGATCAAGGCCTCCATC TGGAAAGCA
WDTGUVULLCALTLSTC CLLTLTG S S

FLT1 SS >
S &
5
G R P F W
31
>
170 180 150 200 210 220 230 240

AGAGATGTACAGTGAAATCCCCGAAATTATACACATGACTGAAGGAAGGGAGCTCGTCATTCCCTGCCGGGTTACGTCAC
TCTCTACATGTCACT TTAGGGGCTTTAATATG TG TACTGACT TCCTTCCCTCGAGCAGTAAGGGACGGCCCAATGCAGTG
EMYS EI PEIIHMTETGRETLUVTIUZPCRYVT S

57
HFLT1 D2 >

250 260 270 280 290 300 310 320
CTAACATCACTGTTACTTTAAAAAAGTTTCCACTTGACACTT TGATCCCTGATGGAAAACGCATAATCTGGGACAGTAGA
GATTGTAGTGACAATGAAATTTTTTCAAAGGTGAACTGTGAAACTAGGGACTACCT TTTGCGTATTAGACCCTGTCATCT
P NI TV TULIXKI KUV FZPLUDT TTLTIUZPUDGI KU RTIIMWDS R

84
HFLT1 D2 . >

330 340 - 350 360 370 380 350 400
AAGGGCTTCATCATATCAAATGCAACGTACAAAGAAATAGGGCTTCTGACCTGTGAAGCAACAGTCAATGGGCATTTGTA
TTCCCGAAGTAGTATAGTT TACGTTGCATGTTTCTTTATCCCGAAGACTGGACACTTOGTTGTCAGTTACCCGTAAACAT

K GF I I SNATVYZEXKETIGLLTT CEA ATVNGHTL Y
111
HFLT1 D2 >

410 420 430 440 450 460 470 480
TAAGACAAACTATCTCACACATCGACAAACCAATACAATCATAGATGTGGTTCTGAGTCCGTCTCATGGAATTGAACTAT
ATTCTGTTTGATAGAGTGTGTAGCTGTTTGGTTATG T TAGTATCTACACCAAGACTCAGGCAGAGTACCTTAACTTGATA

K TNYUL THIRUOQTNTITI D
HFLT1 D2 >
VvV VL 8§ P S HGTIE L
137
-_—_HFLX1 D3 >
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Fig.21B.

490 500 510 520 530 540 550 560
CTGTTGGAGAAAAGCTTGTCTTAAATTGTACAGCAAGAACTGAACTAAATGTGGGGATTGACTTCAACTGGGAATACCCT
GACAACCTCTTTTCGAACAGAATTTAACATGTCGTTCTTGACTTGATTTACACCCCTAACTGAAGTTGACCCTTATGGGA
S VG E XL VL NCTARTEILNUVGTIUDTFNWEY P

164
HFLK1 D3 >

570 580 590 600 610 620 630 640
TCTTCGAAGCATCAGCATAAGAAACTTGTAAACCGAGACCTARAAACCCAGTCTGGGAGTGAGATGAAGAAATTTTTGAG
AGAAGCTTCGTAGTCGTATTCTTTGAACAT T TGACTC TGGAT T T TTGGGTCAGACCC TCACTC TACTTCT T TAAAAACTC
S S K HQHZXKZXLVYVNRERTDTLTEKTGO QSGSTEHMTE KTEKTFTL S

191

HFLK1 D3 >

€50 660 670 680 690 700 710 720
CACCTTAACTATAGATGGTGTAACCCGGAGTGACCAAGGATTGTACACCTGTGCAGCATCCAGTGGGCTGATGACCAAGA
GTGGAATTGATATCTACCACATTGGGCCTCACTGGTTCCTARCATGTGGACACGTCGTAGGTCACCCGACTACTGGTTCT

T L TIDGV TR SDOQGLYTTCAASSGULMT K

217
HFLK1 D3 >
>srf_PONTE
|
730 740 750 | 760 770 780 790 800

AGAACAGCACATTTGTCAGGGTCCAIGAAAAGGGCCCGGGGGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAA
TCTTGTCGTGTARACAGTCCCAGGTACTTTTCCCGGGCCCEC TG T TTTGAG TG TGTACGGGTGGCACGGGTCGTGGACTT
K NS TF VRV HE K

—  _HFIX1 D3 >
G P G
>

DKTHTG CTPUPCTZPATP B>

244

FCAC1(A) ' >

810 820 830 840 850 860 870 880

CTCCTGGGGGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCAC

GAGGACCCCCCTGGCAGTCAGAAGGAGAAGGGGGGTTTTGEETTCC TG TGGGAGTAC TAGAGGGCCTGGGGACTCCAGTG

L LGGPSVV FLF PP KP KDTILMTISURTU®PEUVTD
271

FCAC1(A) >

890 900 910 920 930 940 950 960
ATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATG
TACGCACCACCACCTGCACTCGGTGCTTCTGGGACTCCAGTTCAAGTTGACCATGCACCTGCCGCACCTCCACGTATTAC

CVVVDVSHEUDUZPEVI KV FNWYV DGV EV H N
297

FCAC1(A) >

) 970 980 990 1000 1010 1020 1030 1040
CCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGG
GGTTCTGT TTCGGCGCCCTCCTCGTCATG TTGTCGTGCATGGCACACCAGTCGCAGGAGTGGCAGGACGTGGTCCTGACC
A XK T K PREEQYNSTU YRV YV S VL TVULHOQD W

324
FCAC1(A) >

)29
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Fig.21C.

1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120
CTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAA

GACTTACCGTTCCTCATGTTCAC GGGAGGGTCGGEGGGTAGCTC T T I TGGTAGAGG TTTCGETT
L NG XK E Y K C KV S NI KXKAL P AP TIUEIKTI S KX A K
351
FCAC1 (A) >

SASC_A_ }ALOT'PO
>G>T_A_ALOTIPO
[
1130 1140 1150 1160 1170 i 1180 11S0 1200

AGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCOGGGATGAGC TGACCAAGAACCAGG TCAGCCTGACCT
TCCCGTOGGGECTC M TGGE TG TCCACATGTGGGACGGGGGTAGGGCCCTACTCGACTGG TTCTIGG TCCAGTCGGACTGGA
G Q PR EPOQV Y TLUPPSU RDETLTI I KNG OQVSL ™
‘ 377

FCAC1 (A) >

1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280
GCCTGGTCAAAGGCT TCTATCCCAGCGACATCGCCGTEGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACC
CGGACCAGTTTCCGAAGATAGGG TCGCTGTAGCGGCACCTCACCCTCTCGTTACCCGTCGGCCTCTTGTTGATGTICTGG
CL VK GF Y P SDIAV EWESNGU Q?PENNYZK T

404

FCAC1(A) >

>T>C
I
1290 1300 1310 1320 1330 1340 1350 1360
ACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCITC TTCC TCTATAGCAAGC TCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGS
TGCGGAGGGCACGACCTGAGGCTGCCGAGGAAGAAGGAGATATOGTTCGAGTGECACCTGTTCTCGTCCACCGTCGTCCC
T P PVLDSDG ST FVPFULYJSIZ KTULTVUVDIE KT ST RUWEQOQ G
431
FCAC1(A) >

1370 1380 1390 1400 1410 1420 1430 1440
GAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCOGGGTA
CTTGCAGAAGAGTACGAGGCACTACGTACTCCGAGACGTGTTGG TGATGTGCGTC TTCTCGGAGAGGGACAGAGGCCCAT

NV F S CSVMHEA AL HNDNU HYTOQI K SIL SL S P G
v 457
FCAC1(A) >

>NotI_SiTIO
|

1450
AATGAGOGGCCGC
TTACTCGCCGGCG
K *»

458
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Fig.22A.

>EceRI_§iTIO
|

10 20 30 40 50 | 60 70 - 80
AAGCTTGGGCTGCAGGTCGATCGACTCTAGAGGATCOGATCCCOGGGCEGAGC TOGAATTCGCAACCACCATGGTCAGCTAC
TTCGAACCCGACGTCCAGCTAGCTGAGATCTCCTAGC TAGGGGCCCGCTCGAGC TTAAGCGTTGGTGGTACCAGTCGATG

M V S Y
1 4
>
>BspEI. PONTE
|
90 100 110 120 130 140| 150 160

TGGGACACCGGGGTCCTGC TG TGOGCGCTGC TCAGCTGTC TGC TTCTCACAGGATC TAGTTCCGGAGGTAGACCTTTCGT
ACCCTGTGGCCCCAGGACGACACGCGOGACGAGTCGACAGACGAAGAGTGTCCTAGATCAAGGCCTCCATCTGGAAAGCA
WDTGVLLCALULSCLULULTG S S

SEQUENCIA DE SINAL FLT1 >s
G>
>
G R P F WV
31
>
170 180 190 200 210 220 230 240

AGAGATGTACAGTGAAATCCCOGARATTATACACATGACTGAAGGAAGGGAGCTCGTCATTCCCTGCCGGGTTACGTCAC
TCTCTACATGTCACTTTAGGGGCTTTAATATG TG TACTGACT TCC T TCCCTCGAGCAGTAAGGGACGGCCCAATGCAGTG
EMYSETIPETITIHMTEGTR RETLTVTIZPCRUVT S
57

DOMINIO 2 DA IG DE FLT1 >

250 260 270 280 290 300 310 320
CTAACATCACTGTTACTTTAAAAAAGTTTCCACT TGACACTTTGATCCCTGATGGAAAACGCATAATCTGGGACAGTAGA
GATTGTAGTGACAATGAAATTTTTTCAAAGGTGAACTGTGAAACTAGGGACTACCTTTTGCGTATTAGACCCTGTCATCT
PNITVTLEXKEKFPLDTLTIZPDGI KT RTITIWDS R

. 84
DOMINIO 2 DA IG DE FLT1 ' >

330 340 350 360 370 380 390 400
AAGGGCTTCATCATATCAAATGCAACGTACAAAGAAATAGGGCTTCTGACCTGTGAAGCAACAGTCAATGGGCATTTGTA
TTCCCGAAGTAGTATAGTITACGTIGCATGTTTC T TTATCCCGAAGAC TGGACACTTICGTIGTCAGTTACCCGTAAACAT

K GF I I SNATVYI XKZETIGLU LT CEA ATV VNGUH HTL Y
111

DOMINIO 2 DA IG DE FLT1 ‘ >

410 420 430 440 450 460 470 480
TAAGACAAACTATCTCACACATCOGACAAACCAATACAATCATAGATATCCAGCTGTTGCCCAGGAAGTCGCTEGAGCTGE
ATTCIGTTTGATAGAGTGTGTAGCTGTTTGGTTATG TTAGTATC TATAGG TCGACARCGGGTCCTTCAGCGACCTCGACG
KTNVYLTHRO QQTNTTITI D
1 —_—
DOMINIO 2 DA IG DE FLT1 I QLLPREKSTLE L
137

-DOMINIO 3 DA IG DE FLT4 VEGFR3~>
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Fig.22B. -

490 500 510 520 530 540 550 560
TGGTAGGGGAGAAGCTGGTCCTCAACTGCACCG TG TGGGC TGAGT M TAACTCAGG TG TCACCTTTGACTGGGACTACCCA
ACCATCCCCTCTTCGACCAGGAGTTCACGTGGCACACCCGACTCAAATTGAGTCCACAGTGGAAACTGACCCTGATGGGT
L VG E KL VL NCTUVWAETFNSGUVTT FUDWUDY P>

164

DOMINIO 3 DA IG DE FLT4 VEGFR3 >

570 580 590 600 610 620 630 640
GGGAAGCAGGCAGAGCGGGETAAGTGGGTGCCCGAGCGACGC TCCCAACAGACCCACACAGAACTC TCCAGCATCCTGAC
CCCTTCGTCCGTCTCGCCCCATTCACCCACGGGCTCGCTGCGAGGG TTCTCTGGG TG TG TCTTGAGAGG TCGTAGGACTG
G KQAERGI KWV PERRSIQQTHTETLSSTITL T

191
DOMINIO 3 DA IG DE FLT4 VEGFR3 >

650 660 670 680 690 700 710 720
CATCCACAACGTCAGCCAGCACGACCTGGGCTCGTATGTGTGCAAGGCCAACAACGGCATCCAGCGATTTCGGGAGAGCA
GTAGGTGTTGCAGTCGGTCGTGC TGGACCCGAGCATACACACGTTCCGGTTGTTGCCGTAGGTCGC TAAAGCCCTCTCGT

I HNV S Q HDULGS Y VC X ANNGTI QIR RTF FRE S
217
DOMINIO 3 DA IG DE FLT4 VEGFR3 >

730 740 750 760 770 780 790 800
CCGAGGTCATTGTGCATGAARATGGCCCGGGCGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAACTCCTGGEGE
GGCTCCAGTAACACGTACTT T TACCGEGCCCGC TG T T TTGAG TG TG TACGGGTGGCACGGGTCGTGGACTTGAGGACCCC
T EV I V HE N>
___VEGFR3 (FLT4) IG >

G P &>
>

D K THTTCUPPCUPAUPETLIL G

244

FCAC1 - A ALOTIPO >

810 820 830 840 850 860 870 880
GGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATC TCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGT
CCTGGCAGTCAGAAGGAGAAGGGGGGTTTIGGGTTCCTG TGGGAG TACTAGAGGGCCTGGGGACTCCAGTGTACGCACCA

G PSVFLVFPPI KUPI XDTTULMTI S RTZPEUVTT CUV VWV
271
FCAC1 - A ALOTIPO : >

890 900 910 920 930 940 950 960
GGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGG TACGTGGACGGCGTGGAGG TGCATAATGCCAAGACAA
CCACCTGCACTCGGTGCTTCTGGGACTCCAGTTCAAGTTGACCATGCACCTGCCGCACCTCCACGTATTACGGTTCTGTT

VDV S HEUDUPEVE KV FNWYUVDGV EVHNU AIKTD
297
FCAC1 - A ALOTIPO >

970 980 990 1000 1010 1020 1030 1040
AGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCG TG TGG TCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGC
TCGGCGCCCTCCTCGTCATG T TG TCGTGCATGGCACACCAGTCGCAGGAGTGGCAGGACGTGGTCCTGACCGACTTACCG
K PREEUOQYNS STV YRUVV SVLTVULUHQDUWIULN G

, 324

FCAC1 - A ALOTIPO >
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Fig.22C.

1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120
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CCGAGAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCA
GGCTCTTGG TG TCCACATG TGGGACGGGGGTAGGGCCCTACTCGACTGG TTC TTGG TCCAGTCGGACTGGACGGACCAGT
R EPQUVY T™LPUPSRDELTI XKNA QVSLTTOCL V
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K GF Y P S DI AV EWTES SNGI QPENNYI KTT?P P>
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!
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GTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTATAGCARGC TCACCGTGGACAAGAGCAGG TGGCAGCAGGGGAACGTCTT
CACGACCTGAGGCTGCCGAGGAAGAAGGAGATATCGTTCGAGTGGCACCTG T TCTCGTCCACCGTCGTCCCCTTGCAGAA
VLDSDG SV FPFPLYS KL TUVDI K S RWOQQGNUV P

431
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|
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CTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTC TCCGGGTAAATGAGCGG
GAGTACGAGGCACTACGTACTCCGAGACGTGTTGGTGATG TGCGTC TTC TCGGAGAGGGACAGAGGCCCATTTACTCGCC
S CSVMHEA AL HNUHYTTOQIXK SL SL S PGIK ™
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Fig.24A. |

* * » * L ] | ]

ATG GIC AGC TAC TGG GAC ACC GGG GIC CIG CIG TGC GOG CIG CTC AGC TGT CIG CTT CTC
TAC CAG TCG ATG ACC CTG TGG CCC CAG GAC GAC ACG CGC GAC GAG TCG ACA GAC GAA GAG
¥M v §s ¥ W D T G V L L ¢ A L L S C L L

- S SEQUENCIA DE SINAL hFLT1—15 20>
* . . . s 0

ACA GGA TCT AGT TCC GGA AGT GAT ACC GGT AGA CCT TTIC GTA GAG ATG TAC AGT GAA ATC
TGT CCT AGA TCA AGG CCT TCA CTA TGG CCA TCT GGA AAG CAT CTIC TAC ATG TCA CIT TAG
T G 8§ § s G
21_hFLT1 SIGNAL SEQ 26>

S D T 6 R P F V E M Y § E I

=27_____30__DOMINIO 2 DA IG DE hFLT{ ——40>
130 140 150 160 170 180
] * * * w *

CCC GAA ATT ATA CAC ATG ACT GAA GGA AGG GAG CIC GIC ATT CCC TGC GG GIT ACG TCA
GGG CTT TAA TAT GTG TAC TGA CIT CCT TCC CTC GAG CAG TAA GGG ACG GCC CAA TGC AGT
P E I I B M T E G R E L VvV I P C R V T s

41 45 DOMINIO 2 DA IG DE hFLT{ —>° 60>
190 200 210 220 230 : 240

* *

CCT AAC ATC ACT GTIT ACT TTA AAA AAG TIT OCA CIT GAC ACT TIG ATC CCT GAT GGA ARA
GGA TIG TAG TGA CAA TGA AAT TIT TTC ARA GGT GAA CIG TGA AAC TAG GGA CTA CCT TIT
P N I T vV T L K K F P L D T L I P D G K

61 65, DOMINIO 2 DA IG DE hFLT1 —75 80>
250 260 270 280 290 300
* * - * * * *

CGC ATA ATC TGG GAC AGT AGA AAG GGC TTC ATC ATA TCA AAT GCA ACG TAC AAA GAA ATA
GOG TAT TAG ACC CIG TCA TCT TTIC COG AAG TAG TAT AGT TTA CGT TGC ATG TIT CIT TAT
R I I W D S R K GG F I I s N A T Y K E I>

81 85 DOMINIO 2 DA IG DE hFLT1 —° 100>
310 320 330 340 350 360
* * *

* * *

GGG CTT CIG ACC TGT GAA GCA ACA GTC AAT GGG CAT TIG TAT AAG ACA AAC TAT CIC ACA
CCC ,GAA GAC TGG ACA CTT OGT TGT CAG TTA CCC GTA RAAC ATA TTC TGT TIG ATA GAG TGT
¢ L L T €C E A T VvV N G H L ¥ K T N Y L T

102 105 DOMINIO 2 DA IG DE hFLT1.115 120>
370 380 330 400 410 420
* * w * * *

CAT CGA CAA ACC AAT ACA ATC ATA GAT GIG GIT CIG AGT COG TCT CAT GGA AIT GAA CTA
GTA GCT GIT TGG TTA TGT TAG TAT CTA CAC CAA GAC TCA GGC AGA GTA CCT TAA CIT GAT
H R Q T N T I I D>

121 DOMINIO 2 DA IG 129_>
DE hFLT1 VVvL S P S H G I E L
130_____ DOMINIO 3 DA IG———— 140>

DE hFLK1
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Fig.24B.
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* * * » * ]

TCT GIT GGA GAA AAG CIT GTC TTA AAT TGT ACA GCA AGA ACT GAA CTA AAT GIG GGG ATT
AGA CAA CCT CIT TTC GAA CAG AAT TTA ACA TGT OGT TCT TGA CIT GAT TTA CAC CCC TAA
s v 6 £ XK L v L N C T A R T E L N V G I>

141 145__ DOMINIO 3 DA IG DE hFLK1 —13° 160>
490 500 510 520 830 540

GAC TTC AAC TGG GAA TAC CCT TCT TCG AAG CAT CAG CAT AAG AAA CTT GTA AAC CGA GAC
CTG AAG TTG ACC CIT ATG GGA AGA AGC TIC GTA GIC GTA TTC TIT GAA CAT TIG GCT CIG
D F N W E Y P § 8 K H Q H K K L V N R D

162 165 . 175 180>
DOMINIO 3 DA |G DE hFLK1
550 560 570 580 590 600

CTA AAA ACC CAG TCT GGG AGT GAG ATG AAG AAA TIT TTG AGC ACC TTA ACT ATA GAT GGT
GAT TTT TGG GIC AGA CCC TCA CIC TAC TTC TTT AAA AAC TCG TGG AAT TGA TAT CTA CCA
L K T Q §S 6 S E M K K F L s T L T I D G

181 185__pOMINIO 3 DA IG DE hFLK1 —19° 200>
€10 620 630 640 650 660

GTA ACC CGG AGT GAC CAA GGA TTG TAC ACC TGT GCA GCA TCC AGT GGG CIG ATG ACC AAG
CAT TGG GCC TCA CIG GIT CCT AAC ATG TGG ACA OGT OGT AGG TCA CCC GAC TAC TGG TIC
V T R §S D Q 6L Y T C A A S S G L M T B
201 205 . 215 220>
DOMINIO 3 DA IG DE hFLK1

670 680 690 700 710 720
* * * * *

*

AAG AAC AGC ACA TIT GIC AGG GIC CAT GAA AAG GAC AAA ACT CAC ACA TGC CCA OCG TGC
TTC TIG TCG IGT AAA CAG TCC CAG GTA CIT TTIC CIG TIT TGA GIG TGT ACG GGT GGC ACG
K N S i T F V R V H E K
22)__DOMINIO 3 DA IG DE hFLK1{—231>

: D K T H T € P P ©

232 hFCACL A ____ 240>

730 740 750 760 770 780

* * * * * *

CCA GCA CCT GAA CIC CIG GGG GGA CCG TCA GIC TTC CIC TTC CCC CCA AAA CCC AAG GAC
GGT OGT GGA CIT GAG GAC CCC CCT GGC AGT CAG AAG GAG AAG GGG GGT TIT GGG TIC CIG
P A P E L L G G P S8 V F L F P P K P K D

241 245 hFCAC1 A 255 260>
790 800 810 820 830 840
* * * * * *

ACC CIC ATG ATC TCC OGG ACC CCT GAG GIC ACA TGC GTIG GIG GIG GAC GIG AGC CAC GAA
TGG GAG TAC TAG AGG GCC TGG GGA CIC CAG TGT ACG CAC CAC CAC CIG CAC TCG GIG CIT
T L M I S R T P E V T €C V V V D V S K PBE

261 265 hFCAC1 A 275 280>
850 860 870 880 890 900
* * * w * *

GAC CCT GAG GIC AAG TTC AAC TGG TAC GTG GAC GGC GTG GAG GIG CAT AAT GCC AAG ACA
CIG GGA CIC CAG TTC AAG TIG ACC ATG CAC CIG CCG CAC CTC CAC GTA TTA CGG TTC TGT
D p E V K F N W Y V D G V E V H N A K T
281 285 hFCAC1 2 295 300>
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Fig.24C.
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AAG CCG CGG GAG GAG CAG TAC AAC AGC ACG TAC OGT GTG GIC AGC GTC CIC ACC GIC CIG
TTC GGC GCC CIC CIC GTC ATG TIG TG TGC ATG GCA CAC CAG TCG CAG GAG TGG CAG GAC
K P R E E Q ¥ N 8 T Y R V VvV s v L T V >

301 305, hFCAC1 A 315 320>
970 980 990 1000 1010 1020
* L * » * *

CAC CAG GAC TGG CIG AAT GGC AAG GAG TAC AAG TGC AAG GTC TCC AAC AAA GCOC CIC CCA
GTG GTC CTG ACC GAC TTA CCG TIC CIC ATG TIC ACG TIC CAG AGG TIG TIT OGG GAG GGT
H ¢ D W L N G K E Y K € K V 8 N K A L P

321 325 hFCAC1 A 335 340>
1030 1040 1050 1060 1070 1080
* * * * k4 »

GCC OCC ATC GAG AAA ACC ATC TCC AAA GCC ARA GGG CAG CCC CGA GAA CCA CAG GIG TAC
CGG GGG TAG CTC TTIT TGG TAG AGG TIT QGG TTT OCC GTC GGG GCT CIT GGT GIC CAC ATG
A P I E K T I 8 K A K 6 Q P R E P Q V v

341 345 __hFCAC1 A 355 360>
1090 1100 1110 1120 1130 1140
® * * * * *

ACC CTG CCC CCA TCC OGG GAT GAG CTG ACC AAG AAC CAG GTC AGC CIG ACC TGC CIG GTIC
TGG GAC GGG GGT AGG GCC CTA CIC GAC TGG TTC TIG GIC CAG TCG GAC TGG ACG GAC CAG
T L P P S R D E L T K N Q V §$ L T € L WV

361 365 hFCACL A 375 380>
1150 1160 1170 1180 1190 1200
* * * » * *

AAA GGC TTC TAT CCC AGC GAC ATC GCC GIG GAG TGG GAG AGC AAT GGG CAG OCG GAG AAC
TIT CCG AAG ATA GGG TCG CTG TAG OGG CAC CTC ACC CIC TCG TTA CCC GTC GGC CIC TIG
K 6 F ¥ P § D I A V E W E S N G Q P E N
381 385, hFCAC1 A 395 400>

1210 1220 1230 1240 1250 1260

* * * * »* *
AAC TAC AAG ACC ACG CCT QOC GIG CTG GAC TCC GAC GGC TCC TTC TIC CTIC TAC AGC AAG
TIG ATG TIC TGG TGC GGA GGG CAC GAC CIG AGG CIG COG AGG AAG AAG GAG ATG TCG TIC
N ¥ K T T P P V L D 88 D G 8§ F F L Y s K

401 405 hFCACL A 415 420>
1270 1280 1290 1300 1310 1320
* * * * * *

CTC ACC GTG GAC AAG AGC AGG TGG CAG CAG GGG AAC GTIC TTC TCA TGC TCC GIG ATG CAT
GAG TGG CAC CTG TTC TCG TCC ACC GTC GIC CCC TTG CAG AAG AGT ACG AGG CAC TAC GTA
L T vV D K § R W Q Q 6 N V F S C 8 V M B
421 425 _hFCAC1 A 435 440>

1330 1340 1350 1360 1370

* * » * *
GAG GCT CTG CAC AAC CAC TAC AQG CAG AAG AGC CIC TCC CTG TCT COG GGT AAA TGA
CTC CGA GAC GTG TIG GIG ATG TGC GTC TIC TCG GAG AGG GAC AGA GGC CCA TTIT ACT
E A L H N H Y T Q@ K S8 L S L 8 P G K *
441 445 hFCACL A 455 458 >
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Fig.29.
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Fig.37.
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Fig.42A. .
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