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RESUMO
“AGENTES DE LIGAGAO ESPECIFICOS DA ANGIOPOIETINA-2 HUMANA”

A invencdo descreve péptidos que se ligam a Ang-2. A
invencdo descreve também pepticorpos gque compreendem o0S
péptidos, métodos para a preparacdo de tais péptidos e

pepticorpos e métodos de tratamento wutilizando tais

péptidos e pepticorpos.



DESCRICAO
“AGENTES DE LIGAQAO ESPECIFICOS DA ANGIOPOIETINA-2 HUMANA”
Este pedido beneficia dos direitos do pedido
provisdério de patente de invencdo norte-americana com o0 n°.

de série 60/328 624 depositado a 11 de Outubro de 2001.

CAMPO DA INVENCAO

A presente invencédo diz respeito a agentes de ligacéo
especificos que reconhecem as angiopoietinas-2 (Ang-2) e se
ligam a elas. Mais concretamente, a invencdo diz respeito a
producéo, utilizacéo para diagndéstico e utilizacéo
terapéutica dos agentes de ligacdo especificos e seus

fragmentos que se ligam especificamente a Ang-2.

ANTECEDENTES DA INVENCAO

A  angiogénese, que ¢é a formagcdo de novos Vvasos
sanguineos a partir dos existentes, é essencial para muitos
processos fisioldgicos e patoldgicos. Normalmente, a
angiogénese ¢é estritamente regulada por factores proé-
angiogénicos e anti-angiogénicos, mas no caso de doencas
como o cancro, doencas neovasculares oculares, artrite e
psoriase, o processo pode falhar. Folkman, J., Nat. Med.,
1: 27-31 (1995).

H4 intmeras doencas que se sabe que estdo associadas a
angiogénese desregulada ou indesejada. Tais doencas
compreendem, mas sem gue isso constitua qualquer limitacéo,
a neovascularizacdo ocular, por exemplo, as retinopatias
(incluindo a retinopatia diabética), a degeneracdo macular

relacionada com a idade, psoriase, hemangioblastoma,



hemangioma, arteriosclerose, doenca inflamatéria, por
exemplo, a doenca inflamatéria reumatdide ou reumédtica,
especialmente a artrite (incluindo a artrite reumatdide),
ou outras patologias inflamatdérias crédénicas, tais como asma
crdnica, aterosclerose arterial ou pbs-transplante,
endometriose e doencas neoplésicas, por exemplo, 0s
chamados tumores sdélidos e os tumores liquidos (ou
hematopoiéticos) (tais como leucemias e linfomas). Ha&
outras doencas associadas a angiogénese indesejada que sé&o
evidentes para os especialistas na matéria.

Embora haja muitos sistemas de transducdo de sinais
implicados na regulacdo da angiogénese, um dos Sistemas
melhor caracterizados e mais selectivo das células
endoteliais estd associado ao receptor com actividade
tirosina-cinase Tie-2 (designado por “Tie-2” ou “Tie-2R”
(também conhecido por “ORK”); o Tie-2 dos murinos também é
conhecido por “tek”) e aos seus ligandos, as angiopoietinas
(Gale, N. W. e Yancopoulos, G. D., Genes Dev. 13: 1055-1066
[1999]). Sdo conhecidas 4 angiopoiteninas: desde a
angiopoietina-1 (“Ang-1") até a angiopoietina-4 (“Ang-4").
Estas angiopoietinas também sdo conhecidas pela designacéo
de “ligandos de Tie-2”. (Davis, S., et al., Cell, 87: 11l61-
1169 [1996]; Grosios, K., et al., Cytogenet Cell Genet, 84:
118-120 [1999]; Holash, J., et al., Investigative
Ophthalmology & Visual Science, 42: 1617-1625 [1999];
Koblizek, T. I., et al., Current Biology, 8: 529-532
[1998]; Lin, P., et al., Proc Natl Acad Sci USA, 95: 8829-
8834 [1998]; Maisonpierre, P. C., et al., Science, 277: 55-
60 [1997]; Papapetropoulos, A., et al., Lab Invest, 79:
213-223 [1999]; Sato, T. N., et al., Nature, 375: 70-74
[1998]; Shyu, K. G., et al., Circulation, 98: 2081-2087



[1998]; Suri, C., et al., Cell, 87: 1171-1180 [19296]; Suri,
C., et al., Science, 282: 468-471 [1998]; Valenzuela, D.
M., et al., Proceedings of the National Academy of Sciences
of the USA, 96: 1904-1909 [1999]; Witzenbichler, B., et
al., J Biol Chem, 273: 18514-18521 [1998]). Enquanto a
ligacdo de Ang-1 ao Tie-2 estimula a fosforilacdo do
receptor em células endoteliais criadas em cultura,
observou-se que a Ang-2 agoniza e antagoniza a fosforilacéo
do receptor Tie-2 (Davis, S., et al., [1996], supra;
Maisonpierre, P. C., et al., [1997], supra; Kim, I., J. H.
Kim, et al., Oncogene 19 (39): 4549-4552 (2000); Teichert-
Kuliszewska, K., P. C. Maisonpierre, et al., Cardiovascular
Research 49(3): 659-70 (2001)).

Os fendétipos de ratinhos com inactivacdes (knockouts)
de Tie-2 e Ang-1 sdo semelhantes e sugerem que a
fosforilacdo de Tie-2 estimulada por Ang-1 desempenha um
papel mediador na remodelacdo e estabilizacdo de vasos em
desenvolvimento in utero mediante a manutencdo da adesido de
células de suporte a células endoteliais (Dumont, D. J., et
al., Genes & Development, 8: 1897-1909 [1994]; Sato, T. N.,
et al., Nature, 376: 70-74 [1995]; Suri, C., et al.,
[1996], supra). Admite-se que a funcdo de Ang-1 na
estabilizacdo dos vasos sanguineos seja conservada nos
adultos, onde €& expressa ampla e constitutivamente
(Hanahan, D., Science, 277: 48-50 [1997]; Zagzag, D., et
al., Experimental Neurology, 159: 391-400 [1999]). Pelo
contrario, a expressdo de Ang-2 esta essencialmente
limitada aos locais de remodelacdo vascular, onde se
presume que bloqueie a funcdo de Ang-1, induzindo assim um
estado de plasticidade wvascular gque pode conduzir a

angiogénese (Hanahan, D., [1997], supra; Holash, J., et



al., Science, 284: 1994-1998 [1999]; Maisonpierre, P. C.,
et al., [1997], supra).

Numerosos estudos Jjéa publicados demonstraram
conclusivamente a expressdo de Ang-2 selectiva dos vasos em
estado patoldégicos associados a angiogénese. Estes estados
patoldgicos compreendem, por exemplo, psoriase, degeneracdo
macular e cancro (Bunone, G., et al., American Journal of
Pathology, 155: 1967-1976 [1999]; Etoh, T., et al., Cancer
Research, ol: 2145-2153 [20017]; Hangai, M., et al.,
Investigative Ophthalmology & Visual Science, 42: 1617-1625
[2001],; Holash, J., et al., [1999] supra; Kuroda, K., et
al., Journal of Investigative Dermotology, 1l6: 713-720
[2001]; Otani, A., et al., Investigative Ophthalmology &
Visual Science, 40: 1912-1920 1[1999]; Stratmann, A., et
al., American Journal of Pathology, 153: 1459-1466 [1998];
Tanaka, S., et al., J Clin Invest, 103: 34-345 1[1999];
Yoshida, Y., et al., International Journal of Oncology, 15:
1221-1225 [1999]; Yuan, K., et al., Journal of Periodontal
Research, 35: 165-171 [2000]; Zagzag, D., et al., [1999]
supra). A maior parte destes estudos incidiu sobre o
cancro, observando-se que ha muitos tipos de tumores que
parecem manifestar a expressdo de Ang-2 vascular.
Contrariamente a sua expressdo na angiogénese patoldgica, a
expressdo de Ang-2 em tecidos normais ¢é extremamente
limitada (Maisonpierre, P. C., et al., [1997], supra;
Mezquita, J., et al., Biochemical and Biophysical Research
Communications, 260: 492-498 [1999]). No adulto normal, os
trés locais principais de angiogénese sdo o ovario, a
placenta e o Utero; estes sdo os tecidos principais em
tecidos normais (isto ¢é, ndo cancerosos) em que foi

detectado ARNm de Ang-2



Determinados estudos funcionais sugerem que a Ang-2
pode estar implicada na angiogénese tumoral. Ahmad et al.
(Cancer Res., ol: 1255-1259 [20011) descrevem a
sobreexpressdo de Ang-2 e demonstraram que esté
aparentemente associada a um aumento do desenvolvimento
tumoral num modelo de xenoenxerto em murganhos. Ver também
Etoh et al., supra, e Tanaka et al., supra, em que sao
apresentados dados que associam indubitavelmente a
sobreexpressdo de Ang-2 a hipervascularidade tumoral, no
entanto, pelo contréario, Yu et al. (Am. J. Path., 158: 563-
570 [2001]) apresentam dados que mostram que a
sobreexpressdo de Ang-2 em células do carcinoma pulmonar de
Lewis e em células do carcinoma mamario TA3 prolongou
significativamente a sobrevivéncia de murganhos injectados
com os transfectantes correspondentes.

Nos ultimos anos foram publicados varios estudos gue
sugerem que Ang-1, Ang-2 e/ou Tie-2 como alvos possiveils
para a terapéutica contra o cancro. Por exemplo, cada uma
das patentes de invencdo norte-americanas n°° 6 166 185, 5
650 490 e 5 814 464 descreve o conceito dos anticorpos
anti-ligando de Tie-2 e dos corpos receptores. Lin et al.
(Proc. Natl. Acad. Sci USA, 95: 8829-8834 [1998])
injectaram um adenovirus que expressa Tie-2 soluvel em
murganhos; o Tie-2 soltvel diminui significativamente o

nimero e o tamanho dos tumores desenvolvidos pelos

murganhos. Num estudo congénere, Lin et al. (J. Clin.
Invest., 100: 2072- 2078 [1997]) 1injectaram uma forma
soltvel de Tie-2 em ratos; este composto reduziu

significativamente o tamanho dos tumores nos ratos.
Siemeister et al. (Cancer Res., 59: 3185-3189 [1999])

geraram linhagens celulares de melanoma humano que



expressam o dominio extracelular de Tie-2, injectaram estas
linhagens celulares em murganhos atimicos e concluiram que
o Tie-2 produziu de acordo com o observado uma “inibicé&o
significativa” do desenvolvimento tumoral e da angiogénese
tumoral. A luz desta informacdo, e tendo em conta que tanto
a Ang-1l como a Ang-2 se ligam ao Tie-2, ndo se pode
concluir, indubitavelmente, a partir destes estudos se Ang-
1, Ang-2 ou Tie-2 poderia ser um alvo atractivo para a
terapéutica contra o cancro.

A fusdo de determinados péptidos numa proteina estavel
no plasma, tal como uma regido constante de 1Ig, para
melhorar o periodo de semi-vida destas moléculas esté
descrita, por exemplo, na publicacdo do PCT com o n° WO
00/24782, publicada a 4 de Maio de 2000.

A fusdo de uma proteina, ou de um seu fragmento, numa
proteina plasméatica estédvelo, tal como uma regido constante
de Ig, para melhorar o periodo de semi-vida destas
moléculas foi j& objecto de diversas descricdes (ver, por
exemplo, a patente de invencdo norte-americana n° 5 480
981; Zheng et al., J. Immunol., 154: 5590-5600, (1995);
Fisher et al., N. Engl. J. Med., 334: 1697-1702, (1996);
Van Zee, K. et al., J. Immunol., 156: 2221-2230, (19%06); a
patente de invencdo norte-americana n° 5 808 029, de 15 de
Setembro de 1998; Capon et al., Nature, 337: b525-531,
(1989); Harvill et al., Immunotech., 1: 95-105, (1995); o
documento WO 97/23614, publicado a 3 de Julho de 1997; o
documento PCT/US 97/23183, depositado a 11 de Dezembro de
1997; Linsley, J. Exp. Med., 174: 561-569, (1991); o
documento WO 95/21258, publicado a 10 de Agosto de 1995).

O documento WO 00/57901 diz respeito a administracéo

de um activador do receptor de TIE2 ou de um anticorpo



neutralizador anti-Ang-2 para diminuir ou inibir perdas de
plasma num mamifero.

Uma terapéutica eficaz anti-Ang-2 poderia beneficiar
uma vasta populacdo de pacientes com cancro uma vez dque a
maior parte dos tumores s6lidos necessitam de
neovascularizacdo para crescerem até didmetros para além de
1-2 milimetros. Uma terapéutica deste tipo poderia ter
também uma aplicacdo mais alargada em outras doencas
associadas a angiogénese, tais <como as retinopatias,
artrite e psoriase.

H&4 uma necessidade ainda pouco desenvolvida no sentido
de se identificar novos agentes qgue especificamente
reconhecam e se liguem a Ang-2. Tais agentes poderiam ser
Uteis para o rastreio de diagndéstico e para a intervencéo
terapéutica em estados patoldgicos associados a actividade
de Ang-2.

Posto isto, constitui um objecto da presente invencédo
proporcionar agentes de ligacdo especificos de Ang-2 qgue
modulem a actividade de Ang-2. Tais agentes da presente
invencdo assumem a forma de pepticorpos, isto &, péptidos
fundidos com outras moléculas, tais como um dominio Fc de
um anticorpo, em que o radical ©peptidico se liga

especificamente a Ang-2.

DESCRICAO ABREVIADA DA INVENCAO

A presente invencdo tem por objecto, de acordo com uma
variante, 0s péptidos (também aqui designados por
polipéptidos) que compreendam pelo menos uma sequéncia de
aminoacido seleccionada entre o conjunto constituido por
SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 4 e SEQ ID NO: 76 a SEQ ID NO: 118

inclusive, em que o referido polipéptido ¢é capaz de se



ligar a Ang-2. Também estdo abrangidas na presente invencéo
as variantes e derivados de tais péptidos e os seus sais
fisiologicamente aceitéaveis.

De acordo com uma outra variante, os péptidos e seus
derivados e variantes da presente invencdo sdo acoplados a
veiculos, sendo o referido polipéptido de fusdo capaz de se
ligar a Ang-2.

De acordo com uma outra variante, os péptidos podem
ser fundidos com dominios Fc, assim se obtendo pepticorpos.
Os pepticorpos compreendem pelo menos um péptido, por
exemplo, os de sequéncias seleccionadas entre SEQ ID NO: 2,
SEQ ID NO: 4 ou SEQ ID NO: 76 a SEQ ID NO: 118, e também os
seus derivados e variantes. Além disso, o0s péptidos podem
compreender pelo menos um péptido de acordo com as fédrmulas
explicitadas em SEQ ID NO: 65 a SEQ ID NO: 75 e SEQ ID NO:
158.

Ainda de acordo com uma outra variante, a invencéo
proporciona moléculas de acidos nucleicos que codificam os
polipéptidos especificos da invencdo e seus derivados e
variantes.

Ainda de acordo com mais outra variante, a invencéo
proporciona moléculas de &acidos nucleicos que codificam os
pepticorpos e também os seus derivados e variantes.
Facultativamente, tais moléculas de 4&cidos nucleicos
compreendem as de SEQ ID NO: 33 a SEQ ID NO: 53.

Ainda de acordo com mais uma outra variante, a
invencdo pode ser utilizada num método para inibir o
desenvolvimento tumoral, administrando uma guantidade
eficaz dos polipéptidos especificos da presente invencdo a
um paciente qgque disso necessite. A invencdo pode ser

utilizada num método de inibicdo da angiogénese num



paciente, o qual consiste em administrar uma gquantidade
eficaz dos agentes de 1ligacdo especificos da presente
invencdo a um paciente qgue disso necessite. A invencéo
também & ttil num método para tratar o cancro num paciente,
o qual consiste em administrar uma quantidade eficaz dos
agentes de ligacdo especificos da presente invencdo a um
paciente que disso necessite.

A invencdo também diz respeito a um polipéptido da
invencdo capaz de se ligar a Ang-2, em que o polipéptido
compreende a sequéncia de aminoadcidos WDPWT (SEQ ID NO: 65)
e em que o polipéptido tem um comprimento entre 5 e 50
aminoacidos, e também diz respeito aos seus sails
fisiologicamente aceitédveis. O polipéptido também pode

compreender a sequéncia de aminoacidos:

WDPWTC

(SEQ ID NO: 66)
e seus sais fisiologicamente aceitdveis. Adicionalmente, o
polipéptido pode compreender a sequéncia de aminoacidos:

Cz*WDPWT

(SEQ ID NO: 67)
em que o simbolo z’ representa um residuo aminoacido polar
acidico ou neutro e seus sais fisiologicamente aceitéaveis.
O polipéptido pode compreender ainda a sequéncia se
aminoacidos:

Cz*WDPWTC

(SEQ ID NO: 68)
em que o simbolo z? representa um residuo aminodcido polar
acidico ou neutro e seus sais fisiologicamente aceitéaveis.

De acordo com uma outra variante, a invencdo diz

respeito a um polipéptido capaz de se ligar a Ang-2,
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compreendendo uma SsSequéncia de aminoadcidos de férmula
geral:

a'a’a’Ca’®WDPWTCa'’a’’a""

(SEQ ID NO: 69)
em que:

cada um dos simbolos al, a’ e a’ representa
independentemente um residuo aminoéacido;

o simbolo a’ representa um residuo aminodcido;

o radical a'? estd ausente ou representa um residuo
aminoacido;

o radical a'’ estd ausente ou representa um residuo
aminodcido hidrofdébico neutro, polar neutro ou basico;

o simbolo a'* representa um residuo aminoéacido
hidrofébico neutro ou polar neutro;
e seus sails fisiologicamente aceitédveis. De acordo com uma
variante preferencial:

o simbolo a' representa VvV, I, P, W, G, S, Q, N, E, K,
R ou H;

o simbolo a’ representa V, P, M, G, S, Q, D, E, K, R

o simbolo a° representa A, V, P, M, F, T, G, D, E, K

o simbolo a° representa A, V, G, Q, N, D ou E;

o simbolo a*? representa S, Q, N, D, E, K ou R;

o simbolo a'’ representa L, T H e

o simbolo a'’ representa V, L, I, W ou M.

De acordo com uma variante mais preferencial, o
simbolo a' representa Q; o simbolo a’ representa E; o
simbolo a’ representa E; o simbolo a’ representa D ou E; o
simbolo a'? representa D ou E; o simbolo at’ representa H e

o simbolo a'® representa M.
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Faz-se observar que a utilizacdo aqui presente de
letras mintsculas com indices sobrepostos (tal como em a’ e
b') serve para identificar as posicdes dos aminodcidos e
que ndo servem para indicar as abreviaturas de uma sé letra
para um dado aminoacido. As abreviaturas de aminoacidos
através de uma s6 letra s&o aqui indicadas por letras
maitsculas.

A invencdo também diz respeito a um polipéptido capaz
de se ligar a Ang-2, compreendendo uma sequéncia de
aminoadcidos de férmula geral:

blb2b3b4b5b6cb8WDPWTCb15bl6bl7b18bl9b20

(SEQ ID NO: 70)
em que:

o radical b' estd ausente ou representa um residuo
aminoacido;

o radical b? estd ausente ou representa um residuo
aminoacido hidrofébico neutro, polar neutro ou basico;

cada um dos radicais b3, b*, b’ e b® ou estd ausente ou
representa independentemente um residuo aminoacidoy;

o simbolo b® representa um residuo aminodcido;

o radical b’ estd ausente ou representa um residuo
aminoacido;

o radical b'® estd ausente ou representa um residuo
aminodcido hidrofdébico neutro, polar neutro ou bésico;

o radical b'’ estd ausente ou representa um residuo
aminodcido hidrofébico neutro ou polar neutro;

cada um dos radicais b'®, b’ e b?’ ou estd ausente ou
representa independentemente um residuo aminoécido;

e seus sals fisiologicamente aceitaveis. De acordo com uma

variante preferida:
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o radical estd ausente ou representa A, V, L, P, W,
F, T, G, S, Q, N, K, R ou H;

o radical b? estd ausente ou representa A, V, L, I, P,
w, M, T, G, S, ¥, N, K, R ou H;

o radical b’ estd ausente ou representa A, L, I, P, W,
M, T, G, S, Q, N, E, R ou H;

o simbolo b* representa Vv, I, P, W, G, S, O, N, E, K,
R ou H;

o simbolo b’ representa V, P, M, G, S, Q, D, E, K, R
ou H;

o simbolo b° representa A, V, P, M, F, T, G, D, E, K
ou H;

o simbolo b® representa A, V, G, Q, N, D ou E;

o simbolo b'’ representa S, Q, N, D, E, K ou R;

o simbolo b'® representa L, T ou H;

o simbolo b'’ representa V, L, I, W ou M;

o radical b'® estid ausente ou representa A, V, L, P,
w, ¥, T, G, Y, Q, D, E ou R;

o radical b'’ estid ausente ou representa V, L, I, P,
T, G, S, Y, ©Q, N, D, E ou R e

o radical b?’ estid ausente ou representa V, L, P, W,
M, T, G, S, ¥, Q, N, D, K ou R.

De acordo com uma variante mais ©preferencial, o

radical b' estéd ausente ou representa P ou T; o radical b?

estd ausente ou representa I ou N; o radical b’ esté

ausente ou representa R ou I; o simbolo o8 representa Q; o
b5

simbolo simbolo b°

representa E; o representa E; o
simbolo b® representa D ou E; o simbolo b'’ representa D ou
E; o simbolo b'® representa H; o simbolo b'’ representa M; o

radical b'® estd ausente ou representa W ou P; o radical b*’
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estd ausente ou representa G ou E e o radical b?’ esta
ausente ou representa V ou K.

Faz-se observar também que a invencdo diz respeito
preferencialmente a um polipéptido gque compreende pelo
menos uma sequéncia de aminodcidos seleccionada entre o
conjunto constituido por SEQ ID NO: 4 e SEQ ID NO: 76 a SEQ
ID NO: 118, inclusive, em que o polipéptido & capaz de se
ligar a Ang-2 e também aos seus sais fisiologicamente

aceitaveis. As sequéncias peptidicas sdo as explicitadas

adiante:
QUADRO 1
PEPTIDO SEQ ID NO: SEQUENCIA PEPTIDICA
Con4d-44 76 PIRQEECDWDPWTCEHMWEV
Con4-40 77 TINIQEECEWDPWTCDHMPGK
Con4d-4 78 WYEQDACEWDPWTCEHMAEV
Con4d-31 79 NRLOQEVCEWDPWTCEHMENV
Con4-Cb 80 AATQEECEWDPWTCEHMPRS
Cond-42 81 LRHOQEGCEWDPWTCEHME' DW
Con4-35 82 VPROKDCEWDPWTCEHMYVG
Con4d-43 83 SISHEECEWDPWTCEHMQVG
Con4-49 84 WAAQEECEWDPWTCEHMGRM
Cond-27 85 TWPODKCEWDPWTCEHMGST
Con4-48 86 GHSQEECGWDPWTCEHMGTS
Con4d-46 87 QHWOQEECEWDPWTCDHMPSK
Con4-41 88 NVROQEKCEWDPWTCEHMPVR
Con4d-36 89 KSGQVECNWDPWTCEHMPRN
Con4-34 90 VKTQEHCDWDPWTCEHMREW
Con4-28 91 AWGQEGCDWDPWTCEHMLPM
Con4-39 92 PVNQEDCEWDPWTCEHMPPM
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(continuacéao)

PEPTIDO SEQ ID NO: SEQUENCIA PEPTIDICA
Con4d-25 93 RAPQEDCEWDPWTCAHMDIK
Con4-50 94 HGONMECEWDPWTCEHMFEFRY
Con4-38 95 PRLOEECVWDPWTCEHMPLR
Con4d-29 96 RTTOQEKCEWDPWTCEHMESQ
Cond-47 97 QTSQEDCVWDPWTCDHMVSS
Con4-20 98 QVIGRPCEWDPWTCEHLEGL
Con4d-45 99 WAQOQEECAWDPWTCDHMVGL
Cond-37 100 LPGQEDCEWDPWTCEHMVRS
Con4-33 101 PMNOQVECDWDPWTCEHMPRS
AC2-Con4 102 FGWSHGCEWDPWTCEHMGST
Con4-32 103 KSTQDDCDWDPWTCEHMVGP
Cond-17 104 GPRISTCOWDPWTCEHMDQL
Con4-8 105 STIGDMCEWDPWTCAHMQVD
AC4-Con4 106 VLGGQGCEWDPWTCRLLOGW
Conéd-1 107 VLGGQGCOWDPWTCSHLEDG
Con4-C1 108 TTIGSMCEWDPWTCAHMQGG
Cond-21 109 TKGKSVCQWDWTCSHMQSG
Con4-C2 110 TTIGSMCQWDPWTCAHMQOGG
Con4-18 111 WVNEVVCEWDPWTCNHWDTP
Con4-19 112 VVQVGMCOWDPWTCKHMRLQ
Cond-16 113 AVGSQTCEWDPWTCAHLVEV
Con4d-11 114 QGMKMEFCEWDPWTCAHIVYR
Con4-C4 115 TTIGSMCQWDPWTCEHMQOGG
Conéd-23 116 TSORVGCEWDPWTCQHLTYT
Con4-15 117 QWSWPPCEWDPWTCQTVWPS
Con4-9 118 GTSPSFCOWDPWTCSHMVQG
TN8-Conéd* 4 QEECEWDPWTCEHM

* Faz-se observar que determinados péptidos e/ou
pepticorpos podem conter os prefixos “IN”, “IN8” ou “IN12”
e que tais prefixos podem estar ou ndo presentes num
determinado pepticorpo. Assim, por exemplo, 0s termos “TN8-

Con4” e “Con4” sdo agqui utilizados intermutavelmente.




15

De acordo com uma outra variante, a invencdo diz
respeito a uma composicdo de matéria que possuli a seguinte
férmula geral:

(XM amFH (X7
e seus multimeros, em que:

o simbolo F' representa um veiculo;

cada um dos radicais X' e X & seleccionado
independentemente entre

- (L) o~P';

= (L") =P~ (L%) 4-P%;

= (L") c=P'= (L%) 4=P*~ (L) =P’ e

= (L) =P~ (L) 4= P?~ (L%) =P~ (L*) .~ P*;
em gque um ou varios dos radicais P, P2, P’ e P! compreendem
independentemente um polipéptido tal como aqui descrito.
Por exemplo, de acordo com uma variante preferencial, cada
um dos radicais P!, P2, p° e P* pode compreender
independentemente um polipéptido de sequéncias
seleccionadas entre SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:4 e/ou SEQ ID
NO:76 a SEQ ID NO: 118.

De acordo com uma outra variante, a composicdo de
matéria possui a férmula geral:

X'-ft
ou

F'-X*

e seus sails fisiologicamente aceitaveis, em que os simbolos
X, F' e X’ possuem as significacdes aqui definidas. De
acordo com uma outra variante, a composicdo de matéria
possui a férmula geral:

Fl_(Ll)C_Pl
e seus sais fisiologicamente aceitédveis, em que os simbolos

L', F' e P' possuem as significacdes aqui definidas. De
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acordo com uma outra variante, a composicdo de matéria
possui a férmula geral:

F'- (L") o-P*- (L%) 4-P°
e seus sais fisiologicamente aceitédveis, em que os simbolos
L, r, pt, P? e c e d possuem as significacdes aqui
definidas. Ainda de acordo com uma outra variante, a
composicdo de matéria possui a fédrmula geral:

P'- (L") o-F"~ (L?) a-P?

e seus sails fisiologicamente aceitédveis. De acordo com uma
variante preferida, o simbolo Fl representa um dominio Fc
ou um seu fragmento.

De acordo com uma variante ainda mais preferida, a
invencdo diz respeito a uma composicdo de matéria que
possui a férmula geral:

(X') -F" = (X*) »

e seus multimeros, em que;

o simbolo F' representa um veiculo;

cada um dos radicais X' e X? & seleccionado
independentemente entre

- (L") o=P%;

= (L") s-P'= (L%) .-P%;

~ (1Y) o~P'= (L) -P?~ (L7) ;=P e

= (L") s=P" = (L%) . =P*~ (L°) ,=P°~ (L*) ,=P%;

2, P’ e P* compreendem

em que um ou varios dos radicais P', P
independentemente um polipéptido seleccionado entre o
conjunto constituido por:

(a) a sequéncia de aminoacidos WDPWT (SEQ ID NO:65),
em que o referido polipéptido tem um comprimento entre 5 e

50 aminoé&cidos;

(b) a sequéncia de aminoacidos WDPWTC (SEQ ID NO:66);
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(c) a sequéncia de aminodcidos Cz?WDPWT (SEQ 1ID
NO:67), em que o simbolo z° representa um residuo
aminoacido polar, acidico ou neutro;

(d) a sequéncia de aminodcidos Cz’WDPWTC (SEQ 1ID
NO:68); em que o simbolo z? representa um residuo
aminodcido polar, acidico ou neutro;

(e) a sequéncia de aminodcidos Pc’Dc’Le’c’cLy (SEQ ID
NO:71), em gque o simbolo ¢’ representa um residuo
aminodcido hidrofébico neutro; o simbolo C* representa A, D
ou E; o simbolo C° representa um residuo aminodcido; o
simbolo ¢’ representa um residuo aminodcido e o simbolo c°
representa um residuo aminodcido hidrofdbico neutro, polar
neutro ou basico;

(f) a sequéncia de aminoacidos RPe’e‘e’e®e’G (SEQ 1ID
NO:73), em que o simbolo e’ representa um aminodcido polar
neutro; o simbolo e® representa um residuo aminoécido
acidico; o simbolo e’ representa um residuo aminodcido
polar neutro ou acidico; o simbolo e° representa um residuo
aminodcido hidrofébico neutro e o simbolo e’ representa um
residuo aminoédcido hidrofdébico neutro;

(g) a sequéncia de aminoacidos Cg’Cg‘g’DPFTg'’GCg'® (SEQ
ID NO: 75), em que o simbolo g° representa um residuo
aminodcido acidico; o simbolo g° representa um residuo
aminodcido hidrofébico neutro; o simbolo g° representa um
residuo aminodcido polar neutro ou acidico; o simbolo g'°
representa um residuo aminodcido hidrofébico neutro ou
polar neutro e o simbolo g’ representa um residuo acidico;

(i) um polipéptido de SEQ ID NO:2;
em que cada um dos simbolos L', L1?, L° e L* representa

independentemente um linker; e cada um dos simbolos g, r,

s, t, u e v representa independentemente 0 ou 1, com a
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condicdo de pelo menos um dos simbolos g e r representar 1;
e seus sais fisiologicamente aceitdveis.

Faz-se observar que a invencdo também diz respeito a
um polipéptido de fusdo compreendendo pelo menos um péptido
definido tal como aqui descrito, e um veiculo, em que o
polipéptido de fusdo é capaz de se ligar a Ang-2, e seus
sais fisiologicamente aceitaveis. No polipéptido de fuséo,
o veiculo ¢é preferencialmente pelo menos um dominio Fc,
polietileno-glicol, um lipido, um grupo colesterol, um
hidrato de carbono e um oligossacarideo. H& outros veiculos
adequados, tais como a albumina e semelhantes, que sdo bem
conhecidos ©pelos especialistas na matéria e que se
considera aqui abrangidos no admbito da invencéo.

Um especialista na matéria sabe que hé& diversas
moléculas gque podem ser inseridas na estrutura dos agentes
de ligacdo especificos. Assim, ¢é possivel inserir uma
determinada molécula, por exemplo, entre as porcgdes péptido
e veiculo dos agentes de ligacdo especificos, ou pode ser
inserida na propria porcéao peptidica, conservando
simultaneamente a actividade desejada do agente de ligacéo
especifico. E possivel inserir facilmente, por exemplo,
moléculas tais como um dominio Fc ou um seu fragmento,
polietileno-glicol ou outras moléculas congéneres, tais
como o dextrano, um &cido gordo, um lipido, um grupo
colesterol, um hidrato de carbono de molécula pequena, um
péptido, um agente citotdxico, um agente quimioterapéutico,
um radical detectéavel, conforme aqui descrito (incluindo
agentes fluorescentes, radiomarcadores, tais como os
radioisdétopos), um oligossacarideo, oligonucledtidos, um
polinuclebétido, ARN de interferéncia (ou de outro tipo),

enzimas, hormonas ou semelhantes. H& outras moléculas
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adequadas para insercdo de acordo com esta metodologia e
que sdo perfeitamente conhecidas pelos especialistas na
matéria e que se considera aqui abrangidas no ambito da
invencdo. Isto compreende, por exemplo, a insercdo de uma
molécula desejada entre dois aminoédcidos consecutivos,
facultativamente unidos por um linker conveniente. A titulo
de exemplo, na sequéncia do pepticorpo Con4 (C):

M-Fc-GGGGGAQQEECEWDPWTCEHMLE (SEQ ID NO:23)
um especialista na matéria poderia inserir facilmente uma
molécula desejada, por exemplo, entre og dois residuos
glutamina adjacentes (“QQ") para conseguir obter uma
estrutura e/ou uma funcéao desejadas, conservando
simultaneamente a aptiddo do péptido para se ligar a Ang-2.
Assim, a segquéncia poderia ser modificado do modo seguinte:

M-Fc-GGGGGAQ- [molécula] -QEECEWDPWTCEHIVILE.

Se desejado, ¢é possivel acrescentar moléculas Iinker
convenientes. Faz-se observar também que a molécula pode
ser inserida em inUmeras localizacbes na molécula,
incluindo as cadeias laterais adequadas, entre o veiculo e
a sequéncia peptidica, do modo seguinte:

M-Fc-[molécula] ~-GGGGGAQQEECEWDPWTCEHMLE
ou em qgualquer outra localizacéo desejada por um
especialista na matéria. H& outras variantes adequadas que
serdo evidentes para os especialistas na matéria.

De acordo com uma outra variante, a invencdo diz
respeito a um polinucledtido que codifica os agentes de
ligacdo especificos (incluindo, mas sem que isso constitua
qualquer limitacdo, os péptidos e/ou os pepticorpos) da
invencdo, conforme aqui descrito. Faz-se observar aos
especialistas na matéria que no caso de a sequéncia de

aminoacidos ser conhecida, ¢é possivel determinar facilmente
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as sequéncias nucleotidicas correspondentes recorrendo a
técnicas consagradas. Ver, por exemplo, Suzuki, D., An
Introduction to Genetic Analysis, W.H. Freeman Pub. Co.
(1986) . Seguidamente estédo indicadas sequéncias
nucleotidicas exemplificativas, que codificam péptidos da
invencdo. Um especialista na matéria sabe que hé& mais do
que um coddo para codificar um determinado aminoadcido e
consequentemente a invengdo diz respeito a qualquer
sequéncia nucleotidica que codifique os péptidos e/ou os

pepticorpos da invencéo.

Péptido Seq. Sequéncia peptidica Sequéncia de ADN
Id. No. exemplificativa

segatcoptoaggsanEntgogs
CIERRARCURITEAC LSRN
asatstapedant (SR} D
NG 159)

Con4-44 76 PIRQEECDWDPWTCEHMWEV

ECCSAtUReOAgEAAgRAter Y
Con4-40 |77 TNIQEECEWDPWTCDHMPGK SIERERCITgERaCOIReaNLS
PN 360N

Cond-4 78 WYEQDACEWDPWTCEHMAEV e B -
on 9 scatgerigasgt (SEQ I
NO: 191)

anceglotpoagasagtigenas

REEAR S e Tt P
Con4-31 79 NRLQEVCEWDPWICEHMENV BRI
o . catggasascyt (SEQ 1D

o0 169

geigelacceagaagaatgee
_ R S L e R
Con4-C5 80 AATQEECBWDPWTCEHMPRS TR
9 goatgoopegtioe (3EQ I
NG: 183

slgegteactaggesgataces

_ VggEaccoplgpaiigngaas
Con4-42 81 LRHQEGCEWDPWI CEHMFDW SR N
scalgitogectas (SRQ D
Mk 1648
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(continuacéao)

Péptido

Seq.

Id. No.

Sequéncia peptidica

Sequéncia de ADN

exemplificativa

Con4-35

82

VPRQKDCEWDPWTCEHMYVG

gioCgeglongasayantgea
Apepares MEaaorisesass
sostglaogtizet (SEG ID
N 165)

Con4d-43

83

SISHEECEWDPWTCEHMQVG

{RCafoeCANEANNNA Re IS
fggrsehogighaiaigograca
catgragetteet {SEG D
NGk 26080

Con4-49

84

WAAQEECEWDPWTCEHMGRM

frgonisado Rg PN AN TOER
at;@g;lm ghggarfpigsacy
catggrtogtaty (SEQ ID
NOn 16y

Con4-27

85

TWPQDKCEWDPWTCEHMGST

Ek‘ﬁﬁ(‘;&{:d@”xsﬁad&igt

gg;‘ﬂh SRgRan %

oxtpeeiotact {%EQ II}
NG 16

Con4-48

86

GHSQEECGWDPWTCEHMGTS

FelcatoroagSRaTasgoey
Hgosasongly N
acgpemaceiee (8B D
NEx 168y

Cond-46

87

QHWOEECEWDPWTCDHMPSK

cageaiggragesagaaigogn
Hggrsenceippaeoipoees
acatgrogtcoss (SR I
Nk 169}

Con4-41

88

NVRQEKCEWDPWTCEHMPVR

ascgtegleag saﬁi&igmm
{peRancopigy: &
catgrogptiont § SLQ H)
NG 1"‘@}

Con4-36

89

KSGOVECNWDPWTCEHMPRN

\aa&m pEicagpiign ﬁg{ R0
tg oty &

sstgongogtaas {SEQ X
MOk 1T

Cond-34

90

VKTQEHCDWDPWTCEHMREW

'?qﬁ. i “‘",

Cond-28

91

AWGQEGCDWDPWTCEHMLPM

FeHEREAEERaREURTER
clggoacocpiggaccipogiak
scatgitgocsaty (SEQ D
N 1T
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(continuacéo)

Péptido

Seq.

Id. No.

Sequéncia peptidica

Sequéncia de ADN

exemplificativa

Con4-39

92

PVNQEDCEWDPWTCEHMPPM

cegeitacoazgaigecigtga
dlgggsoccsiggsocigogass
scatgrogecgaty {(8EQ I
RN NEY

Cond-25

93

RAPQEDCEWDPWTCAHMDIK

cEigtlengonggnagacigoEs
atgagacecgtomentyogeto
sralggacatonsa (SEC D
MO 173

Con4-50

94

HGONMECEWDPWTCEHIVIFRY

fanpEirIgAIcAtgEIatEeLa
AUTEFARCopiFgaoriPoRREC
scatgicogtiac (SRQ
WO 1746

Con4-38

95

PRLOEECVWDPWTCEHMPLR

gleipraggsegantpopt
tgh {'C TR SR A N
cegolgeat (SEQ 1D

Cond-29

96

RTTOQEKCEWDPWTCEHMESQ

aiig Q&Lﬂ“mg ?FLQ,»%’}&&E‘
scatggaateonag (SEQ ID
Nk 178y

Con4-47

97

QTSQEDCVWDPWTCDHMVSS

cagacricerageRagacigeght
fggpaecagtgpaccigs gacoa
catggtttoctoe (SBQ 1D
N 17U

Cond-20

98

QVIGRPCEWDPWTCEHLEGL

c&ggmtcﬂh‘rgmvm:uiacwsm

ERAEASCE ETIRITIRGE
cotgguagEtaty tSFQ ID
W 1805

Cond-45

99

WAQQEECAWDPWTCDHMVGL

tpportrapcagraagaatgops
Sggpeoeoppaaneigogace
gcaipgtipatoly (SEQID
NG 1By

Con4-37

100

LPGQEDCEWDPWTCEHMVRS

SlECCEEItaERANERigUEs
AgEguscoigracetgrrane
acalggitegton (IRG I

NG I8

Con4-33

101

PMNQVECDWDPWTCEHMPRS

CUSATERACIRESMBaNtRCEY
ClPEERnCe RIS ERCOISOpE
soatguepsgtive (SEQ I
NERR R}
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(continuacéao)

Péptido

Seq.
Id. No.

Sequéncia peptidica

Sequéncia de ADN

exemplificativa

AC2-Con4

102

FGWSHGCEWDPWTCEHMGST

Heggitastotoacggiigogast
grzattogtggaciipraaatas
stggattetace (SEQ ID
KO IS

Con4-32

103

KSTOQDDCDWDPWTCEHMVGP

SANUCACCOARRACRATTEr R
stpagasocoglepaccigogaas
seatgptipatcey (683 I
N 185}

Con4-17

104

GPRISTCQWDPWTCEHMDQL

gtvegegiatctocacctgocag
tegesecegizmaccife rascs
calggaccagetg (SEQ
NOx 136)

Con4-8

105

STIGDMCEWDPWTCAHMQVD

opersigsigacaigigoraa
Legiangiggaceigegrica
satgespgiigan (SBO I
NG BN

AC4-Con4

106

VLGGQGCEWDPWTCRLLOGW

Eltggptapicagusttzomay
temansogizescolrocgioty
etgraggntieg (BRG

™Gk 188)

Con4d-1

107

VLGGQGCQWDPWTCSHLEDG

stictgegtogioagaatigrong
ZEACES) ctocty:
BARICER
£89%

&

E{SEG D

Con4d-C1

108

TTIGSMCEWDPWTCAHMQGG

seoansisgaitocaigigogsa
Ipesscoegizggatoigngeten
calgragesiget ISEG ID
Nk 19y

Con4-21

109

TKGKSVCQWDPWTCSHMQSG

sevuangelvanivoriigovag
B U L e ST
catgeagiongat (SEQ I
Bk 190

Con4-C2

110

TTIGSMCQWDPWTCAHMQOGG

secsndlcgpiiccatgigroag
{pzescocgizpaccizopaton
catgeaggeigst (SEQ I
NG 192

Con4-18

111

WVNEVVCEWDPWTCNHWDTP

tpgatisaceuaptistitgosat
HREANCC MEEAICCI SO ANICAC
teggmcanceoy (SEQ D
On 153
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(continuacéao)
Péptido Seq. Sequéncia peptidica Sequéncia de ADN
Id. No. exemplificativa
giighcagiipetatgtgooagt
Con4-19 | 112 VVQVGMCOWDPWTCKHMRLQ BEEaSCCRIgRACOIgTasaras

atgogletgrag (SEGH D
NO: 139

geigBesttoccagaceigopnal

_ gepnensptggaieigrgntone
Con4-16 113 AVGSQTCEWDPWTCAHLVEV etgatpasgtt (SEQ D

N 198

cagpeialgaasatplicigegaal
grgacucgigraceigegeicas
AMogitscegt (SEOQ D
N 156}

Con4-11 114 QGMKMEFCEWDPWTCAHIVYR

avcaccatopzivodgigovay
tggeReoogipacstgegasca
eatgesggetest (JRBEG D
P 187

Con4-C4 115 TTIGSMCQWDPWTCEHMQGG

sectecsapepipipatigegas
gepareopipRacaigRragsac
Con4-23 116 TSQRVGCEWDPWTCQHLTYT SHRIEEEIEE B,
Q Q ctgrosfacace (FEQ I

NO: 198)

CAZlEEISCIEEOC FORIR LR

algpgicavgtpgentonagl
Con4-15 117 WSWPPCEWDPWTCQTVWPS 5 S e :
on © 0 cogitiggecgiee {SRQ I

MOk 199

getsectoescgiactiotpooagy
SpEatsuirgactigrtconae

Con4-9 118 GTSPSFCOQWDPWTCSHMVQG algeticapget (SEQ ID
LY 2063
saggsagaatgegasiggpaces

TN8-Con4 4 QEECEWDPWTCEHM atgpactigopascacaty

(SR D NOY: 2013

Ainda de acordo com uma outra variante, a invencdo diz
respeito a vectores de expressdo que compreendem pelo menos
um polinuclebétido da invencdo. De acordo com mais outra
variante, a invencdo diz respeito a células hospedeiras que
compreendem um vector de expressdo. Faz-se observar que as

células hospedeiras s&do preferencialmente células
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procaridéticas (tais como as células de E. coli) ou células
eucaridticas.

A invencdo também diz respeito a uma composicéo
farmacéutica que compreende uma gquantidade eficaz de uma
composicdo do tipo aqui descrito, misturada com um wveiculo
farmaceuticamente aceitével.

A invencdo também diz respeito a polipéptidos da
invencdo utilizdveis para inibir a angiogénese indesejada
num mamifero, consistindo isso em administrar uma
quantidade terapeuticamente eficaz de um polipéptido ou de
uma composicdo conforme aqui descrito. A invencdo também
diz respeito aos polipéptidos da invencdo utilizdveis na
modulacdo da angiogénese num mamifero, consistindo isso em
administrar uma quantidade terapeuticamente eficaz de um
polipéptido ou de uma composicdo conforme aqui descrito. A
invencdo diz respeito ainda aos polipéptidos da invencédo
utilizaveis para a inibicdo do desenvolvimento tumoral,
caracterizada pela angiogénese indesejada num mamifero,
consistindo isso em administrar uma quantidade
terapeuticamente eficaz de um polipéptido ou de uma
composicdo conforme aqui descrito. Complementarmente, a
invencdo diz respeito aos polipéptidos da invencéo
utilizéaveis no tratamento de cancro num mamifero,
consistindo isso em administrar uma quantidade
terapeuticamente eficaz de um polipéptido ou de uma
composicéo conforme aqui descrito e um agente
quimioterapéutico. De acordo com uma variante preferencial,
0 agente quimioterapéutico ¢é pelo menos um dos compostos 5-
FU, CPT-11 e Taxotere. No entanto, faz-se observar dque

também é possivel utilizar outros agentes
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qgquimioterapéuticos convenientes e praticar outras terapias
contra o cancro.

A invencdo também diz respeito aos polipéptidos da
invencdo utilizédveis para modular pelo menos quer a
permeabilidade wvascular quer as perdas de plasma num
mamifero, consistindo isso em administrar uma quantidade
terapeuticamente eficaz de um polipéptido ou de uma
composicdo conforme aqui descrito. A invencdo ainda diz
respeito aos polipéptidos da invencdo utilizaveis para

tratar pelo menos uma patologia seleccionada entre doenca

neovascular ocular, obesidade, hemangioblastoma,
arteriosclerose, doenca inflamatéria, patologias
inflamatérias, aterosclerose, endometriose, patologias

neoplésicas, doencas &ésseas ou psoriase, num mamifero,
consistindo isso em administrar uma quantidade
terapeuticamente eficaz de um polipéptido ou de uma
composicdo conforme aqui descrito.

Faz-se observar gque o0s agentes de ligacdo especificos
da invencdo podem ser utilizados para tratar diversas
doencas associadas a angiogénese desregulada ou indesejada.
Tais doencas compreendem, mas sem que 1sso constitua
qualquer limitacé&o, a neovascularizacéo ocular, por
exemplo, retinopatias (incluindo retinopatia diabética e
degeneracéo macular associada a idade), psoriase,
hemangioblastomas, hemangiomas, arteriosclerose, doencas
inflamatérias, tais como as doencas inflamatdérias
reumatdéides ou reuméticas, em especial a artrite (incluindo
a artrite reumatdide) ou outras doencas inflamatdrias
crbénicas, tais como a asma crdénica, aterosclerose arterial
ou pbés-transplante, endometriose e doencas neoplésicas, por

exemplo, os chamados tumores sé6lidos e os tumores ligquidos
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(tais como as leucemias). Outras doencas gue possam ser
tratadas mediante a administracdo dos agentes de ligacédo
especificos irdo ser evidentes para os especialistas na
matéria. Tais doencas suplementares compreendem, mas sem
que 1sso constitua qualquer limitacdo, a obesidade, a
permeabilidade wvascular, as perdas de plasma e as
patologias dsseas, incluindo a osteoporose. Assim sendo, a
invencdo também diz respeito a polipéptidos e composicdes
utilizdveis em métodos para tratar tais doencas associadas
a angiogénese desregulada ou indesejada.

H& outras variantes da invencdo que serdo facilmente

evidentes a partir do texto subsequente aqui apresentado.

DESCRICAO ABREVIADA DAS FIGURAS

A figura 1 mostra um grafico de volume tumoral (eixo
y) em funcdo do tempo (eixo x) num murganho portador de
tumor A-431, tratado com o ©pepticorpo TN8-Con4d4-C da
presente invencdo, ou com soluto salino tamponado com
fosfato (PBS). Os pormenores estdo descritos nos exemplos.

A figura 2 representa um grafico da concentracdo de
pepticorpo (eixo y) em funcdo do tempo decorrido apds a
dose (eixo x) em murganhos de tipo natural tratados com uma
dose de 50 pg de qualquer dos pepticorpos 2xCon4d4-C, L1-7-N
ou L1-21-N. Os pormenores estdo descritos nos exemplos.

A figura 3 representa um grafico de volume tumoral
(eixo y) em funcdo do tempo num murganho portador de tumor
A-431, tratado com o pepticorpo 2xCon4-C de acordo com a
presente invencdo, ou com soluto salino tamponado com
fosfato (PBS) ou com pepticorpo de controlo. Os pormenores

estdo descritos nos exemplos.
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A figura 4 ilustra um grafico que representa o
crescimento in vitro de células A431 criadas em cultura e
tratadas com o pepticorpo Cond4-C de acordo com a presente
invencdo, com o pepticorpo de controlo ou ndo tratadas. Os
pormenores estdo descritos nos exemplos.

A figura 5 representa um grafico de volume tumoral
(eixo y) em funcdo do tempo (eixo x) em células tumorais
Colo205 tratadas com pepticorpo Con4-C, pepticorpo L1-7-N,
pepticorpo L1-21-N ou com pepticorpo 2xCond4-C de acordo com
a presente invencdo, ou com soluto salino tamponado com
fosfato (PBS), anticorpo anti-Ang-2 (Ab536) ou Fc. Os
pormenores estdo descritos nos exemplos.

A figura 6 representa um grafico de volume tumoral
(eixo vy) em funcdo do tempo (eixo x) em murganhos
portadores do tumor de xenoenxerto de Colo205, tratados com
doses variadveis de pepticorpo 2xCon4-C, de acordo com a
presente 1invencdo, ou com soluto salino tamponado com
fosfato (PBS) ou com Fc. Os pormenores estdo descritos nos
exemplos.

A figura 7 representa um grafico de volume tumoral
(eixo vy) em funcdo do tempo (eixo x) em murganhos
portadores do tumor de xenoenxertia de Colo205, tratados
com o pepticorpo 2xCon4-C, de acordo com a invengdo, ou com
0s pepticorpos de controlo. A figura 7 também representa um
grafico de &rea contrastada com CD31/4rea tumoral total
para estes pepticorpos. 0s pormenores estdo descritos nos
exemplos.

A figura 8 representa um grafico de volume tumoral
(eixo vy) em funcdo do tempo (eixo x) em murganhos
portadores do tumor de xenoenxerto de Colo205, tratados com

o pepticorpo 2xCon4-C, de acordo com a presente invencéo,
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ou com soluto salino tamponado com fosfato (PBS) ou com um
pepticorpo de controlo. 0Os pormenores estdo descritos nos
exemplos. Este grafico mostra que os pepticorpos anti-Ang-2
sdo capazes de inibir o desenvolvimento do tumor Colo205
independentemente do momento em que comece o doseamento.

A figura 9 ilustra um resumo dos indices de resposta
completa (RC) obtidos em fémeas de murganho pelado,
utilizando o anticorpo Ab536 ou utilizando o pepticorpo
2xCon4-C, nos dois modelos xenoenxerto com A431 e Colo-205.
Os pormenores estdo descritos nos exemplos.

A figura 10A representa um grafico de volume tumoral
(eixo vy) em funcdo do tempo (eixo x) em murganhos
portadores do tumor de xenoenxertia de Colo205, tratados
com o ©pepticorpo 2xCond4-C, de acordo com a presente
invencdo, ou com uma combinacdo de 2xCond4-C e taxotere, ou
com soluto salino tamponado com fosfato (PBS), ou com PBS
mais taxotere. Os pormenores estdo descritos nos exemplos.

A figura 10B representa um grafico de volume tumoral
(eixo vy) em funcdo do tempo (eixo x) em murganhos
portadores do tumor de xenoenxerto de Colo205, tratados com
o pepticorpo 2xCon4d4-C, de acordo com a presente invencéao,
ou com uma combinacdo de 2xCond4-C e 5-FU, ou com soluto
salino tamponado com fosfato (PBS), ou com PBS mais 5-FU.
Os pormenores estdo descritos nos exemplos.

A figura 11A representa um grafico dos niveis de
aumento do volume das patas (ASCtDP) no modelo de artrite
induzida por adjuvante em ratos tratados com o pepticorpo
2xCond4-C de acordo com a presente invencdo, ou com soluto
salino tamponado com fosfato (PBS), ou com o pepticorpo de
controlo, ou com substédncias de controlo normais ou

artriticas. Os pormenores estdo descritos nos exemplos.
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A figura 11B representa um grafico de densidade
mineral dos ossos da pata (DMO) num modelo de artrite
induzida pelo adjuvante em ratos tratados com o 2xCon4d4-C de
acordo com a presente invencdo, ou com soluto salino
tamponado com fosfato (PBS), ou com pepticorpo de controlo,
ou com substancias de controlo normais ou artriticas. Os
pormenores estdo descritos nos exemplos.

A figura 11C representa um grafico de variacdo da
massa corporal num modelo de artrite induzida por adjuvante
em ratos tratados com pepticorpo 2xCon4-C de acordo com a
presente invencdo, ou com soluto salino tamponado com
fosfato (PBS), ou com pepticorpo de controlo, ou com
substéancias de controlo normais ou artriticas. Os
pormenores estdo descritos nos exemplos.

A figura 12 representa dois graficos que ilustram a
inibicdo da angiogénese corneal induzida por VEGF em ratos.
O primeiro grafico ilustra o numero de vasos sanguineos
medidos em ratos tratados com albumina do soro de bovino
(BSA), VEGF mais soluto salino tamponado com fosfato (PBS)
ou VEGF mais pepticorpo Con4-C da invencdo. O segundo
grafico ilustra a &rea dos vasos sanguineos (mm?) em ratos
tratados com BSA, VEGEF mais soluto salino tamponado com
fosfato (PBS) ou com VEGF mais pepticorpo Con4-C da
invencdo. 0s pormenores estdo descritos nos exemplos.

As figuras 13A, 13B e 13C 1ilustram os dados de
mapeamento de epitopos (D. O. 370) para a Ang-2 humana de
comprimento completo (hAng-2), para o terminal N de hAng-2
e para o terminal C de hAng-2, respectivamente para os
pepticorpos TN8-Con4-C, L1-7-N e 12-9-3-C de acordo com a
invencido, e também para os pepticorpos de controlo Tie2-Pc,

C2B8 ou 5B 12. Os pormenores estdo descritos nos exemplos.
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A figura 14 ilustra a afinidade de ligacdo (Kp) do
pepticorpo 2xCon-4-C de acordo com a invencdo, recorrendo
para tal ao ensaio “Sapidyne KinExA”. Os pormenores estédo

descritos nos exemplos.

DESCRICAO MINUCIOSA DA INVENCAO

Os cabecalhos das diversas seccdes sdo aqui utilizados
apenas para fins organizacionais e ndo se pretende com isso
qualguer limitacdo aos assuntos aqui descritos.

Podem ser utilizadas todas as técnicas convencionais
para a producdo de moléculas de ADN recombinante, proteinas
e anticorpos e também para as culturas de tecidos e para a
transformacdo de células. As reaccdes enzimaticas e as
técnicas de purificacdo sdo realizadas tipicamente em
conformidade com as especificacdes do fabricante ou
conforme é vulgarmente praticado na especialidade,
recorrendo a procedimentos convencionais, tais como o0s
descritos por Sambrook et al. (Molecular Cloning: A
Laboratory Manual. Cold Spring Harbor Laboratory Press,
Cold Spring Harbor, NY [1989]), ou conforme aqui descrito.
A ndo ser que sejam apresentadas aqui definicdes concretas,
a nomenclatura aqui utilizada e os processos e técnicas
laboratoriais da quimica analitica, da guimica orgénica
sintética e da guimica médica e farmacéutica agqui descritos
sdo os vulgarmente utilizados e perfeitamente conhecidos na
especialidade. E possivel recorrer a técnicas convencionais
para as sinteses quimicas, analises quimicas, preparacdes
farmacéuticas, formulacdes, administracdo e tratamento de

pacientes.

Definicdes
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Os termos utilizados ao longo desta memdria descritiva
sdo definidos a seguir, salvo quando isso esteja limitado
em casos concretos.

O termo “Ang-2” refere-se ao polipéptido explicitado
na figura 6 da patente de invencdo norte-americana n°® 6 166
185 ("Tie-2 1ligando-2") ou seus fragmentos e também aos
polipéptidos congéneres que compreendam variantes alélicas,
variantes de Jjuncdo, derivados, variantes obtidas por
substituicéo, delecéo e/ou insercéo, péptidos e
polipéptidos de fusdo e homdélogos inter-espécies. O
polipéptido Ang-2 pode conter ou ndo residuos terminais
suplementares, v.g., sequéncias lideres, sequéncias de
encaminhamento, residuos metionina no terminal amino,
residuos metionina e lisina no terminal amino e/ou
sequéncias de proteinas de fusdo ou de identificacéo,
dependendo isso da maneira da sua preparacéo.

O termo “biologicamente activo”, quando utilizado a
propdésito de Ang-2 ou de um agente de ligacdo especifico,
refere-se a um péptido ou polipéptido que possua pelo menos
uma actividade caracteristica de Ang-2 ou de um agente de
ligacdo especifico de Ang-2. Um agente de ligacéo
especifico de Ang-2 pode ter actividade agonista,
antagonista, neutralizadora ou blogqueadora em relacdo a
pelo menos uma actividade bioldgica de Ang-2.

O termo “agente de 1ligacdo especifico” designa uma
molécula, de preferéncia uma molécula proteinica, gque se
ligue especificamente a Ang-2, e seus derivados e
variantes, conforme aqui definido. Um agente de ligacéo
especifico pode ser uma proteina, um péptido, um acido
nucleico, um hidrato de carbono, um lipido ou um composto

de peso molecular pequeno que se ligue preferencialmente a
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Ang-2. De acordo com uma variante preferencial, o agente de
ligacdo especifico de acordo com a presente invencdo & um
péptido ou um ©pepticorpo, e também seus fragmentos,
derivados e variantes, quer por si sdés quer em combinacédo
com outras sequéncias de aminoacidos, obtidas por técnicas
conhecidas. Tais técnicas compreendem, mas sem dgue 1sso
constitua qualgquer limitacgdo, a clivagem enzimatica, a
clivagem gquimica, a sintese ©peptidica ou as técnicas
recombinantes. Os agentes de ligacdo especificos anti-Ang-2
da presente invencdo tém aptiddo para apresentar parcelas
de ligacdo a Ang-2 que modulam, v.g., inibem ou favorecem a
actividade biolbégica de Ang-2 e/ou outras actividades
associadas a Ang-2.

0 termo “variantes”, tal como aqui utilizado,
compreende os péptidos e polipéptidos em que ha residuos
aminoacidos que sdo inseridos, suprimidos e/ou substituidos
na sequéncia do aminoacido que ocorre naturalmente (ou que
seja pelo menos conhecido) para o agente de ligacdo. As
variantes da invencdo compreendem as proteinas de fuséo,
conforme adiante descrito.

O termo “derivados” compreende os agentes de ligacéo
que tenham sido quimicamente modificados, de alguma maneira
distinta daquilo gque sucede com as variantes por insercéo,
delecdo ou substituicéo.

O termo “que se liga especificamente a Ang-2” designa
a aptiddo de um agente de ligacdo especifico (tal como um
pepticorpo ou uma sSua parcela peptidica) da presente
invencdo para reconhecer e se ligar a um polipéptido Ang-2
humano maturo, de comprimento completo ou de comprimento
parcial, ou um seu ortdlogo, de tal modo gue a sua

afinidade (conforme determinada, v.g., pelos ensaios de
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afinidade ELISA ou BIAcore, conforme aqui descritos) ou a
sua capacidade neutralizadora (conforme determinado, v.g.,
pelos ensaios de neutralizacdo ELISA, conforme aqui
descrito, ou por meio de ensaios semelhantes) seja pelo
menos 10 vezes superior, mas facultativamente 50 vezes
superior, 100, 250 ou 500 vezes superior, ou até mesmo pelo
menos 1000 vezes superior a afinidade ou a capacidade de
neutralizacdo do mesmo para qualquer outra angiopoietina ou
qualgquer outro péptido ou polipéptido, em que a parcela
peptidica do pepticorpo é fundida em primeiro lugar com um
radical Fc humano para a avaliacdo em tal ensaio.

O termo ‘“epitopo” designa a parcela de qualqgquer
molécula capaz de ser reconhecida por um agente de ligacéo
especifico e de se ligar a ele, v.g., um pepticorpo, em uma
ou vVvarias regides de 1ligacdo do antigénio do agente de
ligacdo. 0Os epitopos s&o normalmente constituidos por
agrupamentos de moléculas quimicamente tensioactivos, por
exemplo, cadeias laterais de aminoacidos ou de hidratos de
carbono, e possuem caracteristicas estruturais
tridimensionais especificas e também caracteristicas de
cargas eléctricas especificas. Os epitopos, tais como os
aqui utilizados, podem ser contiguos ou ndo contiguos.

O termo “epitopo inibidor e/ou neutralizador” ¢ um
epitopo que ao estar ligado por um agente de ligacéo
especifico, tal como um pepticorpo, origina a perda (ou
pelo menos a diminuicdo) de actividade Dbioldgica da
molécula, da célula ou do organismo que contenha tal
epitopo, in vivo, 1in vitro ou in situ. No contexto da
presente invencdo, o epitopo neutralizador estd localizado
numa regido Dbiologicamente activa de Ang-2 ou esté

associado a ela. Em alternativa, o termo “epitopo
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activador” é um epitopo que ao estar ligado por um agente
de ligacdo especifico da invencdo, tal como um anticorpo,
origina a activacdo, ou pelo menos a manutencdo de uma
conformacdo biologicamente activa, de Ang-2.

O termo “fragmento de pepticorpo” refere-se a um
péptido ou polipéptido gue contenha menos de um pepticorpo
completo e intacto.

O termo “que ocorre naturalmente” quando utilizado em
associacdo com materiais bioldgicos, tais como moléculas de
dcidos nucleicos, polipéptidos, células hospedeiras e
semelhantes, refere-se a este tipo de entidades que se
encontram na natureza e que ndo foram modificadas por
nenhum ser humano.

O termo “isolado” quando utilizado em associacdo com a
Ang-2 ou com um agente de 1ligacdo especifico de Ang-2
refere-se a um composto que esteja isento pelo menos de um
polipéptido ou composto contaminante existente no seu
ambiente natural e que preferencialmente se encontre
praticamente isento de quaisquer outros polipéptidos
contaminantes provenientes de mamiferos, que pudessem
interferir com a sua utilizacdo terapéutica ou para fins de
diagnéstico.

O termo “maturo”, quando utilizado em associacdo com o
pepticorpo de Ang-2 ou com um seu fragmento, ou com
qualguer outro agente de ligacdo especifico proteinico de
Ang-2, refere-se a um péptido ou a um polipéptido a gue
falte uma sequéncia lider ou de sinal. Quando um agente de
ligacdo da invencdo é expresso, por exemplo, numa célula de
hospedeira procaridética, o péptido ou polipéptido “maturo
também pode conter residuos aminoadcidos suplementares (mas

a que também falte uma sequéncia lider), tal como um
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residuo metionina ou um varios residuos metionina e lisina
no terminal amino. Um péptido ou um polipéptido produzido
desta maneira pode ser utilizado quer os residuos
aminodcidos suplementares tenham sido ou ndo removidos.

Os termos “quantidade eficaz” e “quantidade
terapeuticamente eficaz”, quando utilizados a propdsito de
uma agente de ligacdo especifico de Ang-2, designam uma
quantidade de um agente de ligacdo especifico que seja util
ou necessaria para suportar uma modificacdo observavel no
nivel de uma ou varias actividade bioldgicas de Ang-2. A
modificacdo pode ser quer um aumento guer uma diminuicdo no
nivel de actividade de Ang-2. De preferéncia, a modificacéo
¢ uma diminuicdo da actividade de Ang-2.

O termo ‘“pepticorpo” designa uma molécula gue
compreende um dominio Fc de anticorpo acoplado pelo menos a
um péptido. A producdo de pepticorpos encontra-se descrita
genericamente na publicacdo PCT com o n® WO 00/24782,
datada de 4 de Maio de 2000.

O termo “variantes”, tal como aqui utilizado, designa
moléculas tais como péptidos ou combinacdes entre péptidos-
veiculos, por exemplo, 0s pepticorpos da presente invencéao
em que os residuos aminocdcidos sdo inseridos, suprimidos
e/ou substituidos nas sequéncias de aminodcidos de tais
moléculas. As variantes em que hd um ou varios aminodcidos
inseridos compreendem as proteinas de fusdo adiante
descritas.

O termo “derivados” compreende os péptidos e/ou
combinacbes entre péptidos-veiculos, tais como 0s
pepticorpos que tenham sido quimicamente modificados por
algum processo distinto do praticado nas variantes obtidas

por insercdo, delecdo ou substituicédo.
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O termo “fragmento” refere-se a um péptido ou a
combinacdo entre péptido-veiculo que compreenda menos do
que a sequéncia de aminodcidos de comprimento completo de
tais péptidos e/ou combinacdes entre péptidos-veiculos. Um
tal fragmento pode ser obtido, por exemplo, por meio de um
truncamento no terminal amino, um truncamento no terminal
carboxi e/ou por uma delecdo interna de residuos retirados
da sequéncia de aminodcidos do péptido ou da combinacéo
entre péptido-veiculo. 0Os fragmentos podem ser obtidos pela
metodologia alternativa de juncdo de ARN ou pela actividade
de proteases in vivo ou in vitro. Tails fragmentos também
podem ser construidos recorrendo aos métodos qguimicos da
sintese de péptidos ou mediante a modificacdo de um
polinuclebétido que codifique um péptido, uma combinacéo
entre péptido-veiculo ou uma parcela Fc e/ou uma parcela
peptidica de um pepticorpo.

O termo “Fc¢” refere-se a um tipo de wveiculo da
presente invencdo e compreende a sequéncia de um fragmento
de ligacdo ndo antigénico de um anticorpo resultante da
digestdo proteolitica de um anticorpo integral, quer na
forma monomérica quer na forma multimérica. A fonte do Fc
da presente invencdo ¢, de preferéncia, totalmente Fc
humano e pode ser uma qualguer das imunoglobulinas, embora
sejam preferiveis as IgGl e IgG2. No entanto, também sé&o
aqui incluidas as moléculas de Fc parcialmente humanas ou
que sejam obtidas a partir de espécies ndo humanas. Os Fc
sdo constituidos por polipéptidos monoméricos que podem ser
unidos em formas diméricas ou multiméricas por associacéo
covalente (isto é, pontes dissulfureto) e ndo covalente. O
numero de pontes dissulfureto intermoleculares entre

subunidades monoméricas de moléculas de Fc naturais varia
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entre 1 e 4, dependendo isso da classe (v.g., IgG, IgA,
IgE) ou da subclasse (v.g., IgGl, IgGz, IgG3, IgAl, IgGAZ2).
Um exemplo de um Fc natural é um dimero unido por pontes
dissulfureto resultante da digestdo de uma IgG com papaina
[ver Ellison et al. (1982), Nucl. Acids. Res. 10: 4071-9].
O termo “Fc natural”, tal como aqui utilizado, é genérico
para as formas monoméricas, diméricas e multiméricas.

O termo “dominio Fc” engloba as moléculas e sequéncias
de Fc natural e de variantes de Fc, conforme definido
antes. Tal como sucede com as variantes de Fc e com os Fc
naturais, o termo “dominio Fc” compreende moléculas nas
formas monomérica ou multimérica, quer tenha havido
digestdo a partir do anticorpo integral quer tenha sido
produzido por outros meios.

O termo “multimero”, gquando aplicado a dominios Fc ou
a moléculas que compreendam dominios Fc, refere-se a
moléculas que possuam pelo menos duas ou mails cadeias
polipeptidicas associadas de forma covalente, ndo covalente
ou por meio de interaccdes simultaneamente covalentes e néo
covalentes. Tipicamente, as moléculas de IgG formam
dimeros; as moléculas de IgM formam pentameros; as
moléculas de IgD formam dimeros e as moléculas de IgA
formam mondmeros, dimeros, trimeros ou tetrameros. Os
multimeros podem ser formados tirando proveito da sequéncia
e da actividade resultante da fonte de Ig natural do Fc ou
transformando artificialmente (conforme adiante definido)
esse Fc natural.

0O termo “dimero”, quando aplicado a dominios Fc ou a
moléculas que compreendam dominios Fc, refere-se a
moléculas que possuam duas cadeias polipeptidicas

associadas de forma covalente ou ndo covalente.
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O termo “veiculo” refere-se a uma molécula que evite a
degradacdo e/ou aumente o periodo de semi-vida, reduza a
toxicidade, reduza a imunogenicidade ou aumente a
actividade bioldégica de uma proteina terapéutica. Como
exemplos de veiculos refere-se um dominio Fc e também um
polimero linear (v.g., polietileno-glicol (PEG),
polilisina, dextrano, etc.); um polimero de cadeia
ramificada (ver, por exemplo, a patente de invencdo norte-
americana n°® 4 289 872 de Denkenwalter datada de 15 de
Setembro de 1981; a patente de invencdo norte-americana n°
5 229 490 de Tam datada de 20 de Julho de 1993; o documento
WO 93/21259 de Frechet et al., publicado a 28 de Outubro de
1993); um lipido; um grupo colesterol (tal como um
esterdide); um hidrato de carbono ou um oligossacarideo; ou
qualguer proteina, polipéptido ou péptido de origem natural
ou sintética que se ligue a um receptor recuperador. Os
veiculos estdo melhor descritos mais adiante.

Os termos “transformacdo” e “derivado” ou
“transformado” designam respectivamente processos e 0S
compostos resultantes em que (1) o composto possui uma
parte ciclica; por exemplo, interligacdes entre residuos
cisteinilo dentro do composto; (2) o composto é interligado
ou possuil um local de interligacdo; por exemplo, o composto
possui um residuo cisteinilo e consequente forma dimeros
interligados em cultura ou in vivo; (3) uma ou vVvarias
ligacdes peptidilicas sdo substituidas por 1ligacdes né&o
peptidilicas; (4) o terminal N ¢é substituido por -NRRI1,
NRC (O)R1, -NRC (O) OR1, -NRS (0) 2R1, -NHC (O) NHR, um grupo
succinimida ou benziloxi-carbonil-NH- substituido ou
insubstituido, em que os radicais R e Rl e os substituintes

no anel possuem as significacdes adiante definidas; (5) o
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terminal C é substituido por -C(O)R2 ou -NR3R4, em que O0S
radicais R2, R3 e R4 possuem as significacdes adiante
definidas; e (6) compostos em que cada um dos radicais
aminocadcidos ¢é modificado mediante tratamento com agentes
capazes de reagirem com cadeias laterais seleccionadas ou
com residuos terminais. Os derivados estdo melhor descritos
mais adiante.

O termo “péptido” refere-se a moléculas gue possuam
entre cerca de 3 e cerca de 75 aminoacidos, sendo
preferiveis as moléculas que possuam entre cerca de 5 e 50
aminoacidos, mais preferiveis as que possuam entre 8 e 40 e
ainda muito mais preferiveis as que contenham entre cerca
de 10 e 25 aminoacidos. Os péptidos podem ter sequéncias de
aminoacidos gque ocorram naturalmente ou tenham origem
natural (isto ¢, ndo ocorrem naturalmente). 0Os péptidos
exemplificativos podem ser gerados por qualquer dos métodos
aqui explicitados, por exemplo, provenientes de uma
biblioteca de péptidos (v.g., uma biblioetca de “phage
display”, ou seja, de expressdo em fagos), gerados por
sintese quimica, obtidos por digestdo de proteinas ou
gerados recorrendo a técnicas de ADN recombinante.

O termo “farmacologicamente activo” significa que uma
substancia assim qualificada possui actividade que afecta
um pardmetro médico (v.g., pressdo sanguinea, numero de
hematécitos, nivel do colesterol) ou um estado patoldgico
(v.g., cancro, doencas autoimunes, etc.).

Os termos “péptido antagonista” ou “péptido inibidor”
referem-se a um péptido gue bloqueie ou que de alguma forma
interfira com a actividade bioldgica da proteina associada
relevante, ou gque tenha uma actividade bioldgica comparivel

com a de um conhecido antagonista ou inibidor da proteina
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relevante associada. Assim, o termo “péptido antagonista de
Ang-2” designa os péptidos que possam ser identificados ou
obtidos com caracteristicas antagonistas de Ang-2.

Para além de tudo isto, os sais fisiologicamente
aceitaveis dos compostos da presente invencdo também estédo
aqui abrangidos. O termo “sais fisiologicamente aceitéveis”
serve para designar todos os sais que sejam conhecidos ou
venham a ser conhecidos e sejam farmaceuticamente
aceitaveis. Alguns exemplos especificos sédo: acetatos,
trifluoroacetatos, halo-hidratos, tais como cloridratos e
bromidratos, sulfatos, citratos, tartratos, glicolatos,

oxalatos, mesilatos e fosfatos.

Pepticorpos

De acordo com um dos seus aspectos a presente invencédo
visa o desenvolvimento de pepticorpos de Ang-2. A
interaccdo de um ligando proteinico com o seu receptor
ocorre frequentemente numa interface relativamente grande.
No entanto, conforme demonstrado para o caso da hormona do
crescimento humano e seu receptor, sdo apenas muitos poucos
os residuos da interface que contribuem com a maior parte
da energia de ligacdo. Clackson et al., Science 267: 383-6
(1995). A massa principal do 1ligando proteinico apenas
apresenta os epitopos de ligacdo na topologia correcta ou
desempenha func¢cdes sem relacdo com a ligacdo. Assim, as
moléculas gque tenham apenas o comprimento de “péptido”
(geralmente 2 a 20 aminoacidos) podem ligar-se a proteina
receptora de um determinado ligando proteinico grande. Tais
péptidos podem simular a bioactividade do ligando

proteinico grande (“agonistas peptidicos”) ou, através de
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ligacdo competitiva, podem inibir a bioactividade do
ligando proteinico grande (“antagonistas peptidicos”).

H4& agora uma tecnologia de “phage display” que
constitui um método poderoso para a identificacdo de
agonistas e de antagonistas. Ver, por exemplo, Scott et
al., Science 249: 386 (1990); Devlin et al., Science 249:
404 (1990); patente de invencdo norte-americana n°® 5 223
409, emitida a 29 de Junho de 1993; patente de invencéo
norte-americana n® 5 733 731, emitida a 31 de Marco de
1998; patente de invencdo norte-americana n° 5 498, 530,
emitida a 12 de Marco de 1996; patente de invencdo norte-
americana n® 5 432, 018, emitida a 11 de Julho de 1995;
patente de invencgdo norte-americana n°® 5 338 665, emitida a
16 de Agosto de 1994; patente de invencdo norte-americana
n® 5 922 545, emitida a 13 de Julho de 1999; documento WO
96/40987, publicado a 19 de Dezembro de 1996 e documento WO
98/15833, publicado a 16 de Abril de 1998 (considera-se
cada um destes documentos aqui incorporados por
referéncia). Nas bibliotecas de “phage display” peptidicas,
as sequéncias aleatdérias de péptidos podem ser exibidas por
fusdo com proteinas de revestimento de fagos filamentosos.
Os péptidos exibidos podem ser objecto de eluicdo por
afinidade em presenca de um dominio extracelular
imobilizado por anticorpo, se desejado. O fago retido pode
ser enriquecido por meio de ciclos <consecutivos de
purificacdo por afinidade e repropagacdo. E possivel fazer
a sequenciacdo dos péptidos que melhor se ligam para
identificar residuos fundamentais no seio de uma ou varias
familias de péptidos estruturalmente congéneres. Ver, v.g.,
Cwirla et al., Science 276: 1696-9 (1997), em que foram

identificadas duas familias distintas. As sequéncias
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peptidicas também podem sugerir quais os residuos que
possam ser seguramente substituidos fazendo a exploracédo
com alanina ou por mutagénese ao nivel do ADN. E possivel
criar bibliotecas mutagénicos e explora-los para optimizar
ainda mais a sequéncia dos melhores Iinkers. Lowman, Ann.
Rev. Biophys. Biomol. Struct. 26: 401-24 (1997).

Também ¢é possivel utilizar a anadlise estrutural da
interaccdo proteina-proteina para encontrar possiveis
péptidos que simulem a actividade de ligacdo de ligandos
proteinicos grandes. Numa andlise deste tipo, a estrutura
cristalina ©pode sugerir a identidade e a orientacéo
relativa de residuos criticos do ligando proteinico grande,
a partir do qual possa ser arquitectado um péptido. Ver,
v.g., Takasaki et al., Nature Biotech 15: 1266-70 (1997).
Estes métodos analiticos também podem ser utilizados para
investigar a interaccdo entre uma proteina receptora e
péptidos seleccionados pela técnica de “phage display”, o
que pode sugerir outra modificacdo dos péptidos para
aumentar a afinidade de ligacéo.

H& outros métodos que competem com a técnica de “phage
display” na pesquisa de péptidos. E possivel fundir uma
biblioteca de péptidos no terminal carboxilo do repressor
lac e fazer a sua expressdo FE. coli. Um outro método
baseado em E. coli permite a apresentacdo sobre a membrana
exterior das células por fusdo <com uma lipoproteina
associada ao peptidoglicano (PAL) . Doravante, estes
métodos, também conhecidos como técnicas de “display” e
outros congéneres s&o colectivamente designados  por
“apresentacdo em E. coli”. Ainda de acordo com um outro
método, interrompe-se a traducdo de ARN aleatdrio antes da

libertacdo ribossdédmica, dai resultando uma biblioteca de
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polipéptidos com o seu ARN associado ainda acoplado.
Doravante, estes métodos e métodos congéneres sSerédo
colectivamente designados por “apresentacdo ribossdédmica”.
H&4 outros métodos em que se aplica a ligacdo gquimica de
péptidos ao ARN. Ver, por exemplo, Roberts e Szostak, Proc
Natl Acad Sci USA, 94: 12297-303 (1997). Doravante, este
método e métodos congéneres serdo colectivamente designados
por “rastreio de ARN-péptidos”. Foram J& desenvolvidas
bibliotecas de péptidos obtidas gquimicamente em que o0s
péptidos s&do imobilizados sobre materiais nédo bioldgicos
estaveis, tais como varetas de polietileno ou resinas
permedveis a solventes. Uma outra biblioteca de péptidos
obtidas gquimicamente recorre a fotolitografia para rastrear
péptidos imobilizados sobre lamelas de vidro. Doravante,
estes métodos e métodos congéneres serdo colectivamente
designados por “rastreio de péptidos de origem gquimica”. O
rastreio de péptidos de origem quimica pode ser vantajosa
na medida em que permite a utilizacdo de aminoacidos D e de
outros analogos ndo naturais e também elementos néo
peptidicos. Ambos o0s métodos bioldgico e quimico foram
descritos por Wells e Lowman, Curr. Opin. Biotechnol., 3:
355-62 (1992).

Conceptualmente, poder-se-4a descobrir a mimética
peptidica de qualquer proteina utilizando a técnica “phage
display” e outros métodos supramencionados. Estes métodos
foram j& utilizados para a mapeamento de epitopos, para a
identificacdo de aminoacidos criticos em interaccdes de
tipo proteina-proteina e como metodologias de primeiro
plano para a pesquisa de novos agentes terapéuticos. Ver,
v.g., Cortese et al., Curr. Opin. Biotech. 7: #616-21

(1996). As Dbibliotecas de péptidos estdo agora a ser
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utilizadas mais frequentemente em estudos imunoldgicos, por
exemplo, na mapeamento de epitopos. Ver Kreeger, The
Scientist 10(13): 19-20 (1990).

Os péptidos identificados por exploracédo de
bibliotecas de “phage display” foram considerados como
“elementos de primeiro plano” mais no sentido do
desenvolvimento de agentes terapéuticos do que como sendo
eles préprios agentes terapéuticos. Tal como sucede com
outras proteinas e péptidos, ¢é provavel gque possam ser
rapidamente removidos in vivo quer por filtracdo renal quer
por mecanismos de depuracao celular no sistema
reticuloendotelial, quer por degradacéo proteolitica
[Francis, (supra)]. Em consequéncia, na técnica actual sé&o
utilizados péptidos para validar ©possiveis farmacos
importantes ou plataformas para a concepcdo de compostos
orgénicos que eventualmente possam ndo ser identificados
tdo facil ou tdo rapidamente através de exploracdo da
biblioteca por via quimica [Lowman, (supra); Kay et al.,
(supra)]. A técnica poderia beneficiar com um processo que
permitisse que tais péptidos pudessem gerar mais

rapidamente agentes terapéuticos contra a angiogénese.

Estrutura dos pepticorpos

Nas composicdes de substidncias preparadas de acordo
com a presente invencdo, o péptido pode ser acoplado a um
veiculo através do terminal N ou do terminal C desse
péptido. Assim, as moléculas de tipo veiculo-péptido da
presente invencdo podem ser descritas pelas cinco férmulas

gerais subsequentes e seus multimeros:
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(X1) a=F1- (X2) 1 (FORMULA GERAL I)
Xi-F; (FORMULA GERAL I1I)
F1-X, (FORMULA GERAL III)
F1-(L1) c—P1 (FORMULA GERAL IV)
F1- (L1) c—P1— (L) 4= P2 (FORMULA GERAL V)

em que:

F; & um veiculo (de preferéncia um dominio Fc);

cada um dos radicais X, e Xy é seleccionado
independentemente entre - (Li).—P1, —(L1)c—Pi—(Ly)a—Ps, —(L1i)c—
P1—=(L2)a=P2=(L3) e=P3s € = (L1)c=P1=(L2) a=P2= (L3) e=P3— (L4) £—=Py;

cada um dos radicais P, P,, Ps e Py representa
independentemente sequéncias de péptidos farmacologicamente
activos do tipo aqui descrito;

cada um  dos radicais L, Lo, Ls e L, representa
independentemente um linker e

A\

cada um dos simbolos a”, “b”, N7, N7, MYe” e W7

representa independentemente 0 ou 1, desde que pelo menos

A\ ”

um dos simbolos “a” e “b” representa 1.

Péptidos

A presente invencdo contempla péptidos que se ligam
selectivamente ou que se ligam especificamente a Ang-2. E
possivel utilizar um numero qualquer de tais péptidos no
dmbito da presente invencdo. A técnica de “phage display”,
em particular, é Util para gerar péptidos utilizdveis na
presente invencdo, conforme ficou comprovado pelo facto de
a seleccdo por afinidade a partir de bibliotecas de
péptidos aleatdrios poder servir para identificar ligandos

peptidicos para qualquer local de gualgquer produto génico.
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Dedman et al., J. Biol. Che71. 268: 23025-30 (1993). Os
péptidos da presente invencdo podem ser preparados por meio
de todos os métodos conhecidos na especialidade. Séo
utilizadas as abreviaturas de aminoadcidos com uma letra sbé.
0O simbolo “X” em qualquer sequéncia (e ao longo da
+presente memdéria descritiva, salvo quando especificado de
outro modo num caso particular) significa que pode estar
presente qualquer dos 20 residuos aminodcidos que ocorrem
naturalmente ou qualgquer dos aminoacidos que ocorrem de
forma ndo natural (adiante descritos em “variantes”). Todos
estes péptidos podem ser ligados em tandem (isto ¢,
sequencialmente), com ou sem linkers, estando indicados no
quadro exemplos de péptidos ligados em tandem. Os Iinkers
estdo identificados por “L” e podem ser todos os linkers
aqui descritos. As repeticdes em tandem e os Ilinkers estéo
representados separadamente por travessdes, por razdes de
clareza. Qualquer péptido que contenha um residuo cisteina
pode ser interligado com outro péptido gque contenha um
residuo Cys, podendo qualquer um deles ou ambos serem
ligados a um veiculo. Qualguer péptido que possua mais do
que um residuo Cys pode formar também uma ponte
dissulfureto interpeptidica. Todos estes péptidos podem ser
obtidos ou modificados conforme aqui descrito. No caso dos
derivados em que o terminal carboxilo pode ser protegido
com um grupo amino, entdo o grupo amino de proteccdo é -
NH,. No caso dos derivados em que oS8 residuos aminodcidos
sdo substituidos por radicais gque ndo sdo residuos
aminodcidos, entdo as substituic®es sdo identificadas por
S, assim se designando todos os radicais descritos na obra
de Bhatnagar et al., J. Med. Chem. 39: 3814-9 (1996) e
Cuthbertson et al., J. Med. Chem. 40: 2876-82 (1997), que
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se consideram incorporadas por referéncia. Todos ©os
péptidos sdo ligados através de pontes peptidicas, salvo

quando especificado de outro modo.

Veiculos

De acordo com uma variante, a presente invencdo prevé
pelo menos um péptido acoplado pelo menos a um veiculo (Fy,
F,) através do terminal N, do terminal C ou de uma cadeia
lateral de um dos residuos aminoacidos desses péptidos.
Também ¢é possivel utilizar veiculos multiplos, v.g., um
fragmento Fc em cada terminal ou um fragmento Fc num
terminal e um grupo PEG no outro terminal ou uma cadeia
lateral.

Um dominio Fc é um veiculo preferencial. O dominio Fc
pode ser fundido com qualquer dos terminais N ou C dos
péptidos ou com ambos os terminais N e C.

Conforme se disse antes, as variantes de Fc sédo
veiculos adequados no ambito da presente invencdo. Um
dominio Fc natural pode ser exaustivamente modificado para
se obter uma variante de Fc de acordo com a presente
invencdo, desde que seja conservada a ligacdo ao receptor
recuperador. Ver, por exemplo, os documentos WO 97/34631 e
WO 96/32478. Em tais variantes de Fc, é possivel remover um
ou varios locais de um dominio Fc natural gue proporcione
particularidades estruturais ou actividades funcionais néo
solicitadas pelas moléculas de fusdo da presente invencéo.
Estes locais podem ser removidos, por exemplo, substituindo
ou suprimindo residuos, inserindo residuos no local ou
truncando parcelas que contenham o local. Os residuos
inseridos ou substituidos também podem ser aminodcidos

alterados, tais como peptidomiméticos ou aminoacidos D. as
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variantes de Fc podem ser desejaveis por inumeras razdes,
estando varias delas descritas adiante. Como exemplos de
variantes de Fc refere-se as moléculas e as sequéncias em
que:

1. os locais implicados na formacdo de pontes
dissulfureto sdo removidos. Tal remocdo pode impedir a
reacgcdo com outras proteinas que contenham cisteina,
presentes nas células hospedeiras wutilizadas ©para a
producdo das moléculas da presente invencdo. Com esta
finalidade, o segmento gque contém cisteina no terminal N
pode ser truncado ou entdo os residuos podem ser suprimidos
ou substituidos por outros aminoédcidos (v.g., alanilo,
serilo). Mesmo quando os residuos cisteina sdo removidos,
os dominios Fc de cadeia singular podem continuar a formar
um dominio Fc dimérico que se mantém coeso de uma forma né&o
covalente.

2. Modifica-se um dominio Fc natural para o tornar
mais compativel com uma célula hospedeira seleccionada. Por
exemplo, ¢é possivel remover a sequéncia PA junto ao
terminal N de um Fc natural tipico, o gqual pode ser
reconhecido por uma enzima digestiva em E. coli, tal como
uma prolina-iminopeptidase. Também ¢é possivel acrescentar
um residuo metionilo ao terminal N, especialmente quando a
molécula ¢é expressa de forma recombinante numa célula
bacteriana tal como as de E. coli.

3. Remove-se uma parcela do terminal N de um Fc
natural para evitar a heterogeneidade do terminal N quando
a expressdo tem lugar numa célula hospedeira seleccionada.
Para tal fim, é possivel suprimir quaisquer dos primeiros
20 residuos aminodcidos no terminal N, em particular os que

estdo nas posicdes 1, 2, 3, 4 e 5.
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4, Faz-se a remocdo de um ou vVvarios locais de
glicosilacdo. E possivel conferir uma resposta citolitica
aos residuos que estejam tipicamente glicosilados (v.g.,
asparagina) . Tais residuos podem ser suprimidos ou
substituidos por residuos nédo glicosilados (v.g., alanina).

5. S&o0 removidos os locais implicados na interaccéo
com o complemento, tais como o local de ligacdo de Clg. Por
exemplo, ¢é possivel suprimir ou substituir a sequéncia EKK
da IgGl humana. A restauracdo do complemento pode ndo ser
vantajosa para as moléculas da presente invencdo e por isso
pode ser evitada com tal variante de Fc.

6. S&o0 removidos os locais que afectem a ligacdo aos
receptores Fc diferentes de um receptor recuperador. Um Fc
natural pode possuir locais para interaccéio com
determinados leucdcitos que ndo sd0 necessarios para as
moléculas de fusdo da presente invencdo, podendo por isso
ser removidos.

7. Remove-se o local ADCC. O0Os locais ADCC séo
conhecidos na especialidade. Ver, por exemplo, Molec.
Immunol. 29 (5): 633-9 (1992) a propdsito dos locais ADCC
em IgGl. Estes locais também ndo s&do necessarios para as
moléculas de fusdo da presente invencdo, podendo por isso
ser removidos.

8. Quando o Fc natural ¢é obtido a partir de um
anticorpo ndo humano, entdo o Fc natural pode ser
humanizado. Tipicamente, para se humanizar um Fc natural
far-se-4 a substituicdo de residuos seleccionados no Fc
natural nao humano por residuos que se encontrem
normalmente no Fc natural humano. As técnicas para a
humanizacdo de anticorpos sdo perfeitamente conhecidas na

especialidade.
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Um veiculo alternativo poderia ser uma proteina, um
polipéptido, um péptido, um anticorpo, um fragmento de
anticorpo ou uma molécula pequena (v.g., um composto
peptidomimético) capaz de se ligar a um receptor
recuperador. Por exemplo, poder-se-ia utilizar como veiculo
um polipéptido do tipo descrito na patente de invencéo
norte-americana n® 5 739 277, datada de 14 de Abril de
1998, de Presta et al. 0s péptidos também poderiam ser
seleccionados por “phage display” para ligacdo ao receptor
recuperador FcRn. Tais compostos de ligacdo ao receptor
recuperador também estdo abrangidos na significacdo de
“veiculo” e estdo abrangidos no ambito da presente
invencdo. Tais veiculos deveriam ser seleccionados para ter
maior periodo de semi-vida (v.g., evitando as sequéncias
reconhecidas por proteases) e menor imunogenicidade (v.g.,
favorecendo as sequéncias ndo imunogénicas, conforme
conclusdes da humanizacdo de anticorpos).

Conforme se disse antes, também podem ser utilizados
veiculos poliméricos para F; e Fy;. Estdo presentemente
disponiveis diversos métodos para acoplar radicais gquimicos
Uteis enquanto veiculos, ver, v.g., tratado de cooperacédo
de patentes de invencdo ("PCT") internacional publicado com
o n°® WO 96/11953, com o titulo “N-Terminally Chemically
Modified Protein Compositions and Methods”, obra gque aqui
se considera totalmente integrada por referéncia. Esta
publicacdo do PCT descreve, entre outras coisas, o
acoplamento selectivo de polimeros soluveis em &agua ao
terminal N proteinas.

Um veiculo polimérico preferencial é o polietileno-
glicol (PEG). O grupo PEG pode ter um peso molecular

conveniente qualgquer e pode ser linear ou ramificado. O
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peso molecular médio do grupo PEG iréd estar compreendido
preferencialmente entre cerca de 2 qguiloDalton ("kDa") e
cerca de 100 kDa, mais preferencialmente entre cerca de 5
kDa e cerca de 50 kDa e muito mais preferencialmente entre
cerca de 5 kDa e cerca de 10 kDa. 0Os grupos PEG irdo ser
geralmente acoplados aos compostos da invencdo por acilacéo
ou por alguilacdo redutora através de um grupo reactivo no
radical PEG (v.g., um grupo aldeido, amino, tiol ou éster),
a um grupo reactivo no composto da invencdo (v.g., um grupo
aldeido, amino ou éster).

Uma estratégia Util para a PEGilacdo de péptidos
sintéticos consiste em combinar, mediante a formacido de uma
ligacdo conjugada em solucdo, um péptido e um radical PEG,
sendo cada um deles portador de uma funcionalidade especial
que seja mutuamente reactiva com a outra. Os péptidos podem
ser preparados facilmente recorrendo a metodologias
convencionais de fase sdélida conhecidas na especialidade.
Os péptidos sdo “pré-activados” com um grupo funcional
adequado no local especifico. Os precursores sao
purificados e totalmente caracterizados antes de reagirem
com o radical PEG. A ligacdo do péptido ao PEG ¢é feita
normalmente em fase aquosa e pode ser facilmente
monitorizada por HPLC analitica de fase inversa. Os
péptidos PEGilados podem ser facilmente purificados por
HPLC ©preparativa e podem ser caracterizados por HPLC
analitica, pela andlise dos aminodcidos e por
espectrometria de massa por dessorpcdo de laser.

Os polimeros polissacaridicos constituem um outro tipo
de polimeros soluveis em agua que podem ser utilizados para
a modificacdo de proteinas. Os dextranos sdo polimeros

polissacaridicos constituidos por subunidades individuais
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de glicose predominantemente ligadas por 1-6 ligacdes. O
préprio dextrano estd disponivel em diversos intervalos de
pesos moleculares e obtém-se facilmente com  pesos
moleculares compreendidos entre cerca de 1 kDa e cerca de
70 kDa.

O dextrano é um polimero adequado soluvel em Aagua
utilizavel na presente invencdo como veiculo por si prdéprio
ou em combinac¢do com um outro veiculo (v.g., Fc). Ver, por
exemplo, os documentos WO 96/11953 e WO 96/05309. A
utilizacéo de dextrano conjugado com imunoglobulina
terapéuticas ou de diagndéstico foi J& descrita; ver, por
exemplo, a publicacdo da patente europeia n® 0 315 456, que
se considera aqui incorporada por referéncia. E preferivel
dextrano com um peso molecular compreendido entre cerca de
1 kDa e cerca de 20 kDa, se esse dextrano for utilizado

como veiculo de acordo com a presente invencéo.

Linkers

Todos o0s grupos “linkers” s&do facultativos. Quando
presentes a sua estrutura quimica ndo é critica, uma vez
que a sua funcdo fundamental é a de separadores. Um lIinker
¢ feito preferencialmente de aminodcidos ligados entre si
por pontes peptidicas. Assim, em variantes preferenciais, o
linker contém entre 1 e 20 aminoédcidos ligados por pontes
peptidicas, sendo os aminoacidos seleccionados entre os 20
aminoadcidos que ocorrem naturalmente. Um ou varios destes
aminoacidos podem ser glicosilados, conforme é
perfeitamente sabido pelos especialistas na matéria. Numa
variante mais preferencial, os referidos 1 a 20 aminoéacidos
s&o seleccionados entre glicina, alanina, prolina,

asparagina, glutamina e lisina. Ainda mais
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preferencialmente, um linker é constituido por uma maioria
de aminocidcidos espacialmente desimpedidos, tais como a
glicina e a alanina. Deste modo, os Iinkers preferenciais
sdo as poliglicinas (em particular (Gly)s, (Gly)s), poli-
(Gly-Ala) e as polialaninas. Também sédo preferiveis
combinacdes de Gly e Ala enquanto linker aqui designado por
Kl e com a sequéncia de aminodcidos explicitada nos
exemplos subsequentes.

Também é possivel utilizar Iinkers nédo peptidicos. Por
exemplo, ¢é possivel utilizar linkers alquilicos, tais como
-NH- (CH;)s-C(0)-, em que s = 2-20. Estes linkers alquilicos
ainda podem ser substituidos por gualgquer grupo néao
espacialmente obstruidor, por exemplo, um grupo algquilo
inferior (v.g., C1-Cg¢), um grupo acilo inferior, um &tomo
de halogéneo (v.g., Cl, Br), um grupo CN, um grupo NH;, um
grupo fenilo, etc.. Como exemplo de um linker ndo peptidico
refere-se um Iinker PEG, com peso molecular compreendido
entre 100 e 5000 kDa e de preferéncia entre 100 e 500 kDa.
Os 1linkers peptidicos podem ser alterados para formarem

derivados, da mesma maneira anteriormente descrita.

Variantes e derivados

As variantes e o0s derivados dos agentes de ligacéo
especificos estéo abrangidos no dmbito da presente
invencdo. No conjunto das variantes refere-se as variantes
obtidas por insercdo, delecdo e substituicdo. Subentende-se
que um agente de ligacdo especifico particular da presente
invencdo pode conter um, dois ou trés tipos de variantes.
As variantes obtidas por insercdo e substituicdo podem
conter aminodcidos naturais, aminodcidos ndo convencionais

(conforme adiante especificado) ou de ambos os tipos.
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Num exemplo sdo utilizadas variantes por insercdo em
que um ou vVvarios residuos aminoéacidos, quer sejam
aminodcidos que ocorram naturalmente quer sejam amino&cidos
néao convencionais, complementam uma sequéncia de
aminoacidos de um péptido ou de um pepticorpo. As insercdes
podem estar localizadas em gqualquer um dos terminais da
proteina ou em ambos ou podem estar situadas dentro das
regides internas da sequéncia de aminoadcidos do pepticorpo.
As variantes obtidas por insercéo com residuos
suplementares em qualguer dos terminais ou em ambos
compreendem, por exemplo, as proteinas de fusdo e as
proteinas gue contenham etiquetas ou marcadores de
aminoacidos. As variantes obtidas por insercdo compreendem
0s péptidos e os pepticorpos em que um ou VAarios residuos
aminoacidos sdo acrescentados a sequéncia de aminoacidos do
péptido ou do pepticorpo ou seus fragmentos.

Os produtos de variantes da invencdo compreendem
também os péptidos e pepticorpos maturos em que foram
removidas as sequéncias lider ou de sinal, e as proteinas
resultantes que possuam residuos suplementares no terminal
amino, podendo esses aminoacidos ser naturais ou né&o
naturais. Estdo contemplados agentes de ligacdo especificos
(tais como o©os pepticorpos) com um residuo metionilo
suplementar na posicéo -1 dos aminodcidos (Met™
pepticorpo), e também os agentes de ligacdo especificos com
residuos suplementares de metionina e lisina nas posicdes -
2 e -1 (Met®Lys’). As variantes que possuam residuos
suplementares Met, Met-Lys, Lys (ou um ou varios residuos
basicos, em geral) sdo particularmente Uteis para uma maior
producdo de proteinas recombinantes em células hospedeiras

bacterianas.
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A invencédo compreende também variantes de agentes de
ligacdo especificos qgue ©possuam residuos aminoacidos
suplementares obtidos mediante a utilizacdo de sistemas de
expressdo especificos. Por exemplo, a utilizacdo de
vectores comercialmente disponiveis que realizem a
expressdo de um polipéptido desejado como parte de um
produto de fusédo com glutationa-S-transferase (GST)
proporciona o polipéptido desejado com um residuo glicina
suplementar na posicdo -1 dos aminoacidos, apdbds clivagem do
componente GST a partir do polipéptido desejado. Também
estdo contempladas as variantes que resultem da expresséio
de outros sistemas de vectores, incluindo agqueles em que as
caudas de poli-histidina s&o incorporadas na sequéncia de
aminodcidos, geralmente no terminal carboxi e/ou no
terminal amino da sequéncia.

As variantes por insercdo compreendem também proteinas
de fusdo em gue o0s terminais amino e/ou carboxi do péptido
ou do pepticorpo se encontram fundidos com um outro
polipéptido, com um seu fragmento ou com aminoacidos dgue
ndo sejam geralmente reconhecidos como parte de qualguer
sequéncia especifica de proteina. Como exemplos de tais
proteinas de fusido refere-se os polipéptidos imunogénicos,
proteinas com longos periodos de semi-vida de circulacéo,
tais como as regides constantes das imunoglobulinas, as
proteinas marcadoras, as proteinas ou os polipéptidos que
facilitem a purificacdo do péptido ou do pepticorpo
desejado, e as sequéncias polipetidicas que favorecam a
formacdo de proteinas multiméricas (tais como o0s motivos
leucine-zipper que sdo Uteis na formacdo/estabilizacdo de

dimeros) .



57

Este tipo de variante obtida por insercdo possuil
geralmente a totalidade ou uma parte substancial da
molécula nativa ligada no terminal N ou no terminal C a
totalidade ou a uma parte de um segundo polipéptido. Por
exemplo, nas proteinas de fusdo utiliza-se tipicamente
sequéncias lider provenientes de outras espécies para
permitir a expressdo recombinante de uma proteina num
hospedeiro heterdlogo. Uma outra proteina de fusdo util
contém a adicdo de um dominio imunologicamente activo, tal
como um epitopo de anticorpo, para facilitar a purificacéo
da proteina de fusdo. A inclusdo de um local de clivagem na
juncédo de fusédo ou préximo dela ird facilitar a remocédo do
polipéptido exdgeno apds a purificacéo.

H& outros produtos de fusdo uUteis que compreendem a
ligacdo de dominios funcionais, tais como locais activos
provenientes de enzimas, dominios de glicosilacdo, sinais
de encaminhamento celular ou regides transmembranares.

Nos circuitos comerciais hé& diversos sistemas de
expressdo de proteinas de fusdo disponiveis que podem ser
utilizados na presente invencéo. Os sistemas
particularmente 1Uteis compreendem, mas sem que 1sso
constitua qualquer limitacdo, o sistema de glutationa-S-
transferase (GST) (Pharmacia), o sistema proteinico de
ligacdo de maltose (NEB, Beverley, MA), o sistema FLAG
(IBI, New Haven, CT) e o sistema 6 x His (Qiagen,
Chatsworth, CA). Estes sistemas conseguem produzir péptidos
recombinantes e/ou pepticorpos portadores apenas de um
numero pequeno de aminodcidos suplementares para oS quais
se considera improvavel que afectem significativamente a
actividade do péptido ou do pepticorpo. Por exemplo, tanto

o0 sistema FLAG como o sistema 6 x His acrescentam apenas
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sequéncias curtas, sabendo-se que ambos sdo fracamente
antigénicos e que n&do afectam adversamente o enrolamento de
um polipéptido que resulta na sua conformacdo natural. Uma
outra fusdo do terminal N considerada util é a fusdo de um
dipéptido Met-Lys na regido do terminal N das proteinas ou
dos péptidos. Uma fusdo deste tipo pode produzir acréscimos
benéficos na expressdo ou na actividade da proteina.

H& outros sistemas de fusdo que produzem hibridos
polipeptidicos quando for desejavel excisar o parceiro de
fusédo a partir do péptido ou pepticorpo desejado. De acordo
com uma variante, o parceiro de fusdo ¢é ligado ao
pepticorpo recombinante por uma sequéncia peptidica que
contém uma sequéncia de reconhecimento especifica para uma
protease. Como exemplos de sequéncias adequadas refere-se
as reconhecidas pela protease do virus “etch” do tabaco
(TEV) (Life Technologies, Gaithersburg, MD) ou o factor Xa
(New England Biolabs, Beverley, MA).

A invencdo proporciona também polipéptidos de fusédo
que compreendem a totalidade ou uma parte de um pepticorpo
ou de um péptido da presente invencdo, em combinacido com o
factor tecidual truncado (tTF). O factor tTF & um agente de
encaminhamento vascular constituido por uma forma truncada
de uma proteina indutora da coagulacdo humana que actua
como agente coagulante dos vasos sanguineos tumorais,
conforme descrito nas patentes de invencdo norte-americanas
n“: 5 877 289; 6 004 555; 6 132 729; 6 132 730; 6 156 321;
e na patente de invencdo europeia n°® EP 0988056. A fusdo do
factor tTF com o pepticorpo ou péptido anti-Ang-2, ou com
os seus fragmentos facilita a administracdo de anti-Ang-2

as células destinatérias.
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De acordo com outro aspecto, a invencdo proporciona
variantes de delecdo em gue um ou varios residuos
aminodcidos num péptido ou num pepticorpo sdo removidos. As
deleccdes podem ser efectuadas em um ou em ambos 0S
terminais do pepticorpo, ou podem ser removidos um ou
varios residuos ao longo da sequéncia de aminodcidos do
pepticorpo. As variantes por delecédo compreendem
necessariamente todos os fragmentos de um péptido ou de um
pepticorpo.

Ainda de acordo com um outro aspecto, a invencédo
proporciona variantes de substituicdo de péptidos e
pepticorpos da invengdo. As variantes de substituicéo
compreendem os péptidos e pepticorpos em que um ou VAarios
residuos aminodcidos sdo removidos e substituidos por um ou
varios aminoacidos alternativos, podendo esses aminoacidos
ser dos tipos que ocorrem naturalmente ou ndo naturalmente.
As variantes por substituicdo geram péptidos e pepticorpos
que sdo “semelhantes” ao péptido ou pepticorpo original, na
medida em que as duas moléculas possuem uma determinada
percentagem de aminoédcidos idénticos. As variantes por
substituicdo compreendem as substituicdes de 1, 2, 3, 4, 5,
e, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 e 30 aminodcidos no interior de
um péptido ou pepticorpo, em gque o numero de substituicdes
pode ir até 10% ou mais dos aminodcidos do péptido ou
pepticorpo. De acordo com um aspecto, as substituicdes séo
de natureza conservadora; no entanto, a invencdo também diz
respeito a substituicdes que sejam de tipo ndo conservador
e compreende ainda aminoadcidos ndo convencionais.

A identidade e a similaridade de péptidos e
pepticorpos congéneres pode ser determinada facilmente por

métodos conhecidos. Tais métodos compreendem, mas sem dque
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isso constitua qualquer limitacéo, 0s descritos em
Computational Molecular Biology, Lesk, A. M., ed., Oxford
University Press, New York (1988) ; Biocomputing:
Informatics and Genome Projects, Smith, D. W., ed.,
Academic Press, New York (1993); Computer Analysis of
Sequence Data, Parte 1, Griffin, A. M. e Griffin, H. G.,
eds., Humana Press, New Jersey (1994); Sequence Analysis in
Molecular Biology, von Heinje, G., Academic Press (1987);
Sequence Analysis Primer, Gribskov, M. e Devereux, J.,
eds., M. Stockton Press, New York (1991); e Carillo et al.,
SIAM J. Applied Math., 48: 1073 (1988).

Os métodos preferenciais para a determinacdo do
“parentesco” ou identidade percentual entre dois péptidos
ou polipéptidos, ou entre um polipéptido e um péptido, sé&o
concebidos de modo a permitirem a correspondéncia maxima
entre as sequéncias testadas. Os métodos para a
determinacdo da identidade estdo descritos e contidos em
programas informadticos disponibilizados por instituicgdes
para o publico em geral. Os métodos informaticos
preferenciais para a determinacdo da identidade entre duas
sequéncias compreendem, mas sem que 1sso constitua qualquer
limitacdo, o pacote informdtico GCG, compreendendo oS
programas GAP (Devereux et al., Nucl. Acid. Res., 12: 387
(1984); Genetics Computer Group, University of Wisconsin,
Madison, WI, BLASTP, BLASTN e FASTA (Altschul et al., J.
Mol. Biol., 215: 403-410 (1990)). O programa BLASTX pode
ser obtido em ‘National Center for Biotechnology
Information’ (NCBI) e noutras fontes (BLAST Manual,
Altschul et al. NCB/NLM/NIH Bethesda, MD 20894; Altschul et

al., supra (1990)). Para a determinacdo da identidade
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também ¢é possivel utilizar o algoritmo de Smith Waterman
perfeitamente conhecido.

Alguns esquemas de alinhamento para alinhar duas
sequéncias de aminodcidos podem ter como resultado o facto
de apenas haver correspondéncia numa regido curta das duas
sequéncias, podendo esta regido pequena alinhada apresentar
uma identidade de sequéncia muito elevada, mesmo néao
havendo nenhuma relacdo significativa entre as duas
sequéncias de comprimento completo. Assim sendo, em
determinadas variantes, o método de alinhamento escolhido
(programa GAP) ira ter como consequéncia um alinhamento que
abrange pelo menos 10% do comprimento completo do
polipéptido em causa que estd a ser comparado, isto &, pelo
menos 40 aminodcidos contiguos nos casos em gue estejam a
ser comparadas sequéncias que possuam pelo menos 400
aminoadcidos, 30 aminocdcidos contiguos nos casos em Jque
estejam a ser comparadas sequéncias que possuam pelo menos
entre 300 e cerca de 400 aminodcidos, pelo menos 20
aminoacidos contiguos nos casos em que estejam a ser
comparadas sequéncias contendo entre 200 e cerca de 300
aminocacidos e pelo menos 10 aminodcidos contiguos nos casos
em que estejam a ser comparadas sequéncias contendo entre
cerca de 100 e 200 aminoacidos.

Por exemplo, utilizando o algoritmo informético GAP
(Genetics Computer Group, University of Wisconsin, Madison,
WI), faz-se o alinhamento de dois polipéptidos para os
quais se ©pretende determinar o valor percentual de
identidade de sequéncia de modo a que haja um
emparelhamento oéptimo dos seus respectivos aminoacidos (o
“matched span” (comprimento de emparelhamento), conforme

determinado pelo algoritmo). Em determinadas variantes, em



62

conjunto com o algoritmo, utiliza-se uma “gap open penalty”
(funcdo de custo de abertura de espacamento) (calculado
tipicamente como sendo 3 x o valor da diagonal média); a
“diagonal média” é a média da diagonal da matriz de comparacédo
que estd a ser wutilizada; a “diagonal” é o “score”
(pontuacdo) ou o numero atribuido a cada emparelhamento
perfeito entre aminodcidos permitida pela matriz de
comparacdo particular) e uma “gap extension penalty”
(funcdo de custo de extensdo de espacamento) (que ¢é
normalmente 1/10 da “gap opening penalty”, ou seja, da
funcdo de custo de abertura de espacamento) e também uma
matriz de comparacdo tal como PAM 250 ou BLOSUM 62. Em
algumas variantes, o algoritmo prevé também a utilizacédo de
uma matriz de comparacdo padrdo (ver Davhoff et al., Atlas
of Protein Sequence and Structure, 5 (3) (1978), para a
matriz de comparacdo PAM 250; Henikoff et al., Proc. Natl.
Acad. Sci USA, 89: 10915-10919 (1992), para a matriz de
comparacdo BLOSUM 62).

Em algumas formas de realizacdo, os parametros para
uma comparacdo entre sequéncias polipeptidicas sé&do os
seguintes:

algoritmo: Needleman et al., J. Mol. Biol., 48: 443-
453 (1970);

matriz de comparacdo: BLOSUM 62 de Henikoff et al.,
supra (1992);

“gap penalty” (custo de espacamento): 12

“gap lenght penalty” (custo do comprimento do
espacamento) : 4

“threshold of similarity” (limiar de similaridade): O.

O programa GAP pode ser Util com os parémetros

anteriores. Em determinadas variantes, 0s paréametros
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supramencionados sdo 0s parametros por defeito para as
comparacdes polipetidicas (sem introducdo de nenhuma
“penalty for end gaps”, ou seja, funcdo de custo para os
espagamentos terminais) wutilizando o algoritmo GAP. Em
determinadas formas de realizacdo, o0s parédmetros para as
comparacdes entre sequéncias de moléculas polinucleotidicas
(em contraposicéo a uma sequéncia de aminoacidos)
compreendem o0s seguintes:

algoritmo: Needleman et al., supra (1970);

matriz de comparacdo: emparelhamentos = +10,
desemparelhamento = 0

“gap penalty” (custo de espacamento): 50

“gap lenght penalty” (custo do comprimento do
espacamento) : 3.

O programa GAP também pode ser Util com os parametros
anteriores. Os parémetros supramencionados séo os
pardmetros por defeito para comparacdes entre moléculas
polinucleotidicas.

E possivel utilizar outros algoritmos
exemplificativos, ”“gap opening penalties” (funcdo de custo
de abertura de espacamento), “gap extension penalties”
(funcdo de custo de extensdo de espacamento), “gap lenght
penalties” (custo do comprimento do espacamento), matrizes
de comparacdo, limiares de similaridade, etc., incluindo os
que estdo explicitados na obra Program Manual, Wisconsin
Package, Versdo 9 de Setembro, 1997. As opcbdes particulares
realizaveis sédo evidentes para os especialistas na matéria
e 1rdo depender da comparacdo concreta que se pretenda
fazer, tal como ADN-para-ADN, proteina-para-proteina,
proteina-para-ADN; e complementarmente oS casos em que a

comparacdo é feita entre determinados pares de sequéncias



64

(casos em que se da preferéncia geralmente aos programas
GAP ou BestFit) ou entre uma sequéncia e um grande base de
dados de sequéncias (caso em que sdo preferiveis os
programas FASTA ou BLASTA).

Tal Ccomo aqui utilizado, 0s vinte aminoéacidos
convencionais e as suas abreviaturas estdo em conformidade
com a pratica habitual. Ver Immunology - A Synthesis (2°
Edicdo, E. S. Golub e D. R. Gren, Eds., Sinauer Associates,
Sunderland, Mass. (1991)), obra que aqui se considera
incorporada por referéncia para qualquer fim.

Os aminoadcidos podem ter estereoquimica L ou D
(excepto no caso de Gly, que ndo é nem L nem D) e os
polipéptidos e composicdes da presente invencdo podem
compreender uma combinacdo de estereoquimicas. No entanto,
é preferivel a estereoquimica L. A invencdo proporciona
também moléculas inversas em gque ha& uma inversdo entre o
terminal amino e o terminal carboxi na sequéncia de
aminoadcidos. Por exemplo, o inverso de uma molécula gue
possua a sequéncia normal X;-X;-X3 serda X3;-X;-X;. A invencéo
proporciona também moléculas retro-inversas em que, tal
como se disse antes, h& uma inversdo entre o terminal amino
e o0 terminal carboxi na sequéncia de aminodcidos e o0s
residuos que sejam normalmente enantidmeros “L” @ sé&o
alterados para a forma estereoisomérica “D”.

Os estereoisdmeros (v.g., aminoacidos D) dos vwvinte
aminoacidos convencionais, o0s aminoacidos ndo naturais,
tais Como 08 aminoé&cidos o, -dissubstituidos, 0s
aminodcidos N-alquilados, o) adcido ladctico e outros
aminoacidos nédo convencionais também podem ser componentes
adequados para os polipéptidos da presente invencdo. Como

exemplos de aminocadcidos ndo convencionails refere-se, sem
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nenhuma limitacdo: &cido aminoadipico, R-alanina, &cido PB-
aminopropidénico, &acido aminobutirico, &cido piperidinico,
acido aminocaprdbico, dcido amino-heptandico, acido
aminoisobutirico, acido aminopimélico, adcido
diaminobutirico, desmosina, &cido diaminopimélico, &cido
diaminopropidbnico, N-etilglicina, N-etilaspargina,
hidroxilisina, alo-hidroxilisina, hidroxiprolina,
isodesmosina, alo-isoleucina, N-metilglicina, sarcosina, N-
metilisoleucina, N-metilvalina, norvalina, norleucina,
oritina, 4-hidroxiprolina, Y-carboxiglutamato, €-N, N, N-
trimetil-lisina, ¢-N-acetil-1lisina, O-fosfosserina, N-
acetilserina, N-formilmetionina, 3-metil-histidina, 5-
hidroxilisina, o-N-metilarginina e outros aminoécidos
semelhantes (v.g., 4-hidroxiprolina).

De igual modo, salvo quando especificado de forma
diferente, a extremidade do lado esquerdo das sequéncias
polinucleotidicas de cadeia singular é a extremidade 5’; o
sentido orientado para o lado esquerdo das sequéncias
nucleotidicas de cadeia dupla é designado por sentido de
57. 0O sentido de 5’ para 3’ com adicdo dos transcritos de
ARN nascentes ¢ designado por sentido de transcricdo; as
regides da sequéncia na cadeia de ADN gue possuem a mesma
sequéncia que o ARN tem e que sdo 5’ em relacdo a
extremidade 5’ do transcrito de ARN sdo designadas por
“sequéncias a montante”; as regides da sequéncia na cadeia
de ADN qgque possuem a mesma sequéncia que o ARN tem e que
sdo 3’ em relacdo a extremidade 3’ do transcrito de ARN s&o
designadas por “sequéncias a jusante”.

Faz-se observar que os residuos aminodcidos podem ser
classificados em classes com base nas suas propriedades

comuns da cadeia lateral.
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1. Hidrofdébicos neutros: Alanina (Ala; A), Valina

(Val; V), Leucina (Leu; L), Isoleucina (Ile; 1I), Prolina
(Pro; P), Triptofano (Trp; W), Fenilalanina (Phe; F) e
Metionina (Met, M).

2. Polares neutros: Glicina (Gly; G); Serina (Ser; S),

Treonina (Thr; T), Tirosina (Tyr; Y), Cisteina (Cys; C),
Glutamine (Glu; Q), Asparagina (Asn; N) e Norleucina.

3. Acidicos: Acido aspartico (Asp; D), Acido glutamico
(Glu; E).

4., Béasicos: Lisina (Lys; K), Arginina (Arg; R),
Histidina (His; H). Ver Lewin, B., Genes V, Oxford
University Press (1994), pag. 11.

As substituicdes de aminocacidos conservadoras podem
abranger residuos aminoadcidos n&oc convencionais, o©s quais
sdo tipicamente incorporados por sintese quimica de
péptidos em vez de o serem por sintese em sistemas
biolbégicos. Estdo aqui incluidas, sem nenhuma limitacdo, as
formas ©peptidomiméticas e outras formas inversas ou
invertidas de radicais aminodcidos. As substituigdes néo
conservadoras podem implicar a permuta de um membro de uma
destas classes por um membro de uma outra classe.

Ao executar tais modificacdes, de acordo com
determinadas variantes, pode ser considerado o indice
hidropadtico dos aminoédcidos. A cada aminoédcido esté
associado um indice  hidropatico com base nas suas
caracteristicas de hidrofobicidade e carga eléctrica. Tais
indices s&do: isoleucina (+4,5); wvalina (+4,2); leucina
(+3,8); fenilalanina (+2,8); cisteina/cistina (+2,5);
metionina (+1,9); alanina (+1,8); glicina (-0,4); treonina
(-0,7); serina (-0,8); triptofano (-0,9); tirosina (-1,3);
prolina (-1,06); histidina (-3,2); glutamato (-3,5);
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glutamina (-3,5); aspartato (-3,5); asparagina (-3,5);
lisina (-3,9) e arginina (-4,5).

A importédncia do indice hidropatico dos aminoacidos
para conferir wuma funcdo bioldgica interactiva a uma
proteina é conhecida na especialidade. Kyte et al., J. Mol.
Biol., 157: 105-131 (1982). Sabe-se que determinados
aminocacidos podem ser substituidos por outros aminoacidos
que possuam a mesma classificacdo ou indice hidropatico e
continuarem a manter uma actividade bioldégica semelhante.
Ao serem efectuadas modificacdes com base no indice
hidropatico, em determinadas variantes, esta incluida a
substituicdo de aminodcidos cujos 1indices hidropéaticos
estejam compreendidos no intervalo 2. Em determinadas
variantes, estdo incluidas aquelas em que o indice esté
entre *1 em algumas variantes aquelas em que o indice esta
incluido entre #0,5.

Sabe-se na especialidade que a substituicdo de
aminoadcidos semelhantes pode ser efectuada eficientemente
com base na hidrofilicidade, em particular se o pepticorpo
ou péptido Dbiologicamente funcional assim criado se
destinar a ser utilizado em variantes imunoldégicas, como é
0 caso presente. Em determinadas situacdes, o valor méximo
da hidrofilicidade média local de uma proteina, conforme
determinado pela hidrofilicidade dos seus aminoéacidos
adjacentes, esta correlacionado com as suas imunogenicidade

e antigenicidade, isto &, com uma propriedade bioldgica da

proteina.

Foram atribuidos 08 seguintes valores de
hidrofilicidade aos seguintes residuos aminoacidos:
arginina (+3,0); lisina (+3,0); aspartato (+3,0 =+ 1);

glutamato (+3,0 * 1); serina (+0,3); asparagina (+0,2);
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glutamina (+0,2); glicina (0); treonina (-0,4); prolina
(-0,5 £ 1); alanina (-0,5); histidina (-0,5) ; cisteina
(-1.0); metionina (-1,3); wvalina (-1,5); leucina (-1,8);
isoleucina (-1,8); tirosina (-2,3); fenilalanina (-2,5) e
triptofano (-3,4). Ao serem efectuadas modificacdes com

base em valores semelhantes de hidrofilicidade, em
determinadas variantes, estd incluida a substituicdo de
aminoadcidos «cujos valores de hidrofilicidade esteja no
intervalo 2, em determinadas variantes estdo incluidas
aquelas cujos valores estejam no intervalo 1 e em
determinadas variantes aquelas cujos valores estejam no
intervalo 0,5. Também ¢é possivel identificar epitopos a
partir de sequéncias primdrias de aminoacidos com base na
hidrofilicidade. Estas regides sdo designadas também por
“regides nucleares epitdpicas”.

Como exemplos de substituicdes de aminodcidos refere-
se as explicitadas no quadro 2 subsequente.

Quadro 2

Substituicdes de aminoacidos

Residuos Substituicdes exemplificativas Substituicdes
originais preferidas
Ala Val, Leu, Ile Val
Arg Lys, Gln, Asn Lys
Asn Gln, Glu, Asp Gln
Asp Glu, Gln, Asp Glu
Cys Ser, Ala Ser
Gln Asn, Glu, Asp Asn
Glu Asp, Gln, Asn Asp
Gly Pro, Ala Ala
His Asn, Gln, Lys, Arg Arg
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Ile Leu, Val, Met, Ala, Phe, Leu

Norleucina

Leu Norleucina, Ile, Val, Met, Ala, Ile
Phe

Lys Arg, éacido 1,4-diamino-butirico, Arg

Gln, Asn

(continuacéo)

Substituicdes de aminoé&cidos

Residuos Substituicdes exemplificativas Substituicdes
originais preferiveis
Met Leu, Phe, Ile Leu
Phe Leu, Val, Ile, Ala, Tyr Leu
Pro Ala Gly
Ser Thr, Ala, Cys Thr
Thr Ser Ser
Trp Tyr, Phe Tyr
Tyr Trp, Phe, Thr, Ser Phe
Val Ile, Met, Leu, Phe, Ala, Leu

Norleucina

Um especialista na matéria consegue determinar
variantes adequadas do polipéptido aqui explicitado,
recorrendo a técnicas perfeitamente conhecidas. Em
determinados casos, um especialista na matéria pode
identificar &reas adequadas da molécula gue possam ser
modificadas sem destruicdo da actividade, visando regides
nao consideradas importantes para a actividade. Em
determinados casos, ¢ possivel identificar parcelas de

moléculas e residuos que sdo conservados entre péptidos ou
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polipéptidos semelhantes. Em determinados casos, até mesmo
as Areas que eventualmente possam ser importantes para a
actividade Dbioldégica ou para a estrutura podem ser
submetidas a substituicdes de aminodcidos conservadoras,
sem que haja destruicdo da actividade bioldégica ou sem que
seja afectada prejudicialmente a estrutura do polipéptido.

Além disso, um especialista na matéria pode realizar
estudos de tipo estrutura-funcdo, identificando residuos em
polipéptidos semelhantes que sejam importantes para a
actividade ou para a estrutura. A luz de uma tal
comparacdo, ¢é possivel prever a importancia dos residuos
aminoadcidos numa proteina, que correspondam aos aminodcidos
que sejam importantes para a actividade ou para a estrutura
em proteinas semelhantes. Um especialista na matéria pode
optar por substituicdes de aminoacidos quimicamente
semelhantes para tais residuos aminodcidos importantes
previstos.

Um especialista na matéria também pode analisar a
estrutura tridimensional e a sequéncia de aminoacidos
tomando como referéncia esta estrutura em polipéptidos
semelhantes. A luz de tal informacdo, um especialista na
matéria consegue prever o alinhamento de residuos
aminoacidos de um anticorpo em relacdo a sua estrutura
tridimensional. Em determinados casos, um especialista na
matéria pode optar por ndoc fazer modificagdes radicais nos
residuos aminodcidos que preveja que estejam sobre a
superficie da proteina, uma vez que tais residuos podem
estar envolvidos em interaccdes importantes com outras
moléculas. Mais ainda, um especialista na matéria pode
gerar variantes de ensaio que contenham uma Unica

substituicdo de aminodcido em cada residuo aminoacido
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desejado. As variantes podem ser depois analisadas

recorrendo a ensaios de actividade conhecidos ©pelos

especialistas na matéria. Tais variantes poderiam ser
utilizadas para reunir informacéo sobre variantes
adequadas. Por exemplo, se alguém concluir gque uma

modificacdo num residuo aminodcido particular tem como
resultado uma actividade destruida, indesejavelmente
reduzida ou inconveniente, as variantes com tal modificacéo
podem ser evitadas. Dito por outras palavras, com base na
informacdo reunida a partir de tais experiéncias de rotina,
um especialista na matéria consegue determinar facilmente
quais os aminoédcidos onde devem ser evitadas mais
substituicdes quer por si sdés quer em combinacdo com outras
mutacdes.

H& inUmeras ©publicacdes <cientificas dedicadas a
previsdo de estruturas secundarias. Ver Moult J., Curr. Op.
in Biotech., 7 (4): 422-427 (1996), Chou et al.,
Biochemastry, 13 (2): 222-245 (1974) ; Chou et al.,
Biochemistry, 113 (2): 211-222 (1974); Chou et al., Adv.
Enzymol. Relat. Areas Mol. Biol., 47: 45-148 (1978); Chou
et al., Ann. Rev. Biochem., 47: 251-276 e Chou et al.,
Biophys. J., 26: 367-384 (1979) . Além disso, ha
presentemente programas informaticos que ajudam a prever a
estrutura secundidria. Um método de previsdo da estrutura
secundaria tem por base a modulacdo de homologia. Por
exemplo, dois polipéptidos ou duas proteinas que tenham uma
identidade sequencial superior a 30%, ou uma similaridade
superior a 40%, possuem frequentemente topologias
estruturais semelhantes. O desenvolvimento recente de bases
de dados estruturais de proteinas (PDB) veio aumentar a

previsibilidade das estruturas secundarias, incluindo o



12

numero potencial de vezes contidas numa estrutura de um
polipéptido ou de uma proteina. Ver Holm et al., DNucl.
Acid. Res., 27 (1): 244-247 (1999). Foi J& sugerido
(Brenner et al., Curr. Op. Struct. Biol., 7 (3): 369-376
(1997)) gque o numero de vezes num dado polipéptido ou numa
proteina é limitado e uma vez resolvido um numero critico
de estruturas, a previséao estrutural torna-se
extraordinariamente mais exacta.

Outros métodos de previsdo da estrutura secundaria
compreendem Y“concatenacdo” (Jones, D., Curr. Open. Struct.
Biol., 7 (3): 377-87 (1997); Sippl et al., Structure, 4
(1): 15-19 (1996)), a “anadlise de perfil” (Bowie et al.,
Science, 253: 164-170 (1991); Gribskov et al., Meth.
Enzym., 183: 146-159 (1990); Gribskov et al., Proc. Nat.

Acad. Sci., 84 (13): 4355-4358 (1987)) e a “ligacéao
evolutiva” (ver Holm, supra (1999) e Brenner, supra
(1997)) .

Em determinados casos, as variantes de pepticorpos
compreendem variantes de glicosilacdo em que foram
acrescentados aos pepticorpo um ou varios locais de
glicosilacdo, tais como um local de glicosilacdo com
ligagdes N. Um local de glicosilacdo com 1ligacdes N
caracteriza-se pelas sequéncias Asn-X-Ser ou Asn-X-Thr, em
que o residuo aminodcido designado por X pode ser qualquer
residuo aminoacido com a excepcéo da prolina. A
substituicdo ou a adicdo de residuos aminoédcidos para criar
esta sequéncia proporciona um novo local potencial para a
adicdo de uma cadeia de hidratos de carbono com ligacdes N.
Em alternativa, as substituicdes que eliminem esta
sequéncia irdo remover uma cadeia existente de hidratos de

carbono com ligacdes N. Também estd previsto um rearranjo
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de cadeias de hidratos de carbono com ligagdes N em gque um
ou varios locais de glicosilacéo com ligacdes N
(tipicamente, aqueles que ocorram de maneira natural) sé&o

eliminados e um ou varios locais novos com ligacdes N sé&o

criados.
A invencéao proporciona também “derivados” que
compreendem pepticorpos portadores de modificacdes

diferentes ou complementares de insercdes, supressdes ou
substituicdes de residuos aminoadcidos. De preferéncia, as
modificacdes sdo de natureza covalente e compreendem, por
exemplo, o acoplamento gquimico com polimeros, lipidos e com
outros radicais organicos e inorgdnicos. E possivel
preparar derivados da invencdo para aumentar o periodo de
semi-vida de circulacdo de um pepticorpo ou é possivel
concebé-1los de modo a melhorar a capacidade de
encaminhamento do pepticorpo para as células, tecidos ou
6brgdos desejados.

Como exemplos de derivados refere-se os radicais em
que foram efectuadas um ou véarias das modificacdes
seguintes:

* uma ou varias das 1ligacdes (unides) peptidilicas

[-C (O)NR-] foram substituidas por uma ligacéao nao
peptidilica, tal com uma ligacdo -CHy-carbamato [-CHjy-
OC (O)NR-1]; uma ligacdo fosfonato; uma ligacdo  -CHjy-
sulfonamida [-CH;-S(0);NR-]; uma ligacdo ureia [-NHC (O)NH-];
uma ligacéo -CHy-amina secundaria ou uma ligacéo
peptidilica alquilada [-C(O)NR°-, em que o simbolo R®

representa um grupo alquilo inferior ];

* péptidos em que o terminal N é transformado num
grupo ~-NRR'; num grupo -NRC(O)R; num grupo -NRC(O)OR; num
grupo -NRS (0);R; num grupo -NHC (O)NHR, em que os simbolos R
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e R' representam o &tomo de hidrogénio ou um grupo algquilo
inferior, com a condicdo de os simbolos R e R' ndo
representarem simultaneamente o &atomo de hidrogénio; num
grupo succinimida; num grupo benziloxicarbonil-NH- (CBZ-NH-)
ou num grupo benziloxicarbonil-NH- gque possua entre 1 a 3
substituintes no anel fenilo, seleccionado entre o conjunto
constituido por alquilo inferior, alcoxi inferior, cloro e
bromo e

* péptidos em que o terminal C livre é transformado em
-C(0)R?’, em que o radical R? ¢é seleccionado entre o
conjunto constituido por alcoxi inferior e -NR’R?, em que
os radicais R’ e R®' sdo seleccionados independentemente
entre o conjunto constituido por &atomos de hidrogénio e
alquilo inferior. O termo “inferior” significa que um grupo
possui entre 1 e 6 atomos de carbono.

Além disso, ¢é possivel introduzir modificacdes de
aminoacidos individuais nos polipéptidos ou composicdes da
invencdo, fazendo reagir os residuos aminocdcidos relevantes
do péptido com um agente orgadnico de transformacdo que seja
capaz de reagir com as cadeias laterais seleccionadas ou
com residuos terminais. O que a seguir se indica ¢é
exemplificativo.

E possivel fazer reagir residuos terminais lisinilo e
amino com anidridos do &cido succinico ou de outros acidos
carboxilicos. A transformacdo com estes agentes tem o
efeito de inverter a modificacdo dos residuos lisinilo.
OQutros reagentes adequados para a transformacdo de residuos
que contenham o-amino compreendem os imidoésteres, tais
como picolinimidato de metilo; fosfato de piridoxal,

piridoxal; cloroboro-hidreto; acido trinitrobenzeno-
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sulfénico; O-metilisoureia; 2,4-pentanodiona e a reaccédo
com glioxilato catalisada com transaminase.

E possivel modificar os residuos arginilo por reaccéo
com um ou VAarios reagentes convencionais, referindo-se
entre eles fenil-glioxal, 2,3-butanodiona, 1,2-ciclo-
hexanodiona e ninidrina. A transformacdo de residuos
arginina exige que a reaccdo seja executada em condicdes
alcalinas devido ao elevado valor do indice pKa do grupo
funcional guanidina. Além disso, estes reagentes podem
reagir com o0s grupos de lisina e também com o grupo
guanidino da arginina.

A modificacdo especifica do residuo tirosilo per si
foi j& estudada exaustivamente, com particular interesse no
que diz respeito a introducdo de identificadores espectrais
nos residuos tirosilo por reaccdo com compostos de diazdnio
aromaticos ou tetranitrometano. Mais vulgarmente, é
possivel wutilizar N-acetil-imidazole e tetranitrometano
para formar espécies respectivamente de O-acetil-tirosilo e
derivados em 3-nitro.

E possivel modificar selectivamente os grupos laterais
carboxilo (aspartilo ou glutamilo) por  reaccéao com
carbodiimidas (R’-N=C=N-R’), tais como l-ciclo-hexil-3-(2-
morfolinil-(4-etil)-carbodiimida ou l-etil-3-(4-azonia-
4,4-dimetilpentil)-carbodiimida. Mais ainda, os residuos
aspartilo e glutamilo podem ser convertidos em residuos
asparaginilo e glutaminilo por reaccdo com ides amdbnio.

Os residuos glutaminilo e asparaginilo s&o
frequentemente desamidados para darem oS8 correspondentes
residuos glutamilo e aspartilo. Em alternativa, estes

residuos podem ser desaminados em condic¢des moderadamente
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acidicas. Todas as formas destes residuos estdo abrangidas
no ambito da presente invencéo.

A transformacdo com agentes bifuncionais é Util para
fazer a interligacdo dos péptidos ou dos seus derivados
funcionais a uma matriz de suporte insoluvel em agua ou a
outros veiculos macromoleculares. Como agentes de
interligacdo wvulgarmente utilizados refere-se, v.g., 1,1-
bis(diazoacetil)-2-feniletano, glutaraldeido, ésteres de N-
hidroxi-succinimida, por exemplo, ésteres com o &acido 4-
azidossalicilico, imidoésteres homobifunctionais, incluindo
ésteres de dissuccinimidilo, tais como 3,3'-ditiobis-
(succinimidilpropionato), e maleimidas bifuncionais, tais
como bis-N-maleimido-1, 8-octano. Os agentes de
transformacdo tais como metil-3-[(p-azidofenil)-ditio]-
propioimidato produzem intermedidrios fotoactivaveis que
sdo capazes de formar ligacdes cruzadas na presenca de luz.
Em alternativa, para a imobilizacdo de proteinas é possivel
utilizar matrizes reactivas, insoluveis em &gua, tais como
os hidratos de carbono activados por brometo de cianogénio
e 08 substratos reactivos descritos nas patentes de
invencdo norte-americanas n° 3 969 287; 3 691 016; 4 195
128; 4 247 042; 4 229 537 e 4 330 440.

Outras modificacdes possiveis compreendem a
hidroxilacdo da prolina e da 1lisina, a fosforilacdo de
grupos hidroxilo de residuos serilo e treonina, a oxidacéao
do 4tomo de enxofre em Cys, a metilacdo de grupos o-amino
de cadeias laterais de 1lisina, arginina e histidina
(Creighton, T. E., Proteins: Structure and Molecule
Properties, W. H. Freeman & Co., San Francisco, pags. 79-86
(1983)), a acetilacdo do amina do terminal N e, em alguns

casos, a amidacdo dos grupos carboxilo do terminal C.
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Tais radicais transformados melhoram preferencialmente
uma ou varias caracteristicas, incluindo a actividade anti-
aniogénica, solubilidade, absorcdo, periodo de semi-vida
bioldégica e outras propriedades idénticas dos compostos. Em
alternativa, os radicais transformados podem dar origem a
compostos que tenham as mesmas caracteristicas ou
praticamente as mesmas caracteristicas e/ou propriedades do
composto que ndo foi transformado. Em alternativa, os
radicais podem eliminar ou atenuar qualquer efeito
secundario indesejado dos compostos, e nédo sb.

Os compostos da presente invencdo também podem ser
modificados do ADN. A sequéncia de ADN de qualquer parcela
do composto pode ser modificada de modo a possuir coddes
mais compativeis com a célula hospedeira escolhida. No caso
de E. coli, que ¢é a célula hospedeira preferencial, os
coddes optimizados sdo conhecidos na especialidade. E
possivel substituir coddes para eliminar locais de
restricdo ou para incorporar locais de restricdo sem efeito
aparente, podendo isso ajudar a fazer o processamento do
ADN na célula hospedeira escolhida. As sequéncias do
veiculo, do linker e do ADN do ©péptido podem ser
modificadas de modo a conterem quaisquer das modificacdes
de sequéncias referidas antes. Deste modo, todas as
modificacdes, substituicdes, transformacdes, etc., aqui
enunciadas sdo igualmente aplicaveis a todos os aspectos da
presente invencédo, incluindo, mas sem gue 1isso constitua
qualguer limitacdo, aos péptidos, aos dimeros e multimeros
peptidicos aos linkers e aos veiculos.

Além do mais, um especialista na matéria pode realizar
estudos do tipo estrutura-funcido para identificar residuos

em péptidos semelhantes que sejam importantes para a
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actividade ou para a estrutura. A luz de uma tal
comparacdo, ¢ possivel prever a importédncia de residuos
aminoadcidos num péptido, que corresponda a residuos
aminodcidos que sejam importantes para a actividade ou a
estrutura em péptidos semelhantes. Um especialista na
matéria pode optar por substituicdes de aminoacidos
quimicamente semelhantes para tais residuos ©previstos
aminoadcidos importantes dos péptidos.

Um especialista na matéria também pode analisar a
estrutura tridimensional e a sequéncia de aminoécidos
tomando como por base essa estrutura em polipéptidos
semelhantes. A luz de tal informacdo, um especialista na
matéria consegue prever o alinhamento dos residuos
aminodcidos de um péptido em relacdo a sua estrutura
tridimensional. Em determinados casos, um especialista na
matéria pode decidir né&o fazer modificacdes radicais nos
residuos aminoédcidos ©previstos sobre a superficie da
proteina, uma vez que tais residuos podem estar implicados
em interaccdes importantes com outras moléculas. Mais
ainda, um especialista na matéria pode gerar variantes de
ensaio que contenham uma Unica substituicdo de aminoacidos
em cada residuo aminoacido desejado. As variantes podem ser
entédo pesquisadas utilizando ensaios de actividade
conhecidos pelos especialistas na matéria. Tais dados
poderiam ser utilizadas ©para reunir informacdo sobre
variantes adeguadas. Por exemplo, no caso de se concluir
que uma modificacdo num residuo aminoacido particular
tivesse como resultado uma actividade destruida,
indesejavelmente reduzida ou inadequada, as variantes com
tal modificacdo poderiam ser evitadas. Dito por outras

palavras, com base na informacdo reunida a partir de tais
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experiéncias de rotina, um especialista na matéria consegue
determinar facilmente quais os aminodcidos em que devam ser
evitadas outras substituicdes, quer por si sbés quer em
combinacdo com outras mutacbes.

H4 inUmeras ©publicacdes cientificas dedicadas a
previsdo de estruturas secundarias. Ver Moult J., Curr. Op.
in Biotech., 7 (4): 422-427 (1996), Chou et al.,
Biochemastry, 13 (2): 222-245 (1974); Chou et al.,
Biochemistry, 113 (2): 211-222 (1974); Chou et al., Adv.
Enzymol. Relat. Areas Mol. Biol., 47: 45-148 (1978); Chou
et al., Ann. Rev. Biochem., 47: 251-276 e Chou et al.,
Biophys. J., 26: 367-384 (1979) . Além disso, ha
presentemente programas informadticos que ajudam a prever a
estrutura secundéaria. Um método de previsdo da estrutura
secundaria tem por base a modulagcdo de homologia. Por
exemplo, dois polipéptidos ou proteinas que tenham uma
identidade sequencial superior a 30%, ou uma similaridade
superior a 40%, possuem frequentemente topologias
estruturais semelhantes. O desenvolvimento recente de bases
de dados estruturais de proteinas (PDB) veio aumentar a
previsibilidade das estruturas secundéarias, incluindo o
numero potencial de vezes contidas numa estrutura de um
polipéptido ou de uma proteina. Ver Holm et al., DNucl.
Acid. Res., 27 (1): 244-247 (1999). Foi Jj& sugerido
(Brenner et al., Curr. Op. Struct. Biol., 7 (3): 369-376
(1997)) gue o numero de vezes num dado polipéptido ou numa
proteina é limitado e uma vez resolvido um numero critico
de estruturas, a previséo estrutural torna-se
extraordinariamente mais exacta.

Outros métodos de previsdo da estrutura secundéaria

compreendem a “concatenacdo” (Jones, D., Curr. Open.
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Struct. Biol., 7 (3): 377-87 (1997); Sippl et al.,
Structure, 4 (1): 15-19 (1996)), a M“andlise de perfil”
(Bowie et al., Science, 253: 164-170 (1991); Gribskov et
al., Meth. Enzym., 183: 146-159 (1990); Gribskov et al.,
Proc. Nat. Acad. Sci., 84 (13): 4355-4358 (1987)) e a
“ligacdo evolutiva” (ver Holm, supra (1999) e Brenner,
supra (1997)).

A invencdo prevé também agentes de ligacédo especificos
transformados, v.g., pepticorpos modificados de maneira
covalente para conterem uma ou varias unides poliméricas
soluveis em agua, tais como polietileno-glicol,
polioxietileno-glicol ou polipropileno-glicol, conforme
descrito nas patentes de invencdo norte-americanas n°°: 4
640 835; 4 496 689; 4 301 144; 4 670 417; 4 791 192 e 4 179
337. H& ainda outros polimeros uteis, conhecidos na
especialidade, seleccionados entre monometoxi-polietileno-
glicol, dextrano, celulose ou outros polimeros a base de
hidratos de carbono, poli-(N-vinil-pirrolidona)-polietileno-
glicol, homopolimeros de propileno-glicol, um co-polimero
de 6xido de polipropileno/éxido de etileno, polidis
polixoietilados (v.g., glicerol) e &lcool polivinilico, bem
como misturas de tais polimeros. S&o particularmente
preferiveis os pepticorpos modificados de maneira covalente
com subunidades de polietileno-glicol (PEG). 0Os polimeros
soltiveis em agua podem ser ligados em posicdes especificas,
por exemplo, no terminal amino dos pepticorpos, ou podem
ser acoplados aleatoriamente a uma ou vVvarias cadeias
laterais do polipéptido. A utilizacdo de PEG para melhorar
a capacidade terapéutica de agentes de ligacdo especificos,
v.g., pepticorpos, e para anticorpos humanizados em

particular, encontra-se descrita na patente de invencéo
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norte-americana n°® 6 133 426 de Gonzales et al., datada de
17 de Outubro de 2000.

A invencdo contempla também a transformacdo do péptido
e/ou de uma parte do veiculos dos compostos. Tais derivados
podem melhorar a solubilidade, a absorcdo, o periodo de
semi-vida biolébégica e propriedades semelhantes dos
compostos. Em alternativa, os radicais podem eliminar ou
atenuar quaisquer efeitos secundérios indesejéveis dos
compostos e ndo sé. Como exemplos de derivados refere-se os
compostos em que:

1. O composto, ou alguma sua parcela, é ciclico. Por
exemplo, a parcela peptidica pode ser modificada de modo a
conter dois ou mais residuos Cys (v.g., no linker) o que
poderia originar ciclizacdo por formacdo de uma ponte
dissulfureto.

2. O composto ¢é reticulado ou passa a ser capaz de
formar ligacdes cruzadas entre moléculas. Por exemplo, a
parcela peptidica pode ser modificada de modo a conter um
residuo Cys, ficando assim capaz de formar uma ponte
dissulfureto intermolecular com uma molécula idéntica. O
composto também pode ser interligado através do seu
terminal C.

3. Uma ou varias das ligacdes (unides) peptidilicas [-
C(O)NR-] s&o substituidas por uma ligacdo ndo peptidilica.

Como exemplos de ligacdes ndo peptidilicas refere-se uma

ligacéo -CH,-carbamato [-CH,-OC (Q)NR-1] ; uma ligacéo
fosfonato; uma ligacdo -CHz-sulfonamida [-CH;-S(O),;NR-]; uma
ligacéo ureia [-NHC (O)NH-] ; uma ligacéo -CHy-amina

secundaria ou uma ligacdo peptidilica alguilada [-
C(O)NR°-, em que o simbolo R® representa um grupo alquilo

inferior ].
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4. O terminal é transformado. De uma forma tipica, o
terminal N pode ser acilado ou modificado para conter uma
amina substituida. Como exemplos de grupos de transformacéo
do terminal N refere-se os seleccionados entre -NRR'
(diferente de -NHy), -NRC (O) Ry, -NRC (O) OR4, -NRS (O) 2Ry,
-NHC (O)NHR;, succinimida ou benziloxicarbonilo-NH- (CBZ-NH-),
em que cada um dos simbolos R e R1 representa
independentemente o &tomo de hidrogénio ou um grupo alquilo
inferior e em quer o anel fenilo pode ser substituido com 1
a 3 substituintes seleccionados entre o conjunto constituido
por alquilo(C:-C4), alcoxi(Ci;-C4), cloro e bromo.

5. 0 terminal C livre ¢é transformado. De uma forma
tipica, o terminal C ¢é esterificado ou amidado. Por
exemplo, ¢ possivel utilizar métodos descritos na
especialidade para acrescentar (NH-CH,-CH,-NH3) » aos
compostos da presente invencdo no terminal C. De igual
modo, é possivel utilizar métodos descritos na
especialidade ©para acrescentar -NH, aos compostos da
presente invencdo no terminal C. Como exemplos de grupos de
transformacdo do terminal C refere-se, por exemplo, 0S8
grupos -C(O)Ry, em que o simbolo R, representa um grupo
alcoxi inferior, ou -NR3R;, em que os simbolos Rs e Ry
representam independentemente o adtomo de hidrogénio ou um
grupo alquilo (C1-Cg) (de preferéncia alquilo (C:-Cy)).

6. Uma ponte dissulfureto é substituida por um outro
radical de interligacdo, de preferéncia mais estével (v.g.,
um grupo alquileno). Ver, v.g., Bhatnagar (supra) ; Alberts
et al., Thirteenth Am. Pep. Symp., 357-9 (1993).

7. Faz-se a modificacdo de um ou varios residuos
aminodcidos individuais. S&o conhecidos diversos agentes de

transformacado sobre 0s quais se sabe que reagem
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especificamente com cadeias laterais seleccionadas ou com
residuos terminais, conforme adiante descrito
minuciosamente.

E possivel fazer reagir residuos lisinilo e residuos
do terminal amino com anidridos succinicos ou outros
anidridos de Acidos carboxilicos, o que inverte a
modificacdo nos residuos lisinilo. Como exemplos de outros
reagentes convenientes para transformar residuos que
contenham o-amino refere-se os 1imidoésteres, tais como
picolinimidato de metilo; fosfato de piridoxal; piridoxal;
cloroboro-hidreto; acido trinitrobenzeno-sulfdénico; O-
metilisoureia; 2,4-pentanodiona e a reacgdo com glioxilato
catalisada com transaminase.

E possivel modificar os residuos arginilo por reaccéo
com um ou vVvarios reagentes convencionais, referindo-se
entre eles fenil-glioxal, 2,3-butanodiona, 1,2-ciclo-
hexanodiona e ninidrina. A transformacdo de residuos
arginilo exige que a reaccdo seja executada em condicgdes
alcalinas devido ao elevado valor do indice pKa do grupo
funcional guanidina. Além disso, estes reagentes podem
reagir com o0s grupos de lisina e também com o0 grupo g-amino
da arginina.

A modificacédo especifica de residuos tirosilo foi ja
estudada exaustivamente, com particular interesse no que
diz respeito a introducdo de identificadores espectrais nos
residuos tirosilo por reaccdo com compostos de diazdnio
aromaticos ou tetranitrometano. Mais vulgarmente, é
possivel wutilizar N-acetil-imidazole e tetranitrometano
para formar espécies respectivamente de O-acetil-tirosilo e

derivados em 3-nitro.
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E possivel modificar selectivamente os grupos laterais
carboxilo (aspartilo ou glutamilo) por reaccdo com
carbodiimidas (R’-N=C=N-R’), tailis como l-ciclo-hexil-3-(2-
morfolinil-(4-etil)-carbodiimida ou l-etil-3-(4-azonia-
4,4-dimetilpentil)-carbodiimida. Mais ainda, os residuos
aspartilo e glutamilo podem ser convertidos em residuos
asparaginilo e glutaminilo por reaccdo com 18es amdbdnio.

Os residuos glutaminilo e asparaginilo podem ser
desamidados para darem 0s correspondentes residuos
glutamilo e aspartilo. Em alternativa, estes residuos podem
ser desaminados em condic¢des moderadamente acidicas. Todas
as formas destes residuos estdo abrangidas no ambito da
presente invencéo.

Os residuos cisteinilo podem ser substituidos por
residuos aminoacidos ou por outros radicais quer para
eliminar a formacdo de pontes de dissulfureto ou entéo,
inversamente, para estabilizar as interligacdes. Ver, v.g.,
Bhatnagar, (supra).

A transformacdo com agentes bifuncionais é Util para
fazer a interligacdo dos péptidos ou dos seus derivados
funcionais a uma matriz de suporte insoluvel em agua ou a
outros veiculos macromoleculares. Como agentes de
interligacdo wvulgarmente utilizados refere-se, v.g., 1,1-
bis(diazoacetil)-2-feniletano, glutaraldeido, ésteres de N-
hidroxi-succinimida, por exemplo, ésteres com o acido 4-
azidossalicilico, imidoésteres homobifunctionais, incluindo
ésteres de dissuccinimidilo, tais como 3,3'-ditiobis-
(succinimidilpropionato), e maleimidas bifuncionais, tais
como bis-N-maleimido-1, 8-octano. Os agentes de
transformacdo tais como metil-3-[(p-azidofenil)-ditio]-

propioimidato produzem intermedidrios fotoactivaveis que
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sdo capazes de formar ligacdes cruzadas na presenca de luz.
Em alternativa, para a imobilizacdo de proteinas é possivel
utilizar matrizes reactivas, insoldveis em &agua, tais como
0os hidratos de carbono activados por brometo de cianogénio
e o0s substratos reactivos descritos nas patentes de
invencdo norte-americanas n°® 3 969 287; 3 691 0le6; 4 195
128; 4 247 642; 4 229 537 e 4 330 440.

E possivel acoplar convenientemente grupos hidratos de
carbono (oligossacarideos) a locais sobre os quais se sabe
que s&do locais de glicosilacdo em proteinas. De um modo
geral, os oligossacarideos ligados em O s&do acoplados a
residuos sgerina (Ser) ou treonina (Thr), ao passo gque o0s
oligossacarideos ligados em N sdo acoplados a residuos
asparagina (Asn) se fizerem parte da sequéncia Asn-X-
Ser/Thr, em que o simbolo X pode representar qualquer
aminocadcido com a excepcdo de prolina. De preferéncia, o
simbolo X representa um dos 19 aminocadcidos que ocorrem
naturalmente, diferentes de prolina. As estruturas dos
oligossacarideos ligados em N e ligados em O e os residuos
aclucar encontrados em cada tipo sdo diferentes. Um tipo de
aclicar que se encontra vulgarmente em ambos ¢ o acido N-
acetileno-uraminico (designado por &cido siélico). O éacido
sidlico ¢é wvulgarmente o residuo terminal de ambos o0s
oligossacarideos ligados em N e ligados em O e podem
conferir, devido a sua carga eléctrica negativa,
propriedades acidicas ao composto glicosilado. Tais locais
podem ser incorporados no linker dos compostos da presente
invencdo e s&o preferencialmente glicosilados por uma
célula durante a producdo recombinante dos compostos
polipeptidicos (v.g., em células de mamiferos, tais como as

células CHO, BHK, CO0OS). No entanto, tais locais podem ser
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ainda glicosilados por meio de processos sintéticos ou
semi-sintéticos conhecidos na especialidade.

Outras modificacdes possiveis compreendem a
hidroxilacdo da prolina e da 1lisina, a fosforilacdo de
grupos hidroxilo de residuos serilo e treonina, a oxidacéo
do atomo de enxofre em Cys, a metilacdo de grupos o-amino
de cadeias laterais de 1lisina, arginina e histidina
[Creighton, Proteins: Structure and Molecule Properties,
(W. H. Freeman & Co., San Francisco), pags. 79-86 (1983)].

Os compostos da presente invencdo também podem ser
modificados do ADN. A sequéncia de ADN de qualquer parcela
do composto pode ser modificada de modo a possuir coddes
mais compativeis com a célula hospedeira escolhida. No caso
de E. coli, que é a célula hospedeira preferencial, os
coddes optimizados s&o conhecidos na especialidade. E
possivel substituir coddes para eliminar locais de
restricdo ou para incorporar locais de restricdo sem efeito
aparente, podendo isso ajudar a fazer o processamento do
ADN na célula hospedeira -escolhida. As sequéncias do
veiculo, do linker e do ADN do péptido podem ser
modificadas de modo a conterem quaisquer das modificacdes

de sequéncias referidas antes.

Maturacdo por afinidade

Uma variante da presente invencdo compreende péptidos
e pepticorpos com “maturacdo por afinidade”. Este processo
consiste em aumentar a afinidade ou a biocactividade dos
péptidos e dos pepticorpos da presente invencdo recorrendo
a tecnologia de “phage display” (expressdo em fagos) ou a
outras tecnologias de seleccdo. Com base numa sequéncia de

consenso (que ¢é gerada para um conjunto de péptidos
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congéneres) ¢é possivel gerar Dbibliotecas secundarias de
“phague display” em gque se mantém constante ou se
influencia a frequéncia de ocorréncia dos aminoacidos
“core” (determinados a partir da sequéncia de consenso). Em
alternativa, ¢é possivel utilizar uma sequéncia peptidica
individual para gerar uma biblioteca de “phage display”,
enviesada (a favor da sequéncia) e dirigida. A aplicacédo da
técnica de ‘“panning” nessas bibliotecas permite obter
péptidos (que podem ser convertidos em pepticorpos) com

melhor ligacdo a Ang-2 ou com melhor bioactividade.

An&logos ndo peptidicos/miméticos de proteinas

Além do mais, também estdo contemplados analogos de
péptidos, ndo peptidicos, que proporcionam uma estrutura
estabilizada ou conseguem uma biodegradacdo atenuada. Os
andlogos miméticos de péptidos podem ser preparados com
base num péptido inibidor seleccionado, mediante a
substituicdo de um ou varios residuos por radicais néo
peptidicos. De preferéncia, os radicais nédo peptidicos
permitem que o péptido conserve a sua conformacdo natural,
ou estabilizam uma conformacéo preferencial, vV.g.,
bioactiva, gque conserve a aptiddo para reconhecer e se
ligar a Ang-2. De acordo com um aspecto, o andlogo/mimético
resultante exibe uma maior ligacdo por afinidade para Ang-
2. Um exemplo de métodos para a preparacdo de anéalogos
miméticos ndo peptidicos a partir de péptidos, & o descrito
por Nachman et al., Regul. Pept. 57: 359-370 (1995). Se
desejado, o0s péptidos da invencdo podem ser modificados,
por exemplo, por glicosilacdo, amidacdo, carboxilacdo ou
fosforilacdo ou mediante a criacdo de sais de adicdo de

acidos, amidas, ésteres, em particular ésteres do terminal
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C, e derivados N-acilados dos péptidos da invencdo. Os
pepticorpos também podem ser modificados para criar
derivados peptidicos por formacdo de complexos covalentes
ou ndo covalentes com outros radicais. Os complexos ligados
de maneira covalente ©podem ser preparados unindo o0s
radicais quimicos a grupos funcionais nas cadeias laterais
de aminoadcidos que compreendam oS pepticorpos, ou aos
terminais N ou C.

Em particular, desde J& se afirma que os péptidos
podem ser conjugados com um grupo repdrter, incluindo, mas
sem que isso constitua qualquer limitacé&o, um
radiomarcador, um marcador fluorescente, uma enzima (v.g.,
que catalise uma reaccdo colorimétrica ou fluorométrica),
um substrato, uma matriz sbélida ou um veiculo (v.g.,
biotina ou avidina). Deste modo, a invencdo proporciona uma
molécula, compreendendo uma molécula pepticorpo, em que a
molécula possui ainda preferencialmente um grupo repdrter
seleccionado entre o conjunto constituido por um
radiomarcador, um marcador fluorescente, uma enzima, um
substrato, uma matriz sélida ou um veiculo. Tais marcadores
sdo perfeitamente conhecidos pelos especialistas na
matéria, v.g., os marcadores de biotina sdo particularmente
preferidos. A utilizacdo de tais marcadores ¢é perfeitamente
conhecida pelos especialistas na matéria e estd descrita,
v.g., nas patentes de invencdo norte-americanas n°° 3 817
837; 3 850 752; 3 996 345 e 4 277 437. HA outros marcadores
que também poderdo ser uUteis, entre os quais se refere, mas
sem que 1isso constitua qualquer limitacdo, os marcadores
radioactivos, o0s marcadores fluorescentes e o0os marcadores
quimioluminescentes. As patentes de invencé&o norte-

americanas respeitantes a utilizacdo de tails marcadores
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compreendem, por exemplo, as patentes de invencdo norte-
americanas n°® 3 817 837; 3 850 752; 3 939 350 e 3 996 345.
Qualquer dos pepticorpos da presente invencdo pode
compreender  um, dois ou mais de quaisquer destes

marcadores.

Métodos para a preparacdo de péptidos

Os péptidos da presente invencdo podem ser gerados
recorrendo a uma grande variedade de técnicas conhecidas na
especialidade. Por exemplo, tais péptidos podem ser
sintetizados em solucdo ou sobre um suporte sélido, em
conformidade com técnicas <convencionais. Existem nos
circuitos comerciais diversos sintetizadores automaticos
que podem ser utilizados de acordo com protocolos
conhecidos. Ver, por exemplo, Stewart e Young (supra); Tam
et al., J. Am. Chem. Soc., 105: 6442, (1983); Merrifield,
Science 232: 341-347 (1986); Barany e Merrifield, The
Peptides, Gross e Meienhofer, eds, Academic Press, New
York, 1-284; Barany et al., Int. J. Pep. Protein Res., 30:
705-739 (1987); e a patente de invencdo norte-americana n°
5 424 398, cada um destes documentos agqui incorporados por
referéncia.

Os métodos de sintese de péptidos em fase sdédlida
recorrem a um co-poli(estireno-divinilbenzeno) contendo
entre 0,1-1,0 mM de aminas/g de polimero. Estes métodos
para a sintese de péptidos recorrem a proteccdo dos grupos
o—amino com butiloxicarbonilo (t-BOC) ou com 9-
fluorenilmetiloxi-carbonilo (FMOC) . Ambos oS métodos
implicam passos de sintese progressiva, em que se adiciona-
se um Unico aminodcido em cada passo, comecando a partir do

terminal C do péptido (ver Coligan et al., Curr. Prot.
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Immunol., Wiley Interscience, 1991, Unidade 9). Quando a
sintese quimica se encontra completa é possivel efectuar a
desproteccdo do péptido sintético removendo o0s grupos de
bloqueio de aminodcidos t-BOC ou FMOC e fazendo a sua
clivagem a partir do polimero por tratamento com um acido a
uma temperatura reduzida (v.g., anisole a 10% em HF liquido
durante um periodo compreendido entre cerca de 0,25 e cerca
de 1 hora a 0°C). Apbds a evaporacdo dos reagentes, o0s
péptidos sdo extraidos do polimero com uma solucdo de acido
acético a 1%, fazendo-se depois a sua liofilizacdo para
proporcionar o material impuro. Este material pode ser
purificado normalmente por técnicas tais como a filtracéo
em gel sobre Sephadex G-15 utilizando como solvente &cido
acético a 5%. A liofilizacdo das fraccdes adequadas da
coluna 1irad ©produzir ©péptidos homogéneos ou derivados
peptidicos, o0s quais podem ser depois caracterizados por
técnicas convencionais, tais como a anidlise de aminoé&cidos,
a cromatografia de camada fina, a cromatografia em ligquido
de elevado rendimento, espectroscopia de absorcdo de
ultravioletas, a rotacéo molar, a solubilidade e
quantificacdo pelo método de degradacdo de Edman em fase
s6lida.

Estdo também disponiveis outros métodos tais como a
seleccdo de péptidos a partir de bibliotecas de “phage
display”. As bibliotecas podem ser preparadas a partir de
conjuntos de aminodcidos, conforme aqui descrito. A técnica
de “phage display” pode ser particularmente eficaz para a
identificacdo de péptidos Uteis de acordo com a invencédo.
Dito de forma abreviada, faz-se a preparacdo de uma
biblioteca de fagos (utilizando, v.g., o fago ml 13, fd ou

lambda), exibindo insercdes contendo entre 4 e cerca de 80
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residuos aminocacidos. As insercdes podem representar, por
exemplo, uma matriz totalmente degenerada ou
desequilibrada. E possivel seleccionar entédo fagos
portadores de insercgdes gque se liguem ao antigénio
desejado. Este processo pode ser repetido ao longo de
diversos ciclos consecutivos de seleccdo de fagos que se
liguem ao antigénio desejado. Os ciclos repetidos levam ao
enriquecimento em fagos portadores de sequéncias
particulares. E possivel efectuar andlises das sequéncias
de ADN para identificar as sequéncias dos ©péptidos
expressos. E possivel determinar a parcela linear minima da
sequéncia que se liga ao antigénio desejado. O processo
pode ser repetido utilizando wuma biblioteca polarizada
contendo insercdes que contenham um parte ou a totalidade
da parcela linear minima mais um ou vVvarios residuos
degenerados suplementares que lhe fiquem a montante ou a
jusante. Estas técnicas permitem identificar péptidos da
invencdo com uma afinidade de ligacdo para Ang-2 ainda
maior do que o0s agentes ja aqui identificados.
Independentemente da maneira como os péptidos sé&o
preparados, ¢é possivel gerar uma molécula de &cido nucleico
que codifique <cada um desses ©péptidos e pepticorpos
utilizando processos convencionais de ADN recombinante. As
sequéncias nucleotidicas de tais moléculas de ADN podem ser
manipuladas conforme adequado, sem modificacdo da sequéncia
de aminoé&cidos que codifica, para compensar a degeneracio
do cdédigo de acidos nucleicos e também para compensar a
preferéncia de coddes em células hospedeiras particulares.
As técnicas de ADN recombinante sdo um método
conveniente para a formacdo de pepticorpos de comprimento

completo ou de outros de ligacdo especificos proteinicos
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grandes da presente invencdo, ou seus fragmentos. &
possivel inserir num vector de expressdo uma molécula de
ADN que codifique o pepticorpo ou o fragmento, podendo
entdo esse vector ser inserido numa célula hospedeira para
a producdo do anticorpo ou do fragmento.

De um modo geral, a molécula de ADN que codifica um
péptido ou um pepticorpo pode ser obtida utilizando
processos aqui descritos nos exemplos. As sondas e as
condicdes tipicas de hibridacéo sédo idénticas as
explicitadas em Ausubel et al. (Current Protocols in
Molecular Biology, Current Protocols Press [1994]). Apds a
hibridacdo, a autorradiografia hibridada pode ser lavada em
condicdes rigorosas adequadas, dependendo isso de factores
tais como a dimensdo da sonda hibridante, a homologia
esperada entre sonda e clone, o tipo de biblioteca que esta
a ser rastreado e o numero de clones que estdo a ser
rastreados. Como exemplos de condicdes de pesquisa com
rigor elevado refere-se a utilizacdo de 0,1 x SSC e 3SDS a
0,1% a uma temperatura compreendida entre 50°C e 65°C.

E ainda possivel utilizar dois métodos de pesquisa
hibridos para identificar péptidos da invencdo que se ligam
a Ang-2. Assim, é possivel utilizar o antigénio ou um seu
fragmento para estudar bibliotecas de péptidos, incluindo
bibliotecas de “phage display”, para identificar e
seleccionar agentes que se ligam a Ang-2, Vv.g., pepticorpos
da presente invencéo.

Em alternativa, ¢ possivel utilizar diversos sistemas
constituidos por vector de expressdo/hospedeiro de modo a
conterem e expressarem os péptidos da invencdo. Estes
sistemas compreendem, mas sem que isso constitua qualqguer

limitacé&o, microrganismos, tais Ccomo bactérias
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transformadas com bateridéfagos recombinantes, vectores de
expressao de ADN plasmideo ou cosmideo; leveduras
transformadas com vectores de expressdo de leveduras;
sistemas de células de insectos infectadas com vectores de
expressdo de virus (v.g., baculovirus); sistemas de células
vegetais transfectadas com vectores de expressdo de virus
(v.g., o virus do mosaico da couve-flor, CaMV; o virus do
mosaico do tabaco, TMV) ou transformados com vectores de
expressdo bacteriana (v.g., o plasmideo pBR322 ou Ti); ou
sistemas de células de animais. As células de mamiferos
consideradas uUteis na producdo de proteinas recombinantes
compreendem, mas sem que isso constitua qualguer limitacéo,
as células VERO, as células HelLa, as linhagens de células
do ovédrio de criceto chinés (CHO), as células COS (tais
como COS-7) e as células W138, BHK, HepG2, 3T3, RIN, MDCK,
A549, PCl2, K562 e 293. Adiante estdo descritos protocolos
exemplificativos para a expressédo recombinante dos
péptidos.

O termo “vector de expressao” refere-se a um
plasmideo, fago, virus ou vector, para a expressdo de um
polipéptido a partir de uma sequéncia de ADN (ARN). Um
vector de expressdo pode compreender uma unidade
transcricional que contenha um conjunto constituido por (1)
um ou varios elementos genéticos que desempenhem uma funcéo
reguladora na expressdo do gene, por exemplo, promotores ou
intensificadores, (2) uma unidade estrutural ou sequéncia
que codifique o agente de ligacdo que é transcrito em ARNm
e traduzido na proteina e (3) sequéncias adequadas para
iniciar e terminar a transcricdo. As unidades estruturais
previstas para utilizacdo em sistemas de expressdo de

leveduras ou eucaridticos compreendem preferencialmente uma
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sequéncia lider que facilita a secrecdo extracelular da
proteina traduzida por uma célula hospedeira. Em
alternativa, quando a proteina recombinante é expressa sem
uma sequéncia lider ou transportadora, entdo pode conter um
residuo metionilo no terminal amino. Este residuo pode ou
ndo ser depois clivado a partir da proteina recombinante
expressa para proporcionar o produto peptidico final.

Por exemplo, o0s péptidos podem ser expressos por via
recombinante em leveduras utilizado um sistema de expressédo
existente nos circuitos comerciais, v.g., O Sistema de
expressdo ‘Pichia’ (Invitrogen, San Diego, CA), executando
as instrucdes do fabricante. Este sistema assenta também na
sequéncia pré-pré-o para comandar a Secrecdo, mas a
transcricdo da insercdo ¢é comandada pelo promotor de
alcool-oxidase (AOX1l) apds inducdo pelo metanol.

O péptido segregado é purificado a partir do meio de
desenvolvimento das leveduras, v.g., recorrendo aos métodos
utilizados para purificar o ©péptido a partir dos
sobrenadantes bacterianos e das células de mamiferos.

Em alternativa, o ADNc que codifica o péptido pode ser
clonado no vector pVL1393 de expressdo de Dbaculovirus
(PharMingen, San Diego, CA). Este vector pode ser utilizado
em conformidade com as instrucodes do fabricante
(PharMingen) para infectar células de Spodoptera frugiperda
em meios isentos de proteinas sF9 e para produzir proteinas
recombinantes. A proteina recombinante pode ser purificada
e concentrada a partir dos meios recorrendo a uma coluna
carregada com eparina-sefarose (Pharmacia).

Em alternativa, o péptido pode ser expresso num
sistema de insectos. 0Os sistemas de insectos para a

expressdo de proteinas sdo perfeitamente conhecidos pelos
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especialistas na matéria, num sistema deste tipo é possivel
utilizar como vector o virus da poliedrose nuclear
Autographa califomica (AcNPV) para a expressdo de genes
exdgenos em células de Spodoptera frugiperda ou em larvas
de Trichoplusia. A sequéncia de codificacédo do péptido pode
ser clonada numa regido ndo essencial do virus, tal como ©
gene da poliedrina, e colocada sob o controlo do promotor
da poliedrina. A insercédo bem sucedida do péptido ira fazer
com que o gene da poliedrina fique inactivo e produza virus
recombinantes aos quais lhes falte a proteina de
revestimento. Os virus recombinantes podem ser utilizados
para infectar células de S. frugiperda ou larvas de
Trichoplusia em que o péptido é expresso. Smith et al., J.
Virol. 46: 584 (1983); Engelhard et al., Proc. Nat. Acad.
Sci. (USA) 91: 3224-7 (199%94).

Ainda de acordo com um outro exemplo, a sequéncia de
ADn que codifica o péptido pode ser amplificada por PCR e
clonada num  vector adequado, por exemplo, PGEX-3X
(Pharmacia). O vector pGEX estd concebido para produzir uma
proteina de fusdo que contenha glutationa-S-transferase
(GST), codificada pelo vector, e uma proteina codificada
por um fragmento de ADN inserido no local de clonagem do
vector. Os iniciadores para a PCR sdo gerados de modo a
conterem, por exemplo, um local de clivagem conveniente. no
caso de se wutilizar a parcela de fusdo apenas para
facilitar a expressdo ou se de alguma forma ndo for
desejavel o seu acoplamento ao péptido relevante, entdo a
proteina de fusdo recombinante pode ser clivada e retirada
da parcela GST da proteina de fusdo. O arquétipo peptidico
PGEX-3X/agente de ligacdo especifico ¢é transformado em

células de E. coli ‘XL-1 Blue’ (Stratagene, La Jolla CA),
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tendo entdo lugar o isolamento e o crescimento dos
transformantes individuais. E possivel purificar o ADn
plasmidico a partir dos transformantes individuais e
sequencié-1lo parcialmente utilizando um sequenciador
automatizado para conformar a presenca do desejado agente
de ligacdo especifico que codifica a insercdo de 4acido
nucleico com a orientacdo correcta.

H4& determinadas composicdes peptidicas da presente
invencdo em gque um pepticorpo ¢ conjugado com qualquer
péptido antitumoral, tal como o factor da necrose tumoral
(TNF) . De acordo com um método particularmente
preferencial, as quimeras peptidicas entre TNF-agente de
ligacdo especifico sdo geradas sob a forma de fusdes
recombinantes com sequéncias codificadoras de péptidos
fundidas concatenadamente com as sequéncias que codificam o
TNEF (Novagen, Madison, WI). O ADNc do péptido-TNF pode ser
clonado no vector pET-11b (Novagen) e a expressdo de TNF-
péptidos em BL21 E. coli pode ser induzida em conformidade
com as instrucdes do fabricante de pET1lb. Os produtos
soluveis TNF-péptidos podem ser purificados a partir de
lisados bacterianos por meio de uma preparacdo de sulfato
de amdbénio, por cromatografia de interaccdo hidrofébica
sobre uma coluna Fenil-Sefarose ‘6 Fast Flow', por
cromatografia de permuta idénica sobre uma coluna DEAE-
Sefarose ‘Fast Flow’ e por cromatografia de filtracéo
através de gel numa coluna ‘Sephacryl-S- 300 HR’.

A proteina de fusdo, que pode ser produzida na
bactéria sob a forma de um corpo de inclusdo insoluvel,
pode ser purificada conforme a seguir se descreve. E
possivel sacrificar células hospedeiras por centrifugacéo,

fazer a lavagem com NaCl 0,15 M, Tris 10 mM, pH 8, EDTA 1
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mM; e efectuar o tratamento com lisozimas a 0,1 mg/mL
(Sigma, St. Louis, MO) durante 15 minutos a temperatura
ambiente. E possivel depurar o lisado por meio de ultra-
sons e o0s residuos celulares podem ser concentrados por
centrifugacdo durante 10 minutos a 12000 X g. A massa
centrifugada contendo a proteina de fusdo pode ser
recolocada em suspensdo em Tris 50 mM, pH 8 e EDTA 10 mM, e
aplicada como camada sobre glicerol a 50%, com a
subsequente centrifugacdo durante 30 minutos a 6000 X g. a
massa referida pode ser recolocada em suspensdo numa
solucdo salina convencional tamponada com fosfato (PBS)

. A proteina de fusdo pode ainda ser

isenta de Mg'™" e Ca
purificada submetendo a massa recolocada em suspensdo a um
fraccionamento numa preparacdo de SDS-PAGE desnaturante
(Sambrook et al., supra). O gel pode ser embebido em KCI1
0,4 M para se visualizar a proteina, que pode ser excisada
e objecto de electroeluicdo em solucdo tampdo de tratamento
do gel a qual falte SDS. Se o produto GST/proteina de fusédo
férmula geral produzido em bactérias sob a forma de um
proteina soltvel, entdo pode ser purificado utilizando o
médulo de purificacdo GST (Pharmacia).

A proteina de fusédo pode ser submetida a digestdo para
clivar a GST, retirando-a do péptido da invencdo. A mistura
de reaccdo de digestdo (20-40 mg de proteina de fusdo, 20-
30 unidades de trombina humana (4000 U/mg, Sigma)) em 0,5
mL de PBS, pode ficar a incubar durante 16 a 48 horas a
temperatura ambiente e carregada num gel desnaturante de
SDS-PAGE para fraccionamento dos produtos de reaccdo. O gel
pode ser embebido numa solugcdo de KC1 0,4 M para se
visualizar as bandas proteinicas. A identidade da banda

proteinica correspondentes ao peso molecular esperado do
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péptido pode ser confirmada por andlise das sequéncias de
aminoacidos, utilizando um sequenciador automatizado
(Applied Biosystems Model 473A, Foster City, CA). Em
alternativa, a identidade pode ser confirmada submetendo os
péptidos a HPLC e7ou espectrometria de massa.

Em alternativa, uma sequéncia de ADN que codifique o
péptido pode ser clonada num plasmideo que contenha o
promotor desejado e, facultativamente, uma sequéncia lider
[Better et al., Science 240: 1041-43 (1988)]. A sequéncia
deste arquétipo pode ser confirmada por sequenciacio
automatica. O plasmideo pode ser transformado depois
utilizando para tal a estirpe MC1061 de E. coli, praticando
procedimentos convencionais em que se utiliza a metodologia
de incubacdo em CaCl, e o tratamento das bactérias por
choque térmico (Sambrook et al., supra). As Dbactérias
transformadas podem desenvolver-se em meio LB enriquecido
com carbenicilina e a producdo da proteina expressa pode se
induzida por crescimento num meio conveniente. Se existir,
a sequéncia lider pode efectuar a secrecdo do péptido e
pode ser clivada durante a secrecédo.

A proteina recombinante segregada pode ser purificada
a partir dos meios de cultura bacterianos, praticando os
métodos adiante descritos.

Os sistemas hospedeiros de mamiferos para a expressio
da proteina recombinante sdo perfeitamente conhecidos pelos
especialistas na matéria. E possivel escolher as estirpes
de células hospedeiras em funcdo de uma aptiddo particular
para processamento da proteina expressa ou para a producédo
de determinadas modificacdes pobds-traducdo que 1irdo ser
GUteis para se obter a actividade da proteina. Tais

modificacdes da proteina compreendem, mas sem que 1SS0
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constitua qualquer limitacéo, as seleccionadas entre
acetilacao, carboxilacéo, glicosilacéo, fosforilacao,
lipidacdo e acilacdo. H& diferentes tipos de células
hospedeiras tais como as células CHO, HelLa, MDCK, 293, WI38
e semelhantes que possuem uma maquinaria celular especifica
e mecanismos caracteristicos para tais actividades pds-
traducionais, podendo ser escolhidas de modo a garantirem a
modificacdo e o processamento correctos da proteina exdgena
introduzida.

E preferivel que as células transformadas sejam
utilizadas a longo prazo, com uma producdo proteinica de
alto rendimento, sendo por 1isso desejavel uma expressdo
estavel. Logo que tais células tenham sido transformadas
com vectores que contenham marcadores seleccionéaveis
conjuntamente com a cassete de expressdo desejada, pode-se
permitir que as células se desenvolvam durante 1 a 2 dias
em meios enriquecidos antes de serem transferidas para
meios selectivos. O marcador selecciondvel é concebido de
modo a conferir resisténcia a seleccdo e a sua presenca
permite o desenvolvimento e a recuperacdo de células em gque
tenha lugar a expresséo com éxito das sequéncias
introduzidas. E possivel fazer proliferar os amontoados
resistentes de células estavelmente transformadas
utilizando técnicas de cultura de tecidos adeguadas para
tais células.

E possivel utilizar diversos sistemas de seleccdo para
recuperar as células que tenham sido transformadas para
efeitos de producdo de proteinas recombinantes. Tais
sistemas de seleccgdo, mas sem que 1isso constitua qualquer
limitacdo, os genes da timidina-cinase de HSV, hipoxantina-

guanina-fosforribosil-transferase e adenina-fosforribosil-
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transferase respectivamente em células tk, hgprt ou aprt.
Também ¢é possivel utilizar a resisténcia anti-metabolitos
como base para a seleccdo de DHFR que confere resisténcia
ao metotrexato, gpt que confere resisténcia ao é4cido
micofendlico, neo que confere resisténcia ao aminoglicdsido
G418 e confere resisténcia a cloro-sulfurona e hygro gue
confere resisténcia a higromicina. Entre outros genes
selecciondveis suplementares que ¢é ©possivel utilizar
refere-se o0 gene trpB que permite que as células utilizem
indole em vez de triptofano ou o gene hisD que permite que
as células utilizem histinol em vez de histidina. Entre os
marcadores que permitem uma indicacdo visual para a
identificacdo de transformantes refere-se as antocianinas,
a PB-glucuronidase e o seu substrato, GUS e a luciferase e

seu substrato, a luciferina.

Purificacéo e desdobramento de agentes de ligacéo

especificos

Em alguns casos pode ser necessario “desdobrar” e
oxidar os agentes de 1ligacdo especificos, tais como os
péptidos e/ou os pepticorpos da presente invencdo, para se
obter uma estrutura terciédria adequada e para gerar pontes
dissulfureto para gque fiquem biologicamente activos. O
desdobramento pode ser realizado recorrendo a diversos
métodos conhecidos na especialidade. Tais métodos
compreendem, por exemplo, a exposicédo do agente
polipeptidico solubilizado a um valor de pH normalmente
superior a 7 na presenca de um agente caotrdépico. A
seleccdo do agente caotrdépico é semelhante as opcdes de
seleccdo utilizadas para a solubilizacdo de corpos de

inclusdo; no entanto, utiliza-se tipicamente um agente
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caotrbépico com uma concentracdo menor. Como exemplo de
agente caotrépico refere-se a guanidina. Na maior parte dos
casos, a solucdo de desdobramento/oxidacdo 1r4& conter
também um agente redutor mais a sua forma oxidada numa
proporcdo especifica que permita gerar um potencial redox
particular que permita desmantelar as pontes dissulfureto
para que tenha lugar a formacdo de pontes cisteina. Alguns
pares redox vulgarmente utilizados s&o constituidos por
cisteina/cistamina, glutationa/ditiobisGSH, cloreto
cuprico, ditiotreitol DTT/ditiano DTT e 2-mercaptoetanol
(bME) /ditio-bME. Em muitos casos, ¢é possivel utilizar um
co-solvente para aumentar a eficiéncia do desdobramento. Os
co-solventes vulgarmente utilizados sdo o glicerol, o
polietileno-glicol com diversos pesos moleculares e a
arginina.

Eventualmente pode ser desejéavel purificar os péptidos
e pepticorpos da ©presente invencdo. As técnicas de
purificacdo de proteinas sdo perfeitamente conhecidas pelos
especialistas na matéria. Estas técnicas implicam, a um
determinado nivel, o fraccionamento bruto das fraccdes
proteinicas e ndo proteinicas. Depois de se ter separado oS
péptidos e/ou os pepticorpos das outras proteinas, entdo os
péptidos ou os pepticorpos relevantes podem ser ainda mais
purificados por meio de técnicas cromatograficas e
electroforéticas para se conseguir uma purificacdo parcial
ou total (ou purificacdo até a homogeneidade). Os métodos
analiticos particularmente convenientes para a preparacéo
de pepticorpos e ©péptidos da presente invencdo s&o
seleccionados entre cromatografia de permuta idnica,
cromatografia de excluséo, electroforese em gel de

proliacrilamida e focagem isoeléctrica. Um método
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particularmente eficiente para purificar péptidos ¢é a
cromatografia rdpida em liquido proteico ou até mesmo HPLC.

Determinados aspectos da presente invencdo dizem
respeito a purificacdo e em casos particulares a uma
purificacdo substancial de um péptido ou de um pepticorpo
da presente invencdo. O termo “pepticorpo ou péptido
purificado”, tal como aqui utilizado, tem por objecto
qualificar uma composicdo, isolével relativamente a outros
componentes, em que o pepticorpo ou o péptido é purificado
até se obter qualguer grau relativamente ao seu estado
susceptivel de ser obtido naturalmente. Deste modo, um
péptido ou um pepticorpo purificado é também um péptido ou
um pepticorpo que esta liberto do ambiente em que possa
ocorrer naturalmente.

De um modo geral, o termo “purificado” serve para
qualificar uma composicédo de péptidos ou de pepticorpos que
tenha sido submetida a um fraccionamento para remover
diversos outros componentes, conservando tal composicédo
substancialmente a sua actividade biolbdgica expressa.
Quando se wutiliza o termo “substancialmente purificado”,
tal designacdo qualifica uma composicdo de péptidos ou de
pepticorpos em que esses péptidos ou pepticorpos constituem
o) componente principal da composicéao, por exemplo,
constituem cerca de 50%, cerca de 60%, cerca de 70%, cerca
de 80%, cerca de 90%, cerca de 95% ou mais das proteinas
existentes na composicéo.

H4 diversos métodos para quantificar o grau de
purificacdo dos péptidos ou pepticorpos, bem conhecidos
pelos especialistas na matéria, a luz da ©presente
descricéo. Entre estes refere-se, por exemplo, a

determinacdo da actividade de 1ligacdo especifica de uma
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fraccdo activa ou a avaliacdo da quantidade de péptidos ou
pepticorpos existentes numa fraccdo por analise por
SDS/PAGE. Um método preferencial para avaliar a pureza de
uma fraccdo de péptidos ou de pepticorpos consiste em
calcular a actividade de ligacdo da fraccédo para a comparar
com a actividade de ligacdo do extracto inicial, assim se
calculando o grau de purificacdo, aqui designado por
“multiplicador de ©purificac¢do”. As unidades efectivas
utilizadas para representar a quantidade de actividade de
ligacdo irdo depender, como ¢é evidente, da técnica de
analise particular escolhida para acompanhar a purificacéo
e do facto de os pepticorpos ou péptidos exibirem ou né&o
uma actividade de ligacdo detectavel.

H&4 diversas técnicas convenientes para utilizacd@o na
purificacdo e que sdo perfeitamente conhecidas pelos
especialistas na matéria. Entre estas refere-se, por
exemplo, a precipitacdo com sulfato de amébnio, PEG,
anticorpos (imunoprecipitacédo) e semelhantes ou por
desnaturacdo térmica, seguindo-se uma centrifugacdo; passos
cromatograficos, tais como a cromatografia por afinidade
(v.g., Proteina-A-Sefarose), a cromatografia de permuta
iénica, de filtracdo através de gel, de fase inversa,
através de hidroxilapatite e por afinidade; a focagem
isoeléctrica; a eletroforese em gel; e combinacdo destas e
de outras técnicas. Conforme ¢é geralmente sabido na
especialidade, admite-se que a ordem de execucdo dos
diversos passos de purificacdo pode ser alterada ou gque
determinados passos podem ser emitidos, praticando-se ainda
assim um método adequado para a preparacdo de um agente de

ligacdo especifico substancialmente purificado.
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Ndo hé& nenhuma exigéncia geral para gque um péptido ou
pepticorpo da presente invencdo tenha de ser sempre obtido
no seu estado mais purificado. Na realidade, antevé-se que
em determinados casos possam ser Uteis produtos de agentes
de 1ligacdo especificos com menor grau de purificacdo. A
purificacdo parcial pode ser efectuada praticando menos
passos de purificacdo combinadamente ou utilizando formas
diferentes do mesmo protocolo geral de purificacdo. Por
exemplo, faz-se observar que uma cromatografia em coluna de
permuta catidnica realizada utilizando um equipamento de
HPLC ir4d originar geralmente um “multiplicador” de
purificacdo maior do que a mesma técnica quando se utiliza
um sistema de cromatografia a baixa pressdo. 0s métodos em
que resulta um grau menor de purificacdo relativa podem ter
vantagens na recuperacdo total do péptido ou do pepticorpo
ou na manutencdo da actividade de ligacdo do péptido ou do
pepticorpo.

Sabe-se que a migracdo de um péptido ou de um
polipéptido pode variar por vezes de forma significativa,
com diferentes condicbes de SDS/PAGE [Capaldi et al.,
Biochem. Biophys. Res. Comm., 76: 425 (1977)]. Deste modo,
convém salientar que em diferentes condicdes de
electroforese podem variar os pesos moleculares aparentes
de produtos de expressdo de agentes de ligacdo especificos

purificados ou parcialmente purificados.

Ensaios de ligacéo

Nos ensaios de ligacéo imunoldgicos utiliza-se
tipicamente um agente de captura que se liga
especificamente ao antigénio relevante da substéncia

analisavel e que frequentemente o imobiliza. O agente de
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captura ¢é um radical que se liga especificamente a
substdncia analisédvel. De acordo com uma variante da
presente invencdo, o agente de captura é um péptido ou um
pepticorpo ou um seu fragmento que se liga especificamente
a Ang-2. Estes ensaios de ligacdo imunoldgicos séo
perfeitamente conhecidos na especialidade [Asai, ed.,
Methods in Cell Biology, Vol. 37, Antibodies in Cell
Biology, Academic Press, Inc., New York (1993)].

Nos ensaios de ligacéo imunoldgicos utiliza-se
frequentemente um agente identificador que ird assinalar a
existéncia do complexo ligado formado pelo agente de
captura e pelo antigénio. O agente identificador pode ser
uma das moléculas que integram o complexo ligado, isto &,
pode ser um agente de ligacdo especifico identificado ou um
anticorpo anti-agente de ligacdo especifico identificado.
Em alternativa, o agente identificador pode ser uma
terceira molécula, vulgarmente um outro anticorpo, que se
ligue ao complexo ligado. O agente identificador pode ser,
por exemplo, um anticorpo anti-agente de ligacédo especifico
portador de um identificador.

Ao segundo anticorpo, especifico para o complexo
ligado, pode faltar-lhe um identificador, mas pode ser
ligado por meio de uma quarta molécula especifica para as
espécies de anticorpos de gque o segundo anticorpo € membro.
Por exemplo, o segundo anticorpo pode ser modificado com um
radical detectével, tal como a biotina, o qual pode ser
depois ligado por meio de uma quarta molécula, tal como
estreptavidina identificada com um enzima. Como agentes de
identificacdo também ¢ possivel utilizar outras proteinas
capazes de se ligarem especificamente a regides constantes

da imunoglobulina, tais como a proteina A ou a proteina G.
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estas proteinas de ligacdo sdo constituintes normais das
paredes celulares das bactérias estreptocdcicas e revelam
uma forte reactividade néo imunogénica com regides
constantes da imunoglobulina provenientes de diversas
espécies. Akerstrom, J. Immunol., 135: 2589-2542 (1985);
Chaubert, Mod. Pathol., 10: 585-591 (1997).

Ao longo de todos os ensaios, podem ser necessarios
passos de incubacdo e/ou lavagem apds cada combinacdo de
reagentes. 0Os passos de incubacdo podem ter uma duracédo
varidvel entre cerca de 5 segundos e varias horas, de
preferéncia entre cerca de 5 minutos e cerca de 24 horas.
No entanto, o periodo de incubacdo 1ir4 depender do
protocolo de ensaio, da substédncia analisavel, do volume da
solucdo, das concentracdes e ndo s6. Normalmente, o0s
ensaios irdo ser realizados a temperatura ambiente, embora

possam ser efectuados num intervalo amplo de temperaturas.

A. Ensaios de ligacdo ndo competitiva

Os ensaios de ligacdo imunoldgicos podem ser de tipo
ndo competitivo. Estes ensaios prevéem uma quantidade de
substancia analiséavel capturada que é medida directamente.
Por exemplo, no <caso de se preferir um ensaio em
“sanduiche”, o agente de captura (anticorpo ou pepticorpo)
pode ser ligado directamente a um substrato sdélido onde
fica imobilizado.

Estes agentes de captura imobilizados capturam entdo
(ligam-se) o antigénio presente na amostra de ensaio. A
proteina assim imobilizada ¢é depois ligada a um agente
identificador, tal como um segundo anticorpo gque possua um
identificador. Num outro ensaio preferencial em

“sanduiche”, ao segundo anticorpo falta-1lhe um
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identificador, mas pode ser ligado a um anticorpo
identificado especifico para anticorpos das espécies donde
proveio o segundo anticorpo. O segundo anticorpo também
pode ser modificado com um radical detectédvel, tal como a
biotina, ao gqual se pode ligar especificamente uma terceira
molécula identificada, tal como a estreptavidina. Ver
Harlow e Lane, Antibodies, A Laboratory Manual, Cap. 14,
Cold Spring Harbor Laboratory, NY (1988), obra aqui

incorporada por referéncia.

B. Ensaios de ligacdo competitiva

Os ensaios de ligacdo imunoldégica podem ser de tipo
competitivo. A quantidade de substédncia analisavel presente
na amostra ¢ medida indirectamente mediante a medicdo da
quantidade de uma substancia analisavel acrescentada que
foi deslocada, ou cujo acesso foi impedido, a partir de um
agente de captura (anticorpo ou pepticorpo) pela substéncia
analiséavel presente na amostra. De acordo com um ensaio de
ligacdo competitiva preferencial, acrescenta-se a amostra
uma quantidade conhecida da substéncia analisavel,
normalmente identificada, e depois faz-se contactar a
amostra com o agente de captura. A gquantidade de substéncia
analisavel identificada e ligada ao anticorpo é
inversamente ©proporcional a concentracdo da substéancia
analisavel presente na amostra (ver, Harlow e Lane,
Antibodies, A Laboratory Manual, Cap. 14, péags. 579-583,
supra) .

De acordo com um outro ensaio de ligacdo competitiva,

o agente de captura ¢é 1imobilizado sobre um substrato
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s6lido. A quantidade de proteina ligada ao agente de
captura pode ser determinada quer medindo a gquantidade de
proteina presente num complexo de proteina/anticorpo, quer
medindo, em alternativa, a quantidade de proteina
remanescente que ndo participa no complexo. A quantidade de
proteina pode ser detectada introduzindo uma proteina
identificada. Harlow e Lane (supra).

Ainda de acordo mais um outro ensaio de ligacéo
competitiva, recorre-se a inibicdo de hapteno. Neste caso,
faz-se a imobilizacdo de uma substédncia analiséavel
conhecida sobre um substrato sélido. Acrescenta-se a
amostra uma quantidade conhecida de anticorpo e faz-se
contactar a amostra com a substancia analisavel
imobilizada. A guantidade de anticorpo ligado a substancia
analisavel imobilizada é inversamente ©proporcional a
quantidade de substdncia analisavel presente na amostra. A
quantidade de anticorpo imobilizado pode ser detectada quer
por deteccdo da fraccdo de anticorpo imobilizada quer da
fraccdo que permanece em solucdo. A deteccdo pode ser
directa, se o anticorpo estiver identificado, ou indirecta
mediante a adicdo subsequente de um radical identificado
que se ligue especificamente ao anticorpo, conforme

descrito antes.

C. Utilizacdo de ensaios de ligacdo competitiva

Os ensaios de ligacdo competitiva podem ser utilizados
para determinacdes de interreactividade que permitam a um
especialista na matéria determinar se um complexo
proteinico ou enzimatico que é reconhecido por um
pepticorpo da invencdo é efectivamente a proteina desejada

e ndo uma molécula interreactiva, ou determinar se o
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pepticorpo é especifico para o antigénio e ndo se liga a
antigénios nédo congéneres. Em ensaios deste tipo, o
antigénio pode ser imobilizado num suporte sdélido e
acrescenta-se ao ensaio uma mistura proteinica desconhecida
que ira competir com a ligacdo dos pepticorpos a proteina
imobilizada. A molécula competitiva também se liga a um ou
varios antigénios sem nenhuma relacdo com o antigénio. A
aptiddo das proteinas para competirem pela ligacdo dos
pepticorpos ao antigénio imobilizado ¢ comparada com a
ligacdo efectuada pela mesma proteina que foi imobilizada
sobre o) suporte s6lido para se determinar a
interreactividade da mistura proteinica.

D. Outros ensaios de ligacédo

A presente invencdo também prevé os métodos ‘Western
blot’ para detectar ou quantificar a presenca de Ang-2 numa
amostra. Esta técnica compreende geralmente a separacdo das
proteinas da amostra por electroforese em gel, com base no
peso molecular, e a transferéncia das proteinas para um
suporte sdélido adequado, tal Como um filtro de
nitrocelulose, um filtro de nylon ou um filtro de nylon
transformado. Mantém-se a amostra a incubar com o©0s
pepticorpos ou seus fragmentos que se liguem
especificamente a Ang-2 e faz-se a deteccdo do complexo
resultante. Estes ©pepticorpos podem ser identificados
directamente ou entdo, em alternativa, podem ser detectados
depois utilizando anticorpos identificados que se liguem

especificamente ao pepticorpo.

Ensaios de diagndstico

Os agentes de ligacdo transformados, tais como o0s

péptidos e pepticorpos ou seus fragmentos, da presente
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invencdo sido Uteis para o diagndéstico de patologias ou de
doencas caracterizadas pela expressdo de subunidades de
Ang-2, ou em ensaios analiticos para monitorizar pacientes
que estejam a ser tratados com indutores de Ang-2, seus
fragmentos, agonistas ou inibidores da actividade de Ang-2.
Os ensaios de diagndéstico para Ang-2 compreendem métodos em
que se wutiliza um pepticorpo e um identificador para
detectar Ang-2 em fluidos do corpo humano ou em extractos
de células ou tecidos. 0Os pepticorpos da presente invencédo
podem ser utilizados com ou sem modificacdo. De acordo com
um ensaio de diagnéstico preferencial, os pepticorpos irédo
ser identificados mediante a fixacéo, V.g., de um
identificador ou de uma molécula repdérter. E conhecido um
grande numero de identificadores e de moléculas repdrteres,
tendo alguns sido Jj& aqui descritos. Em particular, a
presente invencdo é Util para o diagndstico de doencas dos
seres humanos.

Sdo conhecidos na especialidade diversos protocolos
para medir proteinas de Ang-2 utilizando pepticorpos
especificos para a respectiva proteina. Como exemplos
refere-se o ensaio imunossorvente ligado a enzimas (ELISA)
0s radioimunoensaios (RIA) e a seleccdo de <células
activadas por fluorescéncia (FACS). E preferivel um
imunoensaio de base monoclonal bi-local, utilizando
anticorpos monoclonais reactivos com dois epitopos na Ang-2
ndo interferentes, mas pode ser praticado um ensaio de
ligacéo competitiva. Estes ensaios analiticos estédo
descritos, por exemplo, em Maddox et al., J. Exp. Med.,
158: 1211 (1983).

Com o intuito de se obter uma base para diagndéstico,

sdo definidos normalmente valores normals ou convencionais
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para a expressdo de Ang-2 humana. Esta determinacdo pode
ser executada combinando fluidos corporais ou extractos
celulares provenientes de individuos normais, de
preferéncia seres humanos, com um pepticorpo para Ang-2, em
condicdes convenientes ©para a formacdo de complexos
perfeitamente conhecidos na especialidade. E possivel
quantificar a formacdo de complexo convencional comparando
a ligacdo dos pepticorpos com quantidades conhecidas de
proteina Ang-2, com amostras quer de substancia de controlo
quer de material patoldgico. Depois, os valores
convencionais obtidos a partir de amostras normais podem
ser comparados com os valores obtidos a partir de amostras
de individuos potencialmente afectados pela doenca. O
desvio observado entre os valores convencionais e os do
individuo sugerem a existéncia de uma funcgdo desempenhada
por Ang-2 na situacdo patoldgica.

Para aplicacdes de diagndéstico, em determinados casos,
0s pepticorpos ou os péptidos da presente invencdo irdo ser
identificados tipicamente com um radical detectéavel. O
radical detectédvel pode ser qualquer um capaz de produzir,
quer directa quer indirectamente, um sinal detectavel. Por
exemplo, o radical detectédvel pode ser um radioisdtopo, tal
como °H, 'c P °s ou '*°I, um composto fluorescente ou
quimioluminescente, tal como o isotiocianato de
fluoresceina, rodamina ou luciferina; ou uma enzima, tal
como a fosfatase alcalina, R-galactosidase ou peroxidase do
radbano-silvestre. Bayer et al., Meth. Enz., 184: 138-163,
(1990) .

Patologias
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A presente invencdo proporciona um agente de ligacéo,
tal como um péptido, um pepticorpo ou um seu fragmento,
variante ou derivado, que se ligue a Ang-2 para utilizacédo
no tratamento de doencas e estados patoldgicos dos seres
humanos. 0Os agentes que modulem a actividade de ligacdo de
Ang-2, ou outra actividade celular, podem ser utilizados em
combinacdo com outros agentes terapéuticos para aumentar os
seus efeitos terapéuticos ou para diminuir potenciais
efeitos secundarios.

De acordo com um aspecto, a ©presente invencéo
proporciona reagentes utilizaveis em métodos Uteis para
tratar doencas e estados patoldgicos caracterizados por
niveis indesejaveis ou aberrantes de actividade de Ang-2
numa célula. Entre estas doencas refere-se o0s cancros e
outras patologias hiperproliferativas, tais como
hiperplasia, ©psoriase, dermatite de <contacto, doencas
imunoldgicas e infertilidade.

A presente invencdo também é Util em métodos para o
tratamento de cancro num animal, incluindo o0s seres
humanos, o0s quais consistem em administrar ao animal uma
quantidade eficaz de um agente de ligacdo especifico, tal
como um pepticorpo, que iniba ou faca diminuir a actividade
de Ang-2. A invencdo ¢é util em métodos de inibicdo do
desenvolvimento de células cancerosas, incluindo 0os
pProcessos de proliferacéo celular, invasividade e
metdstases em sistemas bioldgicos. Tais métodos prevéem a
utilizacdo de um composto da invencdo enquanto inibidor do
desenvolvimento das células cancerosas. De preferéncia, os
métodos s&o utilizados para inibir ou reduzir o
desenvolvimento de células cancerosas, invasividade,

metidstases ou incidéncia tumoral em animais vivos, tais
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como os mamiferos. Os métodos em gque a invencdo é util
também sdo facilmente adaptéveis para utilizacdo em
sistemas de ensaio, v.g., em ensaios de pesquisa de
desenvolvimento de células cancerosas e suas propriedades,
e também ©para identificar compostos que afectem o
desenvolvimento de células cancerosas.

Os cancros que é possivel tratar pelos métodos em que
a presente invencdo ¢é Util, ocorrem preferencialmente em
mamiferos. Entre os mamiferos, refere-se, por exemplo, oS
seres humanos e outros primatas, e também os animais
domésticos ou de companhia, tais como cdes e gatos, animais
de laboratdério, tais como ratos, murganhos e coelhos, e
animais produtivos de criacédo, tais como equideos, suinos,
ovinos e bovinos.

Os tumores ou os neoplasmas resultam do crescimento de
células de tecido em que a multiplicacdo celular estéa
descontrolada e é progressiva. Alguns destes crescimentos
sdo benignos, mas outros sdo considerados malignos e podem
levar a morte do organismo. Os neoplasmas malignos ou
cancros distinguem-se dos crescimentos benignos pelo facto
de poderem invadir os tecidos adjacentes e poderem produzir
metédstases, para além de revelarem uma proliferacdo celular
agressiva. Além do mais, 0s neoplasmas malignos
caracterizam-se pelo facto de apresentarem uma maior perda
de diferenciacéo (maior desdiferenciacéo) e da sua
organizacdo relativamente uns aos outros e aos tecidos que
lhes estdo adjacentes. Esta propriedade também é designada
por “anaplasia”.

Os neoplasmas tratéaveis pela presente invencéao
compreendem também os tumores sdlidos, isto &, carcinomas e

sarcomas. Os carcinomas compreendem o0s neoplasmas malignos
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resultantes de células epiteliais que se infiltram
(invadem) os tecidos adjacentes e ddo origem a metéstases.
Os adenocarcinomas sdo carcinomas resultantes de tecidos
glandulares, ou que formem estruturas glandulares
reconheciveis. Uma outra categoria ampla de cancros
compreende oS sarcomas que sdo tumores cujas células se
encontram fixadas e introduzidas numa substédncia fibrilar
ou homogénea, tal como o tecido conjuntivo embrionadrio. A
invencdo também permite o tratamento de cancros dos
sistemas mieldide e 1linfdide, incluindo as leucemias,
linfomas e outros cancros que tipicamente ndo se encontram
presentes numa massa tumoral, estando antes distribuidos
nos sistemas vascular e linforeticular.

Os tipos de cancro de células tumorais, propicios para
o tratamento de acordo com a invencdo, compreendem, por
exemplo, o0s seleccionados entre tumor produtor de ACTH,
leucemia linfocitica aguda, leucemia ndo linfocitica aguda,
cancro do coértex renal, cancro da bexiga, cancro cerebral,
cancro da mama, cancro cervical, leucemia linfocitica
crénica, leucemia mielocitica crdénica, cancro colorrectal,
linfoma de células T cutédneo, cancro endometrial, cancro do
esdfago, sarcoma de Ewing, cancro da vesicula biliar,
leucemia das células filamentares, cancro da cabeca e do
pescoco, linfoma de Hodgkin, sarcoma de Kaposi, cancro do
rim, <cancro do figado, cancro do pulmdo (de células
peguenas e ndo pequenas), efusdo peritoneal maligna, efuséo
pleural maligna, melanoma, mesotelioma, mieloma multiplo,
neuroblastoma, glioma, linfoma de tipo n&o Hodgkin,
osteossarcoma, cancro dos ovarios, cancro das células
germinativas dos ovarios, cancro pancredtico, cancro do

pénis, cancro da préstata, retinoblastoma, cancro da pele,
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sarcoma dos tecidos moles, carcinomas de células escamosas,
cancro do estdmago, cancro testicular, cancro da tirdide,
neoplasmas trofoblésticos, cancro do uUtero, cancro vaginal,
cancro da vulva e tumor de Wilms.

A invencdo ¢é aquili particularmente ilustrada tomando
como referéncia a utilizacdo no tratamento de determinados
tipos de cancros definidos experimentalmente. Nestes
tratamentos ilustrativos, foram utilizados modelos
convencionais 1in vitro e 1in vivo em conformidade com o
estado da técnica. Estes métodos podem ser utilizados para
identificar agentes para os quais se preveja que S&o
eficazes em regimes de tratamento in vivo. No entanto, faz-
se observar que a utilizacdo do método da invencdo ndo se
limita ao tratamento destes tipos de tumores, podendo ser
aplicado a qualquer tumor sdélido oriundo de qualqguer
sistema orgénico. Os cancros cuja invasividade ou
metastases estejam associadas a expressdo ou a actividade
de Ang-2 sdo especialmente propicios para serem inibidos ou
para gque haja uma regressdo induzida por meio da presente
invencé&o.

A invencdo também pode ser praticada incorporando
conjuntamente com um composto da invencdo, por exemplo, um
pepticorpo, em combinacdo com um outro agente quimio-
terapéutico anti-cancro, por exemplo, qualguer agente
guimioterapéutico convencional. A combinacdo de um agente
de ligacdo especifico com tais agentes de outro tipo pode
potenciar o protocolo guimioterapéutico. H& inumeros
protocolos quimioterapéuticos que sdo do conhecimento dos
especialistas na matéria e que podem ser incorporadosS no
método da invencdo. E possivel utilizar quaisquer agentes

guimioterapéuticos, incluindo os agentes de alquilacéo,



116

antimetabolitos, hormonas e antagonistas, radioisdtopos e
também produtos naturais. Por exemplo, o composto da
invencdo pode ser administrado com antibidéticos, tais como
doxorrubicina e outros andlogos de antraciclina, mostardas
azotadas, tais como ciclofosfamida, anédlogos de pirimidina
tais como 5-fluorouracilo, cisplatina, hidroxiureia, taxol
e o0s seus derivados naturais e sintéticos e ndo sb. De
acordo com um outro exemplo, no caso de tumores complexos,
tais como o adenocarcinoma da mama, em gue 0S8 tumores
contém células dependentes da gonadotropina e células
independentes da gonadotropina, o composto pode ser
administrado em conjunto com leuprdlido ou goserelina
(péptidos sintéticos anadalogos de LH-RH). H& outros
protocolos antineoplédsicos que compreendem a utilizacdo de
um composto de tetraciclina com uma outra modalidade de
tratamento, v.g., cirurgia, radiacdo, etc., também aqui
designadas por "modalidades antineopléasicas adjuntas".
Assim, o método da invencdo pode ser aplicado com tais
regimes convencionais, com o beneficio de haver uma reducédo
dos efeitos secundadrios e um aumento da eficécia.

Deste modo, a presente invencéao proporciona
composicdes e a sua utilizacdo em métodos Uteis para o
tratamento de uma grande variedade de cancros, incluindo os
tumores sbélidos e as leucemias. 0Os tipos de cancro dque
podem ser tratados compreendem, mas SsSem 1s8so constitua

qualguer limitacdo: adenocarcinoma da mama, prdéstata e

cbdlon; todas as formas de carcinomas pulmonares
broncogénicos; mieldides; melanomas; hepatomas;
neuroblastomas; papilomas; apudomas; coristomas;

branquiomas, sindroma carcindéide maligno; doenca cardiaca

carcindide; carcinomas (v.g., de Walker, das células
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basais, basoscamosos, Brown-Pearce, ductais, tumor de
Ehrlich, de Krebs 2, das células de Merkel, mucinosos,
pulmonares das células ndo pequenas, das células pequenas,
papilares, cirrosos, bronquiolares, broncogénicos, das
células escamosas e das células de transicdo); doencas

histiociticas; leucemia; histiocitose maligna; doenca de

Hodgkin; carcinoma pulmonar das células pequenas
imunoproliferativas; linfoma de tipo nao Hodgkin;
plasmacitoma; reticuloentoteliose; melanoma;
condroblastoma; condroma; condrossarcoma; fibroma;

fibrossarcoma; tumores das células gigantes; histiocitoma;
lipoma; lipossarcoma; mesotelioma; mixoma; mixossarcoma;
osteoma; osteossarcoma; cordoma, craniofaringioma;
disgerminoma; hamartoma; mesengquimoma; mesonefroma;
miossarcoma; ameloblastoma; cementoma; odontoma; teratoma;
timoma e tumor trofoblastico. Além disso, também é possivel
tratar os seguintes tipos de cancros: adenoma; colangioma;
colesteatoma; ciclindroma; cistadenocarcinoma; cistadenoma;
tumor das células granulosas; ginandroblastoma; hepatoma;
hidradenoma; tumor das células dos ilhéus; tumor das
células de Leydig; papiloma; tumor das células de Sertoli;
tumor das células de teca; leiomioma; leiomiossarcoma;
mioblastoma; mioma; miossarcoma; rabdomioma; rabdiossarcoma;
ependimoma; ganglioneuroma; glioma; meduloblastoma;
meningioma; neurilemoma; neuroblastoma; neuroepitiloma;
neurofibroma; neuroma; paraganglioma; paraganglioma né&o
cromafim; angioceratoma; Thiperplasia angiolinfdéide com
eosinofilia; angioma esclerosante; angiomatose; glomangioma;
hemangioendoteliona; hemangioma; hemanglopericitoma;
hemangiossarcoma; linfangioma; linfangiomioma;

linfangiossarcoma; pinealoma; carcinossarcoma;
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condrossarcoma; cistossarcoma; filddio; fibrossarcoma;
hemangiossarcoma; leiomiossarcoma; leucossarcoma;
linfangiossarcoma; miossarcoma; mixossarcoma; carcinoma dos
ovarios; rabdomiossarcoma; sarcoma; neoplasmas;
nerofibromatoses e displasia cervical.

De acordo com um outro dos seus aspectos, a presente
invencdo prevé a utilizacdo de materiais e a sua aplicacéo
em métodos da presente invencdo para evitar e/ou tratar
todas as patologias da pele hiperproliferativas, incluindo
a psoriase e a dermatite de contacto ou outras doencas
hiperproliferativas. Foi Jj& demonstrado que os pacientes
com psoriase e com dermatite de contacto apresentam uma
elevada actividade de Ang-2 associada a estas lesdes
[Ogoshi et al., J. Invencdo Dermatol., 110:818-23 (1998)].
De preferéncia, os agentes de ligacdo especificos para a
Ang-2 irdo ser utilizados em combinacdo com outros agentes
farmacéuticos para tratar seres humanos que revelem estes
sintomas clinicos. Os agentes de ligacdo especificos podem
ser administrados, recorrendo a qualquer dos diversos
veiculos, através das vias de administracdo aqui descritas
e de outras que sdo perfeitamente conhecidas pelos
especialistas na matéria.

Outros aspectos da presente invencdo compreendem a
utilizacéo no tratamento de diversas retinopatias
(incluindo a retipatia diabética e degeneracdo macular
associada a idade) em que estd implicada a angiogénese,
estando também previsto o tratamento de patologias/doencas
do tracto reprodutor das mulheres, tais como a
endometriose, fibrdéides uterinos e outras patologias deste

tipo associadas a proliferacdo wvascular disfuncional



119

(incluindo o crescimento microvascular do endométrio)
durante o ciclo reprodutivo da mulher.

Ainda de acordo com um outro aspecto da presente
invencdo, prevé-se a sua utilizacdo no tratamento do
crescimento vascular anormal, incluindo as malformacdes
arteriovenosas cerebrais (AVM), a reparacdo e o tratamento
de lesdes da mucosa gastrintestinal, o tratamento da
ulceracdo da mucosa gastroduodenal em pacientes com uma
histdéria de doenca de uUlcera péptica, incluindo a isgquémia
resultante de um ataque cardiaco, o tratamento de um grande
espectro de patologias vasculares pulmonares com doenca
hepética e hipertensdo da veia porta em pacientes com
hipertensdo da veia porta ndo hepatica.

Um outro aspecto da presente invencdo prevé a sua
utilizacéo na prevencéo de cancros, utilizando as
composicdes e os métodos proporcionados pela presente
invencdo. Tais reagentes irdo incluir os agentes de ligacéo

especificos, tais como os pepticorpos contra Ang-2.

Composicdes farmacéuticas

As composicgdes farmacéuticas contendo agentes de
ligacdo especificos de Ang-2, tais como o0s pepticorpos,
estdo abrangidas no ambito da presente invencdo. As
composicdes farmacéuticas contendo anticorpos estédo
descritas pormenorizadamente, por exemplo, na patente de
invencdo norte-americana n® 6 171 586 de Lam et al., datada
de 9 de Janeiro de 2001. Tais composic¢des compreendem uma
quantidade terapéutica ou profilaticamente eficaz de um
agente de ligacdo especifico, tal como um anticorpo, ou oS
seus fragmentos, variantes, derivados ou produtos de fusé&o,

conforme aqui descrito, em mistura com um agente
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farmaceuticamente aceitavel. De acordo com uma variante
preferencial, as composicdes farmacéuticas compreendem
agentes de ligacdo especificos de antagonistas que modelam
parcial ou totalmente pelo menos uma actividade bioldgica
de Ang-2, misturados <com um agente farmaceuticamente
aceitavel. De uma forma tipica, os agentes de ligacédo
especificos irdo ser suficientemente purificados para serem
administrados a um animal.

A composicdo farmacéutica pode conter materiais de
formulacdo para modificar, manter ou conservar, por
exemplo, os valores de ©pH, osmolaridade, viscosidade,
transparéncia, cor, isotonicidade, odor, esterilidade,
estabilidade, velocidade de dissolucdo ou libertacéo,
adsorcdo ou penetracdo da composicdo. Os materiais de
formulacéao adequados compreendem, mas sem que isso
constitua qualquer limitacéo, 0s seleccionados entre
aminoacidos (tais <como glicina, glutamina, asparagina,
arginina ou lisina); antimicrobianos; antioxidantes (tais
como acido ascdérbico, sulfito de sdédio ou hidrogeno-sulfito
de sbé6dio); tampdes (tais como borato, bicarbonato, Tris-
HC1, citratos, fosfatos e outros acidos orgédnicos); agentes
para aumentar o volume (tais como o manitol ou a glicina),
agentes quelantes [tais como acido etilenodiamina-tetra-
acético (EDTA)]; agentes complexantes (tais como cafeina,
polivinil-pirrolidona, P-ciclodextrina ou hidroxipropil-pB-
ciclodextrina); cargas; monossacarideos; dissacarideos e
outros hidratos de carbono (tais como glicose, manose ou
dextrinas); proteinas (tais como albumina do soro, gelatina
ou imunoglobulinas) ; agentes corantes; agentes
aromatizantes e diluentes; agentes emulsionantes; polimeros

hidrofilicos (tais como polivinil-pirrolidona);
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polipéptidos de baixo peso molecular; 106es simétricos
formadores de sais (tais como o sdédio); conservantes (tais
Ccomo cloreto de benzalcédnio, acido benzdico, adcido
salicilico, timorosal, &lcool fenetilico, metil-parabeno,
propil-parabeno, cloro-hexidina, &cido sdérbico ou perdxido
de hidrogénio); solventes (tais como glicerina, propileno-
glicol ou polietileno-glicol); &lcoois de aclcares (tais
como o manitol ou o sorbitol); agentes de suspenséo;
agentes tensiocactivos ou humectantes (tais como
‘pluronics’, PEG, ésteres de sorbitano, polissorbatos, tais
como o polissorbato 20, o polissorbato 80, triton,
trometamina, lecitina, colesterol, tiloxapal) ; agentes
intensificadores da estabilidade (sacarose ou sorbitol);
agentes intensificadores da tonicidade (tais como o0s
halogenetos de metais alcalinos (de preferéncia os cloretos
de sdébdio ou potédssio, manitol e sorbitol); wveiculos para
administracédo; diluentes; excipientes e/ou adjuvantes
farmacéuticos (Remington's Pharmaceutical Sciences, 18°¢
Edicdo, A.R. Gennaro, ed., Mack Publishing Company, 1990).

A composicdo farmacéutica déptima ird ser determinada por
um especialista na matéria em funcdo, por exemplo, da via de
administracdo pretendida, do protocolo de administracdo e da
dosagem desejada. Ver por exemplo, Remington's Pharmaceutical
Sciences, supra. Tais composicdes podem influenciar o estado
fisico, a estabilidade, a velocidade de libertacdo in vivo e
a velocidade de depuracdo in vivo do agente de ligacédo
especifico.

O wveiculo ou portador ©primadrio numa composSicao
farmacéutica pode ser de natureza aquosa ou ndo aquosa, pPor
exemplo, um veiculo ou portador conveniente pode ser a agua

para injeccdes, uma solucdo salina fisiocldgica ou fluido
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cerebrospinal artificial, eventualmente enriquecido com
outros materiais vulgares em composicdes para administracéo
parentérica. Os solutos salinos tamponados neutros ou oS
solutos salinos misturados com albumina do soro s&do outros
exemplos de veiculos. Outros exemplos de composicdes
farmacéuticas contém o tampdo Tris a valores de pH entre
7,0-8,5 aproximadamente, ou o tampdo acetato a valores de
pH entre 4,0-5,5 aproximadamente, podendo também conter
sorbitol ou um substituto adequado para o efeito. De acordo
com uma variante da presente invencgdo, ¢é possivel preparar
as composicdes de agentes de ligacdo para armazenagem,
misturando a composicdo seleccionada, com o grau desejado
de pureza, com agentes de formulacéao facultativos
(Remington's Pharmaceutical Sciences, supra) na forma de
uma massa liofilizada ou de uma solucdo aquosa. Além disso,
o produto de agente de ligacdo pode ser formulado sob a
forma de um liofilizado, utilizando para tal excipientes
adequados, tais como a sacarose.

As composicdes farmacéuticas podem ser seleccionadas
para administracédo parentérica. Em alternativa, as
composicdes podem ser seleccionadas para inalacdo ou para
administracdo entérica, tais como as aplicadas pelas vias
oral, auricular, oftédlmica, rectal ou vaginal. A preparacéo
de tais composicdes farmaceuticamente aceitéveis ¢é da
competéncia de especialistas na matéria.

Os componentes de formulacdo encontram-se presentes
com concentracdes que s&do aceitaveis no local de
administracdo. Por exemplo, sdo utilizados tampdes para se
manter a composicdo com valores de pH fisioldgicos ou
ligeiramente inferiores, tipicamente num intervalo de

valores de pH entre cerca de 5 e cerca de 8.
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No caso de estar prevista a administracdo parentérica,
as composicdes terapéuticas para utilizacdo na presente
invencdo podem assumir a forma de solucdes aquosas
parentericamente aceitaveis, isentas de pirogénios,
contendo o desejado agente de ligacdo especifico num
veiculo farmaceuticamente aceitavel. Um veiculo
particularmente conveniente para injeccdo parentérica é a
dgua destilada estéril, em que um agente de ligacdo &
formulado sob a forma de uma solucdo isotdnica estéril,
convenientemente conservada. H& ainda uma outra preparacédo
que pode implicar a formulacdo da molécula desejada com um
agente, por exemplo, microsferas injectéveis, particulas
biodegradaveis, compostos poliméricos (poliadcido léactico,
poliacido glicélico), esférulas ou lipossomas, que
contribuam para uma libertacdo controlada ou sustentada do
produto que pode ser entdo administrado por meio de um
artefacto implantavel. Também ¢é possivel utilizar o &cido
hialurdénico, podendo este ter o efeito de favorecer a
duracdo prolongada na circulacdo. Outros meios convenientes
para a introducdo da molécula desejada compreendem o0S
dispositivos implantaveis para a administracdo de farmacos.

Ainda de acordo com um outro aspecto, as composicdes
farmacéuticas adequadas para administracdo parentérica
podem ser formuladas em solucdes aquosas, de preferéncia em
solucdes tampdo fisiologicamente compativeis, tais como a
solucdo de Hanks, a solucdo de Ringer ou soluto salino
fisiologicamente tamponado. As suspensdes aquosas para
injeccéo podem conter substéncias que aumentem a
viscosidade da suspensédo, tals como carboximetil-celulose
sbébdica, sorbitol ou dextrano. Adicionalmente, as suspensdes

dos compostos activos podem ser preparadas sob a forma de
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suspensdes oleosas para 1injeccdo, conforme adequado. Os
solventes ou veiculos lipofilicos convenientes compreendem
os 6leos gordos, tais como o 6leo de sésamo, ou 0s ésteres
de &4cidos gordos sintéticos, tais como oleato de etilo,
triglicéridos ou lipossomas. Os polimeros de amino
policatibébnicos ndo lipidicos também podem ser utilizados
para administracdo. Facultativamente, a suspensdo também
pode conter agentes estabilizadores adequados ou agentes
para aumentar a solubilidade dos compostos e permitir a
preparacdo de solucdes altamente concentradas.

De acordo com uma outra variante, as composicdes
farmacéuticas podem ser formuladas para inalacdo. Por
exemplo, é possivel formular um agente de ligacdo como pd
anidro para inalacé&o. As solucdes de moléculas
polipeptidicas ou de &acidos nucleicos para inalacdo também
podem ser formuladas com um agente propulsor para
administracdo como aerossol. Ainda de acordo com uma outra
variante, as solucdes podem ser nebulizadas. A
administracdo por via pulmonar estd descrita melhor no
pedido de patente de invencdo PCT com o n® PCT/US941001575,
que descreve a administracdo pulmonar de proteinas
gquimicamente modificadas.

Também estd previsto que determinadas formulacgdes
possam ser administradas por via oral. De acordo com uma
variante da presente invencdo, as moléculas de agente de
ligacdo que s&do administradas desta maneira podem ser
formuladas com ou sem os veiculos vulgarmente utilizados na
preparacdo de formas de dosagem sdlida, tais como
comprimidos e capsulas. Por exemplo, ¢ possivel produzir
uma capsula para libertar a parte activa da formulacdo num

determinado ponto do tracto gastrintestinal onde a
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biodisponibilidade seja maximizada e a degradacdo pré-
sistémica minimizada. E possivel incorpora outros agentes
para facilitar a absorcdo da molécula de agente de ligacéo.
Também ¢é possivel utilizar diluentes, aromatizantes, ceras
de baixo ponto de fusdo, 6leos vegetais, lubrificantes,
agentes de suspenséao, agentes desintegradores de
comprimidos e aglutinantes.

As composicdes farmacéuticas para administracdo oral
também podem ser formuladas utilizando veiculos
farmaceuticamente aceitédveis perfeitamente conhecidos na
especialidade em doses convenientes para administracéo
oral. Tais veiculos permitem formular as composicdes
farmacéuticas como comprimidos, drageias, capsulas,
liquidos, geles, xaropes, pastas, suspensdes e semelhantes,
para ingestdo pelo paciente.

As preparacdes farmacéuticas para utilizacdo oral
podem ser obtidas combinando os compostos activos com
excipientes sdlidos e transformando a mistura resultante em
grénulos (facultativamente apds cominuicdo) para se obter
nucleos para comprimidos ou drageias. E possivel
acrescentar adjuvantes adequados, se desejado. Os
excipientes adequados compreendem os hidratos de carbono ou
cargas proteinicas, tails como acgucares, incluindo lactose,
sacarose, manitol e sorbitol; amido de milho, trigo, arroz,
batata ou de outras plantas; celulose, por exemplo, metil-
celulose, hidroxipropil-metil-celulose ou carboximetil-
celulose sbédica; gomas, incluindo a goma arabica e a goma
de alcantira; e proteinas, tais como gelatina e colagénio.
Se desejado, é possivel acrescentar agentes desintegradores

ou solubilizadores, tais como polivinil-pirrolidona
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reticulada, &adgar e &cido alginico ou um seu sal, tal como ©
alginato de sédio.

Os nuUcleos das drageias podem ser utilizados em
conjunto com revestimentos convenientes, por exemplo,
solucdes de acucar concentradas, que também podem conter
goma arédbica, talco, polivinil-pirrolidona, gel de
carbopol, polietileno-glicol e/ou diéxido de titénio,
solucdes de laca e solventes orgédnicos adequados ou
misturas de solventes. E possivel acrescentar corantes ou
pigmentos aos revestimentos dos comprimidos ou das drageias
para identificacdo do produto ou para caracterizar a
quantidade de composto activo, isto é, a dosagem.

As preparacdes farmacéuticas gque podem ser utilizadas
por via oral compreendem também as capsulas de encaixe
feitas de gelatina e também as céapsulas moles estanques
feitas de gelatina e de um revestimento, por exemplo,
glicerol ou sorbitol. As céapsulas de encaixe podem conter
ingredientes activos misturados com cargas ou aglutinantes,
tals como lactose ou amidos, lubrificantes, tais como talco
ou estearato de magnésio, e facultativamente agentes
estabilizadores. Nas céapsulas moles, o0s compostos activos
podem ser dissolvidos ou estar em suspensdo em liquidos
adequados, tais como 6leos gordos, liquidos ou polietileno-
glicol ligquido, com ou sem agentes estabilizadores.

Uma outra composicdo farmacéutica pode conter uma
quantidade eficaz de um agente de ligacdo misturado com
excipientes ndo toéxicos adequados para a producdo de
comprimidos. Dissolvendo os comprimidos em Adgua estéril, ou
noutro veiculo adequado, ¢é possivel preparar solucdes na
forma de doses unitérias. Os excipientes adequados

compreendem, mas sem gue 1sso constitua qualquer limitacéo,
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diluentes inertes, tais como carbonato de célcio, carbonato
ou bicarbonato de sdédio, lactose ou fosfato de céalcio; ou
agentes aglutinantes, tais como amido, gelatina ou goma de
acadcia; ou agentes lubrificantes, tais como estearato de
magnésio, acido estearico ou talco.

H& outras composicdes farmacéuticas que s&o evidentes
para os especialistas na matéria, incluindo as formulacdes
que contém as moléculas de agente de ligacdo em formulacdes
de administracdo prolongada ou controlada. Os especialistas
na matéria conhecem também as técnicas para formular uma
grande variedade de outros sistemas de administracédo
prolongada ou controlada, tais como veiculos lipossdmicos,
microparticulas biodegradaveis ou esférulas porosas e
artefactos implantéveis. Ver, por exemplo, o documento
PCT/US93/00829 que descreve a libertacdo controlada de
microparticulas poliméricas porosas para a administracdo de
composicdes farmacéuticas. Outros exemplos de preparacdes
de libertacéo prolongada compreendem as matrizes
poliméricas semipermeavelis, enquanto elementos com uma
forma prépria, v.g., peliculas ou microcéapsulas. As
matrizes de libertacdo prolongada podem conter poliésteres,
hidrogeles, polilactideos (U.S. 3 773 919, EP 58 481),
copolimeros de 4cido L-glutdmico e Y-etil-L-glutamato
[Sidman et al., Biopolymers, 22:547-556 (1993)], poli(2-
hidroxietil-metacrilato) [Langer et al., J. Biomed. Mater.
Res., 15:167-277 (1981)] e [Langer et al., Chem. Tech.,
12:98-105 (1982)], wvinil-acetato de etileno (Langer et al.,
supra) ou poli(adcido D(-)-hidroxibutirico) (EP 133 988). As
composicdes de libertacéo prolongada contém também
lipossomas, cuja preparacdo pode ser feita em conformidade

com métodos conhecidos na especialidade. Ver, V.g.,
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Eppstein et al., Proc. Natl. Acad. Sci. (USA), 82:3688-3692
(1985); EP 36 676; EP 88 046; EP 143 949,

A composicéo farmacéutica utilizéavel para
administracdo in vivo deve ser tipicamente estéril. Isto
pode ser conseguido por filtracdo através de membranas
filtrantes estéreis. No caso de a composicédo ser
liofilizada, a esterilizacdo executada de acordo com este
método pode ser efectuada gquer antes quer apds a
liofilizacéo e reconstituicéo. As composicdes para
administracdo parentérica podem ser guardadas na forma
liofilizada ou em solucdo. Além disso, as composicdes
parentéricas sé&do colocadas, geralmente, num recipiente que
possui uma abertura de acesso estéril, por exemplo, um saco
ou frasco de solucdo intravenosa gque possui uma rolha
perfuravel por meio de uma agulha de injeccédo hipodérmica.

Depois de a composicgéo farmacéutica  ter sido
formulada, pode ser guardada sob a forma de uma solucdo,
suspensdo, gel, emulsdo, sdélido ou pd desidratado ou
liofilizado em frascos estéreis. Tais formulacdes podem ser
guardadas quer numa forma pronta para utilizacdo quer numa
forma reconstituivel (v.g., liofilizada) antes da
administracéo.

De acordo com uma variante especifica, a presente
invencdo prevé também estojos para a producdo de uma
unidade de administracdo de uma dose Unica. Cada um destes
estojos pode ter, simultaneamente, um primeiro recipiente
onde, esteja contida a proteina anidra, e um segundo
recipiente, onde esteja contida uma formulacdo aquosa.
Também estdo abrangidos, no ambito da presente invencdo, oS

estojos qgue contenham seringas pré-carregadas com camaras
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multiplas ou Unicas (v.g., seringas com liquidos e
liosseringas) .

A quantidade eficaz de uma composicdo farmacéutica que
ird ser wutilizada terapeuticamente vai depender, por
exemplo, do contexto e objectivos terapéuticos. Um
especialista na matéria sabe que o0s niveis de dosagem
apropriados para tratamento ir&do, consequentemente, variar,
em parte, em funcdo da molécula administrada, a patologia
para a qual foi prescrita a molécula de agente de ligacéo,
a via de administracdo e a corpuléncia (massa corporal,
superficie corporal ou tamanho do 6érgdo) e estado geral
(idade e saude genérica) do paciente. Assim sendo, o médico
assistente pode titular a dosagem e modificar a via de
administracdo para conseguir obter um efeito terapéutico
6ptimo. Uma dosagem tipica iréd estar compreendida entre
cerca de 0,1 mg/kg e cerca de 100 mg/kg ou mais, dependendo
isso dos factores supramencionados. De acordo com outras
variantes, a dosagem pode estar compreendida entre cerca de
0,1 mg/kg e cerca de 100 mg/kg; ou entre 1 mg/kg e cerca de
100 mg/kg; ou entre 5 mg/kg e cerca de 100 mg/kg.

Para qualquer composto, a dose terapeuticamente eficaz
pode ser estimada inicialmente, quer em ensaios de culturas
celulares quer em modelos com animais, tais como murganhos,
ratos, coelhos, cédes, suinos ou macacos. Também é possivel
utilizar o modelo com animais para determinar o intervalo
de concentracdes e a via de administracdo convenientes. Tal
informacédo pode ser utilizada depois para determinar doses
Uteis e vias de administracdo em seres humanos.

A dosagem exacta ird ser determinada a luz de factores
relacionados com o paciente que necessite de tratamento. A

dosagem e a administracdo sdo ajustadas para conferirem
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niveis suficientes do composto activo ou para se manter o
efeito desejado. 0Os factores que podem ser tomados em
consideracdo compreendem a gravidade do estado patoldgico,
o estado geral de saude do paciente, a sua idade, massa
corporal e o género desse paciente, o periodo e a
frequéncia de administracdo, as combinacdes de féarmacos, a
sensibilidade a reaccdes e a resposta a terapia. As
composicdes farmacéuticas de actuacdo prolongada podem ser
administradas em <cada 3 a 4 dias, semanalmente ou
quinzenalmente, dependendo isso do periodo de semi-vida e
da velocidade de depuracdo da formulacdo particular.

A frequéncia de dosagem iréd depender dos paradmetros
farmacocinéticos da molécula do agente de ligacdo existente
na formulacdo utilizada. De uma forma tipica, administra-se
uma composicdo até que se atinja uma dosagem que
proporcione o efeito desejado. Assim, a composicdo pode ser
administrada numa dose uUnica, ou em doses multiplas (com
concentracdes iguais ou diferentes/dosagens) ao longo do
tempo, ou como uma infusdo continua. Podem ser feitos
rotineiramente outros refinamentos da dosagem adequada. As
dosagens adequadas podem ser estabelecidas recorrendo a
utilizacdo de dados adequados de tipo dose-resposta.

A via de administracdo da composicdo farmacéutica esté
de acordo com métodos conhecidos, v.g., oralmente, por
injeccéo pelas vias intravenosa, intraperitoneal,
intracerebral, (intraparenquimal), intracerebroventricular,
intramuscular, intraocular, intra-arterial, intra-
auricular, intralesional, por aplicacbes pelas vias
intramedular, intratecal, intraventricular, transdermal,
subcutédnea, intraperitoneal, intranasal, entérica, tépica,

sublingual, uretral, vaginal ou rectal, por meio de
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sistemas de libertacdo prolongada ou por meio de
dispositivos de implantacdo. Se desejado, as composicdes
podem ser administradas por injeccdo em bolus ou por
infusdo <continua ou por meio de um dispositivo de
implantacéo.

Em alternativa ou complementarmente, a composicdo pode
ser administrada localmente mediante a implantacdo de uma
membrana, esponja ou qualquer outro material adequado no
qual a molécula desejada tenha sido absorvida ou
encapsulada. No caso de se utilizar um dispositivo de
implantacdo, entdo o dispositivo pode ser implantado num
tecido ou o6rgdo conveniente e a administracdo da molécula
desejada pode ser feita por difusdo, por meio de bolus de
libertacdo cronometrada ou por administracdo continua.

Em alguns casos, pode ser desejavel utilizar
composicdes farmacéuticas de uma maneira ex vivo. Em tais
casos, as células, os tecidos ou os dérgdos gque tenham sido
removidos do paciente séo expostos as composicdes
farmacéuticas e subsequentemente tais células, tecidos e/ou
6brgdos s&do novamente implantados no paciente.

Noutros casos, ¢é possivel administrar um agente de
ligacdo da presente invencdo, tal como um pepticorpo,
implantando determinadas células que tenham sido
manipuladas geneticamente, utilizando métodos tais como oS
aqui descritos, para expressdo e secrecdo do polipéptido.
Tais células podem ser de origem animal ou humana e podem
ser autdlogas, heterdélogas ou xenogeneicas.
Facultativamente, as células podem ser imortalizadas. Para
se fazer diminuir a possibilidade de haver uma resposta
imunoldgica, as células podem ser encapsuladas para se

evitar a infiltracdo em tecidos adjacentes. Os materiais de
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encapsulacdo sdo tipicamente membranas ou invdlucros
poliméricos biocompativeis e semipermedveis que permitem a
libertacdo dos produtos proteinicos mas que impedem a
destruicdo das células pelo sistema imunitédrio do paciente
ou por outros factores prejudiciais provenientes dos

tecidos adjacentes.

Combinacdo de terapias

Os agentes de ligacdo especificos da ©presente
invencdo, tais como os pepticorpos, podem ser utilizados em
combinacdo com outras terapéuticas no tratamento de doencas
associadas a expressdo de Ang-2. Estas e outras terapéuticas
compreendem, por exemplo, o0s tratamentos por radiacéo,
quimioterapia e terapias dirigidas, tails como Herceptim™,
Rituxan™, Gleevec™ ¢ ndo sbé. H& outras combinacdes de
terapias que ndo estdo aqui especificamente enumeradas, mas
que também estdo abrangidas no admbito da presente invencéo.

O tratamento quimioterapéutico pode utilizar agentes
antineoplédsicos, compreendendo, por exemplo, agentes de
alquilacéo, incluindo: mostardas azotadas, tais como
meclor-etamina, ciclofosfamida, ifosfamida, melfalano e
clorambucil; nitro-ureias, talis como carmustina (BCNU),
lomustina (CCNU) e semustina (metil-CCNU) ;
etileniminas/metilmelamina, tails como trietilenomelamina
(TEM), trietileno, tiofosforamida (tiotepa), hexametil-
melamina (HMM, altretamina); sulfonatos de algquilo, tais
como bussulfano; triazinas, tals como dacarbazina (DTIC);
antimetabolitos, incluindo os anédlogos do acido fdélico,
tais como metotrexato e trimetrexato, anadlogos de
pirimidina, tais como 5-fluorouracilo, fluorodesoxiuridina,

gem-citabina, citosina, arabinosido (AraC, citarabina), 5-
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azacitidina, 2,2'-difluorodesoxicitidina, anadlogos de
purina, tais como b-mercaptopurina, 6-tioguanina,
azatioprina, 2'-desoxicoformicina (pentostatina), eritro-
hidroxi-noniladenina (EHNA), fosfato de fludarabina e 2-
clorodesoxiadenosina (cladribina, 2-CdA); produtos naturais
incluindo os fé&rmacos antimitdéticos, tais como paclitaxel,
alcaldides de vinca, incluindo vinblastina (VLB),
vincristina e vinorelbina, taxotere, estramustina e fosfato
de estramustina; pipodofilotoxinas, tais como etoposido e
teniposido; antibidticos, tais como actimomicina D,
daunomicina (rubidomicina), doxorrubicina, mitoxantrona,
idarrubicina, bleomicinas, plicamicina (mitramicina),
mitomicina C e actinomicina; enzimas, tais como L-
asparaginase; modificadores de resposta bioldgica, tais
como interferdo o, IL-2, G-CSF e GM-CSF; agentes diversos,
incluindo os complexos de coordenacdo de platina, tais como
cisplatina e carboplatina, antracenosionas, talis como
mitoxantrona, ureia substituida, tal como hidroxiureia,
derivados de metil-hidrazina, incluindo N-metil-hidrazina
(MIH) e procarbazina, supressores adrenocorticais, tais
como mitotano (o,p'-DDD) e aminoflutetimida; hormonas e
antagonistas, incluindo antagonistas adrenocorti-
costerdides, tais como prednisona e equivalentes, dexametasona
e aminoglutetimida; progestina, tal como <caproato de
hidroxiprogesterona, acetato de medroxiprogesterona e
acetato de megestrol, estrogénios, tals como dietil-
estilbestrol e equivalentes de etinil-estradiol;
antiestrogénios, tais como tamoxifeno; androgénios,
incluindo propionato de testosterona e equivalentes de
fluoximesterona; antiandrogénios, tais como flutamida,

andlogos da hormona libertadora de gonadotropina e
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leuprdlido; e antiandrogénios ndo esteroidais, tais como
flutamida.

Uma combinacdo de terapias com factores de crescimento
pode conter citogquinas, linfoquinas, factores de
crescimento ou outros factores hematopoiéticos, tais como
M-CSF, GM-CSF, TNF, IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6,
1.-7, 1.-8, IL-9, IL-10, IL-11, IL-12, IL-13, IL-14, IL-15,
I.-1¢, I1L-17, IL-1 8, IFN, TNFO, TNP1l, TNF2, G-CSF, Meg-
CSF, GM-CSF, trombopoietina, factor das células estaminais
e eritropoietina. Outras composicdes podem conter
angiopoietinas conhecidas, por exemplo, Ang-1, -2, -4, -Y,
e/ou o polipéptido semelhante a Ang humana e/ou o factor de
crescimento endotelial wvascular (VEGF). O0Os factores de
crescimento compreendem angiogenina, proteina 1 morfogénica
dos ossos, proteina 2 morfogénica dos ossos, proteina 3
morfogénica dos ossos, proteina 4 morfogénica dos ossos,
proteina 5 morfogénica dos ossos, proteina 6 morfogénica
dos ossos, proteina 7 morfogénica dos ossos, proteina 8
morfogénica dos ossos, proteina 9 morfogénica dos ossos,
proteina 10 morfogénica dos ossos, proteina 11 morfogénica
dos ossos, proteina 12 morfogénica dos ossos, proteina 13
morfogénica dos ossos, proteina 14 morfogénica dos ossos,
proteina 15 morfogénica dos ossos, receptor IA da proteina
morfogénica dos o0ssos, receptor IB da proteina morfogénica
dos ossos, factor neurotrdfico derivado do cérebro, factor
neutréfico ciliar, receptor do factor neutrdédfico ciliar,
factor 1 gquimiotédctico neutrdfilo induzido pela citoquina,
neutrdéfilo induzido pela citoquina, factor 2 guimiotéctico,
factor 2 quimiotédctico neutrdfilo induzido pela citoquina,
factor de crescimento das células endoteliais, endotelina

1, factor de crescimento epidermal, 0 atraente de
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neutréfilos derivado do epitélio, factor 4 de crescimento
dos fibroblastos, factor 5 de crescimento dos fibroblastos,
factor 6 de crescimento dos fibroblastos, factor 7 de
crescimento dos fibroblastos, factor 8 de crescimento dos
fibroblastos, factor 8b de crescimento dos fibroblastos,
factor 8c de crescimento dos fibroblastos, factor 9 de
crescimento dos fibroblastos, factor 10 de crescimento dos
fibroblastos, factor acidico de crescimento dos
fibroblastos, factor bédsico de crescimento dos
fibroblastos, receptor 1 do factor neutrdéfico derivado da
linhagem de células gliais, receptor 2 do factor neutrdéfico
derivado da linhagem de células gliais, proteina associada
ao crescimento, proteina 1 associada ao crescimento,
proteina 2 associada ao crescimento, proteina 3 associada
ao crescimento, factor de crescimento epidermal de ligacéo
da heparina, factor de crescimento dos Thepatdcitos,
receptor do factor de crescimento dos hepatdcitos, factor 1
de crescimento de tipo insulinico, receptor do factor de
crescimento de tipo insulinico, factor 2 de crescimento de
tipo insulinico, ©proteina de ligacdo do factor de
crescimento de tipo insulinico, factor de crescimento dos
ceratindécitos, factor inibidor de leucemia, receptor 1 do
factor inibidor de leucemia, factor de crescimento dos
nervos, receptor do factor de crescimento dos nervos,
neurotrofina 3, neurotrofina 4, factor de crescimento da
placenta, factor 2 de crescimento da placenta, factor de
crescimento das células endoteliais derivadas de plaquetas,
factor de crescimento derivado de plagquetas, cadeia do
factor A de crescimento derivado de plaquetas, factor AA de
crescimento derivado de plaquetas, factor AB de crescimento

derivado de plaquetas, cadeia do factor B de crescimento
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derivado de plaquetas, factor BB de crescimento derivado de
plaquetas, receptor 1 do factor de crescimento derivado de
plagquetas, receptor 2 do factor de crescimento derivado de
plaquetas, factor estimulador do crescimento de pré-células
B, factor das células estaminais, receptor do factor das
células estaminais, factor 1 do crescimento transformante,
factor 2 do crescimento transformante, factor 1,2 do
crescimento transformante, factor 3 do crescimento
transformante, factor 5 do <crescimento transformante,
factor 1 do crescimento transformante latente, proteina I
de ligacdo do factor 1 do <crescimento transformante,
proteina II de ligacdo do factor 1 do <crescimento
transformante, proteina III de 1ligacdo do factor 1 do
crescimento transformante, receptor de tipo I do factor da
necrose tumoral, receptor de tipo II do factor da necrose
tumoral, receptor do activador do plasminogénio de tipo
urocinase, factor de <crescimento endotelial wvascular e
proteinas quiméricas e seus fragmentos bioldgica ou

imunologicamente activos.

Imunoterapéutica

A imunoterapéutica assenta geralmente na utilizacdo de
células e moléculas imunoefectoras para visar e destruir
células cancerosas. Os efectores imunitdrios podem ser, por
exemplo, um pepticorpo da presente invencgdo que reconheca
algum marcador sobre a superficie de uma célula
destinataria. O péptido pode servir sbé por si como um
efector de terapia ou pode congregar outras células para
efectuarem realmente a aniquilacdo celular. O pepticorpo
também pode ser conjugado com um fadrmaco ou com uma toxina

(quimioterapéutica, um radionuclideo, a cadeia da ricina A,
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a toxina da cdlera, a toxina da tosse convulsa, etc.) e
consequentemente pode servir apenas como agente de
encaminhamento.

De acordo com a presente invencdo, as formas mutantes
de Ang-2 podem ser encaminhadas quer por pepticorpos
imunoterapéuticos quer por conjugados de pepticorpos da
invencdo. Prevé-se, particularmente, que as composicdes de
pepticorpos da invencdo possam ser utilizadas numa
metoddloga de terapia combinada em conjunto com uma terapia
subordinada a Ang-2.

Verificou-se que a imunoterapia passiva é
particularmente eficaz contra diversos cancros. Ver, ©por
exemplo, o documento WO 98/39027.

Os exemplos seguintes tém apenas fins ilustrativos e
nao devem ser considerados, de forma alguma, como

limitativos do &mbito da invencéo.

Exemplo 1

Expressdo de Ang-2 em tecidos patoldégicos e em tecidos

normais

Examinou-se a expressdo de Ang-2 em tecidos normais e
em tecidos patoldbdgicos, recorrendo a hibridacdo in situ.
Foram utilizados fragmentos das sequéncias de Ang-2 humanas
(nimero de admissdo AF004327 no Genbank, nucledétidos 1274-
1726) e de murinos (numero de admissdo AF004326 do Genbank,
nucledétidos 1135-1588) que foram amplificados por PCR com
transcriptase inversa a partir de ADNc pulmonar fetal dos
seres humanos ou de murinos, clonado no plasmideo pGEM-T e
cuja verificacéo foi feita sequenciacéo. As sondas
hibridantes de ARN anti-sentido marcadas com P foram

transcritas a partir das matrizes de plasmideo linearizadas
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utilizando *’P-UTP e polimerase de ARN. Foram utilizados
blocos de tecidos embebidos em parafina e estabilizados com
formaldeido que foram seccionados a 5 um e que foram depois
colocados sobre lamelas com carga eléctrica. Antes da
hibridacdo in situ, os tecidos foram permeabilizados com
HCL 0,2M, seguindo-se a digestdo com a proteinase K e a
acetilacdo <com trietanolamina e anidrido acético. As
seccdes foram hibridadas com a sonda hibridante,
radioidentificada, de um dia para o outro a 55°C e depois
foram submetidas a digestdo com RNase e a uma operacido de
lavagem em condig¢des altamente rigorosas em meio 0,1 X SSC
a 55°C. As lamelas foram mergulhadas em emulsdo NTB2 da
Kodak, expostas a 4°C durante 2-3 semanas, reveladas e
contrastadas. As referidas seccdes foram examinadas em
campo escuro e com iluminacdoc convencional para @se
conseguir uma avaliagdo simultdnea da morfologia tecidual e
do sinal de hibridacéo.

Os resultados indicaram que a expressdo de Ang-2 pds-—
natal, em tecidos humanos normais, estd limitada a alguns
tecidos gue contém vasculatura angiogénica, tais como os
tecidos de ovario, placenta e Utero. Ndo foi detectavel
nenhuma expressdo de Ang-2 nos tecidos de adultos humanos
normais de o6rgdos como coracdo, cérebro, rim, figado,
pulm&o, péncreas, baco, musculos, amigdalas, timo,
apéndice, nodos linfaticos, vesicula biliar, préstata ou
testiculos. Nos murganhos com cinco semanas de idade (mas
ndo nos macacos ou nos seres humanos adultos), os rins
manifestaram uma expressdo notavel de Ang-2 nos vasa recta.
Para se determinar se a expressdo correspondia aos restos
do desenvolvimento embriondrio, repetiu-se esta experiéncia

com rins de murganhos com idades até um ano, utilizando a
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sonda hibridante de Ang-2 de murinos e as condig¢des
enumeradas antes. Verificou-se que a expressdo de Ang-2
diminuia durante o desenvolvimento neonatal, mas era ainda
evidente nos rins dos murganhos com um ano de idade.
Detectou-se também a expressdo de Ang-2 praticamente
em todos os tipos de tumores testados, incluindo os tumores
humanos priméarios, tais como o carcinoma do cdélon (5
casos), carcinoma mamario (10 casos), carcinoma pulmonar (8
casos), glioblastoma (1 caso), tumores humanos metastaticos,
tais como o carcinoma mamario (2 casos), carcinoma pulmonar
(2 casos) e carcinoma dos ovarios (2 casos) cujas
metédstases haviam alcancado o cérebro, e também nos modelos
de tumores de roedores, tais como C6 (glioma do rato), HT29
(carcinoma do cdélon humano), Colo-205 (carcinoma do cdlon
humano), HCT116 (carcinoma do cdlon humano) , A431
(carcinoma epidermdéide humano), A673 (rabdomiossarcoma
humano), HT1080 (fibrossarcoma humano), PC-3 (carcinoma
prostadtico humano), B16F10 (melanoma dos murinos), MethA
(sarcoma dos murinos) e carcinoma pulmonar de Lewis. Além
disso, a expresséo de Ang-23 foi detectada na
neovasculatura em desenvolvimento numa vela de Matrigel em
resposta a VEGEF e no modelo de hipoxia do murganho com

retinopatia de prematuridade.

Exemplo 2

Ensaios moleculares para avaliar pepticorpos de Ang-2

Foram desenvolvidos ensaios moleculares (ELISA por
afinidade, ELISA de neutralizacdo e BIAcore) para se
avaliar a ligacdo directa de pepticorpos a Ang-2 e membros

de familias congéneres e para se avaliar também o efeito
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dos pepticorpos sobre a interaccdo Ang-2:Tie-2. Estes

ensaios in vitro estdo descritos a seguir.

Protocolo 'ELISA' de afinidade

Para a despistagem inicial de pepticorpos anti-Ang-2
elegiveis utilizou-se Ang-2 humana purificada (R&D Systems,
Inc; numero de catalogo 623-NA; a Ang-2 foi fornecida sob a
forma de uma mistura de duas versdes truncadas) ou O
polipéptido de Ang-2 dos murinos (preparado conforme se
disse anteriormente). Para oS ensaios de ligacdo de
confirmacdo, a Ang-2 humana foi obtida a partir de meios
condicionados de células 293T humanas transfectadas com ADN
de Ang-2 humana de comprimento completo, criadas em cultura
em meio de Eagle modificado por Dulbecco e isento de soro
(DMEM), contendo albumina do soro de bovino (BSA) na
concentracdo de cerca de 50 pg /mL.

Utilizando placas de microtitulacdo, acrescentou-se a
cada cavidade das placas aproximadamente 100 pL de Ang-2 e
depois manteve-se as placas a incubar durante cerca de 2
horas, apdés o que se fez a lavagem das placas com soluto
salino tamponado com fosfato (PBS) contendo cerca de 0,1%
de Tween-20, quatro vezes. As placas foram entdo bloqueadas
introduzindo em cada cavidade cerca de 250 uL de soluto
contendo cerca de 5% de BSA em PBS e depois manteve-se as
placas a incubar a temperatura ambiente durante cerca de 2
horas. Apdbdés a incubacdo, deitou-se fora o excesso de
solucdo de blogqueio e acrescentou-se a cada cavidade cerca
de 100 pL de cada um dos pepticorpos anti-Ang-2 elegiveis,
de acordo com uma diluicdo em série comecando com uma
concentracdo de cerca de 40 nanomolar e prosseguindo entéo

com uma razdo sequencial de reducdo da concentracdo de 4
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vezes em PBS contendo cerca de 1% de BSA. Depois manteve-se
as placas a incubar de um dia para o outro a temperatura
ambiente. Apbs a incubacdo, efectuou-se a lavagem das
placas com PBS contendo cerca de 0,1% de Tween-20. Repetiu-
se a lavagem durante mais quatro vezes, apds o gue se
introduziu em cada cavidade 100 pL de anti-IgG(Fc) humana
conjugada na cabra com HRP (Pierce Chemical Co., numero de
catédlogo 31416) previamente diluida a razdo de 1:5000 em
PBRS contendo 1% de BSA. Manteve-se as placas a incubar
durante aproximadamente 1 hora a temperatura ambiente.
Depois efectuou-se a lavagem das placas 5 vezes com PBS
contendo cerca de 0,1% de Tween-20, apds o dgue se
acrescentou a cada cavidade <cerca de 100 upL de TBM
(3,3",5,5"-tetrametilbenzidina, sistema de substrato
liquido; Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, numero de
catdlogo T8665) e a seguir manteve-se as placas a incubar
durante cerca de 5-15 minutos até ter surgido uma cor azul.
Depois efectuou-se a leitura da absorvéncia num

espectrémetro a cerca de 370 nm.

Protocolo 'ELISA' de neutralizacédo

Efectuou-se a preparacdo de placas de microtitulacédo
onde se encontrava ligado o polipéptido de Ang-2 humana,
conforme descrito para o protocolo de ELISA por afinidade.
Os pepticorpos anti-Ang-2 elegiveis foram titulados a
valores entre 1000 nM e 0,2 pM em diluicdes sequenciais
diminuindo a razdo de 4 vezes numa solucdo de PBS contendo
cerca de 1% de BSA e cerca de 1 nM de Tie-2 (fornecido como
molécula Tie-2-Fc em gque a parcela Tie-2 continha apenas a
parte extracelular soluvel da molécula; R&D Systems, numero

de catédlogo 313-TI). Depoils acrescentou-se a cada cavidade
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cerca de 100 pL de solucdo contendo anticorpo/Tie-2,
manteve-se as placas a incubar de um dia para o outro a
temperatura ambiente e a seguir efectuou-se a sua lavagem 5
vezes em PBS contendo cerca de 0,1% de Tween-20. Apdbds a
lavagem, acrescentou-se a cada cavidade cerca de 100 pL de
anticorpo anti-Tie-2 (Pharmingen Inc., numero de catédlogo
557039), até se obter uma concentracdo final de cerca de 1
ng/mL e manteve-se as placas a incubar durante cerca de 1
hora a temperatura ambiente. Seguidamente, acrescentou-se a
cada cavidade cerca de 100 uL de anti-IgG de murganho
conjugado na cabra com HRP (Pierce Chemical CO., numero de
catédlogo 31432) com uma diluicdo de 1:10000 em PBS contendo
cerca de 1% de BSA. Manteve-se as placas a incubar a
temperatura ambiente durante cerca de 1 hora, apds o que
foram lavadas 5 vezes com PBS contendo cerca de 0,1% de
Tween-20. Depois introduziu-se em cada cavidade cerca de
100 pL de substrato de TMB (descrito supra) e esperou-se
pelo aparecimento de uma cor. A seguir mediu-se a

absorvéncia num espectrdédmetro a 370 nm.

Protocolo 'BIAcore' de afinidade

Realizou-se a anadlise de afinidade de cada pepticorpo
de Ang-2 elegivel, segundo a metodologia 'BIAcore®2000'
(Biacore, Inc., Piscataway, NJ) com PBS e contendo 0,005%
de agente tensioactivo P20 (Biacore, Inc.), enquanto tampédo
de funcionamento. Fez-se a 1imobilizacdo de proteina G
recombinante (Repligen, Needham, MA), até ao limite de
pesquisa de qualidade do microcircuito sensor CM5 (Biacore,
Inc.), através dos grupos amina primarios, utilizando para

tal o estojo de acoplamento de aminas 'Amine Coupling Kit
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(Biacore, Inc.), em conformidade com o protocolo sugerido
pelo fabricante.

Os ensaios de ligacdo foram realizados fazendo
capturar, em primeiro lugar, cerca de 100 Ru de cada um dos
pepticorpos anti-Ang-2 elegiveis, pela proteina G
imobilizada, apds o que se injectou diversas concentracdes
(0-100 nM) de huAng-2 ou mAng-2 sobre a superficie do
anticorpo ligado, com um caudal de 50 pL/minuto durante 3
minutos. Efectuou-se a determinacéio dos parametros
cinéticos de ligacdo do pepticorpo, incluindo as constantes
k. (constante de velocidade de associacédo), kg (constante
de velocidade de dissociacédo) e Kp (constante de equilibrio
de dissociacédo), utilizando para tal o programa informatico
3.1 de avaliacdo BIA (Biacore, Inc.). As constantes de
equilibrio de dissociacdo de menor valor indicam uma maior

afinidade do pepticorpo para a Ang-2.

Exemplo 3
Identificacédo de péptidos de ligacdo de Ang-2

1. Preparacédo de esférulas magnéticas recobertas com Ang-2

A. Imobilizacdo de Ang-2 sobre esférulas magnéticas

Para a eluicéo nao especifica, efectuou-se a
imobilizacdo da proteina Ang-2 biotinilada (Biotinylated
Recombinant Human Angiopoietin-2, R&D Systems, Inc.; numero
de catédlogo BT 623) sobre 'Streptavidin Dynabeads' (Dynal,
Lake Success, NY), para uma concentracdo de cerca de 4 ug
da proteina Ang-2 biotinilada por cada 100 pL de esférulas
provenientes directamente do fabricante para a totalidade

das trés experiéncias de seleccdo. Para as eluicdes de
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antigénio (Ang-2) e de receptor (Tie-2), efectuou-se a
imobilizacdo de 2 pg de proteina Ang-2 biotinilada sobre 50
L de 'Streptavidin Dynabeads' durante a segunda
experiéncia de seleccdo. Reduziu-se a concentracdo do
revestimento para cerca de 1 upug de proteina Ang-2
biotinilada por cada 50 ulL das referidas esférulas para a
terceira experiéncia de seleccdo. Fazendo deslocar as
esférulas para um lado do tubo por meio de um iman e
retirando o liquido com uma pipeta, efectuou-se a lavagem
das esférulas cinco vezes com o soluto salino tamponado com
fosfato (PBS), tendo sido depois recolocadas em suspenséo
em PBS. Acrescentou-se a proteina Ang-2 biotinilada as
esférulas lavadas, com a concentracdo indicada antes, e
manteve-se tudo a incubar com rotacdo durante 1 hora a
temperatura ambiente, seguindo-se algumas horas de
incubacdo de um dia para o outro a 4°C, com rotacdo. As
esférulas recobertas com Ang-2 foram depois blogqueadas,
acrescentando BSA até a concentracdo final aproximada de
cerca de 15% e mantendo tudo a incubar de um dia para o
outro a 4°C, com rotacdo. As esférulas resultantes,
recobertas com Ang-2, foram depois lavadas cinco vezes com
PBS, antes de terem sido submetidas a procedimentos de

seleccéo.

B. Preparacédo de esférulas para seleccdo negativa
Efectuou-se também a preparacdo de outras esférulas
para seleccgdes negativas. Para cada caso criteriosamente
seleccionado, submeteu-se 500 pL de esférulas provenientes
directamente do fabricante ao procedimento supramencionado
(seccdo 1A), com a excepcdo de se ter omitido o passo de

incubacdo com a Ang-2 Dbiotinilada. No UuUltimo passo de
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lavagem, as esférulas foram divididas em 5 aliquotas de 100
uL.

2. Seleccdo do fago de ligacdo de Ang-2

A. Estratégia geral
Foram utilizados 3 bibliotecas de fagos filamentosos,

designadas por "TN8-IX" (5X10° transformantes independentes),

"TN12-I" (1.4X10° transformantes independentes) e "Linear"
(2.3X10° transformantes independentes) (todos da Dyax
Corp.) para efeitos de seleccdo dos fagos de ligacdo de

Ang-2. Cada Dbiblioteca foi submetida quer a eluig¢do né&o
especifica, eluicdo com Ang-2 e eluicdo com receptor (Tie-
2). Foram analisados nove casos diferentes criteriosamente
seleccionados para Ang-2 (TN8-IX, utilizando o método de
eluig¢do nédo especifica, TN8-IX wutilizando o método de
eluicdo com Ang-2, TN8-IX utilizando o método de eluicédo
com Tie-2, TN12-I utilizando o método de eluicdo né&o
especifico, TN12-I utilizando o método de eluicdo com Ang-2
e TN12=I utilizando o método de eluicdo com Tie-2, 'Linear'
utilizando o método de eluicdo ndo especifica, 'Linear'
utilizando o método de eluicdo com Ang-2 e 'Linear'
utilizando o método de eluicdo com Tie-2). Para a
totalidade das trés bibliotecas, os fagos da primeira
experiéncia de seleccdo foram objecto de eluicdo apenas de
uma maneira ndo especifica para posteriores experiéncias de
seleccdo. Foram praticadas as eluic¢cdes com Ang-2 e Tie-2 na
segunda e na terceira experiéncias de seleccdo. No caso da
biblioteca 'Linear', a seleccdo foi efectuada apenas para a

segunda experiéncia para as eluicgdes com Ang-2 e Tie-2.
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B. Seleccédo negativa

Para cada caso criteriosamente seleccionado,
distribuiu-se por aliquotas <cerca de 100 eqguivalentes
aleatdérios de bibliotecas, para as bibliotecas TN8-IX e TN12-
I (cerca de 5 X 10" ufp para TN8-IX e cerca de 1,4 X 10%
ufp para TN12-I) e cerca de 10 equivalentes aleatdrios de
bibliotecas, para a biblioteca 'Linear' (cerca de 1 X 10
ufp), a partir do lote disponivel de biblioteca, tendo sido
feita uma diluicdo para cerca de 400 pL com PBST (PBS com
0,05% de Tween-20). Apds a ultima lavagem, retirou-se
ligquido da primeira aliquota de 100 pL e efectuou-se a
preparacdo das esférulas para seleccdo negativa (seccéo
1B), tendo sido acrescentados as esférulas aproximadamente
400 pL do lote disponivel de biblioteca diluida. Manteve-se
a mistura resultante a incubar durante cerca de 10 minutos
a temperatura ambiente, com rotacado. Removeu-se o}
sobrenadante dos fagos, utilizando o iman, e acrescentou-se
a segunda aligquota de 100 plL para a realizacdo de um outro
passo de seleccdo negativa. Foram executados desta maneira

cinco passos de seleccdo negativa.

C. Seleccdo wutilizando as esférulas recobertas com a
proteina Ang-2

Apds o Ultimo passo de seleccdo negativa (seccdo 1B),
acrescentou-se o sobrenadante dos fagos as esférulas
recobertas com Ang-2 (seccdo 1lA). Manteve-se esta mistura a
incubar, com rotacdo, durante 1 a 2 horas a temperatura
ambiente, permitindo que os fagos se ligassem a proteina
relevante. Depois de se ter deitado fora o sobrenadante,
efectuou-se a lavagem das esférulas durante cerca de 10

minutos com PBST, seguindo-se duas lavagens com PBS.
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D. Eluicdo n&o especifica

Apds a lavagem final, removeu-se o liquido (seccgédo 2C)
e acrescentou-se as esférulas cerca de 1 mL de solucdo com
sais 'Min A' (KyHPO; 60 mM, KH,PO; 33 mM, (NH)SO, 7,6 mM e
citrato de sdédio 1,7 mM). Acrescentou-se esta mistura
directamente a uma amostra Dbacteriana concentrada, para

infeccdo (ver adiante, seccdes 3A e 3B).

E. Eluicdo do fago ligado com o antigénio (Ang-2)

Na segunda experiéncia, apds o ultimo passo de lavagem
(seccdo 2C), os fagos ligados foram objecto de eluicédo a
partir das esférulas magnéticas, mediante a adicdo de 100
nL de proteina Ang-2 recombinante nas concentragdes de 1
eM, 0,1 nM e 10 nM (Recombinant Human Angiopoietin-2, R&D
Systems, Inc., Minneapolis, Minnesota), sucessivamente, com
um periodo de incubacdo de 30 minutos para cada caso. Os
fagos remanescentes foram objecto de eluicdo, de forma néo
especifica (seccdo 2D). Os fagos eluidos, provenientes das
eluicdes ndo especificas a 10 nM, foram combinados e depois
foram submetidos a terceira experiéncia de seleccdo (ver a
seccdo 4, infra).

Na terceira experiéncia, apbdés o ultimo passo de
lavagem (seccdo 2C), os fagos ligados foram objecto de
eluicdo a partir das esférulas magnéticas, mediante a
adicdo de cerca de 1 nM de proteina Ang-2 recombinante e 10
nM de proteina Ang-2 recombinante, sucessivamente, com um
periodo de incubacdo de 30 minutos para cada caso. Além
disso, os fagos foram objecto de eluicdo com 1 mL de
solucdo de trietilamina 100 mM (Sigma, St. Louis, Missouri)

durante cerca de 10 minutos, numa centrifugadora. Efectuou-
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se a neutralizacdo do pH da solucdo de trietilamina qgue
continha os fagos, utilizando para tal 0,5 mL de Tris-HC1l 1
M (pH 7,5). Apbés a uUltima eluicdo com a solucdo de
trietilamina 100 mM, efectuou-se a eluicdo dos fagos
remanescentes, mediante a adicdo de esférulas as bactérias

(seccdo 2D).

F. Eluicédo dos fagos ligados ao receptor (Tie-2)

Na segunda experiéncia, apds o ultimo passo de lavagem
(seccdo 2C), os fagos ligados foram objecto de eluicédo a
partir das esférulas magnéticas, mediante a adicdo de cerca
de 100 pL de proteina Tie-2 recombinante 1 pM, 0,1 nM e 10
nM (Recombinant Human Tie-2-Fc Chimera, R&D Systems, Inc.,
Minneapolis, Minnesota), sucessivamente, com um periodo de
incubacdo de 30 minutos para cada caso. Os fagos
remanescentes foram objecto de eluicdo ndo especifica
(seccdo 2D). Os fagos eluidos provenientes das eluicdes néo
especificas 10 nM, foram combinados e depois foram
submetidos a terceira experiéncia de seleccdo (ver a seccédo
4 infra).

No caso da terceira experiéncia, apbds o ultimo passo
de lavagem (seccdo 2C), os fagos ligados foram objecto de
eluicdo a partir das esférulas magnéticas mediante a adicédo
de cerca de 1 nM de proteina Ang-2 recombinante e 10 nM de
proteina Tie-2 recombinante, sucessivamente, com um periodo
de incubacdo de 30 minutos para cada caso. Além disso, os
fagos foram objecto de eluicdo com 1 mL de solucdo de
trietilamina 100 mM (Sigma, St. Louis, Missouri) durante
cerca de 10 minutos, numa centrifugadora. Efectuou-se a
neutralizacdo do pH da solucdo de trietilamina que continha

os fagos, utilizando para tal 0,5 mL de Tris-HC1 1 M (pH
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7,5). Apbds a Ultima eluicdo com a solucdo de trietilamina
100 mM, efectuou-se a eluicdo dos fagos remanescentes

mediante a adicdo de esférulas as bactérias (seccdo 2D).

3. Amplificacéo

A. Preparacédo de células para cobertura de placas
Manteve-se uma cultura recente de E. coli (XL-1 Blue
MRF') em desenvolvimento até se obter um valor de DOggo
igual a cerca de 0,5 em meios 'LB' contendo tetraciclina na
concentracdo de 12,5 png/mL. Para cada caso criteriosamente
seleccionado, arrefeceu-se sobre gelo cerca de 20 mL desta
cultura e depois centrifugou-se. A massa de bactérias
obtida foi recolocada em suspensdo em cerca de 1 mL de

solucdo de sais 'Mini A'.

B. Transducédo

Cada mistura proveniente de cada um dos diferentes
métodos de eluicdo descritos antes (seccdes 2D, 2E e 2F)
foi acrescentada a uma amostra de bactérias concentradas
(seccdo 3A) e manteve-se a incubar a cerca de 37°C durante
cerca de 15 minutos. Acrescentou-se a cada mistura
aproximadamente 2 mL de meios NZCYM (2XNZCYM, ampicilina a
50 pg/mL) e manteve-se a incubar a cerca de 37°C durante 15
minutos. Com os 4 mL de solucdo resultantes efectuou-se a
cobertura de uma placa grande de &gar em meio NZCYM
contendo ampicilina na concentracdo de 50 pg/mlL e manteve-

se a incubar de um dia para o outro a 37°C.

C. Colheita de fagos
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Cada mistura de bactérias/fagos ficou a desenvolver-se
de um dia para o outro sobre uma placa grande de &gar em
meio NZCYM (seccdo 3B), tendo sido retirados delas
extractos que foram introduzidos em cerca de 35 mL de meios
'LB'. Cada placa de 4gar foi ainda enxaguada com mais 35 mL
de meios 'LB'. A mistura resultante de bactérias / fagos
nos meios 'LB' foi centrifugada para concentrar e afastar
as bactérias. A seguir transferiu-se aproximadamente 50 mL
do sobrenadante dos fagos para um novo tubo e acrescentou-
se cerca de 12,5 mL de solucdo de PEG (20% de PEG 8000,
acetato de aménio 3,5 M) e manteve-se a incubar sobre gelo
durante 2 horas para fazer precipitar os fagos. 0s fagos
precipitados foram centrifugados e recolocados em suspenséo
em 6 mL de tampdo renovado de suspensdo de fagos (NaCl 250
mM, Tris 100 mM, pH 8, EDTA 1 mM). A solucdo de fagos foi
ainda purificada por centrifugacdo que permitiu remover as
bactérias remanescentes, tendo tido lugar a precipitacéo
dos fagos pela segunda vez mediante a adicd&o de cerca de
1,5 mL de solucdo de PEG. Apds o passo de centrifugacéo,
recolocou-se a massa de fagos em suspensdo em cera de 400
pnL de PBS. Submeteu-se esta solucdo a um passo de
centrifugacdo final para libertar a solucdo de gquaisquer
residuos bacterianos remanescentes. Efectuou-se a titulacéo
da preparacdo de fagos resultante, recorrendo para tal a

ensaios convencionais de formacdo de placas.

4. Seleccdo e Amplificacédo suplementares

Na segunda experiéncia, a preparacdo de fagos
amplificados (cerca de 10'° ufp) proveniente da primeira
experiéncia (seccdo 3C), foi utilizada como carga de fagos

para a realizacdo dos passos de seleccdo e amplificacéo
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(seccbes 2 e 3). Para as eluicdes de Ang-2 e Tie-2, os
fagos provenientes das eluig®es a 10 nM e ndo especificas
foram combinados e amplificados para a terceira experiéncia
de seleccdo. A preparacdo de fagos amplificados (cerca de
10° ufp), proveniente da segunda experiéncia, foi utilizada,
por sua vez, como carga de fagos para a realizacdo dos
passos de seleccdo e amplificacdo da terceira experiéncia
(seccbes 2 e 3). A seguir aos passos de eluicdo (seccdes
2D, 2E e 2F) da terceira experiéncia, utilizou-se uma
pequena fraccdo dos fagos eluidos, a qual foi aplicada
sobre uma placa, tal como no ensaio de formacdo de placas
(seccdo 3C). Foram retirados extractos de cada uma das
placas e depois foram colocados em placas de microtitulacéo
de 96 cavidades, contendo cada uma delas 100 pL de tampédo
'"TE'. Estas placas principais ficaram a incubar a 4°C de um
dia para o outro para permitir que tivesse lugar a eluicédo

dos fagos no tampao 'TE'.

5. Analise clonal

Os clones de fagos foram analisados pelo protocolo
ELISA para fagos e pela sequenciacdo de ADN. As sequéncias
foram ordenadas com base nos resultados combinados, obtidos

a partir destes dois ensaios.

A. Protocolo 'ELISA' para fagos

Manteve-se uma cultura de XL-1 Blue MRE' em
desenvolvimento até se obter um valor de DOgyo igual a cerca
de 0,5. Distribuiu-se cerca de 30 pL desta cultura em
aliquotas em cada uma das cavidades de uma placa de
microtitulacdo de 96 cavidades. Acrescentou-se a cada

cavidade cerca de 10 pL de fagos eluidos (seccdo 4) e
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permitiu-se que infectassem bactérias durante cerca de 15
minutos a temperatura ambiente. Acrescentou-se a cada
cavidade cerca de 100 pL de meios '"LB' contendo
tetraciclina na concentracdo aproximada de 12,5 npg/mL e
ampicilina na concentracdo aproximada de 50 pg/mL. A placa
de microtitulacdo ficou depois a incubar, com agitacédo, de
um dia para o outro a cerca de 37°C. Esperou-se que a
proteina Ang-2 recombinante (cerca de 1 pg/mL em PRS) se
ligasse as placas Maxisorp de 96 cavidades (NUNC) de um dia
para o outro a cerca de 4°C. Como controlo, aplicou-se
estreptavidina pura sobre uma placa Maxisorp independente,
com uma concentracdo de cerca de 2 pg/mL em PBS.

No dia seguinte, deitou-se fora o liquido existente
nas placas Maxisorp recobertas com a proteina e bloqueou-se
cada cavidade com cerca de 300 pL de solucdo de leite a 5%
a cerca de 4°C de um dia para o outro (em alternativa, 1
hora a temperatura ambiente). Depois deitou-se fora a
solucdo de leite e efectuou-se a lavagem das cavidades trés
vezes com a solucdo de PBST. Apdés o Ultimo passo de
lavagem, acrescentou-se 50 pL da solucdo de PBST com leite
a 4% a cada cavidade das placas Maxisorp recobertas com a
proteina. Utilizou-se <cerca de 50 plL das culturas,
desenvolvidas de um dia para o outro, de cada cavidade da
placa de microtitulacdo de 96 cavidades, tendo sido feita a
sua transferéncia para as correspondentes cavidades de
placas recobertas com Ang-2 e também para as placas de
controlo recobertas com estreptavidina. Deitou-se fora o
ligquido das placas Maxisorp e efectuou-se a lavagem das
cavidades cerca de trés vezes com PBST. O anticorpo anti-
M13 conjugado com HRP (Amersham Pharmacia Biotech) foi

diluido para cerca de 1:7500 e acrescentou-se cerca de 100
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pL da solucdo diluida a cada cavidade das placas Maxisorp
para uma incubacdo de aproximadamente 1 hora a temperatura
ambiente. Mais uma vez, deitou-se fora o liquido e
efectuou-se a lavagem das cavidades cerca de cinco vezes
com PBST. A seguir, acrescentou-se cerca de 100 pL de
substrato TMB (Sigma) a cada cavidade e interrompeu-se a
reaccdo mediante a adicdo de 50 pL da solucdo de H;S0O, 5N.
Efectuou-se uma leitura do valor DO4sg num espectrofotdmetro

(Molecular Devices).

B. Sequenciacdo dos clones de fagos

Para cada clone de fagos, preparou-se uma matriz de
sequenciacdo, recorrendo a PCR. Foram utilizados os pares
de oligonucledtidos a seguir indicados para amplificar um

fragmento contendo aproximadamente 500 nucledtidos:

Iniciador 1: 5’ -CGGCGCAACTATCGGTATCAAGCTG-3’ (SEQ ID NO: 54)
Iniciador 2: 5’ -CATGTACCGTAACACTGAGTTTCGTC-3’ (SEQ ID NO: 55)

Para cada clone preparou-se a mistura seguinte:

Reagentes Volume (pL)/Tubo
dH,0 26,25
glicerol a 50% 10
tampdo PCR 10X (w/o MgCl,) 5
MgCl, 25 mM 4
mix dNTP 10 mM 1
iniciador 1 100 pM 0,25
iniciador 2 100 puM 0,25
polimerase de Tqg 0,25
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fagos em TE (seccéao 4) 3

volume de reaccdo final 50

Para a PCR, utilizou-se um amplificador automdtico de
ADN (GeneAmp PCR System 9700, Applied Biosystems), a
executar o seguinte programa: 94°C durante 5 minutos; (94°C
durante 30 segundos, 55°C durante 30 segundos, 72°C durante
45 segundos) x 30 ciclos; 72°C durante 7 minutos;
arrefecimento para 4°C. O produto de PCR de cada reaccdo
foi purificado, utilizando ‘QIAquick Multiwell PCR
Purification kit’ (Qiagen), em conformidade com o protocolo
do fabricante. O produto de PCR purificado foi depois
analisado, experimentando cerca de 10 pL de cada mistura de
reaccdo de PCR com cerca de 1 pL de corante (corante de
carga de gel de agarose 10 X BBRXS) sobre um gel de agarose
a 1%. O produto restante foi depois sequenciado, utilizando
o sequenciador ABI 377 (Perkin Elmer), em conformidade com

o protocolo recomendado pelo fabricante.

6. Ordenamento sequencial e determinacdo de sequéncia de

consenso

A. Ordenamento e andlise de sequéncias

As sequéncias peptidicas que foram traduzidas a partir
das sequéncias nucleotidicas varidveis (seccdo 5B) foram
correlacionadas com os dados do protocolo 'ELISA'. Aos
clones que revelaram um valor elevado de DOssy nas cavidades
recobertas com Ang-2 e um valor pequeno de DOgsp nas
cavidades recobertas com estreptavidina foi-lhes atribuida
uma classificacdo de prioridade mais elevada. As sequéncias

que ocorreram varias vezes foi-lhes atribuida também uma
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classificacdo de alta prioridade. As sequéncias elegiveis
foram escolhidas com base nestes critérios para anadlise

posterior como péptidos ou pepticorpos.

B. Determinacdo da sequéncia de consenso

As diferentes classes de motivos de consenso foram
geradas a partir da biblioteca TN8-1X, do modo seguinte:

KRPCEEXWGGCXYX (SEQ ID NO:56)

KRPCEEXFGGCXYX (SEQ ID NO:57)

XXXCXDXYWYCXXX (SEQ ID NO:61)

XXXCXDXYTYCXXX (SEQ ID NO:62)

XXXCXDXFWYCXXX (SEQ ID NO:63)

XXXCXDXFTYCXXX (SEQ ID NO:64)
XXXCXWDPWTCEXM (SEQ ID NO:58)

Foi gerado wum motivo de consenso a partir da

biblioteca TN12-1I:

WSXCAWFXGXXXXXCRRX (SEQ ID NO:59)

Para a totalidade dos motivos de consenso, as
"sequéncias de aminoécidos core" sublinhados de cada
sequéncia de consenso foram obtidas determinando qual o
aminodcido gque ocorria mais frequentemente em cada posicéo.
O simbolo "X" designa qualquer aminoacido que ocorra
naturalmente. As duas cisteinas adjacentes as sequéncias
core eram aminoacidos fixos nas bibliotecas TN8-IX e TN12-
I.

Os péptidos identificados pela ligacdo a Ang-2 estédo

explicitados no quadro 3 subsequente.
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Quadro 3: péptidos de ligagédo de Ang-2

Péptido Seq Id No. Sequéncia
TN8-8 1 KRPCEEMWGGCNYD
TN8-14 2 HOICKWDPWTCKHW

TN8-Conl 3 KRPCEETIFGGCTYQ

TN8-Con4 4 QEECEWDPWTCEHM
TN12-9 5 FDYCEGVEDPFTFGCDNH
L1 o KFNPLDELEETLYEQFTEFQO
C17 7 QYGCDGFLYGCMIN

ExemElo 4

Construcdo do ADN que codifica os pepticorpos

Os péptidos modificados, seleccionados como
potencialmente inibidores da ligacdo Ang-2:Tie-2 (ver
quadro 3), foram utilizados para construir proteinas de
fusdo em, qgque quer um mondmero de cada péptido gquer um
dimero em tandem de cada péptido (com um Iinker entre as
unidades monoméricas) foi fundido in frame com ADN que
codifica um Ilinker seguido por uma regido Fc da IgGl
humana. Cada péptido modificado foi construido fazendo a
recombinacdo de pares de oligonucledtidos ("oligos"™) para
gerar um polinucledétido duplo que codifica o péptido
conjuntamente com um Ilinker constituido, dependendo isso do
péptido, quer por cinco residuos glicina, ou oito residuos
glicina ou um residuo 1lisina; estas construcdes foram
geradas como fragmentos de Ndel e de Xhol. Estas moléculas

de polinucledétidos duplos foram ligadas ao vector (terminal
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N de pAMG21-Fc, descrito mais adiante) que continha o gene
de Fc humano, que havia sido previamente digerido com Ndel
e Xhol. As misturas de ligacéo resultantes foram
transformadas por electroporacédo efectuada em células da
estirpe 2596 de E. coli (GM221, conforme descrito mais
adiante), utilizando procedimentos convencionais. Efectuou-
se uma pesquisa dos clones para investigar a sua aptidéo
para produzirem o produto de proteina recombinante e se
possuiam a fusdo de genes com uma sequéncia de nucledtidos
correcta. Seleccionou-se um Unico destes clones para cada
um dos péptidos modificados (isto é, produtos de fusdo Fc-

péptido).

Construgdo do vector do terminal N pAMG21-Fc.

pPAMG21

O plasmideo de expressdo pAMG21 (ATCC No. 98113) é
obtido a partir do vector de expressdo pCEM1656 (ATCC No.
69576) e do sistema de vectores de expressdo descrito na
patente de invencdo norte-americana n° 4 710 473,
executando o processo descrito no pedido de patente de
invencdo internacional publicado com o n® WO 00/24782 (ver
a parte do exemplo 2 ali descrito, entre as paginas 100-

103, e também as figuras 17A e 17B).

Vector Fc do terminal N

O vector Fc do terminal N foi criado utilizando como
matriz o mondémero pAMG21 Tpo Gly5 Fc da estirpe 3788 de E.
coli. E possivel encontrar informacdo sobre a clonagem
desta estirpe no documento WO 00/24782 (ver o exemplo 2 e a

figura 10 desse documento). Foi concebido um iniciador de
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5'" para a PCR (adiante melhor descrito) para remover a
sequéncia peptidica de Tpo em "pAMG Tpo Gly5" e para a
substituir por um polilinker contendo os locais ApalLl e
XhoI. Utilizando como matriz a estirpe 3788, executou-se a
PCR com "Expand Long Polymerase", utilizando o
oligonucledtido de SEQ ID NO: 8, adiante representada, como
iniciador de 5', e um iniciador de 3' universal, SEQ ID NO:
9, adiante representada. O produto de PCR resultante foi
purificado em gel e digerido com as enzimas de restricédo
NdeI e BsrGI. Tanto o plasmideo como o polinucledtido que
codifica o péptido relevante, conjuntamente com o seu
linker, foram ©purificados em gel, wutilizando <colunas
centrifugas de purificacdo em gel da "Qiagen" (Chatsworth,
CA). O plasmideo e o produto de insercdo foram depois
ligados, utilizando procedimentos convencionais de ligacéo,
tendo a mistura de ligacdo resultante sido transformada
utilizando células de E. coli (estirpe 2596). Foram
seleccionados clones singulares e efectuou-se a
sequenciacdo do ADN. Foi identificado um clone correcto que
foi wutilizado como fonte wvectorial para os péptidos

modificados aqui descritos.

Iniciador de 5':

ACAAACAAACATATGGGTGCACAGAAAGCGGCCGCAAAAAAA
CTCGAGGGTGGAGGCGGTGGGGACA (SEQID NO: §)

Iniciador de 3':

GGTCATTACTGGACCGGATC (SEQ ID NO: 9)

Para além de se fazer estes péptidos modificados como

produtos de fusdo com Fc no terminal N (pepticorpos do
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terminal N), alguns deles também foram produzidos como
produtos de fusdo do terminal C (pepticorpos do terminal
C). O vector utilizado para se fazer os produtos de fusédo

do terminal C estd descrito adiante.

Construcdo do vector Fc do terminal C

O vector Fc do terminal C para péptidos modificados
foi criado wutilizando como matriz um mondmero pAMG21
Fc Gly5 Tpo da estirpe 3728 de E. coli. A informacdo sobre
a clonagem desta estirpe pode ser encontrada no documento
WO 00/24782 (ver o exemplo 2 e a figura 7 ali contidos).
Concebeu-se um iniciador de 3' para a PCR (SEQ ID NO: 10)
para remover a sequéncia peptidica de Tpo e para a
substituir por um polilinker contendo os locais Apall e
XhoI. Utilizando a estirpe 3728 como matriz, realizou-se a
PCR com "Expand Long Polymerase", utilizando um iniciador
de 5' universal (SEQ ID NO: 11) e o iniciador de 3!
mencionado antes. O produto resultante da PCR foi
purificado em gel e digerido com as enzimas de restricédo
BsrGI e BamHI. Tanto o plasmideo como o polinucledtido que
codifica cada um dos péptidos relevantes com o seu linker
foram purificados em gel recorrendo a colunas centrifugas
de purificacdo em gel 'Qiagen'. O plasmideo e o produto de
insercdo foram depois ligados, utilizando procedimentos
convencionais de ligacdo e a mistura de ligacdo resultante
foi transformada recorrendo a células de E. coli (estirpe
2596) . Foram seleccionados clones singulares e efectuou-se
a sequenciacdo do ADN. Foi identificado um clone correcto
que foi wutilizado como fonte vectorial para os péptidos

modificados aqui descritos.
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Iniciador de 5':

CGTACAGGTTTACGCAAGAAAATGG (SEQ ID NO: 10)

Iniciador de 3':

TTTGTTGGATCCATTACTCGAGTTITTTTGCGGCCGCTTTCTGTG
CACCACCACCTCCACCTTTAC (SEQID NO: 11)

GM221 (n°® 2596). A estirpe n® 2596, aqui utilizada

para a expressdo das proteinas de fusdo Fc-péptido, €& uma
estirpe K-12 de E. coli modificada para conter o promotor
Jux e simultaneamente o repressor A cI857s7 sensivel a
temperatura e a regido ebg cuja expressdo ocorre mais cedo
e o repressor lacI” da regido ebg cuja expressio ocorre
depois. A presenca destes dolis genes repressores permite a
utilizacdo deste hospedeiro com uma variedade de sistemas
de expressdo. A designacdo da ATCC para esta estirpe ¢é

202174.

Exemglo 5

Producdo de pepticorpos

Expressdo em FE. coli. As culturas de cada um dos

arquétipos de fusdo pAMG2l-Fc em FE. coli GM221 foram
desenvolvidas a 37°C em meio constituido por 'Caldo
Terrifico' (ver Tartof e Hobbs, "Improved media for growing
plasmid and cosmid clones", Bethesda Research Labs Focus,
Volume 9, pégina 12, 1987, conforme citado na obra Jjé
referida de Sambrook et al.). A inducdo da expressido do
produto génico a partir do promotor luxPR foi conseguida

mediante a adicdo do autoindutor sintético, N-(3-oxo-
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hexanoil)-DL-homosserina-lactona, ao meio de cultura até
uma concentracdo final de 20 ng/mL. As culturas ficaram a
incubar a 37°C durante mais 6 horas. Depois efectuou-se o
exame das culturas bacterianas por microscopia para
pesquisar a presenca de corpos de inclusdo e fez-se a
colheita por centrifugacdo. Foram observados corpos de
inclusdo refractivos em culturas induzidas, indicando que
as fusdes com Fc eram produzidas muito provavelmente na
fraccdo insoluvel em E. coli. Efectuou-se a citdlise dos
aglomerados celulares, directamente por reconstituicdo da
suspensdo em tampdo de amostragem Laemmli contendo 10% de
B-mercaptoetanol e depois fez-se a andlise por SDS-PAGE. Na
maior parte dos casos, observou-se sobre um gel de SDS-PAGE
uma banda intensa contrastada com o corante de Coomassie
com o0 peso molecular adequado.

Purificacdo. Efectuou-se o desmembramento das células

em agua (1/10) recorrendo a um processo de homogeneizacdo a
alta pressido (duas passagens a 14000 psi), tendo os corpos
de inclusédo sido recolhidos por centrifugacdo (4000 r.p.m.
numa centrifugadora J-6B, durante 1 hora). Os corpos de
inclusdo foram solubilizados em guanidina 6M, Tris 50 mM,
DTT 10 mM a pH 8,5 durante 1 hora a razdo de 1/10. Para os
péptidos lineares fundidos com Fc, a mistura solubilizada
foi diluida 25 vezes em ureia 2M, Tris 50 mM, arginina 160
mM, cisteina 2 mM a pH 8,5. Deixou-se decorrer a oxidacéo
durante 2 dias a 4°C para permitir a formacdo do composto
ligado por pontes dissulfureto (isto ¢é, homodimero Fc-
péptido). Para os péptidos ciclicos fundidos com Fc
repetiu-se este mesmo protocolo com a inclusdo das trés
condicdes de desdobramento seguintes: (1) ureia 2M, Tris

50 mM, arginina 160 mM, cisteina 4 mM, cistamina 1ImM a pH
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8,5; (2) ureia 4M, glicerol a 20%, Tris 50 mM, arginina 160
mM, cisteina 2 mM a pH 8,5; (3) ureia 4M, glicerol a 20%,
Tris 50 mM, arginina 160 mM, cisteina 4 mM, cistamina 1 mM
a pH 8,5. Submeteu-se a proteina desdobrada a didlise em
presenca de ureia 1,5 M, NaCl 50 mM, Tris 50 mM, pH 9,0.
Reduziu-se o valor do pH desta mistura para pH 5 com &cido
acético. Removeu-se o precipitado por centrifugacéo,
ajustou-se o valor do pH do sobrenadante para 5 a 6,5,
dependendo isso do ponto isoeléctrico de cada produto de
fusdo. Filtrou-se a proteina e carregou-se a 4°C numa
coluna de 'SP-Sepharose HP' equilibrada em NaAc 20 mM e
NaCl 50 mM para cada valor de pH determinado para cada
arquétipo. Efectuou-se a eluicdo da proteina utilizando um
gradiente linear até 20 vezes o volume da coluna com o
mesmo tampdo a variar entre NaCl 50 mM e NaCl 500 mM.
Juntou-se e filtrou-se a fraccdo do pico. Os pepticorpos
gerados utilizando os procedimentos supramencionados estédo

explicitados no quadro 4 subsequente.

Quadro 4
Pepticorpo Sequéncia dos Pepticorpos
L1 (N) MGAQKEFNPLDELEETLYEQFTFQQOLEGGGGG-Fc (SEQ ID
NO: 12)
L1 (N) WT MKENPLDELEETLYEQFTFQQOLEGGGGG-Fc (SEQ ID
NO: 13)

L1 (N) 1K WT MKFNPLDELEETLYEQFTFQQGSGSATGGSGSTASSGS
GSATHLEGGGGG-Fc (SEQ ID NO:14)

2xL1 (N) MGAQKFNPLDELEETL YEQFTFQQGGGGGGGGKFENPL
DELEETLYEQFTFQQLEGGGGG-Fc (SEQ ID NO:15)

2xL1 (N) WT MKFNPLDELEETL YEQFTFQQGGGGGGGKFNPLDELEE
TLYEQFTFQQLEGGGGG-Fc (SEQ ID NO:16)
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Con4 (N)

MGAQQOEECEWDPWTCEH1IVVIZ.EGGGGG-FcC
17)

(SEQ ID NO:

Cond4 (N) 1K-

WT

MQEECEWDPWTCEHMGSGSATGGSGSTASSGSGSATH
LEGGGGG-Fc (SEQ ID NO:18)

2xCon4d (N) 1K

MGAQQEECEWDPWTCEHMGSGSATGGSGSTASSGSGS
ATHQEECEWDPWTCEHMLEGGGGG-Fc¢ (SEQ ID
NO:19)

M-Fc-GGGGGAQKFNPLDELEETLYEQFTEFQOLE
NO: 20)

(SEQ ID

M-Fc-
GGGGGAQGSGSATGGSGSTASSGSGSATHKFNPLDELE
ETLYEQFTFQQLE (SEQ ID NO:21)

(continuacéo)

Pepticorpo

Sequéncia dos Pepticorpos

2xL1 (C)

M-Fc-
GGGGGAQKFNPLDELEETLYEQFTFQQGGGGGGGGKE
NPLDELEETLYEQFTFQQLE (SEQ ID NO:22)

Con4d (C)

M-Fc-GGGGGAQQEECEWDPWTICEHMLE (SEQ ID NO:23)

Con4d (C) 1K

M-Fc-
GGGGGAQGSGSATGGSGSTASSGSGSATHQEECEWDP
WTCEHMLE (SEQ ID NO:24)

2xCon4d (C) 1K

M-Fc-
GGGGGAQQEECEWDPWTCEHMGSGSATGGSGSTASS
GSGSATHQEECEWDPWTCEHMLE (SEQ ID NO:25)

Con4-L1 (N)

MGAQEECEWDPWTCEHMGGGGGGGGKFNPLDELEET
LYEQFTFQQGSGSATGGSGSTASSGSGSATHLEGGGGG-
Fc (SEQ ID NO:26)

Con4d-L1 (C)

M-Fc-
GGGGGAQGSGSATGGSGSTASSGSGSATHKFENPLDELE
ETLYEQFTFQQGGGGGQEECEWDPWTCEHMLE (SEQ
ID NO:27)

TN-12-9 (N)

MGAQ-FDYCEGVEDPFTFGCDNHLE-GGGGG-FcC
28)

(SEQ ID
NO:
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Cc 17 (N) MGAQ-QYGCDGFLYGCMINLE-GGGGG-Fc (SEQ ID NO:
29)

TN8-8 (N) MGAQ-KRPCEEMWGGCNYDLEGGGGG-Fc (SEQ ID NO:30)

TN8-14 (N) MGAQ-HQICKWDPWICKHWLEGGGGG-Fc (SEQ ID NO:31)

Conl (N) MGAQ-KRPCEEIFGGCTYQLEGGGGG-Fc (SEQ ID NO:32)

No quadro 4, "Fc" refere-se a sequéncia de IgGl da Fc
humana. A coluna 2 indica a sequéncia de aminodcidos do
pepticorpo. Deste modo, a parcela Fc estd identificada por
"Fc" e corresponde ao explicitado na SEQ ID NO: 60
subsequente. Faz-se observar que no caso de se utilizar um
identificador, por exemplo, "Con4d" ou "Con-4", este refere-
se ao péptido Con-4, ao passo que os sufixos "C", "(C)", ou
"-C"; ou "N", "(N)"™ ou "-N" ai assinalados indicam que a
molécula ¢é um pepticorpo, conforme aqui descrito. Os
sufixos "N", "(N)" ou "-N" no nome de um pepticorpo indicam
que o péptido (ou péptidos) de ligacdo de Ang-2 esta/estdo
no terminal N do dominio Fc e os sufixos "C", "(C)"™ ou "-C"
indicam que o péptido (ou péptidos) de ligacdo de Ang-2
estd/estdo no terminal C do dominio Fc. Além disso, o termo
2xCon4d (C) 1K, conforme definido na SEQ ID NO: 25, também
pode ser considerado sem o sufixo "1K" aqui indicado.

A sequéncia de aminocdcidos da parcela Fc de cada
pepticorpo é a que a seguir se indica (partindo o terminal

amino para o terminal carboxilo):
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DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDV
SHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVL
HQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPS
RDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVL

DSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLS
LSPGK (SEQ ID NO: 60)

As sequéncias de ADN (SEQ ID Nos: 33-53) que codificam
0s pepticorpos correspondentes respectivamente ao
pepticorpo das SEQ ID NOs: 12-32 no quadro 4, sdo as

explicitadas adiante:

SEQ ID NO: 33
ATGGGTGCACAGAAATTCAACCCGCTGGACGAACTGGAAGAAACTCT
GTACGAACAGTTCACTTTCCAGCAGCTCGAGGGTGGAGGCGGTGGGG
ACAAAACTCACACATGTCCACCTTGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGGG -
GACCGTCAGTTTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGAT
CTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGA
AGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGC
ATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTAC
CGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGC
AAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATC
GAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGT
GTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGACCAAGAACCAGGTCAG
CCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGA
GTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTC
CCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGT
GGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGAT
GCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTC
TCCGGGTAAATAATGGATCC
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SEQ ID NO:34 _
ATGAAATTCAACCCGCTGGACGAACTGGAAGAAACTCTGTACGAACA

GTTCACTTTCCAGCAGCTCGAGGGTGGAGGCGGTGGGGACAAAACTCA
CACATGTCCACCTTGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGGGGACCGTCAGT
TTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACC
CCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGA
GGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAA
GACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGGTCA
GCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACA
AGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCA
TCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTACACCCTG
CCCCCATCCCGGGATGAGCTGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGC
CTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGC
AATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGA
CTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAG
CAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGC
TCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAA
ATAA

SEQ ID NO:35
ATGAAATTCAACCCGCTGGACGAACTGGAAGAAACTCTGTACGAACA
GTTCACTTTCCAGCAGGGATCCGGTTCTGCTACTGGTGGTTCCGGCTCC
ACCGCAAGCTCTGGTTCAGGCAGTGCGACTCATCTCGAGGGTGGAGGC
GGTGGGGACAAAACTCACACATGTCCACCTTGCCCAGCACCTGAACTC
CTGGGGGGACCGTCAGTTTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACC
CTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTG
AGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGT
GGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACA
GCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGC
TGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCA
GCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGA
ACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGACCAAGAA
CCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACAT
CGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGA
CCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAA
GCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCAT
GCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCC
TCTCCCTGTCTCCGGGTAAATAA
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SEQ 1D NO:36

ATGOGTOCACAGAAATTCAACCCGCTGGACGAACTOGGAAGAAALCTET
GTACGAACACSTTCACTTTCCAGC AGHD GOTOGTGGCGOTGR
TAAGTTCAACCCACTGOATOAGCTGGA AGAGACTCTOTATGAACAGTT
CACTTTCCAGCAACTCOAGHOTOOAGRUGHTOGGGALAAAMACTCACA
CATGTCCACCTTOOCCAGCACCTGAACTUCTOGUOGGACCOTCAGTTT
TOCTCTTCCOCCCAAAACTCAAGOACACCCTCATGATCTCOLOGARCE
CTGAGGTCACATOCOTGGTCOTGGACOTGAGUCACGAAGACLCTGAG
GTCAAGTTCAACTGUTACGTOGACGGUOTGGAGGTGCATAATGCCAAG
ACAAAGCCGOOOGAGRAGCAGTACAACAGLACGTACCOTOTGOTCAL
COTOCCTCACOGTCCTOCACCAGOACTGACTOAATOGCAAGGAOTACAA

CTCCAAAGRCAAAGGUCACCCCCGAGAACCACAGGTUETACACCOTHT
CCCCATOCOGGEATOAGCTOACCAAGAACCAGGTCAGLETGACCYGCC
TCETCAAAGGCTTCTATOCCAGUGACATOGUUGTOGGAGTOGGAGAGCA
ATGUGUGUAGCCGHATAACAACTACAAGACCACGOCTOOCGTGOTGGAL
TCCGACGEETCUTTCTTCCTCTACAGCAAGUTCACCGTGHACAAGAGE
AGOTGHCAGCAGQGGAACGTCTTCTCATGCTCOGTRATGOATGAGOOT
CTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTILTCCCTOTUTCOGGUTAAA
TAA

£

ATGAAATTCAACCCOCTOUACCAAUTGOAAGAAACTCTOTACGAACA
OTTCACTITCCAGCAGHATGETGOTOOTOGCGOTOOTAAGTTCAACCC
ACTGGATGAGUTGGAAGACGACTCTGTATGAACAGTTCACTITCCAGCA
ACTCGAGCOTOGAGGCGOTGGGGACAAAACTCACACATGTCCACCTT

GCCCAGCACCYGAACTOCTGGGGGCACCATCAGTITICCTCTTOCCCCC
AAAACCCAAGGACACCCTCATGATCICCCGUACCCCTGAGOTCACATG
COTBOTGOTGGACUTOAGUCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTICAALTG

GTACCTOGACGGLGTGGAGGTOCATAATCCCAAGATAAAGLCGOGGG
AGCAGCAGTACAACAGCACGTACCOTGTGOTCAGCGTOCTCACCGTIC
TGCACCAGGACTAGCTGAATOGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTITCC

AACAAAGCCCTOOCAGUCT NCGAGAAAMACCATCTCCAAAGCCAA

ACAGGTGTACACCCTRCCCCCATCOCGHN

CAGGTCAGCOCTGACCTOCUTGOTCAAAGGUT
GTGGAGTGORAGAGCAATGGGUAGCLG

GAACAACTACAAGACCACGCCTOOOATGCTGRALTCCOACGOLTCC
ITOYTOCTCTACAGCAAGCTCACCETGOACAAGAGCAGGTGGCAGCAG
GOOAACCTCTTOTOATGCTOOGTGATGCATOAGGCTCTGCACAACCALC
TACACGCAGAASAGCCTCTCOCTOTCTCOGGUTAAATAA
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SEQ ID NER3R

lL f\i‘“rﬂ GCGTGG‘E is(s’f{}&f\i. {J'I GAG(’T‘ kﬁ"‘ ﬁx %{nﬁ.LL L 1 i}sAG{"'ﬂj ﬁu&h 1"‘E
CAACTOGTACGTGGACGGCATGHAGATGCATAATGOCAAGACAAAGD
COUGOGABGATCAGTACAACAGCACGTACCGTOYGETCAGCGTCCTC
ACCOTCUTGCACCAGGACTGGCTOAATGOUAAGGAGTALAAUTGUAA
GGTCTCCAACAAAGOCCTOCCAGCCOS GAGAAAACCATCTCC A
AGUCAAAGGUGCAGCCCCGAGAACCACAGGETETACACCCTGROCCCAT
COCGRGATOAGCTOACCAAGAADCAGGTCAGUCTGACCTGUCTGGTTA
AAGGCTTCTATCCCAGCGACATOGCUGTGUACGTOGGAGAGCAATGGD
zfli.:'kff‘xCCG{'JAf}AAC AA{“"T‘&C‘&%G AC‘C‘ ACGCCTCCOGTGCTGGACTCOGAL
GGOTLCTIC FCACCGTGGACAAGAGLAGOTGG
Cﬁ(}(ﬁﬁi}{k{m&&f&CUFC“FF CFC,& I"(xt, FQCGT{}&TGEATE}AGGCT{?T GCAC
AACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTOTCTUCGGUTAAATAA

SEQ I MO39

ATGCAGCGAAGAATOCCGAATOGGACCCATOGACTTGUGAACACATGGG
ATCCOGTTCTOCTACTOOTGGTTCCCOCTOCACCGC AAGCTCTGOTTCA
GG(?&QTG(‘Q*A?TQ&T{?H?GAE}GGTGG \&GQ Gﬁ’i’ {J{Z}Q{JAC *XAAAQ ICA

T’FI %ﬁv{“’ﬁ“ ITCP(‘CC(‘AA& &(“CCA&F&»&( AC{‘(‘TQATC‘ ﬂsT{‘T(’; f’ "Zﬂ'} M‘L
CCTOAGGTCACATGOGTOOTGOTGGAC ;
GOTCAAGTTCAAUTOLTACGTOGACOGUGTRGS GGI?GQ&TAA’I‘GCCA&
OACAAAGCCGLGHGOAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCOTETGOTCA
GLOTCCTCACCOTCCTGCACCAGGACTANUTHAATOGCAAGCAGTACA
AGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCOCAGOCCOCATCGAGAAAACCA
TETCCAAAGCCAAAGBOCAGCCUCGAGAALCACAGGTGTACACCCTTG
CCCLCATCCCOGOGOATGAGUTHACCAAGAALTAGOTUADCOTGACCTHT
CTOOTCAAAGOUTTCTATCOCCAGCGACATCRCCOTGRAGTGORACAGC
AATGGOCAGCCOGOAGAATAACTACAAGACCACGUCTCCCGTGOTGGA
CTCCCGACGUCTCCTTCTTCOCTCTACAGCAAGCTCACUGTGGACAAGAG
CAGGTGOCAGCAGOUGGAACGTCTTCTCATGCTCOOTGATGUATGAGGD
TCTOCACAACCACTACACGUAGAAGAGUUTCTCUCTOTCTOOGGGTAA
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SHO ID NO
ATGGGTGCACAGCAGGAAGAATGCGAATOOGACCCATOGACTTGUGA

\CACATGUGATOCGHTTCTGCTACTRETGOTICCGLUTCCACCGUAAG
CTOTGGTITCAGGUAGTRCGACTCATCAGGAAGAATGCGAATOGLGALDC
ATOGRACTTGLGAACACATGOTCOAGGATCLAGOTOOTAOOGATAAAA
CTCACACATOTCCACCTTIGCCCAGCACCTGAACTCCTGGHLOGGACCAT
CAGTTTICOTCTTCCCCOC AAAACCCAAGGACACCOTCATGATCTCOCG
GACCCCTGAGOTCACATOUGTGOTCUETGGALGTGAGCCACGAAGACT
CTGAGGTCAAGTTCAALTGOTACGTOGACGGUOTGGAGGTGUATAATG
COAAGACA AAGOUGOGGGAGS: ﬁx{“{" AGTACAACAGUADGTACCOGTEIG
GTCAGCOTCOTCACCOTUCTGUACCAGGACTGOUTGAATGGCAAGGAG
TACAAGTGCAAGOTOTCCAACAAAGCCOTCCCAGOUCCCATOGAGAAA
ACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCOOAUAACCACAGGTUTATAT
COTGICCOCATCCOGUGATCGAGUTOACCAAGAACCAGGTCAGCUTGAL
CTOOUTGGTCAAAGGUTTUTATCCCAGOGACATCGCCGTHRGAGTGGGA
GAGCAATGOOCAGUCGOAGAACAACTACAAGALCACGUCTCCCOTOC
TOGACTCCGACGGUTOCTICTTCCTCTACAGCAAGCTUACCHGTGUACA
AGAGCAGGTOGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATOOTCOOTOATGOATS
AGGCTCTOCACAACCACTACADGUAGAAGAGOCTCTCCCTOTOTITNGH
GTAAATAA

SEQ INQAL
ATGGACAAAACTCACACATOTCCACCTTOOCCAGCACCTGAACTCOTG
GOGGGACCOTCAGTTTTICCTOTTOCCCOCAAAACCCAAGGACACCOIT
ATGATCTOCCGOACCCCIGAGGTCACATGOUOTGGETGG T GGACOTOAGC
CACGAAGACOCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTOGA
GOTGOATAATGOCAAGACASAGINGOGGUAGGAGCAGTACAACAGOA
COTACCGTETOUTCAGLGICCTCACLOTCCTGLACCAGGAUTEGUTGA
ATOOCAAGGAOTACAAGTGCAAGOTUTCCAATAAAGCCCTOCCAGLC
COCATOGAGAAAACCATOTCCAAAGCCAAAGOGCAGCCCCOAGAALC
ACAGOTGTACACCCTGCOOCCATCOUGHGATHAGCTGACT AAGAATTA
{:UI‘CAGCCTIJACL TGOCT G{}I’C‘ AN E‘GETTC‘T -ﬂi‘t CA (J("GAL E’&T(" GC
{‘ﬂsiuﬁs \( EL:('- ALAL SCAATGO ) \

E"‘ ACAAG &GL A(th‘f(:ﬁ {.ﬁ »‘a{,:{,r‘g{_rf_r E: A MZ%TL THJ'PLJ& I‘f;(. 1 f.,

G"‘(s_ TOCATCGAGGCTUTRCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTC
CCTGTCTCCGOOTAAAGOTGRAGGTGGTGITGCACAGAAATTCAALCC
GUTGGACGAGCTOGAAGATACTCTOTACCAACAGTTPACTTTICAACA
GUIDGAGTAA
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FCALGTTOA u”rm TACT mi sf\;{*f?m YTGGA

{ GGGAGRAGRTAGTACAACAGCA
G TOOTCACOGTOCTGCAL AGGACTOOUTGA
&E E\Chf' &%{ 31.: AGTACAAGTGCAAGSTETCCAACAAAGLLCTCCCAGCC
COCATCGAGAAAACCATC T’Ff‘fﬁxﬁ}\h‘u{.&%‘tﬁﬁ(}bﬁ_ AGCOCCGAGAACT
ACAGOTOTACACCCTGCONOCATCCOGORATGAGCTGACTAAG ’Kﬁf:‘: &

GGICAGOCTEACTUTGCUTGUTCAASGGUTTC l‘.ek‘l"{"(“{“ AGCGACATOGC
COTGGAGTEGOAGAGCAATGRGCAGCCGRAGAACAACTACAAGACTA

COOCTCCCGTGCTGGACTCCGATGGUTCCTTUTTCCTOTACAGTAAGCT
CACCGTOUACAAGAGC AGOTGGUAGCAGGHGAACGTCTTICTCATGCTC
COTGATGUATOAGOCTUTGUACAACCACTACACOCAGAAGAGCCTCTC
COTATCTCCEGOTAAAGOTOGAGOTOOTNOTGCACAGGRATCOGETTC
TOCTACTAOTGOT TCCRGUTCCACCGCAAGUTOTOUTTCAGGCAGTC
G A(TCAT AAATTCAACOOGCTGGACGAACTOGAAGAAACTITGTACGA
ACAGTICACUTTICCAGCAACTCGAGTAA

SEQ I NO:43
ATOCACAAAACTCACACATOTCCACCTTGOCCAGCACCTOAACTCCTG
GOGGCACCGTCAGTTTICCTCTTICCOCCCAAAACCCAAGGATCACCCTC
ATGATCTCCCOOACCCCTGAGGTCACATGCGTOOTGUGTGGACGTGAGT
CACGAAGACCCTOAGHTCAAGTTCAACTGUTACGTGGACGGOGTGGA
GOTGCATAATGUCAAGACAAAGCCOCOGGACGGAGTAGTACAACAGCA
COTACCGIGTOGTCAGCGTCCTCACOITCCTGCACCAGGACTGRUTGA
ATOOCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTUTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCO
CCATCGAGAAAACCATCTCC AAAGCCAAAGGLCAGOUOCGAGAALC
TAGGTATACACCOTGOCCCCATCCCOGOATGAGCTOACCAAGAALCA
; AGCCTGACCTOUCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATORC
GAGTGGGAGAGUAATGOGCAGUOGUAGAACAACTACAAGALCA

3{1{ CICCCGTGCTOGACT {:mfamum‘fmﬁ*mmm ACAGCAAGCT
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W5 {JAL t_‘G ‘i‘("‘ &GW(“{‘ 1‘(!‘1 i‘ C‘CC(” C W AAAAL EI_{_AM" IG&(‘A{’ ‘{"‘{“TC
.y TTCCCHGACCECTGAGOTCACATGUITOGTOG TGO ACGTHAGT
CACGAAGACCCTGAGOTCAAGTTCAACTGUTACGTOGACGGCUTGOA
GOTGCATAATOCCAAGACAAAGCOGCGOCGAGGAGCAGTACAACAGCA
CGTACCGTGTGOTCAGCGTCOTCACCGTCCTGCACCAGGACTGOOTGA
ATGOCAAGCAGTACAAGTGCAAGGTCICCAACAAAGOCCTCOCAGLC
CCCATORAGAAAACCATCTCCAAAGUCAAAGGOCAGCCCCGAGAALT
ACAGGTGTACACCCTOONCCCATOCCOGGATGAGCTGACCAAGAATLCA
GOTCAGCCTGACCTGCCTGOTCAAAGOCTTCTATOOCAGCGACATOGE
CHIGGASTGOUACGAGCAATGOOCAGTOGGAGAACAALTACAAGATCA
COCCTOOCGTACTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCT
CACCOTGRACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGUGAACGTCTTCTCATGUTT
COTGATGCATOAGGCTCTGCACAACCACTACACGUAGAAGAGLCTCTC
COINTCTCCGGGTAAAGOTGGAGGTGOTGGTGCACAGCAGGAAGAAT
GCGAATGOGACCCATOGACTTOCEAACACATGCTCGAGTAA

SEQ D NG4S

A AR e

ATGUACAAAACTCACACATUTCCACCTIGCCC AGCACCTGAACTCCTG
GGOGCACCGTCACTITICCTCTICCOCCCAAAACCCAAGOACACCCTC
ATGATCTCCOGGACCOUTEAGGTCACATECGTRGTOGTOOACGTGAGE
CACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGOTACGTGRACGHOOTGGA
GGTGUATAATGCCAAGACAAAGCCOOGUGAGUAGUAGTACAACAGCA
COTACCGTOGTGETCAGCOTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGUTGA
ATGGCAAGGAGTACAAGTGLAAGGICTCCAACAAAGUCUTCLCAGCC
CLCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGUCAAAGOGCAGCCCCGAGAACC
ACAGGTGTACACCUTGOCCCCATCCCGOGATGAGCTGACTAAGAACCA
GOTCAGCCTHACUTGCCTGOTCAAAGOGOTTCTATCCCAGUGACATCGC
COTOOAGTOGOAGAGCAATEROCAGCCOGAGAACAACTACAAGALCA
COCCTECCGTGCTGOACTCOGACGOUTOCTTOTTCCTCTACAGCAAGCT
CACCGTOGACAAGAGCAGGTUOGCAGUAGGGOAACGTCTICTCATGCTC
COTCATGCATGAGGUTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTC
COTOTCTCCOGUTAAAGOTOGACGOTOOTEGTGCACAGGOATCCGETTC
TEOTACTOGHTGGT TCOGGUTOCACCGUAAGCTOTGGTTCAGGUAGTGE
GACTCATCAGGAAGAATGCGAATOGGACCCATGLACTIGIGA ACATA
TGCTCGAGT AL
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ATGGACAAMACTCACACATETCCACCTTOCCCAGUACCPGAALDTOCTG
GEGGHOACOGTCAGTTTTCCTOTTCOCCUTA A AACDCAAGHACACCCTRC
ATOATY ‘fv”{‘ "fiﬂ; rr‘&(‘ “f‘(“ W}AE t (TTCAL "AT{T "f FRFTGOTGGACGTGAGE
' T A FTACGTQOACGGOGTGGA

3 ,‘(a{,hﬁuﬁmﬁtﬂ&ﬁ TACAMCAL

L TACUOGTG LG T POACOGTOOTOCACCAGGACTGOUTGA
ATOGHEAAGGAGTAL, ﬁu‘?«.G f’(sLAAﬂJG TCTCCAACAAAGCOCTCCCAGOC
COCATCGAGAAAACCATCTCC A A AGCCAAAGOGUAGUCCCGAGAACT

' AFTOTACACCCTGCCCOCATOONGGHATHAGUTOACCAAGAALCH
GOICAGCCTGACCTGUOTGOTC AAAGGUTTUTATOCCAGOGACATOGT
COTGGAGTOOGAGAGCAATOGHUAGOOGGAGAACAACTACAAGALCA
COCCTOCCGTOOTGRACTCCGADGGUTCCTICTTCCTCTACAGCAAGCT
CACCGTOGACAAGAGEAGGTOGCAGCAGGGGAACGTCTICTCATGOTC
COTOATOUATGAGORUTCTGUAC AACCACTACACGUAGAAGAGCCYCTE
COTETUTCUGGETAAAGGTGGAGGTGGTGOYGUACAGCAGGAAGAAT
GUGAATOGGACCCATCOACTTGCGAACACATOOGATCCGATTIUTGOTA
CTGOETGGTTCCGOUT CCATTGTCAAGCTCIGOTICAGGCAGUGOGACTC
ATCAGHAAGAATOUGAATGGGACCCATOGACTTOCGAACACATOCTC
GAGTAA

AATAGCA

ATGOOTGCACACGAAGAATGCGAATCOGACCCATGGACTIGUGAACA
CATOGGTOGTGGTGGTGGTOGCAUTGOTAAATTCAACCCGUTGGRACGA
ACTOGAAGAAACTCTOTACGAACAGTTCACTTICCAGUAGGGATCUGG
TTCTGCTACTGOTGOTTOCGGCTCCACCGCAAGCTCIGUTTCAGOUAGT
GOGAUTCATCTCGAGOGTGGAGGUGOTOGRGACAAAACTCACACATG
COACCTIGCOCAGCACCTGAACTOCTGOGGGEACCGTCAG
TOCCCCCAAAATOCAAGUACACCCTCATGATCTOCCGGAL
TCACATGCOTGOTGOTGGACTTEAGCCACGAAGACCCTGAGH] AN: rT
TCAACTGOTACOTGOACGGCOTOGAGOGTOCATAATGUCAAGACAAAG
COGOGLGAGGACGCAGTACAACAG CETGTGOGTCAGCGTOCTC
ACCOTCCTOGCACCAGGACTROUTOAATGGUAAGGAGTACAAGTERAA
GOTCTOCAATAAAGCTCTCCCAGOOCCOCATOGAGAAAACCATCTOCAA
AGCCAAAGGOCAGCCOUGAGAACCACAGGTETACACCCTGCCOCCCAT
(“LL&:(:L:»ATUA{ CTOACCAAGAACCAGOTCAGCCTGACCTOCCTGGTCA
AAGGCTTCTATCOCAGCOACATOGCCGTOGACTGGGAGAGUAATGGE
CAGCCGGAGAACAACTATAAGACCACGCOTCCUGTGLTOGACTOCGAC
GGUTCOTTOTTOCTCTACAGCAAGUTCACCETGGATAAGAGCAGGTGG
CAGCAGGGGAALGTCTTCTCATGUTCCHTGATGCATGAGGCTCYGCAC
AACCACTACACGCAGAAGAGUUTCTUCOTGYCTOCCGETAAATAA
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i_s!JRJCAI Afﬂ {.w(.‘(, &3\(_1 *”&L &A fk(“ (L(ﬁlf erGAGG AGFA(}TAC‘ \AC:‘&GL &
COTACCGTGTGOTCAGUGTCCTCACCGTCCTGLACCAGOACTGHCTGA
ATGOCAACGAGTACAATOTGCAAGGTCTCCAATCAAAGCCCTUCCAGCC
COCATOCACGAAAACCATCTCOAAAGOCAAAGOGLAGCCCUGAGAACC
ACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCOGGATHAG f‘*I‘ftAif‘{f AGAALCA
GGTUAGCCTGACCTOCCTGOTC AAAGCGCTTCTATCOCAGCGACATOGT
COTOCAGTGGOAGAGU AATCGOGCAGLLGGAGAATAAL AGACCA

COCCTOCCOTGETGRACTOOGACGOLTCCT WGEAALUT
CACCGTOGACAAGAGCAGOTGGLAGUAGGUGA &{‘(ﬂi‘ POATGETC

COTGATOCATOAGOUTUTGCACAACCALTACACGCAGAAGAGCCTUTC
COTOTCTOCGGGTAAAGOTRGAGOTOGTHGTUCACAGOUATCCOGTTC
TOCTACTGOTGGTICCGGCTOLACCGLAAGUTCTGGETTCAGGUAGTGC
GACTCATAAATTCAACCOGCTGGACGAACTGGAAGAAACTCTGTACGA
ACAGTTCACTTTCCAGCAGGOTGGTOOCGOTOOTCAGGAAGAATGCGA
ATGOGACCCATGGATTTGCOAACACATGOTCGAGTAA

A'IGGGX GCACAFT’"C“G ACTACTGCOAAGOTOTTOAAGACCCOTTCACT
TTCGOTTGUGACAACCACCTOGAGGGTOGAGOCGGTOGGGACAAAALC
TCACACATOTCCACCTIGUCCAGCACCTGAACTUCTOGGGGGACCGTIC
AGTTTICCTCTTICCCCCCAAAACCCAAGGACACUCTCATGATCTCCCGS
ACCCCTGAGOTCACATOGCOTGATGOTGGACGTGAGCCACGAAGALCCCY

GAGGTCAAGTTCAACTOOTACOTGUHACGGUOTGGAGGTGCATAATGLC
AAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACA ACAGCACGTACCGTGTGGT
CAGCOTCCTCACCETCCTGCACCAGGACTORCTOAATOGCAAGGAGTA
CAACTOCAAGOTCTCCAACAAAGCOCTLCCAGCOCOCATOGAGAAAAC
CATCTCCAAACGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGETGTACACLC
FGOOCCCATCCOGGOATGAGCTEACCAAGAACCAGGTCAGOCTGACCT
GCCTGOTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCUCCATORAGTGOGAGA
GUAATGOGCAGCOGGAGAACAACTACAAGACCACGOOTOCCGTGCTG
GACTCCGACGGCTCOYTCTITCOYCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAG
AGCAGGTHECAGCAGHGGAACGTCTICTCATGCTCCGTGATOCATGAG
GCTCTGCACAACCACTATALGUAGAAGAGCCTUTCCCTETCTOOGGGT
AAATAA
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SEQID NQES0
ATGGOTOCACAGCAGTACGOTTGUGACGATTTTCTOTACGOATTOCATG
ATCAACCTCCADDOTOHAQGGCGOTOOGGATAAAACTCAC ACATOTCD
ACCTTCCCCAGCACTTOAACTOCTGGUGORACCETCAGTITICCTCTITC
CCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATOATCTCCCGGACCCLTEAGETC
ACATGCOTGOTOOTGOACOTGAGCCADGAAGACTCTRAGGTCAAGTIC
AACTGGTACOTOGACGGUOTGGAGGTGCATAATOCCAAGACAAAGCC
G‘f‘h{ FEAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCOGTOTORTCAGCGTOCTCA
CCOTCCTGCACCAGOACTOOCTOAATGOUAAGGAGTACAAGTGCAAG
T AAAGCOCTCCCAGOCLOCATOGAGAAAACCATITOCAAA
AGC ‘C _GAG@&A.CCIA&%Q%GT&TAQAi?CfE\ FGCOOOCATOC
| TALL A ACCAGUTCAGUCTCACCTOUCTOETCAA
Af:{ HTTCTATCOC {‘s(JC‘{“_ri ATCGUOGTOGAGTOGORAGAGCAATGGGL
AGCCOGAGAACAACTACAAGACCACGOCTOCCGTGUTGUALTCOGAC
GGCTOCTTCTTCOTCTACAGU AAGUTCACCGTGRACAAGAGCAGGTGG
CAGCAGGOGAACCTCTICTCATOC T COTGATGUATGAGGUTCTGCAC
AACCACTACACGCAGAAGAGUCTUTCOCTOICTOCGOGTAAATAA

SEQID NOSL
ATGGGTOCACAGAAACGLCCATOCGAAGAMATATGGGHTGETTGOAA
CTACCACCTCGAGGRTOCAGGCGOTOOUGGACAAAACTCACACATGTC
CACCTTGCCCAGCACCTGAACTCOCTGGOGGGOACCOTCAGTTTICOTCTT
CCCCCCAAAACCCAAGGACADCCTCATGATOTCOLGOALCCCYGAGAT
CACATGOOTGOTOGTOCACGTOAGCCACOAAGACCCTGAGGTCAAGTT
CAACTGOGTACGTGHACGGUGTGHAGHTGCATAATGICAAGACAAAGC
COCGOHHAGRAGCAGTACAACAGLACGTACCUTRTOUTCAGUGTCUTC
ACCOT E‘(“YGT E” »&(‘ "A O ff A&Tﬁi&(“’fﬁi A‘Tis’ G{‘A AGGAGTA(‘A&(}T{EF &A

AGE {‘!E“‘{‘!‘;y,&.{_r;&_
T 3 Q{:{ff\ &\U{a\r

(\*%f"{" AGAS LTA ALTA - CYGC ;
GOCTCCTTCTT (‘ﬁ'ﬂl A&&ﬁ{_ *%:f&ﬁ FCALT :TbbA{. Aﬁi}éﬁi, hﬁ(’ T{JC
CAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCICCO TR ATGCATGAGGCTCTGCAC
AACCAUTACACGUAGAAGAGCCTCTCCCTOTCTOCGOOTAAATAA
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SEQLI NO3Z
ATGOOTGCACAGCACCAGATCTGCAAATGOGACCCGTGOACCTICAA
AC w‘rae@m‘:‘ﬁ AGGETGGAGGOGGETCGGOACAAAACTC: icfxm*m*rc

f*\{‘{“ GI(”{:'TG(“A{ CA{m{}A{"‘ GE:(‘TK:&%Tﬁ:(&(:&&&ué\fi ﬁ{«AAiﬂ G(“ AA
GOTCTCCAACAAAGCCCTCOCAGCCCCCATCOAGAAAACCATCTCCAA
AQUCASAGOGGCAGCOCOGAGA ACCACAGUTOTACACCCTGOCOCCAT
COCGOEATOAGUTGACTAAGAACCAGOTCAGCCTRACCTIGOCTOETCA
AAGGCTTCTATCCCAGCHACATOGCOGTRUAGTGOOAGAGUAATEGG
CAGCOGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTOCCOTOGUTOGGACTOCGAC
GOCTCCTICTTCCTCTACAGUAAGCTCACCATORAC AAGAGLAGGETGG
CAGCAGOOOAACOTCTTCTCATGCTCOGTHATGCATCGAGGUTCTGCAC
AACCACTACACGUAGAAGAGCCTCTCCCTOICTOCGGGTAAATAA

SEQ D NS
ATGOGTGCACAGAAACGTCCATOUGA AGAAATCTTOGGTGGTYIGCACC

TACCAGUTCGAGGHTOGAGGUGUTGOUGGACAAAACTCACACATGICC
ACCTTOCCCAGCACCTGAACTCCTOGHGGHACCGTCAGTTTTICCTUTTC

COCCCAAAMACCCAAGGACACCCTCATGATCTOCEGGACCOUTGAGOTC
ACATGCGTGOTOUTGGACGTRAGCCACGAAGACCCTGAGGTC AAGTTC
AACTGOTACGTGOALGGUGTGGAGGTGCATAATGOCAAGATAAAGCT
GOGGHAGGAGUAGTACAACAGCACGTACCUTGTGGTCAGLUTCCTCA
COETCOTGCACCAGGACTOGUTCAATHGCAMMGAGT ACAATTOUA LD
GTOTCCAACAAAGCQCTCCCAGUCCCCATOGAGAAAACDATCTICCAAA
GOCAAAQLGCAGCOCCGAGAACCACAGOTGTACALCT E‘E COLCCA™
COGGATGAGCTCACCAAGAALCAGGTUAGCCTGACCTNHO \
AGGUTTUTATCCCAGUGACATOGLOGTGGAGTOLEAL 3\ :(‘ AAT G&I‘ii;x(,
AGCCGGAGAACAALTACAAGACCACGCOTCLOGTOUTGGALTCUGAC
GGCTCOTTOTTCCTCTACAGCAAGCTICACCGTGOACAAGAGUAGOYGG
CAGUAGGOGAANGTCTTCTCATOGUTCCRTGATGCATOAGGUTCINCAQ

SATACTACACGCAGAAGAGUTUTOCUTGTCTOCOGGTAAATASL
Exemglo 6

Ensaios de Pepticorpos

Foram testados 14 dos pepticorpos utilizando o

protocolo ELISA de neutralizacdo e foram testados 3 dos
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pepticorpos utilizando o protocolo ELISA de afinidade. Os
resultados estdo agrupados no quadro 5.
Quadro 5
hAng-2 mAng-2 hAng-1
Pepticorpo CIso(nM) | CE5 (nM) | CIso(nM) | CE5o (nM) | CIso(nM) | CE5 (nM)
2xCond (C) 1K 0,04 0,02
Con4-L1 (C) 0,05 0,04
Con4 (C) 0,20 0,30
2xL1 (N) 0,65 0,80
Con4d (N) 0,85 0,03 0,72 0,07 Sem Sem
inibicdo | ligacéo
2xL (C) 0,90 1,0
Cond (N) 1K-WT 1,9
L1 (N) 6 11 Sem
inibicdo
(continuacéo)
hAng-2 mAng-2 hAng-1
Pepticorpo CIso(nM) | CE5 (nM) | CIso(nM) | CE5o (nM) | CIso(nM) | CE5o (nM)
Cl7 (N) 9 13 Sem
inibicdo
12-9 (N) 21 7,7 Sem
inibicdo
Conl (N) 26 -200 Sem
inibicdo
8-14 (N) 45 33 Sem
inibicdo
L1 (C) 65 37
8-8 (N) 80 -700 Sem
inibicédo
Controlo Sem Sem Sem Sem Sem Sem
negativo inibicdo | ligacédo | inibicéo ligacéo inibicdo | ligacéo
Pepticorpo
4883
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A sequéncia de aminocacidos do pepticorpo 4883 de
controlo negativo é a que a seguir se indica (a parcela Fc
estd sublinhada, o Ilinker "GGGGG" e a parcela peptidica
estdo a negrito):
MDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVD
VSHEDPEVKENWY VDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVL
HODWINGKEYKCKVSNKAI PAPTEKTISKAKGOPREPQVYTLPPS
RDELTKNQVSLTCIL.VKGFYPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPPVLD

SDGSFFLYSKLTVDKSRWOQOGNVEFSCSVMHEAT HNHYTOKSISLS
PGK-GGGGG-CTAGYHWNSDCECCRRN (SEQ ID NO: 243)

Faz-se observar que a utilizacdo do termo "sem
inibicdo" no texto presente ndo pretende indicar gque os
compostos ndo tenham nenhumas qualidades inibidoras. Em vez
disso, o termo "sem inibic&do", tal como aqui utilizado,
refere-se aos compostos que ao serem testados utilizando o
protocolo de ensaio ELISA de neutralizacdo, nas condicdes
aqui descritas, revelaram um valor CIsy superior a 1000 nM,
que foi a concentracdo mais elevada a que estes compostos
foram pesquisados. Embora n&o tenham sido observadas
qualidades inibidoras significativas para as moléculas
classificadas com o termo "sem inibicdo", faz-se observar
que tais moléculas podem demonstrar realmente qualidades
inibidoras em condic¢des de ensaio diferentes, ou em ensaios
diferentes. De acordo com uma variante preferencial, faz-se
observar que a invencdo diz respeito aos pepticorpos gue
possuem qualidades inibidoras quando s&o utilizados os
ensaios aqui descritos.

Foram testados dois dos pepticorpos utilizando o
ensaio BIAcore de afinidade (conforme descrito no exemplo

2). 0Os resultados estdo agrupados no quadro 6 subsequente.
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Quadro 6
Afinidades do pepticorpo (Pc) para h-Ang-2 e mAng-2
hAng-2 mAng-2
Pepticorpo | Ky (nM) | k. (1/Ms) kg(1/8) Kp (nM) | k,(1/Ms) kg (1/8)
Pc L1 (N) 3,1 2,9 % 10°[9,1 x 107° 0,42 5,6 x 10° 2,3 x 107°°
Cons4 (N) 0,67 3,3 x 10° [ 2,2 x 107 0,60 7,3 x 10° [ 4,4 x 107"
TN 12-9 (N) [ 8,2 1,2 x 10°[1,0 x 1077 0,32 7,2 x 10° 2,3 x 107°

ExemElo 7

Estudos de eficacia terapéutica com o pepticorpo de Ang-2

administrado por via sistémica

Administrou-se o pepticorpo de Ang-2, TN8-Con4d-C,
subcutaneamente a murganhos portadores do tumor A431, a
razdo de uma vez por dia ao fim de 72 horas apdés o estimulo
tumoral. As doses de pepticorpo utilizadas foram 1000, 200,
40 e 8 pg/murganho/dia. Administrou-se a todos os animais
um total de 20 doses. Efectuou-se o registo das massa e dos
volumes tumorais trés vezes/semana. No final do estudo os
animais foram sacrificados e efectuou-se a recolha dos seus
soros para medicdo das concentracdes de pepticorpo, pelo
protocolo ELISA. Recolheu-se de todos o0s grupos tecidos
tumorais e um painel de tecidos normais.

Os resultados estdo ilustrados na figura 1. Conforme
se pode ver, foram observadas diferencas significativas no
crescimento tumoral entre 0Ss grupos tratados com O
pepticorpo de Ang-2 e o grupo de controlo tratado com
veiculo. Todas as gquatro doses de pepticorpo de Ang-2
inibiram o crescimento tumoral, comparativamente com oS
controlos de wveiculo (p <0,0001 wvs. controlo de wveiculo,
utilizando a metodologia de medicdo repetida ANOVA). Pelo

contrdrio, os tumores do grupo de controlo continuaram a
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crescer a uma velocidade muito maior. O tratamento com este
pepticorpo ndo teve nenhum efeito significativo sobre as
massas corporais finais, sobre as massas dos O6rgdos ou
sobre os pardmetros hematoldgicos dos animais tratados com

as doses supramencionadas.

ExemElo 8

1. Construcdo de Dbibliotecas de péptidos secundarios de

Ang-2

A. Células de E. coli electrocompetentes

As células competentes para electroporacédo 'Epicurian
Coli® XL1-Blue MRF’ (Stratagene #200158) foram adgquiridas a
Stratagene (Stratagene Cloning Systems, La Jolla, CA).

B. Modificacdo do vector pCES1

Realizou-se a PCR wutilizando os sistemas de PCR
"Extend Long Template (Roche Diagnostics Corp.,
Indianapolis, IN) com 1 upg de vector pCES1 (TargetQuest
Inc.), enquanto matriz. O volume da mistura de PCR foi de
100 pL contendo tampdo 1x PCR, 200 nM de cada um dos dois
iniciadores: 5" -CAAACGAATGGATCCTCATTAAAGCCAGA-3’ (SEQ 1ID
NO: 244) e 5’ -GGTGGTGCGGCCGCACTCGAGACTGTTGAAAGTTGTTTAGCA-3'
(SEQ ID NO: 245), 200 nM de dNTP e 3 unidades (U) de
polimerase de ADN de Tag. O sistema de PCR "TRIO-
Thermoblock™ (Biometra) decorreu do modo seguinte: 94°C
durante 5 minutos; 30 ciclos a 94°C durante 30 segundos,
50°C durante 30 segundos, 72°C durante 45 segundos e 72°C

durante 10 minutos; arrefecimento para 4°C.
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Os produtos de PCR foram depois processados num gel de
agarose a 1% e purificados numa coluna centrifuga 'QIAGEN'
(QTAGEN Inc., Valencia, CA), em conformidade com o protocolo
do fabricante. Efectuou-se uma segunda reaccdo de PCR com 5
nL de produtos de PCR e 200 nM de cada um dos dois
iniciadores 5’ -CAAACGAATGGATCCTCATTAAAGCCAGA-3' (SEQ ID
NO:246) e 5’ -AACACAAAAGTGCACAGGGTGGAGGTGGTGGTGCGGCCGCACT-3"
(SEQ ID NO: 247) nas mesmas condicbes de PCR descritas
anteriormente.

Os produtos de PCR e o vector original pCES1 foram
depois digeridos separadamente com 100 pL de tampdo de
reaccdo contendo 1x NEB2, 60 U de Apall (New England
Biolabs, Beverly, MA), 60 U de BamHI (New England Biolabs)
a 37°C durante 1 hora. O ADN digerido foi depois purificado
recorrendo a uma coluna centrifuga 'QIAGEN' e novamente
ligado em 40 pL de uma mistura de reaccdo contendo tampéo
de ligacdo 1x e 40 U de ligase de ADN de T4 (New England
Biolabs) a temperatura ambiente, de um dia para o outro.

Os vectores foram transfectadas em E. coli e ficou
tudo a incubar a 37°C de um dia para o outro. Efectuou-se a
seleccdo de coldnias singulares isoladas e depois fez-se a
purificacéao dos plasmideos, utilizando uma coluna
centrifuga 'QIAGEN'. A insercdo correcta foi confirmada por

sequenciacdo do ADN.

C. Preparacdo do ADN vectorial

Transformou-se 1 png de ADN do vector pCES1 (obtido na
seccdo 1B anterior) utilizando para tal 40 pL de células
XL1l-blue electrocompetentes de FE.colil (da seccao 1A
anterior) recorrendo ao aparelho 'Gene Pulser II' (BIO-RAD,

Hercules, CA) regulado para 2500 VvV, 25 pF e 200 ohms. A
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amostra de bactérias transformadas foi transferida
imediatamente para um tubo de ensaio contendo 960 uL de SOC
(2% de triptona, 0,5% de extracto de levedura, NaCl 10 mM,
KCl 2,5 mM, glicose 20 mM, MgSO; 10 mM, MgCl, 10mM) e
deixou-se a cultura em crescimento a 37°C com agitacéo
durante 1 hora.

As células foram depois espalhadas sobre a placa de
dgar 2xYTAGT (2xYT contendo ampicilina na concentracgédo de
100 pg/mL, tetraciclina na concentracdo de 12,5 pg/mL e 2%
de glicose) e manteve-se tudo a incubar a 37°C de um dia
para o outro. Foi confirmada uma coldénia Unica por
sequenciacédo, tendo sido utilizada para inocular 2 litros
de meios 2xYTAGT a 37°C com agitacdo de um dia para o
outro. O ADN do vector plasmidico foi purificado com o
estojo "OIAGEN Plasmid Maxi', em conformidade com o
protocolo do fabricante.

D. Digestdo do ADN do vector

Utilizou-se um total de cerca de 2000 pg de ADN do
vector (da seccdo 1C anterior) cuja digestdo foi feita em
500 pL de meio reaccional contendo 1x NEB de tampdo 2, 300
U de ApalLl e 300 U de XhoI a 37°C de um dia para o outro. O
produto da reaccdo da digestdo de restricdo ficou a incubar
de um dia para o outro a 37°C e depois foi analisado num
gel de agarose a 0,8% prefabricado (Embi Tec, San Diego,
CA). O ADN do vector linearizado foi depois excisado do gel

e extraido com o estojo de extraccdo de gel 'QIAquick'

(QIAGEN 1Inc.) em conformidade com as instrucdes do
fabricante.
E. Preparacdo de oligonucledbétidos para producdo de

bibliotecas
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Foram concebidos seis oligonucledétidos para producédo
de bibliotecas (1 fixado e 5 “doped”, isto &, a sintese foi
realizada usando uma quantidade desigual dos quatro
nuclebdétidos) com base nas sequéncias provenientes dos
resultados descritos supra. O oligonuclebdétido fixo para

producdo de bibliotecas:

5’-CACAGTGCACAGGGTNNKNNKNNKNNKNNKNNKNNKS
ARTGGGATCCGTGGASCNNKNNKNNEKNNKNNKNNKNNKCATT
CTCTCGAGATCA-3’ (numero de banco 20) (SEQ ID NO: 248);

e dois dos oligonucledétidos “doped” a 70% para producdo de

bibliotecas:
5’-CACAGTGCACAGGGTNNKNNKNNKaaKcgKccKNNK ga
KgaKatKttKggK ggKNNKacKtaKcaKNNKNNKNNKCATTCTC
TCGAGATCA-3’ (nimero de banco 27); (SEQ ID NO: 249);

5’-CACAGTGCACAGGGTNNKaaKttKaaKccKcetKgaK gaKctKgaK ga
KacKctKtaK gaKcaKttKacKttKcaKcaKNNKCATTCTCTCGAGATCA-
3’ (mimero de banco 99); (SEQ ID NO: 250);

As letras mintsculas representam uma mistura de 70% da
base indicada e 10% de <cada um dos outros trés
nucledétidos) . Os outros trés dos oligonucledtidos “doped” a
91% para producdo de bibliotecas foram os seguintes:

5’-CACAGTGCACAGGGTNNKNNKNNKcaKgaK gaKTGCgaKtg
KgaKccKtgKacKTGCgaKcaKatKNNKNNKNNKCATTCTCTCGAGA

TC A-3’ (numero de banco 94); (SEQ ID NO: 251);
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5’-CACAGTGCACAGGGTNNKIttK gaKtaKNNK gaKggKgtK gaKgaKcc
KitKacKttKggKNNK gaKaaKcaKNNKCATTCTCTCGAGATCA-3’
(numero de banco 23); (SEQ ID NO: 252);

5’-CACAGTGCACAGGGTNNKaaKttKaaKccKctKgaKgaKctK gaKga
KacKctKtaKgaKcaKttKacKttKcaKcaKNNKCATTCTCTCGAGATCA-
3’ (nimero de banco 26); (SEQ ID NO: 253);

Faz-se observar aos especialistas na matéria que no
caso dos oligonucledétidos anteriores o simbolo "N" indica
que cada um dos quatros nucledtidos (A, T, C e G) esté
igualmente representado durante a sintese dos
oligonucledtidos e o simbolo "K" indica que os nucledbtidos
G e T estavam igualmente representados durante a sintese
dos oligonucledétidos. As letras minUsculas representam uma
mistura de 91% da base indicada e 3% de cada um dos outros
trés nucledtidos. Cada um destes oligonucledtidos foi
utilizado como matriz na PCR.

Utilizou-se o estojo "Expand High Fidelity PCR System"
(Roche Diagnostics Corp.) para as reacgdes de PCR. Cada
oligonucledtido para producédo de bibliotecas foi
amplificado numa placa de 96 cavidades, contendo cada uma
delas 50 pL de mistura de reaccdo de PCR com 1 nM de um
oligonucledétido de biblioteca, tampdo 1X PCR e 300 nM de
cada um dos iniciadores:

57 -CACAGTGCACAGGGT-3" (SEQ ID NO: 254);
e

5’ -TGATCTCGAGAGAATG-3’, (SEQ ID NO: 255);
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dNTP 2001 uM, MgCl, 1,5 mM e 350 U de polimerase
'"Expand'. Utilizou-se o aparelho de amplificacdo automética
de ADN (GeneAmp PCR System 9700, Applied Biosystems),
executando o seguinte programa: 94°C durante 5 minutos; 25
ciclos de (94°C durante 30 segundos, 52,5°C durante 60
segundos, 72°C durante 30 segundos); 72°C durante 10
minutos; arrefecimento para 4°C. O0s nucledtidos livres
foram depois removidos utilizando para tal o estojo de
purificacdo 'QIAquick PCR' (QIAGEN Inc., nUmero de catalogo

28104) em conformidade com os protocolos do fabricante.

F. Digestédo dos oligonucledtidos para producéo de

bibliotecas

Para cada biblioteca fez-se digerir os produtos de PCR
(seccdo 1E) em 1200 puL de uma mistura de reaccdo que
continha 1x NEB tampdo 2, 750 U de Apall e 750 U de XholI a
37°C de um dia para o outro. Separou-se o ADN digerido,
utilizando para tal um gel de agarose a 3% prefabricado
(Embi Tec). A banda de ADN relevante, de cada reaccdo, foi
cortada a partir do gel e extraida com um filtro de acetato
de celulose de 0,22 pm (Coming Inc., Cat# 8160) num tubo de

ensaio de uma centrifugadora 'COSTAR Spin-X'.

G. Ligacdo do wvector com oligonucledétidos para producdo de

bibliotecas

Os 450 uL de mistura da reaccdo de ligacdo continham o
vector linearizado (seccdo 1D) e cada um dos produtos de
PCR do banco digeridos (seccdo 1F) na proporcdo molar de
1:5, 1x NEB de tampédo de ligacdo e 20 000 U de ligase de
ADN de T4, a 16°C de um dia para o outro. Os produtos

ligados ficaram a incubar a 65°C durante 20 minutos para se
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inactivar a ligase do ADN de T4 e depois a incubacédo
prosseguiu com 100 U de NotI a 37°C durante 2 horas, para
minimizar a autoligacdo do vector. O0Os produtos ligados
foram depois purificados por meio de extraccdo convencional
com fenol/cloroférmio (Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, Maniatis et al., 3% edicdo, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, 2000) e foram recolocados em suspensdao em

120 plL de H,0

H. Transformacdo por electroporacdo

Para cada biblioteca foram efectuadas 12 reaccgdes de
electroporacédo. Para cada transformacdo misturou-se 10 uL
de ADN do vector ligado (seccdo 1G) e 300 pL de células
XL1-BLUE MRF’ (seccdo 1A) num cadinho de 0,2 cm (BIO-RAD).
A mistura resultante foi estimulada com impulsos com O
aparelho 'Gene Pulser II' regulado para 2500 V, 25 pF e 200
ohms. As Dbactérias transformadas das 12 reaccdes de
electroporacédo foram depois combinadas e transferidas para
um baldo contendo 26 mL de SOC para incubacdo a 37°C
durante 1 hora. As células foram depois introduzidas em 450
mL de 2xYTAG e ficaram a crescer a 37°C com agitacédo
durante 5 horas. Efectuou-se a centrifugacdo das células a
4000 r.p.m. durante 15 minutos a 4°C. Com as massas
celulares obtidas preparou-se nova suspensdo em 12 mL de

uma mistura de 15% de glicerol/2xYT e guardou-se a -80°C.

Isto constitui o ©primeiro lote de Dbibliotecas. As
titulacdes revelaram bibliotecas com tamanhos de
transformantes independentes de 5,0x10° (nimero da

biblioteca 20), 3,3 x10'Y (numero da biblioteca 94), 4,7x10°

(niimero da biblioteca 25), 5,OxlO9 (nimero da biblioteca



186

26), 3,0x10° (numero da biblioteca 27) e 4,2x10° (numero da

biblioteca 99).

2. Amplificacdo das bibliotecas

A. Preparacdo do lote secundario das bibliotecas

A partir do lote de células da biblioteca primaria
(provenientes da seccdo 1H anterior), utilizou-se um numero
suficiente de células para cobrir com um excesso 10 vezes
superior o tamanho de cada biblioteca, para inocular meios
2xYTAGT (2YT com ampicilina na concentracdo de 100 npg/mL
tetraciclina na concentracdo de 12,5 pg/mL e 2% de glicose)
de tal modo que o valor inicial de DOgyy foi 0,1. Deixou-se
as culturas crescerem a 37°C com agitacdo durante véarias
horas até se obter um valor DO0gp=0,5. Retirou-se uma
aliquota de um décimo de <cada biblioteca e deixou-se
crescer em baldes separados durante mais outras 2 horas a
37°C. Estas sub-culturas foram depois centrifugadas a 4000
r.p.m., utilizando uma centrifugadora Beckman JA-14 durante
10 minutos a 4°C, e com a massa de bactérias preparou-se
nova suspensdo em 7,0 mL (para cada biblioteca) de uma
mistura contendo 15% de glicerol/2xYT para armazenagem a -

g0°C.

B. Inducao de fagos

Foram acrescentadas aliquotas do fago auxiliar M13KO7

(Amersham Pharmacia Biotech) as culturas bacterianas
remanescentes, ao valor de DOgo = 0,5 (provenientes da
seccdo 2A anterior), até a concentracdo final de 3 x 107

ufp/mL. Deixou-se o fago auxiliar infectar as bactérias a

37°C durante 30 minutos, sem agitacdo e 30 minutos com



187

agitacdo moderada. Efectuou-se a centrifugacdo das células
infectadas a 5000 r.p.m. durante 15 minutos a 4°C. Com as
massas de células preparou-se nova sSuspensdo no mesmo
volume (proveniente da seccdo 2A anterior), com os meios
2xYTAK (2YT com ampicilina na concentracdo de 100 pg/mL e
canamicina na concentracdo de 40 ug/mL). Esperou-se que
ocorresse a producdo de fagomideos a 30°C de um dia para o

outro com agitacéo.

C. Colheita de fagos

Efectuou-se a centrifugacdo das culturas bacterianas
da seccdo 2B anterior, a 5000 r.p.m. durante 15 minutos a
4°C. Depois transferiu-se os sobrenadantes para novos
frascos e acrescentou-se uma quantidade igual a 0,2 volume
de mistura de 20% de PEG/NaCl 2,5 M e manteve-se tudo a
incubar sobre gelo durante 1 hora para precipitar os
fagomideos. Os fagomideos precipitados foram centrifugados
a 10 000 r.p.m. durante 30 minutos a 4°C e foram
cuidadosamente recolocados em suspensdo com 100 mL de PBS
frio. A solucdo de fagomideos foi ainda purificada por
centrifugacdo para remocdo das células remanescentes a 4000
r.p.m. durante 10 minutos a 4°C, tendo a precipitacdo dos
fagomideos ocorrido por adicdo de uma quantidade igual a
0,2 wvolume de mistura de 20% de PEG/NaCl 2,5 M. Os
fagomideos foram centrifugados a 10000 r.p.m. durante 30
minutos a 4°C e com a massa de fagomideos preparou-se nova
suspensdo com 18 mL de PBS frio. Acrescentou-se a solucédo
de fagomideos 6 mL de uma solucdo de glicerol a 60% para
armazenagem a -80°C. As titulacdes dos fagomideos foram
determinadas por meio de um procedimento convencional

(Molecular Cloning, Maniatis et al 3% Edicédo).
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3. Seleccdo do fago de ligacdo de Ang-2

A. Imobilizacdo de Ang-2 sobre esférulas magnéticas

A  Ang-2 biotinilada (proveniente da secc¢dao 3A
anterior) foi imobilizada sobre 'Dynabead M-280
Streptavidin (DYNAL, Lake Success, NY) com uma concentracédo
de 2000 ng de proteina Ang-2 por cada 100 pL do lote de
esférulas adgquirido ao fabricante. Depois de se ter
deslocado as esférulas para um lado de um tubo de ensaio,
utilizando um iman, e removendo o liquido por meio de uma
pipeta, efectuou-se a lavagem das esférulas duas vezes com
soluto salino tamponado com fosfato (PBS) e preparou-se
nova suspensdo em PBS. A proteina Ang-2 biotinilada foi
depois acrescentada as esférulas lavadas, ao valor da
concentracdo anterior, e manteve-se tudo a incubar com
rotacdo durante 1 hora a temperatura ambiente. As esférulas
recobertas com Ang-2 foram entdo bloqueadas mediante a
adicdo de BSA até a concentracdo final de 2% e manteve-se
tudo a incubar de um dia para o outro a 4°C com rotacdo. As
esférulas resultantes recobertas com Ang-2 foram depois
lavadas duas vezes com PBST (PBS contendo 0,05% de Tween-
20) antes de terem sido submetidas a procedimentos de

seleccdo.

B. Seleccdo utilizando as esférulas recobertas com Ang-2

Foram utilizados fagomideos equivalentes a cerca de
1000 vezes a biblioteca (da seccdo 2C anterior) que foram
bloqueados durante 1 hora com 1 mL de PRBS contendo 2% de
BSA. A amostra de fagomideos bloqueada foi submetida a trés

passos de seleccdo negativa, acrescentando-a as esférulas



189

virgens (as mesmas esférulas da seccgdo 3A, mas sem nenhum
revestimento de proteina Ang-2) e manteve-se esta mistura a
incubar a temperatura ambiente durante 15 minutos com
rotacdo. O sobrenadante que continha os fagomideos foi
deslocado, wutilizando um iman, e transferido para um
segundo tubo de ensaio contendo esférulas virgens (as
mesmas esférulas descritas na seccdo 3A anterior, mas sem
estarem cobertas com a proteina Ang-2) e depois manteve-ge
esta mistura a incubar a temperatura ambiente durante 15
minutos com rotacéo.

Repetiu-se o procedimento. O sobrenadante que continha
os fagomideos foi depois deslocado, utilizando um iman, e
transferido para um novo tubo de ensaio contendo as
esférulas recobertas com a proteina Ang-2 (da seccédo 3A7) e
manteve-se a mistura a incubar a temperatura ambiente
durante 1 hora com rotacdo. Depois de se ter deitado fora o
sobrenadante, as esférulas a que estavam ligados os
fagomideos foram lavadas 10 vezes com uma mistura de 2% de
leite-PBS; 10 vezes com uma mistura de 2% de BSA-PBS; 10
vezes com PBST e duas vezes com PBS. Depois esperou-se que
tivesse lugar a eluicdo dos fagomideos em 1 mL de uma
solucdo de trietilamina 100 mM (Sigma, St. Louis, MO)
durante 10 minutos, numa centrifugadora. Neutralizou-se o
pH da solucdo gque continha os fagomideos, adicionando 0,5
ml, de Tris-HC1 1 M (pH 7,5). 0Os fagomideos resultantes
foram utilizados para infectar 10 mL de bactérias XL1-Blue
MRF’ de desenvolvimento recente (DOgy aproximadamente igual
a 0,5) a 37°C durante 30 minutos sem agitacdo, e durante 30
minutos com agitacdo moderada. Todas as células XL1-BLUE

MRFE’ foram depois aplicadas sobre uma placa de 15X15cm
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2XxYTAG e manteve-se tudo a incubar a 30°C de um dia para o

outro.

C. Inducdo e colheita de fagos

Acrescentou-se a placa (da seccdo 3B) uma aliquota de
10 mL de meios 2xYTAGT, para recolocar as células XL1-BLUE
MRE’ em suspensdo. Todas s células XL1-BLUE MRFE’ foram
recolhidas num tubo de ensaio e acrescentou-se uma aliquota
de 200 puL destas células a 25 mL de meio 2xYTAGT, tendo
ficado a crescer a 37°C até se obter um valor DOgypy = 0,5.
Acrescentou-se o fago auxiliar M13K0O7 até a concentracédo
final de 3 x 10° ufc/mL e manteve-se tudo a incubar a 37°C
durante 30 minutos, sem agitacdo, e 30 minutos com agitacédo
moderada. Efectuou-se a centrifugacdo das células a 5000
r.p.m. durante 10 minutos a 4°C e depoils preparou-se nova
suspensdo com 25 mL de meio 2xYTAK. Deixou-se estas
bactérias crescerem a 30°C de um dia para o outro com
agitacéo. Os fagomideos induzidos foram colhidos e

purificados tal como descrito na seccdo 2C.

D. Seleccdo da segunda experiéncia

Efectuou-se a seleccdo da segunda experiéncia conforme
explicitado nas seccdes 3B e 3C, com a excepcdo seguinte.
Como carga de fagomideos utilizou-se uma gquantidade de
fagomideos equivalente a cerca de 100 vezes a biblioteca,
provenientes da seccdo 3C. A gquantidade de proteina Ang-2
biotinilada (seccdo  3A) a recobrir 'Dynabead M-280
Streptavidin' foi reduzida para 20 ng. As esférulas a que
estavam ligados os fagos foram depois lavadas 10 vezes com
uma mistura de 2% de leite-PRS; 10 vezes com uma mistura de

2% de BSA-PBS; 10 vezes com PBST, tendo a lavagem final
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implicado um periodo de 60 minutos de incubacdo a
temperatura ambiente em PBST. As esférulas foram depois
lavadas duas vezes com PBS. As condicdes de eluicdo foram

as mesmas da primeira experiéncia (seccdo 3B).

E. Seleccdo da terceira experiéncia

Efectuou-se a seleccéo da terceira experiéncia
conforme explicitado nas seccgdes 3B e 3C, com a excepcgdo
seguinte. Como carga de fagomideos utilizou-se uma
quantidade de fagomideos equivalente a cerca de 10 vezes a
biblioteca, provenientes da seccdo 3D. Utilizou-se cerca de
2 ng de proteina Ang-2 biotinilada (da seccdo 3A) para
recobrir 'Dynabead M-280 Streptavidin'. As esférulas a que
estavam ligados os fagos foram depois lavadas 10 vezes com
uma mistura de 2% de leite-PBS; 10 vezes com uma mistura de
2% de BSA-PBS; 10 vezes com PBST, tendo a lavagem final
implicado um periodo de 60 minutos de incubacdo a
temperatura ambiente em PBST. As esférulas foram depois
lavadas duas vezes com PBS. As condicgdes de eluicdo foram

as mesmas da primeira experiéncia (seccdo 3B).

F. Seleccgdo da quarta experiéncia

Efectuou-se a seleccdo da quarta experiéncia conforme
explicitado nas seccdes 3B e 3C, com a excepcdo seguinte.
Como carga de fagomideos utilizou-se uma quantidade de
fagomideos equivalente a biblioteca, provenientes da seccédo
3E. A gquantidade de proteina Ang-2 biotinilada (seccdo 3A)
a recobrir 'Dynabead M-280 Streptavidin' foi reduzida para
0,4 ng para as bibliotecas 25, 26 e 27. Para as bibliotecas
20 e 94, manteve-se a quantidade de cobertura igual a da

terceira experiéncia, 2 ng. A Dbiblioteca 99 ndo foi
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utilizado no passo de seleccdo da quarta experiéncia. As
condicdes de eluicéao foram as mesmas da ©primeira

experiéncia (seccgdo 3B).

4. ANALISE CLONAL

A. Preparacdo da placa principal

Recolheu-se cuidadosamente coldénias singulares da
seleccdo da segunda experiéncia e com elas fez-se a
inoculacédo de placas de 96 cavidades contendo 120 uL de
meio 2xYTAGT por cavidade. As placas de 96 cavidades
ficaram a incubar a 30°C com agitacdo de um dia para o
outro. Acrescentou-se 40 puL de glicerol a 60% a cada

cavidade para armazenagem a -80

B. Protocolo ELISA para os fagomideos

Com aliquotas de cerca de 2 pL de células provenientes
da placa principal (da seccdo 4A anterior) efectuou-se a
inoculacdo de uma nova placa de 96 cavidades 'Costar®'
(Coming incorporated, Coming, NY, cat. #9794) que continha
100 pL de meio 2xYTAGT por cavidade, e deixou-se as células
desta nova placa a crescerem a 37°C até ao valor aproximado
de DOggo = 0,5.

Acrescentou-se a cada cavidade 40 pL de meio 2xYTAGT
contendo o fago auxiliar MI13KO7 (1,5 x 10 wufc/mL) e
manteve-se a placa de 96 cavidades a incubar a 37°C durante
30 minutos sem agitacdo e durante mais 30 minutos com
agitacdo moderada. Efectuou-se a centrifugacdo da placa a
2000 r.p.m. (centrifugadora de bancada Beckman CS-6R)
durante 10 minutos a 4°C. Removeu-se o0s sobrenadantes das

cavidades e com cada massa celular preparou-se nova
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suspensédo, utilizando 150 pL de meio 2xYTAK por cavidade.
Manteve-se a placa a incubar a 30°C de um dia para o outro
para a expressdo dos fagomideos.

Com a proteina Ang-2 humana recobriu-se uma placa de
96 cavidades 'Maxisorp' (NUNC) a razdo de 1 pg/mL em meio
1xPBS a 4°C de um dia para o outro. Como controlo,
utilizou-se uma solucdo contendo 2% de BSA (Sigma) com a
qual se recobriu uma placa independente 'Maxisorp'. No dia
seguinte, as culturas de células desenvolvidas de um dia
para o outro foram centrifugadas a 2000 r.p.m. durante 10
minutos a 4°C. Transferiu-se uma quantidade de 10 pL de
sobrenadante de cada cavidade para uma nova placa de 96
cavidades que continham uma solucdo de BSA/PBS para diluir
O sobrenadante a razdo de 1:10. As misturas resultantes
ficaram a incubar durante 1 hora a temperatura ambiente com
agitacdo para bloquear os fagomideos. Entretanto, bloqueou-
se uma placa recoberta com proteina Ang-2, utilizando para
tal 400 pL de solucdo contendo 2% de BSA/PBS por cavidade
durante 1 hora a temperatura ambiente, com agitacdo. Deitou-
se fora a solucdo de BSA e lavou-se cada cavidade 3 vezes
com solucdo de PBS. Apds o UuUltimo passo de lavagem,
acrescentou-se 100 pL de solucdes de fagomideos blogqueados
a cada cavidade da placa recoberta com proteina Ang-2 e
também a placa de controlo e manteve-se tudo a incubar
durante 1 hora a temperatura ambiente, com agitacéo.
Deitou-se fora o liquido e lavou-se cada cavidade 3 vezes
com solucdo de PBST. Acrescentou-se 100 pL de mAb anti-M13
conjugado com HRP (Amersham Pharmacia Biotech), com uma
diluicdo de 15000 wvezes, a cada cavidade das placas
recobertas com a proteina Ang-2 e de controlo e manteve-se

estas placas a 1incubar durante 1 hora a temperatura
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ambiente com agitacdo. Mais uma vez, deitou-se fora o
liquido de lavou-se cada cavidade trés vezes com solucdo de
PBST. Acrescentou-se as cavidades 100 pL de substratos
quimioluminescentes 'LumiGLO' (Kirkegaard & Perry
Laboratories, Gaithersburg, MD) e efectuou-se a leitura de
cada cavidade com o aparelho "Luminoskan Ascent DLRearly

(Labsystems, Franklin, MA).

C. Sequenciacédo dos clones de fagos

A reaccdo de PCR foi efectuada wutilizando 1 uL de
bactérias de cada cavidade da placa principal (seccdo 4A)
como matriz. O volume de cada mistura de PCR foi de 50 uL,
contendo tampdo 1xPCR e 300 nM de cada um dos dois
iniciadores:

5" -GTTAGCTCACTCATTAGGCAC-3’ (SEQ ID NO: 256) e

5’ -GTACCGTAACACTGAGTTTCG-3’, (SEQ ID NO: 257);

dNTP 200 mM, MgCl, 2 mM e 2,5 U de polimerase do ADN
de Tag (Roche Molecular Biochemicals). Utilizou-se o
protocolo de 'GeneAmp PCR System 9700' (Applied Biosystems)
para executar o programa seguinte: 94°C durante 5 minutos;
40 ciclos de (94°C durante 45 segundos, 55°C durante 45
segundos, 72°C durante 90 segundos); 72°C durante 10
minutos; arrefecimento para 4°C. Os produtos de PCR foram
purificados wutilizando o estojo de purificacdo de PCR
'QIAquick 96 (QIAGEN Inc.) em conformidade com as
instrucdes do fabricante. Todos o0s produtos de PCR
purificados foram sequenciados com o iniciador 5'-
TTACACTTTATGCTTCCG-3' (SEQ ID NO: 258), utilizando o
sequenciador 'ABI 3770' (Perkin Elmer), em conformidade com

as instrucdes do fabricante.
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5. Ordenamento das sequéncias

As sequéncias de péptidos que foram obtidas a partir
das sequéncias de nucledtidos (da seccdo 4C anterior) foram
correlacionadas com dados do ensaio ELISA. Os clones gue
revelaram um valor de DO elevado nas cavidades recobertas
com Ang-2 e um valor DO fraco nas cavidades recobertas com
BSA foram considerados mais importantes. As sequéncias que
ocorreram varias vezes também foram consideradas
importantes. Para analise posterior e geracéo de
pepticorpos foram escolhidas 24 sequéncias de péptidos da
biblioteca 20, 26 sequéncias de péptidos da biblioteca 94 e
7 sequéncias de péptidos da biblioteca 99. Além disso,
foram deduzidas e wutilizadas para gerar pepticorpos 11
sequéncias de consenso das bibliotecas 20 e 94, 3
sequéncias de consenso das bibliotecas 26 e 99 e 2 da
biblioteca 25. 0Os pepticorpos indicados no quadro 7 foram
avaliados wutilizando o protocolo ELISA de neutralizacéo
descrito no exemplo 10 desta memdria descritiva. Os

resultados estdo ilustrados no quadro 7.
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Quadro 7

Pc desenvolvidos CIso Sequéncia do pepticorpo
com afinidade hAng-2:Tie2 (SEQ ID NO:)
para Com 4 (nM)

transformados

Cond-44 (©) 0,09 M-Fe-GUGHRGAQ- _
FIRQEECDWDPFWTCEHMWEV.LE
{SEQ [0 NO: 259}

Cond-40 (C) 0,10 WMFe-GOGGGAQ-
TNIJEECEWDPWTCDHMPGE-LE
(SEO 1D NO: 260)

Cond-1 (C) 0,12 MFe-GGGGGAL-
WYRQDACEWDPWTCEHMAERV-LE
(SEQ I NO: 261}

Cond-31 (C) 0,16 M-Fo-GUGOGAQ-
NRLOEVCEWDPFWTCEHMENYV-LE
(SEO D NO: 262)

Cond-C5 (C) 0,16 M-Fe-GGGGGAL-
AATORECEWDPWTCEHMPRS-LE

Cond-42 (C) 0,17 MFe-GIGGGOAQ-
LRHOEGCEWDPWTCEHMFDW.LE

(SEQ ID NO: 264)

Con4-35 (C) 0,18 M-Fe-GGHGGEAG-
YRERQEDCEWDPWTCERMVY VGLE

{(SEQ 1D NO: 265)

Cond-43 (C) 0,18 M-Fo-GOGGGAQ-
SISHERCEWDPWICREMOQVGLE
(SEQ 1 NO: 266)




197

(continuacéao)

Pc desenvolvidos CIso Sequéncia do pepticorpo
com afinidade hAng-2:Tie2 (SEQ ID NO:)
para Con4 (nM)

transformados

Cond-49 (C) 0,19 M-Fo-GGOGGAQ-
WAAGEECEWDFWICEHMGREMOE
CEEC D Ny 267

Cond-27 (C) 0,22 M P GOGGGAD-

TWPQDRCEWDPWTCEHMGRT-LE
(G 3y NO: 268}y

Con4-48 (C) 0,26 M-Fo-GRGOCGAQ-
GHSQERECOWDPWTCERMGTS-LE
(REQ ID NO: 268

Cond-46 (C) 0,29 M-Fe-GOGGOAR-
QHWQRERCEWDPW TCISHMPSK-LE
(SEQ D NO: 276)

Con4-41 (C) 0,26 M-FouGOGGGAD
CCEWHPFWTOERMPVRAE
X 3TH

Con4-36 (C) 0,28 M-Fe-GGGGGAG-
ESGOQVECNWDPWTCEHMEPEN-LE
5RO D NO: 27

Cond-34 (C) 0,28 MFe a{.Ki{’}LY{.}AQ'
VKTQERCDWDPWTCENMREW-LE
(SEQ ID NO: 273}

Cond-28 (C) 0,30 MFe-GUGOGAQD-
AWGQEGCDWDPWTCEHMLPM-LE
{SEQ ID Ny 279
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(continuacéao)

Pc desenvolvidos CIso Sequéncia do pepticorpo
com afinidade hAng-2:Tie2 (SEQ ID NO:)
para Con4 (nM)

transformados

Con4-39 (C) 0,30 M-Fo-GOGGOAL.
PVNQERCEWDPFWTCERMPPM-LE
(SEQ ID NO: 275)

Con4-25 (C) 0,31 M-Fe-GGOOGAG-
RAPQEDCEWDIFWITCABMMDIK-LE
{(REG I3 NO: 3768

Con4-50 (C) 0,38 M-PBe-GUGGOGAQ-
HGONMECEWDFWTCEHMPRY-LE
(SEQ ID MO: 377)

Cond=38 (C) 0,40 MFe-GGOGGAQ-

{SRQ D NO: 278)

Con4-29 (C) 0,41 M-Fo-GGOGOAQ-
RTTOEKCEWDPWTCERMESOLE
(SEQ 1D NO: 279)

Cond—47 (C) 0,44 MFe-GOGGOAD-
TSQEDCVWDPWTCDHMVSS-LE
(SEQ ID NO: 280)

Con4-20 (C) 0,48 M-Fe-GGGGEA-
QVIGRPCEWDPWTCE
(SEQ ID NO: 281}

LEGL-LE

Con4-45 (C) 0,48 M-Fe-GGGGGAQ-
WAQOEBHECAWDPWTCDHMVYGL-LE
{SECH I NO: 2823
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(continuacéao)

Pc desenvolvidos CIso Sequéncia do pepticorpo
com afinidade hAng-2:Tie2 (SEQ ID NO:)
para Con4 (nM)

transformados

Con4-37 (C) 0,49 MFe-GOGGGADR-
LPGOEDCEWDPWTOERMVES-LE
{SEQ ID NO: 283)

Cond-33 (0) 0,52 M-Fo-GGGGGAQ-
PMNQVBCDWDPW PO EHMPRS-LE
(SEQ I NO: 2843

AC2-Con4 (C) 0,52 M-Fo-GGOGGAQ-
BOW SHGCEWDPW TCEHMGST-LE

(SEQ 1D NO: 285)

Con4-32 (C) 0,75 M-Fe GGGGGAR-
ESTODDCDWDPFWTOEMMVGRLE
(SR D WNO: 2R6)

Cond—17 (C) 0,96 M-Fo-GOBGGAQ-
GPRISTCOWDPWTCEHMDOL-LE
(SR 1D NCs 287

Cond=8 {©) 1,20 M_Fe-GOOGUAL-
STIGDMCEWDPW TCAHMQVD-LE
(SEQ 1D NO: 288)

AC4-Con4d (C) 1,54 M-Fe-GOGGGAD-
VLGGQUGCEWDPWTCORLLQOW-LE
(SRO ID NQ: 289)

coniml (©) 247 M-Fo-GGGOGAQ-
VLGGQOCQWDPWTCSHLEDG-LE
{SEQ 1D NO: 200)

Cond-CIL (C) 2,73 M-Fe-GGOGEAR-

(SEQ I NO: 291}
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(continuacéao)

Pc desenvolvidos CIso Sequéncia do pepticorpo
com afinidade hAng-2:Tie2 (SEQ ID NO:)
para Con4 (nM)

transformados

Cond-21 (C) 3,21 M-Fo-GUGGGAQ-
TROKSVOQWDPWICSHMOSGLE
(SEQ ID NO: 202}

Cond-C2 (0) 3,75 M-Fc-GGGOCAQ-
TTIGSMCQWDPWICARRMOGG-LE
(SEQ I NO: 203

Con4-18 (C) 4,80 M-Fe-GOGGGAQ-
WYNEVVOREWRPWTONHWRTRLE
ESE0 T NCE: 2943

VVOVOMOOWDPWTOKHMRLG-LE
{SEQ I NO: 205)

Cond-16 (C) 6,94 MFeGGGLGAQ
AVGRQTCEWDPWTCAHLVEV-LE

Cond=11 (C) 9,70 M-Fo-GOOGGAQ-
QOMEMECEWDPWTOAHIVYR-LE
(SEOQ I KOt 297)

Cond-C4 (C) 9,80 MFe-GGOGGAQ-
TTIGSMCOWDPWTCEHMOQGG-LE
(SEQ ID NO: 298)

Cond-23 (C) 9,88 M-Fe-GOGGGAQ-
TSORVOGCEWDPWTCORLTYT-LE
(SEQ ID NO: 399}
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(continuacéao)

Pc desenvolvidos

com afinidade
para Con4

transformados

CIso
hAng-2:Tie2
(nM)

Sequéncia do pepticorpo

(SEQ ID NO:)

Con4-15 (C)

15,00

M-Fe-GOGGREAD-
QWEWPPCEWDPWTOOTVWESLE
£SEQ I ROk 300)

Con4d-9 (C)

20,11

M-Fe-GOOGGAD-
GTSPSECOWDPWTUSHMVOG-LER
{SEC ID NO; 3013

Con4-10 (C)

86,01

M-Fe-GGGGEALR-
TOOLHGCEWDLOPWITCKVLWPS-LE
{SEQ D RO 302)

Con4d-22 (C)

150,00

BFe (3G GGAQ-
YVWREQVOQWIFPWTONLGGIW-LE
(SEQ I NO: 303)

Con4d-3 (C)

285,50

M-Fe-GGOOGAL-
DELEECOWDPWTOQFRY Ga-LE

LSO D NOy; 304)

Con4-5 (C)

Sem inibicéo

MFc-GOGO0AQ-
ATRARQUOWDPWICALGGNW-LE
(SEC D NO: 305)

Con4d4-30 (C)

Sem inibicédo

M-Fo-GOGGGAD-
GPAQEHCEWDPWITCEPLPLM-LE
[SEQ ID NO: 308)

Cond-26 (C)

Sem inibicédo

MFe-GOGGGAQ-
RPEDMUSOWDPW TWHELOQGYCLE
(SEQ ID NO: 507)
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(continuacéao)

Pc desenvolvidos
com afinidade
para Con4

transformados

CIso
hAng-2:Tie2
(nM)

Sequéncia do pepticorpo

(SEQ ID NO:)

Cond-7 (C)

Sem inibicéo

MFe-GGOGGAQ-
LWOLAVCOWDPOPCDHMGAL LE
(SR D NC: 308)

Con4-12 (C)

Sem inibicdo

M-Fo-GOGGEAQ-
TQLYVSLCEWDPWTCRLLEDNGW-LE
(B8R I NQ: 30

Con4d-13 (C)

Sem inibicédo

M-Fo-GORGGGAD-
MOGAGRCEWDPWTCOLLOGW-LE
{SECQ ID NO: 310)

Con4d-14 (C)

Sem inibicéo

M-Fe-GGGGGAG
MFLPNECQWDPWTCSNLPEA-LE
(SRQ ID NO: 311)

Cond-2 (C)

Sem inibicédo

M-Fe-GGGOGAD-
FOWSHOCHEWDPWICRLLOGW-LE
(BEQ T NO: 312

Con4d-6 (C)

Sem inibicéo

M-Fe-GOGGGAD-
WEGTEGCQWDPWTCRLLHOW-LE
(SEQ ID NO: 313}

Conéd-24 (C)

Sem inibicéo

M-Fo-GOGGOAQ-
PDTRQOCOWDPWTCRLY GMW-LE
(SEQ ID NO: 314}

AC1-Con4 (C)

Sem inibicédo

M-Pe-GGGOGAQ-

(SEQ ID NO: 315)
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(continuacéao)

Pc
desenvolvidos
com afinidade

para Con4

transformados

hAng-2:Tie2
(nM)

Sequéncia do pepticorpo

(SEQ ID NO:)

AC3-Con4 (C)

Sem inibicédo

M-Fo-GGGGGAQ-
DKILEECEWDPW TCRLLOGW-LE

AC5-Con4d (C)

Sem inibicédo

M-Fo-GOGGGAQ-
AATOERCEWDPWTCRLLOGW-LE
{SEQ ID NO: 317)

Pc CIso Sequéncia do pepticorpo
desenvolvidos hAng-2:Tie2 (SEQ ID NO:)
com afinidade (nM)
para L1
transformados
L1-7 (N) 0,03 MCAG-
TNFMPMDDLEQRLYEQFILOOG-
LBGGOGG-Fe
(ARG I KOG 318y
AC6-L1 (N) 0,03 MGAQ-
TNYEPLDELDATLYEHWILQHS
LEGGGOG-Fe
{SR0 I NQ; 319
L1-15 (N) 0,04 MGAG-
GEYQPLDELDKTLYDQEFMLOQG
LEGOGGG-Fe
{SHEG D Ny 32
Li-2 () 0,04 MOALNFTPLDELEQTLYEQWTLOOS

LEGGGGO-Fe
(SHQ ID NO: 321
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(continuacéao)

Pc CIso Sequéncia do pepticorpo
desenvolvidos hAng-2:Tie2 (SEQ ID NO:)

com afinidade (nM)

para L1

transformados

L1-10 (N) 0,05 WAL
QKFQPLDELEQTLYRQEMILQA
LRGGOOG-Fe

{SHEG M NO: 322}

L1-13 (N) 0,05 h’iﬁx‘bﬁ;}

QEYHEPLOELOETL YNQWMEHGR.
LEGGOGGG-Be

(SEQ I NO: 323)

LI-5 () 0,05 MGAQ-VEYRPLDELDEIL YEQQTFQER
LEGGOGGF:
{SEQ 1D NGy 3243

Ll1-Cz (N) 0,05 MOAQ-
TRFOPLDELDOTLYBOQWTLQQOR
LRGGGGGFe

{SEQ Wy NO: 3135)

bhoes 0,06 MGAQ-
TNFQPLDELDQTLYEQWTLQOR
LEGGGGG-Fe

(SO 1D NO: 326)

L1-11 (N) 0,07 MGAQ-
QONPKPMDELEDTLYRKQFLFQHS
LBGGOGG-Fe

(SEQ 1D NO: 327

L1-17 (N) 0,08 NIGAQ*
VEYKPLORLDEWLYHOFTLHEG
IBRGGGGG-Fo

(R0 D NO: 328
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(continuacéao)

Pc CIso Sequéncia do pepticorpo
desenvolvidos hAng-2:Tie2 (SEQ ID NO:)

com afinidade (nM)

para L1

transformados

L1-12 (N) 0,08 MGAQ-
FEFITPLODLEQTIYEQWTLORY
LEGGGGG-Fe

{SEQ I MO 339

v 0,08 MGAQ-QNYKPLDELDATLYRHFIFRHYT
LEGGUGE-Fo
(SEQ D NO: 230)

L1-4 (N) 0,08 MGAQ-
VEFEPLDALEGTLYRIWMEIQA
LRGGGGG-Fe

{SEQ D NC: 331

e 007 MGAG-
EDYMPLDALDAQLYEQFILLHG
LBGGGOG-Fe

(SEQ ID NO: 332)

L1-22 (N) 0,09 MGAG-
YKFNPMDELEQTLYEEFLFQHA
LEGGGGG-Fe

(SEQ ID NO: 333)

LI-14 (N) 0,11 MGAD-
SMNPMPLDELEQTLYEQFMLQRQ
LEGGUGG-Fe

{SEG 10 WOy 3343
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(continuacéo)

Pc CIso Sequéncia do pepticorpo
desenvolvidos hAng-2:Tie2 (SEQ ID NO:)
com afinidade (nM)
para L1
transformados
L1-16 (N) 0,11 MOAL
QRFOFLDELERTLYRKOWITLOOR
LEGGOOG-Fo
{SEQ ID WO 335
Li-18 (W) 0,16 MUOAQ-QEFMPLOBLDEILYEQFMEQOS

LEGGOGG-F
{SE( ID NO: 2338)

L1-3 () 0,16 M{;&Q
TKFNPLDELEQTLYEQWTLQHQ
LEGGGGG-Fe
(SEQ ) NO: 337)

e ot MGAQ-

\;S}
L1-CI (N) 0,56
' LOELEGTLYBQWTLOOR
LEGGGGG-Fe
(SEQ I NO: 339)
L1-19 (N) 1,26 MGAG

QTFOPLDDLEEYLYEQWIRRYH
LEGGGGG-Fo
{SEQ ID NO: 346
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(continuacéao)

Pc desenvolvidos CIso Sequéncia do pepticorpo
com afinidade hAng-2:Tie2 (SEQ ID NO:)
para L1 (nM)
transformados
L1-9 (N) 1,62 MGAG-
SKFKPLDELEQTLYEQWILOHA
LEGGGGG-Fe
(ST TD NO: 341)
Pc desenvolvidos CIso Sequéncia do pepticorpo
com afinidade hAng-2:Tie2 (SEQ ID NO:)
para Conl (nM)
transformados
Conl-4 (C) 1,68 M-Fo-GGLOGAQ
SGOLRPCEE LFTQNLALCLE
{SEQ B NO: 348
Conl-1 (C) 3,08 M-Re-CGGGGGA-
AGGMRPYDOMEGWENYDVOALE
(SEQ By NO: 343)
Conl-6 (C) 8,60

M-Fe-G0GOGAQ-
GUDLRPCEDMPGCGTEKDWYGLE
{3EQ I NO» 344

Conl-3 (C)

16,42

M-Fo-GGGGGAQ-
APGORPYDOMLGWEFTYQRIV-LE
(SEQ I N 345 -

Conl-2 (C) Sem lnlblg:éo i\j“F{:-G(}GGE}ﬁLf)-
QEWIDDPCMHELGEPVTWRROERLE
(SEQ ID NO: 346)

Conl-5 (C) Sem inibicéo

M-Fe-GGGGOAQ-
FODERPLECMPGORIQLLPR-LE
(SEQ I NO: 347)
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(continuacéao)

Pc desenvolvidos
com afinidade
para Conl

transformados

hAng-2:Tie2
(nM)

Sequéncia do pepticorpo
(SEQ ID NO:)

Original: Conl

(C)

26,00

M-Fo-GOGGOAQ-RRPCEEFGOCTYQ-
LE
{SEC 1 NO; 2483

Pc desenvolvidos
com afinidade
para 12-9

transformados

CIso
hAng-2:Tie2
(nM)

Sequéncia do pepticorpo

(SEQ ID NO:)

12-9-3 (C)

M-Fo-OGGOGAQ-
LOEWCEGVEDPFIFGCEKQR-LE
(SR ID NO: 349)

12-9-7 (C)

M-Fe-GGGGGAD-
MLDYCHOGMDDPFTPGOIKOM-LE
(SEQ ID NO: 350)

12-9-6 (C)

MFe-GUGGOAQ-
HORYCEGMEDPFTFGOEYQG-LE
(SEQ ID NO: 351

12-9-C2 (C)

M-Fe-GGGGGAQ-
LODYCEGVEDPFTFGCENQR-LE
(SEQ ID NO: 352)

12-9-5 (C)

M-Fe-GGGOGAQ-
LLDYCEGVODPFTFGCENLD-LE
(SEQ ID NO: 353)

12-9-1 (C)

1,84

MPGOGGGAQ
GFEYCDGMEDPFIFGCDRQTLE
(SEC H» NCx: 354
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(continuacéao)

Pc desenvolvidos

com afinidade para

hAng-2:Tie2

Clso

Sequéncia do pepticorpo

(SEQ ID NO:)

12-9 transformados (nM)
12-9-4 (C) 2,05 BE-Fo-GLGHGAL
AQDYCEGMEDPFTRGUEMOE-LE
(SHQ ID NO: 35%)
12-9-CI (C) 2,68 M Fo-O000G0G ﬁf;}_
LY CEGVEDPFIFGUERKQR-LE
(SEQ ID NQ: 356)
12-9-2 (C) 8,42 MFeGUOGOALY-
KEYORGMBDIFIOOCDNQSIE
(BHO D WG 33N
Original: 12-9 (C) | 15,00

M-Fo-GGOGGAQ-
FOYCEGVEDFFTFGUDNH-LE
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Exemglo 9

Foram testadas 6 amostras de pepticorpos anti-Ang-2
para se pesquisar a sua actividade de ligacdo a huAng2 (R&D
Systems, BNO12103A) sobre BIAcore. Imobilizou-se proteina G
numa micropeca CMb, em conformidade <com o ©protocolo
convencional de acoplamento de aminas (BIAcore Inc.) e
depois injectou-se o0s pepticorpos sobre uma superficie de
proteina G para captura (RL - 100 Ru). Para se testar a
ligacdo entre hAng2 e o pepticorpo capturado, injectou-se
huAng2 nas concentracdes entre 0,3 nM e 40 nM sobre as
superficies dos pepticorpos capturados e fez-se uma analise
dos sensorgramas de ligacdo, utilizando o programa
BIAevaluation 3.0 (BIAcore 1Inc.).0 quadro 8 agrupa oS

resultados desta experiéncia.

Quadro 8
Pepticorpo Lote n° KD (M) ka (1/Ms) kd (1/s)
Con4d-44 (C) 011702 2,1E-10 2,9E+05 5,9E-05
L1-7 (N) 022102 2,4E-10 3,7E+05 8, 7E-05
L1-10 (N) 021302 7,7TE-10 1,5E+05 1,1E-05
L1-21 (N) 021802 2,4E-10 5,6E+05 1,4E-05
Con4d (C) 33456-77 3,8E-10 5,3E+05 2,0E-05
2xCon4d (C) 1K |092501 3,4E-10 4,8E+05 1,6E-05

Exemelo 10

ELISA de neutralizacéao

Foram utilizados meios condicionados com Ang-2 de
seres humanos, murinos, cdes e ratos e com Ang-1 de seres
humanos e de murinos, 0s quais foram diluidos em

DMEM/50pg/mL BSA do modo seguinte: hAng-2 - diluicdo a
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1:04; mAng-2 - diluicdo a 1:64; Ang-2 do rato - néo
diluida; Ang-2 do cdo - diluicdo a 1:32; hAng-1 - diluicéo
a 1:4; e mAng-1 - diluicdo a 1:4.

A intensidade com que cada um  destes meios
condicionados foi diluido foi determinada pela sua aptidéo
para se ligarem a hTie-2Fc 1 nM (utilizada sob a forma de
uma molécula de Tie-2-Fc em que a parcela Tie-2 contém
apenas a parte extracelular soltvel da molécula; R&D
Systems, numero de catalogo 313-TI) a 50% do valor maximo
possivel de ligacdo (isto ¢é, ©patamar). As placas de
microtitulacdo foram recobertas com 100 pL dos meios
condicionados diluidos. No caso dos protocolos ELISA de
neutralizacdo de Ang-2, o0s pepticorpos elegiveis anti-Ang-2
foram titulados para valores entre 62,5 nM a 0,015 pM em
diluicdes reduzidas consecutivamente 4 vezes numa solucédo
de PBS contendo cerca de 1% de BSA e cerca de 1 nM de Tie-2
(utilizada como molécula de Tie-2-Fc em que a parcela de
Tie-2 contém apenas a parte extracelular soluvel da
molécula; R&D Systems, numero de catdalogo 313-TI). Nos
protocolos ELISA de neutralizacdo de Ang-1, os pepticorpos
elegiveis anti-Ang-2 foram titulados para valores entre
1000 nM a 0,2 pM em diluic¢des reduzidas consecutivamente 4
vezes numa solucdo de PBS contendo cerca de 1% de BSA e
cerca de 1 nM de Tie-2 (utilizada como molécula de Tie-2-Fc
em qgue a parcela de Tie-2 contém apenas a ©parte
extracelular soltvel da molécula; R&D Systems, numero de
catédlogo 313-TI).

Depois de se ter acrescentado a cada cavidade cerca de
100 pL da solucdo contendo pepticorpo/Tie-2, manteve-se as
placas a incubar de um dia para o outro a temperatura

ambiente, tendo sido depois lavadas 5 vezes em PBS contendo
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cerca de 0,1% de Tween-20 Apds a lavagem, acrescentou-se

cerca de 100 pL a cada cavidade contendo anticorpo anti-
Tie-2 até se

(Pharmingen Inc., numero de catalogo 557039),

obter uma concentracdo final de cerca de 1 ng/mL, tendo
finalmente as placas ficado a incubar durante cerca de 1
hora a temperatura ambiente. A seguir, acrescentou-se cerca
de 100 pL a cada cavidade que continha anti-IgG de murganho
numero de

conjugado na cabra com HRP (Pierce Chemical Co.,

catdlogo 31432), <com uma diluicdo de 1:10000 em PBS
contendo cerca de 1% de BSA.

As placas ficaram a incubar a temperatura ambiente

durante cerca de 1 hora, apdés o que foram lavadas 5 vezes

com PBS contendo cerca de 0,1% de Tween-20. A seguir

acrescentou-se a cada cavidade cerca de 100 pL de substrato

TMB (SIGMA, numero de catdlogo T8665) e esperou-se dque

aparecesse uma cor azul. Seguidamente fez-se uma leitura da

absorvéncia com um espectrofotdédmetro a 370 nm. Os

resultados estdo transpostos para o quadro 9 subsequente.

Quadro 9
Neutralizacédo das interaccdes angiopoietina: Tie2, mediada pelos
pepticorpos
hAng-2 mAng-2 rAng-2 cAng-2 hAng-1 mAng-1
Pepticorpo CIso (nM) CIso (nM) CIs, (nM) CIso (nM) CIso (nM) CIs, (nM)
2xCon4 (C) 0,026 0,035 0,024 0,047 3,0 3,2
Con4d (C) 0,197 0,289 0,236 0,540 200 300
Con4-44 (C) 0,08 0,16 0,22 -—- 43 -—-
Con4-40 (C) 0,20 0,27 0,35 -—- > 1000 -
L1-7 (N) 0,046 0,063 0,035 0,108 > 1000 > 1000
L1-21 (N) 0,179 0,249 0,204 0,608 > 1000 > 1000
L1-10 (N) 0,06 0,06 0,06 -—= > 1000 -—-
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ExemElo 11

Estudo Farmacocinético

Paradigma de estudo

Foram utilizados murganhos CD-1 (machos) com massas
corporais entre 20-30 g, divididos aleatoriamente em grupos

de tratamento para cada pepticorpo (2xCon4-C, L1-7-N e L1-

21-N). Os animais receberam uma Unica injeccdo de ampola
grande por via IV (n = 38/grupo) ou uma uUnica administracdo
por via SC de 50 npg de pepticorpo (n = 34/grupo). As

injeccdes foram administradas através da veia caudal e sob
a pele por cima dos ombros, respectivamente, para as

administracdes pelas vias IV e SC.

Colheita de amostras de sangue e métodos analiticos

Foram colhidas amostras de sangue para cada medicdo da
concentracdo dos pepticorpos de anti-Ang2 antes da
administracdo das doses e nos momentos correspondentes a 1,
2, 4, 8, lo, 24, 48, 72, 96, 120, 144, 168, 216, 204, 312,
e 336 horas apbdés a administracdo das doses para 0S grupos
SC e 1IV. Também foram obtidas amostras nos instantes
correspondentes a 5 e 30 minutos apds a administracdo das
doses para os grupos IV.

Em cada um dos instantes referidos retirou-se sangue
de dois animais, tendo sido depois sacrificados para se
obter amostras. Por meio de uma puncdo cardiaca recolheu-se
sangue (aproximadamente 0,50 mL) para dentro de tubos de
ensaio de polipropileno com separador de soro de marca
'Microtainer®' Manteve-se as amostras sobre gelo durante

aproximadamente 20 minutos ou até ocorrer a formacdo de
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coagulos. Separou-se o soro das amostras de sangue por
centrifugacdo durante aproximadamente 10 minutos a 2-8°C,
tendo sido preservadas & temperatura aproximada de -70°C
até aos ensaios. Efectuou-se a medicdo de amostras
recorrendo a um ensaio de fluorescéncia com resolucédo
temporal verificada (TRF), com um limite inferior de
quantificacdo (LLOQ) igual a 100 ng/mL. Efectuou-se a
cobertura de placas de microtitulacdo "NUNC fluoroMaxisorp"
com proteina recombinante Ang-2 de murganho. As placas
foram depois bloqueadas com uma solucdo proteinica para
reducdo da ligacdo nédo especifica. Procedeu-se a preparacéo
de amostras convencionais de controlo de gualidade e de
amostras desconhecidas em tampdo de ensaio contendo 10% de
soro de murganho e com uma pipeta fez-se a sua introducédo
em cavidades de placas de microtitulacdo. 0s pepticorpos
ficaram especificamente ligados a Ang-2 imobilizada. Depois
de se ter removido por lavagem as substédncias nédo ligadas
(Kirkegaard & Perry Laboratories Inc.), acrescentou-se as
cavidades um anticorpo monoclonal Dbiotinilado anti-IgG
humana conjugada na cabra (H+L) (Jackson ImmunoResearch
Laboratories Inc.). Apds um passo de lavagem para remocao
de qualquer anticorpo monoclonal biotinilado n&o ligado,
acrescentou-se as cavidades estreptavidina marcada com
eurdpio. Apds a remocdo do eurdpio da estreptavidina néo
ligada, o eurdépio ligado foi libertado da estreptavidina
com uma solucdo acidica introduzida em cada cavidade com
uma pipeta. Gerou-se um sinal fluorescente que foi lido com
um leitor fluorométrico de Wallac. O intervalo experimental
para a analise do pepticorpo anti-Ang-2 no soro de murganho

foi de 0,078-5 pg/mL.
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Anédlise farmacocinética

Os dados da média composta da concentracdo em funcédo
do tempo para cada grupo foram submetidos a uma anadlise néo
divisional, wutilizando a aplicacdo WinNonlin Professional
(Versdo 3.3, Pharsight Corp., Mountain View, CA). Para a
andlise farmacocinética foram utilizados os tempos nominais
de amostragem, a medida gque as amostras eram colhidas a
menos de 10% do tempo nominal. Todos os valores de
concentracdo inferiores ao valor LLOQ foram considerados
iguais a =zero antes da analise farmacocinética. Foram
estimados os seguintes parametros farmacocinéticos (PK):

Calculou-se o periodo de semi-vida terminal (ts)
_In@)

pela expressdo t,,= ’ em que ke1 € a constante de

el
velocidade terminal de primeira ordem estimada por
regressdo linear da fase de decaimento terminal log-linear.
A 4rea sob a curva de concentracdo sérica em funcéo
do tempo (AUC (p-fina1y foi estimada wutilizando um método
linear / log-trapezoidal entre o instante 0 e o instante
final, momento da Ultima concentracdo quantificdvel (Ceina1)
A &drea sob a curva desde o instante 0 até ao
infinito (ADC(p-=y) foi estimada como sendo a soma dos

correspondentes valores de Csina1/ker € dos valores previstos

C

final prevista

AUC(g-=y = (ADC(0-fina1)) + .

el

A biodisponibilidade absoluta (F), apbds a
administracdo por via SC, foi calculada do modo seguinte:
AUC _oy.
AﬂJmeﬂw

F= x 100

Os resultados estdo transpostos para a figura 2.
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Exemplo 12

Foram utilizadas fémeas de murganho pelado que foram
injectadas subcutaneamente com 1x10’ células A431 no dia 0
do estudo. Ao 3° dia, administrou-se o pepticorpo de Ang-2,
2xCond-C, subcutaneamente segundo uma dose de 200
ng/animal/dia. Efectuou-se o registo nos volumes corporais
e das massas corporais a intervalos regulares, conforme
ilustrado na figura. Foram observadas diferencas
significativas de crescimento tumoral entre o grupo tratado
com o pepticorpo de Ang-2 comparativamente com o grupo de
controlo com veiculo e entre o grupo tratado com pepticorpo
de controlo (p <0,0001 comparativamente com cada controlo,
utilizando o protocolo de medicdo repetitiva ANOVA, com O
teste post hoc de Scheffe). O tratamento com este
pepticorpo n&o teve nenhum efeito significativo sobre as
massas corporais. Os resultados estdo transpostos para a

figura 3.

Exemplo 13

Curva de crescimento de A431 in vitro

Com células A431 inoculou-se placas de cultura de
tecidos de 96 cavidades a razdo de 2000 células por

cavidade, em 200 plL de DMEM enriquecido com 10% de soro de

bovino fetal (FBS). A seguir aspirou-se o meio, 16 horas
apds a inoculacéo. Seguidamente acrescentou-se as
cavidades, preparadas em triplicado, as substancias

seguintes: para cada cavidade, 100 pL de DMEM, FBS a 10%,
pepticorpo de controlo negativo 4883 ou pepticorpo TN8-Coni4

na concentracdo de 1 mg/mL. Efectuou-se a repeticdo das
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mesmas preparacdes em 5 placas. O meio de uma das placas
foi aspirado nos instantes correspondentes a 24, 48, 72, 96
e 120 horas apds o tratamento. Depois acrescentou-se a cada
cavidade 100 pL de é4cido tricloroacético a 10% (TCA) e
guardou-se as placas a 4°C. Todas as placas foram
recuperadas depois de a utltima placa ter estado em TCA a
10% durante um periodo minimo de 4 horas. Sacudiu-se a
solucdo de TCA a 10% e efectuou-se o enxaguamento dessas
cavidades 5 vezes com agua potavel. As células foram entédo
contrastadas com 100 pL de sulforrodamina B a 0,4% (Sigma
5-9012) em acido acético a 1% (Sigma A-6283) durante 10
minutos a temperatura ambiente e depois lavadas 5 vezes com
acido acético a 1%. Seguidamente, as placas ficaram a secar
ao ar. Solubilizou-se o corante com 300 pL de Tris 120 mM
ndo tamponado (pH>10) durante 2 horas num aparelho de
agitacdo centrifugo. Depois fez-se uma leitura da densidade
6ptica (DO) a 540 nm num leitor de placas de microtitulacédo.

Os resultados estdo transpostos para a figura 4.

ExemElo 14

Injectou-se subcutaneamente fémeas de murganhos
pelados com 2 x 10° células Colo-205 mais Matrigel (2:1) no
dia 0 do estudo. Ao 3° dia, administrou-se-lhes
subcutaneamente os pepticorpos de Ang-2 designados por Ll-
7-N, L1-21-N, Con4-C e 2xConéd4-C, segundo uma dose de 14
ng/animal, duas vezes por semana. Como controlo positivo
administrou-se trés vezes por semana 0 anticorpo anti-Ang-2
designado por Ab536 segundo a dose de 47 ng/animal.
Efectuou-se o registo dos volumes tumorais e das massas

corporais a intervalos regulares.
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Foram observadas diferencas significativas no
crescimento tumoral entre cada um dos grupos tratados com ©
pepticorpo de Ang-2, comparativamente com o grupo de
controlo com veiculo e com o pepticorpo de controlo
(p < 0,0001 comparativamente com cada controlo utilizando
uma medicdo repetida ANOVA, com o teste post hoc de
Scheffe). O tratamento com estes pepticorpos nédo teve
nenhum efeito significativo sobre as massas corporais
(resultados nao apresentados) . Os resultados estéao

ilustrados na figura 5.

Exemplo 15

Injectou-se subcutaneamente fémeas de murganhos
pelados com 2x10° células Colo-205 mais Matrigel (2:1) no
dia 0 do estudo. Ao 3° dia, administrou-se-lhes subcutaneamente
0 pepticorpo de Ang-2 designado por 2xCon4-C, com as doses
de 14, 2,8 e 0,56 pg/animal, duas vezes por semana.
Efectuou-se o registo dos volumes tumorais e das massas
corporais a intervalos regulares, conforme ilustrado. Foram
observadas diferencas significativas no crescimento tumoral
entre as duas doses mais elevadas do grupo tratado com o
pepticorpo de Ang-2, comparativamente com o grupo de
controlo com veiculo e com o péptido de controlo (p =0,003
para a dose intermédia e p<0,0001 para a dose elevada,
utilizando o protocolo de medicdo repetida ANOVA, com O
teste post hoc de Scheffe). O tratamento com estes
pepticorpos ndo teve nenhum efeito significativo sobre as
massas corporais. A linha a traco interrompido representa
uma reducdo do numero total n do grupo, de 10 para 9
animais, devido a morte de uma fémea por razdes

desconhecidas. Os resultados estdo ilustrados na figura 6.
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Exemplo 16

Pepticorpos anti-Ang-2 vs. tumores de xenoenxerto de

Colo205

Injectou-se subcutaneamente fémeas de murganhos pelados
com 2x10° células Colo-205 mais Matrigel (2:1) no dia 0 do
estudo. Ao 3° dia, administrou-se-lhes subcutaneamente o
pepticorpo de Ang-2 designado por 2xCon4-C ou o pepticorpo
de controlo, com a dose de 350 ug/dia. Os tumores dos
grupos tratados com o pepticorpo de controlo (conforme
descrito no quadro b5) foram colhidos quer ao 14° dia
(controlo ajustado ao tamanho) ou ao 18° dia (controlo
ajustado ao tempo). Os tumores do grupo tratado com
2xCon4 (C) foram depois colhidos ao 18° dia. Efectuou-se o
registo dos volumes tumorais a intervalos regulares,
conforme ilustrado. Foram observadas diferencas
significativas no crescimento tumoral entre o grupo de
controlo ajustado ao tempo e o grupo tratado com 2xConé4-C
(p=0,0154 pelo protocolo de medicdo repetida ANOVA, com O
teste post hoc de Scheffe). O tratamento com estes
pepticorpos ndo teve nenhum efeito significativo sobre a
massa corporal.

Os tumores preparados para a andlise imagioldgica
foram bissectados coronalmente e uma metade foi congelada
instantaneamente em OCT (Sakura Finetek USA Inc., Torrance,
CA) . As criosseccdes foram contrastadas imuno-
histoquimicamente, utilizando para tal anti-CD31 de
murganho (numero de catadlogo 553370, BD PharMingen, San
Diego, CA) com a concentracdo de 2 ug/mL, com DAB como

cromogénio. As seccgdes tumorais foram fotografadas
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digitalmente com uma objectiva de ampliacdo 20X. Para cada
tumor foram capturados quatro campos de "pontos da bussola”
com 10 tumores por cada grupo de tratamento. Utilizou-se um
sistema de anédlise de imagens 'MetaMorph' (Universal
Imaging Corporation, Downington, PA) para realcar no
interior das imagens os vasos sanguineos contrastados com
CD31. As &reas de contrastacdo positiva com CD31 foram
expressas em termos de uma proporcdo do tecido tumoral
total contido em cada campo. Os resultados estdo ilustrados

na figura 7.

ExemElo 17

Injectou-se fémeas de murganho pelado subcutaneamente
com 2x10° Colo-205 células mais Matrigel (2:1) no dia 0 do
estudo. O tratamento com 250 upg/animal, por via s.c. duas
vezes por semana, com O pepticorpo de Ang-2 designado por
2xCon4-C, ou com o pepticorpo de controlo equivalente,
comecou ao 3°, 10° ou 15° dias do estudo. Efectuou-se o
registo dos volumes tumorais e das massas corporais a
intervalos regulares. Foram observadas diferencas
significativas no crescimento tumoral entre o grupo tratado
com o pepticorpo de Ang-2, comparativamente com o grupo de
controlo tratado com veiculo (p=0,089 para o grupo do 15°
dia e p<0,0001 para os grupos do 3° e 10° dias, utilizando
o protocolo de medicdo repetida ANOVA, com o teste post hoc
de Scheffe). O0Os tratamentos com estes pepticorpos né&o
tiveram nenhum efeito significativo sobre as massas
corporais. Os resultados estdo ilustrados na figura 8 (nédo

estdo indicadas as massas corporais).
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Exemglo 18

Obteve-se um resumo de resposta completa (RC),
utilizando o anticorpo Ab536 com uma dose de 47 ng/fémea de
murganho pelado, administrada intraperitonealmente trés
vezes por semana ou com o pepticorpo 2xCon4 (C) administrado
subcutaneamente segundo um programa de doses multiplas em
diferentes estudos a longo prazo (210 semanas de dosagem)
em ambos 0s modelos de xenoenxerto de A431 e Colo-205. A
abreviatura 'RC', aqui utilizada, significa um resultado em
que ndo houve nenhum tumor mensuravel apds o tratamento. Os

resultados estdo ilustrados na figura 9.

Exemelo 19

a) Combinacdo de Pc com taxotere no modelo tumoral de

Colo205

Injectou-se subcutaneamente fémeas de murganho pelado
com 2x10° células Colo-205 mais Matrigel (2:1) no dia 0 do
estudo. Ao 14° dia do estudo iniciou-se os tratamentos com
a) 350 pg/animal, por via s.c. duas vezes por semana, do
pepticorpo de Ang-2 designado por 2xCon4d-C, b) 20 mg/kg
gwx3 1.p de taxotere, ou c) uma combinacdo de ambos.
Efectuou-se o registo dos volumes tumorais e das massas
corporais a intervalos regulares. Foram observadas
diferencas significativas no crescimento tumoral entre
todos o0s grupos de tratamento, comparativamente com o grupo
de controlo tratado com veiculo ((p<0,0001, utilizando o
protocolo de medicdo repetida ANOVA, com o teste post hoc
de Scheffe). Além disso, o grupo sujeito a terapia
combinada foi significativamente diferente de qualquer dos

grupos tratados com os agentes de monoterapia (p<0,0001 vs.
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2xCon-4-C e p=0,0122 wvs taxotere). A linha a traco
interrompido representa uma reducdo do numero total n do
grupo de 10 para 9 animais, devido a morte de um animal por
razdes desconhecidas. O tratamento com estes pepticorpos
ndo teve nenhum efeito significativo sobre as massas

corporais. Os resultados estdo ilustrados na figura 10a.

b) Combinacdo de Pc com 5-FU no modelo tumoral de Colo-205.

Injectou-se subcutaneamente fémeas de murganho pelado
com 2x10° células Colo-205 mais Matrigel (2:1) no dia 0 do
estudo. Ao 14° dia de estudo iniciou-se os tratamentos com
a) 350 pg/animal, por via s.c. duas vezes por semana, de
pepticorpo de Ang-2 designado por 2xCond4-C, b) 50 mg/kg
gdxb i.p de 5-FU, ou c)uma combinacdo de ambos. Efectuou-se
o registo dos volumes tumorais e das massas corporais a
intervalos regulares.

Foram observadas diferencas significativas no
crescimento tumoral entre todos os grupos de tratamento
comparativamente com o grupo de controlo tratado com
veiculo ((p<0,0001, wutilizando o protocolo de medicéo
repetida ANOVA, com o teste post hoc de Scheffe). Além
disso, 0 grupo sujeito a terapia combinada foi
significativamente diferente de qualquer dos grupos
tratados com o0s agentes de monoterapia (p<0,0375 wvs.
2xCon4-C e p=0,0453 vs 5-FU). Observou-se uma reducao
transitdédria das massas corporais no grupo tratado com 5-FU
(18% ao 20° dia de estudo) e também com o grupo da terapia
combinada (16% ao 20° dia do estudo), seguindo-se uma
recuperacdo completa das massa corporais. Os resultados

estdo ilustrados na figura 10b.
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Exemglo 20

Modelo de artrite de adjuvante

Utilizou-se ratos de Lewis (machos (120-130 g, Charles
River, Wilmington MA) que foram alojados em duas gaiolas
cobertas com um filtro num ambiente com a temperatura
controlada (temperatura de 23 + 2°C, humidade relativa 50 %
20%) com um ciclo didrio de 12 horas de luz e 12 horas de
escuriddo. Os animais foram alimentados com racdo alimentar
para roedores, adquirida nos circuitos comerciais
(formulacdo 8640;; Tek Lab, Madison, WI) e tiveram a sua
disposicdo &gua potavel filtrada ad Iibitum. Os teores
dietéticos de célcio e de fésforo foram respectivamente de
1,2% e 1,0%.

A artrite de adjuvante foi induzida por meio de uma
injeccéo de 0,5 mg de microrganismos aniquilados
termicamente.

Injectou-se intradermalmente na base da cauda
Mycobacterium  tuberculosis H37Ra (Difco Laboratories,
Detroit, MI) em suspensdo em 0,05 mL de éleo de parafina
(Crescent Chemical Co., Hauppauge, NY). O comeco clinico da
artrite ocorreu ao 9° dia, conforme indicado pelo inchaco
das patas traseiras e pelas dificuldades locomotoras. Com a
excepcdo do grupo tratado com 2xCon4 (C) (gue comecou a Sser
tratado a partir do 1° dia apbés a imunizacdo), 0sS
tratamentos foram administrados sob a forma de injeccdes
subcutaneas diarias comecando ao 9° dia apbds a imunizacédo

(antes do comeco da artrite) e prosseguindo até ao 18° dia.
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Monitorizacédo clinica da artrite de adjuvante.

Avaliou-se a evolucdo da inflamacdo clinicamente,
medindo intermitentemente o volume das patas traseiras,
recorrendo a pletismografia de agua em conformidade com os
métodos descritos por Feige et al., Cellular Molec. Life
Sci., 57:1457-1470 (2000) . Calculou-se a inibicdo da
inflamacdo das patas com base na &area sob a curva (AUC),

utilizando a regra trapezoidal de acordo com a férmula:

[1-{ (AdA tratado-normal)/ (AdA ndo tratado - normal)}] x 100

Além disso, determinou-se a massa corporal total
diariamente durante o regime de 9 dias de tratamento, como
pardmetro suplementar, uma vez que se verificou que a perda
de massa corporal evoluia em paralelo com a inflamacdo das
articulacdes no modelo artritico. Os animais foram
sacrificados em atmosfera de CO; ao 18° dia.

Examinou-se a perda de densidade mineral &ssea (BMD)
por autdpsia (18° dia apds a imunizacdo). Efectuou-se a
remocdo das patas traseiras junto a linha do pelo (mesmo

proximo do tornozelo (jarrete do animal)), tendo sido

o\©

depois mergulhadas numa solucdo de etanol a 70 e
posteriormente fez-se uma inspeccdo radioldbgica, com
orientacdo horizontal, utilizando um densitdmetro com feixe
de raios X e wventilador (modelo QDR-4500A; Hologic,
Waltham, MA). Ver Feige et al., supra. Apds a inspeccdo
radioldgica, para delimitar o local que se pretendia
analisar, posicionou-se convenientemente uma caixa

rectangular (29x25 mm) centrada no calcéneo, tendo sido

depois utilizados os algoritmos convenientes (aplicacéo
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informatica Hologic) para calcular a &rea &6ssea, o teor
mineral &sseo e a densidade mineral &ssea.

Todos o0s resultados foram expressos em termos de média
+ desvio padrdo. Utilizou-se um indice p de 0,05 para
delimitar diferencas significativas entre grupos. Foram
praticados os protocolos de Kruskal-Wallis da ANOVA e um
teste U de Mann-Whitney, utilizando aplicacdes informéticas
para fins estatisticos existentes no mercado (Statsoft
v3.0; Statsoft, Tulsa, OK) com 0s dados clinicos
disponiveis (variédveis continuas).

Os resultados estdo ilustrados nas figuras 1lla, 1llb e

1llc, respectivamente.

ExemElo 21

Modelo de angiogénese corneal

Efeito de CON4(C) sobre a angiogénese nos ratos induzida

por VEGE

Fez-se uma avaliacdo do pepticorpo de Ang-2 designado
por CON4 (C) no modelo de angiogénese corneal em ratos. A
angiogénese foi induzida implantando um disco de nylon
embebido em VEGF (ou na substédncia BSA de controlo) no
estroma corneal (n=8/grupo). O pepticorpo TNSCON4-C foi
administrado por injeccdo subcutdnea com as doses de 1,0 ou
0,1 mg/rato/dia durante 7 dias. Outros dois grupos de
animais foram tratados com a mesma dose de péptido 4883 de
controlo negativo. Todos os grupos foram pré-tratados com
uma dose Unica de substancia de teste igual a 3,0 ou 0,3
mg, O gque corresponde a trés vezes a dose de manutencdo de

1,0 ou de 0,1 mg (ver a figura). Apds 7 dias de tratamento,
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efectuou-se a determinacdo de dois pontos criticos
vasculares para cada imagem digital da cdérnea do rato: o
nimero de vasos que intersectam o ponto médio entre o disco
e o limbo e a &4rea dos vasos sanguineos. O tratamento com
TNB8CON4-C inibiu significativamente a angiogénese induzida
por VEGF de uma maneira dependente da dose (p<0,04), ao
passo que o tratamento com o pepticorpo de controlo né&o
teve nenhum efeito significativo em nenhum dos pontos
criticos. Ndo foi observada nenhuma prova explicita de
toxicidade <com base nas massas corporais dos animais

tratados. Os resultados estdo ilustrados na figura 12.

Exemelo 22

Mapeamento de epitopos

Efectuou-se a clonagem da Ang-2 humana (hAng-2) de
comprimento completo (aminoacidos 1-495), do terminal N
(aminoacidos 1-254) e do terminal C (aminoacidos 255-495)
num vector de expressdo do mamifero comandado por CMV com
identificadores o6xHis do terminal C. 0Os trés arquétipos
resultantes mais um vector de controlo foram expressos
transitoriamente em células 293T. Subsequentemente
efectuou-se a colheita de meios condicionados a partir de
células transfectadas e estimou-se o nivel de expressdo de
Ang-2 nos meios pe¢o protocolo ELISA anti-6xHis e por
absorcdo ocidental.

Determinou-se o epitopo de 1ligacdo dos anticorpos
anti-Ang-2 e dos pepticorpos em funcdo da sua aptiddo para
se ligarem a trés versdes de hAng-2 pelo protocolo ELISA,
em conformidade com a seguinte metodologia: uma placa de

ensaio de 96 cavidades de elevada ligacdo foi recoberta com
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100 pL de meios condicionados por cavidade, mantendo-se
tudo a incubar a 37°C durante 1  hora. Os meios
condicionados foram aspirados e a placa foi bloqueada com
200 nL, por cavidade, de BSA a 5% em PBS a temperatura
ambiente durante 1 hora. Depois aspirou-se a solucdo de
blogqueio. Acrescentou-se a cada cavidade 100 pupL de
anticorpo, pepticorpo ou Tie2-Fc, a razdo de 1 pg/mL em BSA
a 1% em PBS e manteve-se tudo a incubar a temperatura
ambiente durante 1  hora. Efectuou-se a lavagem das
cavidades quatro vezes com 200 pL de Tween a 0,1% em PBS.
Acrescentou-se a cada cavidade 100 pL de anti-IgG humana
conjugada na cabra com HRP ou de anti-IgG de murganho
igualmente conjugada na cabra e manteve-se tudo a incubar a
temperatura ambiente durante 45 minutos. Depois efectuou-se
a lavagem das cavidades com 200 pL de Tween a 0,1% em PRS,
4 vezes. Seguidamente, acrescentou-se a cada cavidade 100
BnL de substrato TMB. Efectuou-se uma leitura de DO a 370 nm.
Os resultados estdo ilustrados na figura 13a, figura

13b e figura 13c.

Exemelo 23

Devido a algumas limitac®es de sensibilidade préprias
do ensaio 'BiaCore', avaliou-se também a afinidade de
ligacdo, recorrendo a um ensaio ' Sepidyne KinExA'.

Testou-se a ligacdo de 2xCON4-C (Pb5714) a huAng-2
sobre "KinExA' (Sapidyne, Boise, ID). Efectuou-se um
revestimento prévio de esférulas 'Reacti-Gel o6x' (Pierce,
Rockford, IL) com huAng-2 e efectuou-se o bloqueio com BSA.
Manteve-se amostras de 2xCON4-C, nas concentracdes de 10 pM
e 30 pM, a incubar com diversas concentracdes (0,3 pM - 3

nM) de huAng-2 a temperatura ambiente durante 8 horas antes
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do processamento através das esférulas recobertas com
huAng-2. Determinou-se a quantidade de pepticorpo ligado as
esférulas por meio do anticorpo anti-Fc humano conjugado na
cabra e marcado por fluorescéncia (Cy5) (Jackson Immuno
Research, West Grove, PA) . 0 sinal de ligacéo é
proporcional a concentracdo do pepticorpo livre no
equilibrio.

Obteve-se a constante de dissociacdo em equilibrio
(KD) por regressdo ndo linear das curvas de competicédo,
utilizando um modelo de curva dupla de ligacdo homogénea no
local (KinEx™ software). A determinacdo de Kp permitiu
concluir que era aproximadamente igual a 2 pM para a
ligacdo de 2xCON4-C com huAng-2.

Conforme ilustrado na figura 14, utilizando o ensaio
'KinExA' comprovou-se que o pepticorpo 2xCon4 tinha uma

afinidade de -2 pM para a hAng-2.

ExemElo 24

Péptidos aplicados em placas

Sintetizou-se o péptido L1-7 com um sintetizador '431
ABI', utilizando um protocolo de acoplamento convencional e
duplo acoplamento a partir do residuo 14 (met) ao residuo 1
(Cys) do terminal N, sendo a numeracdo feita do terminal N

para o terminal C.

Conjugacdo do péptido L1-7 com metoxi-polietilenoglicol-

maleimida; MW: 5 KDa; designado "mPEGS5K- (péptido L1-7)"

Tratou-se uma solucdo de 0,8 mg de péptido L1-7 em 400
pL de tampdo 1 (fosfato 20 mM, EDTA 5 mM, pH 6,5) com 13,5

mg de metoxi-polietilenoglicol-maleimida (Mw = 5KDay;
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Shearwater Corp.); 0,27 mL de uma solucdo a 50,0 mg/mL em
tampdo 1. Manteve-se a mistura de reaccdo a incubar a 4°C
de um dia para o outro e depois diluiu-se com 1,6 mL de
tampdo A (20 mM de Tris-cloridrato, pH 7,2) e submeteu-se a
didlise numa cassete 'Slide-A-Lyzer' (3500 MWCO, Pierce) em
presenca do mesmo tampdo. A mistura de reaccdo dialisada
foi purificada por cromatografia de permuta idénica numa
coluna com 1,0 mL de 'HiTrap Q Sepharose HP' (Amersham
Biosciences Corp.). A fraccdo correspondente ao pico do
produto foi objecto de eluicdo em duas fraccgdes de 1,0 mL
através de um gradiente, variando desde 100% de tampdo A
até 100% de tampdo B (tampdo A + NaCl 0,5 M) para 40
volumes de coluna. As fraccdes do produto combinadas foram
concentradas até 250 nL, contendo a proteina na
concentracdo de 0,23 mg/mL, utilizando para tal um
dispositivo de centrifugacdo 'Microsep 1K' (Pall Life

Sciences) .

Conjugacéo do péptido L1-7 com 1,11-bis-maleimido-

tetraetilenoglicol; designado por "PEO4 (péptido L1-7),"

Tratou-se uma solucdo de 1,0 mg de péptido L1-7 em 500
pL de tampdo 1 (fosfato 20 mM, EDTA 5 mM, pH 6,5) com
0,0375 mg de 1,1l-bis-maleimidotetraetilenoglicol (Pierce)
(0,0375 mL de wuma solucdo a 0,1 mg/mL em tampdo 1).
Manteve-se a mistura de reaccdo a incubar a 4°C durante
3,33 horas e submeteu-se a didlise numa cassete 'Slide-A-
Lyzer' (3500 MWCO, Pierce) em presenca de tampdo A (20 mM
de Tris-cloridrato, pH 7,2). A mistura de reaccdo dialisada
foi purificada por cromatografia de permuta idénica numa
coluna com 1,0 mL de 'HiTrap Q Sepharose HP' (Amersham

Biosciences Corp.). Efectuou-se a eluicdo do pico do
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produto dimérico em 3 fraccdes de 1,0 mL por meio de um
gradiente, variando desde 100% de tampdo A até 100% de
tampdo B (tampdo A + NaCl 0,5 M) para 40 volumes de coluna.
As fraccdes do produto combinadas foram concentradas até
550 pL, contendo a proteina na concentracdo de 0,12 mg/mL,
utilizando para tal um dispositivo de <centrifugacéo

'"Microsep 1K' (Pall Life Sciences).

Conjugacdo do péptido L1-7 com polietilenoglicol-bis-

maleimida; MW 3.4 KDa; designado "PEG3.4K- (péptido L1-7),"

Tratou-se uma solucdo de 3,0 mg de péptido L-7 em 1,5
mL de tampdo 1 (fosfato 20 mM, EDTA 5 mM, pH 6,5) com 1,125
mg de polietilenoglicol-bis-maleimida (MW = 3,4 KDa;
Shearwater Corp.); 0,563 mL de uma solucdo a 2,0 mg/mL em
tampdo 1. Manteve-se a mistura de reaccdo a incubar a 4°C
de um dia para o outro e submeteu-se a didlise numa cassete
'Slide-A-Lyzer' (3500 MWCO, Pierce) em presenca de tampdo A
(20 mM de Tris-cloridrato, pH 7,2). A mistura de reaccéo
dialisada foi purificada por cromatografia de permuta
iénica numa coluna com 5,0 mL de 'HiTrap Q Sepharose HP'
(Amersham Biosciences Corp.). Efectuou-se a eluicdo do pico
do produto em 3 fraccgdes de 3,0 mL por meio de um
gradiente, variando desde 100% de tampdo A até 100% de
tampdo B (tampdo A + NaCl 0,5 M) para 40 volumes de coluna.
As fraccdes do produto combinadas foram concentradas até
850 pL, contendo a proteina na concentracdo de 0,24 mg/mL,
utilizando para tal um dispositivo de —centrifugacédo
'Microsep 1K' (Pall Life Sciences).

Os resultados da espectroscopia de massa em 'MALDI-

TOF' foram os seguintes:
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Amostra Identidade EM Exp. EM Obs.
1 L1-7 (péptido néo 3 545 3 538,7
PEGilado)
2 mPEGSK- (péptido L1-7) 8 500 8 851
3 PEO4 (péptido L1-7), 7 443 7 446,29
4 PEG3.4K (péptido L1-7), [10 550 10 552
6 888,061
3 550,13

Faz-se observar que o indice "," indica que hé& dois
péptidos por cadeia polimérica, um localizado em cada

extremidade do polimero.

Determinacdo de CIlsg

Determinou-se o valor de CIs; para inibicdo da
interaccdo hAng2:hTie2-Fc para os péptidos Ll1-7 livre e
PEGilado, recorrendo ao protocolo ELISA de neutralizacéo,
conforme descrito no Exemplo 2. No protocolo ELISA de
neutralizacdo, as placas de microtitulacdo, as gquais se
ligou o polipéptido de Ang-2, foram preparadas conforme
descrito no exemplo 2 para o protocolo ELISA de afinidade.
0Os péptidos elegiveis L1-7 PEGilado e 1livre anti-Ang-2
foram titulados desde 1000 nM até 0,2 pM em diluicdes com
reducdo de concentracdo para 4 vezes menos, consecutivamente,
numa solucdo de PBS contendo cerca de 1% de BSA e cerca de
1 nm de Tie-2 (fornecida como molécula Tie-2-Fc em que a
parcela de Tie-2 contém apenas a parte extracelular soluvel
da molécula; R&D Systems, numero de catdlogo 313-TI).
Depois de se ter acrescentado a cada cavidade cerca de 100
nL da solucdo de anticorpo/Tie-2, manteve-se as placas a

incubar de um dia para o outro a temperatura ambiente e
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depois efectuou-se a sua lavagem 5 vezes em PRBS contendo
cerca de 0,1% de Tween-20. Apds a lavagem, acrescentou-se a
cada cavidade <cerca de 100 uplL de anticorpo anti-Tie-2
(Pharmingen Inc., numero de catalogo 557039) até se obter
uma concentracdo final de cerca de 1 pg por mL, tendo as
placas ficado a incubar durante cerca de 1 hora a
temperatura ambiente. A seguir acrescentou-se a cada
cavidade 100 pL de anti-IgG de murganho conjugado na cabra
com HRP (Pierce Chemical CO., numero de catalogo 31432) até
se obter uma diluicdo de 1:10000 em PBS contendo cerca de
1% de BSA. Manteve-se as placas a incubar a temperatura
ambiente durante cerca de 1 hora, apds o que se efectuou a
sua lavagem 5 vezes com PBS contendo cerca de 0,1% de
Tween-20. Seguidamente acrescentou-se a cada cavidade 100
pL. de substrato TMB (descrito supra) e esperou-se pelo
aparecimento de uma cor. A seguir fez-se uma leitura de
absorvéncia num espetrofotédmetro a 370 nm.

Os péptidos L1-7 (C-GGGGG-AQ-TNFMPMDDLEQRLYEQFILQQG-
-LE) (SEQ ID NO: 359) continham: uma cisteina no terminal N
para acoplamento a PEG e um linker 5Gly. As sequéncias de
flanqueamento AQ e LE estavam presents tanto no clone do
fago original como no pepticorpo. Os resultados CIsy de

inibicdo de hAng-2:Tie2 sdo os seguintes:

Péptido CIso (nM)
Péptido L-7 0,49
mPEGSOK (péptido L1-7) 11,7
PEO4 (péptido L1-7), 0,064
PEG3.4K (péptido L1-7), 0,058
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<210> 6

<211> 20

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial
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<223> Pepticorpo capaz de se ligar a Ang-2
<220>
<221> caracteristicas diversas
<222> (32)..(32)
<223> xaa = Fc
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i 5
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<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Pepticorpo capaz de se ligar a Ang-2
<220>



243

<221> caracteristicas diversas
<222> (2)..(2)

<223> Xaa = Fc

<400> 22

Met Xaa Gly 6ly &ty oly 61y ala gin Lys she Asn Pro Leu asp Glu
i 5 10 13

Lew 6Yu Gl Thr teuw Tyr 6Te 61n phe Thr phe GIn 6In Gy 6Ty 6l
20 25 30

Bly oly %Ey Gly Gly¥ Lys Phe ﬁgn Fro Lew asp slu sgn slu Glu The

tet Tyr Gle Gln phe Thr gige ¢ln 6in Lew Glu
50 -

<210> 23

<211> 25

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Pepticorpo capaz de se ligar a Ang-2
<220>

<221> caracteristicas diversas

<222> (2)..(2)

<223> xaa = Fc

<400> 23

Met Xas 6y G6ly Gly Gly &y ala ¢ln Gln &lu Glu Cys Gl Trp Asp
1 ] i 15

Fro Trp The €ys Gle His et Leu Glu
20 23

<210> 24
<211> 47
<212> PRT



244

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Pepticorpo capaz de se ligar a Ang-2
<220>

<221> caracteristicas diversas

<222> (2)..(2)

<223> xaa = Fc

<400> 24

mat Xaz Gly ¢ly sly 6ly 6ly ala ¢lo §ly Ser &ly Ser ala The Gly
1 5 106 i3

Gly ser Gly Ser thr ala Ser Ser gzy ser Gy ser Ala ggr His Glin
i\ &3 X

Glu 6ly Cys €lg Trp Asp Pro Trp Thr Cys 6lu Mis Met Leu Glg
35 44 45

<210> 25

<211> o1

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial
<220>

<223> Pepticorpo capaz de se ligar a Ang-2
<220>

<221> caracteristicas diversas
<222> (2)..(2)

<223> Xaa = Fc

<400> 25



245

et Xaa Gly 6ly oly 5ly sly ala gln ng alu Bly Ovs Glu ggp Asp
Fro Tep The Cys 6l #is wet Gly Ser ¢ly ser Ala Thr gly oly ser
20 25 30
Gly Ser thr ala ser Ssr Gly ggr Gly Ser ala Thr géﬁ-ﬁ?ﬂ Glu Glu
33 ¥ ‘.“.

£¥5 610 Trp Asp Pro Trp The Oys Gle His Met Lew Glu
50 85 &0

<210> 26

<211> 75

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial
<220>

<223> Pepticorpo capaz de se ligar a Ang-2
<220>

<221> caracteristicas diversas
<222> (75)..(75)

<223> Xaa = Fc

<400> 2606

Met Gly ala Gin ?Tu Glue Cys ole frp éég Pro Trp Thr Cvs Glu His
3 ; S

-~

Met Gly &ly ggy Gy 8y 61y oly giy Lys Phe ASh Pro &gu Asp Glu
2 25 3

kew Glu €lu The Levw Tyr 6lu Gin phe Thr Phe Gin &ln Sy ser gy
35 40 45

ser Ala Thre oly 6y ser Gly Ser Thr &la ser Ser 6iy Ser 6ly Ser
30 5% &0

ala The #is rew Glu g1y gly 81y 6ly Gy Xaa
85 R 5

<210> 27
<211> 72



<212>
<213>
<220>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

246

PRT

Sequéncia artificial

Pepticorpo capaz de se ligar a Ang-2

caracteristicas diversas

(2) .. (2)
xaa = Fc
27

?Et Xz Gly Gly gly &1y Gly Ala 6in Gly ser Gly Ser Ala ggr Gly
- 10 ,

Gly ser Gly ?ér‘Thr &3 Ser Ser Gly Ser Gly ser a&la Thr His Lys
& L 30

&5

Phe ASh Pro Leu Asp Glu teu g%u tlu The Leu Tyr glu oin Phe The
3% e

3%

50

Frhe @Sn &in &Yy Gy Giy‘ﬁgy Gly 81n Glu sty §§$ Gl Trp &sp Pro

Tep The Cys Glu His Met teu Glu
65 74

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

28
30
PRT

Sequéncia artificial

Pepticorpo capaz de se ligar a Ang-2

caracteristicas diversas
(30)..(30)
xaa = Fc

28



247
?@t Gly &1a Gln ghe.ﬁﬁp TYe O¥s Gy Eéy val &lu Asp Pro P?e Thyr
L 3 RE 11

vhe aly Cys asp asn His tee slu 6y 6y oy Gly Gly Xaa
i3 25 3%

<210> 29

<211> 26

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial
<220>

<223> Pepticorpo capaz de se ligar a Ang-2
<220>

<221> caracteristicas diversas
<222> (26)..(26)

<223> Xaa = Fc

<400> 29

wet Glv ala Gln 6n Tyr Glv Cys Asp ?%y phe Lau Tyr Gy ggﬁ Met
1 5 LG 3

e asn Lew Glu 6ly Gly Gly Gly Gly Xan
a0 25

<210> 30

<211> 26

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial
<220>

<223> Pepticorpo capaz de se ligar a Ang-2
<220>

<221> caracteristicas diversas
<222> (26)..(26)

<223> Xaa = Fc

<400> 30



248
Ret €1y ATa 81n Lys Arg Pro Cys 6lu Glu Met Trp Sy Gly O¥s asn
h : 8 ' 18 15

Tvr Asp Ley ggu aly 6ly Gy Gly géy Xaa

<210> 31

<211> 26

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial
<220>

<223> Pepticorpo capaz de se ligar a Ang-2
<220>

<221> caracteristicas diversas
<222> (26)..(26)

<223> Xaa = Fc

<400> 31

ser &ly ala 6ln ﬁis Gl T1e C¥s Lys Tgp-ﬁﬁg Pro Trp The Oys Lys
3 3 i0 3

&
i3

His Trp Leu Glu Gly €1y §ly Gy 6y Xaa
i 25

<210> 32

<211> 26

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial
<220>

<223> Pepticorpo capaz de se ligar a Ang-2
<220>

<221> caracteristicas diversas
<222> (26)..(26)

<223> Xaa = Fc

<400> 32



249

?et gly ala Gln %¥§ Arg Fro Cys Glu %éu Ite vhe Gly Gly %gs‘Thr

Tyr 61n Lew Glu Gly Gly 61y Gly Gly Xaa
20 35

<210> 33
<211> 784
<212> ADN
<213> Sequéncia artificial
<220>
<223> ADN que codifica pepticorpos capazes de se ligarem a
Ang-2
<400> 33
ATYGPTULAL AgRAATTLCAR CoOgeiyodd DAXCTHYAAY FAACLCLULE CUaRCagite &0
FEVEROCAGT AQOLCOA0UY THHIGHTONT SQUUICasaz CLCACACAty rocacetige 128
Crageactiy aactoltyggy gogacogicd griticolct tecooocass accanggac 186
Fecctratgd TOTeoCOyar CoUbgagote acatgontyd togtggacgt qagocacgaa 240
gRroctgage trasgtices Ciggtacgly gacquegioy aggtgrataa tgocasgasy 300
ARLUCOOGEYN AYCATCANTA CRErAQCACy TArCglutgy TOARCHTUCE Laoogrerty 380
CACCRAGNICY gUCTONAtYY Ca3gnantaT SFAGTLCAgY Toiosiacad agocotooa 30
HUECCCATEY ACRRAANCET CIUCIRAGED SAAGHOCREC COOGagasts acagnigtac 480
ACCCEGOCEs CATCOLOYEE THAGCiQals IAGIACCAYY tCagrotyas ctgoltggte 4D
AJRQOCTLLY atcocagogs catogoosty gagtopoags QUIEbgootd goConsgans £05
AJCLACAANA LLACHEILOC COTOCLQEAC TECgaogyet cottortont olacagoasy ey
SECacoloy ACAAGRGCAY GTALCAYLAY YouIscgtoy toteataste cgtoatgoRs 728
GROGCECLAC ACARCCATTE CATPCAPRAY AGOCECTOOC LHTCLICOM talatastyy 78O
HLg 784
<210> 34
<211> 768

<212> ADN



| SCCORTERaR

 grogagecyy

-19¢ gaggaccqts

AL LLOCYYR
Sloagaiics
gagyagcagy
TRUCTSaaty
BHSERET 0
R LT
Tatonlagey
ATSALGOCEY
GATIAGAgCR

Lagasgnact

<210> 35
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
Ang-2

<400> 35

COCTTERGQT
actggracge
ACALCRYLRC
goaRgUagta
TOLCCRARYC
AT TR
acatogoogt
ottt gga
SETggtaney

ACAICGLARRZ

834
ADN

cgaactygaa
TOEGgataARa
agtttroote
cRCETGUQtY
ggacggrgty
graccgtyts
CHAGLOCRRY
CHAABEILAY
CRAgaarCany

gaagtgogag

cteogacggs
gaggaacgtc
SRGECLLRET

250

Sequéncia artificial

gaaactotgt
ACLCATACAT
TTOoECnas
GLEILgQRLY
GRGULICITR
groagogtoc
FrEteraacs
CLOEOORNIaT
Gresgerega
AgCanteesn
TELTLCTLL
Totoatgoe

Chgrotoomy

Sequéncia artificial

acgsacagtt
GLCCRCCTEG
ATCCCAANOR
EGRAGLUATHR
atgeraagac
TCasggtont
32GUOLLECL
Cacaggtata
CCRHCCTONt
AGCCHRACIR
LETACAYLES
coghgatyca

graagtaa

cactitotag
SECHMICACCT
CaCTCLeaty
ANRACCCTYHAY
AFYLTYLQY
GLACCRAGAC
APCCLLLATL
CHOCCEOLLL
CRIAGEL TR
Ca3acTaiaay
QUiestoyty

Toaguoioty

ADN que codifica pepticorpos capazes de se ligarem a

ADN que codifica pepticorpos capazes de se ligarem a



ATgAZATRCA
angaatecyg
grgactcato
Gratoigaac
Creatgatct
COLGAGETIa
LOQEGRGAgR
CRG/CTHYT
coeatoaaga
CETOULEat
GEeLteTate
TRCAIGRTCR
acogtggaca
grtotgoaca
<210> 36
<211> 8ol
<212>
<213>
<220>
<223>
Ang-2

<400> 36

agoogotgga
grretgoac
Togageatyg
TeotguRaan
CECRgRCLeT
RETTLARTTY
sgcagticas
TRt YYeas
daagrateie
CXCQQIATYR
CLAYLGRCAL
cgeTioegt
SJHIGCEGYEY

ATCACTICAT

ADN

tgaactggas
tgutogtioe
agELoITtHag
zecqteagtt
teaggtcaca
gracgtggac
caglangtas
gragtacaay
caaagocaag
geigaonasy
LALCEIGRRY
getYgactos
Geagragegy

graglagage

251

gaaacteigh
ggelecancy
GRCIAIRCEL
LLeCErtnes
tgcatogtay
QOCHLIaRGG
gtgTaghea
TyCaaggot
gugagooee
aacoagguea
Tgnaagagca
gacggoiest
IJCQIOIRCE

cictreetyt

Sequéncia artificial

ACGATRYLY
caagoLotgs
agacatgiet
Chocaaaacs
ToRacgtoag
THCATIRLGC
gleloitdas

rrsardaag

HEQAACTACH

gorigacotn
ATGHGURGCT
tottoseeta
c¥bgoroogt

CEOOQUItaa

cactttooag
Trcaggoagt
footigecaa
CIBGHICICE
CORCYgARGAC
CARGECIAAG
tgteotgrac
CCECCTARUL
autgtacace
corggtraad
QFAABCARS
capcasgete
gatocitgag

ataa

ADN que codifica pepticorpos capazes de se ligarem a



atgggtgcac
acrivecage
gEAgagactc
JFABCTCACK
crorTRcee

gragrogtoy

grggaggige
argatosgey
aaggtetecs
£RGECTOGRY
Saggtdags
gRORGCARLY
gurtoctroy
Greitcioay
teostgots
<210> 37

849
ADN

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400> 37

agaaarioay
AYQILIGLan
TRtatgRACH
catgtoraco
CIARBLLLAD

acgtoageea

ataatgoas
TLCLCRECHE
acaaagoect
FacLacaggt
tgasctgect
QUCIHCOGER
LUCTOacag
grroogtgat

LRagtasata

Locgetayac
tagLagtage
grioactite
ttaceragea
ggatam&:tﬁ

cgaANICCY

gacaRageey
COLYCACTay
CCCMITEDEE
GLACACLOLG
Huteaaayse
gaacaactac
CRAPELEACE
GALYAGECT

a

Sequéncia artificial

252

gaactguaag
g9tggrasgt
CAGLIALTCY
eCtgaactoe

argatcroey

aaacicighta cgaacagtte

TLRICCLACT ggatgagety
RpggtgUand Coitggggac
tongaunace groagritee

QURCCCOInR ggtcacatgo

GAUEtcangt teaActgota CUTQOEtege

AL L e R e
gactggotga
ATCORYRIIA
corToatoo
ttctatceca
23QACLACHT
SEQEAcAag

CTECacaacs

Fgtacaacay
FLogcIagea
COITTLCCAR
g tgagot
GCGacatoge
croocgtact
gLagglgooa

actacacgra

cacgtacogt
gracaagtye
JPCCAAARYA
JACCAIGRRC
Laragagteg
guactoggad
gLaglgoaac
EERN RN SRS

&0
120
180
240
300
360

ADN encoding Pepticorpos capazes de se ligarem a Ang-



SLgagarLcy
LAOGEGULY
tatgagcagt
tgtocanctt
grgageeacs
antgroasga
cEearegres
F@agoooLol
LLacsggtas
aeotgootog
TAGCCGUagR
CECATagoR
Tecgtoatge

gutaaataa

<210> 38
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
Ang-2

<400> 38

759
ADN

ACCCnetoaR
Laot gUcyy
TEECTiTess
GeOCAGEALS
FCACACTLAT

ARYPALCTTYR

CRIAGOCE
THCIHCCIRGY
LRECCCOIRT
aracectges
TLasaguoLy
cleck: En i lab )
Igricacogy

atgaggeret

e ggas

Cgaactagaa
tgutaagete
grasstcgag
rgaacrenty
gaterecesy

ggteaagtLe

£TYUCTYART
CORQAIRBLLT
CCLateeong
CTRTCCCAYE
gaccacguct
JUACRAYIGE

GLACARTLALC

253

gaaaCTeLet
BFALCCACTYE
ggtgaagges
gygggaceet
accectgan

FacLagacy

AG DREERCIHER

ggLaaggagt

/LCLCCaaay

gatgagotes

GRCATEQECY
cregtgotan
aQETgYCage

TALACHCAND

Sequéncia artificial

acgaacagtt
atgageigea
grgdagacas
cAGLLLTCCE
tygaceyrgt
egtaceatys
acraghyray
COARAYYYCA
CLARGRAnC
Togagtonan
actecgacg
agygyaatgt
agapteters

cactricoag
AGARACTIEG
BT wak Tak Tw: 3
CLLCOTCOR
gotagggac
pgaggrgrat
gotcagogts
guretoeaae
geCCTHagaa
gutcageehy
pagcaatouy
stoettetes
Tttohaatye
cotgtetecg

ADN que codifica pepticorpos capazes de se ligarem a



ataogtacac
LEtguaguey
Gogggaiist
ICCCCtoagy
sACTQELacy
TRCRACAPCA
fgcaaguage
atotecazag

patgagetgld

5

BALRTLRLLY

taraggraga
<210> 39
<211> 816
<212>
<213>
<220>
<223>
Ang-2

<400> 39

ADN

IOCAGYAAGR
glggggacas
Lagrittact
Tacatgogt
THURCGQegY
cgtacogtat
acsagrgoaa
COBNRGYHCR
Claagaanca
Tggaglgaga
actiogacygy
AGHGHARCYT
agagoorcte

atgoydatgy
agctoataca
cttcecooca
gutgotgesc
Ggagurgeat
ggtcagoate
ggtcteraac
QeECgagad
ggtoagoatg
GaGCaatogy
fo% S G
CLYCIgatge

CCIGioteng

Sequéncia artificial

254

gasecatyns
fgbocaccly
FAACCCIAQG
OUHAGCCRLY
FALGLCAAGS
ceracogtes
JRAQCLCTon
cocacaggtat
Footguatyg
CROTCYYAna
cetacagea
TOOGLgAtyn

gataaatas

crtgogaaca
JUTORGCACT

agaccotcat

Jagaccotga

ragagrogen
tgraccagga
s Tl ot ol Wl by
JCBRCCLTYET

toaaaggett

ROIRCTRCAR

agrLacegt

Ftgaggetet

catgotogay
TgAICLOLtY
GALTLCCORY
gELIIgLLL
agaggageag
ctogetgaat
CHRnasaaee
coeatooogy
ctatooage
gacrargnet
ggacaagage

AL OISR

ADN que codifica pepticorpos capazes de se ligarem a



atgoagolay
ATLggtageL
QORPGLHNLY
ggatcgtoag
cotgagytea
togtacytuy

FACAGCACYL

AAGUAGLACA
TCCHARGET
gagotganca
atcoorgtag
grgctgaact
THYCRGLAGY
argoagaaga
<210> 40
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
Ang-2

<400> 40

867
ADN

Atgogaaty
LOQUEteeas
QUGRCAARAE
trrreetett
catgeglagt
ATRECATGHR
accgtgtoat

agtgesaggt
sBGYTageL
RGRACSAYQE
agtoggagay
£CHALHYRCEL
gusacgtots

grerrioory

GUACLCAten
Lhcaageeet
TEACHCATHT
CCTLRLARAR
agtggacgg
gotgoataat

CRYUETECTC

CELCAACANR
COYgagaacca
cageotgace
ERAtgaicag
cthettoote
TTCATHUNLE

gLoiccyggyt

255

acttgogass
getioagaea
LCICLTTRes
COCARGEROR
ageoasyasg
GUEAAFACIA

acegtootge

goeeteetas
caggtgtaca
tgoctagtea
CegpageEaca
TACagCRagL
Groataoats

24T AA

Sequéncia artificial

ADN que codifica pepticorpos

acatpggate
gracsactea
CAGUACLLGR
cecteatgat

acecigagyt

AGCCEagHR
_ACCRGHAcTY

cOnttotget
totogaggot
AteOtHogs
CECLCggAce
CRAGUNCEAL

grtgaatgyc

ceeoeatrga gasasicats

cootgnocss atoocoggat

aaggetheta ToLeagogas

aCtagaagas Laqgrotogy

Toacoghgoa Casgaguaqy

AQHULCLYCa CAACCATLAL

capazes de se ligarem a



argggtgrac
gattotgota
caggaagaat
gongacanas
grhttectoy
ACATHOGTGY
QIEQRCGLYg
racogtgtyy
aagtecaagy
AZAYUGTARL
RAGARCCAGY
gagryggags
TEEgaconet
gRUARCGLY

<210> 41

<211> 774
<212>
<213>
<220>
<223>
Ang-2

<400> 41

ADN

apraggargs
ctggtagtie
DENRATHIGR
cteatacaty
TLCCLocsaa
THGLOgacgy
aggtgeatas
LERGLYLLLT
tetoeaacas
LEOgRgRICE
LERGCOTHAL
goaatgogoa
LOTECELLCE
tricatonte

rgtctecagg

argogastog
LYQLiecace

coeatggact

Treanetiges

ATCCARGHAT
gRgeLanygaa
TRCCIAQACE
cacogtonty
ageocteoca
Juaggigtac
ctgeetggen
googgagaac
ctacagcang
sotgatgeat

taaatas

Sequéncia artificial

256

GROCCATYYE
Sraagetorg
tgegastaca
CCRGCACCTG
acooboataa
SROC0TYRGY
FRAGCOYCYR
CACCAgYacT
groncoatey
aCCeTgecos
JFaggerter
AJCTACAIG
CXCaccghag
gagaoictge

CLYGCORICH
gLtCagunag
Tt enageg
MactoCtggy
TCLCCopuas
toaagticas
agageagta
gocigaatag
agadaaceat
CRYCCTNega
Steocagoga
COICGEETOR
FCaagAgTag

MCaaccacLa

gatgggato
TgCgacteat
TGgaggragt
goeRceRtea
COCTEANEC
cLggtacntg
CAACRICACY
CRAYYIQTAC
CECTARAGTE
rgaguigacec
categoenty
Lotgorggac
grageaqcag

CACYCANARG

ADN que codifica pepticorpos capazes de se ligarem a



atguarasas
grttecict
acargegtyy
gacggratyy
TACoELotay
ARGEORINGT
DRIYUGCIGT
JAYIRCCAGY
gagtgegags
ToEgacgget
SQUaRCYLCE
agreretooe
BICHIGOLGY
<210> 42

840
ADN

<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
Ang-2

<400> 42

ricacacaty
TEClCooaas
LggtgRacyt
aggtgratas
teagogtoct
LELCCAACHR
COCOBYIACT
reageotgas
SCHEATHONTS
COTECTELCT
Retestgota
TRECECONES

AAGRGACLLOY

LegaLotge
JCCLAIZYRC
FRAQCCACHAR
Tgroaagaca
caccgtonty
agrectooea
acaggLgtac
Srgestggte
FUoORAgIAT
CTRCIPCIAG
cgtgatgoat
raRRQITHea

GYACHRACIY

Sequéncia artificial

257

LERGLATLLY
FCCCToatgd
gancttyglgy
2RYCCHLHY
Carcagyact
HULRCERTCY
apcelgaoce
BadgorLOL
aactacaaga
cteacogbug
QAGQETTUNI
quTEataety

TUIROTTLRG

JACTECTYYY

TLEYCEOHRAE

Teadgtioay

SEgagagta

gactoaaton

AGRIIILCAT
CRTTLCHOLR
atooLagtys
coatgootes
ATISGANCIY
aryFCLACLA
rRCagEaaty

ARCIAGUTOHD

QURACCHTCA
CCotEangts
chggtactyty
CHACIQUALH
CRAGTAGERS
£1CLyAxgec
tgagetgacce
cancgooyty
cgbartegac
grgacageay
CATGCARREN
CAACTCHTEY

gras

ADN que codifica pepticorpos capazes de se ligarem a



atggacaaaa
grittooay
RLHEGOGTIN
gRcguTgtag
TACCHTYTYG
2AYLgeaagy
A3FAA TG

gagigagaga

cusaracaty
PSR K e w: 3]

Lggtauacyt

aggrgratas

LCAGERTECT
TOLCCRAACAS
CCogagasee

reagootgac

graatagers

toEacetige
FCECIRPTAC
gASTCaCHA
tgeLaagaca
CRCLUTECTn
aprootesea
atagatotas
CEGEOTYgLe

FECOoRANAAC

258

CEAGEAtCLy
S0CCTeatga
gacretgasy
AAGTCYLHON
LHeCaggact
guoeeeateg
Accotgoons
aaaggetict

aacracaaga

FALLECLgna
£CTeecHgac
Trasgtteas
SONAgLIgtE
QUL TERATSY
AYEAIJLCAT
catescgyoa
atoceagoga

COREQLLTEE

gogarcgica
CECEGAGYEC
ctggtacyty
TRRCIGCALY
LIBHAGRRE
stoes AZJLC
tyagcbgace
CALOHCTYtY

cgtgetggac

&0
20
1RQ
240
300
380
420
$80
540

B
ool
FPEL
8

fOCEACHECT CELTCTELLT CTACRHC8ag CLCatoyglyy ACKAY8eCay ghoglagcay
GO0ARCHELT LCRCALHOTC COLQALHCAT GAGOCLCTYs acaaccacta Cacgcagaan
APECTCLCLC LYTCICLYNY TAARGYTOGR JOTONLOCTY CACIQURATT CHUTTCLact
ICLOPLYGLY CCgECLorac cyraaguict ggittoageca ghguuacteod tasattoass
CLECtEgay ANCTHGAaEa Aactotgiac gaacagitea chtttocagea actegagtss B4D
<210> 43

858

ADN

<211>
<212>
<213> Sequéncia artificial
<220>
<223> ADN que codifica pepticorpos capazes de se ligarem a
Ang-2

<400> 43



grTTLCCTCt
acatgraton
gacgutatyy
ragcgrgtygy
aaglgoaags
#33GOULAgL
Fagaacoays
pagraggada
toogscqgey
gagaangtat
agretoloce
GACHAACTYY
fECggtggta
TEQOAHOAAL
<210> 44
<211> 756
<212>
<213>
<220>
<223>
Ang-2

<400> 44

ADN

cicacacaly
LECCCCCRAR
Logtoggacgt
agotgoatas
TrIgegLLLt
TeLLnAILAR
COOQRGRACT
teageetgae
JERATYEUCA
sotrortect
Teteatgerg
THLTteLgn
JAGIIALTCL
IGTTCRITCC

regagtas

LLLACCTRYE
ALCCARYYRE
JHICCACYAR
tgesaagacs

LACCYLOLtY

[PLeLTLLLA

acaggtgtac
ctgeetgete
BoLOgaganc
CLATAGCRAG
cgtyatgeat
TRIRYGHTHYS
gracgascay

actogateag

Sequéncia artificial

259

coageacery
RCCCTERATYR
gaccotgagy
aageegeggy
caccaggact
grEsceatey
BTCCTGLOCT
aaaggetict
aactacaaga
CECACLGLOE
gaggoiotas
ggtagtagy
reactttoe

ctggaagaga

RACLLCTHYY
TOTLLCHPAC
toaagticaa
aggaguagta
gattgsatay
agaaaaccar
catoooaaes
ateooagega
Loacgootes
ACIAQAYOAR
acgacLacta
CacagasALT
agraguoiey
ctoigtato

gugaccgica
coctgaggte
Tiggracgtyg
CRACAGLALY
caaggagtac
CLoCaaages
ToIgotgans
catcgeogty
Lgrgetggac
grogeageay
cacgragasg
caacecgeta
Tggtggigat
acagticact

780

40

858

ADN que codifica pepticorpos capazes de se ligarem a



atggaraaaa
gitrioetet
acatoogtad
ZargeLatay
taccgtgiyg
aagrecangy
EEEINE
JAGARCCHEY
gagigguags
Leogatgget
gogascghot
AgecEeteee
rqggaccoat
<210> 45

<211> 822

Ctoacacatyg
frretocana
Tgytggacgt
AGELYCATRY
teagoygteen
TLTLCIINRB
seogagaacs
toageotgac
GORITOONCE
ceticrtect
rorcatgeote
Tgheteogay
ggacttgega

tecaccitye
ALLERAGYAT
QRGTCACHIY
tgceaagaca
cacoglocty
Agegatagoa
acagytygtas
chaeotagte
geoggagaac
cEacageaag
cgrgargest
tasaggtags

acacatgute

260

LCAGCACLYG
&E{.C'{t&tg&
gaceetnagy
RAGCCALHOD
SRLEANHACT
GLLCOCALRn
aceotgeece
ARAGAELLCY
ARCLALIAGA
CiCacegiaa
gaggetotge
49togtanty
gagtaa

azctectogs
totouoggag
Loaagetoea
dggageagta
ggetosatag
agaaaacat
CRTTCOYaR
AtLCTagona
eI e
ACRAQAPCAY
JCAACLACTR

CACAGCRGUR

COETGAnEte

crggtacyty

CazCagLacy
caaggagtac

chogagagon

tgagetgacs

CATCHOCYLS

=

cgtgetagas

gragcageag

cacgeagaag

agsatgogaa

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial
<220>
<223> ADN que codifica pepticorpos capazes de se ligarem a
Ang-2

<400> 45



atggacaasy
grITtoTEay
acatgogtog
QROOQIEtyg
taccgtytyy
AAgtyCIAny
AARYGACIGT
BRGIRCLATG
gagtaggaga
Reggangret

DHoRALGEL

AGCCTOTLLC THLLTCCHYE VAIAGHINER QULDNTUNTY £ICagogats Lgyurotget

actootogtt Crggotoral COCaagotot goticaguea gigcgantoa LUagUaAsgan

stracacaty
LOCLTEEIRG
Tgtggacet
sQUTgeataa
tﬂﬁgﬂgtﬁﬂt
Tetecacaa
CELQAgARTE
TOAGOCTGAL
geastganca
crttoticet

tetatgete

Teogoetige
ACCLARGYAT
FRGUCACGRR
THLCIIGACR
CRLLgTCLty
AQTLCELTOR
SCAGYTELAC
cIgoTtggLe
SCOYGRGRAT
clacageaag

cotgatgcat

261

CoRNCATELY

CCCLo g

Qafccigagy

RABLCBCYRY
cacvaggact
gLeocatey
FLoctgoros
BEYETLLCY
a3ctacangs
CECICOGTQT

gagICLetac

aWCTootagy
TLLCTLgGas
Teaaglicas
Aggaguagta
ggcigaatyy
EREERT I b
CatTolnuga
Atorcagegs
cragpoetes
SCAIGRGLAG

ATIFCTALLR

tgegastggd acceatggat tTgogascac atgetegagt aa

<210> 46
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
Ang-2

<400> 46

864
ADN

Sequéncia artificial

sogacogtoa
cesLgaggte
ctgotacaty
LAACAGUHLG
caaggaghac
CRCCHEAgee
Tgagorganc
CATOHORQLS
cgtgotgnac
grggeaglay

cangrdyIas

F0
780
8§22

ADN que codifica pepticorpos capazes de se ligarem a



262

ATOCACHAAN CLCRCACALY TOCROCRTYE CLAgeacoly 3actectony guganngies 60
QLLLEOOLCY TOOOOCadn A00CAATORE JCCUTLITYY. tolcecyhac coetgaggte .« 120

ACATYLYLON THOTHNACOY JAOUCATHIA HACCOTOAgY TCRIHLTLIA CTggtacyty 180
GRUQOCHIGN APYTYCATAR DUUTHAAC IFCLOQUNSY AUGI0OIGTA CasCAaglacy 240
TRCCETGLAY TCIGOYLOCE CACTHLLOLY CAOLGYACT PUobosstgd caangaytan 300
AJYLOCAIGY TOLCCIACAY AGOCOLIUCy goocccatoy agalaaceat otocasages 3ed
JHJGUPEAGE COTPAGRACE JCAGOLETRC Roeriguods CRttoegnia tyagoigace 420
AFGAACCAYE teRPCCLERL CEGOCTONtT ARRQECTLCT atolcagona CAatogoogty 480
GROTONEAgE QORATYOECE gOOggagaac 23CTatlaga cCadgLotes cgtactggac 546
ECOGAQUEY sottotiedt CLaCagoasy CLoactyial A0sagagoag groglaneag 8§00
guyaacgtey totcatgete cgigatgoat gaggoictys acaaccacta cacgoagaag  B60
aPCoECtels THUOLLCgg TAMAGNTANS Sotoatogty caraglagha dgadtglgad 720
ROUURCCCAT JURSTTgoga ACRCALOUYS Tooygticty CraciQutyy tiicggotos 780

ACCOCARGCT ctoggticagy cageecgaet <atcaggaay aatgogiaty ggacooatgy 840

ACTLYCHIAC ACRLQULCRE otad 884
<210> 47

<211> 906

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> ADN que codifica pepticorpos capazes de se ligarem a
Ang-2

<400> 47



atgggtgcac
ggtagtageg
rreactttor
gottoagaea
eraccttgoc
EOCIAgNEca
AYCLITHAIY
GECARYACAR
gregtoctue
gercteoeay

caggtgtaca

aguaagaaty
grggtazaty
pCanogIte
qrgcgactea
cageacctya
CoCLeatoay
ICCTTHAGHT
E Tt s 1)
accaggacty
¢eeeeateya

CLOTPELCL

tgectyatoa asgocttota
COGEAGIALE ACLACARGAL
tavageasgs tRRELytysa
gtoatgcaty aggonctaca
ARITIR

<210> 48

<211> 897

<212> ADN

<213>

<220>

<223>

Ang-2

<400> 48

cgagtogyac
£RACCCYCLY
CORILTCtgot
wregsggst
acteetygug
CECoeqgace
caagtinaas
ggaguagtac
actygantygye
BEREE TR N
aroccgagat
LECLAGLYRLT
SasgoLtose
SRITAGCILG

CACeackac

Sequéncia artificial

263

coatggactt

gacgaadigy
artputgnty
QUagyCyyEy
ggacigheag

cotQangtoa

THUTACY LD

JIxcAgLacgt

33ggagtaca

TLod3agedy

GROCLGRCCR

AtCQregtay
ftgotgyact
TYHCRGCRGY
acgragaaga

gogaacacat
AAGARACTET

COGQUECLAs

HggacazAAr

Lrttootett
catgogtont
ATYUCGYR
aregratygt
aghgcanggt
aagugragee
AGAAL AT
agtgagagay
coadcggete
HHAgogiott
geetcteeet

gagtyutagy
gracgascag
£HCAIYCLCT
rracacatge
cCeLacanaa
aotogacyty
gutgcataat
cagratocte
ctecaacaas
CCORGRRCCE
CAPLCTHRES
castgogcay
ctoctteete
ctoatgoted

gratooggot

&0
120
180
£40
306
360
420
489
>4
GO0
ey
720
78U
&40

ADN que codifica pepticorpos capazes de se ligarem a



atagacasaa
griteioret
acatgratyy
JacgooeTay
rRCCHtELee
AJFGTLLaagy
S4d3QEGTAYCT
ARPIACCIYT
gagToggaya
LCLHACGHCT
gogascgtor
ageeteteos
AcToutagtt
cogotagacy
nerggrLagy
<210> 49
<211> 771
<212>
<213>
<220>
<223>
Ang-2

<400> 49

croacaraty
TECOCTLAaR
Tggtggacyt
sggtocatas
Toagoytect
tetecaacas
LLLEAgaake
teagootgas
graatoguea

LRLECLLECE

TEXCALGOLE
tgrctecnan
COBURTECAL
FACTQORAGR

aagaatgega

ADN

roassttge
SCCCAIGYRT
QagUargasa
TOCCIAGACA
CRECYLEOTY
Igeeetece]
dcaggrgtag
ctaeotente
BLeggagaan

ctacagraag

Cgtgatgoat
tasaaggtqoa
cOtaageLet
FArhriglan

atoggaccoa

264

CCAGLRACCt]
soooteatga
WRCLLTEREY
a3gecavgna
CALCageacy
QCTonoaten
aoLcogooos
Fzagoetiet
aACtaraaga

CLEACCHTHE

gagyctotge
ggraatggrg
goTicangea
gaacapttoa

Tggactigeg

Sequéncia artificial

aactectyge
teaRgrieas
angugcagta
guctgaIteg
aglaaaccat
cateccgusa
ATCETAGORR
CLATHOE ol

ALIRGAYLAG

ACAITCACESR

gRuacegtoa
CECLRRERTT
Ttggtacgng
CAZLAGCATY
LIIGPEGLIC
CELCRARGET
FgRgeTgace
catogeegty
Lgtanigya
FLGUCAgLan

CACHCAGRAD

CECagogate cagktotget

FLOCHACTLR TAIATLCIAL
gtrtrcages gogtogtage

AACATALOEY CHIGLA

660
Fi0
FEG
B4
8av

ADN que codifica pepticorpos capazes de se ligarem a



atgygtycas
JARCCICLLLG
CEEQascieC
atgatorooe
gaggtoaagt
PRI N
gactagotgs
arcgagasas
LECCCATEOS
trotatooga
JAGACTHLYL
grogecaans
CLgCacaRes
<210> 50

<211> 759

agtioganta
aqgatagagg
THgMIgYacs
goaccoctas
TCAFCTHGLR
AYTACIILIY
atograsges
ceatoteead
ggﬁatgégﬁt
gogacatoge
graoegtaet
geagaigaca

actacacged

cLgegaangt
cggLagagac
grragttite
gatsacated
crkggacgac
LROGYRLLGE
$Lacasgieo
HYCCARRYGY
gRCCARGIAL
cotguanteg
YUACTLLHEL
QCagunnasc

gaagagrote

265

geigaagace
aagacicaca
CECTLECCCE
gractagtes
grggaggtac
grggieagey
aaggreecea
tageceeyay
fagghoagen
gagaglaaty
ggeterttet
grevectoat
TeCCtgiots

cgttcacthy
catgrocacs
{ARIICCOAT
Irgltaagoes
ataatgroaa
eeracogt
acaaagooot
AJCCITIBYL
bgacatgooy
JECAGLLIgR
Teenorasag
geroogrgar

rggotaaara

CootgTaas
Trgoooagoa
FHACILLLTC
LRaRgAnCLY
gacasageen
COLRUaCcag
LoEAgLLCce
gracacoety
gateaaagyc
gaacaactac
c3agoitace
GCATEAGOCT

4

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial
<220>
<223> ADN que codifica pepticorpos capazes de se ligarem a
Ang-2

<400> 50



atggotgcac
gyrggagacy
gogggacegt
acecotaagy
aacrggtacg
TACARCHETR
gucaagyagt
atetceasay
gRIgagotya
gacategeos
ceegtactag
apgtogcage
LACATHLAYA

<210> 51
<211> 759
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
Ang-2
<400> 51

ageagtacgg
gtogrgaiay
cagliteeet
reacatgogy
ggacgaogt
CYTACTHEYY
acaagtgnas
CL3aaguges
COAEGRACCR
Tggagtogas
FCLCopacan
Fggagazcyt

PR goCintg

Trgrgacgyt
JACLCACACA
crioreeeta
gortagtgoad
guaggrgeat
giteagogic
aotetoeaac
Qrreogana
QYLLAGCLLY
gagsaatgs
croottotte
CEECILAtYC

cotgteteoy

Sequéncia artificial

266

TrLetgracy
tgrecacoty
ARRCCCAAYY
graagecacs
aatgecaaga
CECACOGLOL
ARAYOCOLCE
coaraggrat
ACCEHCETAY
cagCeanags
ctetacagea
Tecgtyatan

gotaaataa

ADN que codifica pepticorpos

grigcatqgat
GUCCAGLAce
acaceeteat
aagacootoga
R Tt I s ]
LOTACCAGHA
CRYCCTLLRE
acycocLyee
TCRAIGHOLY
ataactacay
SgoLoacogt

EROELT i d e

caacctegag
Tgaactooty
QatCLeooyn
gotesagttc
g9aggagiag
crogotgaat
CORGRIIILLC
ceryteeegy
crateenage
gaccacgest
goacaagags

gracaacead

capazes de se ligarem a



atgoutacan
Qotagaggcy
guuggacoyt
asooctgagg
sactggtacy
TACIRCATCA
gycasggagt
atotocanag
gatgagrtya
garatogoeg
eregtactoy
AGUTEGCART
Tacacgraga
<210> 52
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
Ang-2

<400> 52

[PgMARCYLLC
gigaagacaa
CHGLLLLCLY
toscatgogl
ERoACHRgL
cgtacogiok
ACnaglgoss
CCHBRQUICER
CEARPARTCA
LggagLggaa
arlrraacas
RQUUEAACHT

DR R R R

759
ADN

FLGoYasgR
BRCLCACICA
EXECROCOCa
QEEagreqac
goagyrgrat
gaLcagogte
GUYLLLCRAL
QLCLLgagaR
QOTCRGLETY
SagLARTYRG
CTLLTTETLL
CELCEITQe
COLGLOTCOy

267

LRSI HEA IR Y

THLLCILLRT

HRANICCTRRGY
GUQAgECcRCE
agtgcoasga
cteacogtoc
EEED it e
CLACIGOTRY
goCtgootyy
CRGUCAUAGa
CECTAacARCE
oot gatac
BUTAAATAR

Sequéncia artificial

ADN que codifica pepticorpos

FELgCHanty
HCOLAQoaEn
BCACTITCATE
ARGIACIOLER
CARBGTOGUY
TECCCAGEY
CAYLLLTURE
RCALELTET
TORARGYCLE
afaactacaa
RPLTCACCHE

atgaggetet

CHACELCORG
LERALTCCED
AR W K e
antosageic
QOACERGTAG
ctguctgaar
CORGRARBCT
coratoren
CLATOCTAYL
RCCREGEST
JUATABGELGT

goacaaTcal

capazes de se ligarem a



atgaalgeac
ggtagagecy
gogagacigt
acoootgany
BATTROEICG
TRCABTANCE
goCaaggagt
FLCTCCAARG
grtgagetga
gacategoeg
ceegtgolgy
RQUTgRCags
tacacgeaga
<210> 53
<211> 759
<212>
<213>
<220>
<223>
Ang-2
<400> 53
atgogtgeac
gotggaggag
guoggacLyy
acscotgrgs

[CLGGTALY

ADN

dgcaccagat
glggogacas
cagiiineey
teacatgogt
Tggactgogt
CQLRCCQgt
ACIAQTYCAR
CEAAAFYQCR
CEAANSACCH
TEYAgTaNIR
ACTTECGATOY
aggggaacgy

agagociote

AYAARTHLLT
gtgggpacaa
CAGLLLLCCt
TEgcargegt

T99RCIITAT

Liglasatgy
AL TCACICR
CLLLNLECLS
gatagtegac
ggagntgrat
geteagegte
garotocsan
goooigagaa
gotoagiotyg
gagrastyoy
ciootictt
crrotoatge

cotaietoey

ATGOOARYAY ATTLLLOUTE SLTGCRCLIR coagidagay
SRCTCACACR TEECLRLOEY GOCoayiace toaactacty
CTECLOLOLA ARAC0CAIEE Acannelat gatitotegy
GUTEUIHAC ghgagecacy Ragaceotga goatoaagito

JUROETHCET FATGUCARGA TARRGOLHLg QUIGYANCag

268

gacoogiaga
tgocaott
AdACLLI/YY
GhgAaCCaty
FFLgecaaga
ceToInegteyr
BFAJLOLTCL
crgcagntat
anghgootgyg
CHLOGLIYR
ctetasagca
troghgatal

gotanstas

Sequéncia artificial

COTQTAAATA
GUCCAGLAT
agaceoyat
aagaceciga
CHABGECHLY
LGCACLAGTR
CRGCCLLRT
ALACTOYPT
ECRAAGUCTE
AacARCLACHA
Agereaogt

atgaggorct

CRQGCLEyRg
THIACEeCtg
gateterogy
gotcaagtes
guaiiaglay
ctggotga’y
sLgRgaadacs
cocateetgy
cERtonoage
gattatgeet
ggacaagags

QLATIJICTAL

860

ADN que codifica pepticorpos capazes de se ligarem a

&
13
B8O
24¢
300



tacaatagoa
ggcaagaagt
aigtocanag
GATPRUTTGR
gacategoeg
cuegiaetgy
agotggrans
TICHOHTAGA
<210> 54
<211> 25
<212>
<213>
<220>
<223>

<400> 54

cgtacegtyt
acasgigraa
LLRIRQGEa
COARGABCOR
tggagiegga
aciefacgg
aggpnascgt
agagectotre

ADN

cpgnanaatt atepgtaing sgnig

<210> 55

<211> 26
<212>
<213>
<220>
<223>

<400> 55

ADN

catgacogl sscsctgag! togte

<210> 56

<211> 14
<212>
<213>

<220>

PRT

goTCaglyty
SULCLOCHAL
QLCLLYRTEE
gatCagLekg
g3geaatgeq
shoottetic

cifokratge

cetotereng o

Oligonucledtido

s
i

P
K3

Oligonucledtido

269

ctcagcgtec
aaagLLites
ceacaggtat
avLrgecty
CageCggaga
chotacagea

teegigatge

Sequéncia artificial

Sequéncia artificial

Sequéncia artificial

ToacLagyga
cagresocat
geatoigo
TLARIGYOLL
Eraactacas
agcteacoat

aigaguotet

CtHgctgaat
IR TR T
COCAtECTog
cratecsage
gaceacgrel
GURCAAGAGT

geatlaccan



270

<223> Motivos de consenso gerados pelas bibliotecas TN8-IX
Library
<220>
<221> caracteristicas diversas
<222> (7, 12 e)..(14)
<223> Xaa refere-se a qualgquer aminodcido gue ocorre
naturalmente.
<400> 56
%yﬁ AFG Pro Oys g%u Gl Xaa Trp Gy ﬁgy Lys Xax Tyr X3y
<210> 57
<211> 14
<212> PRT
<213> Sequéncia artificial
<220>
<223> Motivos de consenso gerados pelas bibliotecas TN8-IX
<220>
<221> misc eature
<222> (7, 12 e)..(14)
<223> Xaa refere-se a qualgquer aminodcido gue ocorre
naturalmente.
<400> 57
iys &g Pra Oys téﬂu Sl Kaa Phe o)y fﬂag‘ £ys Kaa Tyr Xaa
<210> 58
<211> 14
<212> PRT
<213> Sequéncia artificial
<220>
<223> consensus motifs generated from TN8-IX



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

271

caracteristicas diversas
(1, 2, 3, 5 e)..(13)

Xaa refere-se a qualgquer aminodcido gue

naturalmente.

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>

58

1

59
18
PRT

Sequéncia artificial

Consensus motif generated from TN12-1I

caracteristicas diversas

(3, 8, 10-14 e)..(18)

Xaa refere-se a qualquer aminodcido qgue

naturalmente.

<400>

59

¥aa Xaa Xa3 Cvs X3 Trp ASp Pro Trp Thr Ovs 618 X33 Mey
i 5 10

ocorre

oCcorre

{FQ Ser Maa Cys Ala Tre Phe Xaa Glv ?gﬁ X33 Xaa Xaa Xaa gys AFG

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

60
227
PRT

Sequéncia artificial

Fc 1961 humano
60



Asp Lys Thr Bis The Cys ero Pro Qys Pro aly Pro slu Lew
t 5 w
Gly #ro Ser

Ile Ser srg
35

G
HWig
f85

Arg

Lys &

Gly

THY

Ly

143

Trp

¥al

Asp

His

<210> ol
<211> 14

ASp
50
ASH

wal

Lys
Thr
130
The

Glu

R :H

Lys &

Gy
210

<212> PRT

28

Fra

Ala

val

F Ty

The
115
LB

Cys

Ser

Lys

b =
e

Iie

Fro

L

50

Ser
180

Arg

LBy

: val

The

val
LY

Pro

wal

wis

Lys

L¥s

&ty

Gln

272

val phe Lew phe Pro gﬁa Lys Pro Lys Asp T

&

phe asn Tre Tyr
55

Pro arg

Thr ¥al

val sar

ala Lys

ARG ASP

L3

Gy Fhe

Ty &ln Pro

Sar phe

aln Gy
280

His Tyr
215

slu

Leu

&5

105

aly

DT

Ter

AR

Phe

185

A5

Thr

His
B

L8

&in

E R E

Lau

¥al

GIm

wa

Gln
7Y

Gin

Al

Pro

Sar
135

COTYE L

TP 8

rhe

Lys

The Prov fle val Thry Cys val val wal &
&g

Asp
4]

Ty
ASP

Ley

Arg

JERG

140

ASp

war

sey
230

&y
ASH
Tep

Bro

e
Thr
LYs

53

Leu

15

val glu

Sap Thr

Lew Ash ¢

95

&Yg ®ro X

110

¢ Pro Gin

Gin val

&la wal

Thy Pro

135

teu The ¥

130

ger val

SEy Leu

Leu 6ly

hr Loy Met
30

sp val ser His

13

val

166

met

ser
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<213> Sequéncia artificial
<220>
<223> Motivos de consenso gerados pelas bibliotecas TN8-IX
<220>
<221> caracteristicas diversas
<222> (1-3, 5, 7, 12, 13 e)..(14)
<223> Xaa refere-se a qualquer aminodcido qgue ocorre
naturalmente.
<400> 61
NiE ¥aa Xad Cys Xa@ Asp XaR Tyr Trp Tyr Qs Xaa Xas Maa
i 3 10
<210> 62
<211> 14
<212> PRT
<213> Sequéncia artificial
<220>
<223> Motivos de consenso gerados pelas biblioteca TN8-IX
<220>
<221> caracteristicas diversas
<222> (1-3, 5, 7, 12, 13 e)..(14)
<223> Xaa refere-se a qualquer aminoédcido gue ocorre
naturalmente.
<400> 62
:;;a.a X3z Xaa Lys :’éaa ASp Xaa Tvr Thr %r’ L¥5 Xaa Xaa ¥as
<210> 63
<211> 14
<212> PRT
<213> Sequéncia artificial

<220>



274

<223> Motivos de consenso gerados pelas biblioteca TN8-IX
<220>

<221> caracteristicas diversas

<222> (1-3, 5, 7, 12, 13 e)..(14)

<223> Xaa refere-se a qualquer aminocadcido gue ocorre
naturalmente.

<400> 63

Xnd Xax Xaaz Oys Xaa Asp xan phe vrp T§r Cys ¥aa Xag ¥aa
i 5 1

<210> 64

<211> 14

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Motivos de consenso gerados pelas biblioteca TN8-IX
<220>

<221> caracteristicas diversas

<222> (1-3, 5, 7, 12, 13 e)..(14)

<223> Xaa refere-se a qualgquer aminodcido gue ocorre
naturalmente.

<400> 64

N33 K33 Ka@ Ove Xaa Asp xaa phe thr ?gr C¥S Xad Xaz ¥aa
3 T8 ' K S

<210> 65

<211> 5

<212> PRT

<213> Articial sequence

<220>

<223> Polipéptido capaz de se ligar a Ang-2
<400> 65



<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>

275

Tre Asg Pro Tep The
1 5

66
6
PRT

Sequéncia artificial

Polipéptido capaz de se ligar a Ang-2
66
grp Asp Bro Trp'ghr £¥s

6’7
7
PRT

Sequéncia artificial
Polipéptido capaz de se ligar a Ang-2

caracteristicas diversas

(2) ..(2)

Xaa é um residuo aminoécido acidico ou polar neutro
67

Cys Xaa Trp Asp Pro Yrp Thr
1 5

68
8
PRT

Sequéncia artificial
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<223> Polipéptido capaz de se ligar a Ang-2

<220>

<221> caracteristicas diversas

<222> (2)..(2)

<223> Xaa é um residuo aminoacido acidico ou polar neutro
<400> 68

Cys Xaa Tep Asp Pro Trp Thr Cys
1 5

<210> 69

<211> 14

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Polipéptido capaz de se ligar a Ang-2
<220>

<221> caracteristicas diversas

<222> (1, 2 e)..(3)

<223> cada Xaa representa independentemente residuos
aminoacidos.

<220>

<221> caracteristicas diversas

<222> (5)..(5)

<223> Xaa é um residuo aminoacido.

<220>

<221> caracteristicas diversas

<222> (12)..(12)

35 <223> Xaa estd ausente ou é um residuo aminoacido.
<220>

<221> caracteristicas diversas

<222> (13)..(13)
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40 <223> Xaa estad ausente ou é um residuo aminoéacido
hidrofébico neutro, polar neutro ou basico.

<220>

<221> caracteristicas diversas

<222> (14)..(14)

<223> Xaa ¢é um residuo aminodcido hidrofdbico neutro ou
polar neutro.

<400> 69

Xaa X238 Xay Cys Xaa Trp Asp Fro Trp Thr Oys Xaa Xaa Xaa

1 3 10

<210> 70

<211> 20

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Polipéptido capaz de se ligar a Ang-2

<220>

<221> caracteristicas diversas

<222> (1 e)..(1hH)

<223> Xaa estad ausente ou é um residuo amino&cido.
<220>

<221> caracteristicas diversas

<222> (2 e)..(1l6)

<223> Xaa esta ausente ou ¢é um residuo aminoacido
hidrofdébico neutro, polar neutro ou béasico.

<220>

<221> caracteristicas diversas

<222> (3-6, 18, 19 e).. (20)

<223> cada Xaa estd ausente ou é um residuo aminoacido.
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<220>

<221> caracteristicas diversas

<222> (8)..(8)

<223> Xaa é um residuo aminoacido.

<220>

<221> caracteristicas diversas

<222> (17)..(17)

<223> Xaa esta ausente ou ¢é um residuo aminoacido
hidrofdébico neutro ou polar neutro.

<400> 70

¥aa Xaa ¥aa xXaa .‘gaa Xaa Cys Xaa vrp ?g:ﬁ Pro Trp The €vs xg& Kaa
1 10 15

Xad Xda Xad xas
3

28

<210> 71

<211> 10

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Polipéptido capaz de se ligar a Ang-2
<220>

<221> caracteristicas diversas

<222> (2)..(2)

<223> Xaa é um residuo aminocacido hidrofdébico neutro.
<220>

<221> caracteristicas diversas

<222> (4)..(4)

<223> Xaa é€ um A, D ou E.

<220>

<221> caracteristicas diversas

<222> (6)..(6)



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

279

Xaa é um residuo aminoacido acidico.

caracteristicas diversas

(7) .. (7)

Xaa é um residuo aminoacido.

caracteristicas diversas

(8)..(8)

Xaa é um residuo aminoacido hidrofdébico neutro,

neutro ou bésico.

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>

71
gva Xaa Asp Xa3 %eu X33 Xaa X33 Ly ;gr
72
22
PRT

Sequéncia artificial

Polipéptido capaz de se ligar a Ang-2

caracteristicas diversas
(1,4 e)..(20)

Xaa estéd ausente ou é um residuo aminodcido.

caracteristicas diversas
(2, 15, 16 e)..(21)

Xaa estd ausente ou € um residuo aminoéacido

neutro ou bésico.

<220>
<221>

caracteristicas diversas

polar

polar



280

<222> (3, 17 e)..(18)

<223> Xaa esta ausente ou ¢é um residuo aminoacido
hidrofdébico neutro ou polar neutro.

<220>

<221> caracteristicas diversas

<222> (6)..(6)

<223> Xaa é um residuo aminoacido hidrofébico neutro.

<220>

<221> caracteristicas diversas

<222> (8)..(8)

<223> Xaa € um A, D ou E.

<220>

<221> caracteristicas diversas

<222> (10)..(10)

<223> Xaa é um residuo aminoacido acidico.

<220>

<221> caracteristicas diversas

<222> (11)..(1l1)

<223> Xaa é um residuo aminoacido.

<220>

<221> caracteristicas diversas

<222> (12)..(12)

<223> Xaa é um residuo aminoacido hidrofdébico neutro, polar
neutro ou béasico.

<220>

<221> caracteristicas diversas

<222> (19 e)..(22)

<223> Xaa estéd ausente ou ¢ um residuo aminoacido
hidrofébico neutro,polar neutro ou basico.

<400> 72



281

Xa3a ¥az Xaa Xaa frﬂ K3a ASD Xad Loy Xaad xaa Xag Lew Tyr Maa Xay

3

X33 X3z Xaa X3a Xaa xaa

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<220>
<221>
222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

<210>

73
8
PRT

Sequéncia artificial

16 1%

Polipéptido capaz de se ligar a Ang-2

caracteristicas diversas
(3)..(3)

Xaa é um residuo aminodcido

caracteristicas diversas

(4) .. (4)

Xaa é um residuo aminodcido

caracteristicas diversas
(5)..(5)

Xaa é um residuo aminodcido

mise featura
(6 )..(7)
Xaa é um residuo aminodcido

13

polar neutro.

acidico.

polar neutro ou acidico.

hidrofdébico neutro.

Arg Pro Xaz Xad Xaa Xad ¥a® Gly
1 2

3

74



<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
polar
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>

282

20
PRT

Sequéncia artificial

Polipéptido capaz de se ligar a Ang-2

caracteristicas diversas
(1, 2, 4, 13, 14, 19 e)..(20)
Xaa ¢é um residuo aminodcido hidrofdébico neutro ou

neutro.

caracteristicas diversas
(3,9 e)..(17)

Xaa é um residuo aminoédcido polar neutro ou acidico.

caracteristicas diversas
(7, 15 e)..(16)

Xaa é um residuo aminodcido polar neutro.

caracteristicas diversas
(8)..(8)

Xaa € um residuo aminodcido acidico.

caracteristicas diversas
(10 e)..(11)

Xaa € um residuo aminodcido hidrofdébico neutro.

caracteristicas diversas
(18)..(18)

Xaa é um residuo aminodcido hidrofdébico neutro ou

bésico.
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<400> 74

Xa@ X33 Xaa Xa’ %rg PR X3d Xad Xaa Xas ¥aa gly Xaa Xaa ﬁa Xag

Xag Xaa Xaa ¥Xaz
85

<210> 75

<211> 13

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Polipéptido capaz de se ligar a Ang-2
<220>

<221> caracteristicas diversas

<222> (2)..(2)

<223> Xaa é um residuo aminoacido acidico;
<220>

<221> caracteristicas diversas

<222> (4).. (4)

<223> Xaa é um residuo aminoadcido hidrofdébico neutro.
<220>

<221> caracteristicas diversas

<222> (5)..(5)

<223> Xaa é F, D ou C.

<220>

<221> caracteristicas diversas

<222> (10)..(10)

<223> Xaa ¢é um residuo aminodcido hidrofébico neutro
polar neutro.

<220>

<221> caracteristicas diversas

<222> (13)..(13)

ou
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<223> Xaa € um residuo acidico.

<400> 75

%ys %33 Gy Xaa ?a& Asp Pro Phe The ?ga aly Cys Xaa

<210> 76

<211> 20

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Polipéptido capaz de se ligar a Ang-2
<400> 76

Pro Ile arg Glin gﬂu Glu Cys Asp Trp-§§§ Pro Trp The Qvs olu His
)3 % G 15

wer Trp Gluy val
24

<210> 77

<211> 20

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Polipéptido capaz de se ligar a Ang-2

<400> 77
ghr asn Ule 6ln Glu ot Cys 6lu Trp %gﬂ Fro Trp thr Qys §§Q His
, 5 18 1S

x

MY Pro Gy Lys
20

<210> 78
<211> 20
<212> PRT



<213>
<220>
<223>
<400>

285

Sequéncia artificial

Polipéptido capaz de se ligar a Ang-2
78

Tre Tye Glu Gin ssp ala Cys Glu Trp Asp Pro Yrp Thr Cys 6lu ¥is
i 5 18 15

Metr ala Slu wval

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

20

79
20
PRT

Sequéncia artificial

Polipéptido capaz de se ligar a Ang-2
79

Asa Arg Leu GIn Glo val Ovs &lu Trp Asp Pro Trp Yhe Oys sl dis
1 % ALE 15

set sy Asn val

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

20

80
20
PRT

Sequéncia artificial

Polipéptido capaz de se ligar a Ang-2
80

%ﬁa ata The 6in gﬁu gly Cvs Glg Try %gp Fro Trp Thr Cvs Glu His
3 15

Met Proe Arg Ser
3
ENY
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<210> 81

<211> 20

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Polipéptido capaz de se ligar a Ang-2
<400> 81

Let Arg His 6l 6ty Gly Cys Glu Trp asp Pro Tep The ©ys 6lu His
1 5 L 1%

met vhe Asp Trp

Sy

<210> 82

<211> 20

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Polipéptido capaz de se ligar a Ang-2
<400> 82

gaﬁ Pro &APg GIn LYyS ASp Cys Glu Trp asp Pro Tre The Cys Glu HiS
& 5 10 13

Mot Tyr val Gy
20

<210> 83

<211> 20

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Polipéptido capaz de se ligar a Ang-2
<400> 83
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Ser Tle Ser His Gl 6lu Qys Gly Trp Asp Fro Trp The Cys Glu KWis
i & i ' 15

Met Gin wal gly
26

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

T
i

84
20
PRT

Sequéncia artificial

Polipéptido capaz de se ligar a Ang-2
84

rp Ala Ala Gin giu Gly Tys Gy Trew ?ﬁg PPo Trp Thr Cys g?u Mis
5 - 15

#et Gly &rg Met
20

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

85
20
PRT

Sequéncia artificial

Polipéptido capaz de se ligar a Ang-2
85

{ﬁr Tre Pro Gin ggp L¥s Cys Gl Tep ﬁgp Pro Tre The Cys ¢y #is

15

set aly Ser The
-\.:

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

20

86
20
PRT

Sequéncia artificial
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<220>
<223> Polipéptido capaz de se ligar a Ang-2
<400> 86

‘i;‘iy Wiz mer Gin %3;3 Glu Cys 61y Trp Asp Pro Trp Thr Cys Glu His
- : 0 15

met Sy Thr ser

<210> 87

<211> 20

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Polipéptido capaz de se ligar a Ang-2
<400> 87

G¢lin Wis Tre 6ln Glu Gly Cys Glu Yrp Asp Pro Trp Thr Cys Asp His
1 5 10 5

Met Proobev Lvs
20

<210> 88

<211> 20

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Polipéptido capaz de se ligar a Ang-2
<400> 88

asn ¥al arg Gln oTe Lys Ovs G TP AsD Pro Trp The Cyvs Qlun His
x 5 REH 15N )

¥

Mat Pro val arg
0
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<210> 89

<211> 20

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Polipéptido capaz de se ligar a Ang-2
<400> 89

Lys Ser gy &l val 61w Qys asn Trp asp Pro Trp Thr £ys Glu His

1 5 10 15

Met Fro Arg Asn
0

<210> 90

<211> 20

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Polipéptido capaz de se ligar a Ang-2
<400> 90

gaY Lys Thr Gin Eﬁu His €ys AsSp Trp §gﬂ Pro Trp Thr Cys Glu His

i3

Met arg Gla Trp
2

<210> 91

<211> 20

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Polipéptido capaz de se ligar a Ang-2
<400> 91
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§Ia.Trg Ghy §ln Eﬁu Ghy Cys asp Yrp &sp Pro Trg Thre Cys 6lu Wis
‘ 5 10 15

15

Mat Leu Pro Met

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

20

92
20
PRT

Sequéncia artificial

Polipéptido capaz de se ligar a Ang-2
92

figm val asn Gln g‘m Asp Cvs Slu Try s‘;gp Feo Treg Thre Ovs Glu His

MET PrO PTO M

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

&t
20

93
20
PRT

Sequéncia artificial

Polipéptido capaz de se ligar a Ang-2
93

;irg ala Pro Gin &g}su Asp Cys gla Trep ign Pro Try Thr Oys %ﬁ%a His

et asp Tle Lys
20

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

94
20
PRT

Sequéncia artificial



<220>
<223>
<400>

291

Polipéptido capaz de se ligar a Ang-2
94

§$$ Gty &ln Aasn Met 6lu Dyvs Glu Trp Asp Pro Trp Thr cyﬁ-Ggu His
1 3 14 1:

Met Fhe arg Ter
pdi;

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

95
20
PRT

Sequéncia artificial

Polipéptido capaz de se ligar a Ang-2
95

Pro arg Lew §ln §Tu Glu Cys val Trep asp Pro Tep The Oys 6lu Mis
1 1 15

Het Pro Leu Arg
20

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

96
20
PRT

Sequéncia artificial

Polipéptido capaz de se ligar a Ang-2
96

arg Thr Thr 6in Glu Lys Cys Gl Trp Asp Pro Tep The Os glo His
1 5 10 15

15

set 6l Ser gln

<210>

24

97
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<211> 20
<212> PRT
<213> Sequéncia artificial
<220>
<223> Polipéptido capaz de se ligar a Ang-2
<400> 97
gﬁn Thr Ser ¢l STy Asp Cys val Trp f;,gp- Fro Trp The Cys ,%Er.s His

Met val Ser ser
~>?I

'

<210> 98
<211> 20
<212> PRT
<213> Sequéncia artificial
<220>
<223> Polipéptido capaz de se ligar a Ang-2
<400> 98
?ﬁm val Ile Gly %rg Pro Oys GEM'Tﬁp.?gp pro Trp Thr Cys Glu dis

135

Leu 6Ty &1y Leu

20

<210> 99

<211> 20

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Polipéptido capaz de se ligar a Ang-2
<400> 99
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'grp &'a Gkn Gin %3u Gl Cys Ala Trp &gp Proo Trg The Ovs Asp His
3 5 ¥ 15

et val oy

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

Ley
24

100
20

PRT

Sequéncia artificial

Polipéptido capaz de se ligar a Ang-2
100

Leu Pre 6y Sln oty Asp Ovs GlY Trp Asp Pro Trp Thry Oys glu His
1 5 10 15

Mer val arg See

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

W

101
20
PRT

Sequéncia artificial

Polipéptido capaz de se ligar a Ang-2
101

Pro Met Asn 61n val Glu Cys asp Trp %gp Pro Trp Thr Oys %gu His
L 3 &

ML Pro Arg Ser
3

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

P

102
20
PRT

Sequéncia artificial
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<220>

<223> Polipéptido capaz de se ligar a Ang-2

<400> 102
phe Gly Trp Ser His gly Cys 6lu Trp Asp fro Trp Thr Cys Glu nis
i 5 10 15

&

met oly Ser Thr
20

<210> 103
<211> 20
<212> PRT
<213> Sequéncia artificial
<220>
<223> Polipéptido capaz de se ligar a Ang-2
<400> 103
%ys ser Thr Gin é;si'\ Asp Cyx aAsp Trp mp Pro Trp The Oys ﬂu Wis

Mer val Gly Pro
W0

<210> 104

<211> 20

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Polipéptido capaz de se ligar a Ang-2
<400> 104

Sly Pro arg Xle ser Thr Cys GIn Trp Asp fro Trp The Ovs olu kis
1 5 16 ' B 5.

set Asp oln Lay



295

<210> 105

30 <211> 20

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Polipéptido capaz de se ligar a Ang-2

<400> 105

ser Thr Tie 6ly ?Sp Met Cys Glu Trp %55 Pra Trp THY O¥S i{éa His

3

et gln val asp
20

<210> 1060

<211> 20

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Polipéptido capaz de se ligar a Ang-2
<400> 106

wal Leu sy 6ly &€in Sly Qys ©lu Try Asp Fro Trp Thr O¥E Arg teu

3 3 1 15

Leu &in Gly Trp
20

<210> 107

<211> 20

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial
<220>

<223> Polipéptido capaz de se ligar a Ang-2



<400>

296

107

gai Leu &1y Gly §1n Gly Cys Gin Trp %SS Fro Fre Thr Cys Ser Wis

15

teu Glu Asp Gly
20

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

108
20
PRT

Sequéncia artificial

Polipéptido capaz de se ligar a Ang-2
108

thr the Ile 6y Ser et Cys ¢Tu Trp &sp Pro Trp The Oy ala His
1 3 R - 15

et Gin Gly Gy
3N

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

109
20
PRT

Sequéncia artificial

Polipéptido capaz de se ligar a Ang-2
109

Thr Lys 61y Lys gezt‘ ¥al Cvs Gln Trp Ag;} Pro Trp The Cys Sier His
1 5 1 S

Mot Gin Ser Gly
3n

<210>
<211>
<212>

=

110
20
PRT



<213>
<220>
<223>
<400>

297

Sequéncia artificial

Polipéptido capaz de se ligar a Ang-2
110

Thr Thr Ile Gy %&rsﬁet Cys Gin Trp &gﬁ Pro Trp the Oys AE& Hig

Mat ola Gly Gly

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

24

111
20
PRT

Sequéncia artificial

Polipéptido capaz de se ligar a Ang-2
111

Tre val asn ¢lu val val Cys Glu Trp isp Pro Trp Thr Cys asn His

13

Tre Asp Thr Bro
P A 20

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

112
20
PRT

Sequéncia artificial

Polipéptido capaz de se ligar a Ang-2
112

val val 6lIn val €y Met Cys GIn Trp Asp Pro Trp Thr Cys Lys His
1 5 NSH] 15

Met Arg Ley &in
&

A
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<210> 113

<211> 20

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Polipéptido capaz de se ligar a Ang-2
<400> 113

%ma.vaﬂ Sy ser oln The tys Glu Trp igp Pro Trp Vhr Cvs ggﬁ His

Lew wal Gy val
¥

2

<210> 114

<211> 20

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Polipéptido capaz de se ligar a Ang-2
<400> 114

&in Gly Met Lys mMet Phe Cys Glu Trp asp Pro Trp Thr ys ala s
i 5 16 13

Ite val Tyr arg
20

<210> 115

<211> 20

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Polipéptido capaz de se ligar a Ang-2
<400> 115
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gﬁr The Ile Gly %er Met Cys Gln Trp igp erg Trp The Cys ?%” His

set Gln Gly &y
20

<210> 116

<211> 20

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Polipéptido capaz de se ligar a Ang-2
<400> 116

Thr Ser Gln arg val gly Cys Glu Yrp asp Pro Trp The Ovs 6ln Ris
I § i% 1%

Lt The Tve the
2%

<210> 117
<211> 20
<212> PRT
<213> Seqgquéncia artificial
<220>
<223> Polipéptido capaz de se ligar a Ang-2
<400> 117
g?n trp Sar Trp gro Pro Cyvs Gl Trp égm Pro Trp Thr Qvs §§m=Thr

-~

val Trp Pro Ser
20

<210> 118
<211> 20
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial



<220>
<223>
<400>

300

Polipéptido capaz de se ligar a Ang-2
118

&1y The Ser #fro Ser fhe Lys Gin Trg.iip Broo Trp The oys i&riﬁis
1 5 { 5

et val &in gy

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

20

119
22
PRT

Sequéncia artificial

Polipéptido capaz de se ligar a Ang-2
119

IR Asn Tyr Les Pro Leu &asp ST Lew asp ala the ey Tye §3u Hig
i g 10 15

Phe X1s Phe #8is Fyr The
W

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

120
22
PRT

Sequéncia artificial

Polipéptido capaz de se ligar a Ang-2
120

Leu Asn Phe The gwa Lew Asp Glu ted Glu &ln The Leu Tyr Gl Gln
i 3 b 13

Trp Thr Leu &in Gin Seap

24
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<210> 121

<211> 22

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Polipéptido capaz de se ligar a Ang-2
<400> 121

Thie Lys vhe Asn Pro Lew Asp Glu Lew Glu G The Leu Tyr Glu Gin
1 5 18 15

Frp The Lew oTn His ¢ln
2}

<210> 122

<211> 22

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Polipéptido capaz de se ligar a Ang-2
<400> 122

Yal Lys Fhe Lys Fro Lau Asp Ala Lewu Gl 6in Thr Lew Tyr Gla wis
1 5 1 15

15

TTrp et rhe Gln 81n Ala
20

<210> 123

<211> 22

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Polipéptido capaz de se ligar a Ang-2
<400> 123
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val Ly Tyr Lys Pro Lo Asp Glu Lew asp Slu e Lay Tyr Glo €ln

ain the ®he gla Glu &rg

i

<210> 124

<211> 22

<212> PRT

<213> Seqgquéncia artificial

<220>

<223> Polipéptido capaz de se ligar a Ang-2
<400> 124

ghr Asn Phe Mat ﬁru el ASD ASp Loy Egu Gin Arg Lau Tyr ?éu Gin
1 & 3 i

Fhe Ile Leu‘ggn &y 61y

<210> 125

<211> 22

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Polipéptido capaz de se ligar a Ang-2
<400> 125

%er Lys PHE Lyg Pro Ley ASp Gy Lew Géu &in Thr Leu Tyr Gl Sln
b H 3

x
&

Trp Thre Lew gén His Ala

<210> 126
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<211> 22

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Polipéptido capaz de se ligar a Ang-2
<400> 126

Gin Lys phe GIn Pro Lew Asp &lu Lew Glu Gin Thr Lew Tye §Eﬂ &in

1 5 EL): 15

phe Met Lau Gla Gln ala
28

<210> 127

<211> 22

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Polipéptido capaz de se ligar a Ang-2
<400> 127

Stn Aswn Fhe Lys Pro Met Asp Glu Leu Glu &sp Thr Lew Tyr Lys 6l
1 5 EE 1

&

Pphe Lay Phe ?%n iz ser

<210> 128

<211> 22

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Polipéptido capaz de se ligar a Ang-2
<400> 128



304

Tyr Lys Phe The Pro Lew Asp Asp Lew Glu 6in The Leit Tyr %éu Gia
iy 5 15

10

Tep The ten ol #is wal
' 20

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

129
22
PRT

Sequéncia artificial

Polipéptido capaz de se ligar a Ang-2
129

Gin Glu Tyr Gl Pro Lew Asp Glu teu Asp Glu Thr Ley Tyr Asn 6ln
1 S 10 15

15

e

Trp Met Phe His Gln arg
20

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

130
22
PRT

Sequéncia artificial

Polipéptido capaz de se ligar a Ang-2
130

gser asn Fhe Met Fro Ley Asp Glu Leu Glu GIn Thr bLeu Tyr §§u~$in
i 5 M 15

]

Phe Met Leuy g%m His Gin

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

131
22
PRT

Sequéncia artificial
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<220>
<223> Polipéptido capaz de se ligar a Ang-2
<400> 131

61 Lys Tyr 6ln Pro Lew asp 6lu bab Asp Lys Thr teu Tyr asp 6in
1 5 18 15

rhe Met Ley géu &in Gly

<210> 132

<211> 22

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Polipéptido capaz de se ligar a Ang-2
<400> 132

Gin Lys Phe Gln Pro Ly Asp &lu Law Glo 6T The Leu Tyr Lys Gln
S 10 i3

ek

Trp the Leu 6Tn ¢lIn Arg
20

<210> 133

<211> 22

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Polipéptido capaz de se ligar a Ang-2
<400> 133

Wl Lys Ty Lys Fro Leg Asp GW et Asp 6w Tep Leu Tyr His &in
1 3 18 15

Fhie Thr Les His #is @ln

&

<210> 134
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<211> 22

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Polipéptido capaz de se ligar a Ang-2
<400> 134

§Es: Lys Phe Met i;m Ley asp oly Leu Ag;p alu e ke Tyr 2311.: Gin
; 5 0 ~

N

phe Met Phe Gin GlIn Ser
&

ol

<210> 135
<211> 22
<212> PRT
<213> Sequéncia artificial
<220>
<223> Polipéptido capaz de se ligar a Ang-2
<400> 135
?Eﬂ thr Phe 6ln §rm LEU ASP ASD Len %éu Glu Tyr teu Tyr Glu &n

15

Trp e arg ggg Fye gis

<210> 1306

<211> 22

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Polipéptido capaz de se ligar a Ang-2
<400> 136
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GIU ASH Tyr det Bro Ley asp Ala Leu ﬁga-ﬁ?a Ghy Lew Tye Glg gin
i 5 i 15

Phe Ile Ley Loy His Gy

L
2

<210> 137

<211> 22

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Polipéptido capaz de se ligar a Ang-2
<400> 137

#is Thr phe GlIn Pro Leu Asp 616 Lew Glu Glu Thr Lsu Tyr Tyr Gin
1 i 0 15
Trp L(8u Tyr asp §in lLeu

28

<210> 138

<211> 22

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Polipéptido capaz de se ligar a Ang-2
<400> 138

Tyr Lys Phe asn Pro Mat Asp 6lu Lew Glu ¢ln The Lew Tyr 61y Sly
1 5 i 15

she Lau phe Gl #is Ala
a4

<210> 139
<211> 22
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<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Polipéptido capaz de se ligar a Ang-2
<400> 139

Trp The ey gén sis ser

<210> 140

<211> 22

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Polipéptido capaz de se ligar a Ang-2
<400> 140

Sln Lys Phe Lys Pro pew Asp ¢Vu ey glu &ln The Ley tyy ¢lu 6ln

Tep Thr Les g%n Gin arg
L

<210> 141

<211> 22

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Polipéptido capaz de se ligar a Ang-2
<400> 141
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Thr Lys Phe €10 Pro Led ASH G Leu asy Gln The Leb Tyr Glu &y
1 ) REE

1 15

Trp The Lew gén Gin arg

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

142
22
PRT

Sequéncia artificial

Polipéptido capaz de se ligar a Ang-2
142

The Asn phe G gm Ly Asp Gy Leu Asp Gln The Leu Typ h;u &in
1 5 16 1

¥

Trp Thr Leuw Gin Gln Arg
""g A

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

20

143
20
PRT

Sequéncia artificial

Polipéptido capaz de se ligar a Ang-2
143

Ala 61y Sly Met Arg Pro Tyr asg 61y Met Lew aly Trp Pro Asn Tyr
1 3 10 15

asp val Gln Ala
20

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

144
20
PRT

Sequéncia artificial



<220>
<223>
<400>

310

Polipéptido capaz de se ligar a Ang-2
144

%ﬁn Thr Trp Asp gﬁp Pro Oys Met His %gﬁ Lew Gly Pro val %Er Trp

aArg Arg Cys Ile
it

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

145
20
PRT

Sequéncia artificial

Polipéptido capaz de se ligar a Ang-2
145

?Ea Pro Gy GIn arg Pea Tve Asg 61y Met Len Gly Fri Pro {?r'Tyr
: 5 ELY 15

Gln arg Ile val
0

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

146
20
PRT

Sequéncia artificial

Polipéptido capaz de se ligar a Ang-2
146

ser Gly Gin Leg Arg Pro Cys 6w GTu ITe phe Gly ovs Gly Thr gln
1 5 10 15

Asn teu ala Ley

<210>

3

147
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<211> 20

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Polipéptido capaz de se ligar a Ang-2
<400> 147

ghe 1y ASD Lvs érg Pro Leu Glu Oys ggt Pha Sy 51y Pro ége Gin

tey Cys Pro Arg

&

<210> 148

<211> 20

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Polipéptido capaz de se ligar a Ang-2
<400> 148

Gly G¥n &sp Lau grg Pro Cys Glu Asp %gt Phe Gly Cys 6Ty {&r LYs

ASp Trp Tyr Gly
20

<210> 149

<211> 20

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Polipéptido capaz de se ligar a Ang-2
<400> 149



312

gﬁy Phe Gy Tyr vy Asp Gy Hat gly ?Sﬂ pra Phe Thr phe ?}y C¥S
i $ 1 13

Asp Lyvs Gl Thr
20

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

150
20
PRT

Sequéncia artificial

Polipéptido capaz de se ligar a Ang-2
150

Lys ek 610 Tyr Cys asp &1y Met Glu Asp Pro Phe Thr 6ln Gy Cys
1 5 16 15

asp Ast Gla Ser
20

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

151
20
PRT

Sequéncia artificial

Polipéptido capaz de se ligar a Ang-2
151

Leu 6o Glu Trp %ys che 61y val ele asp Fro phe Thr phe §3y Cys
1 & in 1%

Glu Lys Gln Arg

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

20

152
20
PRT

Sequéncia artificial
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<220>
<223> Polipéptido capaz de se ligar a Ang-2
<400> 152

?Ea G‘h‘l ,ﬁ.sp Wr g}’& Qi ¥ f:ﬂ}f RET un ?%p Brg Phﬁ Thi P‘hﬁ 51}3 Eys
k3 : i{ 13

Glu Wet §1n Lys
20

<210> 153
<211> 20
<212> PRT
<213> Sequéncia artificial
<220>
<223> Polipéptido capaz de se ligar a Ang-2
<400> 153
iiw Leu Asp Tyr gys Glu Gly w31 &ln s;ép Feo Phe The vhe Eé\r ST

i

Glu Asp Len Asp
' 24

<210> 154

<211> 20

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Polipéptido capaz de se ligar a Ang-2

<400> 154
pis €1n 6lu Tyr Cys ¢lu 6ly Mev ¢Tu asp pro she The Phe ¢lv s
1 5 10 15

aglu Tyr 6ln Gly

20
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<210> 155

<211> 20

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Polipéptido capaz de se ligar a Ang-2
<400> 155

Mot Led Asp Tyr s Glu Gly Mey Asp ggp ero ehe The phe %Ey Sy
1 S 1 15

Asp Lys aln Met
poLy s

<210> 156

<211> 20

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Polipéptido capaz de se ligar a Ang-2

<400> 156

gyﬂys

3
&

et 6ln Asp Tyr Cve &lu &ly wal &l Agg Pro Phe Thr Phe &
3 3 1 N

siu Asn Gln Arg

<210> 157

<211> 20

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Polipéptido capaz de se ligar a Ang-2
<400> 157
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bey GIn asp Tyr Cys Glu ¢ly val Glu ASp fro phe The Phe Gly Cys

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>

b 5 16

Glu Lys 6in Arg
20

158
20
PRT

Sequéncia artificial
Polipéptido capaz de se ligar a Ang-2
caracteristicas diversas

(L) .. (1)

Xaa estd ausente ou ¢ um residuo

hidrofdébico neutro, polar neutro ou bésico.

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

caracteristicas diversas
(2,4, 14)..(19)
Xaa é um residuo aminoadcido hidrofdébico

neutro.

caracteristicas diversas
(3, 6)..(17)

Xaa € um residuo aminodcido acidico.

caracteristicas diversas

(8) ..(8)

15

aminoacido

neutro ou

Xaa € um residuo aminodcido hidrofdébico neutro.



<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
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caracteristicas diversas
(9)..(9)
Xaa é E, D ou 0.

caracteristicas diversas

(18)..(18)

Xaa é um residuo aminoédcido hidrofdébico neutro, polar

neutro ou bésico.

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

¥aR ¥ae Xag Xaa Cys ¥an &1y Xa’ Xaa Asp Pro Phe Thr Xaa &ly Qvs
3 S NEH 15

ES

caracteristicas diversas
(20) .. (20)
Xaa estd ausente ou é um residuo aminoéacido.

158

X3z 2R 3 xaa

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
Ang-2
<400>

SOORICERC ROUTENAsty CaRctgaoRs cagitgenet gogsaracet glgggangs

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

159
60
ADN

Sequéncia artificial

ADN que codifica péptido que é capaz de se ligar

159

o0y
o

160
60
ADN

Sequéncia artificial

a



<220>
<223>
Ang-2
<400>

SOOEACHINT RENERYNAY CORAININED SORUNRGNT RRETRcAT froguntasy

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

317

ADN que codifica péptido que é capaz de se ligar a

160

&
i

16l
60
ADN

Sequéncia artificial

ADN que codifica péptido capaz de se ligar a Ang-2
16l

TGS RUNRCENRY onualgaes coPigeeset rpassaes? quotsssgdt &0
& B RIPTR B R AN 3 AR

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
Ang-2
<400>

162
60
ADN

Sequéncia artificial

ADN que codifica péptido que é capaz de se ligar a

162

AROCHICIES SEonagity coastynese Soplgaastt geguacaoat GRanasngt €

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>

163
60
ADN

Sequéncia artificial
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<223> ADN que codifica péptido que é capaz de se ligar
Ang-2
<400> 163

HUSHANCO ALDRSYIN CORAITAS COTGNRt SUGRROACET Qoo B0

<210> 1064

<211> 60

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial
<220>

<223> ADN que codifica péptido que é capaz de se ligar

SIROERINt AQIREYNNG CORATRNED SOFRgRest rgrRcanat gingamtioy g0

<210> 165

<211> 60

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> ADN que codifica péptido capaz de se ligar a Ang-2
<400> 165

gloogogie apenagsely coaaignoRc oogiposea gopssnecet glangtiog i
<210> 166

<211> 60

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> ADN que codifica péptido capaz de se ligar a Ang-2
<400> 166

a

a



tygaotaels sqoaagaaly coRalonoal comugentt gooaacacet gueh
Juisky St Q] LRI AR RS B

<210> 167
<211> 60
<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> ADN que codifica péptido que é

<210> 168
<211> 60
<212> ADN

agRRGna sey

(S8

SRRt R

<213> Seqgquéncia artificial

<220>

ACERRAL SR

¥,

fant

2%
T

<223> ADN que codifica péptido que ¢é

Ang-2
<400> 168

<213> Articial sequence

<220>

SROUANTT SONSRCRGET HURegten

<223> ADN que codifica péptido que ¢é

capaz de se ligar

3
25,
*

capaz de se ligar

#Q

capaz de se ligar
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<210> 170

<211> 60

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> ADN que codifica péptido que é capaz de se ligar
Ang-2

<400> 170

BECTHCHS AQTEINANY COREIGNTNS Reglgon] gopsecanal Joogutiagy By

<210> 171

<211> 60

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> ADN que codifica péptido capaz de se ligar a Ang-2
<400> 171

ASTNNOERG SERNUNEIS ONARTUNGAY CORNUINSEY RUAHCATAY (OO B
<210> 172

<211> 60

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial
<220>

<223> ADN que codifica péptido capaz de se ligar a Ang-2

<400> 172
SHEBRBADT IESROHAG L coglugecel prosasaeal Sreinaakm #Q
<210> 173

<211> 60
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<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> ADN que codifica péptido que é
Ang-2

<400> 173

Sotigosale RSoRsnoRy SHRtInUoRG SURHAtet Jasansent Sotgegaty
<210> 174

<211> 60

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> ADN que codifica péptido que ¢é
Ang-2

<400> 174

SCGOHSACS ANUEIEHNE AERANNGNRE SOZRGRCS! FONRANE0RT JRERNYNG

<210> 175

<211> 60

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> ADN que codifica péptido que é
Ang-2

<400> 175

antgaionqe sgpasqenty coastgoaes aogigaest pogeicscsd goasicnag

<210> 176
<211> 60
<212> ADN

capaz de se

(5]

capaz de se

&

capaz de se

o
)

3

ligar

ligar

ligar

a

a

a
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<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> ADN que codifica péptido que é capaz de se ligar
Ang-2

<400> 176

4
o

<210> 177

<211> 60

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> ADN que codifica péptido capaz de se ligar a Ang-2
<400> 177

SORGGIIgn AO0SRgRS CoiGoNEs cogigoacet gonanoanat googaigagt i
<210> 178

<211> 60

<212> ADN

<213> Seqgquéncia artificial

<223> ADN que codifica péptido capaz de se ligar a Ang-2
<400> 178

SERIG CUSRIDORET sogteusctt geaascacal SURainnesy (=N

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial
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<223> ADN que codifica péptido que é capaz de se

Ang-2
<400> 179
<210> 180
<211> 60
<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<223> ADN que codifica péptido que ¢é capaz de se

i

B SR RIROCE CenRssReel iaRay a0

Prw

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> ADN que codifica péptido que é capaz de se
Ang-2

<400> 181

TUQIENAGT RE0RARHRTY cRCHDNEs nugtonasst gorcnaeal gutingieiy 6

<210> 182

<211> 60

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>

ligar

ligar

ligar

a



324

<223> ADN que codifica péptido que é capaz de se ligar
Ang-2
<400> 182

CERTHOGIC sunsaganiy coRatpinas roginpane! gupsscanst pticgtice 80

<210> 183

<211> 60

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> ADN que codifica péptido capaz de se ligar a Ang-2
<400> 183

SUREINACT GMRNealE CORSiNnRC toptnyast pupRacEcal googtghise S0
<210> 184

<211> 60

<212> ADN

<213> Seqgquéncia artificial

<220>

<223> ADN que codifica péptido que é capaz de se ligar
Ang-2

<400> 184

s
4

HognRas cleacgoy cossinnnet corinant qepanosat gantivtase

<210> 185

<211> 60

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> ADN que codifica péptido que & capaz de se ligar
Ang-2
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<400> 185
SANIOROND HOGELS sl eplggasat gogsetteR! galiyateg fiy

<210> 186

<211> 60

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> ADN que codifica péptido que é capaz de se
Ang-2

<400> 186

g

DERREER oRCAn CCONRG nogEygiet pngsnacansd JERraTeh &

<210> 187

<211> 60

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> ADN que codifica péptido que é capaz de se
Ang-2

<400> 187

(=23
o

teoaccateg Miosemigly oyaaigooec coglpgandt gogaicanst geaggtiges

<210> 188

<211> 60

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> ADN que codifica péptido que ¢é capaz de se
Ang-2

<400> 188

ligar

ligar

ligar
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CRCTISRNE SIORUNCHS SUREEDAY COPITANTE RUCRINIONT NNN0anY B
<210> 189

<211> 60

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial
<220>

<223> ADN que codifica péptido capaz de se ligar a Ang-2

<400> 189

Riggste ooaunuy CORYINRNRC STQINASEn! Qolneantt QUSEgSeay B
<210> 190

<211> 60

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> ADN que codifica péptido que é capaz de se ligar a
Ang-2

<400> 190

<210> 191

<211> 60

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> ADN que codifica péptido que é capaz de se ligar a
Ang-2

<400> 191

BICAREYET Btontiin oreiignen suginend solncanat geagdonagt 2



<210> 192
<211> 60
<212> ADN

327

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> ADN que codifica péptido que é

Ang-2
<400> 192

<210> 193
<211> 60
<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> ADN que codifica péptido que é

Ang-2
<400> 193

tgaatisacy sagitaing

<210> 194
<211> 60
<212> ADN

SORANIEHAL CONAENON GUNEICAnY) SasCateeg

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> ADN que codifica péptido que ¢é

Ang-2
<400> 194

gw\»mng ot g~g§

(%]

<210> 195

STRSOUGAT OOEJRCSt JuRsANECal JUENgRag

capaz de se

capaz de se

capaz de se

ligar

ligar

ligar
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<211> 60

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> ADN que codifica péptido que é capaz de se ligar a
Ang-2

<400> 195

ciatiogl coosgesty cyaasigogas cotuganst gegslcanct aytiaeagit EQ
n S = e o pd - EE RN = 3 ~

<210> 196

<211> 60

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> ADN que codifica péptido capaz de se ligar a Ang-2

<400> 196

CRROUtEe AasigNsy CRinNGat soigaesd gegnttanyt sgittassit &
<210> 197

<211> 60

<212> ADN

<213> Seqgquéncia artificial
<220>

<223> ADN que codifica péptido que é capaz de se ligar a

Ang-2

<400> 197

BEURTRICG RCOSIONG SCAROCTRC ONGecst QONSBNRCS! goagastagt g0
<210> 198

<211> 60

<212> ADN



<213>
<220>
<223>
Ang-2
<400>

329

Sequéncia artificial

ADN que codifica péptido que é capaz de se ligar

198

BOCIRCRES RO CUSSIIING COMDUANT JROBITICT Yadansn B0

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
Ang-2
<400>

199
60
ADN

Sequéncia artificial

ADN que codifica péptido que é capaz de se ligar

199

SR QOCeROTRE COREINDHAS CoEIGRRCTY (SoRQAccRt SHgsegint g0

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

Hossuines nghooticly cosgigonast cogiggece! golncoscat goltesga

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>

200
60
ADN

Sequéncia artificial

ADN que codifica péptido capaz de se ligar a Ang-2
200

;]
[

201
42
ADN

Sequéncia artificial



<223>
<400>

330

ADN que codifica péptido capaz de se ligar a Ang-2
201

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
Ang-2
<400>

202
66
ADN

Sequéncia artificial

ADN que codifica péptido que é capaz de se ligar a

202

CAQRACTACE RACCHCLOQR COAACTOUIL QUTACCOLOL ACGIACACTY catcilocac &0

Tagacc

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
Ang-2
<400>

&6
203
66
ADN
Sequéncia artificial

ADN que codifica péptido que é capaz de se ligar a

203

CLORACTECE COLCUrhONd COMACTONNS TRGACCCLSY Jrgascanty gaccohgoay &

gagtec

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>

B8

204
66
ADN

Sequéncia artificial



331

<223> ADN que codifica péptido que é capaz de se ligar a
Ang-2

<400> 204

ACCAAITLCR ACCLOOTTEN LPRACLUPAR CAGRACCUIPE ACgaacagig gaccoigoayg &

ERCCAY &6

<210> 205

<211> 66

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> ADN que codifica péptido que é capaz de se ligar a
Ang-2

<400> 205

SrEaaaiica aacoQoigya cgotoiggaa cagacictygt acgascaclg gatgttocay &0

ragaot 66

<210> 206

<211> 66

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> ADN que codifica péptido que é capaz de se ligar a
Ang-2

<400> 206

grtasataca Agcogrigea cgaactgyeac garatootgl acgaacages Qacoticoayg &

[ascgy &8

<210> 207
<211> 66
<212> ADN



332

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> ADN que codifica péptido que é capaz de se ligar a
Ang-2

<400> 207

JCLAACTTCA {QCCEATQEA COACLLGEas CAGCULCTYL ACORACAgLT CALLCLRLad B

CRYGYHL

&3

<210> 208

<211> 66

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> ADN que codifica péptido que é capaz de se ligar a
Ang-2

<400> 208

TCCABILICH SaCdgoiggs (Gaacigysd Cagacoctigt acguacagty gecocrgeay &0

CaEgee 66

<210> 209

<211> 66

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial
<220>

<223> ADN que codifica péptido capaz de se ligar a Ang-2

<400> 209
CEOAAFTLEC AGCCQUEPea CYARTIHLAR CAORCLLLYE Anga’TAGLL catgoiplag ol
£agact &6
<210> 210

<211> 066



333

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> ADN que codifica péptido capaz de se ligar a Ang-2
<400> 210

cagaacttaa FAccuALaga CUAALTOUESE SHLACCCTYT L33 cagtyt colglicrag &0

£RaCReC b

<210> 211

<211> 66

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> ADN que codifica péptido que é capaz de se ligar a
Ang-2

<400> 211

tacaasticy CoCogitudy cgadoignana cagaccoigh acgaacaghg gacooigoay G0

Caogre &8

<210> 212

<211> 65

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial
<220>

<223> ADN que codifica péptido que é capaz de se ligar a

Ang-2

<400> 212

AQUAATACYY ACCOUTOURC GRIBCTGIACY AAACCCLgEa CARCCAgLag atgitorace B0
agegt &%

<210> 213



334

<211> 66

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> ADN que codifica péptido que é capaz de se ligar a
Ang-2

<400> 213

TCraActIca LHoogetyus Cgascigyaa Canacootgl aogaacagtt catgotgrag &0

Lantag 88

<210> 214

<211> 66

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> ADN que codifica péptido capaz de se ligar a Ang-2
<400> 214

CRQRARTING IPCOUCTYRR CPAACtgEas assaceotgt acgatoagtt catgotgoag &0

caggat &&

<210> 215

<211> 66

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial
<220>

<223> ADN que codifica péptido que é capaz de se ligar a

Ang-2
<400> 215
cagazatics agogetans rosacigyaa gasaccoiol RIARCIYLE gRCootgray G

£3gegt LY



335

<210> 216

<211> 66

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> ADN que codifica péptido que é capaz de se ligar a
Ang-2

<400> 216

gtiadataca aacogoigud CARCIYtAT gIAtYUOHRL ILCATCINEY caccotgeac G0

CRLLIY 58

<210> 217

<211> 677

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> ADN que codifica péptido que é capaz de se ligar a
Ang-2

<400> 217

CAGARATLCA TOUONCTONa CORACTYNAl DE3ATCCIgY atgaacagqtt Latgrtccag &0

cagiooo &7

<210> 218

<211> 66

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> ADN que codifica péptido que é capaz de se ligar a
Ang-2

<400> 218



336

CHOICCTLCE 2QCCQCTHHA COATOTHNAA gaatacttgl acgaacagty gatcogregt 60
tacLal 66
<210> 219

<211> 66

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> ADN que codifica péptido que é capaz de se ligar a
Ang-2

<400> 219

GAAGRCTACA TUCKOCTOgE Cgctriggac goicagoigl acyglacagtt catcotgoty &0

cacqgt BH

<210> 220

<211> 66

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> ADN que codifica péptido capaz de se ligar a Ang-2
<400> 220

CacacoTies AQUCgetngs CQaactgnan gasacectyt actaccagty gotytacgag S

cagety H8

<210> 221

<211> 66

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> ADN que codifica péptido que é capaz de se ligar a

Ang-2



337

<400> 221
tacasatica accogatyod CQaactgyas CAGACCCTOT ACOAEGAATY cotgtiocag &0

cacget 66

<210> 222

<211> 66

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> ADN que codifica péptido capaz de se ligar a Ang-2
<400> 222

ACCIACLACY FATCGCTYYR CYEITLOOAT POLALLLTYY BOGRACRCLY QATOoLglag &0

fartes 65

<210> 223

<211> 66

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> ADN que codifica péptido que é capaz de se ligar a
Ang-2

<400> 223

CRGAAITLOY A2ccYPetyna coaactygas cagacootgt Acgaacegtyg gacootgoag &0

cagegt &8

<210> 224

<211> 66

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>



338

<223> ADN que codifica péptido que é capaz de se ligar a
Ang-2

<400> 224

SCOEATICC fgCogoigys Cgaactgyan Cagalooigl aqgaatagtly gatcotgoay &0

LAGLQL £6

<210> 225

<211> 66

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> ADN que codifica péptido que é capaz de se ligar a
Ang-2

<400> 225

ACCaRCTLer agocgetoos coadctadar cagaceotyt acgadcagty paLoCtyeay &

Tagegy &6

<210> 226

<211> 60

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> ADN que codifica péptido capaz de se ligar a Ang-2
<400> 226

asivnscs opignacya RrigeNapag achuighcy sncantiac ticascay &0
<210> 227

<211> 60

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>



339

<223> ADN que codifica péptido que é capaz de se
Ang-2
<400> 227

potogigats inogiseats ogeoggintg CloaRigac coBatengs agieaugsy 8

<210> 228

<211> 60

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> ADN que codifica péptido que é capaz de se
Ang-2

<400> 228

Ats

SHCRCHYOT SUGRIORG Calyosal! SlgRonyg Redtivuey fouitticat Bl

<210> 229

<211> 60

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> ADN que codifica péptido que ¢é capaz de se

Ang-2

<400> 229

georgagts SNogiorgi coReoRtay BEeaRUaT SOsCaIEnca AEgiAngR B2
<210> 230

<211> 60

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>

ligar

ligar

ligar
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<223> ADN que codifica péptido que é capaz de se ligar a
Ang-2
<400> 230

toegaiongs inegicegty cusagonsts Hoquligny esncagas colggeioty 8BS

<210> 231

<211> 60

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> ADN que codifica péptido que é capaz de se ligar a
Ang-2

<400> 231

tegginaca sacpicugd ooRainTaip HopgtaTie cgatraget giguoagogt B0

<210> 232

<211> 60

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> ADN que codifica péptido que ¢é capaz de se ligar a
Ang-2

<400> 232

AgeRGGRNG WNCeiconly onnagaosly Sootneg sacossags slomecant &G
HHREN ALY ERERA LA SRR R AR ALY

<210> 233

<211> 60

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial
<220>

<223> ADN que codifica péptido capaz de se ligar a Ang-2



341

<400> 233

GEtogaRl RUCYRCTE THHNRYRG SUNAC] ONUIICHE SHAACARAY Bl

<210> 234

<211> 60

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> ADN que codifica péptido que é capaz de se
Ang-2

<400> 234

FRICICNAST aCigeoans IatgsRanac coplicRons aUagHioraR raacsagle ik

<210> 235

<211> 60

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> ADN que codifica péptido que ¢é capaz de se
Ang-2

<400> 235

CINERNUHA SONCTRSLY IORANKS Serieanyd BRgigods SSRcangt B
: o> ¥ = W R 8 > S W

<210> 236

<211> 60

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> ADN que codifica péptido que é capaz de se
Ang-2

<400> 236

ligar

ligar

ligar



getaggsct sgngRaRy RIRYESTED TRENNAc! NSHOe SRYCSass B0
<210> 237

<211> 60

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> ADN que codifica péptido que é capaz de se ligar a
Ang-2

<400> 237

<210> 238

<211> 60

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> ADN que codifica péptido que é capaz de se ligar a
Ang-2

<400> 238

CRUSAGGER SOInYSRGD MignasgRe coRescel gt SiRonagngt B3

<210> 239

<211> 60

<212> ADN

<213> Articial sequence

<220>

<223> ADN que codifica péptido capaz de se ligar a Ang-2
<400> 239

stpohygect RolRegiads HINORCERe Sogiiant DYRNgONs taaadagslyg &



<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
Ang-2
<400>

343

240
60
ADN

Sequéncia artificial

ADN que codifica péptido que é capaz de se ligar

240

cigeaggaet sotgegsang oineegse cophescnt INgatgoRs sascTRgoyl B

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
Ang-2
<400>

241
60
ADN

Sequéncia artificial

ADN que codifica péptido que é capaz de se ligar

241

SHCANURCT ROIGCERANG TONDARERT OOSINROOT ONEINCNR Suancayent AL

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
Ang-2
<400>

242
54
ADN

Sequéncia artificial

ADN que codifica péptido que é capaz de se ligar

242

BCHRCTRGT goRsqat IORIQACong Meaniiivg golginaias ooas L
e TR ey 2

<210>

243



344

<211> 250

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> ADN que codifica péptido capaz de se ligar a Ang-2
<400> 243

Met Asp Lys the #is The Qs Pro oo Ovs Pro ala Fro Tu Lew tes
i & 10 i%

Sy Sly pro ser wal bhe bew Phe Pro Brg L¥s Pro Lys asp Thr Les
G 2% 30

Mot Il ser arg thr Pro 6l val whe Oys wal val val asp val ser
35 43 &%

His ggu Asp Fre Glu val Lys Phe Asn Yrp Tyr ;g} asp Giy val sly
G 5 ,

val #is Asn Ala Lys Thr Lys Fro Arg Glo 6ln Gln Tyr Asn Ser Thr
6% 70 75 D

Tyr arg val val ser val Leu Thr val (su His Gln Asp Trp Leu Asn

BS 80 a3



345

Gly Lys Glu Tyr Lys ©ys Lys vl Ser Asn Lys ata Lew Pro ala Pro
10¢ 103 110

Ite Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gin Pro Arg Glu Pro Gin
115 120 135

val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu teu Thy Lys asn &in val
130 133 14

Ser Lew Thr Cys Leu val Lys Gly phe Tyr e

: "o Ser Asp Tle ala val
145 150 5

160

Slu Trp 6Ty Ser asn Gly Gln Pro 610 Asn asa Tye wys Thr The Pro
168 17 7%

Fro wal Leau Asp Ser asp ¢ly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Lau The
180 185 I8¢

Yal Asp Lys Ser arg Trp oln 6la Gly Ash ¥31 Phe Ser {ys ser val
15% 200 205

wet Bis Slu Ala Leu HIS asn ¥is Tyr The 6in Lys Ser Leu Ser Leu

ter Pro gly Lys Gly Gly 6ly oty Gly Cys Thy Al &y Tyr Wis Vrp

225 230 235 ) 240
AST Ser Asp Cys Glu Cys Lys Arg Arg Asn
245 258
<210> 244
<211> 29
<212> ADN

<213> Sequéncia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido

<400> 244
seasepeain gelcinal senpsags et
<210> 245

<211> 42



<212> ADN

<213> Sequéncia artificial
<220>

<223> Oligonucloetido
<400> 245

<210> 246

<211> 29

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial
<220>

<223> Oligonucledétido
<400> 2460

%3

casangRl gannicall aRaRcoags e

<210> 247

<211> 43

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido
<400> 247

SRCATRERNY TRRCRYNET NORGRITNG gijegReanis et

<210> 248

<211> 91

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido

346

3

(7]



347

<400> 248

Cys Ala Cys ala g‘i ¥ Thr &ly Cys ala cgs ala Gy oy 6y ‘{gr Asn
3 ' 1 '

=

A Lys ASn A58 L¥S ASR ASH LyS ASH ASR Lys AN Ash Lys Asn Asn
iy 25 30

Lys Asn Ast Lys Ser ala arg ‘é*gr Yy Gly 6y ala };t%r Lys Oys Gy
35 j 43

')

The fé;if}y Gly Ala ser Qs g}:n ASP L¥S ASn Asn EE;E;S AST ASH LYS ASH

575

ASR LYS ASR ASR Lys ASn ASn LYS Asn Asn Lys €ys Ala Thre The Cys
&3 70 T3 80

THr oys The Cys 61y ala &¢ly ala vhe Eés Ala
&5 3

<210> 249

<211> 91

<212> PRT

<213> Seqgquéncia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido
<400> 249



348

cys Ala Cys ala oly Thr 6Ty Cys Ala Cys aTa 61y 6ly Gly Thr Asn
1 ) 0 15
ASTE LS ASD Asn Lys Asn Ash Lys ATa ATR Lys Cvs Gly bvs {ys Cys
20 25 3
Lys &sh Asn Lys Gy ala Lys Gly Ala Lys ala The Lys Thre Thr Lys
35 40 48
Gly Gy tys Gly 61y Lys Asn Asn Lys ATa oys Lys The Ala Lys Cvs
58 55 &0

Ala Lys Asn ASh LyS ASH ASH Lys ASn Asp Lys Cys ala Thr The Cys
&5 70 73 &0
Thr Cys The Cys &ly ala 6y ata Thr Cvs ala

85 30
<210> 250
<211> 95
<212> PRT
<213> Sequéncia artificial
<220>
<223> Oligonucledtido
<400> 250
cys Ala Qs ala Gy Thre Gly Cys ala Cys Ala Gy &1y Gy Thr asn
1 3 if 15
asn Lys Ala ala Lys The Thr tys gga Ata Lys Cys Cys ;._%;_5 Cys The

2 25 3
s Gly ala Lys Gly A¥a Lys Ovs The Lyvs Gly ala Lys &y &%a Lys
35 4G 45
Ala Cys Lys Oys Thr Lys The ala Lys 6ly Ala L.gs Cys ala Lys The
50 55 &

The Lys &Ta Cys bys Thr Thr Lys Cys 813 Lys Cys ATa Lys Asn asn
85 70 ?§ 88
Lys Cvs ala Thr The Qs Thr Cys Thr Cvs &Iy ala 61y Als Thr

&5 a0 as



<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

Cys &%
1
A58 Lys
Lys The
The G6ly
50
TH Lys
&5

The {ys

349

251
91
PRT

Sequéncia artificial

Oligonucledtido

251

Cws ala &Yy The 6y oys alda ggﬁ ala 6y

W s

h

ASH ASH L¥S ASn AsE Lyy Cvs ala Lys gly &¥a Lys
ple 2%

Gly Cys Gly ala 1ys The 6%y Lys Gy ala

3% : 49

Lys aTa Cys Lys The Sy Oys &ly Ala Lys ¢

58

ASH ASR LYS ASR AST LYS ASD Asn Lys Cys Ala Thr th

Thr Cys Gy ala Gly ala The Cys s8la

BS

<210> 252
55 <211> 89

<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

PRT

Sequéncia artificial

Oligonucledtido

252

a "‘\.5&

vs LyS

ala

L%
Y
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%ys sla Cys ala giy Thr Gy Oys Ala Egs ala Gy

Asn Lys Thr ggr Lys Gy ATa Lys Thr ala Lys Asn

2%

Lys 6Ty Gly Lys &1y The tys Oy A%a Lys oy &la
35 4

Thre Thr Lys Ala Cys Lys The The s gly 61y Lys
50 5% Gl

Ala Lys aly Ala Lys Cys ala Lys Asn asn L}S;s TS
65 Tix Fi

The Cys The Cys géy Ata a@ly ala Thr

<210> 253
<211> 95
<212> PRT

<213> Seqgquéncia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido
<400> 253

A

Ash Lys ala g%a Lys The Thr wys &la &Tx Lys €95 Ovs

hd
i

an

L
&3 3

Gy Gly Yhr Asn
15
ASH Lys Gly Als
30
Lys Cys Cvs Lys
Ase Asn Lys Gy

ala The thre

e
[t
i

Cys Ala Cys ala 8Ty he Gy oys 878 Oys ale €y oy o1y Thr &sa
5 1 L3

s

¥S Lys The
1y
Iy ala Lys

bvs Gly ala Lys Gly ala Lys Cys The tys oly ala Lys 6

&5

Ala Cys Lys Cvs The Lys The ala Lys &ly ala Lgs Cys Ala Lys Thr
56 3% &

ey

Tthr Lys ala Cys Lys The The Lys Cys ala Lys Qys ala Lys Asn Asn
85 ik 3 B0

Lys Cys ala Thr Thr Cys Thr Cys The cys Gly ala gly ala Thr
EAY G0 95



<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

351

254
15
ADN

Sequéncia artificial

Oligonucledtido

254

CRSAGIGRAT AEUgH 5

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

255
16
ADN

Sequéncia artificial

Oligonucledtido

255

tRtoinyen Syl EiS

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

(Rageinae tostiagoee o

<210>
<211>
<212>

256
21
ADN

Sequéncia artificial

Oligonucledétido

256

3

257
21
ADN



352

<213> Sequéncia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido
<400> 257

ecsgisac sogagite § 21

<210> 258
<211> 18
<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<223> 0Oligonucledtido
<400> 258

<210> 259

<211> 31

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial
<220>

<223> Pepticorpos capazes de se ligarem a Ang-2
<220>

<221> caracteristicas diversas
<222> (2)..(2)

<223> Xaa = Fc

<400> 259

wet xaa 61y Gly Gly §ly Gly ala 6)n Pro ITe ara 6)a Glu Glu Cys
1 5 18 15

Asp Tre Asp Pro Trp Thr Cys 6lu His Mey Trp 6lu val Lesu Glu

20 25 - 3G
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<210> 260
<211> 31
<212> PRT
<213> Sequéncia artificial
<220>
<223> Pepticorpos capazes de se ligarem a Ang-2
<220>
<221> caracteristicas diversas
<222> (2)..(2)
<223> Xaa = Fc
<400> 260
?Itt xaa Gly Gy {g}y &ly Gly Ala 6ln Thr Asn Ile Glo Glu Glu Oys

1

Glu Frp Asp Pre Trp The Cys Asp His Met Pro 6ly Lys Leu Gl
24 25 Kik;

<210> 261

<211> 31

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial
<220>

<223> Pepticorpos capazes de se ligarem a Ang-2
<220>

<221> caracteristicas diversas
<222> (2)..(2)

<223> Xaa = Fc

<400> 261

Met Xaa Giy sly giy Gy Gly ala G%ﬁ'{gp T Gly &1n Asp-ﬁéa C¥s

Gly Trp Asp Pro Trp Thr Oys Glu His et Al A Gly val Lew Glu



354

20 25 30

<210> 262

<211> 31

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial
<220>

<223> Pepticorpos capazes de se ligarem a Ang-2
<220>

<221> caracteristicas diversas
<222> (2)..(2)

<223> Xaa = Fc

<400> 262

et xay Gly sly §ly glv ¢ly Ala &ln Asn arg Leu G¢in Glu val Oys
1 5 10 15

iu Yrp Asp Pro Trp The Ovs Glu Wis set Glu Ase val teu Glu
20 5 3

<210> 263

<211> 31

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial
<220>

<223> Pepticorpos capazes de se ligarem a Ang-2
<220>

<221> caracteristicas diversas
<222> (2)..(2)

<223> Xaa = Fc

<400> 263



355

riaet Xz 6ly aly &ly Gy &ty Ala sls &%s ala the Gln 6lu &lu Qs

&

Glu Trp Asp Pro Trp thr oyx Gl Mis Met Pro arg Ser Leu &lu
20 25 ‘ 30

<210> 264

<211> 31

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Pepticorpos capazes de se ligarem a Ang-2
<220>

<221> caracteristicas diversas

<222> (2)..(2)

<223> Xaa = Fc

<400> 264

§at xaa aly Gly Ely-ﬁ?y Ghy aly 8ln Leu arg wig 8in Gl E;y‘cys

-~ o

Glu Trp Asp Pro Trp The ©ys Glu His Met Phe Asp Trp Ley Glu
PiY 25 30

25

<210> 265

<211> 31

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Pepticorpos capazes de se ligarem a Ang-2
<220>

<221> caracteristicas diversas

<222> (2)..(2)



356

<223> Xaa = Fc
<400> 265

met xaa 6ly Gly §ly 61y oty als 6ln val ero arg 6ln Lys Asp Cys
i S 16 15

alu Tep ASP Pro Trp The Cys 6lu Hig set Tyr val &1y Lew &lu
240 25 30

<210> 266

<211> 31

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial
<220>

<223> Pepticorpos capazes de se ligarem a Ang-2
<220>

<221> caracteristicas diversas
<222> (2)..(2)

<223> Xaa = Fc

<400> 266

?ﬁt xad 6ly Gy gﬁy &y G6ly ala Glin %gr Tie ger Wis Sly giu Lys

Eo

glu Trp asp fro Trp The oys 61w vis set 6la wal aly teu glu
2 23 30

<210> 267

<211> 31

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Pepticorpos capazes de se ligarem a Ang-2
<220>

<221> caracteristicas diversas



357

<222> (2)..(2)

<223> Xaa = Fc

<400> 267

Mot Xad aly 6ly %3? Gy Gly &la gin §5n Ala ala gin Glu g%u:tyﬁ

X

Gl Tre Asp pro Tep Thr Oys 6lu Nis wet 1y arg wsy teu Glu

20 s 20

<210> 268

<211> 31

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial
<220>

<223> Pepticorpos capazes de se ligarem a Ang-2
<220>

<221> caracteristicas diversas
<222> (2)..(2)

<223> Xaa = Fc

<400> 268

Met Xaa 1y 81y 61y Gly 8ly ala Gin T%r Try Pro Gin asp Lgs DS
1 § ELE 15

e Tep AsSp Pro Trp Thr Cys Glu Bis set 61y Ser Thr Ly 6ly
20 2% 30

<210> 269

<211> 31

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Pepticorpos capazes de se ligarem a Ang-2

<220>



358

<221> caracteristicas diversas
<222> (2)..(2)

<223> Xaa = Fc

<400> 269

st Xaa oly ¢ly oly Gly &1y Ala €1n gly #His Ser €ln 6Tu Glu Cys
3 5 1 15
ly Trp . asp Pro Trp Thr Oys Ghu #is et Gly Thr Ser Leu Y

20 23 - 30

<210> 270

<211> 31

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Pepticorpos capazes de se ligarem a Ang-2
<220>

<221> caracteristicas diversas

<222> (2)..(2)

<223> Xaa = Fc

<400> 270

§et Kag oy Gy gﬁy gly &ly alg gin §1n His Trp Glin Glu Eéu £¥s

1B

Gl Trp Asp Pro Trp Thr Cys Asp #is Met Pro Ser Lys Leu Glu
20 25 ;

<210> 271

<211> 31

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial
<220>

<223> Pepticorpos capazes de se ligarem a Ang-2



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

359

caracteristicas diversas

(2) .. (2)
Xaa = Fc
271

§&t:xaa aly aly giy Gly Gly ala 61n %gn val Arg sln Slu %ya Cys
i . “ 3 E :__3

5]

Gy Trp Asp Pro Tep The Cys Glu 84S Met fro val Arg Leu Glu

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<220>
<221>
222>
<223>
<400>

I

20 25 S 30
272
31
PRT
Sequéncia artificial

Pepticorpos capazes de se ligarem a Ang-2

caracteristicas diversas

(2)..(2)
Xaa = Fc
272

i

Met Xaa Gly Giy g}y Gly 6y ala 6in %ys Ser Gly Gin val @%a xS
1 § 15 15

A8 Trp Asp Pro Trp The Oys 6lu His Meb Bro Arg Asn Lou Glu
&0 3

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>

% 30

273
31
PRT

Sequéncia artificial



360

<223> Pepticorpos capazes de se ligarem a Ang-2
<220>

<221> caracteristicas diversas

<222> (2)..(2)

<223> Xaa = Fc

<400> 273

Met Xaa ¢ly oly %‘éy Gly Gly ala aln val Lys The &ln clu ?3;‘ E¥ES
3 ki 10 13

R

ASp Trp Asp Pro Trp The COvs Glu His met arg 6lu Trp Lew Glu
20 23 3

<210> 274

<211> 31

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Pepticorpos capazes de se ligarem a Ang-2

<220>

<221> caracteristicas diversas

<222> (2)..(2)

<223> Xaa = Fc

<400> 274
l;set Xaa &ly 6ly ggﬂy Gly &ly ala &ln fj&"%a Trp Gly Gin 6lu §}Sy Cys
¥ k e

ASE Trp Asp ET}“ Trp Thr Cys slu tgm MET Leld Prooses Egu Gl
28 23 ¢

<210> 275
<211> 31
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial



361

<220>

<223> Pepticorpos capazes de se ligarem a Ang-2
<220>

<221> caracteristicas diversas

<222> (2)..(2)

<223> Xaa = Fc

<400> 275

’§et: Xaa Giv Gly giy Giy Gly ala glin %rju val asm g1n Glu ?gp £¥S

Gl Trp asp Pro Tre Yhr €ys 6lu s Met Pro Pro Met Lew &lu

<210> 276

<211> 31

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Pepticorpos capazes de se ligarem a Ang-2

<220>

<221> caracteristicas diversas

<222> (2)..(2)

<223> Xaa = Fc

<400> 276
Men Xaa 6y 6ly Gly Gly Gly ala €1n Arg Ala Pro aln Glu Asp Qys
i & 10 15

Glu Trp Asp Pro Trp Thr Cys Ala His Met asp Ile Lys teu Glu
20 25 36

<210> 277
<211> 31
<212> PRT



362

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Pepticorpos capazes de se ligarem a Ang-2
<220>

<221> caracteristicas diversas

<222> (2)..(2)

<223> Xaa = Fc

<400> 277

et Xaa aly Gly 6ly 81y Gly Ala 6fn His Gy oln asy Met glu Qys
1 5 1% 1%
Glu Trp asp ®ro Trp The Lys Glu His Met Phe arg Typ iew Glu

) 25 3h

<210> 278

<211> 31

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial
<220>

<223> Pepticorpos capazes de se ligarem a Ang-2
<220>

<221> caracteristicas diversas
<222> (2)..(2)

<223> Xaa = Fc

<400> 278

Mat Xaax Gly 6ly Gy Gly &y ada 6ln Pro Arg Led &la 6lu 6lu Cys
i 5 10 15

val Trp Asp Bro Tep The Oys 8lu His Met Pro Leu arg iggu &lu
20 25

&

<210> 279
<211> 31



363

<212> PRT
<213> Sequéncia artificial
<220>
<223> Pepticorpos capazes de se ligarem a Ang-2
<220>
<221> caracteristicas diversas
222> (2)..(2)
<223> Xaa = Fc
<400> 279
?Et ¥aa Gly Gly %Ey Gly &ly ala 6ls ?gg;Thr The aln Glu %%S Cys

G Tep Asp Fro Tep The Cys Shu His set glu ser Gin Lau Gly
20 25 36

<210> 280

<211> 31

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Pepticorpos capazes de se ligarem a Ang-2

<220>

<221> caracteristicas diversas

<222> (2)..(2)

<223> Xaa = Fc

<400> 280
et xaa Gly Gly &1y 6hy 6Ty Ala ¢in &l The Ser Gla Glu Asp Qys
1 k3 18 15

yal ¥Yry Asp wro Trp The Oys asp His Met val Ser Ssp iagu Gly
’ 24 25 ;

<210> 281



364

<211> 31

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Pepticorpos capazes de se ligarem a Ang-2

<220>

<221> caracteristicas diversas

<222> (2)..(2)

<223> Xaa = Fc

<400> 281
Met daz Gly 6y 6y Gly &ly Ala 61n &ln wal Ve Gly Arg Pro Qys
1 5 1 1%

Shy Trp asp Pro Trp The Cvs Glu Wis Leu ofe oy Len Leu Slu
28 25 30

<210> 282
<211> 31
<212> PRT
<213> Sequéncia artificial
<220>
<223> Pepticorpos capazes de se ligarem a Ang-2
<220>
<221> caracteristicas diversas
<222> (2)..(2)
<223> Xaa = Fc
<400> 282
?E‘t Xaa Gly Gly g—ﬁy &1y &ly ala Gln {Sp ala 6ln Gin Glu ?éu C¥s

Ala Trp Asp Pro Trp Thr Cys Asp His Met val Gly ey Leu Glu
28 25 3

e



365

<210> 283

<211> 31

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial
<220>

<223> Pepticorpos capazes de se ligarem a Ang-2
<220>

<221> caracteristicas diversas
<222> (2) ..(2)

<223> Xaa = Fc

<400> 283

met Xaa gly 6ly gly Gly oly ala gln Leuw Pro 6ly 6in Glu Asp lys
1 5 10 1%

sle Trp asp Pro Trp Thr Oys Glu His met val arg ser Lsu Glu
20 23 30

<210> 284

<211> 31

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial
<220>

<223> Pepticorpos capazes de se ligarem a Ang-2
<220>

<221> caracteristicas diversas
<222> (2)..(2)

<223> Xaa = Fc

<400> 284



Met Xan Gly oy 6ly 6ly Gy ala Gla Pg@ Met asn Gin val 6
1 % 1 ik

366

Tu Oys
T

Asp Trp asp Pro Trp Thr Cys Glo His det Pro Arg ser Lew Glu
0 25 30

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

det Mas aly iy Gly €y 81y ala ¢ln Phe Gly Trp Ser His Gly Oys
1 3 10 1%

285
31
PRT

Sequéncia artificial

Pepticorpos capazes de se ligarem a Ang-2

caracteristicas diversas

(2) .. (2)
Xaa = Fc
285

lu trp Asp Pro Trp The Cvs Glu #is Met Gly Ser Thr Levw 6w

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<220>
<221>
<222>

28 0 30

286
31
PRT

Sequéncia artificial

Pepticorpos capazes de se ligarem a Ang-2

caracteristicas diversas

(2) .. (2)



367

<223> Xaa = Fc
<400> 286

et Naa 4ly Gly 6ly Giy Gly Ala 61n Lys Ser Thr Gln Asp Asp Qys
1 3 10 13

ASp Trp Asp Pro Trp Thr Cys Glu #is wet val &y Pro Leu Glu
PiY; 25 30

<210> 287

<211> 31

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial
<220>

<223> Pepticorpos capazes de se ligarem a Ang-2
<220>

<221> caracteristicas diversas
<222> (2) ..(2)

<223> Xaa = Fc

<400> 287

Mot Xaa Gly Gly :%"iy Gy Gly Ala gla %;y Pra Arg Ile Ser }*ﬁr Cys

N

GIn Trp asp Fro Trp The Cys 6lu Mis met Asp 61n Lew Leu &lu
20 25 30

<210> 288

<211> 31

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Pepticorpos capazes de se ligarem a Ang-2
<220>

<221> caracteristicas diversas



368

<222> (2)..(2)
<223> Xaa = Fc
<400> 288
§ex‘: Xax oby &ly téy Giy Gy Ala Gin %gr THr Ile Gy asp ?iigt L¥5

Gy Trg asp ij:m Trp thr Cys &la g;&i s Met 8in val asp Lsgu Gl

AR

<210> 289
<211> 31
<212> PRT
<213> Sequéncia artificial
<220>
<223> Pepticorpos capazes de se ligarem a Ang-2
<220>
<221> caracteristicas diversas
<222> (2)..(2)
<223> Xaa = Fc
<400> 289
‘;hat X3a 6ly Gly g’"ty Gly Gly Ala 6ln ig‘ﬁ teu &ly 6ly 6in %33} C¥S

Glu Trp Asp Pro Trp Fhre Ops arg tew tev 61n Gly Frp Lew Gty

<210> 290

<211> 31

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Pepticorpos capazes de se ligarem a Ang-2

<220>



369

<221> caracteristicas diversas
<222> (2).. (2)

<223> Xaa = Fc

<400> 290

§at Xaa Gly Glw Gly Gly Gly ala gln gg? Lay 61y Gly &ln gly oys
i ) B4 13

GIR Trp asp Pro Troe The Cps Ser His Lew 6lu Asp Gly Lau 6lu
20 25 3%

<210> 291

<211> 31

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial
<220>

<223> Pepticorpos capazes de se ligarem a Ang-2
<220>

<221> caracteristicas diversas
<222> (2)..(2)

<223> Xaa = Fc

<400> 291

mMet xXaa 6ly Gly 8ly Gly 61y &la 6in The Thr 1le GTy‘Sﬁ?‘Mgt Cys
1 5 1@ i

G149 Trp Asp Pro Trp The Cys 8la Biz Met ¢1n 61y oy ey Gl

0 25 30

<210> 292

<211> 31

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>



370

<223> Pepticorpos capazes de se ligarem a Ang-2
<220>

<221> caracteristicas diversas

<222> (2)..(2)

<223> Xaa = Fc

<400> 292

Mat xaa &ly Gly @ly Gy Gly ala &1 Thr Lys Gly Lys Ser val Cys
1 5 18 15

B Tep ASp Fro Tep The s &ar g Mot §ln Ser 6ly Lew 6lu
20 25 30

<210> 293

<211> 31

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Pepticorpos capazes de se ligarem a Ang-2
<220>

<221> caracteristicas diversas

<222> (2)..(2)

<223> Xaa = Fc

<400> 293

§et.xaa-ﬁly SEy‘?iy‘G?y Gly ala Gin'ggr Thr tla Gly Ser ?gt Cys

Gin Trp Asp Pro Trp The Cys Ala #is st 6ln 61y 6ly tew Glu

20 &% 34

<210> 294
<211> 31
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial



371

<220>

<223> Pepticorpos capazes de se ligarem a Ang-2
<220>

<221> caracteristicas diversas

<222> (2)..(2)

<223> Xaa = Fc

<400> 294

Met Xaa aly @iy gﬁy Gly Gly ala @¢in ggp wal asa Glu val §§T Cys
l L] 1.2

Ghs Trg Asp ggn Trg Thr Cys Asn g%s Trp Asp Thr Pro Lgu:ﬁ}u
e ! 3

<210> 295

<211> 31

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Pepticorpos capazes de se ligarem a Ang-2
<220>

<221> caracteristicas diversas

<222> (2)..(2)

<223> Xaa = Fc

<400> 295

Tet xaa &ly aly giy Gly 6y a¥a Gin §§1 val 61n val Gly et Oys

15

GIn Trp Asp Pro Trp The Oys Lys His Met Arg teu Gin bew Glu
20 25 30

<210> 296
<211> 31



372

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Pepticorpos capazes de se ligarem a Ang-2

<220>

<221> caracteristicas diversas

222> (2)..(2)

<223> Xaa = Fc

<400> 296
?et xXaa 8ly G?yrgﬁy &1y Gly ala gln gga val gly Ser Gln igr Cys
Gle Tryg Asp grﬁ Trp The Cvs Ala His ey val &la wal %gu Glu

-
£ &5

<210> 297

<211> 31

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial
<220>

<223> Pepticorpos capazes de se ligarem a Ang-2
<220>

<221> caracteristicas diversas
<222> (2)..(2)

<223> Xaa = Fc

<400> 297

MEt xad gly 61y Gy Gy 61y ala 6ln §In Gly S8t Lys set Phe Qs
i $ 10 15
o¥u Trp asp Pro Trp Thr Ors alz #is ITe val Tyr arg Leu Gly

20 25 - 30

<210> 298



373

<211> 31
<212> PRT
<213> Sequéncia artificial
<220>
<223> Pepticorpos capazes de se ligarem a Ang-2
<220>
<221> caracteristicas diversas
<222> (2)..(2)
<223> Xaa = Fc
<400> 298
%&t xaa Gly Gy gly Gly &1y ala Glin igr Thr 1le ¢y ser Met Oys

1%

sl Tre Asp Pro Trp The Ovs Glo His Met 6in Gly o1y Lew Gluw
20 25 30

<210> 299
<211> 31
<212> PRT
<213> Sequéncia artificial
<220>
<223> Pepticorpos capazes de se ligarem a Ang-2
<220>
<221> caracteristicas diversas
<222> (2)..(2)
<223> Xaa = Fc
<400> 299
'?et X&a &ly sly giy-ﬁly aiy ala Gln EEP ser Gln arg val ggy <y

Glu Tre Asp Pro Trp The Cvs 6ln Mis Leu thr Tyr Thr Leu Glu

0 £3 30



374

<210> 300

<211> 31

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial
<220>

<223> Pepticorpos capazes de se ligarem a Ang-2
<220>

<221> caracteristicas diversas
<222> (2) ..(2)

<223> Xaa = Fc

<400> 300

Mat ¥aa Gy &ly tgiy Gy gy Ala gn ﬁn Trp Sar Trp Fro iiga Tys
1 - £ L3

Gl Trp Asp gra Trp The Cvs Gla g?r w3l Trp Pro See %gm Glu
it 25 ¥

<210> 301

<211> 31

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial
<220>

<223> Pepticorpos capazes de se ligarem a Ang-2
<220>

<221> caracteristicas diversas
<222> (2)..(2)

<223> Xaa = Fc

<400> 301

f;ﬁ&ﬁ: Xan 6ly Giy tgi“iy Gy Gly ala win }:{1}; Thr $er Pro Sev gige CYS

GTn Trp asp Pro Tre The Cys Ser His set val 6in Gly Leu aly

20 25 30



375

<210> 302

<211> 31

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial
<220>

<223> Pepticorpos capazes de se ligarem a Ang-2
<220>

<221> caracteristicas diversas
<222> (2)..(2)

<223> Xaa = Fc

<400> 302

#et xaa 6ly sly Gly gy Gly ala 6ls Ti{’;r‘ Gin Gly Lau Wis r:‘i‘tn ys
i 5 ’ if 5

gle Trp Asp Pro Trp Thr Cys Lys val Leu Trp Pro Ser Lev Glu
20 25 30

<210> 303

<211> 31

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial
<220>

<223> Pepticorpos capazes de se ligarem a Ang-2
<220>

<221> caracteristicas diversas
<222> (2)..(2)

<223> Xaa = Fc

<400> 303



376

et Xaa aly oy 8ly 61y 61y Ala &n val Tro arg ser 6ln vgi w5
X 5 .

Y A3

GIR Tre asg Pro Tep The Cvs &S Lew &ly Gly Asp Trp 8w Glu
26 23 30

<210> 304
<211> 31
<212> PRT
<213> Sequéncia artificial
<220>
<223> Pepticorpos capazes de se ligarem a Ang-2
<220>
<221> caracteristicas diversas
<222> (2)..(2)
<223> Xaa = Fc
<400> 304
?&t Xaa &y Giy'giy &1y 6ly ala 6in §§§ Lys Tle Lew Glu Giu Cys

15

6lin Trp asp ggm Trp Thr Cys &in #he Phe Tye Gy ala %gu Siw

- o

<210> 305

<211> 31

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Pepticorpos capazes de se ligarem a Ang-2
<220>

<221> caracteristicas diversas

<222> (2)..(2)

<223> Xaa = Fc



<400>

377

305

ﬁet xaa gy Gly gﬁy Gly Gly Ala 6in Ala Thr ehe ala Arg g%n Cys

-

Gln Try Asp Pro Tep Thr Cys ala keu Gly Gy Asn Trp Leu Glu

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

28 25 30
306
31
PRT
Sequéncia artificial

Pepticorpos capazes de se ligarem a Ang-2

caracteristicas diversas

(2) ..(2)
Xaa = Fc
3006

i;!ﬂet ¥ag oty Gy ¢ly oy 8y a%8 &in gy #ro ala &ln Glu g‘m C¥s
] 5 10 15

A

Glu Tep asp Fra Tep the Oys Glu Pro Leuw Pro Lew Met Lteu 6lu
20 25 34

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<220>
<221>

307
31
PRT

Sequéncia artificial

Pepticorpos capazes de se ligarem a Ang-2

caracteristicas diversas



378

<222> (2)..(2)
<223> Xaa = Fc
<400> 307

wet Xaa 6y ¢ly Gly 6ly Gly ala 6in &rg Pro Glu Asp Met Cys Ser
1 § 1 15
Gln Trp Asp Pro Tep Thr Trp #is teu Gla §ly Tyr Cys e 6l

20 2% 3G

<210> 308
<211> 31
<212> PRT
<213> Sequéncia artificial
<220>
<223> Pepticorpos capazes de se ligarem a Ang-2
<220>
<221> caracteristicas diversas
<222> (2)..(2)
<223> Xaa = Fc
<400> 308
ﬁet aa &y ¢ly %Ey Gy Gly Ala &n %gn Tep Gln Leu ala Vﬁ? Cys

15

Gin Trp asp Pro Gin The Cys asp HMis set Gly ala Leu Leuw Glu
20 35 '

3

<210> 309

<211> 31

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Pepticorpos capazes de se ligarem a Ang-2

<220>



379

<221> caracteristicas diversas
<222> (2)..(2)
<223> Xaa = Fc

<400> 309

Met Xaa Gly 6iy sly 8ly &1y &l1a Gin The &ln Lew val ser %gu C¥5
1 ' % i o

Gle Yep ssp Pro Trp The C¥s Arg Leu teu Asp Gly Tep teu Shu
0 25 ) 39

<210> 310

<211> 31

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial
<220>

<223> Pepticorpos capazes de se ligarem a Ang-2
<220>

<221> caracteristicas diversas
<222> (2) ..(2)

<223> Xaa = Fc

<400> 310

};:iet xaa Gty iy gﬁy Giy Gly ala gln gﬁgt Gly Gy ala &y ,]é:gg Vs

Gl TR ASp Pra Trp The Crs T Law ey Gln &1y Trp Leu Glu
Fas 23 30

<210> 311

<211> 31

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial
<220>

<223> Pepticorpos capazes de se ligarem a Ang-2



380

<220>

<221> caracteristicas diversas
<222> (2) ..(2)

<223> Xaa = Fc

<400> 311

Met ¥aa Gly 6y giy iy sly ala Gln met Sha tew Pro Asm %1& C¥s
& 10 15

Gin Trp Asp Fro Trp The Qys Ser &sn Ly Pro &ie ala Ley &l

20 23 30

<210> 312

<211> 31

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Pepticorpos capazes de se ligarem a Ang-2
<220>

<221> caracteristicas diversas

<222> (2)..(2)

<223> Xaa = Fc

<400> 312

f%@t Xaa Gly Gly giy Gly Gly als 6 iga Gly Trp Ser His ggy‘tys

Glu Tep Asp Pro Tep The Ovs Arg Leo Lew Qs gly Trp teu Glu
24 25 30

<210> 313
<211> 31
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial



381

<220>
<223> Pepticorpos capazes de se ligarem a Ang-2
<220>
<221> caracteristicas diversas
<222> (2)..(2)
<223> Xaa = Fc
<400> 313
ﬁﬂt‘xaa Sy &y §1y aly 6ly Ala ¢n EEP #rg &ln Yhe slu %%y Cys

Gin Trp Asp Pro Trp The Cvs Arg Leu Lew His Gly Yrp Lew Glu

20 25 30

<210> 314

<211> 31

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial
<220>

<223> Pepticorpos capazes de se ligarem a Ang-2
<220>

<221> caracteristicas diversas
<222> (2).. (2)

<223> Xaa = Fc

<400> 314

det Xag 61y oty 61y Gly 61y ala gln Pg@‘asp-Thr ATg Gin ggy Cys
X § A 1

Gln Trp Asp Pro Trp The Oys Arg Leu Yyr Gly Mgt Trp Leu 6lu
20 2% 3

<210> 315
<211> 31



382

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Pepticorpos capazes de se ligarem a Ang-2
<220>

<221> caracteristicas diversas

222> (2)..(2)

<223> Xaa = Fc

<400> 315

et xaa Gly gly 6ly Gly 6y Ala GIn The Trp Pro Gin asp Lys Oys
1 5 10 15
Gle Trp Asp #ro Trp Thr C¥s Arg Leu Lew GIn Gly Trp teu Glu

20 25 30

<210> 316

<211> 31

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial
<220>

<223> Pepticorpos capazes de se ligarem a Ang-2
<220>

<221> caracteristicas diversas
<222> (2)..(2)

<223> Xaa = Fc

<400> 316

Met Xaa Gly ¢ly aly @ly gly ala §ln Asp Lys Iie Ltew Gle Glu Cys
I & 0 15

¢

Glu Trp Asp Pro Trp Thr O¥s Ary EEH Leu Gin Gly Trp %ﬁ& aluy
ik ' 25 i

<210> 317
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<211> 31

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Pepticorpos capazes de se ligarem a Ang-2
<220>

<221> caracteristicas diversas

<222> (2)..(2)

<223> Xaa = Fc

<400> 317

ser Xaa 61y 6ly 61y gly Gly Ala gin Ala ala The Glr Glu Glu Qys
1 5 18 135

tly Trp Asp Pro Tep The Oys Arg Leu Leu &1n 61y Trp Leu Gl
20 25 36

<210> 318

<211> 34

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial
<220>

<223> Pepticorpos capazes de se ligarem a Ang-2
<220>

<221> caracteristicas diversas
<222> (34)..(34)

<223> Xaa = Fc

<400> 318



384

set 61y Ala Gln Thr Asn Phe Met Pro Met Asp Asp teu Glu Gin Arg

ki ) 10 kK

Lew Tyr Gla 6ln rhe Tle Leu Gin gén Gly Lew Glu Gly §gs Gly Gly
20 2! 3

Giy Xaa

<210> 319

<211> 34

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial
<220>

<223> Pepticorpos capazes de se ligarem a Ang-2
<220>

<221> caracteristicas diversas
<222> (34)..(34)

<223> Xaa = Fc

<400> 319

set Gly Ala &in Thr Asn Tyr Lys Pro Leu asp 6lu L&u Asp Ala Thr

L 3 i 15

Lew Tyr Glu §és Trp e Leu Gin ggg Ser Lag Sly Sy g&y Gly Gly

Gly Xag

<210> 320

<211> 34

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>
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<223> Pepticorpos capazes de se ligarem a Ang-2
<220>

<221> caracteristicas diversas

<222> (34)..(34)

<223> Xaa = Fc

<400> 320

et &1y Aata 6ln GIn Lys Tyr 60 Pro Leu Asp Slu Leu &sp Lys Tthy
1 % 14 15

LRy TYP ASD %]‘n Phe Mot Leu Glin g:;]n &ly Lteu 6lu 6ly ggv aly Sy

28 &%

Gly sa’

<210> 321

<211> 34

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial
<220>

<223> Pepticorpos capazes de se ligarem a Ang-2
<220>

<221> caracteristicas diversas
<222> (34)..(34)

<223> Xaa = Fc

<400> 321

ser Gly Ala &ln Lew asn vhe Thr Pro Lep ssp 6lu Leu &%e 6ln The

1 5 KR 15

el Tyr 61y 6ln Trp THr teu Gln ¢In Ser oLeu Glu &y aly 6ly aly
20 25 G

Gly Xaa

<210> 322
<211> 34
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<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Pepticorpos capazes de se ligarem a Ang-2
<220>

<221> caracteristicas diversas

<222> (34)..(34)

<223> Xaa = Fc

<400> 322

sar Gy Ala GIn Gln Lys Phe 6ln Pro Leu asp Glu reu &lu Stn Thr

i 5 10 15

Leu Tyr ¢lu g‘in Fhe Met Leu Gin S‘in ala tew 6l Gy ?3}? oy aly
20

Shy Xua

<210> 323

<211> 34

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial
<220>

<223> Pepticorpos capazes de se ligarem a Ang-2
<220>

<221> caracteristicas diversas
<222> (34)..(34)

<223> Xaa = Fc

<400> 323

Mat §ly ala 6In 6€1n Glu Tyr Glu Pro Leu asp Glu Ley asp Glu Thr
1 5 18 18

Leu TYrP Asn Gl Trp et phe His Gln arg Lew 8lu Gly §gy aly oly
E{j 1L 3

Gly Maa



<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<220>
<221>
222>
<223>
<400>

387

324
34
PRT

Sequéncia artificial

Pepticorpos capazes de se ligarem a Ang-2

caracteristicas diversas
(34) .. (34)
Xaa = Fc

324

et Gly ala Gln val Lys Tyr L¥s Pro Leu Asp Glu Lsuw Asp {‘EES.H Iie
1 ' ) L3

g

Lel Tyr Bin gén GIn The Phe ¢ln §§u Arg Leu Glu Gly géy Gly Gy

§iy xaa

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<220>
<221>
222>
<223>
<400>

325
34
PRT

Sequéncia artificial

Pepticorpos capazes de se ligarem a Ang-2

caracteristicas diversas
(34)..(34)
Xaa = Fc

325



388

Met Gly Ala ¢ln ghr tys phe Gin Pro EEH Asp Glu Lew Asp ?éﬂ Thr
Y T8 s

Ly Tyr Gl Eéﬁ Try Thr ey 6in gﬁn Arg Lek Gy Gly géy cly Gy

& S

Gly Xaa

<210> 32606

<211> 34

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial
<220>

<223> Pepticorpos capazes de se ligarem a Ang-2
<220>

<221> caracteristicas diversas
<222> (34)..(34)

<223> Xaa = Fc

<400> 326

§at Gly ala gIn Thr Asn phe Gln Pro Leu Asp Glu Ley ASp §§n Thy
! 3 15 3

feu Tyr Glu %én Trp The Leu Gls §1ﬁ arg Lew &lu Giy-géy Gly Gly

5

Gy Xaa

<210> 327

<211> 34

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Pepticorpos capazes de se ligarem a Ang-2
<220>

<221> caracteristicas diversas



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

389

(34) ..(34)

Xaa = Fc

caracteristicas diversas

(34) ..(34)
Xaa = Fc
327

mer Gly Ala G!n‘gin asn Fhe Lys Pro #et Asp &y Law Glu asp the
1 A ' 16 15

Lew Tyr Lys 6in Phe Loy Phe Gln His ser Leu Glu Gly oy oy Gly
28 25 RN

Gy Xaa

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

328
34
PRT

Sequéncia artificial

Pepticorpos capazes de se ligarem a Ang-2

caracteristicas diversas
(34)..(34)
Xaa = Fc

328

?et Gly Ala Gin ga? LYS T¥r LyE Fro %gu Asp Gl Lew &sg~%§u Trp

Leu Tyr dis Gln Phe Thr Leu His gi& Gin Lew Ghu 6ly %éy aly 6ly

A S &

Gy Xaa

<210>
<211>

329
34
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<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Pepticorpos capazes de se ligarem a Ang-2
<220>

<221> caracteristicas diversas

<222> (34)..(34)

<223> Xaa = Fc

<400> 329

Met &ly Ala 6In “;“y:r' tys Fhe Thr Pro Leu Asp Asp teu Glu g:m The
i 3 10 i3
Leu Tyr Glu %&n Trp Thr Lew gln gés val Loy Glu Gly géy Gly 6ly

Gly Xaa

<210> 330

<211> 34

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial
<220>

<223> Pepticorpos capazes de se ligarem a Ang-2
<220>

<221> caracteristicas diversas
<222> (34)..(34)

<223> Xaa = Fc

<400> 330

?ﬁt Gly ala Gln g?n 31 Ty Lys Pro iﬁu &sp Gla Ley Asp ?ga'th
i ! 1a

Lew Tyr Glu ?3} s phe Ile Phe His ‘s‘}qg Thr Leu Glu 6ly ?3}}' Gly Gly

Gy Xaa



391

<210> 331
<211> 34
<212> PRT
<213> Sequéncia artificial
<220>
<223> Pepticorpos capazes de se ligarem a Ang-2
<220>
<221> caracteristicas diversas
<222> (34)..(34)
<223> Xaa = Fc
<400> 331
%et Gy ala gin ga? Lys Bhg Lys Pro %gu Asp ala Leuw Glu gén Thr

Leu Tyr glu His Trp Met Phe Gln §in ata teu olu 6y 61y 6ly Gly
P, 25 30
Gly Xaa

<210> 332

<211> 34

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial
<220>

<223> Pepticorpos capazes de se ligarem a Ang-2
<220>

<221> caracteristicas diversas
<222> (34)..(34)

<223> Xaa = Fc

<400> 332



392

wmet Gly ala Gln Glu Asp Tyr Met Pro Leu Asp Als Lew asp ?Ea Galn
1 S 10 15

ekt Tyr Glu 6In Phe ZTe Leu Leuw His iy et 6lu Gly Gy 6y Gy
20 5 36

GHY Xax

<210> 333

<211> 34

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial
<220>

<223> Pepticorpos capazes de se ligarem a Ang-2
<220>

<221> caracteristicas diversas
<222> (34)..(34)

<223> Xaa = Fc

<400> 333

?Et gy ala &ln gyr Lys phe Aspn Pro Met Asp Glu Leu Glu ggn The
% ; kR 3

tey Tyr 6lu 61u Phe Leu rhe gln gis ala teuw Gly Gly ﬁ;y aly Gly
20 2 30

Giy Xaa

<210> 334

<211> 34

<212> PRT

<213> Seqgquéncia artificial

<220>

<223> Pepticorpos capazes de se ligarem a Ang-2
<220>

<221> caracteristicas diversas
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<222> (34)..(34)
<223> Xaa = Fc
<400> 334

ra;vt, Gy ala 6in ;;er Ash Phe Met Pro iigu Asp G Lsu Gly %}Sn Thr

Leu Tyr ol §1n Phe Mot Lel Gln His 6ln Lew Slu 81y 6y 6y Bly
20 25 3G

Gly Xaa

<210> 335

<211> 34

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Pepticorpos capazes de se ligarem a Ang-2

<220>

<221> caracteristicas diversas

<222> (34)..(34)

<223> Xaa = Fc

<400> 335
pet 6ly Ala 61n Q1o Lys phe Glin Fro Leu asp &lu Lew Glu &1y the
1 5 0 15

Len Tyr Lys GIn Trp Thr Lew Gin 61n Arg Leu Glu Gly 6ly 6ly Gly
20 5 3
Gly Xaa

<210> 33606

<211> 34

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>



394

<223> Pepticorpos capazes de se ligarem a Ang-2
<220>

<221> caracteristicas diversas

<222> (34)..(34)

<223> Xaa = Fc

<400> 336

?ﬁt Gy Ala 8ln Gln Lys Phe Met Pro Leu Asp Glu Leuw asp olu X
< 35 19 15

Law Tyr 8ly §1n phe Wet Phe Gln ¢in Ser bteg 6lu Qv 6ly 61y Gly
20 ' 30

Gly Xaa

<210> 337

<211> 34

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Pepticorpos capazes de se ligarem a Ang-2

<220>

<221> caracteristicas diversas

<222> (34)..(34)

<223> Xaa = Fc

<400> 337
wet Gly ala &n Thr Lys Phe Asn Pro Leu asp slu teuw Glu 6in Thr
i3 5 10 13

Lew Tyr Gly gép Trp Thr Len:ﬁ?n'ggs Gin Leu 6lu Gﬁy'ggy aly Gly

Gly Xaa

<210> 338
<211> 34



<212>
<213>
<220>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

395

PRT

Sequéncia artificial

Pepticorpos capazes de se ligarem a Ang-2

caracteristicas diversas
(34) ..(34)
Xaa = Fc

338

fiﬂet sly ala oln wis The Phe sln Pro Leu Asp S1u bew 6lu 61w Thy
1 5 10 15

2

Leu Tyr Tyr Gin Trp Leu Tyr Asp 6ln tew Leu Glu Gly §ly ¢ly 6ly
20 25 36

Sly Xaa
<210> 339
<211> 34
<212> PRT
<213> Sequéncia artificial
<220>
<223> Pepticorpos capazes de se ligarem a Ang-2
<220>
<221> caracteristicas diversas
<222> (34)..(34)
<223> Xaa = Fc
<400> 339
Met aly Ala Glm g?a L¢s Phe Lys PFro %gu Asp Glu teu Glu ggn Thr

e Ty Gy gﬂn Tre The Lew 810 61n Arg Lew 6lu aly Gy §ly sy
{ 25 30

&

Gy xas



<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<220>
<221>
222>
<223>
<400>

396

340
34
PRT

Sequéncia artificial

Pepticorpos capazes de se ligarem a Ang-2

caracteristicas diversas
(34) .. (34)
Xaa = Fc

340

ﬁet Gy ala gln g?n Thr rhe ¢ln Pro %Eu ASp Asp teu 6lu Glu Tvr
k : 15

Lew Tyr Glu gln Trp 1le arg arg Tgr His Lou 6lu 61y 6y Gly sly
20 2 30

b

Sly Xaa

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

341
34
PRT

Sequéncia artificial

Pepticorpos capazes de se ligarem a Ang-2

caracteristicas diversas
(34) ..(34)
Xaa = Fc

341
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set oly ala Gln Ser Lys phe Lys Pro Leu asp 6lu Lteu §le &ln Thr

Ley Tyr Glu Gln Trp The Lew &1n Bis Ala Len 6lu 61y Gly 6ly Gly
20 25 34

Gly Xaa

<210> 342

<211> 31

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial
<220>

<223> Pepticorpos capazes de se ligarem a Ang-2
<220>

<221> caracteristicas diversas
<222> (2)..(2)

<223> Xaa = Fc

<400> 342

Mar xax 81y 81y sy 6ly aly Ala 6¥n Ser aly ©ln Loy arg Pro Cyx

1 5 ' 10 15

5lu 6lu 1le Phe &Yy Cys 61y Thr Gln asn Leu ala Len Lew Glu
ELe 5 30

<210> 343

<211> 31

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Pepticorpos capazes de se ligarem a Ang-2
<220>

<221> caracteristicas diversas
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<222> (2)..(2)
<223> Xaa = Fc
<400> 343

Met xaa Gly Gly Gly 61y 61y ala &in Ala 61y Gly wet Arg Pro Tyr
i g 18 13

asp Gly Met Leu 6y Trp Pro Asp Tyr asp val Gin Ale Leu Glu
20 25 30

<210> 344

<211> 31

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial
<220>

<223> Pepticorpos capazes de se ligarem a Ang-2
<220>

<221> caracteristicas diversas
<222> (2)..(2)

<223> Xaa = Fc

<400> 344

Met Xad Gly Gly sy 8Ty oty Ala &la Sly Gln Agp Len &pg Bro Oys

1 5 10 A 15

Glu Asp Met Phe Gly Cys Gly The Lvs Asp Trp Tyr 61y Leu Glu
' 20 25 30

<210> 345

<211> 31

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Pepticorpos capazes de se ligarem a Ang-2

<220>



399

<221> caracteristicas diversas
<222> (2)..(2)
<223> Xaa = Fc
<400> 345
?ﬂt Xag 61y Gly gy Gly &ly ala ¢lin ?g}a fro Gy Gin Arg ige Fyr

S

Asp Qly Met few Gy Trp #ro Yhe Tyr Gla arg e val tew 6l
2 33 30

<210> 340

<211> 31

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Pepticorpos capazes de se ligarem a Ang-2
<220>

<221> caracteristicas diversas

<222> (2)..(2)

<223> Xaa = Fc

<400> 346
set xax 6ly oy Gly Sty Gly ala Gln 679 The Trg asp asp #ro Oys

ke 5 10 15

vet His Ile Leu §ly Pro val The }’gp Arg Arg Cys Ile f%gu Gy

Rl

<210> 347

<211> 31

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial
<220>

<223> Pepticorpos capazes de se ligarem a Ang-2
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<220>

<221> caracteristicas diversas

<222> (2)..(2)

<223> Xaa = Fc

<400> 347
Mot Xaa &ly Gly oty Gly oly ala 6o Phe 61y &sp Lys Arg Pro Leu
1 5 ig 135
Glu Oys Met gge Gly Gly Pro Ile ggﬂ Leu Lys Pro Arg Leu Gl

<210> 348

<211> 25

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Pepticorpos capazes de se ligarem a Ang-2

<220>

<221> caracteristicas diversas

<222> (2)..(2)

<223> Xaa = Fc

<400> 348

vet xaa 6ly oly 6ly gly 6ly ala 6¥n Lys arg Pro Oys Glu Giw Xie

1 5 10 ES

phe Gly 61y Cys Thr Tyy &in Leu Glu
20 3

<210> 349

<211> 31

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>



401

<223> Pepticorpos capazes de se ligarem a Ang-2
<220>

<221> caracteristicas diversas

<222> (2)..(2)

<223> Xaa = Fc

<400> 349

et xaa oly 6y 6y 6y G6ly ala €Tn Lau 6o glu Trp Oys Slu Gy
1 ‘ 5 10 135

val Glu asp Pro Phe The Phe Gly Cys Glu Lys G§ln Arg ggu Gly
20 23

<210> 350
<211> 31
<212> PRT
<213> Sequéncia artificial
<220>
<223> Pepticorpos capazes de se ligarem a Ang-2
<220>
<221> caracteristicas diversas
<222> (2)..(2)
<223> Xaa = Fc
<400> 350
met Xaa Gly 6ly &ly Gly ¢y ala Gln Met Leu Asp Tyr Cys Glu gy

1 5 kb 15

Mer Asp Asp Pro Phe Thr Phe Gly Cys Asp Lys &1n Met Lew 6lu
24 25 30

<210> 351
<211> 31
<212> PRT
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<213> Sequéncia artificial
<220>
<223> Pepticorpos capazes de se ligarem a Ang-2
<220>
<221> caracteristicas diversas
<222> (2)..(2)
<223> Xaa = Fc
<400> 351
?ﬂt xaa oly 6lv g}y aiy 6ly ala gln ?és Gle lu Tyr Oys %gu aly

- A

metr 6o asp Pro Phe Thr rhe &y Eys shu Tyr &ln Sly ;gu Gy
3 25 3

&=

<210> 352

<211> 31

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial
<220>

<223> Pepticorpos capazes de se ligarem a Ang-2

<220>

<221> caracteristicas diversas
<222> (2)..(2)

<223> Xaa = Fc

<400> 352

ser Xaa &Ty 61y €1y oy 61y ala &1n Leu oin asp Yyr Ovs sTu &y

3 3 16 15

val oly asp oro phe The Phe Gy CQus Glu asn 6ln Arg Leu &lu
20 25 0

<210> 353
<211> 31



403

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Pepticorpos capazes de se ligarem a Ang-2
<220>

<221> caracteristicas diversas

222> (2)..(2)

<223> Xaa = Fc

<400> 353

§Et xaz Gly Gy g?y Gly Gly Ala gin %gu Lay Asp Tyr Cvs $§n Giy

val g¥n Asp igw Fhe Thr Phe Gly §§5 Gla &SR Lew Asp ggw fiiy
&a >

&

<210> 354

<211> 31

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial
<220>

<223> Pepticorpos capazes de se ligarem a Ang-2
<220>

<221> caracteristicas diversas
<222> (2)..(2)

<223> Xaa = Fc

<400> 354

set xaa 61y oty 6y oly 6y ala gln Gly Phe Glu Tvr Cys asp oly

1 5 1n 15

®et W ASD Bro Phe The Phe Gly Cys &sp Lys 6In The Ly slu
20 25 30



404

<210> 355
<211> 31
<212> PRT
<213> Sequéncia artificial
<220>
<223> Pepticorpos capazes de se ligarem a Ang-2
<220>
<221> caracteristicas diversas
<222> (2) ..(2)
<223> Xaa = Fc
<400> 355
i’;ESEt Xaa Gly Gly g‘:y Gy Gy ala &ln iés} &In asp Tyr Cys fjsu Gy

wMet cHr Asp Sro vhe The phe 6ly Cvs Glu Met 61n Lys Leu Glu
20 25 30

<210> 356

<211> 31

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial
<220>

<223> Pepticorpos capazes de se ligarem a Ang-2
<220>

<221> caracteristicas diversas
<222> (2)..(2)

<223> Xaa = Fc

<400> 356

Met xaa 61y Gly oTy oly Gly ala 6ln Lew 6ln Asp Tyr Cys slu sly

1 5 10 15

val Glu asp pro phe Thr Phe &y Cys GTe Lvs €in Arg Lew Glu
20 &

Ao
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<210> 357

<211> 31

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial
<220>

<223> Pepticorpos capazes de se ligarem a Ang-2
<220>

<221> caracteristicas diversas
<222> (2)..(2)

<223> Xaa = Fc

<400> 357

et Xaa 6ly 6y oy Gy &1y Als &ln %55 Lew Gl Ty Cvs ?gﬁ Gy
1 5 14 1

met Gl asp §rn phe The STn Gy Qs Asp asn ¢ln Ser Leuw gy

<210> 358

<211> 29

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial
<220>

<223> Pepticorpos capazes de se ligarem a Ang-2
<220>

<221> caracteristicas diversas

<222> (2)..(2)

<223> Xaa = Fc

<400> 358
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Met xaa Gly oly 61y 6ly gly Ala Gln Phe asp Tvr Cys Glu 61y wal

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

i 5 10 15

&iu asp Pro ;Ee thr Phe 6ly Cys %gp Asty His Leu Glu

359
32
PRT

Sequéncia artificial

Polipéptido capaz de se ligar a Ang-2
359

%yﬁ oty aly Gly §7y:61y &la ala Tbr'ﬁéﬁ Fhe $et Pro Met %ép-gsg

e Glu &8n ggg fen Tyr 8Tu oln g?e I%e Law &ln Gin gay Len Glu
& 2 3
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REIVINDICACOES

1. Um polipéptido que compreende pelo menos uma sequéncia
de aminoédcidos seleccionada entre o conjunto constituido
por SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 4 e SEQ ID NO: 76 até a SEQ ID
NO: 118, em que o referido polipéptido é capaz de se ligar

a Ang-2, e seus sals fisiologicamente aceitéaveis.

2. Um polipéptido de fusdo que compreende pelo menos um
polipéptido de acordo com a reivindicacdo 1 e um veiculo,
em que o referido polipéptido de fusdo é capaz de se ligar

a Ang-2, e seus sais fisiologicamente aceitaveis.

3. O polipéptido de fusdo de acordo com a reivindicacéo
2, em que o referido veiculo é pelo menos um seleccionado

entre um dominio F¢, polietileno-glicol, um lipido, um

grupo colesterol, um hidrato de carbono e um
oligossacarideo.
4, O polipéptido de acordo com a reivindicacdo 1, o qual

é ciclico.

5. Um dimero ou multimero dos polipéptidos de acordo com

a reivindicacédo 1.
6. Uma composicdo de substédncia que possui a férmula
geral:

(X") -Fr = (X%

e seus multimeros, em que:



o radical F? representa um veiculo, em que o referido
veiculo é um dominio Fc, polietileno glicol, um lipido, um
grupo colesterol, um hidrato de carbono ou um
oligossacarideo;

cada um dos radicais X; e X; ¢é seleccionado
independentemente entre:

- (L") -P%;

= (L) o=P' = (L) =P

= (LY o=P'= (L?) 4= P~ (L) -P°; e

= (L1) o=P'= (L7) 4= PP~ (L7) o= P = (L) += P

em que um ou mais dos simbolos P!, P?, P’ e P' compreende
cada um independentemente um polipéptido seleccionado entre
o conjunto constituido por: SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 4 e
SEQ ID NO: 76 até a SEQ ID NO: 118, inclusive;

cada um dos simbolos L', L1L?, L° e L* representa
independentemente um linker; e

cada um dos simbolos a, b, ¢, d, e e f representa
independentemente o numero 0 ou 1, desde que pelo menos um
dos simbolos a e b represente 1; e seus sais

fisiologicamente aceitéaveis

7. A composicdo de substadncia da reivindicacdo 6, de
férmula geral:

xt-fFt
ou

plox?

e seus sails fisiologicamente aceitaveis.

8. A composicdo de substadncia da reivindicacdo 6, de
férmula geral:

F'- (L') o-P";



e seus sais fisiologicamente aceitéaveis.

9. A composicdo de substédncia da reivindicacdo 6, de
férmula geral:
F'=(L7) =P = (L) 4= P%;

e seus sais fisiologicamente aceitéveis.

10. A composicdo de substdncia da reivindicacdo 6, de
férmula geral:
P'- (L) o~ F'= (%) 4= P

e seus sais fisiologicamente aceitéaveis.

11. A composicdo de substdncia da reivindicacdo 6, em que

o simbolo F' representa um dominio Fc ou um seu fragmento.

12. A composicdo de substincia da reivindicacdo 6, em que
o radical F' compreende a sequéncia de amino&cidos

designada por SEQ ID NO:60

13. Um polinucledtido que codifica um polipéptido de

acordo com a reivindicacdo 1.

14. Um vector de expressdo que compreende o polinucledtido

da reivindicacédo 13.

15. Uma célula hospedeira que compreende o vector de

expressdo da reivindicacédo 14.

16. A célula hospedeira de acordo com a reivindicacdo 15,

em que a célula é procaridtica.



17. A célula hospedeira de acordo com a reivindicacédo 1o,

em que a célula é de E. coli.

18. A célula hospedeira de acordo com a reivindicacdo 15,

em que a célula é eucaridtica.

19. Um ©polipéptido de acordo com qualquer uma das

sequéncias SEQ ID NO: 2 ou SEQ ID NO: 4.

20. Uma composicéo farmacéutica que compreende  uma
quantidade eficaz de um polipéptido de acordo com a
reivindicacéo 1 misturado com um seu veiculo

farmaceuticamente aceitéivel.

21. Um polipéptido de acordo com a reivindicacdo 2 ou 6,
para utilizacdo num método para tratar a angiogénese num
paciente, consistindo tal método em administrar-lhe uma

quantidade eficaz do polipéptido.

22. Um polipéptido de acordo com a reivindicacdo 21, para
utilizacdo num método para tratar a angiogénese, em que O
referido método consiste em inibir a angiogénese indesejada
num mamifero, mediante a administracdo de uma quantidade

terapeuticamente eficaz do polipéptido.

23. Um polipéptido de acordo com a reivindicacdo 21 para
utilizacdo num método para tratar a angiogénese em que O
referido método em consiste em modular a angiogénese num
mamifero, mediante a administracdo de uma quantidade

terapeuticamente eficaz do polipéptido.



24, Um polipéptido de acordo com a reivindicacdo 21 para
utilizacdo num método para tratar a angiogénese em gque O
referido método em consiste em inibir o crescimento tumoral
caracterizado por angiogénese indesejada num mamifero,
mediante a administracdo de uma quantidade terapeuticamente

eficaz do polipéptido.

25. Uma composicdo que compreende um polipéptido de acordo
com a reivindicacdo 2 ou 6 e um agente quimioterapéutico
para utilizacdo num método para tratamento do cancro num
mamifero, mediante a administracdo de uma quantidade
terapeuticamente eficaz do polipéptido e do agente

gquimioterapéutico.

26. O polipéptido e agente gquimioterapéutico de acordo com
a reivindicacdo 25, em que o agente qguimioterapéutico é

seleccionado pelo menos entre 5-FU, CPT-11 e taxotere.

27. Um polipéptido de acordo com a reivindicagdo 2 ou 6,
para utilizacdo num método para modular pelo menos a
permeabilidade vascular ou as perdas de plasma num
mamifero, mediante a administracdo de uma qguantidade

terapeuticamente eficaz do polipéptido.

28. Um polipéptido de acordo com a reivindicagdo 2 ou 6
para utilizacdo num método para tratar pelo menos uma
patologia seleccionada entre doenca neovascular ocular,
obesidade, hemangioblastoma, hemangioma, arteriosclerose,
perturbacdes inflamatdérias, aterosclerose, endometriose,

doenca neoplédsica, doenca relacionada com 0S 0SS0OS oOu



psoriase num mamifero, mediante a administracdo de uma

quantidade terapeuticamente eficaz do polipéptido.

29. Um polipéptido capaz de se ligar a Ang-2,
compreendendo tal polipéptido a sequéncia de aminoacidos

(SEQ ID NO: 25), e seus sais fisiologicamente aceitéveis.

30. O polipéptido de acordo com a reivindicacdo 29, em que
a sequéncia de aminodcidos de Fc na SEQ ID NO: 25 esta

explicitada na SEQ ID NO: 60.

31. Um polinucledétido que codifica um polipéptido de

acordo com qualquer uma das reivindicacdes 29 e 30.

32. 0O polinucledétido de acordo com a reivindicacgdo 31,

conforme explicitado na SEQ ID NO: 46.

33. Um vector de expressdo que compreende o polinucledtido

das reivindicacdes 31 ou 32.

34. Uma célula hospedeira que compreende o vector de

expressdo da reivindicacédo 33.

35. A célula hospedeira de acordo com a reivindicacdo 34

em que a célula é de E. coli.

39. Uma composicéao farmacéutica que compreende uma
quantidade eficaz de um polipéptido de acordo com qualqgquer
uma das reivindicacdes 29 e 30, misturado com um seu

veiculo farmaceuticamente aceitéavel.



37. Um polipéptido de acordo com as reivindicacdes 29 e 30
para utilizacdo num método para inibir a angiogénese num
mamifero mediante a administracdo de uma quantidade

terapeuticamente eficaz do referido polipéptido.

38. Um polipéptido de acordo com as reivindicacdes 29 e 30
para utilizacdo num método para tratar a angiogénese num
paciente, mediante a administracdo de uma quantidade

terapeuticamente eficaz do referido polipéptido.

39. Um polipéptido de acordo com as reivindicacdes 29 e 30
para utilizacdo num método para modular a angiogénese num
mamifero, mediante a administracdo de uma quantidade

terapeuticamente eficaz do referido polipéptido.

40. Um polipéptido de acordo com as reivindicacdes 29 e 30
para utilizacdo num método para 1inibir o crescimento
tumoral caracterizado por angiogénese indesejada num
mamifero, mediante a administracdo de uma quantidade

terapeuticamente eficaz do referido polipéptido.

41. Uma composicdo que compreende um polipéptido de acordo
com as reivindicacdes 29 e 30 e um agente quimioterapéutico
para utilizacdo num método para tratar o cancro num
mamifero mediante a administracdo de uma quantidade
terapeuticamente eficaz dos referidos polipéptido e agente

gquimioterapéutico.

42. 0O método de acordo com as reivindicacdo 41, em que O
agente quimioterapéutico é seleccionado pelo menos entre 5-

FU e Taxotere.



43. Um polipéptido de acordo com as reivindicacdes 29 e 30
para utilizacdo num método para modular pelo menos a
permeabilidade wvascular ou as perdas de plasma num
mamifero, mediante a administracdo de uma quantidade

terapeuticamente eficaz do referido polipéptido.

44, Um polipéptido de acordo com as reivindicacdes 29 e 30
para tratar pelo menos uma patologia seleccionada entre
doenca neovascular ocular, obesidade, hemangioblastoma,
hemangioma, arteriosclerose, doenca inflamatdria,
perturbacdes inflamatdrias, aterosclerose, endometriose,
doenca neopléasica, doenca relacionada com 0S 0SS0S oOU
psoriase num mamifero, mediante a administracdo de uma

quantidade terapeuticamente eficaz do referido polipéptido.
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Figura 2
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Figura 3

0= pepticorpos anti-AngZ inibem o crescimento do xenoenxerto tumoral 2431
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Figura 4
O pepticorpo anti-angZ a 1 mg/mlL nio tem nenhum efeito
gsobre o crescimento de células 2431 em cultura
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Fiﬂ]!Ea 5

DOz pepticorpos anti-Ang? inibem o crescimento tumoral em ColoZ05
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Figura 6

0z pepticorpos anti-Ang2 inibem 0 crescimento tumoral em Colo2005
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Figura 7
A terapia com o pepticorpo anti-Ang2? reduz a
densidade de contrastagdo de Xenoenxertos
tumorais Colo205 com CD31
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Figura 8
Oz Pc anti-Ang? inibem o crescimento tumoral Colo203,
independentemente do momento em gque comega a doagem
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Figura 9

Valores de resposta completa em estudos de dosagens a longo prazo
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Terapia dosagem * {semanas)
Ab 536 48.7 ug, 3x/ sem. 10
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2xCond-G 200 ugfaia 11
2xCond-C 40 uglaia 11
2xCond-G 8 ugfaia: 11
Ab 536 46.7 ug, 3x/sem. 12
2xCond-C 140 ug/ sem. 12
2xCond-C 350 ug, 2x/sem. 10
Ab 536 46.7 ug, 3x/sem. 21
2xCond-C 14 ug, 2xfsem. 11

* em todos oz estudos, a dosagem comegou ao 3° dia
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Voluwne twmoralimse s

10/19

Figura {8
A cowbinagfo de Pc comTaxotere no modelo tumoral Colo205
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Figura 10h
Combinagdo de Pc com 5-FU no modelo tumoral de Colo205
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Figura 1la

0Os anticorpos anti-Ang2 inibem o inchago da pata no
modelo de artrite induzida com adjuvante
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Figura 11b
0s pepticorpos anti-Ang? inibem a perda de densidade
mineral odsse no modelo de artrite induzida com adjuvante
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Figura 11c
Efeito dos pepticorpos anti-Ang? =sobre a perda de massa
corporal no modelo de artrite induzida por adjuvante
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Figura 12

0 pepticorpo COH-4 inibe a angiogenese
corneal induzida por VEGF
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Figura 13a

Mapeamento de epitopos
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Figura 13b

Mapeamento de epitopos
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Figura 13c

Mapeamento de epitopos
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Figura 14

+ pepticorpo 30 pH %

 pepticorpo 10 pH

&

-20
§.714a8-014

1

te-ih

............. ThangdinM

1.65-008



	BIBLIOGRAPHY

