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Relatorio Descritivo da Patente de Invengao para "PROTEINAS
DE LIGACAO, ANTICORPOS, FRAGMENTOS DE ANTICORPOS, MOLE-
CULAS DE ACIDO NUCLEICO E DE DNA, VETOR, CELULA HOSPEDEI-
RA, COMPOSICOES, METODOS E USOS DOS MESMOS".

Este pedido reivindica prioridade pelo Pedido de Patente U.S.
Provisério N° 60/920.495, depositado em 27 de marco de 2007, Pedido
de Patente U.S. Provisério N° 60/919.938, depositado em 22 de margo de
2007, e Pedido de Patente U.S. Provis6rio N° 60/919.816, depositado em
22 de margo de 2007. Os conteldos das Patentes U.S. 60/920.495, U.S.
60/919.938 e U.S. 60/919.816 sao aqui incorporados por referéncia em sua
totalidade.
CAMPO TECNICO DA INVENCAO

A presente invengéao refere-se a proteinas de ligagao, incluindo

anticorpos, derivados de anticorpos e fragmentos de anticorpos, que se li-
gam especificamente a uma proteina CD154 (CD40L). Esta invengao tam-
bém fornece um anticorpo quimérico, humanizado ou totalmente humano,
derivado de anticorpo ou fragmento de anticorpo que se liga especificamente
a um epitopo ao qual um fragmento Fab humanizado que compreende a se-
quéncia de cadeia pesada variavel de acordo com a SEQ ID NO: 1 e que
compreende uma sequéncia de cadeia leve variavel de acordo com a SEQ
ID NO: 2 se liga especificamente. As proteinas de ligagao de CD154 desta
invencdo podem despertar uma fungédo efetora reduzida em relagcdo a um
segundo anticorpo anti-CD154. As proteinas de ligagdo de CD154 desta in-
vengao sdo uteis em métodos diagnosticos e terapéuticos como, por exem-
plo, no tratamento e prevengado de doengas que incluem aquelas que envol-
vem respostas imunolégicas indesejaveis que sao mediadas por interagbes
CD154-CDA40.

ANTECEDENTES DA INVENCAO
A geracdo de imunidade humoral e mediada por células é or-

questrada pela interagdo de células T auxiliares (helper) ativadas com célu-
las apresentadoras de antigeno ("APCs") e células T efetoras. A ativagao

das células T auxiliares ndo depende apenas da interagao do receptor de
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célula T antigeno-especifico ("TCR") com seu ligante de peptideo-MHC cog-
nato, mas também necessita da ligagao e ativacdo coordenadas por diversas
moléculas de adesdo celular e coestimuladoras. Vide, por exemplo, Salazar-
Fontana, L.I. e B.E. Bierer (2001) Curr. Opin. Hemat. 8: 5.

Uma molécula coestimuladora crucial é CD154, uma proteina

~ transmembrana do Tipo Il que é expressa na superficie de células T CD4"

de uma forma ativagdo-dependente, temporalmente-restrita. CD154 também
& expressa, apbs ativagdo, em um subconjunto de células T CD8", basofilos,
mastdcitos, eosindfilos, células natural killer, células B, macrofagos, células
dendriticas e plaguetas. O contrarreceptor de CD154, CD40, &€ uma proteina
da membrana do Tipo | que é constitutiva e amplamente expressa na super-
ficie de muitos tipos de célula, incluindo APCs. Vide, por exemplo, Foy, T. M.
e outros (1996) Ann. Rev. Immunol. 14: 591.

A sinalizagédo por meio de CD40 por CD154 inicia uma cascata
de eventos que resulta na ativagdo das células que abrigam o receptor de
CD40 e na sensibilizag&o 6tima de células T CD4*. Mais especificamente, a
ligagdo de CD154 a CD40 promove a diferenciagédo de células B em células
que secretam anticorpo e células B de memoéria. Vide, por exemplo, Burkly,
L.C. (2001) In Adv. Exp. Med. Bio., VVol. 489. D.M. Monroe e outros eds. Klu-
wer Academic/Plenum Publishers, pagina 135 (daqui por diante "Burkly, su-
pra"). Adicionalmente, a interagdo CD154-CD40 promove a imunidade medi-
ada por células por meio da ativagao de macréfagos e de células dendriticas
e a geracao de células natural killer e linfécitos T citotoxicos. Vide, por e-
xemplo, Burkly, ibid.

O papel crucial de CD154 na regulagéo da funcéo tanto da res-
posta imunoldégica humoral quanto da resposta imunolégica mediada por
células provocou grande interesse no uso de inibidores dessa via para imu-
nomodulagio terapéutica. Dessa forma, anticorpos anti-CD154 demonstra-
ram ser benéficos em uma ampla gama de modelos de respostas imunolégi-
cas para outras proteinas terapéuticas ou terapia génica, alérgenos autoi-
munidade e transplante. Vide, por exemplo, U.S. 5.474.771; Burkly, supra.

A interacdo CD40-CD154 demonstrou ser importante em varias
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doengas autoimunes induzidas experimentalmente, nas quais foi demonstra-
do que a indugéo da doenca pode ser bloqueada com antagonistas de
CD154 no momento da administragdo de antigeno (Burkly, supra). O blo-
queio de doenca usando antagonistas anti-CD154 também foi observado em
modelos animais de doenca autoimune espontanea. Vide, por exemplo, Bur-
kly, supra. X

Ha atualmente uma necessidade de anticorpos anti-CD154 a-
primorados com afinidades de ligacdao mais elevadas e menos efeitos colate-
rais indesejados. "Funcdes efetoras" aumentadas, tais como citotoxicidade
direta, citotoxicidade dependente de complemento ("CDC"), citotoxicidade
anticorpo-dependente ("ADCC") e produgao anormal de anticorpo, sao efei-
tos colaterais indesejados que podem estar associados aos anticorpos tera-
péuticos.

Varias fungdes efetoras de anticorpo sdo mediadas, pelo menos
em parte, por receptores Fc (FcRs), que se ligam a regido Fc de um anticor-
po no dominio constante de uma imunogiobulina tipica. Ha inimeros recep-
tores Fc que sao especificos para as diferentes classes de imunoglobulinas.
As classes de imunoglobulinas incluem IgG, IgE, IgA, IgM e IgD. As classes
de imunoglobulinas sdo ainda divididas em subclasses: IgG é dividida em
quatro subclasses (IgG1, 1gG2, IgG3 e IgG4), e IgA ¢é dividida em duas sub-
classes (IgA1 e iIgA2). Ha trés receptores conhecidos para IgG: FcyRI
(CD64), FcyRIl (CD32) e FcyRIll (CD16). Cada subclasse FcyR é codificada
por dois ou trés genes, e o splicing alternativo de RNA leva a multiplos
transcritos e a uma diversidade ampla em isoformas de FcyR.

Tipicamente, as imunoglobulinas sdo moléculas na forma "Y"
que compreendem duas cadeias pesadas idénticas e duas cadeias leves
idénticas. Ligagdes dissulfeto unem em conjunto os pares de cadeia pesada
e leve, além das duas cadeias pesadas. Cada cadeia consiste em um domi-
nio variavel que varia em termos de sequéncia e & responsavel pela ligagdo
de antigeno; esses dominios s&o conhecidos como os dominios Vy e V. pa-
ra as cadeias pesadas e leves, respectivamente. Na cadeia leve, ha um ani-

co dominio constante (C.), € na cadeia pesada ha trés dominios constantes
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(CH4, CH2 e CHj3). As moléculas que contém todos os dominios variaveis e
constantes podem ser denominadas anticorpos inteiros.

Os residuos em dominios variaveis de anticorpo sao convencio-
nalmente numerados de acordo com um sistema desenvolvido por Kabat e
outros Esse sistema é apresentado em Kabat e outros, 1987, em "Sequen-
ces of Proteins of Immunological Interest”, "U.S. Department of Health and
Human Services", NIH, USA (daqui por diante "Kabat e outros, supra"). Esse
sistema de numeragdo é usado no presente relatério descritivo, exceto
quando indicado de forma diferente. Deve-se observar que as designagdes
de residuos de Kabat nem sempre correspondem diretamente a numeragao
linear dos residuos de aminoacidos. A sequéncia de aminoacidos linear real
pode conter menos ou mais aminoacidos do que na numeragao rigida de
Kabat, correspondendo a um encurtamento de, ou inser¢gdo em, um compo-
nente estrutural, seja uma regido de estrutural (framework) ou uma regiao
determinante de complementaridade (CDR), da estrutura basica do dominio
variavel. A numeracgao de Kabat correta de residuos pode ser determinada
para certo anticorpo por alinhamento de residuos de homologia na sequén-
cia do anticorpo com uma sequéngcia "padrao”" numerada por Kabat.

Ha trés regides dentro dos dominios varidveis que sao hiperva-
riaveis em conjunto de sequéncias dentro das quatro regides de estrutura
mais altamente conservadas. Essas CDRs hipervariaveis sdo primariamente
responsaveis por reconhecimento de antigeno. As CDRs do dominio variavel
da cadeia pesada estio localizadas nos residuos 31-35 (CDR-H1), nos resi-
duos 50-65 (CDR-H2) e nos residuos 95-102 (CDR-H3) de acordo com o
sistema de numeragao de Kabat. No entanto, de acordo com Chothia (Cho-
thia, C. e Lesk, A.M. J. Mol. Biol., 1987, 196: 901-917), a al¢a equivalente a
CDR-H1 se estende do residuo 26 ao residuo 32. Dessa forma, "CDR-H1",
como aqui usado, também inclui uma CDR localizada nos residuos 26 a 35,
como descrito por uma combinagdo do sistema de numeragéo de Kabat e
com a definicdo de alga topoldgica de Chothia. As CDRs do dominio variavel
da cadeia leve estao localizadas nos residuos 24-34 (CDR-L1), residuos 50-
56 (CDR-L2) e residuos 89-97 (CDR-L3), de acordo com o sistema de nume-
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racao de Kabat.

Embora anticorpos de ocorréncia natural, como anticorpos intei-
ros ou como fragmentos que retém propriedades de ligagéo especificas, fos-
sem originaimente derivados de uma Unica espécie, anticorpos produzidos
por engenharia genética podem ser derivados de mais de uma espécie de
animal, por exemplo, anticorpos quiméricos. Até hoje, foram gerados princi-
palmente anticorpos de camundongo (murinos)/humanos quimeéricos € muri-
nos/primata nao-humano, embora outras combinagdes hibridas de espécies
sejam possiveis. Muitas configuragdes diferentes de polipeptideos de anti-
corpo de ocorréncia natural e produzido por engenharia genética, e deriva-
dos e fragmentos dos mesmos, sdo agora conhecidas. A caracteristica co-
mum a todas é que o polipeptidec ou os polipeptideos retém especificidade
de ligacédo de antigeno por meio de um ou mais dominios de ligagao de epi-
topo. Além da ligacao de epitopo, as propriedades funcionais de um polipep-
tideo de anticorpo podem diferir, dependendo de quais outras sequéncias
estao presentes, por exemplo, dominios Fc ou outras sequéncias que ativam
fungdes efetoras e/ou interagem com outras vias celulares.

As proteinas de ligagéo de CD154 que compreendem dominios
de ligagao de epitopo (por exemplo, CDRs ou dominios variaveis) incorpora-
dos em uma estrutura de nao-imunogiobulina (vide, por exemplo, Binz e ou-
tros 2005 Nat. Biotech. 23: 1.257-1.268; Hosse e outros 2006 Protein Scien-
ce 15: 14-27) podem exibir fungdes efetoras reduzidas. Seria desejavel ter
novas proteinas de ligagao que antagonizem especificamente a ligagéo de
CD154 a CD40 e reduzam ou eliminem fungbes a jusante do complexo
CD154-CD40. Também seria desejavel ter proteinas de ligacdo de CD154
como, por exemplo, anticorpos anti-CD154, com funcdes efetoras reduzidas
comparados com anticorpos anti-CD154 conhecidos.

SUMARIO DA INVENCAO

A presente invengdo fornece uma solugdo para esses e outros
problemas pelo fornecimento de uma proteina de ligagdo, por exemplo, um
anticorpo isolado, recombinante ou sintético, ou fragmento ou derivado dos

mesmo, que se liga especificamente a uma proteina CD154, que pode ser



10

15

20

25

30

uma proteina CD154 humana. Os anticorpos anti-CD154 da invengao, inclu-
indo fragmentos e derivados dos mesmos, podem ser anticorpos monoclo-
nais, policlonais, murinos, quiméricos, sensibilizados, humanizados ou total-
mente humanos. Os anticorpos anti-CD154 da invengdo podem ser multimé-
ricos, heterodimeéricos, hemidiméricos, monovalentes, bivalentes, tetravalen-
tes, biespecificos, e podem incluir anticorpos de cadeia unica; e derivados
dos mesmos.

Em certas modalidades, as proteinas de ligagdo de CD154, por
exemplo, os anticorpos anti-CD154, da presente invengao, possuem alta
seletividade por CD154 e, em algumas modalidades, também possuem uma
ou mais fungbes efetoras reduzidas comparadas, por exemplo, com o anti-
corpo anti-CD154 5c¢8 (produzido pelo hibridoma depositado sob N° de A-
cesso na ATCC HB 10916, como descrito na Patente U.S. 5.474.771; ou 5c8
humanizado). Algumas das proteinas de ligagao de CD154, por exemplo, os
anticorpos anti-CD154, da invencao sao monovailentes para a ligagao de
CD154.

As proteinas de ligagdo de CD154 e os anticorpos anti-CD154
(incluindo fragmentos e derivados de anticorpos) da invencéo sao Uteis para
inibicdo da ligacéo de CD154 a CD40 e o fazem com alta especificidade, por
exemplo, com uma ICsp na faixa de 20 pM a 1,5 uM, inclusive. Em certas
modalidades, as proteinas de ligagao de CD154, por exemplo, os anticorpos
anti-CD154, da invencdo podem ter uma ICso na faixa de 20 pm a 500 pm,
50 pm a 500 pm, ou 100 pm a 500 pm. Em certas modalidades, as proteinas
de ligagao de CD154 e os anticorpos anti-CD154 (incluindo fragmentos e
derivados de anticorpos) da inveng&o n&o agonizam substancialmente a ati-
vidade de CD40.

Certas modalidades da presente invengdo estdo relacionadas as
proteinas de ligagdo de CD154, por exemplo, anticorpos anti-CD154, que
exibem uma alta afinidade por CD154 humano. Por exemplo, em certas mo-
dalidades, uma proteina de ligagdo de CD154, por exemplo, um anticorpo
anti-CD154, se dissocia do CD154 humano (CD40L humano) com uma Kp
na faixa de 50 nM a 1 pM, inclusive, como determinado por ressonéancia de
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plasménio de superficie (por exemplo, Biacore®). Por exemplo, a Kp para
CD154 humano pode ser de 50 pm a 1 pm, 20 pm a 1 pm, ou até mesmo 10
pm a 1 pm. Em algumas modalidades, a Kp para CD154 humano é de me-
nos de 20 pM. Em outras modalidades, a Kp para CD154 humano é de me-
nos de 10 pM.

Em certas modalidades, esta invengéao fornece uma proteina de
ligagao de CD154, por exemplo, um anticorpo anti-CD154, que, quando pre-
sente em concentragdées de saturagdo ou acima delas para ligagcdo de
CD154 com base em sua afinidade de ligagao, é capaz de bloquear a liga-
¢ao do anticorpo 5c8 ao CD154 quando adicionada aoc CD154 primeiro, e
também é capaz de deslocar o anticorpo 5¢8 ligado ao CD154 quando adi-
cionada depois de o anticorpo 5¢8 ser adicionado ao CD154.

Em certas modalidades, esta invengao fornece uma proteina de
ligacao, por exemplo, um anticorpo, que se liga especificamente a uma pro-
teina CD154 e que compreende ou consiste em uma ou mais sequéncias da
cadeia pesada (H) da CDR selecionadas de CDR-H1 (SEQ ID NO: 3), CDR-
H2 (SEQ ID NO: 4) e CDR-H3 (SEQ ID NO: 5). Em modalidades adicionais,
a proteina de ligagdo de CD154 ou o anticorpo compreende ou consiste em
pelo menos duas CDRs selecionadas de CDR-H1 (SEQ ID NO: 3), CDR-H2
(SEQ ID NO: 4) e CDR-H3 (SEQ ID NO: 5). Ainda em modalidades adicio-
nais, a proteina de ligagdo ou o anticorpo compreende ou consiste em todas
as trés sequéncias H da CDR, que sdo a CDR-H1 (SEQ ID NO: 3), a CDR-
H2 (SEQ ID NO: 4) e a CDR-H3 (SEQ ID NO: 5).

Em certas modalidades, esta invengao fornece uma proteina de
ligacdo, por exemplo, um anticorpo, que se liga especificamente a uma pro-
teina CD154 e que compreende ou consiste em uma ou mais sequéncias da
cadeia leve (L) da CDR selecionadas de CDR-L1 (SEQ ID NO: 6), CDR-L2
(SEQ ID NO: 7) e CDR-L3 (SEQ ID NO: 8). Em modalidades adicionais, a
proteina de ligacdo de CD154 ou o anticorpo compreende ou consiste em
pelo menos duas CDRs selecionadas de CDR-L1 (SEQ ID NO: 6), CDR-L2
(SEQ ID NO: 7) e CDR-L3 (SEQ ID NO: 8). Ainda em modalidades adicio-
nais, a proteina de ligagdo de CD154 ou o anticorpo compreende ou consis-
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te em todas as trés sequéncias L da CDR, que sdo CDR-L1 (SEQ ID NO: 6),
CDR-L2 (SEQID NO: 7) e CDR-L3 (SEQ ID NO: 8).

Em certas modalidades, esta invengéo fornece uma proteina de
ligag@o, por exemplo, um anticorpo, que se liga especificamente a uma pro-
teina CD154 e que compreende ou consiste em CDR-L1 (SEQ ID NO: 6),
CDR-L2 (SEQ ID NO: 7) e CDR-L3 (SEQ ID NO: 8), e em que a proteina de
ligagdo ou o anticorpo ainda compreende ou consiste em CDR-H1 (SEQ ID
NO: 3), CDR-H2 (SEQ ID NO: 4) e CDR-H3 (SEQ ID NO: 5).

Em certas modalidades, esta invengao fornece uma proteina de
ligagao, por exemplo, um anticorpo, que se liga especificamente a uma pro-
teina CD154, em que a proteina de ligagdo de CD154 ou o anticorpo com-
preende ou consiste em uma sequéncia V4 selecionada da SEQ ID NO: 1,
SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10 e SEQ ID NO: 11. Em certas outras modali-
dades, esta invengao fornece uma proteina de ligagao, por exemplo, um an-
ticorpo, que se liga especificamente a uma proteina CD154, em que a prote-
ina de ligagcao de CD154 ou o anticorpo compreende ou consiste em uma
sequéncia da cadeia pesada selecionada da SEQ ID NO: 12 e SEQ ID NO:
13.

Em certas modalidades, esta invencao fornece uma proteina de
ligagao, por exemplo, um anticorpo, que se liga especificamente a uma pro-
teina CD154, em que a proteina de ligagcdo de CD154 ou o anticorpo com-
preende ou consiste em uma sequéncia V| selecionada da SEQ ID NO: 2 e
SEQ ID NO: 14. Em certas modalidades, esta invengéo fornece uma protei-
na de ligagdo, por exemplo, um anticorpo, que se liga especificamente a
uma proteina CD154, em que a proteina de ligagao de CD154 ou o anticorpo
compreende ou consiste na sequéncia da cadeia leve da SEQ ID NO: 15.

Em certas modalidades, esta invencao fornece uma proteina de
ligacdo, por exemplo, um anticorpo, que se liga especificamente a uma pro-
teina CD154, em que a proteina de ligagao de CD154 ou o anticorpo com-
preende ou consiste em uma sequéncia V, selecionada da SEQ ID NO: 2 e
SEQ ID NO: 14, e uma sequéncia Vy selecionada da SEQ ID NO: 1, SEQ ID
NO: 9, SEQ ID NO: 10 e SEQ ID NO: 11. Em certas modalidades, esta in-
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vencgao fornece uma proteina de ligagao, por exemplo, um anticorpo, que se
liga especificamente a uma proteina CD154, em que a proteina de ligagao
de CD154 ou o anticorpo compreende ou consiste em uma sequéncia da
cadeia leve da SEQ ID NO: 15 e uma sequéncia da cadeia pesada selecio-
nada da SEQ ID NO: 12 e SEQ ID NO: 13. Em outras modalidades, a protei-
na de ligacdo de CD154 ou anticorpo compreende ou consiste em uma se-
quéncia da cadeia leve da SEQ ID NO: 15 e uma sequéncia da cadeia pesa-
da da SEQ ID NO: 13.

Em outras modalidades, a presente invengao esta relacionada a
uma proteina de ligagao, por exemplo, um anticorpo, que se liga especifica-
mente ao CD154, e compreende ou consiste em uma ou mais sequéncias de
CDR de cadeia pesada (H) selecionadas de CDR-H1 (SEQ ID NO: 42),
CDR-H2 (SEQ ID NO: 43) e CDR-H3 (SEQ ID NO: 44). Em modalidades
adicionais, a proteina de ligagao ou o anticorpo compreende ou consiste em
pelo menos duas CDRs selecionadas de CDR-H1 (SEQ ID NO: 42), CDR-H2
(SEQ ID NO: 43) e CDR-H3 (SEQ ID NO: 44). Ainda em modalidades adi-
cionais, a proteina de ligagao ou o anticorpo compreende ou consiste em
todas as trés sequéncias H da CDR, que sdo CDR-H1 (SEQ ID NO: 42),
CDR-H2 (SEQ ID NO: 43) e a CDR-H3 (SEQ ID NO: 44).

Em certas modalidades, esta invencao fornece uma proteina de
ligagao, por exemplo, um anticorpo, que se liga especificamente a uma pro-
teina CD154, em que a proteina de ligagao ou o anticorpo compreende ou
consiste em uma ou mais sequéncias de cadeia leve (L) da CDR seleciona-
das de CDR-L1 (SEQ ID NO: 45), CDR-L2 (SEQ ID NO: 46) e CDR-L3 (SEQ
ID NO: 47). Em modalidades adicionais, a proteina de ligagéo ou o anticorpo
compreende ou consiste em pelo menos duas CDRs selecionadas de CDR-
L1 (SEQ ID NO: 45), CDR-L2 (SEQ ID NO: 46) e CDR-L3 (SEQ ID NO: 47).
Ainda em modalidades adicionais, a proteina de ligagao ou o anticorpo com-
preende ou consiste em todas as trés sequéncias L da CDR, que s&o CDR-
L1 (SEQ ID NO: 45), CDR-L2 (SEQ ID NO: 46) e CDR-L3 (SEQ ID NO: 47).

Em certas modalidades, uma proteina de ligagdo de CD154 ou

um anticorpo anti-CD154 da presente invengao compreende uma sequéncia
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complementar que compreende ou consiste em uma ou mais CDRs da ca-
deia leve de CDR-L1, CDR-L2 e CDR-L3, acima, ou uma sequéncia com-
plementar que compreende ou consiste em uma ou mais CDRs da cadeia
pesada de CDR-H1, CDR-H2 e CDR-H3, acima, respectivamente. Dessa
forma, em certas modalidades, uma proteina de ligagdo ou um anticorpo
desta invengao compreende ou consiste em CDR-H1 (SEQ ID NO: 42),
CDR-H2 (SEQ ID NO: 43) ou CDR-H3 (SEQ ID NO: 44), e CDR-L1 (SEQ ID
NO: 45), CDR-L2 (SEQ ID NO: 46) ou CDR-L3 (SEQ ID NO: 47).

Em certas modalidades, esta invengao fornece uma proteina de
ligacdo de CD154, por exemplo, um anticorpo anti-CD154, em que a protei-
na de ligagdo ou o anticorpo compreende ou consiste nas seguintes trés se-
quéncias L da CDR: CDR-L1 (SEQ ID NO: 45), CDR-L2 (SEQ ID NO: 46) e
CDR-L3 (SEQ ID NO: 47), e em que a proteina de ligagdo ou o anticorpo
ainda compreende ou consiste nas seguintes trés sequéncias H da CDR:
CDR-H1 (SEQ ID NO: 42), CDR-H2 (SEQ ID NO: 43) e CDR-H3 (SEQ ID
NO: 44).

Em modalidades adicionais, esta invengao fornece uma proteina
de ligacdo, por exemplo, um anticorpo, que se liga especificamente ao
CD154 e que compreende ou consiste em uma sequéncia da cadeia leve
variavel (V. ) da SEQ ID NO: 54. A invengao também esta relacionada a uma
proteina de ligagao de CD154 ou um anticorpo anti-CD154 que compreende
ou consiste em uma sequéncia da cadeia pesada variavel (Vy) da SEQ ID
NO: 56. Em certas modalidades, uma proteina de ligagdo de CD154 ou um
anticorpo anti-CD154 da invengao pode compreender ou consistir tanto em
uma sequéncia Vi da SEQ ID NO: 54 quanto em uma sequéncia Vy da SEQ
ID NO: 56.

Em outras modalidades, a presente invengéao esta relacionada a
uma proteina de ligacao de CD154, por exemplo, um anticorpo anti-CD154,
que se liga especificamente ao CD154, em que a proteina de ligagdo de
CD154 ou o anticorpo anti-CD154 compreende ou consiste em uma ou mais
sequéncias de CDR de cadeia pesada (H) selecionadas de CDR-H1 (SEQ
ID NO: 48), CDR-H2 (SEQ ID NO: 49) e CDR-H3 (SEQ ID NO: 50). Em mo-
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dalidades adicionais, a proteina de ligagdo de CD154 ou o anticorpo anti-
CD154 compreende ou consiste em pelo menos duas CDRs selecionadas
de CDR-H1 (SEQ ID NO: 48), CDR-H2 (SEQ ID NO: 49) e CDR-H3 (SEQ ID
NO: 50). Ainda em modalidades adicionais, a proteina de ligacdao de CD154
ou o anticorpo anti-CD154 compreende ou consiste em todas as trés se-
quéncias H da CDR, que sao CDR-H1 (SEQ ID NO: 48), CDR-H2 (SEQ ID
NO: 49) e CDR-H3 (SEQ ID NO: 50).

Em certas modalidades, esta invengéo fornece uma proteina de
ligacdo de CD154, por exemplo, um anticorpo anti-CD154, que se liga espe-
cificamente a uma proteina CD154, em que a proteina de ligagdo de CD154
ou o anticorpo anti-CD154 compreende ou consiste em uma ou mais se-
quéncias de cadeia leve (L) da CDR selecionadas de CDR-L1 (SEQ ID NO:
51), CDR-L2 (SEQ ID NO: 52) e CDR-L3 (SEQ ID NO: 53). Em modalidades
adicionais, a proteina de ligagdo de CD154 ou o anticorpo anti-CD154 com-
preende ou consiste em pelo menos duas CDRs selecionadas de CDR-L1
(SEQ ID NO: 51), CDR-L2 (SEQ ID NO: 52) e CDR-L3 (SEQ ID NO: 53).
Ainda em modalidades adicionais, a proteina de ligagdo de CD154 ou o anti-
corpo anti-CD154 compreende ou consiste em todas as trés sequéncias L da
CDR, que sdo CDR-L1 (SEQ ID NO: 51), CDR-L2 (SEQ ID NO: 52) e CDR-
L3 (SEQ ID NO: 53).

Em certas modalidades, uma proteina de ligagado de CD154 da
presente invengado, por exemplo, um anticorpo anti-CD154, compreende uma
sequéncia complementar que compreende ou consiste em uma ou mais
CDRs da cadeia leve de CDR-L1, CDR-L2 e CDR-L3, acima, ou uma se-
quéncia complementar que compreende ou consiste em uma ou mais CDRs
da cadeia pesada de CDR-H1, CDR-H2 e CDR-H3, acima, respectivamente.
Dessa forma, em certas modalidades, um anticorpo desta invencido compre-
ende ou consiste em uma CDR H selecionada de CDR-H1 (SEQ ID NO: 48),
CDR-H2 (SEQ ID NO: 49) e CDR-H3 (SEQ ID NO: 50), ou uma CDR L sele-
cionada de CDR-L1 (SEQ ID NO: 51), CDR-L2 (SEQ ID NO: 52) e CDR-L3
(SEQ ID NO: 53).

Em certas modalidades, esta invengao fornece uma proteina de
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ligagdo de CD154, por exemplo, um anticorpo anti-CD154, em que a protei-
na de ligagao de CD154 ou o anticorpo anti-CD154 compreende ou consiste
em todas as trés sequéncias L da CDR, que sdo CDR-L1 (SEQ ID NO: 51),
CDR-L2 (SEQ ID NO: 52) e CDR-L3 (SEQ ID NO: 53), e em que a proteina
de ligagéo, por exemplo, anticorpo, ainda compreende ou consiste em todas
as trés sequéncias H da CDR, que sdo: CDR-H1 (SEQ ID NO: 48), CDR-H2
(SEQ ID NO: 49) e CDR-H3 (SEQ ID NO: 50).

Em modalidades adicionais, esta invencao fornece uma proteina
de ligagdo de CD154, por exemplo, um anticorpo anti-CD154, que se liga
especificamente ao CD154, em que a proteina de ligagdo de CD154 ou o
anticorpo anti-CD154 compreende ou consiste em uma sequéncia V, da
SEQ ID NO: 58. Em modalidades adicionais, o anticorpo compreende ou
consiste em uma sequéncia V4 da SEQ ID NO: 60. Em modalidades adicio-
nais, o anticorpo compreende ou consiste em uma sequéncia Vy da SEQ ID
NO: 60 e uma sequéncia V, da SEQ ID NO: 58.

Em certas modalidades, a proteina de ligagdo de CD154 desta
invengao compreende uma sequéncia da cadeia leve de acordo com a SEQ
ID NO: 62 e uma sequéncia da cadeia pesada de acordo com a SEQ 1D NO:
65. Em outras modalidades, a proteina de ligagdo de CD154 desta invencao
compreende uma sequéncia da cadeia leve de acordo com a SEQ ID NO: 63
e uma sequéncia da cadeia pesada de acordo com a SEQ ID NO: 66.

Em certas modalidades, a proteina de ligagdo de CD154 desta
invencado compreende uma sequéncia da cadeia leve de acordo com a SEQ
ID NO: 68 e uma sequéncia da cadeia pesada de acordo com a SEQ ID NO:
71. Em outras modalidades, a proteina de ligagdo de CD154 desta invencéao
compreende uma sequéncia da cadeia leve de acordo com a SEQ ID NO: 69
e uma sequéncia da cadeia pesada de acordo com a SEQ 1D NO: 72. Em
outras modalidades, a proteina de ligagdo de CD154 compreende pelo me-
nos uma das sequéncias de acordo com a SEQ ID NO: 68, SEQ ID NO: 69,
SEQ ID NO: 71 e SEQ ID NO: 72.

As sequéncias da CDR das SEQ ID NOS: 3-8 sao derivadas do
anticorpo monoclonal de rato 342. Em uma modalidade alternativa da inven-
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¢ao, o anticorpo anti-CD154 é o anticorpo de rato 342 que compreende a
sequéncia do dominio Vy da SEQ ID NO: 29 e a sequéncia do dominio Vi da
SEQ ID NO: 30. A invengao também fornece uma molécula de DNA isolada,
recombinante ou sintética que compreende ou consiste em pelo menos uma
sequéncia selecionada da SEQ ID NO: 31 e SEQ ID NO: 32. E adicional-
mente fornecido um vetor que compreende pelo menos uma sequéncia sele-
cionada da SEQ ID NO: 33 e SEQ ID NO: 34.

A invengao também fornece proteinas de ligagdo de CD154, por
exemplo, anticorpos anti-CD154, que se ligam seletivamente ao mesmo epi-
topo que qualquer um dos anticorpos anti-CD154 aqui descritos (por exem-
plo, anticorpos 342, 381 e 338 e sequéncias de ligagdo de epitopo dos
mesmos). Em particular, os anticorpos 342 e 338 da presente invengao exi-
bem propriedades de ligagcao de CD154 similares, quando usados como pri-
meiros ou segundos anticorpos em ensaios de competicdo com o anticorpo
anti-CD154 5¢8, como aqui descrito.

Dessa forma, em certas modalidades, a invenc¢ao fornece prote-
inas de ligagao de CD154 e anticorpos anti-CD154 que se ligam ao mesmo
epitopo que um anticorpo humanizado que compreende uma sequéncia da
cadeia pesada de acordo com a SEQ ID NO: 12 ou SEQ ID NO: 13 e que
compreende uma sequéncia da cadeia leve de acordo com a SEQ ID NO: 15
(fragmentos Fab e Fab' de 342), e que exibem propriedades de ligacdo de
CD154 similares, quando usados como primeiros ou segundos anticorpos
em ensaios de competicdo com o anticorpo anti-CD154 5¢8, como aqui des-
crito. Em outras modalidades, a invengdo fornece proteinas de ligagao de
CD154 e anticorpos anti-CD154 que se ligam ao mesmo epitopo que um
anticorpo humanizado que compreende uma sequéncia do dominio V_ de
acordo com a SEQ ID NO: 58 e uma sequéncia do dominio V4 de acordo
com a SEQ ID NO: 60 (sequéncias variaveis do anticorpo 338), e que exi-
bem propriedades de ligagao de CD154 similares em ensaios de competicao
as do anticorpo anti-CD154 5¢8, como aqui descrito.

Em qualquer uma das modalidades acima em relagdo a uma
proteina de ligacdo de CD154 da invengéo, a proteina de ligagao pode ser
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PEGuilada. Em modalidades nas quais a proteina de ligagao de CD154 é um
anticorpo anti-CD154, polipeptideo de anticorpo ou fragmento ou derivado
dos mesmo, o anticorpo pode ser PEGuilado na cadeia pesada, na cadeia
leve ou em ambas as cadeias.

A presente invengdo também fornece uma molécula de DNA
isolada, recombinante e/ou sintética que compreende ou consiste em pelo
menos uma sequéncia selecionada da SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17, SEQ
ID NO: 18 e SEQ ID NO: 25.

Em certas modalidades, esta invengdao também fornece uma
molécula de DNA isolada, recombinante e/ou sintética que compreende ou
consiste em pelo menos uma sequéncia selecionada da SEQ 1D NO: 19,
SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 23, SEQ ID
NO: 24, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 67, SEQ ID NO: 70 e
SEQ ID NO: 73.

Em outras modalidades, a invengao fornece uma molécula de
DNA isolada, recombinante e/ou sintética que compreende ou consiste em
peloc menos uma seguéncia selecionada da SEQ ID NO: 28 e SEQ ID NO:
41.

Esta invencao também fornece um vetor que compreende qual-
qguer uma das moléculas de DNA isoladas, recombinantes e/ou sintéticas
desta invencdo. Em uma modalidade, o vetor compreende pelo menos uma
sequéncia selecionada da SEQ ID NO: 25, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 27,
SEQ ID NO: 28 e SEQ ID NO: 41.

Em modalidades adicionais, esta invengéo fornece uma molécu-
la de DNA isolada, recombinante e/ou sintética que compreende ou consiste
em pelo menos uma sequéncia selecionada da SEQ ID NO: 55 e SEQ ID
NO: 57. Em algumas modalidades, a invengao fornece uma molécula de
DNA isolada, recombinante e/ou sintética que compreende ou consiste tanto
na SEQ ID NO: 55 quanto na SEQ ID NO: 57.

Em modalidades adicionais, esta invengao fornece uma molécu-
la de DNA isolada, recombinante e/ou sintética que compreende ou consiste

em pelo menos uma sequéncia selecionada da SEQ ID NO: 59 e SEQ 1D
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NO: 61. Em algumas modalidades, a invengao fornece uma molécula de
DNA isolada, recombinante e/ou sintética que compreende ou consiste tanto
na SEQ ID NO: 569 quanto na SEQ ID NO: 61.

Em qualquer uma das modalidades da invenc¢ao relacionadas as
proteinas de ligagao de CD154 e aos anticorpos anti-CD154 que compreen-
dem sequéncias que contribuem para fungdes efetoras, as referidas protei-
nas de ligagdo ou anticorpos anti-CD154 podem adicionalmente ser selecio-
nadas ou projetadas para despertar fungdo efetora reduzida, comparada
com um anticorpo anti-CD154 que possui uma regido Fc, como aqui descrito
em outra secao neste relatério descritrivo. Por exemplo, as proteinas de li-
gacdo de CD154 e os anticorpos anti-CD154 que nao possuem uma regido
Fc ou sequéncias da regido constante, ou que ndo possuem uma regido Fc
funcional ou sequéncias da regido constante, podem ser selecionadas para
uso na invengéo.

Em certas modalidades, as proteinas de ligagao de CD154 e os
anticorpos anti-CD154 da invengdo sao monovalentes para a ligacdo ao
CD154 e, de preferéncia, despertam fungdes efetoras reduzidas quando
administradas a um individuo em relagdo a uma proteina de ligacdo de
CD154 comparavel como, por exemplo, um anticorpo anti-CD154 bivalente.

Em certas outras modalidades, sequéncias da regiao Fc ou
constante, se presentes em uma proteina de ligagdo de CD154, por exem-
plo, um polipeptideo do anticorpo anti-CD154, podem ser selecionadas ou
projetadas para compreender uma ou mais modificagbes (por exemplo,
substituicdes, insergdes, adutos ou eliminagbes de aminoacidos) que redu-
zem ou eliminam uma ou mais fungbes efetoras em relagédo a um anticorpo
anti-CD154 de controle que compreende sequéncias da regido Fc ou cons-
tante nativas, parentais ou nao-modificadas.

Em algumas modalidades da invengao, uma regido Fc, quando
presente, &€ uma regido Fc de, ou derivada de, um anticorpo 1gG1, IgG2,
IgG3 ou IgG4. Em algumas modalidades, podem ser usadas regides Fc hi-
bridas, isto &, sequéncias de Fc hibridas de 1IgG1/IlgG4. Em modalidades par-

ticulares, a regido Fc compreende sequéncias de Fc de IgG4, ou € derivada
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de um anticorpo IgG4. Deve-se entender que qualquer combinagédo hibrida
entre regides Fc diferentes que reduza uma ou mais fungdes efetoras pode
ser usada de acordo com a invengao.

Em certas outras modalidades, a glicosilagdo da porgdo Fc de
um anticorpo € reduzida ou eliminada, ou o perfil de glicosilagédo do anticorpo
€ alterado, como aqui descrito posteriormente. Em certas modalidades, uma
proteina de ligacdo de CD154 ou um polipeptideo do anticorpo anti-CD154
compreende um dominio CH; com uma regido Fc que possui uma modifica-
¢éo no sitio de glicosilagéo ligada ao N conservado ou préximo a ele. A mo-
dificagao no sitio de glicosilagdo ligada ao N conservado pode compreender
uma mutacgao no sitio de glicosilagdo da cadeia pesada ou proximo a ele, em
que a mutacao reduz, altera ou evita a glicosilagao no sitio. Em modalidades
adicionais, a modificacdo compreende a mutagao N298Q (N297 com o uso
da numeragao EU de Kabat). Em certas modalidades, a modificagdo com-
preende a remocao de glicanos do dominio CHz ou por¢cdes do mesmo. Em
certas modalidades alternativas, a modificagdo evita a formagédo de um N-
glicano maduro no sitio de glicosilacao.

Em algumas modalidades, a presente invengéo esta relacionada
a uma proteina de ligacdo de CD154, por exemplo, um anticorpo anti-
CD154, que compreende uma sequéncia da CDR3 da cadeia pesada sele-
cionada das SEQ ID NOS: 5, 44 e 50, e uma regiao Fc variante, a regido Fc
variante compreendendo um primeiro residuo de aminoacido e um sitio de
N-glicosilagao, o primeiro residuo de aminoacido modificado com quimica da
cadeia lateral ou por substituicdo de aminoacido para se obter volume esté-
rico aumentado ou carga eletrostatica aumentada, comparado com o primei-
ro residuo de aminoacido nao-modificado, reduzindo, dessa forma, o nivel
ou, de alguma outra forma, alterando a glicosilacao no sitio de N-glicosila-
¢do. Em algumas dessas modalidades, a regiao Fc variante confere funcao
efetora reduzida, comparada com um controle, regido Fc nao-variante.

Em certas modalidades, a invengao esta relacionada a uma pro-
teina de ligagdo de CD154, por exemplo, um anticorpo anti-CD154, que

compreende uma sequéncia da CDR3 da cadeia pesada selecionada das
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SEQ ID NOS: 5, 44 e 50, e uma regido Fc variante, a regido Fc variante
compreendendo um primeiro residuo de aminoacido e um sitio de N-glicosi-
lagdo, o primeiro residuo de aminoacido compreendendo uma cisteina tiol,
reduzindo, dessa forma, o nivel ou alterando a glicosilagao no sitio de N-
glicosilagao, em que a regiao Fc variante confere fungao efetora reduzida.

Em certas modalidades, o primeiro residuo de aminoacido e o
sitio de N-glicosilagao dos anticorpos anti-CD154 que compreendem regides
Fc variantes descritas acima estao préximos ou dentro de um motivo de gli-
cosilacéo ligada ao N. Em modalidades adicionais, o motivo de glicosilacao
ligada ao N compreende a sequéncia de aminoacidos NXT ou NXS. Em cer-
tas modalidades, o motivo de glicosilagdo ligada ao N compreende a se-
quéncia de aminoacidos NXT. Em certas modalidades, o sitio de N-glicosila-
¢ao esta localizado no aminoacido 297 de acordo com o sistema de numera-
¢ao de Kabat. Em modalidades adicionais, o primeiro residuo de aminoacido
modificado € o aminoacido 299 de acordo com o sistema de numeracéao de
Kabat.

Em algumas das modalidades acima, a fungdo efetora reduzida
exibida por qualquer um dos anticorpos ou fragmento de anticorpo que con-
tém proteinas de ligagdo aqui descritas é ligagdo reduzida a um receptor Fc
(FcR). Em certas modalidades, o receptor Fc (FCR) é selecionado de FcyRl,
FcyRIl e FeyRIll, e um ou mais subtipos dos mesmos como, por exemplo,
FcyRlla. Em algumas modalidades, a ligagao de FcR é reduzida por um fator
de pelo menos cerca de 1,5 vez ou mais, cerca de 2 vezes ou mais, cerca de
3 vezes ou mais, cerca de 4 vezes ou mais, cerca de 5 vezes ou mais, cerca
de 6 vezes ou mais, cerca de 7 vezes ou mais, cerca de 8 vezes ou mais,
cerca de 9 vezes ou mais, cerca de 10 vezes ou mais, cerca de 15 vezes ou
mais, cerca de 50 vezes ou mais, ou cerca de 100 vezes ou mais.

Em certas modalidades, uma proteina de ligagao de CD154, por
exemplo, um anticorpo anti-CD154, da invengdo com uma ou mais fungdes
efetoras reduzidas, como aqui descrito, nao se liga a um receptor efetor es-
pecifico ou subtipo de receptor efetor. Em algumas dessas modalidades, a

proteina de ligagdo de CD154, por exemplo, um anticorpo anti-CD154, ndo
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se liga a FcyRlla.

Em certas modalidades, a funcao efetora reduzida exibida por
qualquer um dos anticorpos aqui descritos é ligagdo reduzida a uma proteina
do complemento. Em algumas modalidades, a proteina do complemento &
C1qg. Em certas modalidades, a ligacao reduzida a uma proteina do comple-
mento € por um fator de cerca de 1,5 vez ou mais, cerca de 2 vezes ou mais,
cerca de 3 vezes ou mais, cerca de 4 vezes ou mais, cerca de 5 vezes ou
mais, cerca de 6 vezes ou mais, cerca de 7 vezes ou mais, cerca de 8 vezes
ou mais, cerca de 9 vezes ou mais, cerca de 10 vezes ou mais, ou cerca de
15 vezes ou mais.

Em modalidades adicionais da presente invengdo, uma proteina
de ligagdo de CD154, por exemplo, um anticorpo anti-CD154, da invengéo
compreende uma ou mais modificagdes ou variagdes na regido Fc, nao é
glicosilado e desperta uma ou mais fungdes efetoras reduzidas quando ad-
ministrado a um individuo.

Em certas modalidades, uma proteina de ligagdo de CD154, por
exemplo, um anticorpo anti-CD154, da inven¢do causa menos efeitos trom-
boembdlicos do que a administracdo de anticorpo anti-CD154 5¢8 quando
administrado a um individuo.

Em certas modalidades da presente invengdo, o primeiro resi-
duo de aminoacido modificado das proteinas de ligagdo de CD154 ou dos
anticorpos anti-CD154 que compreendem regides Fc variantes descritas a-
cima esta ligado a uma porgso funcional. Em modalidades adicionais, a por-
¢ao funcional € uma por¢éo de bloqueio, uma porgéo detectavel, uma porgéo
diagnéstica ou uma porgéo terapéutica, ou uma combina¢do das mesmas.
Uma porcao de bloqueio, em certas modalidades, pode ser, por exemplo, um
aduto de cisteina, dissulfeto misto, polietileno glicol ou polietileno glicol ma-
leimida. Uma porgéo detectavel, em certas modalidades, pode ser, por e-
xemplo, uma porgao fluorescente, uma porgao luminescente ou uma porgao
isotopica. Em modalidades nas quais uma porgéo diagnéstica € usada, a
porcao diagnostica pode ser capaz de revelar a presenga de uma condigao,

uma doenga ou um distlrbio. Em outras modalidades, uma porgéo terapéuti-
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ca como, por exemplo, um agente anti-inflamatério, um agente anticancer,
um agente antineurodegenerativo, um anticorpo que é seletivo para uma
molécula diferente de CD154 ou um agente anti-infeccioso, pode ser usado.

Em certas modalidades da presente inveng&do, uma proteina de
ligacdo de CD154, por exemplo, um anticorpo anti-CD154, compreende um
residuo de aminoacido modificado, a modificagdo permitindo a conjugagéo
sitio-dirigida da proteina ou do anticorpo a uma porgéo funcional, por exem-
plo, peguilacao sitio-dirigida. Em certas modalidades, o residuo de aminoa-
cido modificado € um residuo de cisteina modificado por um aduto de cistei-
na ou dissulfeto misto. Dessa forma, em certas modalidades, a proteina de
ligacdo de CD154 & um polipeptideo do anticorpo anti-CD154 que é peguila-
do em um residuo de aminoacido modificado, por exemplo, em um residuo
de cisteina ou lisina. Em certas modalidades, o anticorpo anti-CD154 é um
fragmento Fab ou Fab' peguilado com PEG-maleimida.

Esta invengéo também fornece um acido nucleico, por exemplo,
sequéncias de DNA que codificam as proteinas de ligagdo de CD154, por
exemplo, os anticorpos anti-CD154, da invencao. As sequéncias de DNA da
presente invencédo podem compreender DNA sintético, por exemplo, produ-
zido por processamento quimico, cDNA, DNA gendmico ou qualquer combi-
nagao dos mesmos. Esta invengao ainda fornece vetores de clonagem ou de
expressdo que compreendem um ou mais acidos nucleicos, por exemplo,
sequéncias de DNA da presente invengao. A invengao também esta relacio-
nada, em algumas modalidades, a um vetor que compreende qualquer um
dos acidos nucleicos sintéticos, isolados e/ou recombinantes descritos aci-
ma.

Esta invengdo também fornece uma célula hospedeira que
compreende uma sequéncia de DNA ou um vetor da invengao. Em certos
aspectos, a presente invencado esta relacionada a um método para a produ-
¢ao de uma proteina de ligagao de CD154, por exemplo, um anticorpo anti-
CD154, que compreende o cultivo de uma célula hospedeira que compreen-
de qualquer um dos vetores descritos acima sob condigbes adequadas a

produgao da proteina de ligacdo de CD154 ou do anticorpo anti-CD154 pela
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célula hospedeira. Em algumas modalidades, o método compreende a recu-
peragéo da proteina de ligacdo de CD154 ou do anticorpo anti-CD154 da
cultura da célula hospedeira.

Em certas modalidades, a proteina de ligacdo de CD154, o anti-
corpo anti-CD154 ou o acido nucleico desta invengdao é marcado com um
marcador detectavel, que pode ser um isétopo radioativo, uma enzima, um
corante ou biotina. Em certas outras modalidades, o anticorpo desta inven-
¢ao esta conjugado a pelo menos outro agente terapéutico, que pode ser um
radiois6topo, radionuclideo, toxina, toxoide, um polipeptideo ou fragmento de
anticorpo nao-especifico para CD154 (isto €, criando um anticorpo biespeci-
fico ou multiespecifico), ou agente quimioterapico, por exemplo. Ainda em
outras modalidades, o anticorpo desta invengéao esta conjugado a um agente
de formacdo de imagem, que poderia ser uma por¢do marcadora. O agente
marcador também pode ser biotina, uma porc¢éao fluorescente ou luminescen-
te, uma porgéo radioativa, um fag de histidina ou um fag de peptideo.

A presente invengido também esta relacionada a variantes de
sequéncia das proteinas de ligagao de CD154, por exemplo, os anticorpos
anti-CD154, aqui descritos, e sequéncias de acidos nucleicos que os codifi-
cam. As variantes de sequéncia da invengao preferivelmente compartilham
pelo menos 90%, 91%, 92%, 93% ou 94% de identidade com um polipepti-
deo da invengao ou com uma sequéncia de acidos nucleicos que o codifica.
Mais preferivelmente, uma variante de sequéncia compartilha pelo menos
95%, 96%, 97% ou 98% de identidade no nivel de aminoacido ou acido nu-
cleico. Mais preferivelmente ainda, uma variante de sequéncia compartilha
pelo menos 99%, 99,5%, 99,9% ou mais de identidade com um polipeptideo
da invengdo ou uma sequéncia de acidos nucleicos que o codifica.

Consequentemente, a presente invengao fornece uma proteina
isolada que compreende uma sequéncia que é pelo menos 80, 85, 90, 92,
94, 95, 96, 97, 98, 99, 99,5, 99,9 ou 100% idéntica a sequéncia da SEQ ID
NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID
NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: g, SEQ ID NO: 10, SEQ
ID NO: 11, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO:
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15, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 29, SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 42, SEQ
ID NO: 43, SEQ ID NO: 44, SEQ ID NO: 45, SEQ ID NO: 46, SEQ ID NO:
47, SEQ ID NO: 48, SEQ ID NO: 49, SEQ ID NO: 50, SEQ ID NO: 51, SEQ
ID NO: 62, SEQ ID NO: 53, SEQ ID NO: 54, SEQ ID NO: 56, SEQ ID NO:
58, SEQ ID NO: 60, SEQ ID NO: 68, SEQ ID NO: 69, SEQ ID NO: 71 ou
SEQ ID NO: 72.

Em certas modalidades, um polipeptideo quimérico, humanizado
ou humano do anticorpo anti-CD154 da invencéo €&, por exemplo, um dAb,
Fab, Fab', scFv, Fv, um Fv ligado por dissulfeto, ou compreende um dominio
variavel unico de imunoglobulina, por exemplo, um dominio Vy ou V, que é
especifico e monovalente para a ligagao de CD154. Certas proteinas de li-
gacao de CD154, por exemplo, polipeptideos quiméricos, humanizados ou
humanos do anticorpo anti-CD154, da inven¢cao compreendem uma, duas ou
mais CDRs da invencéo e sequéncias de estruturas alternativas ou estrutu-
ras universais. Em certas modalidades, as proteinas de ligagdo de CD154 e
os anticorpos anti-CD154 da invengao compreendem um dominio variavel
Unico selecionado de uma cadeia pesada variavel (Vi) € uma cadeia leve
variavel (V,).

Esta invengdao também fornece uma proteina de ligacdo de
CD154, por exemplo, um polipeptideo quimérico, humanizado ou humano do
anticorpo anti-CD154, que € monovalente para a ligagéao ao CD154 que esta
conjugado a uma porgao funcional que aumenta sua meia-vida in vivo em
relacdo ao mesmo polipeptideo desprovido da porgdo funcional. Em certas
modalidades, a porgéo funcional compreende ou consiste em polietileno gli-
col. Em certas modalidades, a porgao funcional compreende ou consiste em
uma molécula de albumina, por exemplo, albumina sérica humana. Conse-
quentemente, a invencgéo fornece a proteina de ligagdao de CD154 ligada ao
PEG, por exemplo, um polipeptideo quimérico humanizado ou humano do
anticorpo anti-CD154 ligado ao PEG, que se liga especificamente e de forma
monovalente ao CD154, e que possui uma meia-vida aumentada in vivo em
relagéo ao mesmo polipeptideo desprovido de polietileno glicol ligado.

Esta invencao também fornece uma composicdo farmacéutica
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que compreende pelo menos uma proteina de ligacao de CD154 da presen-
te invengao, por exemplo, um anticorpo anti-CD154, que pode, em algumas
modalidades, ainda compreender um veiculo farmaceuticamente aceitavel.
Uma composigao farmacéutica da invengdo pode opcionalmente ainda com-
preender um agente bioativo ou terapéutico adicional como, por exemplo,
um composto ou agente imunossupressor ou imunomodulador; ou um agen-
te diagnédstico. Em certas modalidades, a composicdo compreende uma
quantidade terapeuticamente eficaz de um anticorpo Fab' anti-CD154 pegui-
lado que possui a especificidade de epitopo do anticorpo anti-CD154 342 ou
338, como aqui descrito.

A presente invengdo ainda fornece um método para tratamento
ou prevengéo de uma condic¢ao, disturbio, doenga humana mediada, no todo
ou em parte, por sinalizagdo de CD40, ou um sintoma de qualquer um dos
citados anteriormente, o método compreendendo a etapa de administracao a
um individuo que dela necessita de uma quantidade terapeuticamente eficaz
de uma composigao farmacéutica que compreende uma proteina de ligagao
de CD154 da presente invengao, por exemplo, um anticorpo anti-CD154, de
tal forma que seja obtida a terapia ou prevengédo da condigdo, doenga ou
distarbio.

Esta invengao também fornece um método para a inibigdo ou
prevengao de um ou mais de uma resposta imune, autoimune ou inflamato-
ria mediada, no todo ou em parte, por sinalizagdo de CD40, ou um sintoma
de qualquer um dos citados anteriormente, o método compreendendo a eta-
pa de administragdo a um individuo que dela necessita de uma quantidade
terapeuticamente eficaz de uma composigcao farmacéutica que compreende
uma proteina de ligagido de CD154 da presente invengéao, por exemplo, um
anticorpo anti-CD154, de tal forma que seja obtida uma resposta terapéutica
ou preventiva. Em certas modalidades, o método é usado para tratar um in-
dividuo que apresenta sinais ou que recebeu o diagnostico de lapus eritema-
toso sistémico (SLE). Em outras modalidades, o0 método € usado para tratar
um individuo que apresenta sinais ou que recebeu o diagnéstico de uma

condicao reumatoide como, por exemplo, artrite reumatoide (RA).
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Esta invengéo fornece um polipeptideo de anticorpc humano
que € monovalente para a ligagdo ao CD154. Em certas modalidades, o po-
lipeptideo de anticorpo humano que é monovalente para a ligacdo ao
CD154, quando presente em concentragdes de saturagido ou acima delas
para ligagdo de CD154 com base em sua afinidade de ligagéo, tanto blo-
queia a ligagao do anticorpo 5¢8 ao CD154, quando adicionado ao CD154
primeiro, quanto desloca o anticorpo 5¢8 ligado ao CD154 quando adiciona-
do apéds o anticorpo 5c8 ter sido adicionado. Em certas modalidades, o poli-
peptideo de anticorpo humano esta ligado aoc PEG. Em certas modalidades,
o polipeptideo de anticorpo humano nao possui um dominio Fc. Em algumas
das modalidades acima, a proteina de ligacdo de CD154 ou o polipeptideo
de anticorpo humano nao desloca CD1564 ligado ao CD40.

Em certas modalidades, a invengao fornece um anticorpo Fab'
anti-CD154 peguilado que € monovalente para a ligagao de CD154 e ainda
fornece métodos para tratamento ou prevencao de um ou mais sintomas de
artrite, por exemplo, artrite reumatoide, ou lipus eritematoso sistémico (S-
LE), que compreende a etapa de administragdo a um individuo que dela ne-
cessita de uma quantidade terapeuticamente eficaz de uma composigao
farmacéutica que compreende o anticorpo Fab' anti-CD154 peguilado, de tal
forma que seja obtida uma resposta terapéutica ou preventiva.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS
A Figura 1 é uma tabela que apresenta as sequéncias de ami-

noacidos para as regides determinantes de complementaridade (CDRs) dos
anticorpos anti-CD154 342, 381 e 338.

A Figura 2 & uma tabela que apresenta as sequéncias de ami-
noacidos e de nucleotideos correspondentes para os dominios Vy e V, do
anticorpo anti-CD154 de rato 342. As sequéncias sublinhadas correspondem
a sequéncia de nucleotideos que codifica um peptideo lider (isto &, sinaliza-
dor).

A Figura 3 é uma tabela que apresenta as sequéncias de ami-
noacidos e de nucleotideos correspondentes de estruturas receptoras hu-

manas usadas para produzir os anticorpos humanizados anti-CD154 nos
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Exemplos.

A Figura 4 é uma tabela que apresenta as sequéncias de ami-
noacidos e de nucleotideos correspondentes dos dominios Vy e V. em que
as 342 CDRs foram enxertadas nas estruturas mostradas na Figura 3.

A Figura 5 é uma tabela que apresenta as sequéncias de ami-
noacidos e as sequéncias de nucleotideos correspondentes de dominios Vi
do anticorpo 342 (VH3 gH1 e VH4 gH1) em que as 342 CDRs foram enxer-
tadas em estruturas receptoras humanas e em que certos residuos doadores
cruciais foram mantidos.

A Figura 6 & uma tabela que apresenta as sequéncias de ami-
noacidos e de nucleotideos correspondentes de um dominio V| do anticorpo
342 (VK1 gL4) em que as 342 CDRs foram enxertadas em estruturas recep-
toras humanas e em que certos residuos doadores cruciais foram mantidos.

A Figura 7 € uma tabela que apresenta sequéncias para a ca-
deia leve completa (regides variaveis e constantes da cadeia leve) e regides
da cadeia pesada do anticorpo 342. As sequéncias que correspondem aos
peptideos sinalizadores/lideres estao sublinhadas.

A Figura 8 mostra a sequéncia de nucleotideos de insertos de
expressao que foram usadas para a produgao de versées Fab (SEQ ID NO:
28) e Fab' (SEQ ID NO: 41) de enxerto de gL4gH1 de 342. As sequéncias
sinalizadoras/lideres estao sublinhadas e os sitios de restricdo (usados para
clonagem no vetor de expressio de E. coli, como descrito no Exemplo 2)
estao em letras mailsculas e mostrados em negrito.

A Figura 9 mostra um alinhamento de cadeias leves e pesadas
da sequéncia de aminoacidos do anticorpo de rato 342 anti-CD154 (doado-
ra) com as estruturas de linhagem germinativa humana (receptoras) usadas
na humanizagéo do anticorpo 342. "Leve 342" & a sequéncia do dominio V,_
de rato. "Pesada 342" é a sequéncia do dominio Vy de rato. Os residuos da
CDR estao em negrito e sublinhados. As cadeias leves (2 1 1 O12; SEQ ID
NO: 35) e pesadas (1-1 3-66; SEQ ID NO: 37 e 1-1 4-59; SEQ ID NO: 39) da
estrutura receptora sdo mostradas. Enxertos somente de CDR em estruturas

receptoras de linhagem germinativa humana também sao mostrados (VK1
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gL3, VH3 gH7 e VH4 gHB). Em certas cadeias pesadas e leves humaniza-
das, os residuos doadores do anticorpo 342 sao retidos dentro da regiéo de
estrutura, e esses residuos doadores cruciais da estrutura sao mostrados
em negrito e italico e estao realgados. O conteudo doador de VK1 glL4 é
R38, Y71 e 885. O contetdo doador de VH3 gH1 &€ V24, M48, G49, T73 e
V78. O conteado doador de VH4 gH1 é M48, R71 e V78. As SEQ ID NOS
para as cadeias leves mostradas, na ordem de cima para baixo, sao SEQ ID
NO: 30 ("342"), SEQ ID NO: 35 ("2 1 1 O12"), SEQ ID NO: 14 ("342 gL3") e
SEQ ID NO: 2 ("342 gL4"). As SEQ ID NOS para as cadeias pesadas mos-
tradas (enxertos de VH3), na ordem de cima para baixo, sdo SEQ ID NO: 29
("342"), SEQ ID NO: 37 ("1-1 3-66"), SEQ ID NO: 10 ("342 gH7") e SEQ ID
NO: 1 ("342 gH1"). As SEQ ID NOS para as cadeias pesadas mostradas
(enxertos de VH4), na ordem de cima para baixo, sdo SEQ ID NO: 29
("342"), SEQ 1D NO: 39 ("1-1 4-59"), uma variante da SEQ ID NO: 9 ("VH4
gH6" (SEQ ID NO: 74)) e uma variante da SEQ ID NO: 11 ("VH4 gH1" (SEQ
ID NO: 75)). As variantes da SEQ ID NO: 9 e da SEQ ID NO: 11 mostradas
na Figura 9 comegam com o0 aminoacido "E" (em vez de "Q" como nas Figu-
ras 4 e 5, respectivamente) para expressao em E. coli. Consequentemente,
as sequéncias de nucleotideos que correspondem a essas variantes das
SEQ ID NOS: 9 e 11 diferem das sequéncias de nucleotideos apresentadas
na SEQ ID NO: 19 e na SEQ ID NO: 21 pelo fato de que comegam com nu-
cleotideo "g" em vez de "c".

A Figura 10 fornece sequéncias de aminoacidos e de nucleoti-
deos correspondentes de V| e V4 para o anticorpo anti-CD154 381. As se-
quéncias de aminoacidos da CDR estao sublinhadas.

A Figura 11 formece sequéncias de aminoacidos e de nucleoti-
deos correspondentes de V| e V4 para o anticorpo anti-CD154 338. As se-
quéncias de aminoacidos da CDR estdo sublinhadas.

A Figura 12 é uma tabela que lista anticorpos de rato anti-
CD154 humano isolados pelo "Método de Anticorpo de Linfocito Seleciona-
do" (SLAM). A tabela fornece valores de K4 e ICsq obtidos com esses anti-
corpos em Biacore®, ensaios de ligacao de CD40 e ensaios de suprarregu-
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lacao de ICAM-1. Os dados obtidos com anticorpo 342 est&o realgados.

A Figura 13 fornece as sequéncias de aminoacidos e de nucleo-
tideos correspondentes da cadeia leve capa do anticorpo anti-CD154 hu5c8
n&o-glicosilado (hu5c8 aglyP-hulgG4).

A Figura 14 fornece as sequéncias de aminoacidos e de nucleo-
tideos correspondentes da cadeia pesada do anticorpo anti-CD154 hu5c8
nao-glicosilado (hubc8 aglyP-hulgG4). As mutagoes feitas para tornar a vari-
ante nao-glicosilada (S228P/T299A na nomenclatura de Kabat EU; residuos
226 e 297) sdo mostradas sublinhadas e em negrito na sequéncia da protei-
na madura.

A Figura 15 fornece as sequéncias de aminoacidos e de nucleo-
tideos correspondentes da cadeia leve capa do anticorpo anti-CD154 hu342
nao-glicosilado (hu342 aglyP-hulgG4).

A Figura 16 fornece as sequéncias de aminoacidos e de nucleo-
tideos correspondentes da cadeia pesada do anticorpo anti-CD154 hu342
nao-glicosilado (hu342 aglyP-hulgG4). As mutagbes feitas para tornar a vari-
ante nao-glicosilada (S228P/T299A na nomenclatura de Kabat EU; residuos
226 e 297) sao mostradas sublinhadas e em negrito na sequéncia da protei-
na madura.

A Figura 17 mostra fragmentos Fab' exemplares e um gei que
mostra a PEGuilagdo sitio-especifica de um fragmento Fab' de um anticorpo
anti-CD154. O Fab’ foi peguilado por reacdo de PEG-maleimida com um uni-
co residuo de cisteina na dobradi¢a (hinge).

A Figura 18 é uma tabela que apresenta valores de K4 € {Csp Ob-
tidos em Biacore®, ensaios de ligacdo de CD40, ensaios de suprarregulacao
de ICAM-1 e ensaios de ligagdo de CD40L por competicao para diferentes
modalidades do anticorpo 342 glL4gH1 humanizado, incluindo fragmentos
Fab' e conjugados anticorpo-PEG.

A Figura 19 mostra dois graficos dos valores da titulacdo de IgG
anti-TT (toxoide tetanico) em fungdo do tempo em macacos cinomolgus que
recebem um controle de solucéo salina ou varias doses de anticorpos anti-
CD154. O grafico superior mostra os valores da titulacdo de IgG para os dias
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0-20 apés tratamento com anticorpo e ataque de TT (a resposta imunolégica
primaria), e o grafico inferior mostra os valores para os dias 30-50 ap6s tra-
tamento com anticorpo e um segundo ataque de TT no 30° dia.

A Figura 20 é um grafico dos valores da titulagao de IgG anti-TT
(toxoide tetanico) em fungao do tempo em macacos cinomolgus que rece-
bem varios formatos de anticorpos anti-CD154 em uma dose unica (20
mg/kg para hu5c8, 5¢8 nao-glicosilado e 342 nao-glicosilado, e 40 mg/kg
para 342 Fab'-PEG e 342 DFM-PEG). DFM-PEG é um fragmento de anti-
corpo no qual dois fragmentos Fab' sdo entrecruzados com uma ponte de
dimaleimida PEGuilada.

A Figura 21 é um grafico dos valores da titulagido de igM anti-TT
(toxoide tetanico) em fungcao do tempo em macacos cinomolgus que rece-
bem um controle de solugdo salina ou varias doses de anticorpos anti-
CD154. O grafico mostra os valores da titulagao de IgM para os dias 0-20
apoés ataque com TT (resposta primaria).

A Figura 22 & um grafico que compara a farmacocinética em
macacos cinomolgus do anticorpo Fab de 342 '-PEG e do anticorpo hu5c8.

A Figura 23 mostra os resultados da analise por citometria de
fluxo do bloqueio cruzado da ligagdo de 342 Fab' marcado as células Jurkat
D1.1 que expressam CD154 pré-ligadas a um primeiro Fab' anti-CD154 nao
marcado, como indicado em cada painel (23A - A33; 23B - 338; 23C - 402;
23D - 381; 23E - 300; 23F - 294; 23G - 335; 23H - 303) (vide o Exemplo 9).
A33 é um anticorpo de controle com isétipo compativel € confirma que néao
ha bloqueio cruzado nao especifico.

A Figura 24 mostra os resultados da analise por citometria de
fluxo do bloqueio cruzado da ligagdo de Fab' de Hubc8 as células Jurkat
D1.1 que expressam CD154 pré-ligadas a um primeiro Fab' anti-CD154 nao
marcado, como indicado em cada painel (24A - 338; 24B - 402; 24C - 381,
24D - 303; 24E - 335; 24F - 300; 24G - 294; 24H - A33) (vide o Exemplo 9).
A33 é um anticorpo de controle com is6tipo compativel e confirma que nao
ha blogueio cruzado no especifico.

As Figuras 25 A-F mostram os resultados da analise Biacore®



10

15

20

25

30

28

da ligagao competitiva de varias formas dos anticorpos 342 e Hu5c8 a prote-
ina CD154 solavel (ECD) ou a um complexo CD40: CD154. FL - comprimen-
to completo. CD40hFc - proteina de fusdo de CD40 humano.

A Figura 26 é um grafico que mostra os resultados de um ensaio
de agregacéo plaquetaria descrito no Exemplo 11 (Ensaio 1) realizado com o
anticorpo anti-CD154 Hu5c¢8, anticorpo anti-CD154 Fab de 342 '-PEG e anti-
corpos de controle. Esse primeiro painel mostra os resultados obtidos com
complexos de CD40L formados com IgG inteira e o segundo painel mostra
complexos formados com Fab'-PEG ou diFab'-PEG. O terceiro painel mostra
os resultados obtidos com triFab'-PEG e anticorpo anti-CD154 hu342 nao-
glicosilado.

A Figura 27 é um grafico que mostra os resuitados de um ensaio
de agregacéao plaquetaria descrito no Exemplo 11 (Ensaio 2) realizado com
anticorpos de controle positivos e negativos. Os resultados demonstram que
a agregacao plaquetaria € especificamente aumentada por complexos do
anticorpo anti-CD154 de controle positivo @ CD40L soluvel recombinante
humano (sCD154).

A Figura 28 mostra um alinhamento de sequéncias de sequén-
cias de aminoacidos de CD40L soluvel humano (SEQ ID NO: 76) e de ca-
mundongo (SEQ ID NO: 77). As diferencas entre as sequéncias humanas e
de camundongo estao indicadas em vermelho. As sequéncias do epitopo de
Hub5c8 estao indicadas em azul. Os residuos internos estao marcados com
"I'. Foram selecionadas seis regiées (1-6) da sequéncia onde foram introdu-
zidos residuos humanos em CD40L solivel de camundongo.

A Figura 29 mostra os resultados de um ensaio de competicao
ELISA para demonstrar o bloqueio cruzado de Fab' de 342 e Fab' de hu5c8
(vide o Exemplo 14). A Figura 29A mostra os resultados de uma titulacao de
biotina Fab' de 342 em CD154. Uma concentragdo de 1 nM esta na parte
linear da curva. A Figura 29B mostra os resultados de uma titulagéo de bioti-
na Fab' de hu5c8 em CD154. Uma concentragao de 0,3 nM esta na parte
linear da curva. A Figura 29C mostra o bloqueio cruzado de biotina 342 e
biotina 5¢8 por Fab' de 342 nao marcado. ch342 Fab é o Fab' de 342 quime-
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rico. A Figura 29D mostra o bloqueio cruzado de biotina 342 por Fab' de 5c8
nao marcado.
DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

A fim de que a invengéo aqui descrita possa ser mais plenamente

compreendida, sera apresentada a seguir sua descricao detalhada. A menos
que definido de forma diferente, todos os termos técnicos e cientificos aqui
usados possuem os mesmos significados comumente entendidos por aqueles
versados na técnica a qual esta invengdo pertence. Métodos e materiais e-
xemplares s&o descritos abaixo, embora métodos e materiais similares ou
equivalentes aqueles aqui descritos também possam ser usados na pratica da
presente invengéo e ficarao evidentes para aqueles versados na técnica.

Ao longo de todo este pedido, varias patentes, publicacdes e re-
feréncias sao citadas. As descrigbes dessas patentes, publicagdes e referén-
cias sao aqui incorporadas por referéncia neste pedido em suas totalidades.

Trabalhos de referéncia padronizados apresentados nos princi-
pios gerais de tecnologia de DNA recombinante conhecidos por aqueles ver-
sados na técnica incluem Ausubel e outros, "Current Protocols In Molecular
Biology”, John Wiley & Sons, New York (1998 e Suplementos até 2001);
Sambrook e outros, "Molecular Cloning: A Laboratory Manual", 22 Edicéao,
Cold Spring Harbor Laboratory Press, Plainview, Nova York (1989); Kaufman
e outros, Eds., "Handbook Of Molecular And Cellular Methods In Biology And
Medicine", CRC Press, Boca Raton (1995); McPherson, Ed., "Directed Muta-
genesis: A Practical Approach"”, IRL Press, Oxford (1991).

Trabalhos de referéncia padronizados apresentados nos princi-
pios gerais de imunologia conhecidos por aqueles versados na técnica inclu-
em: Harlow e Lane, "Antibodies: A Laboratory Manual”, 22 Edi¢do, Cold S-
pring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. (1999); e Roitt e
outros, "Immunology”, 3 Edicdo, Mosby-Year Book Europe Limited, Londres
(1993). Trabalhos de referéncia padronizados apresentados nos principios
gerais de fisiologia e farmacologia médica conhecidos por aqueles versados
na técnica incluem: Fauci e outros, Eds., "Harrison 's Principles Of Internal

Medicine", 14? Edigao, McGraw-Hill Companies, Inc. (1998).
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Definicdes

Como aqui usado, o termo "proteina de ligagdo de CD154" inclui
qualquer molécula, incluindo um anticorpo, que se ligue especificamente ou
antagonize CD154. Dessa forma, como aqui usado, um anticorpo anti-
CD154 e uma classe de proteinas de ligagao especificas para CD154. Uma
proteina de ligagdo de CD154 da invengédo pode compreender pelo menos
uma, de preferéncia duas, trés ou mais CDRs, como aqui descrito. Uma pro-
teina de ligagdo de CD154 ou outro antagonista de CD154 desse tipo pode
englobar espécies que nao sejam fragmentos ou derivados classicos de an-
ticorpos, mas que, no entanto, compreendam sequéncias de aminoacidos
e/ou estruturas quimicas que conferem especificidade de ligagao de epitopo
de CD154. Esses antagonistas de CD154 podem ser feitos, por exemplo, a
partir de estruturas alternativas (vide, por exemplo, Binz e outros 2005 Nat.
Biotech. 23: 1.257-1.268 e Hosse e outros 2006 Protein Science 15: 14-27).
Uma proteina de ligagdo de CD154 ou antagonista desse tipo pode ser fun-
dida a uma regido Fc de anticorpo que seja funcionalmente deficiente ou a
uma porgao funcional heteréloga, como aqui descrito, para aumentar a meia-
vida e/ou outras propriedades in vivo da proteina de ligagao de CD154.

As proteinas de ligacdo de CD154 podem compreender pelo
menos uma das CDRs aqui descritas incorporada em uma estrutura biocom-
pativel. Em um exemplo, a estrutura biocompativel compreende um polipep-
tideo, ou porcdo do mesmo, que seja suficiente para formar um suporte ou
uma estrutura conformacionalmente estavel que seja capaz de exibir uma ou
mais sequéncias de aminoacidos que se ligam a um antigeno (por exemplo,
CDRs, um dominio variavel etc.) em uma regido localizada da superficie.
Essas estruturas podem ser um polipeptideo de ocorréncia natural ou "do-
bra" (um motivo estrutural) de polipeptideo, ou pode ter uma ou mais modifi-
cagdes como, por exemplo, adigdes, eliminagées ou substituicdes de amino-
acidos, em relagido a um polipeptideo de ocorréncia natural ou dobra. Essas
estruturas podem ser derivados de um polipeptideo de qualquer espécie (ou
de mais de uma espécie), por exemplo, de um ser humano, de outro mami-

fero, de outro vertebrado, de um invertebrado, de uma planta, de bactéria ou
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virus.

Tipicamente, as estruturas biocompativeis se baseiam em estru-
turas ou esqueletos de proteina diferentes de dominios de imunoglobulina.
Por exemplo, podem ser usados aqueles baseados em fibronectina, anquiri-
na, lipocalina, neocarzinostatina, citocromo b, dedo de zinco CP1, PST1,
espiral enrolado, LACI-D1, dominio Z e dominios fendramisat (vide, por
exemplo, Nygren e Uhlen, 1997, "Current Opinion in Structural Biology", 7,
463-469). ,

O termo "anticorpg”, como €& aqui usado com relacdo a inven-
¢ao, inclui um anticorpo isolado, recombinante ou sintético, conjugado de
anticorpo ou derivado de anticorpo. O termo "anticorpo” frequentemente visa
incluir um fragmento de anticorpo, incluindo um fragmento de ligagao de an-
tigeno, a menos que indicado ou subentendido pelo contexto de forma dife-
rente. Um fragmento de ligacdao de antigeno compete com o anticorpo intac-
to pela ligagcao especifica. Vide, de forma geral, "Fundamental Immunology",
Capitulo 7 (Paul, W, ed., 22 Edicdao, Raven Press, N.Y. (1989)). Fragmentos
de ligagado de antigeno podem ser produzidos por técnicas de DNA recombi-
nante ou por clivagem enzimatica ou quimica de anticorpos intactos. Em al-
gumas modalidades, fragmentos de ligagao de antigeno incluem Fab, F(ab),,
Fab', F(ab')2, F(ab')s, Fd, Fv, anticorpos de dominio (dAb), outros fragmentos
monovalentes e divalentes, fragmentos da regido determinante de comple-
mentaridade (CDR), anticorpos de cadeia Unica (por exemplo, scFv, scFab,
e scFabAC), anticorpos quiméricos, diacorpos, triacorpos, minicorpos, nano-
corpos e polipeptideos que contém pelo menos uma porgao de um anticorpo
que seja suficiente para conferir ligagdo antigeno-especifica ao polipeptideo;
e fusbes e derivados dos citados anteriormente. Vide, por exemplo, Holliger
e Hudson, Nature Biotechnology 23: 1.126-1.136 (2005) e Hust e outros,
BMC Biotech. 7: 14 (2007).

Um "fragmento Fd" &€ um fragmento de anticorpo que consiste
nos dominios Vi € CH;; um "fragmento FV" consiste nos dominios Vi e Vy
de um brago simples de um anticorpo; um "fragmento scFv" & um anticorpo

de cadeia unica que compreende uma regido variavel da cadeia pesada (Vi)
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€ uma regiéo variavel da cadeia leve (V.) unidas por um vinculador peptidi-
co; um "fragmento scFab" & um anticorpo de cadeia Unica que compreende
um fragmento dificil (Fd) unido a uma cadeia leve por um vinculador peptidi-
co; um fragmento "scFabAC" é uma variante de scFab, sem cisteina (vide,
por exemplo, Hust e outros, supra); e um "fragmento dAb" (anticorpo de do-
minio Gnico) compreende um dominio variavel Unico (por exemplo, um do-
minio Vy ou um dominio V) (Ward e outros, Nature 341: 544-546 (1989)).
Além disso, também sao incluidos diacorpos e triacorpos. Os diacorpos e
triacorpos da presente invengao incluem, por exemplo, diacorpos e triacor-
pos homodiméricos e heterodiméricos. Por exemplo, em certas modalidades,
os dominios variaveis que constituem um triacorpo podem se ligar a trés epi-
topos diferentes ou a epitopos idénticos.

A menos que estabelecido de forma diferente ou quando indica-
do pelo contexto, um "anticorpo" da presente invengao inclui anticorpos intei-
ros e quaisquer fragmentos de ligagcdo de antigeno dos mesmos, derivados
de anticorpos ou variantes que possam conter uma ou mais modificacées
(por exemplo, uma insergdo, eliminagdo ou substituicdo de aminoacidos,
uma modificagéo pos-tradugao ou auséncia desta etc.), incluindo conjugados
de anticorpo (isto é, anticorpo ou fragmento de ligagdo de antigeno desse
conjugado ou associado a uma porg¢ao funcional). Os derivados de anticor-
pos, incluindo conjugados de anticorpo, podem ser baseados ou podem
compreender um fragmento de ligagao de antigeno da invengao que se liga
especificamente ao CD154. Adicionalmente, as modalidades de anticorpo
citadas anteriormente podem ser anticorpos murinos, de hamster, de cabra,
de coelho, quiméricos, humanizados ou totalmente humanos, fragmentos,
derivados ou conjugados. Entende-se que, em certos aspectos da invengéao,
o termo “anticorpo" pode excluir uma ou mais das modalidades de anticorpo
citadas acima; essas condi¢Ges serdo evidentes para aqueles versados na
técnica.

O termo "peguilagdo," "polietileno glicol' ou "PEG" inclui um
composto de polialquileno glicol, ou um derivado dos mesmo, com ou sem

agentes de acoplamento ou derivatizagdo com por¢des de acoplamento ou
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ativacao (por exemplo, com tiol, triflato, tresilato, azirdina, oxirano ou, de pre-
feréncia, com uma porgao maleimida, por exemplo, PEG-maleimida). Outros
compostos de polialquileno glicol adequados incluem, sem limitagdo, malei-
mido monometoxi PEG, PEG ativado de polipropileno glicol, mas também
polimeros com carga ou neutros dos seguintes tipos: dextrana, acidos colo-
minicos, ou outros polimeros baseados em carboidratos, polimeros de ami-
noacidos e biotina e outros derivados de reagentes de afinidade.

O termo "fungao efetora” refere-se a habilidade funcional da re-
giao Fc ou constante de um anticorpo para se ligar a proteinas e/ou células
do sistema imunoldgico. Anticorpos que possuem fungao efetora reduzida e
métodos para a criagdo por engenharia genética desses anticorpos s&o
bem-conhecidos na técnica (vide, por exemplo, WO 05/18572, WO 05/03175
e U.S. 6.242.195) e serao descritos com mais detalhes neste relatério descri-
tivo. Fungdes efetoras tipicas incluem a habilidade para se ligar a proteina
do complemento (por exemplo, a proteina do complemento C1q) e/ou a um
receptor Fc(FcR) (por exemplo, FcyRI, FcyRIl, FcyRlla, FcyRIl e/ou
FcyRIllb). As consequéncias funcionais de serem capazes de se ligar a uma
ou mais das moléculas citadas anteriormente incluem, sem limitagcéo, opso-
nizacao, fagocitose, citotoxicidade celular antigeno-dependente (ADCC),
citotoxicidade complemento-dependente (CDC) e/ou modulagdo da célula
efetora. Uma diminuicio na funcao efetora refere-se a uma diminuicdo em
uma ou mais das atividades bioquimicas ou celulares induzidas, pelo menos
em parte, pela ligagao de Fc ao seu receptor cognato ou a uma proteina do
complemento ou célula efetora, embora mantendo a atividade de ligagéo de
antigéno da regido variavel do anticorpo (ou fragmento do mesmo), embora
com afinidade de ligagido reduzida, similar, idéntica ou aumentada. Anticor-
pos da invengao especificos exibem fungao efetora reduzida. As diminuigtes
da fungdo efetora, por exemplo, ligagdo de Fc a um receptor Fc ou a uma
proteina do complemento, podem ser expressas em termos de nimero de
vezes de redugao (por exemplo, reduzida por 1,5 vez, 2 vezes, e similares),
e podem ser calculadas com base, por exemplo, nas redugbes percentuais

na atividade de ligagdo determinadas usando ensaios de ligagéo conhecidos
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na técnica (vide, por exemplo, WO 05/18572).

A menos que o contexto defina de forma diferente, os termos no
singular devem incluir pluralidades e termos no plural devem incluir a forma
no singular.

Ao longo de todo este relatério descritivo e nas reivindicagdes, a
palavra "compreende,"” ou variagbes como "que compreende" ou "compre-
endendo”, sera subentendida como implicando na inclusdo de um namero
inteiro ou grupo de numeros inteiros estabelecido, mas n&ao na exclusdo de
qualquer outro numero inteiro ou grupo de numeros inteiros.

CD154

CD154 é conhecido na técnica por varios outros nomes, tais
como ligante de CD40 (CD40L), contra receptor de CD40 (CD40CR), gp39,
T-BAM, Molécula de Ativagédo de Célula T, TRAF, Proteina de Ativagdo Re-
lacionada ao TNF (TRAP) e Membro 5 da Superfamilia do Fator de Necrose
Tumoral (TNFSF5) (Gauchat e outros, 1993 FEBS Lett. 315: 259-266; Graf e
outros 1992, Europ. Immun. 22: 3.191-3.194; Hollenbaugh e outros, 1992
EMBO J. 11: 4.313-4.321). Esses termos sao usados de forma intercambia-
vel ao longo de todo o relatério descritivo. As proteinas de ligagdo de CD154
desta invencgéo, incluindo anticorpos, se ligam especificamente ao CD154
humano e podem apresentar reacdo cruzada e, portanto, se ligam especifi-
camente ao CD154 de outras espécies. Em certas modalidades, as protei-
nas de ligagcéo de CD154 desta invengao, incluindo anticorpos, se ligam es-
pecificamente ao CD154 humano, CD154 de camundongo ou CD154 de
primata ndo-humano.

Anticorpos anti-CD154 e proteinas de ligacdo de CD154

O termo "anticorpo anti-CD154", como aqui usado, refere-se a
uma molécula de imunoglobulina que é capaz de se ligar especificamente a
um epitopo em um antigeno de CD154. Os anticorpos anti-CD154 podem
ser imunoglobulinas intactas derivadas de fontes naturais ou de fontes re-
combinantes, e podem ser porgdes imunorreativas de imunoglobulinas intac-
tas. Os anticorpos sao tipicamente tetrameros de moléculas de imunoglobu-

lina.
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Consequentemente, como citado em todas as modalidades e
métodos desta invengdo, um "anticorpo anti-CD154" engloba (a menos
quando indicado de forma diferente ou quando sugerido de forma diferente
pelo contexto) um anticorpo monocional, um anticorpo policlonal, um anti-
corpo de murino, um anticorpo de hamster, um anticorpo de cabra, um anti-
corpo de coelho, um anticorpo quimérico, um anticorpo sensibilizado, um
anticorpo humanizado, um anticorpo (totalmente) humano, um anticorpo mul-
timérico, um anticorpo heterodimérico, um anticorpo hemidimérico, um anti-
corpo bi-, tri- ou tetravalente, um anticorpo biespecifico, um anticorpo de ca-
deia unica (por exemplo, scFv, scFab e scFabAC), Bis-scFv, um diacorpo,
triacorpo ou tetracorpo, anticorpos de dominio unico e fragmentos Fab modi-
ficados. Em certas modalidades, o anticorpo anti-CD154 é um anticorpo que
compreende apenas um dominio variavel unico de imunogiobulina. Conse-
quentemente, anticorpos monovalentes incluem anticorpos que compreen-
dem apenas um dominio variavel de imunoglobulina (isto €, uma unica ca-
deia variavel leve ou pesada) e que se ligam especificamente ao CD154.
Além disso, os anticorpos anti-CD154 da inveng¢ao podem ser monovalentes,
divalentes ou multivalentes para CD154.

Em certas modalidades, uma proteina de ligacdo de CD154, por
exemplo, um anticorpo anti-CD154, com funcao efetora reduzida compreen-
de qualquer porgdo de um anticorpo anti-CD154 que seja suficiente para
manter ligacao especifica ao antigeno de CD154. Por exemplo, o anticorpo
pode compreender apenas um (nico dominio variavel de imunoglobulina um
dominio V{ ou V,.

Consequentemente, em certas modalidades, uma proteina de li-
gacao de CD154, por exemplo, um anticorpo anti-CD154, € um fragmento de
anticorpo. Fragmentos de anticorpo incluem, por exemplo, um fragmento
Fab, um fragmento F(ab),, um fragmento Fab', um fragmento F(ab’);, um
fragmento F(ab')s;, um fragmento F(v) de cadeia unica ou um fragmento F(v)
e fragmentos de ligagao de epitopo de qualquer um dos citados acima (vide,
por exemplo, Holliger e Hudson, 2005, Nature Biotech. 23 (9): 1.126-1.136).
Os fragmentos de anticorpo da invengéao seréo descritos com mais detalhe
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abaixo.

Em um exemplo, as proteinas de ligagdo de CD154 ou anticor-
pos anti-CD154 s&o anticorpos (por exemplo, anticorpos do subtipo IgG4) ou
fragmentos (por exemplo, fragmentos Fab') que possuem uma regiéo de do-
bradiga (hinge) nativa ou uma modificada. Foram descritas varias regides de
dobradica modificadas, por exemplo, na Patente U.S. 5.677.425, WO
99/15549 e WO 98/25971. Em outro exemplo, os anticorpos da invencgéo sao
modificados em suas regiées constantes, como aqueles anticorpos descritos
em WO 05/003169, WO 05/003170 e WO 05/003171. Qualquer um dos anti-
corpos anti-CD154, derivados de anticorpos ou fragmentos de anticorpos
mencionados anteriormente pode ser usado para formar os conjugados de
anticorpo da presente invengéo. Qualquer um dos anticorpos, fragmentos e
conjugados acima pode despertar uma funcao efetora reduzida, comparados
com um segundo anticorpo anti-CD154.

As moléculas de anticorpo da invencao podem ser de qualquer
classe (por exemplo, IgG, IgE, IgM, IgD ou IgA) ou subclasse de molécula de
imunoglobulina. Os dominios da regido constante do anticorpo, se presen-
tes, podem ser selecionados considerando-se a fungéo proposta da molécu-
la de anticorpo. Por exemplo, os dominios da regido constante podem ser
dominios de IgA, IgD, Igk, IgG ou IgM humana. Em particular, podem ser
usados dominios da regido constante de IgG humana, especialmente IgG1,
IgG2 1gG3 e IgG4. Os isotipos 1gG2 e IgG4 podem ser usados em certas
modalidades nas quais a molécula de anticorpo se destina aos usos terapéu-
ticos para os quais sdo desejadas fungbes efetoras de anticorpo reduzidas
ou eliminadas. Alternativamente, os isétipos 1IgG1 e IgG3 podem ser usados
quando a molécula de anticorpo se destina a fins terapéuticos para os quais
sao necessarias fungdes efetoras de anticorpo.

Em algumas modalidades, uma ou mais das CDRs de uma pro-
teina de ligagdo de CD154 da invengéo, por exemplo, anticorpo, podem ser
incorporadas em um ou mais dominios de imunoglobulina, estruturas univer-
sais, estruturas de proteina ou outras estruturas biocompativeis com base

em estruturas ou esqueletos de proteina diferentes de dominios de imuno-
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globulina (Nygren & Uhlén, 1997, Curr. Opin. Strural Biol. 7: 463-469; Sara-
govi e outros, 1992, Bio/Technology 10: 773-779; Skerra, 2000, J. Mol. Re-
cognition 13: 167-187). Em certas modalidades, as CDRs de um anticorpo
anti-CD154 sao incorporadas em uma estrutura universal (isto &, uma estru-
tura que pode ser usada para criar uma variabilidade total de fungdes, espe-
cificidades ou propriedades que s&o originalmente sustentadas por uma
grande colecao de diferentes estruturas, vide a U.S. 6.300.064). Em outras
modalidades, podem ser usados estruturas alternativas (vide, por exemplo,
Binz e outros 2005 Nat. Biotech. 23: 1.257-1.268 e Hosse e outros 2006 Pro-
tein Science 15: 14- 27) para criar proteinas de ligacdo de CD154 da inven-
¢ao.

O termo "anticorpo anti-CD154" também engloba um anticorpo
sintetico ou um anticorpo recombinante que é gerado com o uso de tecnolo-
gia de DNA recombinante como, por exemplo, um anticorpo expresso por
um bacteridéfago. O termo "anticorpo anti-CD154" também deve ser conside-
rado como incluindo um anticorpo que foi gerado pela sintese de uma moleé-
cula de DNA qgue codifica o anticorpo e cuja molécula de DNA expressa uma
proteina de anticorpo ou uma sequéncia de aminoacidos que especifica o
anticorpo, em que o DNA ou a sequéncia de aminoacidos foi obtido com o
uso de tecnologia de DNA sintético ou de sequéncia de aminoacidos que
esta disponivel e € bem-conhecido na técnica.

Em uma modalidade, a invengdo fornece um "anticorpo anti-
CD154" que € um anticorpo monoclonal. Um anticorpo monoclonal refere-se
a um anticorpo obtido a partir de uma populagdo de anticorpos substancial-
mente homogéneos, isto &, os anticorpos individuais que compreendem a
populagdo sao idénticos, exceto quanto as possiveis mutagdes de ocorrén-
cia natural que podem estar presentes em pequenas quantidades. O modifi-
cador "monoclonal” indica o carater do anticorpo como sendo obtido a partir
de uma populagéo substancialmente homogénea de anticorpos, e nao deve
ser interpretado como necessitando que a produgéo do anticorpo seja feita
por qualquer método em particular. Por exemplo, os anticorpos monoclonais

a serem usados de acordo com a presente invencao podem ser feitos pelo
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método de hibridoma (murino ou humano) descrito pela primeira vez por Ko-
hler e outros, Nature, 256: 495 (1975), ou podem ser feitos por métodos de
DNA recombinante (vide, por exemplo, U.S. 4.816.567). Os "anticorpos mo-
noclonais" também podem ser isolados a partir de bibliotecas de anticorpo
em fago com o uso das técnicas descritas em Clackson e outros, Nature,
352: 624-628 (1991) e Marks e outros, J. Mol. Biol., 222: 581-597 (1991), por
exemplo. Entende-se também que certas modalidades da presente invengéo
séo relacionadas as composi¢cdes que compreendem um ou mais anticorpos
monoclonais diferentes que se ligam especificamente ao CD154, isto €, uma
composicao de anticorpo policlonal que compreende diversos anticorpos
monoclonais com diferentes especificidades de epitopo.

Em outra modalidade da invengao, um "anticorpo anti-CD154"
refere-se a um anticorpo que € um anticorpo quimérico, ou um derivado de
anticorpo ou conjugado ou fragmento de ligacdo de antigeno do mesmo. Ti-
picamente, anticorpos quiméricos incluem as regides variaveis da cadeia
pesada e/ou leve, incluindo tanto CDR quanto residuos da estrutura, de uma
espécie (tipicamente camundongo) fundidas as regides constantes de outra
espécie (tipicamente humanas). Esses anticorpos quiméricos de camundon-
go/humanos contém aproximadamente 75% de sequéncias de aminoacidos
humanas e 25% de camundongo. As sequéncias humanas representam as
regides constantes do anticorpo, enquanto as sequéncias de camundongo
representam as regides variaveis (e, dessa forma, contém os sitios de liga-
¢ao de antigeno) do anticorpo.

Em outra modalidade, as proteinas de ligagao de CD154, os an-
ticorpos anti-CD154 desta invengao incluem anticorpos, derivados de anti-
corpos e fragmentos de ligagado de antigeno que compreendem um dominio
variavel que compreende regides de estrutura de um anticorpo e regides de
CDR de outro anticorpo.

Em uma modalidade mais especifica, as proteinas de ligagéo de
CD154 e os anticorpos anti-CD154 desta invengao incluem anticorpos qui-
meéricos que compreendem regiées de estrutura e regiées de CDR de dife-

rentes anticorpos humanos.



10

15

20

25

30

39

Métodos de producdo de todos os anticorpos quiméricos descri-
tos acima sdo bem-conhecidos por aqueles versados na técnica. Vide, por
exemplo, U.S. 5.807.715; Morrison e outros (1984) Proc. Natl. Acad. Sci.
U.S.A. 81 (21): 6.851-5; Sharon e outros (1984) Nature 309 (5.966). 364-7;
Takeda e outros (1985) Nature 314 (6.010): 452-4.

Em certas modalidades da presente invengao, um anticorpo an-
ti-CD154 que se liga ao CD154 é gerado pelo "Método de Anticorpo de Lin-
fécito Selecionado” (SLAM) (Babcook e outros, 1996, Proc. Natl. Acad. Sci.
U.S.A., 93, 7.843-7.848; WO 92/02551; de Wildt e outros, 1997, J. Immunol.
Methods, 207: 61-67 e em Lagerkvist, e outros, 1995, BioTechniques 18:
862-869), que permite o isolamento de qualquer espécie de células que pro-
duzam anticorpos de alta afinidade durante respostas imunoldgicas in vivo.
Outras técnicas incluem aquelas descritas por de Wildt e outros, 1997, J.
Immunol. Methods, 207: 61-67 e Lagerkvist e outros, 1995, BioTechniques
18 (5): 862-869. O métodos acima se baseiam no isolamento de células pro-
dutoras de anticorpo individuais, que sdo entdo expandidas de forma clonal,
seguido por rastreamento daqueles clones que produzem anticorpos anti-
CD154, seguido pela identificagdo subsequente da sequéncia de seus genes
da cadeia variavel pesada (Vy) e leve (V). Um método de rastreamento em
particular & detalhado em WO 04/051268. Dessa forma, séo isoladas células
B que sao positivas para os anticorpos para CD154. As células B podem ser
humanas, de camundongo, de rato, de hamster, de coelho, de cabra, ou ou-
tras espécies mamiferas. Os genes do anticorpo nessas células B podem
ser clonados e expressos em uma célula hospedeira, por exemplo, por tec-
nologia convencional de DNA recombinante. Em certas modalidades, a célu-
la hospedeira é E. coli. Outras células hospedeiras serao detalhadas abaixo.
Os anticorpos (que incluem fragmentos de anticorpos como, por exemplo,
fragmentos Fab') expressos nessas células podem ser purificados por meios
convencionais. Se os anticorpos sdo de uma fonte ndo-humana, eles podem
ser humanizados por métodos convencionais como, por exemplo, por muta-
génese de seus genes. Os anticorpos humanizados podem ser subsequen-

temente expressos em uma célula hospedeira e podem ser purificados.
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Anticorpos monoclonais podem ser preparados por qualquer
método conhecido na técnica como, por exemplo, a técnica do hibridoma
(Kohler & Milstein, Nature, 1975, 256: 495-497), a técnica do trioma, a técni-
ca do hibridoma de célula B humana (Kozbor e outros, /mmunology Today,
1983, 4, 72) e a técnica do EBV-hibridoma (Cole e outros, "Monoclonal anti-
bodies and Cancer Therapy", paginas 77-96, Alan R. Liss, Inc., 1985). Os
métodos para a criagdo e fabricagio de anticorpos recombinantes sido bem-
conhecidos na técnica (vide, por exemplo, U.S. 4.816.397. U.S. 6.331.415;
Simmons e outros, 2002, Journal of Immunological Methods, 263, 133-147;
WO 92/02551; Orlandi e outros, 1989, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 86,
3.833; Riechmann e outros, 1988, Nature, 322, 323; U.S. 5.5685.089; WO
91/09967; Mountain e Adair, 1992, Biotechnol. Genet. Eng. Rev., 10, 1-142;
Verma e outros, 1998, J. Immunol. Methods, 216: 165-181; Holliger e Hud-
son, 2005, Nature Biotech. 23 (9): 1.126-1.136).

Os anticorpos da presente invengao também podem ser gera-
dos com o uso de varios métodos de exibicdo em fago conhecidos na técni-
ca e incluem aqueles descritos por Brinkman e outros, 1995, J. Immunol.
Methods, 182: 41-50; Ames e outros, 1995, J. Immunol. Methods, 184, 177-
186,; Kettleborough e outros 1994, Eur. J. Immunol., 24, 952-958; Persic e
outros, 1997, Gene, 187, 9-18; e Burton e outros, 1994, Advances in Immu-
nol., 57, 191-280; WO 90/02809; WO 91/10737; WO 92/01047, WO
92/18619; WO 93/11236; WO 95/15982; e WO 95/20401; e US 5.698.426,
5.223.409, 5.403.484, 5.580.717, 5.427.908, 5.750.753, 5.821.047,
5.571.698, 5.427.908, 5.516.637, 5.780.225, 5.658.727, 5.733.743 e
5.969.108.

Além disso, camundongos transgénicos (por exemplo, criados
por engenharia geneticamente), ou outros organismos, incluindo outros ma-
miferos, podem ser usados para produzir as proteinas de ligacéo e os anti-
corpos desta invengao (vide, por exemplo, U.S. 6.300.129). Por exemplo,
sabe-se que camundongos criados geneticamente para substituir apenas as
regibes variaveis de loci imunes de camundongo (cadeia pesada V, D e
segmentos J, e cadeia leve V e segmentos J) com as sequéncias variaveis
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humanas correspondentes podem ser usados para produzir grandes quanti-
dades de anticorpos de alta afinidade com sequéncias variaveis humanas
(vide, por exemplo, U.S. 6.5686.251, U.S. 6.596.541 e U.S. 7.105.348).

Em outra modalidade desta invengdo, um "anticorpo anti-
CD154" refere-se a um anticorpo, derivado ou conjugado de anticorpo, ou
fragmento de ligagao de antigeno, que é sensibilizado ou humanizado. Anti-
corpos sensibilizados e humanizados tipicamente incluem CDRs da cadeia
pesada e/ou leve de um anticorpo murino enxertado em um primata nao-
humano ou regido de estrutura V de anticorpo humano, normalmente com-
preendendo ainda uma regido constante humana. Vide, por exemplo, Rie-
chmann e outros (1988) Nafure 332: 323-327; U.S. 6.054.297, 5.821.337,
5.770.196, 5.766.886, 5.821.123, 5.869.619, 6.180.377, 6.013.256,
5.693.761 e 6.180.370.

A base tedrica para a utilizagdo desses anticorpos sensibiliza-
dos ou humanizados é a retengao da especificidade de antigeno (humano)
do anticorpo de camundongo conferida pelas CDRs de camundongo, mas
com uma reducao da imunogenicidade do anticorpo de camundongo (um
anticorpo de camundongo causaria uma resposta imunolégica contra ele em
espécies diferentes, que nao de camundongo) pela utilizagdo da maior quan-
tidade de sequéncia de estrutura humana possivel. Esses anticorpos podem
ser usados em terapias humanas para minimizar ou eliminar os efeitos cola-
terais indesejados, tais como respostas imunolégicas. Foram descritos anti-
corpos que compreendem CDRs doadoras enxertadas de anticorpos nao-
humanos antigeno-especificas em estruturas receptoras homologas de pri-
matas nao-humano que possuem imunogenicidade reduzida em seres hu-
manos (U.S. 2005/0208625; U.S. 2002/0062009; U.S. 7.338.658).

Consequentemente, formas humanizadas de anticorpos né&o-
humanos (por exemplo, murinos) sdo imunoglobulinas quiméricas, cadeias
de imunoglobulina ou fragmentos das mesmas (tais como Fv, Fab, Fab',
F(ab"), ou outras subsequéncias de ligagcdo de antigeno de anticorpos) es-
pecificas que contém sequéncias derivadas de sequéncias de imunoglobuli-
na ndo-humana e de imunoglobulina humana. Em sua maior parte, anticor-
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pos humanizados s&o imunoglobulinas humanas (anticorpo receptor) nas
quais residuos das regibes determinantes de complementaridade (CDRs) do
anticorpo receptor sao substituidos por residuos das CDRs de uma espécie
nao-humana (anticorpo doador) como, por exemplo, camundongo, rato ou
coelho, que possuem a especificidade, afinidade e capacidade desejadas.
Em alguns casos, residuos da regido de estrutura (FR) Fv da imunoglobulina
humana sao substituidos por residuos da FR nao-humana correspondentes.

Além disso, o anticorpo humanizado pode compreender resi-
duos que nao sdo encontrados nem no anticorpo receptor nem nas sequén-
cias de CDR ou FR importadas. Essas modificacdes sao feitas para refinar e
otimizar ainda mais o desempenho do anticorpo. Em geral, o anticorpo hu-
manizado pode compreender substancialmente tudo de pelo menos um, e
tipicamente dois, dominios variaveis, em que todas, ou substancialmente
todas, as regides de CDR correspondem aquelas de uma imunoglobulina
nao-humana, e todos, ou substancialmente todos, os residuos da FR s&o
aqueles de uma sequéncia de consenso de imunoglobulina humana. O anti-
corpo humanizado opcionalmente também pode compreender pelo menos
uma por¢ado de uma regiao constante (Fc) de imunoglobulina, tipicamente
aquela de uma imunoglobulina humana.

Um anticorpo humanizado (que inclui, por exemplo, fragmentos
de anticorpos e derivados ou conjugados de anticorpos) pode ser produzido
por tecnologia de DNA recombinante, na qual alguns ou todos os aminoaci-
dos de uma cadeia leve ou pesada de imunoglobulina humana que néo sao
necessarios para a ligagao de antigeno (por exemplo, as regiées constantes
e as regides de estrutura dos dominios variaveis) sdo usados para substituir
aminoacidos correspondentes da cadeia leve ou pesada do anticorpo nao-
humano cognato. Métodos para a produgéo de anticorpos humanizados s&o
bem-conhecidos por aqueles versados na técnica de anticorpos. Vide, por
exemplo, EP 239400; Jones e outros (1986) Nature 321: 522-525; Riech-
mann e outros (1988) Nature 332: 323-327; Verhoeyen e outros (1988) Sci-
ence 239: 1.534-1.536; Queen e outros (1989) Proc. Nat. Acad. Sci. U.S.A.
86: 10.029; Orlandi e outros (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 86: 3.833;
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U.S. 6.180.370, e EP 519596, que descreve folheamento de anticorpo de
residuos de superficie.

Consequentemente, em uma modalidade desta invenc¢do, um
anticorpo anti-CD154 refere-se a um anticorpo humanizado (que inclui, sem
limitagdo, um fragmento humanizado de ligacdo de antigeno e um derivado
ou um conjugado de anticorpo humanizado), que é gerado pelo transplante
de CDRs murinos ou de rato (ou outras ndo-humanas) em um anticorpo hu-
mano. Mais especificamente, essa humanizagao é obtida da seguinte forma:
(1) os cDNAs que codificam dominios variaveis da cadeia pesada e leve sao
isolados de um hibridoma ou de uma célula B que secreta o anticorpo; (2) as
sequéncias de DNA dos dominios variaveis, incluindo as CDRs, sdo deter-
minadas por sequenciamento; (3) os DNAs que codificam as CDRs sao
transferidos para as regiées correspondentes de uma sequéncia codificadora
do dominio variavel da cadeia pesada ou leve de um anticorpo humano por
mutagénese sitio-dirigida; e (4) os segmentos do gene da regido constante
humana de um isétipo desejado (por exemplo, 1 para CH e k para CL) sao
adicionados. Finalmente, os genes da cadeia pesada e leve humanizada sao
coexpressos em células hospedeiras de mamiferos (por exempio, células
CHO ou NSO) para produzir um anticorpo humanizado soluvel.

Algumas vezes, a transferéncia direta de CDRs para uma estru-
tura humana leva a perda de afinidade de ligagdo de antigeno da proteina de
ligacao ou anticorpo resultante. A perda de afinidade de ligagao de antigeno
pode ocorrer porque, em alguns anticorpos cognatos, certos aminoacidos
dentro das regides de estrutura interagem com as CDRs e, dessa forma,
influenciam a afinidade de ligagdo de antigeno global do anticorpo. Nesses
casos, aqueles versados na técnica observarao que seria crucial a introdu-
cao de "mutacgoes retrogradas"” nas regides de estrutura do anticorpo recep-
tor a fim de reter a atividade de ligagado de antigeno do anticorpo cognato. As
abordagens gerais para a produgdo de mutagdes retrogradas sdo bem-
conhecidas por aqueles versados na técnica. Vide, por exemplo, Queen e
outros (1989) Proc. Nat. Acad. Sci. U.S.A. 86: 10.029; Co e outros 1991.
Proc. Nat. Acad. Sci. U.S.A. 88: 2.869-2.873; WO 80/07861; Tempest 1991.
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Biotechnology 9: 266-271. Mutacbes retrogradas exemplares para os anti-
corpos da presente invengao incluem aqueles residuos descritos na Figura 9
sob conteudo do doador.

Em certas modalidades, a proteina de ligagdo ou o anticorpo da
presente invengao pode compreender um dominio Vy que nao é um dominio
variavel de imunoglobulina de camelideo ou murino. Em certas modalidades,
o polipeptideo de anticorpo pode compreender um dominio Vy que né&o con-
tém um ou mais aminoacidos que sao especificos para dominios variaveis
de imunoglobulina de camelideos, quando comparados com dominios Vy
humanos.

Em uma modalidade desta invengao, um "anticorpo anti-CD154"
refere-se a um anticorpo (que inclui um fragmento de ligagao de antigeno e
um derivado ou conjugado de anticorpo) que é totalmente humano. Um anti-
corpo totalmente "humano" compreende um polipeptideo de anticorpo ou um
dominio variavel de imunoglobulina que possui uma sequéncia derivada de
uma imunoglobulina humana (por exemplo, obtida de uma sequéncia codifi-
cadora de imunoglobulina humana). O termo "anticorpo humano" inclui, por
exemplo, anticorpos que possuem regides varidveis € constantes (se pre-
sentes) derivadas de sequéncias de imunoglobulina de linhagem germinativa
humana. O termo "humano", como aqui aplicado a um anticorpo ou a um
fragmento como, por exemplo, um dominio variavel, ndo engloba um anti-
corpo de outra espécie, por exemplo, de camundongo, que foi "humanizado"
por meio de enxerto de sequéncias da regido constante humana em um po-
lipeptideo de anticorpo (isto &, substituicdo de regides constantes n&o-
humanas com regiées constantes humanas) ou por meio de enxerto de se-
quéncias da regiao de estrutura V humana em um dominio variavel de imu-
noglobulina de um mamifero ndo-humano (isto &, a substituicio de regides
de estrutura ndo-humanas de um dominio V com regioes de estrutura huma-
nas). Foram descritos métodos de humanizagdo de regides variaveis de i-
munoglobulina por meio da modificag&o racional de residuos determinantes
de complementaridade (U.S. 2006/0258852).

Os anticorpos humanos podem, em certas modalidades, incluir
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residuos de aminoacidos nao codificados por sequéncias de imunoglobulina
de linhagem germinativa humana (por exemplo, mutagdes introduzidas por
mutagénese aleatoria ou sitio-especifica in vitro ou por mutagao somatica in
vivo). Em certas modalidades, portanto, a presente invencgao esta relaciona-
da a um anticorpo anti-CD154 que compreende um dominio variavel que
possui uma ou mais regides de estrutura (por exemplo, FW1, FW2, FW3
e/ou FW4) que compreendem uma sequéncia de aminoacidos que € a mes-
ma que a sequéncia de aminoacidos de uma regiao de estrutura correspon-
dente codificada por um segmento do gene de anticorpo de linhagem germi-
nativa humana, ou que as sequéncias de aminoacidos de uma ou mais das
referidas regibes de estrutura que compreendem coletivamente até 5 dife-
rengas de aminoacidos em relacao as sequéncia de aminoacidos da referida
regiao de estrutura correspondente codificada por um segmento do gene de
anticorpo de linhagem germinativa humana. Em modalidades adicionais, as
sequéncias de aminoacidos das regides de estrutura (FW1, FW2, FW3 e
FwW4) de um dominio variavel sdo as mesmas que as sequéncias de amino-
acidos de regides de estrutura correspondentes codificadas por um segmen-
to do gene de anticorpo de linhagem germinativa humana, ou as sequéncias
de FW1, FW2, FW3 e FW4 contém coletivamente até 10 diferengas de ami-
noacidos em relacao as sequéncias das regides de estrutura corresponden-
tes codificadas pelo segmento do gene de anticorpo de linhagem germinati-
va humana. Segmentos do gene de anticorpo de linhagem germinativa e-
xemplares incluem, por exemplo, DP47, DP45, DP48 e DPK9 (U.S.
2006/0062784), e segmentos que codificam sequéncias estrutura receptoras
descritas nos Exemplos e nas Figuras.

Em algumas modalidades, um anticorpo humano (que inclui um
fragmento de anticorpo ou uma sequéncia do dominio variavel) possui pelo
menos 85% de identidade de sequéncias de aminoacidos (incluindo, por e-
xemplo, 87%, 90%, 93%, 95%, 97%, 99% ou mais de identidade de sequén-
cias) para um anticorpo humano de ocorréncia natural.

Os anticorpos totalmente humanos ou humanos podem ser deri-

vados de camundongos transgénicos (por exemplo, produzidos genetica-
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mente, por exemplo, knock-in) que carregam genes de anticorpo humano
(que carregam os éxons variaveis (V), de diversidade (D), de uniao (J) e
constantes (C)) ou regides V, D e J humanas de células humanas. Por e-
xemplo, & agora possivel produzir animais produzidos geneticamente (por
exemplo, camundongos) que sdo capazes, mediante imunizacéo, de produ-
zir um repertério completo de anticorpos humanos na auséncia de producgao
enddgena de imunoglobulinas (vide, por exemplo, Jakobovits e outros,
PNAS, 90: 2.551 (1993); Jakobovits e outros, Nature, 362: 255-258 (1993);
Bruggermann e outros, Year in Immuno., 7: 33 (1993); e Duchosal e outros
Nature 355: 258 (1992). Uma cepa de camundongo transgénico (por exem-
plo, produzido geneticamente, incluindo knock-out, knock-in, substituicao de
genes, e similares) pode ser produzida por engenharia genética para conter
sequéncias génicas de genes de imunoglobulina humana n&o rearranjados.
As sequéncias humanas podem codificar tanto as cadeias pesadas quanto
as leves de anticorpos humanos, e funcionariam corretamente nos camun-
dongos, passando por rearranjo para fornecer um amplo repertério de anti-
corpos similar aquele em seres humanos. Os camundongos produzidos ge-
neticamente podem ser imunizados com a proteina-alvo (por exemplo,
CD154, fragmentos do mesmo, ou células que expressam CD154) para criar
um arranjo variado de anticorpos especificos e seu RNA codificador. Os aci-
dos nucleicos que codificam os componentes da cadeia de anticorpo desses
anticorpos podem entao ser clonados pelo animal em um vetor de exibicao.
Tipicamente, populagdes separadas de acidos nucleicos que codificam se-
quéncias da cadeia pesada e leve sdo clonadas, e as popula¢des separadas
séo entdo recombinadas mediante insergdo no vetor, de tal modo que certa
cdpia do vetor receba uma combinacao aleatoria de uma cadeia pesada e
uma cadeia leve. O vetor é projetado para expressar cadeias de anticorpo de
modo que elas possam ser montadas e apresentadas na superficie externa
de um pacote de exibigdo que contém o vetor. Por exemplo, cadeias de anti-
corpo podem ser expressas como proteinas de fusdo com uma proteina de
revestimento de fago da superficie externa do fago. A seguir, os pacotes de
exibigao podem ser pesquisados quanto a exibigdo de ligacao de anticorpos
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a um alvo.

Alem disso, anticorpos humanos podem ser derivados de biblio-
tecas de exibicdo em fago (Hoogenboom e outros, J. Mol. Biol., 227: 381
(1991); Marks e outros, J. Mol. Biol., 222: 581-597 (1991); Vaughan e outros
Nature Biotech. 14: 309 (1996), U.S. 6.300.064). Podem ser criadas bibliote-
cas de fago sintéticas que usam combinagées randomizadas de regides V
sintéticas de anticorpo humano. Por selegcéo no antigeno, podem ser feitos
anticorpos totalmente humanos nos quais as regiées V tém natureza muito
similar & humana. Vide U.S. 6.794.132, 6.680.209, 4.634.666, e Ostberg e
outros (1983), Hybridoma 2: 361-367.

Para a geracgao de anticorpos humanos, vide também Mendez e
outros Nature Genetics 15: 146-156 (1997), Green e Jakobovits J. Exp. Med.
188: 483-495 (1998). Anticorpaos humanos sio ainda discutidos e delineados
nas Patentes U.S. 5.939.598 e 6.673.986. Vide também as Patentes U.S.
6.114.598, 6.075.181 € 6.162.963. Vide também as Patentes U.S. 6.150.584,
U.S. 6.713.610, U.S. 6.657.103, U.S. 2003/0229905 A1, U.S. 2004/0010810
A1, U.S. 2004/0093622 A1, U.S. 2006/0040363 A1, U.S. 2005/0054055 A1,
U.S. 2005/0076395 A1 e U.S. 2005/0287630 A1. Vide também EP 0463151
B1, WO 94/02602, WO 96/34096 e WO 98/24893.

Em uma abordagem alternativa, outros utilizaram uma aborda-
gem de "minilocus". Na abordagem de minilocus, um locus de Ig exégena é
mimetizado por meio da inclusdo de pedagos (genes individuais) do Jocus de
Ig. Dessa forma, um ou mais genes de VH, um ou mais genes de DH, um ou
mais genes de JH, uma regido constante de mu € uma segunda regiao cons-
tante (preferivelmente uma regido constante gama) sdo formados em uma
construgao para inser¢do em um animal. Essa abordagem é descrita, por
exemplo, nas Patentes U.S. 5.545.807, 5.545.806, 5.625.825, 5.625.126,
5.633.425, 5.661.016, 5.770.429, 5.789.650, 5.814.318, 5.591.669,
5.612.205, 5.721.367, 5.789.215 e 5.643.763. Vide também as Patentes U.S.
5.569.825, 5.877.397, 6.300.129, 5.874.299, 6.255.458 e 7.041.871, cujas
descricbes sao aqui incorporadas por referéncia em sua totalidade. Vide
também EP 0546073, WO 92/03918, WO 92/22645, WO 82/22647, WO
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92/22670, WO 93/12227, WO 94/00569, WO 94/25585, WO 96/14436, WO
97/13852, e WO 98/24884. Vide ainda Taylor e outros (1992 Nuc. Acids.
Res., 20: 6.287), Chen e outros (1993 Int. Immunol. 5: 647), Tuaillon e outros
(1993 PNAS USA. 90: 3.720-4), Choi e outros, (1993 Nature Genetics 4:
117), Lonberg e outros (1994 Nature 368: 856-859), Taylor e outros (1994
International Immunology 6: 579-591) e Tuaillon e outros (1995 J. Immunol.
154: 6.453-65), Fishwild e outros (1996 Nature Biotechnology 14: 845) e Tu-
aillon e outros (2000 Eur. J. Immunol. 10: 2.998-3.005).

Em uma modalidade mais particular desta invengdo, os anticor-
pos totalmente humanos sdo preparados usando esplendcitos humanos
sensibilizados in vitro (Boerner e outros 1991.J. Immunol. 147: 86-95).

Em uma modalidade mais particular desta invengao, os anticor-
pos totalmente humanos sao preparados por clonagem do repertério (Pers-
son e outros 1991. Proc. Nat. Acad. Sci. U.S.A. 88: 2.432-2.436; Huang e
Stollar 1991. J. Immunol. Methods 141: 227-236). Além disso, a U.S.
5.798.230 descreve a preparacdo de anticorpos humanos monoclonais por
células humanas B, em que as células B produtoras de anticorpo humano
saéo imortalizadas por infecgdo com um virus de Epstein-Barr, ou um deriva-
do dos mesmo, que expressa o antigeno 2 nuclear do virus de Epstein-Barr
("EBNAZ2"), uma proteina necessaria a imortalizagao. A funcido de EBNA2 é
subsequentemente desligada, resultando em um aumento na produgdo de
anticorpo.

Qutros métodos para a producdo de anticorpos totalmente hu-
manos envolvem o uso de animais ndo-humanos que possuem loci de Ig
endoégena inativados e s&o transgénicos para os genes ndo rearranjados da
cadeia pesada e da cadeia leve de anticorpo humano. Esses animais trans-
génicos podem ser imunizados com células T ativadas ou com a proteina
D1.1 (U.S. 5.474.771, 6.331.433 e 6.455.044), e podem ser gerados hibri-
domas por células B deles derivadas. Os detalhes desses métodos sao des-
critos na técnica. Vide, por exemplo, varias publica¢cdes/patentes em relagao
a camundongos fransgénicos que contém miniloci de Ilg humana, incluindo
U.S. 5.789.650; as varias publicacbes/patentes com relacido aos camundon-
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gos XENOMOUSER®, incluindo U.S. 6.075.181, 6.150.584 e 6.162.963; Gre-
en, 1997, Nature Genetics 7: 13-21; Mendez, 1997, Nature Genetics 15: 146-
56; e as varias publicagdes/patentes em relagdo aos camundongos "transé-
micos", incluindo EP 843961 e Tomizuka, 1997, Nature Genetics 16: 1.433-
43,

As proteinas de ligagao de CD154 e os anticorpos anti-CD154
da presente invencao também estao relacionados as proteinas de ligagao ou
aos anticorpos de bloqueio cruzado, ou as proteinas de ligagdo ou aos anti-
corpos que se ligam ao mesmo epitopo, ou que se ligam a um epitopo inti-
mamente relacionado ou sobreposto, que qualquer um dos anticorpos aqui
descritos. Uma proteina de ligagdo ou um anticorpo de bloqueio cruzado po-
de inibir ou bloquear competitivamente a ligacdo de qualquer um dos anti-
corpos aqui descritos. Em certas modalidades, a invengao fornece proteinas
de ligacdo de CD154 e anticorpos anti-CD154 que se ligam ao mesmo epi-
topo que um anticorpo humanizado que compreende uma sequéncia da ca-
deia pesada de acordo com a SEQ ID NO: 12 ou SEQ ID NO: 13 e que
compreendem uma sequéncia da cadeia leve de acordo com a SEQ ID NO:
15 (Fab e fragmentos Fab' de 342), e que exibem propriedades de ligagao
de CD154 similares em ensaios de competicao as do anticorpo anti-CD154
5¢8, como aqui descrito. Em outras modalidades, a invengao fornece protei-
nas de ligagdo de CD154 e anticorpos anti-CD154 que se ligam ao mesmo
epitopo que um anticorpo humanizado que compreende uma sequéncia do
dominio V| de acordo com a SEQ ID NO: 58, e uma sequéncia do dominio
Vu de acordo com a SEQ ID NO: 60 (sequéncias variaveis do anticorpo 338),
e que exibem propriedades de ligagao de CD154 similares em ensaios de
competicao as do anticorpo anti-CD154 5¢8, como aqui descrito.

Em certas modalidades da presente invengdo, uma proteina de
ligagdo de CD154, por exemplo, um anticorpo anti-CD154, exibe alta afini-
dade por CD154 humano. Por exemplo, em certas modalidades, uma protei-
na de ligagdo de CD154 se dissocia do CD154 humano (CD40L humano)
com uma Kp na faixa de 50 nM a 1 pM, inclusive, como determinado por res-

sonancia de plasménio de superficie (por exemplo, Biacore®). Por exemplo,
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a Kp para CD154 humano pode serde 25 nMa 1 pM, 10 nMa 1 pM, 5 nm a
1pM,1TnMa1pM,05nMa1pM, 0,1nMa1pM,75pMa1pM,50pMa
pPM, 20 pm a 1 pm, ou até mesmo 10 pm a 1 pm. Em outras modalidades,
uma proteina de ligagdo de CD154 da presente invengao se dissocia do
CD154 humano com uma Kp na faixa de 500 pM a 1 pM, inclusive, como
determinado por ressonancia de plasmoénio de superficie (por exemplo, Bia-
core®). Em algumas modalidades, a Kp para CD154 humano é de menos de
50 pM. Por exemplo, em algumas das modalidades da presente invengao,
uma proteina de ligagdo de CD154 se dissocia do CD154 humano com uma
Kp que & de menos de 20 pM. Em algumas das modalidades da presente
invencgdo, uma proteina de ligagdo de CD154 se dissocia do CD154 humano
com uma Kp que é de menos de 10 pM. Em certas modalidades, uma protei-
na de ligacdo de CD154 da invengao se liga ao CD154 com alta afinidade,
mas nas desloca CD154 ligado de CD40. A afinidade do anticorpo pode ser
aumentada por métodos conhecidos na técnica (vide, por exemplo, Clark e
outros 2006 Protein Sci. 15 (5): 949-60, que descreve o aumento da afinida-
de de um anticorpo com o uso de design computacional baseado na estrutu-
ra, e Chao e outros 2006 Nat. Protoc. 1. 755-768, que descreve métodos de
isolamento e produgdo por engenharia genética de scFvs com propriedades
desejadas com o uso de exibigao em superficie de levedura).

Quando for desejado aumentar a afinidade de anticorpos da in-
vencao que contém uma ou mais das CDRs mencionadas acima, esses an-
ticorpos com afinidade aumentada podem ser obtidos por varios protocolos
de amadurecimento de afinidade, incluindo, sem limitagdo, a manutengao
como CDRs (Yang e outros, J. Mol. Biol., 254, 392-403, 1995), embaralha-
mento de cadeias (Marks e outros, Bio/Technology, 10, 779-783, 1992), o
uso de cepas de mutagdo de E. coli. (Low e outros, J. Mol. Biol., 250, 350-
368, 1996), embaralhamento de DNA (DNA shuffling) (Patten e outros, Curr.
Opin. Biotechnol., 8, 724-733, 1997), exibicao em fago (Thompson e outros,
J. Mol. Biol., 256, 7-88, 1996) e PCR sexual (Crameri, e outros, Nature, 391,
288-291, 1998). Todos esses métodos de amadurecimento de afinidade s&o
discutidos por Vaughan e outros (Nature Biotechnology, 16, 535-539, 1998).
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Dessa forma, a invengao também fornece variantes de sequéncia dos anti-
corpos da invengao que se ligam especificamente ao CD154. Essas varian-
tes de sequéncia compreendem uma ou mais substituicbes semiconservado-
ras ou conservadoras dentro de sua sequéncia, e essas substituicbes prefe-
rivelmente nao afetam significativamente a atividade desejada do polipepti-
deo. As substituigdes podem ser de ocorréncia natural ou podem ser intro-
duzidas, por exemplo, com o uso de mutagénese (por exemplo, Hutchinson
e outros, 1978, J. Biol. Chem. 253: 6551). Os aminoacidos glicina, alanina,
valina, leucina e isoleucina, por exemplo, podem frequentemente ser substi-
tuidos uns pelos outros (aminoacidos que possuem cadeias laterais alifati-
cas). Dessas substituicbes possiveis, prefere-se que os aminoacidos glicina
e alanina sejam usados como substitutos entre eles (na medida em que pos-
suem cadeias laterais relativamente curtas), € que os aminoacidos valina,
leucina e isoleucina sejam usados como substitutos entre eles (na medida
em que possuem cadeias laterais alifaticas maiores que sao hidrofébicas).
Outros aminoacidos que podem frequentemente ser substituidos entre eles
incluem, sem limitagao:

- fenilalanina, tirosina e triptofano (aminoacidos que possuem
cadeias laterais aromaticas);

- lisina, arginina e histidina (aminoacidos que possuem cadeias
laterais basicas);

- aspartato e glutamato (aminoacidos que possuem cadeias late-
rais acidas);

- asparagina e glutamina (aminoacidos que possuem cadeias la-
terais de amida); e

- cisteina e metionina (aminoacidos que possuem cadeias late-
rais que contém enxofre).

A afinidade de ligacdo das proteinas de ligagdo de CD154 da
presente invencao, por exemplo, dos anticorpos anti-CD154, também pode
ser descrita em termos relativos ou comparada com a afinidade de ligagcao
de um segundo anticorpo que também se liga especificamente ao CD154
(por exemplo, um segundo anticorpo anti-CD154 que é CD154-especifico,
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que pode ser aqui denominado como um “"segundo anticorpo CD154-
especifico”. Em algumas modalidades, o segundo anticorpo CD154-
especifico pode ser o anticorpo 5¢8 (produzido pelo hibridoma depositado
com ATCC sob o N° de Acesso HB 10916, como descrito na Patente U.S.
5.474.771) ou 5¢8 humanizado). Em outras modalidades, o segundo anticor-
po CD154-especifico pode ser qualquer um dos anticorpos da invengéo, por
exemplo, 342, 381, 338, 294, 295, 300, 335, 303 ou 402 (Figura 12). Conse-
quentemente, certas modalidades da presente invengdo estao relacionadas
a um anticorpo anti-CD154 que se liga ao CD154 humano com maior afini-
dade do que o anticorpo 5¢8, ou com uma Kp que € menor do que a Kp do
anticorpo 5¢8. Em certas modalidades, um anticorpo anti-CD154 da presente
invencdo também inibe a atividade de CD154 ou bloqueia a interagao
CD154: CD40 em um grau maior do que o faz um segundo anticorpo
CD154-especifico, por exemplo, 5¢8, em concentragées equimolares. A ha-
bilidade relativa de um anticorpo anti-CD154 para bloquear a interagéo
CD154: CD40 pode ser medida por qualquer ensaio disponivel como, por
exemplo, o ensaio de suprarregulagao de ICAM-1 aqui descrito e ensaios de
competicao por ligacao.

Consequentemente, em certas modalidades, as proteinas de li-
gacao de CD154 e os anticorpos anti-CD154 (incluindo fragmentos e deriva-
dos de anticorpos) da invengao sao Uteis para inibicao da ligagdao de CD154
a CD40 e o fazem com alta especificidade, por exemplo, com uma ICso na
faixa de 10 pM a 1,5 uM, inclusive. Em certas modalidades, as proteinas de
ligagdo de CD154 da invengao, por exemplo, os anticorpos, podem ter uma
ICs0 na faixa de 10 pm a 500 pm, 50 pm a 500 pm, 100 pm a 500 pm, 250
pm a 750 pm, 500 pm a 1 uM, ou 750 pm a 1,5 yM. Em modalidades adicio-
nais, o anticorpo anti-CD154 nao agoniza substanciaimente a atividade de
CD40 ou ativa a sinalizagcdo de CD40. Em algumas modalidades, um anti-
corpo anti-CD154 da presente invengao antagoniza uma atividade de CD154
ou CD40 ou de ambas.

Certas modalidades da presente invengao, portanto, estao rela-

cionadas as proteinas de ligacao de CD154 e aos anticorpos anti-CD154
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que se ligam ao CD154 humano com afinidade maior ou igual em relagéo a
um segundo anticorpo CD154-especifico (por exemplo, anticorpo 5¢8 ou 5¢8
humanizado), ou com uma Kp que € menor ou igual a Kp de um segundo an-
ticorpo CD154-especifico, em que o anticorpo anti-CD154 n&o inibe subs-
tancialmente a interagcdo CD154: CD40 em relagdo ao segundo anticorpo
CD154-especifico. Esses anticorpos podem ser Uteis como reagentes de
ensaio de ligacao e diagnosticos, por exemplo. Anticorpos exemplares que
exibem uma alta afinidade por CD154 humano, mas um grau menor de inibi-
¢ao de CD154: CD40, comparado com um segundo anticorpo CD154-
especifico, sao anticorpos 381 e 338 aqui descritos. Por exemplo, a presente
invencao fornece anticorpos anti-CD154 que se ligam especificamente ao
CD154 humano com afinidade maior ou igual (em relagdo a um segundo
anticorpo CD154-especifico, como 5¢8 humanizado, por exemplo), mas que
bloqueiam a interagdo CD154: CD40 em um grau menor do que o faz o se-
gundo anticorpo CD154-especifico. Em modalidades adicionais, esses anti-
corpos anti-CD154 que inibem a ligagdo de CD154 (CD40L) aoc CD40 em um
grau menor do que o faz um segundo anticorpo CD154-especifico também
nao agonizam substancialmente a atividade de CD40 ou ativam a sinaliza-
cao de CD40. Por exemplo, esses anticorpos, se administrados em um en-
saio de poténcia in vitro, como descrito no Exemplo 7, podem né&o exibir ne-
nhum antagonismo estatisticamente significativo em relagao a um tratamento
de controle, ou podem exibir 1%, 2%, 3%, 5% ou 10% de antagonismo,
comparados com um controle positivo (por exemplo, ligante de CD154). Vi-
dalain e outros (The EMBO Journal (2000) 19: 3.304-3.313) e Pearson e ou-
tros (International Immunology (2001) 13: 273-283) descrevem a via de sina-
lizagdo de CD40 e também fornecem ensaios que podem ser usados para
determinar se a interagdo CD154: CD40 é ou n&o bloqueada ou inibida, e
em que grau.

Em algumas modalidades, a presente invengao esta relacionada
a um anticorpo anti-CD154 que compreende pelo menos uma CDR selecio-
nada de CDR-H1 (SEQ ID NO: 3), CDR-H2 (SEQ ID NO: 4) e CDR-H3 (SEQ
ID NO: 5). De preferéncia, o anticorpo compreende pelo menos duas CDRs
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selecionadas de CDR-H1 (SEQ ID NO: 3), CDR-H2 (SEQ ID NO: 4) e CDR-
H3 (SEQ ID NO: 5) e, mais preferivelmente, todas as trés dessas CDR-H1,
CDR-H2 e CDR-H3.

Em outra modalidade, o anticorpo anti-CD154 da invengao com-
preende pelo menos uma CDR selecionada de CDR-L1 (SEQ ID NO: 6),
CDR-L2 (SEQ ID NO: 7) e CDR-L3 (SEQ ID NO: 8). De preferéncia, o anti-
corpo compreende pelo menos duas CDRs selecionadas de CDR-L1 (SEQ
ID NO: 6), CDR-L2 (SEQ ID NO: 7) e CDR-L3 (SEQ ID NO: 8) e, mais prefe-
rivelmente, todas as trés dessas CDR-L1, CDR-L2 e CDR-L3.

Em modalidades adicionais, o anticorpo compreende todas as
trés de CDR-H1, CDR-H2 e CDR-H3 (SEQ ID NOS: 3-5) e todas as trés de
CDR-L1, CDR-L2 e CDR-L3 (SEQ ID NOS: 6-8).

Em modalidades adicionais, o anticorpo anti-CD154 compreen-
de uma sequéncia de cadeia pesada varidvel de acordo com qualquer um
das SEQ ID NOS: 1, 9, 10 ou 11 € compreende uma sequéncia de cadeia
leve variavel de acordo com a SEQ ID NO: 2 ou 14.

Em algumas modalidades, a presente invencao esta relacionada
a um anticorpo anti-CD154 que compreende pelo menos uma CDR selecio-
nada de CDR-H1 (SEQ ID NO: 42), CDR-H2 (SEQ ID NO: 43) e CDR-H3
(SEQ ID NO: 44). De preferéncia, o anticorpo compreende pelo menos duas
CDRs selecionadas de CDR-H1 (SEQ ID NO: 42), CDR-H2 (SEQ ID NO: 43)
e CDR-H3 (SEQ ID NO: 44) e, mais preferivelmente, todas as trés dessas
CDR-H1, CDR-H2 e CDR-H3.

Em outra modalidade, o anticorpo anti-CD154 da inven¢cao com-
preende pelo menos uma CDR selecionada de CDR-L1 (SEQ ID NO: 45),
CDR-L2 (SEQ ID NO: 46) e CDR-L3 (SEQ ID NO: 47). De preferéncia, o an-
ticorpo compreende pelo menos duas CDRs selecionadas de CDR-L1 (SEQ
ID NO: 45), CDR-L2 (SEQ ID NO: 46) e CDR-L3 (SEQ ID NO: 47) e, mais
preferivelmente, todas as trés dessas CDR-L1, CDR-L2 e CDR-L3.

Em modalidades adicionais, o anticorpo compreende todas as
trés de CDR-H1, CDR-H2 e CDR-H3 (SEQ ID NOS: 42-44) e todas as trés
de CDR-L1, CDR-L2 e CDR-L3 (SEQ ID NOS: 45-47).
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Em modalidades adicionais, o anticorpo anti-CD154 compreen-
de uma sequéncia de cadeia pesada variavel de acordo com a SEQ ID NO:
56 e/ou compreende uma sequéncia de cadeia leve variavel de acordo com
a SEQ ID NO: 54.

Em algumas modalidades, a presente invencao esta relacionada
a um anticorpo anti-CD154 que compreende pelo menos uma CDR selecio-
nada de CDR-H1 (SEQ ID NO: 48), CDR-H2 (SEQ ID NO: 49) e CDR-H3
(SEQ ID NO: 50). De preferéncia, o anticorpo compreende pelo menos duas
CDRs selecionadas de CDR-H1 (SEQ ID NO: 48), CDR-H2 (SEQ ID NO: 49)
e CDR-H3 (SEQ ID NO: 50) e, mais preferivelmente, todas as trés dessas
CDR-H1, CDR-H2 e CDR-H3.

Em outra modalidade, o anticorpo anti-CD154 da invengdo com-
preende pelo menos uma CDR selecionada de CDR-L1 (SEQ ID NO: 51),
CDR-L2 (SEQ ID NO: 52) e CDR-L3 (SEQ ID NQ: 53). De preferéncia, o an-
ticorpo compreende pelo menos duas CDRs selecionadas de CDR-L1 (SEQ
ID NO: 51), CDR-L2 (SEQ ID NO: 52) e CDR-L3 (SEQ ID NO: 53) e, mais
preferivelmente, todas as trés dessas CDR-L1, CDR-L2 e CDR-L3.

Em certas modalidades, os anticorpos possuem uma sequéncia
complementar que compreende uma ou mais CDRs da cadeia leve de CDR-
L1, CDR-L2 e CDR-L3, acima, ou uma sequéncia complementar que com-
preende uma ou mais CDRs da cadeia pesada ou CDR-H1, CDR-H2 e CDR-
H3, acima, respectivamente. Dessa forma, em certas modalidades, um anti-
corpo desta invengao compreende CDR-H1 (SEQ ID NO: 48), CDR-H2 (SEQ
ID NO: 49) ou CDR-H3 (SEQ ID NO: 50) e CDR-L1 (SEQ ID NO: 51), CDR-
L2 (SEQ ID NO: 562) ou CDR-L3 (SEQ ID NO: 53).

Em modalidades adicionais, o anticorpo compreende todas as
trés de CDR-H1, CDR-H2 e CDR-H3 (SEQ ID NOS: 48-50) e todas as trés
de CDR-L1, CDR-L2 e CDR-L3 (SEQ ID NOS: 51-53).

Em modalidades adicionais, o anticorpo anti-CD154 compreen-
de uma sequéncia de cadeia pesada variavel de acordo com a SEQ ID NO:
60 e/ou compreende uma sequéncia de cadeia leve variavel de acordo com
a SEQ ID NO: 58.
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Em certas modalidades, a proteina de ligacdo de CD154 desta
invengao compreende uma sequéncia da cadeia leve de acordo com a SEQ
ID NO: 62 e uma sequéncia da cadeia pesada de acordo com a SEQ ID NO:
65. Em outras modalidades, a proteina de ligagdo de CD154 desta invengéao
compreende uma sequéncia da cadeia leve de acordo com a SEQ ID NO: 63
€ uma sequéncia da cadeia pesada de acordo com a SEQ ID NO: 66.

Em certas modalidades, a proteina de ligagdo de CD154 desta
invengéo compreende uma sequéncia da cadeia leve de acordo com a SEQ
ID NO: 68 e uma sequéncia da cadeia pesada de acordo com a SEQ ID NO:
71. Em outras modalidades, a proteina de ligacdo de CD154 desta invencéo
compreende uma sequéncia da cadeia leve de acordo com a SEQ ID NO: 69
€ uma sequéncia da cadeia pesada de acordo com a SEQ ID NO: 72. Em
outras modalidades, a proteina de ligacdo de CD154 compreende uma das
sequéncias de acordo com a SEQ ID NO: 68, SEQ ID NO: 69, SEQ ID NO:
71 ou SEQ ID NO: 72.

Esta invencdo também fornece proteinas de ligagao de CD154
que preferivelmente compartilham pelo menos 90%, 91%, 92%, 93% ou 94%
de identidade com uma proteina de ligagédo de CD154 da invengao. Mais
preferivelmente, uma proteina de ligagdo de CD154 compartilha pelo menos
95%, 96%, 97% ou 98% de identidade. Mais preferivelmente ainda, uma pro-
teina de ligagdo de CD154 compartilha pelo menos 99%, 99,5%, 99,9% ou
mais de identidade com uma proteina de ligagéo de CD154 da invengao. As
proteinas de ligacdo de CD154 da invencao podem compreender uma se-
quéncia do dominio variavel que & pelo menos 85% idéntica a um dominio
variavel da SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10,
SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 29, SEQ ID NO: 30, SEQ ID
NO: 54, SEQ ID NO: 56, SEQ ID NO: 58 ou SEQ ID NO: 60, ou uma ou mais
CDRs dos mesmos.

Outras modalidades da invengao estdo relacionadas aos anti-
corpos biespecificos. Anticorpos biespecificos s&o anticorpos monoclonais,
de preferéncia humanos ou humanizados, que possuem especificidades de
ligagdo para pelo menos dois antigenos diferentes. Eles podem ser usados
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isoladamente ou misturados em composi¢bes que compreendem popula-
¢Oes policlonais. Na presente invencgéo, uma das especificidades de ligagédo
€ para o antigeno de CD154, enquanto a outra especificidade de ligagéao &
para qualquer outro antigeno e, de preferéncia, para uma proteina ou um
receptor ou uma subunidade de receptor da superficie celular. Por exemplo,
a outra especificidade de ligagdo pode ser um ligante selecionado entre al-
bumina sérica humana (HSA), TNF-«, IL-1, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-12, IL-18,
IFN-y, CD2, CD4, CD8, CTLA4, LFA1, LFA3 e VLA4.

Em outras modalidades da presente invengao, um anticorpo an-
ti-CD154 compreende um sitio de ligagdo de ligante genérico. Um ligante
genérico (por exemplo, um polipeptideo) € capaz de ligar membros funcio-
nais de um repertério, independentemente da especificidade do ligante-alvo.
Um ligante genérico pode, portanto, ser usado para identificar ou selecionar
(por exemplo, como em processos de purificacdo e rastreamento) membros
funcionais de um repertério (por exemplo, uma colegdo ou grupo de anticor-
pos, independentemente das especificidades de ligagdo de antigeno dos
anticorpos). Ligantes genéricos incluem, por exemplo, Proteina A, Proteina
G e Proteina L. A pré-selecao de membros de uma biblioteca de fago com
ligantes genéricos é ensinada em WO 99/20749.

Fragmentos de anticorpo

A presente invengdo também esta relacionada aos fragmentos
de anticorpos anti-CD154 de ligacao de antigeno ou de ligagdao de epitopo.
Todos os métodos e reagentes descritos acima com relacéo aos anticorpos
anti-CD154 podem ser usados similarmente para produzir e usar os frag-
mentos de anticorpos anti-CD154 desta invengéo.

Em algumas modalidades desta invengao, os fragmentos de an-
ticorpos anti-CD154 incluem complexos heteroméricos de anticorpos e fu-
sbes de anticorpo, tais como anticorpos biespecificos, anticorpos hemidimé-
ricos, anticorpos multivalentes (isto &, anticorpos tetravalentes) e anticorpos
de cadeia anica. Um anticorpo hemidimérico & constituido por uma porcao
Fc e uma porgao Fab. Um anticorpo de cadeia Unica € constituido por regi-

des variaveis ligadas por espagadores de proteina em uma cadeia de protei-
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na simples.

Em algumas modalidades desta invengao, os fragmentos de an-
ticorpos anti-CD154 desta invengdo também podem incluir proteinas que
contém uma ou mais cadeias leves e/ou cadeias pesadas de imunoglobuli-
na, por exemplo, monémeros e homo- ou heteromuitimeros (por exemplo,
dimeros ou trimeros) dessas cadeias, em que essas cadeias estao opcio-
nalmente ligadas por dissulfeto ou de algum outro modo entrecruzadas. Es-
ses anticorpos podem ser capazes de ligagao a um ou mais antigenos.

Em certas modalidades, a presente inven¢ao inclui fragmentos
de ligacao de antigeno de anticorpos inteiros, tais como fragmentos de anti-
corpos Fab, F(ab),, Fab', F(ab'),, F(ab')s, F(v), Fd, dAb, diacorpo, minicorpo
e nanocorpo. A presente invencao também esta relacionada a fragmentos
que compreendem apenas um dominio variavel unico, por exemplo, um do-
minio Vy ou V(, ou a um fragmento que compreende apenas dominios da
cadeia pesada ou da cadeia leve. Os fragmentos podem ser humanizados
ou totalmente humanos. A presente invengdo também inclui fragmentos de
ligacdo de antigeno que sao feitos de estruturas alternativas (vide, por e-
xemplo, Binz supra e Hosse supra) ou que compreendem uma estrutura uni-
versal. A presente invengdo também esta relacionada aos conjugados que
compreendem qualquer fragmento de ligagdo de antigeno ou proteina de
ligacao de CD154 que se liga especificamente ao CD154 conjugada cova-
lentemente ou ndo covalentemente, ou direta ou indiretamente, a uma por-
c¢ao funcional como, por exemplo, uma proteina veiculo ou PEG, por exem-
plo.

Os anticorpos anti-CD154 da presente invengao incluem anti-
corpos divalentes. Dessa forma, em certas modalidades, a invengao esta
relacionada a um fragmento de anticorpo anti-CD154 divalente que compre-
ende duas cadeias pesadas de anticorpo € pelo menos uma molécula de
polimero em ligagéao covalente, cada cadeia pesada estando ligada covalen-
temente a outra por pelo menos uma ponte intercadeias nao dissulfeto que
liga o atomo de enxofre de um residuo de cisteina em uma cadeia ao atomo
de enxofre de um residuo de cisteina na outra cadeia, os residuos de cistei-
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na estando localizados fora do dominio da regidao variavel de cada cadeia,
caracterizado pelo fato de que pelo menos uma ponte intercadeias nao dis-
sulfeto contém uma molécula de polimero ligada covalentemente. O termo
"n&o dissulfeto”, como aqui usado, visa significar que pontes S-S, por exem-
plo, do tipo normalmente encontrado em anticorpos, estao excluidas. Uma
ponte intercadeias do tipo presente em um fragmento de acordo com a in-
vengao pode, no entanto, ainda estar ligada a uma cadeia pesada por meio
de uma ligagao a-S-S, como aqui descrito posteriormente. Em geral, cada
molécula de polimero no fragmento de anticorpo divalente de acordo com a
invencdo forma parte de uma ponte intercadeias. Cada ponte serve para li-
gar duas cadeias pesadas e, em cada cadeia, estara ligada covalentemente
a um atomo de enxofre de um residuo de cisteina. A ligagado covalente sera
geralmente uma ligagdo dissulfeto ou, em modalidades particulares, uma
ligagdo enxofre-carbono. Para estruturas exemplares de um anticorpo diva-
lente, vide WO 99/64460 e WO 05/061005.

A invengao também fornece um anticorpo anti-CD154 que € um
anticorpo monovalente ou fragmento monovalente de ligagdo de antigeno.
Como aqui usado, o termo "monovalente" significa que certo anticorpo ou
fragmento de ligagdo de antigeno (por exemplo, Fv, um scFv de cadeia uni-
ca, dAb, Fab, Fab', Fd, scFab, scFabJC etc.) pode se ligar apenas a uma
unica molécula de seu alvo. Anticorpos de ocorréncia natural s&o geralmente
divalentes, na medida em que possuem dois bragos funcionais de ligagédo de
antigeno, cada um compreendendo um dominio V4 € um dominio V.. Um
anticorpo divalente pode se ligar a duas moléculas separadas do mesmo
antigeno, quando o impedimento estérico ndo for problema. Em contraste,
um anticorpo "monovalente" possui um sitio de ligagéo de antigeno para um
alvo. O dominio de ligacdo de antigeno de um anticorpo monovalente pode
compreender um dominio V4 € um dominio V. ou pode compreender apenas
um dominio variavel Unico de imunoglobulina, isto €, um dominio V4 ou um
dominio Vi, que possui a capacidade de se ligar ao CD154, sem a necessi-
dade de um dominio V ou Vg correspondente, respectivamente. Um anti-

corpo monovalente exemplar & um fragmento Fd que compreende um domi-
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nio variavel unico de imunoglobulina e que sé pode se ligar a uma molécula
de antigeno de CD154. Um anticorpo monovalente nao possui a capacidade
de se ligar de forma cruzada as moléculas de um Unico antigeno.

Esta invengao fornece um anticorpo anti-CD154, em que o anti-
corpo se liga especificamente a um epitopo ao qual um fragmento humani-
zado Fab ou Fab' com uma sequéncia da cadeia pesada de acordo com a
SEQ ID NO: 12 ou 13, respectivamente, e com uma sequéncia da cadeia
leve de acordo com a SEQ ID NO: 15 se liga especificamente. Em certas
modalidades, um anticorpo desta invengédo é um fragmento de anticorpo com
uma sequéncia de cadeia pesada variavel de acordo com a SEQ ID NO: 1,
9, 10 ou 11 e com uma sequéncia de cadeia leve variavel de acordo com a
SEQ ID NO: 2 ou 14. Em outras modalidades, o anticorpo desta invengéao é
um fragmento de anticorpo com uma sequéncia da cadeia pesada de acordo
com a SEQ ID NO: 12 ou 13 e uma sequéncia da cadeia leve de acordo com
a SEQ ID NO: 15.

Em certas modalidades, a proteina de ligacao de CD154 ou o
anticorpo compreende ou consiste em uma sequéncia da cadeia leve da
SEQ ID NO: 15 e uma sequéncia da cadeia pesada da SEQ ID NO: 13. Em
certas modalidades, a proteina de ligagdao de CD154 ou o anticorpo compre-
ende ou consiste em uma sequéncia da cadeia leve da SEQ ID NO: 16 e
uma sequéncia da cadeia pesada da SEQ ID NO: 12.

Em modalidades alternativas, a invengao fornece um fragmento
de anticorpo que compreende uma sequéncia de cadeia pesada variavel de
acordo com a SEQ ID NO: 56 e que compreende uma sequéncia de cadeia
leve variavel de acordo com a SEQ ID NO: 54. Em outras modalidades, o
anticorpo desta invengao € um fragmento de anticorpo que compreende uma
sequéncia de cadeia pesada variavel de acordo com a SEQ ID NO: 60 e que
compreende uma sequéncia de cadeia leve variavel de acordo com a SEQ
ID NO: 58.

Em uma modalidade, esta invengao fornece um fragmento Fab'
ou um fragmento F(ab'), ou um fragmento F(ab'); que se liga especificamen-
te ao CD154. Esse fragmento Fab' ou F(ab'); ou F(ab'); pode ser humaniza-
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do e pode ter uma sequéncia da cadeia pesada que compreende ou consiste
na sequéncia da SEQ ID NO: 13, e pode ter uma sequéncia da cadeia leve
que compreende ou consiste na sequéncia da SEQ ID NO: 15.

Em algumas modalidades, a presente invengao esta relacionada
a um anticorpo anti-CD154 que n&o possui um dominio Fc. Um anticorpo ou
fragmento deficiente em Fc desse tipo pode ser monovalente, divalente ou
ainda multivalente.

Esta invengao também fornece anticorpos ou fragmentos de an-
ticorpos que se ligam especificamente ao epitopo ao qual os fragmentos
Fab' ou F(ab'), ou F(ab'); descritos acima se ligam especificamente. Esses
anticorpos ou fragmentos de anticorpos podem ser identificados por um en-
saio de bloqueio cruzado, como aqui descrito (Exemplo 9). Esses anticorpos
ou fragmentos de anticorpos podem ser isolados, recombinantes ou sintéti-
cos, e podem ser anexados a uma segunda molécula para formar um conju-
gado de anticorpo.

Anticorpos com funcéo efetora reduzida

A interagao de anticorpos e complexos anticorpo-antigeno com
células do sistema imunolégico desencadeia diversas respostas, aqui deno-
minadas fun¢des efetoras. Os anticorpos IgG ativam vias efetoras do siste-
ma imunoldgico por ligagdo aos membros da familia de receptores da super-
ficie celular Fcy e ao C1qg do sistema complemento. A ligacédo de proteinas
efetoras por anticorpos agrupados desencadeia diversas respostas, incluin-
do a liberagado de citocinas inflamatoérias, regulagao da produgao de antige-
no, endocitose e morte celular. Em algumas aplicagdes clinicas, essas res-
postas sao cruciais para a eficacia de um anticorpo monoclonal. Em outras,
elas provocam efeitos colaterais indesejados como, por exemplo, inflamacéo
e a eliminagao de células que abrigam antigeno. Consequentemente, a pre-
sente invengdo ainda esta relacionada as proteinas de ligagdo de CD154,
incluindo anticorpos, com fungdes efetoras alteradas, por exemplo, reduzi-
das. Significativamente, fungao efetora reduzida ndo reduz necessariamente
a habilidade de um anticorpo anti-CD154 para inibir uma ou varias doencas
por meio de blogueio da interacdo CD154-CD40 (vide WO 05/03175, que é
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aqui incorporada por referéncia em sua totalidade).

Anticorpos anti-CD154 com funcgao efetora diminuida (por e-
xemplo, funcgdes efetoras mediadas por Fc; vide abaixo) sdo particularmente
desejaveis para uso em individuos nos quais existe potencial para atividade
tromboembodlica indesejavel. Adicionalmente, a fungao efetora diminuida de
anticorpos anti-CD154 pode diminuir ou eliminar outros efeitos colaterais
indesejados potenciais de terapias com o anticorpo anti-CD154, por exem-
plo, eliminacao de células T ativadas e de outras populagées de células in-
duzidas para expressar CD154 ou ativagdo de monocitos/macréfagos de-
pendente de Fc.

A funcao efetora de um anticorpo anti-CD154 da presente in-
vencgdo pode ser determinada com a utilizagdo de um entre muitos ensaios
conhecidos. A funcéao efetora do anticorpo anti-CD154 pode ser reduzida em
relagdo a um segundo anticorpo anti-CD154. Em algumas modalidades, o
segundo anticorpo anti-CD154 pode ser qualquer anticorpo que se liga ao
CD154 especificamente. Em algumas modalidades, o segundo anticorpo
anti-CD154 pode ser o anticorpo 5¢8 (produzido pelo hibridoma depositado
com ATCC sob o N° de Acesso HB 10916, como descrito na Patente U.S.
5.474.771) ou 5¢8 humanizado. Em outras modalidades, o segundo anticor-
po CD154-especifico pode ser qualquer um dos anticorpos da invengéao, por
exemplo, 342, 381, 338, 294, 295, 300, 335, 303 ou 402 (Figura 12). Em ou-
tras modalidades, nas quais o anticorpo anti-CD154 de interesse foi modifi-
cado para reduzir a fungao efetora, o segundo anticorpo anti-CD154 pode
ser a versao nao-modificada ou parental do anticorpo.

A funcgao efetora de um anticorpo anti—CD154 da presente in-
vencgao também pode ser determinada, por exemplo, por medida do nivel de
agregagao ou ativagdo plaquetaria causada por tratamento com o anticorpo
anti-CD154 em relagdo a um anticorpo de controle. Em algumas modalida-
des, portanto, os anticorpos anti-CD154 da presente invengdo ndo medeiam
ou ndo aumentam a agregagdo ou ativagdo plaquetaria em um ensaio-
padrao de agregacao ou ativagdo plaquetaria. Em outras modalidades, os

anticorpos anti-CD154 medeiam um nivel menor de agregacio ou ativagao
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plaquetaria em relagdo a um segundo anticorpo anti-CD154 (por exemplo,
5c¢8 ou 5¢8 humanizado).

Fungles efetoras exemplares incluem ligagéo ao receptor Fc,
fagocitose, apoptose, respostas pré-inflamatoérias, infrarregulagao de recep-
tores da superficie celular (por exemplo, receptor de célula B, BCR) etc. Ou-
tras fungdes efetoras incluem citotoxicidade mediada por células dependente
de anticorpo (ADCC), pela quai os anticorpos se ligam aos receptores Fc em
células T citotdxicas, células natural killer (NK) ou macréfagos, levando a
morte celular, e citotoxicidade dependente de complemento (CDC), que é a
morte celular induzida por meio da ativagéo da cascata do complemento (re-
visada em Daeron, Annu. Rev. Immunol. 15: 203-234 (1997); Ward e Ghetie,
Therapeutic Immunol. 2: 77-94 (1995); e Ravetch e Kinet, Annu. Rev. Immu-
nol. 9: 457-492 (1991)). Essas fungbes efetoras geralmente exigem que a
regiao Fc seja combinada com um dominio de ligagdo (por exemplo, um do-
minio variavel de anticorpo), e podem ser avaliadas com o uso de ensaios-
padrdo que sio conhecidos na técnica (vide, por exemplo, WO 05/018572,
WO 05/003175 e Patente U.S. 6.242.195).

As fungbes efetoras podem ser evitadas com a utilizagdo de
fragmentos de anticorpos desprovidos do dominio Fc como, por exemplo,
Fab, Fab'; ou Fv de cadeia Unica. Uma alternativa foi a utilizagéo do anticor-
po do subtipo IgG4, que se liga ao FcyRl, mas que se liga fracamente ao
C1q e FcyRIl e RIll. O subtipo IgG2 também apresenta ligagédo reduzida aos
receptores Fc, mas retém ligagéo significativa ao alétipo H131 de FcyRlla e
ao C1q. Dessa forma, sdo necessarias alteragdes adicionais na sequéncia
de Fc para eliminar a ligacao a todos os receptores Fc e ao C1q.

Varias fungdes efetoras de anticorpo, incluindo ADCC, sdo me-
diadas por receptores Fc (FcRs), que se ligam a regido Fc de um anticorpo.
A afinidade de um anticorpo para um FcR em particular e, portanto, a ativi-
dade efetora mediada pelo anticorpo, podem ser moduladas por alteragéo da
sequéncia de aminoacidos e/ou por modificagdes pos-tradugao da regiao Fc
e/ou constante do anticorpo.

FcRs sao definidos por sua especificidade por isétipos de imu-
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noglobulina; receptores Fc para anticorpos IgG sdo chamados FcyR, para
IgE chamados FceR, para IgA chamados FcaR, e assim por diante. Foram
identificadas trés subclasses de Fcy: FcyRIl (CD64), FcyRIl (CD32) e FeyRlll
(CD18). Tanto FcyRIl quanto FcyRIIl possuem dois tipos: FcyRIIA (CD32) e
FcyRIIB (CD32); e FcyRIIA (CD16a) e FeyRIIB (CD16b). Como cada sub-
classe de FcyR é codificada por dois ou trés genes, e a estrutura alternativa
de RNA leva a multiplos transcritos, existe uma ampla diversidade nas iso-
formas de FcyR. Por exemplo, FcyRIl (CD32) inclui as isoformas lla, 1Ib1,lib2
IIb3 e llc.

O sitio de ligagdo em anticorpos humanos e murinos para FcyR
foi mapeado previamente na denominada "regido de dobradica inferior”, que
consiste nos residuos 233-239 (numeragéo pelo indice EU como em Kabat e
outros, Sequences of Proteins of Immunological Interest, 52 Edicao Public
Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, Md. (1991), Woof e
outros Molec. Immunol. 23: 319-330 (1986); Duncan e outros Nature 332:
563 (1988); Canfield e Morrison, J. Exp. Med. 173. 1.483-1.491 (1991);
Chappel e outros, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 88: 9.036-9.040 (1991)). Dos
residuos 233-239, P238 e S239 estdo entre aqueles citados como possivel-
mente estando envolvidos na ligagao. Outras areas citadas previamente co-
mo possivelmente envolvidas na ligagdo ao FcyR sao: G316-K338 (IgG hu-
mana) para FcyRl humano (somente por comparagao de sequéncias; ne-
nhum mutante de substituicdo foi avaliado) (Woof e outros Molec Immunol.
23: 319-330 (1986)); K274-R301 (IgG1 humana) para FcyRIll humano (com
base em peptideos) (Sarmay e outros Molec. Immunol. 21: 43-51 (1984)); e
Y407-R416 (IgG humana) para FcyRIll humano (com base em peptideos)
(Gergely e outros Biochem. Soc. Trans. 12: 739-743 (1984) e Shields e ou-
tros J. Biol. Chem. 276: 6.591-6.604 (2001), Lazar G.A. e outros Proc. Natl.
Acad. Sci. U.S.A. 103: 4.005-4.010 (2006). Esses e outros trechos ou regi-
des de residuos de aminoacidos envolvidos na ligagdo de FcR podem ser
evidentes para aqueles versados na técnica a partir de um exame das estru-
turas cristais de complexos Ig-FcR (vide, por exemplo, Sondermann e outros
2000 Nature 406 (6.793): 267-73 e Sondermann e outros 2002 Biochem.
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Soc. Trans. 30 (4): 481-6). Consequentemente, os anticorpos anti-CD154 da
presente invengéo incluem modificagées de um ou mais dos residuos men-
cionados anteriormente.

Outras abordagens conhecidas para a reducio da fungao efeto-
ra de mAb incluem a mutagdo de aminoacidos na superficie do mAb que
estéo envolvidos em interacdes de ligagéo efetoras (Lund, J., e outros (1991)
J. Immunol. 147 (8): 2.657-62; Shields, R. L. e outros (2001) J. Biol. Chem.
276 (9): 6.591-604, e a utilizacdo de combinagées de segmentos de sequén-
cia de subtipo diferente (por exemplo, combinagoes IgG2 e IgG4) para gerar
uma redugao maior da ligagdo aos receptores Fcy do que um dos subtipos
isoladamente (Armour e outros, Eur. J. Immunol. (1999) 29: 2.613-1624; Mol.
Immunol. 40 (2003) 585-593).

Um grande namero de variantes de Fc que possuem afinidades
alteradas e/ou reduzidas para alguns ou todos os subtipos do receptor Fc
(e, dessa forma, para as fungbes efetoras) é conhecido na técnica. Vide,
por exemplo, as Patentes U.S. 2007/0224188, U.S. 2007/0148171, U.S.
2007/0048300, U.S. 2007/0041966, U.S. 2007/0009523, U.S. 2007/0036799,
U.S. 2006/0275283, U.S. 2006/0235208, U.S. 2006/0193856, U.S.
2006/0160996, U.S. 2006/0134105, U.S. 2006/0024298, U.S. 2005/0244403,
U.S. 2005/0233382, U.S. 2005/0215768, U.S. 2005/0118174, U.S.
2005/0054832, U.S. 2004/0228856, U.S. 2004/132101, U.S. 2003/158389,
vide também as Patentes U.S. 7.183.387, 6.737.056, 6.538.124, 6.528.624,
6.194.551, 5.624.821, 5.648.260.

Na CDC, o complexo anticorpo-antigeno se liga ao complemen-
to, resultando na ativagdo da cascata do complemento e na geragéo do
complexo de ataque a membrana. A ativagao da via classica do complemen-
to é iniciada pela ligagdo do primeiro componente do sistema complemento
(C1q) aos anticorpos (da subclasse adequada) que estao ligados ao seu an-
tigeno cognato; dessa forma, a ativagdo da cascata do complemento € regu-
lada, em parte, pela afinidade de ligagdo da imunoglobulina a proteina C1q.
Para ativar a cascata do complemento, é necessario que C1q se ligue a pelo
menos duas moléculas de IgG1, IgG2 ou IgG3, mas a apenas uma molécula
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de IgM, anexada ao alvo antigénico (Ward e Ghetie, Therapeutic Immuno-
logy 2: 77-94 (1995) p. 80). Para avaliar a ativagdo do complemento, pode
ser realizado um ensaio de CDC, por exemplo, como descrito em Gazzano-
Santoro e outros, J. Immunol. Methods 202: 163 (1996).

Foi proposto que varios residuos da molécula de IgG estdo en-
volvidos na ligagao ao C1q, incluindo os residuos Glu318, Lys320 e Lys322
no dominio CH2, o residuo de aminoacido 331 localizado em uma volta pré-
xima a mesma fita beta, os residuos Lys235 e Gly237 localizados na regiao
de dobradica inferior, e os residuos 231 a 238 localizados na regido do ter-
minal N do dominio CH2 (vide, por exemplo, Xu e outros, J. Immunol. 150:
152A (Resumo) (1993), WO 94/29351; Tao e outros, J. Exp. Med., 178: 661-
667 (1993); Brekke e outros, Eur. J. Immunol., 24: 2.542-47 (1994); Burton e
outros; Nature, 288: 338-344 (1980); Duncan e Winter, Nature 332: 738-40
(1988); Idusogie e outros J. Immunol. 164: 4.178-4.184 (2000; Patente U.S.
5.648.260 e Patente U.S. 5.624.821). Como um exemplo em IgG1, duas mu-
tagbes na regiao do terminal COOH do dominio CH2 de IgG1 humana -
K322A e P329A — nao ativam a via da CDC, e foi demonstrado que resultam
em um aumento de mais de 100 vezes da ligacdo ao C1q (Patente U.S.
6.242.195).

Dessa forma, em certas modalidades da invengdo, um ou mais
desses residuos podem ser modificados, substituidos ou removidos, ou um
ou mais residuos de aminoacidos podem ser inseridos, de forma a diminuir a
atividade da CDC dos anticorpos de CD154 aqui fornecidos. Por exemplo,
em algumas modalidades, pode ser desejavel reduzir ou eliminar a fung¢ao
efetora (ou as fungées efetoras) dos anticorpos em questéo a fim de reduzir
ou eliminar o potencial de respostas imunolégicas de ativagédo adicionais.
Anticorpos com fungéo efetora diminuida também podem reduzir o risco de
acidentes tromboembodlicos em individuos que recebem os anticorpos.

Em certas outras modalidades, a presente invencéao fornece um
anticorpo anti-CD154 que exibe ligacdo reduzida a um ou mais receptores
FcR, mas que mantém sua habilidade para se ligar ao complemento (por

exemplo, em um grau similar ou, em algumas modalidades, em um grau
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menor do que um anticorpo anti-CD154 nativo, ndo-variante ou parente).
Consequentemente, um anticorpo anti-CD154 da presente invengéo pode se
ligar e ativar o complemento, exibindo ligagdo reduzida a um FcR como, por
exemplo, FcyRlla (por exemplo, FcyRlla expresso em plaquetas). Um anti-
corpo desse tipo com ligagéo reduzida ou ausente ao FcyRlla (por exemplo,
FcyRlla expresso em plaquetas, por exemplo), mas que pode se ligar ao
C1q e ativar a cascata do complemento em pelo menos algum grau, reduzira
o risco de acidentes tromboembolicos mantendo, talvez, fungbes efetoras
desejaveis. Em modalidades alternativas, um anticorpo anti-CD154 da pre-
sente invengao exibe ligagao reduzida a um ou mais FcRs, mas mantém sua
habilidade de se ligar a um ou mais outros FcRs. Vide, por exemplo, as Pa-
tentes U.S. 2007-0009523, 2006-0194290, 2005-0233382, 2004-0228856, e
2004-0191244, que descrevem varias modificagbes de aminoacidos que ge-
ram anticorpos com ligagao reduzida ao FcRI, FcRIl e/ou FcRIll, bem como
substituicoes de aminoacidos que resultam em ligagdo aumentada a um F-
cR, mas ligagao diminuida a outro FcR.

Consequentemente, as funcdes efetoras que envolvem a regido
constante de um anticorpo anti-CD154 podem ser moduladas por alteracao
de propriedades da regido constante, e da regidao Fc em particular. Em cer-
tas modalidades, o anticorpo anti-CD154 que possui funcao efetora reduzida
é comparado com um segundo anticorpo com fungéo efetora e que pode ser
um anticorpo nao-variante, nativo ou parente (por exemplo, anticorpo 342 ou
anticorpo 5c8, que é descrito na Patente U.S. §.474.771) que compreende
uma regido constante ou Fc nativa que medeia a fungao efetora. Em modaii-
dades particulares, a modulagao da funcdo efetora inclui situagdes nas quais
uma atividade € abolida ou esta completamente ausente.

Uma regido Fc ou constante da sequéncia nativa compreende
uma sequéncia de aminoacidos idéntica a sequéncia de aminoacidos de
uma regiao Fc ou da cadeia constante encontrada na natureza. De preferén-
cia, uma molécula de controle usada para avaliar a fungdo efetora relativa
compreende a regido Fc do mesmo tipo/subtipo que possui o anticorpo de

teste ou variante. Uma regido Fc ou constante variante ou alterada compre-
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ende uma sequéncia de aminoacidos que difere daquela de uma regiao da
cadeia pesada da sequéncia nativa em virtude de pelo menos uma modifica-
¢ao de aminoacido (como, por exemplo, uma modificagdo pds-tradugdo, uma
substituicdo, inser¢cdo ou eliminagdo de aminoacido). Consequentemente, a
regido constante variante pode conter uma ou mais substituigcbes, elimina-
¢cbes ou insercdes de aminoacidos que resultam em modificagbes pos-
tradugao alteradas incluindo, por exemplo, um padrio de glicosilagao altera-
do. Um anticorpo ou uma regido Fc parente &, por exemplo, uma variante
gue possui fungao efetora normal usada para construir uma regido constante
(isto &, Fc) que possui funcao efetora alterada, por exemplo, reduzida.

Anticorpos com fungéao efetora (fungbes efetoras) alterada (por
exemplo, reduzida ou eliminada) podem ser gerados por engenharia genéti-
ca ou pela produgéo de anticorpos com regiées constantes, Fc ou da cadeia
pesada variantes. A tecnologia de DNA recombinante e/ou as condigdes
da cultura de células e expressdo podem ser usadas para produzir os anti-
corpos com fungdo e/ou atividade alterada. Por exemplo, a tecnologia
de DNA recombinante pode ser usada para criar por engenharia genética
uma ou mais substituigdes, eliminagbes ou insergdes de aminoacidos em
regides (como, por exemplo, regides Fc ou constantes) que afetam a funcao
do anticorpo, incluindo fungdes efetoras. Alternativamente, alteragdes de
modificagdes pds-tradugdo como, por exemplo, padrdes de glicosilagéo (vide
abaixo), podem ser obtidas por manipulagdo da célula hospedeira e das
condi¢cbes de cultura de células e de expressao pelas quais o anticorpo €
produzido.

Alteragdes de aminoacidos, tais como substituicées de aminoa-
cidos, podem alterar a fungéo efetora dos anticorpos anti-CD154 da presente
invengao, sem afetar a afinidade de ligagdo de antigeno. As substituigbes de
aminoacidos descritas acima (por exemplo, Glu318, Kys320, Lys332,
Lys235, Gly237, K332 e P329), por exemplo, podem ser usadas para gerar
anticorpos com funcéao efetora reduzida.

Em outras modalidades, podem ser feitas substituicdes de ami-

noacidos para um ou mais dos seguintes residuos de aminoacidos: 234,
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235, 236, 237, 297, 318, 320 e 322 da regiao constante da cadeia pesada
(vide as Patentes U.S. 5.624.821 e U.S. 5.648.260). Essas substituicdes po-
dem alterar a fungéo efetora, retendo a atividade de ligagdo de antigeno.
Uma alteragdo em um ou mais dos aminoacidos 234, 235, 236 e 237 pode
diminuir a afinidade de ligagao da regido Fc pelo receptor FcyRI, quando
comparados com um anticorpo nao-modificado ou n&o-variante. Os residuos
de aminoacido 234, 236 e/ou 237 podem ser substituidos com alanina, por
exemplo, e o residuo de aminoacido 235 pode ser substituido com glutami-
na, por exemplo. Em outra modalidade, um anticorpo igG1anti-CD154 pode
compreender uma substituigdo de Leu na posigao 234 com Ala, uma substi-
tuicao de Leu na posicdo 235 com Glu, e uma substituicdo de Gly na posicao
237 com Ala.

Adicional ou alternativamente, os residuos de aminoacidos de
Fc em 318, 320 e 322 podem ser alterados. Esses residuos de aminoacidos,
que sao altamente conservados em IgGs de camundongo € humanas, me-
deiam a ligacdo de complemento. Foi demonstrado que a alteracdo desses
residuos de aminoacidos reduz a ligagdo de C1q, mas nao altera a ligacao
de antigeno, ligagao de proteina A ou a habilidade do Fc para se ligar a ma-
créfagos de camundongo.

Em outra modalidade, um anticorpo anti-CD154 da presente in-
vencédo € uma imunoglobulina IgG4 que compreende substituicbes que re-
duzem ou eliminam a fungao efetora. A por¢ao Fc de IgG4 de um anticorpo
anti-CD154 da invengdao pode compreender uma ou mais das seguintes
substituicdes: substituicdo de prolina para glutamato no residuo 233, alanina
ou valina para fenilalanina no residuo 234, e alanina ou glutamato para leu-
cina no residuo 235 (numeragéo EU, Kabat, E. A. e outros (1991), supra).
Além disso, a remogdo do sitio de glicosilagéo ligada ao N na regido Fc da
1gG4 por substituicao de Ala para Asn no residuo 297 (numeragéo EU) pode
reduzir ainda mais a funciao efetora e eliminar qualquer atividade efetora re-
sidual que possa existir. Outro mutante de 1IgG4 exemplar com fungéo efeto-
ra reduzida é a variante do subtipo IgG4 que contém as mutagbes S228P e

L235E (mutagao PE) na regiao constante da cadeia pesada. Essa mutagéo
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resulta em fungao efetora reduzida. Vide as Patentes U.S. 5.624.821 e U.S.
5.648.260. Outra mutagdo exemplar no contexto de IgG4 que reduz a fungao
efetora &€ S228P/T229A, como aqui descrito.

Outras alteragdes exemplares da sequéncia de aminoacidos na
regiao constante incluem, sem limitacdo, a mutacdo Ala-Ala descrita por
Bluestone e outros (vide WO 94/28027 e WO 98/47531; vide também Xu e
outros 2000 Cell. Immunol. 200; 16-26). Dessa forma, em certas modalida-
des, podem ser usados anticorpos anti-CD154 com mutagdes dentro da re-
gido constante, incluindo a mutagao Ala-Ala, para reduzir ou abolir a fungéo
efetora. De acordo com essas modalidades, a regido constante de um anti-
corpo anti-CD154 compreende uma mutagiao para uma alanina na posigao
234 ou uma mutac¢éo para uma alanina na posigdo 235. Adicionalmente, a
regido constante pode conter uma mutag¢ao dupla: uma mutagdo para uma
alanina na posigao 234 e uma segunda mutagdo para uma alanina na posi-
cao 235.

Em uma modalidade, um anticorpo anti-CD154 compreende
uma estrutura de IgG4, em que a mutagao Ala-Ala descreveria uma mutagédo
(ou mutagdes) de fenilalanina para alanina na posigao 234 e/ou uma muta-
¢do de leucina para alanina na posigdo 235. Em outra modalidade, o anti-
corpo anti-CD154 compreende uma estrutura de 1gG1, em que a mutagado
Ala-Ala descreveria uma mutacao (ou mutacdes) de leucina para alanina na
posig¢ao 234 e/ou uma mutagao de leucina para alanina na posigdo 235. Um
anticorpo anti-CD154 pode alternativa ou adicionalmente carregar outras
mutagoes, incluindo a mutacao pontual K322A no dominio CH2 (Hezareh e
outros 2001 J. Virol. 75: 12.161-8).

Outras substituicbes de aminoacidos exemplares sao fornecidas
em WO 94/29351 (que é aqui incorporada por referéncia em sua totalidade),
que cita anticorpos que possuem mutagdes na regido do terminal N do do-
minio CH2 que alteram a habilidade dos anticorpos para se ligar ac FcRI,
diminuindo, dessa forma, a habilidade dos anticorpos para se ligar ao C1q, o
que, por sua vez, diminui a habilidade dos anticorpos para fixar complemen-
to. Vide também Cole e outros (J. Immunol. (1997) 159: 3.613-3.621), que
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descreve mutagdes nas regides CH2 superiores em IgG2 que resultam em
menor ligagao de FcR.

Métodos para a geragao de qualquer uma das variantes de anti-
corpo mencionadas anteriormente compreendendo substituigbes de aminoa-
cidos sdo bem-conhecidos na técnica. Esses métodos incluem, sem limita-
¢ao, preparagao por mutagénese sitio-dirigida (ou mediada por oligonucieo-
tideo), mutagénese por PCR e mutagénese com cassete de uma molécula
de DNA preparada que codifica o anticorpo ou pelo menos a regido constan-
te do anticorpo.

A mutagénese sitio-dirigida € bem-conhecida na técnica (vide,
por exemplo, Carter e outros Nucleic Acids Res. 13: 4.431-4.443 (1985) e
Kunkel e outros, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 82: 488 (1987)).

A mutagénese por PCR também é adequada a produgao de va-
riantes de sequéncias de aminoacidos do polipeptideo de partida. Vide Higu-
chi, em "PCR Protocols”, paginas 177-183 (Academic Press, 1990); e Vallet-
te e outros, Nuc. Acids Res. 17: 723-733 (1989).

Outro método para a preparagdo de variantes de sequéncia,
mutagénese por cassete, se baseia na técnica descrita por Wells e outros,
Gene 34: 315-323 (1985).

Outra modalidade da presente invengao esta relacionada a um
anticorpo anti-CD154 com funcado efetora reduzida em que a regido Fc do
anticorpo, ou porgdes desta, é trocada por uma regido Fc (ou com porgdes
desta) que possuem atividade de indugao efetora naturalmente reduzida. Por
exemplo, a regido constante da IgG4 humana exibe ativacao do complemen-
to reduzida ou ausente. Além disso, as diferentes moléculas de IgG diferem
em sua afinidade de ligacao por FcR, o que pode ser causado, pelo menos
em parte, pelo comprimento e flexibilidade variaveis das regides de dobradi-
¢a das IgGs (que diminui na ordem 1gG3 > IgG1 > IgG4 > 1gG2). Por exem-
plo, 1IgG4 exibe ligagao reduzida ou ausente ao FcyRlla. Para exemplos de
moléculas quiméricas e regides constantes quiméricas, vide, por exemplo,
Gillies e outros (Cancer Res. 1999, 59: 2.159-2.166) e Mueller e outros (Mol.
Immunol. 1997, 34: 441-452).
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A invencdo também esta relacionada aos anticorpos anti-CD154
com fungao efetora reduzida nos quais a regidao Fc esta completamente au-
sente. Tais anticorpos também podem ser chamados de derivados de anti-
corpos e fragmentos de ligacdo de antigeno da presente invencédo. Esses
derivados e fragmentos podem ser fundidos a sequéncias de proteinas nao
anticorpo ou estruturas nao-protéicas, especialmente estruturas projetadas
para facilitar a liberagdo e/ou biodisponibilidade quando administrados a um
animal, por exemplo, um ser humano (vide abaixo).

Como discutido acima, alteragées na regido de dobradigca tam-
bém afetam as fungbes efetoras. Por exemplo, a eliminacdo da regidao de
dobradig¢a pode reduzir a afinidade por receptores Fc e pode reduzir a ativa-
¢do do complemento (Klein e outros 1981 PNAS USA 78: 524-528). A pre-
sente descreve, portanto, também esta relacionada aos anticorpos com alte-
racdes na regiao de dobradica.

Em modalidades particulares, os anticorpos da presente inven-
¢ao podem ser modificados para inibir a citotoxicidade dependente de com-
plemento (CDC). A atividade da CDC modulada pode ser obtida por introdu-
¢ao de uma ou mais substituigdes, insergdes ou eliminagdes de aminoacidos
em uma regiao Fc do anticorpo (vide, por exemplo, a Patente U.S. 6.194.551
e U.S. 6.242.195). Alternativa ou adicionalmente, podem ser introduzidos
residuos de cisteina na regiao Fc, permitindo, dessa forma, a formagéao de
ligagao dissulfeto intercadeias nessa regido. O anticorpo homodimérico as-
sim gerado pode ter capacidade de internalizagdo aumentada ou reduzida
e/ou morte celular mediada por complemento aumentada ou reduzida. Vide
Caron e outros, J. Exp Med. 176: 1.191-1.195 (1992) e Shopes, B. J. Immu-
nol. 148: 2.918-2.922 (1992), WO 99/51642, Duncan & Winter Nature 322:
738-40 (1988); Patentes U.S. 5.648.260, U.S. 5.624.821 e WO 94/29351.

Entende-se ainda que a fungdo efetora pode variar de acordo
com a afinidade de ligagdo do anticorpo. Por exemplo, anticorpos com alta
afinidade podem ser mais eficientes na ativacdo do sistema complemento
comparados com anticorpos com afinidade relativamente menor (Marzocchi-
Machado e outros 1999 Immunol. Invest. 28: 89- 101). Consequentemente,
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um anticorpo pode ser alterado de tal forma que a afinidade de ligagdo por
seu antigeno seja reduzida (por exemplo, por alteragao das regides variaveis
do anticorpo por métodos como, por exemplo, substituicio, adigdo ou elimi-
nagao de um ou mais residuos de aminoacidos). Um anticorpo com afinida-
de de ligagao reduzida pode exibir fungdes efetoras reduzidas, incluindo, por
exemplo, ADCC e/ou CDC reduzida.

Os anticorpos anti-CD154 da presente invengao com funcao
efetora reduzida incluem anticorpos com afinidade de ligagao reduzida por
um ou mais receptores Fc (FcRs) em relagdo a um anticorpo anti-CD154
parente ou nao-variante. Consequentemente, anticorpos anti-CD154 com
afinidade de ligagdo de FcR reduzida incluem anticorpos anti-CD154 que
exibem uma diminuigao de 1,5 vez, 2 vezes, 2,5 vezes, 3 vezes, 4 vezes ou
5 vezes ou mais na afinidade de ligagdo por um ou mais receptores Fc,
comparados com um anticorpo anti-CD154 parente ou nio-variante (por e-
xemplo, anticorpo 342 ou 5c8). Em algumas modalidades, um anticorpo anti-
CD154 com funcao efetora reduzida se liga a um FcR com cerca de 10 ve-
zes menaos afinidade em relagéo a um anticorpo parente ou nao-variante. Em
outras modalidades, um anticorpo anti-CD154 com fungao efetora reduzida
se liga ao FcR com cerca de 15 vezes menos afinidade ou com cerca de 20
vezes menos afinidade em relagdo a um anticorpo parente ou nao-variante.
O receptor FcR pode ser um ou mais de FcyRI (CD64), FcyRIl (CD32) e
FcyRIll, e isoformas dos mesmos, e FceR, FcpR, Fc8R e/ou um FcaR. Em
modalidades particulares, um anticorpo anti-CD154 com funcao efetora re-
duzida exibe uma diminuigdo 1,5 vez, 2 vezes, 2,5 vezes, 3 vezes, 4 vezes
ou 5 vezes, ou mais, na afinidade de ligacado ao FcyRlia.

Consequentemente, em certas modalidades, um anticorpo anti-
CD154 da presente invencao exibe ligacao reduzida a uma proteina do
complemento em relagao a um segundo anticorpo anti-CD154. Em certas
modalidades, um anticorpo anti-CD154 da invengéo exibe ligagao reduzida
por um fator de cerca de 1,5 vez ou mais, cerca de 2 vezes ou mais, cerca
de 3 vezes ou mais, cerca de 4 vezes ou mais, cerca de 5 vezes ou mais,
cerca de 6 vezes ou mais, cerca de 7 vezes ou mais, cerca de 8 vezes ou
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mais, cerca de 9 vezes ou mais, cerca de 10 vezes ou mais, ou cerca de 15
vezes ou mais, em relagéo a um segundo anticorpo anti-CD154.

Consequentemente, em certas modalidades, a presente inven-
céo esta relacionada aos anticorpos que despertam fungéo efetora reduzida
quando administrados a um individuo. Em certas modalidades, um anticorpo
anti-CD154 desta invengao nao causa trombose em um individuo que rece-
be a administragdo do anticorpo. Trombose inclui, por exemplo, acidentes
tromboembdlicos. Esses acidentes incluem, por exemplo, vasculopatia (por
exemplo, alteragdes vasculares como, por exemplo, espessamento intimo e
alteragdes na parede do vaso). Em algumas modalidades, um anticorpo anti-
CD154 desta invengao causa menos acidentes tromboembdélicos em relagéo
a um segundo anticorpo CD154-especifico (por exemplo, anticorpo 342, an-
ticorpo 5¢8 ou 5¢8 humanizado). Um anticorpo anti-CD154 com funcéo efe-
tora reduzida pode apresentar uma reducao de 5%, 10%, 15%, 20%, 25%,
30%, 40% ou 50% no numero de acidentes tromboembdlicos quando admi-
nistrado a um individuo e comparado com um anticorpo anti-CD154 nao-
variante ou parente.

Em certas modalidades, um anticorpo anti-CD154 desta inven-
ca0 nao causa agrega¢ao ou ativacdo plaquetaria in vitro e/ou aumenta a
agregacao ou ativagdo plaquetaria em um menor grau, quando comparado
com um segundo anticorpo CD154-especifico (por exemplo, anticorpo 5¢8
ou 5¢8 humanizado; vide Exemplo 1). Consequentemente, em certas moda-
lidades, a presenca de uma proteina de ligagdo de CD154 da presente in-
vengao, por exemplo, um anticorpo anti-CD154, em um ensaio-padréo de
agregacao ou ativagio plaquetaria ndo resulta na agregagao ou ativagao de
mais do que 20%, 25%, 30% ou 50% em relagdo a agregac¢ao ou ativacao
observada em um ensaio de controle negativo. Um ensaio de agregac¢éo
plaquetaria padronizado exemplar & o ensaio aqui descrito (Exemplo 11, En-
saio 1) e mostrado na Figura 26. Tanto um ensaio-padrao quanto um ensaio
alternativo de agregagao plaquetaria (Ensaio 2, Figura 27) que podem ser
usados na invengao sdo descritos no Exemplo 11. A proteina de ligacao de
CD154 pode ser soluvel.
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Em certas modalidades, esta invencdo também fornece protei-
na, de ligacado de CD154, por exemplo, um anticorpo anti-CD154, a referida
proteina compreendendo um dominio variavel Uinico de imunoglobulina que
se liga especificamente e de forma monovalente ao CD40L, em que a liga-
¢ao da referida proteina solivel ao CD154 nao induz substancialmente fosfo-
rilacdo de JNK em células Jurkat T. Esta invengao também fornece proteina
de ligacdo de CD154, por exemplo, um anticorpo anti-CD154, a referida pro-
teina compreendendo um dominio variavel tnico de imunoglobulina que se
liga especificamente e de forma monovalente ao CD154, em que a ligagao
da referida proteina soluvel ao CD154 n3o induz substanciaimente secregéao
de IFN gama por células Jurkat T coestimuladas com anticorpo anti-CD3.

Certas modalidades da presente invengao estao relacionadas a
um anticorpo anti-CD154 que compreende uma ou mais sequéncias CDR da
cadeia pesada selecionadas de DR-H1 (SEQ ID NO: 3), CDR-H2 (SEQ ID
NO: 4) e CDR-H3 (SEQ ID NO: 5), em que o anticorpo ainda compreende
uma regido Fc variante que confere fungao efetora reduzida comparada com
uma regido Fc nativa ou parental. Em modalidades adicionais, o anticorpo
anti-CD154 compreende pelo menos duas das CDRs e, em outras modali-
dades, o anticorpo compreende todas as trés sequéncias da CDR da cadeia
pesada, que sdo CDR-H1 (SEQ ID NO: 3), CDR-H2 (SEQ ID NO: 4) e CDR-
H3 (SEQ ID NO: 5).

Outras modalidades da presente invengao estao relacionadas a
um anticorpo anti-CD154 que compreende uma ou mais sequéncias da CDR
da cadeia leve selecionadas de CDR-L1 (SEQ ID NO: 6), CDR-L2 (SEQ ID
NO: 7) e CDR-L3 (SEQ ID NO: 8), o anticorpo compreendendo ainda uma
regiao Fc variante que confere fungao efetora reduzida comparada com uma
regido Fc nativa ou parental. Em modalidades adicionais, o anticorpo anti-
CD154 compreende pelo menos duas das CDRs da cadeia leve e, em outras
modalidades, o anticorpo compreende todas as trés sequéncias da CDR da
cadeia leve, que sao CDR-L1 (SEQ ID NO: 6), CDR-L2 (SEQ ID NO: 7) e
CDR-L3 (SEQID NO: 8).

Em modalidades adicionais da presente invengdo, o anticorpo
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anti-CD154 com funcéo efetora reduzida compreende todas as trés sequén-
cias da CDR da cadeia leve, que sdo CDR-L1 (SEQ ID NO: 6), CDR-L2
(SEQ ID NO: 7) e CDR-L3 (SEQ ID NO: 8), e compreende todas as trés se-
quéncias da CDR da cadeia pesada, que sdo CDR-H1 (SEQ ID NO: 3),
CDR-H2 (SEQ ID NO: 4) e CDR-H3 (SEQ ID NO: 5).

Em certas modalidades, esta invengao fornece um anticorpo an-
ti-CD154 que se liga especificamente a uma proteina CD154, em que o anti-
corpo compreende uma sequéncia V4 selecionada da SEQ ID NO: 1, SEQ
ID NO: 9, SEQ ID NO: 10 e SEQ ID NO: 11. Em certas outras modalidades,
esta invengéo fornece um anticorpo que se liga especificamente a uma pro-
teina CD154, em que o anticorpo compreende uma sequéncia da cadeia
pesada selecionada da SEQ ID NO: 12 e SEQ ID NO: 13. Em modalidades
adicionais, o anticorpo anti-CD154 que compreende qualguer uma ou mais
das CDRs ou das sequéncias da cadeia pesada ou leve descritas acima &
um fragmento Fab ou um fragmento Fab' ou um derivado do mesmo. Ainda
em modalidades adicionais, o anticorpo & um fragmento F(ab’); ou um deri-
vado do mesmo. Outros fragmentos de anticorpos ou derivados dos mesmos
que compreendem as CDRs ou as sequéncias da cadeia pesada ou leve
que se ligam especificamente a uma proteina CD154 também sao incluidos.
Esses anticorpos podem ser modificados de forma a despertar fungdes efe-
toras reduzidas ou auséncia de funcdes efetoras. Consequentemente, em
certas modalidades, a presente invencao esta relacionada a um anticorpo
anti-CD 154 que compreende uma sequéncia Vy selecionada da SEQ ID NO:
1, SEQ ID NQO: 9, SEQ ID NO: 10 e SEQ ID NO: 11, o anticorpo compreen-
dendo ainda uma regiao Fc variante que confere fungao efetora reduzida
comparada com uma regido Fc nativa ou parental.

Em outras modalidades, a invenc¢éo esta relacionada a um anti-
corpo anti-CD154 que compreende uma sequéncia V. selecionada da SEQ
ID NO: 2 e SEQ ID NO: 14, o anticorpo compreendendo ainda uma regiao Fc
variante que confere funcao efetora reduzida comparada com uma regiao Fc
nativa ou parental.

Em algumas modalidades, um anticorpo compreende uma se-



10

15

20

25

30

77

quéncia de cadeia leve variavel da SEQ ID NO: 2. Em modalidades adicio-
nais, um anticorpo que compreende SEQ ID NO: 2 é um fragmento Fab ou
um fragmento Fab' ou um derivado do mesmo. Ainda em outras modalida-
des, o anticorpo € um fragmento F(ab'). ou um derivado do mesmo. Outros
fragmentos de anticorpos ou derivados dos mesmos que compreendem as
CDRs ou as sequéncias da cadeia pesada ou leve que se ligam especifica-
mente a uma proteina CD154 também s&o incluidos.

Em modalidades adicionais, a invengao esta relacionada a um
anticorpo anti-CD154 que compreende uma sequéncia V| selecionada do
grupo que consiste na SEQ ID NO: 2 e SEQ ID NO: 14 e que ainda compre-
ende uma sequéncia Vy selecionada da SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 9, SEQ
ID NO: 10 e SEQ ID NO: 11, o anticorpo compreendendo ainda uma regiao
Fc variante que confere fungéo efetora reduzida comparada com uma regiao
Fc nativa ou parental.

Em outras modalidades, a invenc¢ao esta relacionada a um anti-
corpo anti-CD154 que compreende uma sequéncia Vy da SEQ ID NO: 29 e
uma sequéncia V| da SEQ ID NO: 30, o anticorpo compreendendo ainda
uma regido Fc variante que confere fungao efetora reduzida comparada com
uma regiao Fc nativa ou parental.

Em certas modalidades, a presente invengao fornece um anti-
corpo anti-CD154 que se liga especificamente a uma proteina CD154, em
que o anticorpo compreende sequéncia da cadeia leve da SEQ ID NO: 16.
Em modalidades adicionais, o anticorpo que compreende sequéncia da ca-
deia leve da SEQ ID NO: 15 ainda compreende uma regido Fc variante que
confere funcao efetora reduzida comparada com uma regiao Fc nativa ou
parental (por exemplo, uma regido Fc com glicosilacdo alterada e/ou outra
modificacao).

Em certas modalidades, a presente invengao esta relacionada a
um anticorpo anti-CD154 que compreende uma sequéncia da cadeia leve da
SEQ ID NO: 15 e uma sequéncia da cadeia pesada selecionada do grupo
que consiste na SEQ ID NO: 12 e SEQ ID NO: 13, o anticorpo compreen-

dendo ainda uma regido Fc variante que confere fungéao efetora reduzida
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comparada com uma regiao Fc nativa ou parental (por exemplo, uma regiao
Fc com glicosilagao alterada e/ou outra modificagao).

Em certas modalidades, a invenc¢iao fornece um anticorpo anti-
CD154 que compreende uma sequéncia da cadeia leve apresentada na
SEQ ID NO: 2 ou 14 e uma sequéncia da cadeia pesada apresentada na
SEQ ID NO: 1, 9, 10 ou 11. Em algumas modalidades, o anticorpo anti-
CD154 pode ser um fragmento de anticorpo. Em modalidades adicionais, o
anticorpo € um fragmento Fab ou um fragmento Fab' ou um derivado dos
mesmo. Ainda em modalidades adicionais, o anticorpo & um fragmento
F(ab')z ou um derivado dos mesmo. Outros fragmentos de anticorpos ou de-
rivados dos mesmos que compreendem as CDRs ou as sequéncias da ca-
deia pesada ou leve que se ligam especificamente a uma proteina CD154
também sao incluidos. Adicionalmente, os anticorpos podem exibir fungao
efetora reduzida. Por exemplo, anticorpos que compreendem uma regiao Fc
podem compreender uma regido Fc com uma ou mais modificagdes (por
exemplo, glicosilac&o alterada, conjugagao etc.), de tal forma que o anticor-
po desperte funcao efetora (ou fungbes efetoras) reduzida ou ausente.

Em outras modalidades, a presente invengéo esta relacionada a
um anticorpo anti-CD154 que compreende uma sequéncia da cadeia leve da
SEQ ID NO: 15 e uma sequéncia da cadeia pesada da SEQ ID NO: 13, em
que o anticorpo ainda compreende uma regido Fc variante que confere fun-
¢ao efetora reduzida comparada com uma regiao Fc nativa ou parental. Em
outras modalidades, a presente invengao esta relacionada a um anticorpo
anti-CD154 que compreende uma sequéncia da cadeia leve da SEQ ID NO:
15 e uma sequéncia da cadeia pesada da SEQ ID NO: 12, em que o anticor-
po ainda compreende uma regiao Fc variante que confere fungao efetora
reduzida comparada com uma regido Fc nativa ou parental.

Em algumas modalidades, a presente invenc¢do esta relacionada
a um anticorpo anti-CD154 que compreende uma ou mais sequéncias da
CDR da cadeia pesada selecionadas de CDR-H1 (SEQ ID NO: 42), CDR-H2
(SEQ ID NO: 43) e CDR-H3 (SEQ ID NO: 44), o anticorpo compreendendo

ainda uma regid@o Fc variante que confere fungéo efetora reduzida compara-
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da com uma regido Fc nativa ou parental. Em certas modalidades, o anticor-
po anti-CD154 compreende pelo menos duas das CDRs da cadeia pesada
e, em outras modalidades, o anticorpo compreende todas as trés sequéncias
da CDR da cadeia pesada, que sao CDR-H1 (SEQ ID NO: 42), CDR-H2
(SEQ ID NO: 43) e CDR-H3 (SEQ ID NO: 44).

Em certas modalidades, a invencgao esta relacionada a um anti-
corpo anti-CD154 que compreende uma ou mais sequéncias da CDR da ca-
deia leve selecionadas de CDR-L1 (SEQ ID NO: 45), CDR-L2 (SEQ ID NO:
46) e CDR-L3 (SEQ ID NO: 47), o anticorpoc compreendendo ainda uma re-
gido Fc variante que confere fungéo efetora reduzida comparada com uma
regido Fc nativa ou parental. Em certas modalidades, o anticorpo anti-CD154
compreende pelo menos duas das CDRs da cadeia leve e, em outras moda-
lidades, o anticorpo compreende todas as trés sequéncias da CDR da ca-
deia leve, que sdo CDR-L1 (SEQ ID NO: 45), CDR-L2 (SEQ ID NO: 46) e
CDR-L3 (SEQ ID NO: 47).

Modalidades adicionais da presente invengao estao relaciona-
das ao anticorpo anti-CD154 que compreende uma regido Fc variante que
confere fungdo efetora reduzida comparada com uma regido Fc nativa ou
parental, em que o anticorpo compreende todas as trés sequéncias da CDR
da cadeia leve, que sdo CDR-L1 (SEQ ID NO: 45), CDR-L2 (SEQ ID NO: 46)
e CDR-L3 (SEQ ID NO: 47), e em que o anticorpo compreende todas as trés
sequéncias da CDR da cadeia pesada, que sdo as CDR-H1 (SEQ ID NO:
42), CDR-H2 (SEQ ID NO: 43) e CDR-H3 (SEQ ID NO: 44).

Em outras modalidades, a presente invencgédo esta relacionada a
um anticorpo anti-CD154 que compreende uma ou mais sequéncias da CDR
da cadeia pesada selecionadas de CDR-H1 (SEQ ID NO: 48), CDR-H2
(SEQ ID NO: 49) e CDR-H3 (SEQ ID NO: 50), o anticorpo compreendendo
ainda uma regiao Fc variante que confere fungéo efetora reduzida compara-
da com uma regido Fc nativa ou parental. Em modalidades adicionais, o an-
ticorpo anti-CD154 compreende pelo menos duas das CDRs da cadeia pe-
sada e, em outras modalidades, o anticorpo compreende todas as trés se-
quéncias da CDR da cadeia pesada, que sao CDR-H1 (SEQ ID NO: 48),
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CDR-H2 (SEQ ID NO: 49) e CDR-H3 (SEQ ID NO: 50).

Em certas modalidades, a presente invengao esta relacionada a
um anticorpo anti-CD154 que compreende uma ou mais sequéncias da CDR
da cadeia leve selecionadas de CDR-L1 (SEQ ID NO: 51), CDR-L2 (SEQ ID
NO: 62) e CDR-L3 (SEQ ID NO: 53), o anticorpo compreendendo ainda uma
regido Fc variante que confere fungao efetora reduzida comparada com uma
regidao Fc nativa ou parental. Em modalidades adicionais, o anticorpo com-
preende pelo menos duas das CDRs da cadeia leve e, em outras modalida-
des, o anticorpo compreende todas as trés sequéncias da CDR da cadeia
leve, que sédo as CDR-L1 (SEQ ID NO: 51), CDR-L2 (SEQ ID NO: 52) e
CDR-L3 (SEQ ID NO: 53).

Em certas modalidades, um anticorpo anti-CD154 com funcéao
efetora reduzida compreende todas as trés sequéncias da CDR da cadeia
leve, que sdo CDR-L1 (SEQ ID NO: 51), CDR-L2 (SEQ ID NO: 52) e CDR-
L3 (SEQ ID NO: 53), e ainda compreende todas as trés sequéncias da CDR
da cadeia pesada, gue sao as CDR-H1 (SEQ ID NO: 48), CDR-H2 (SEQ ID
NO: 49) e CDR-H3 (SEQ ID NO: 50).

Em modalidades adicionais, esta invengéo fornece um anticorpo
anti-CD154 que se liga especificamente ac CD154, em que o anticorpo
compreende uma sequéncia V_ da SEQ ID NO: 54. A invengdo também esta
relacionada a um anticorpo anti-CD154 que compreende uma sequéncia Vy
da SEQ ID NO: 56. Um anticorpo anti-CD154 da invengao pode compreen-
der tanto uma sequéncia V. da SEQ ID NO: 54 quanto uma sequéncia Vu da
SEQ ID NO: 56. Em modalidades adicionais, o anticorpo € um fragmento
Fab ou um fragmento Fab' ou um derivado dos mesmo. Ainda em modalida-
des adicionais, o anticorpo ou fragmento de anticorpo € um fragmento
F(ab'). ou um derivado dos mesmo. O anticorpo ou fragmento também pode
ser um anticorpo humanizado ou totalmente humano ou fragmento do mes-
mo. Certas modalidades da presente inveng¢ao estao relacionadas a um anti-
corpo anti-CD154 que compreende uma sequéncia Vy da SEQ ID NO: 56 e
uma sequéncia V. da SEQ ID NO: 54, o anticorpo compreendendo ainda

uma regido Fc variante que confere fungéo efetora reduzida comparada com
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uma regiao Fc nativa ou parental.

Em modalidades adicionais, esta invengao fornece um anticorpo
anti-CD154 que se liga especificamente ao CD154, em que o anticorpo
compreende uma sequéncia V| da SEQ ID NO: 58. Em modalidades adicio-
nais, o anticorpo compreende uma sequéncia Vy da SEQ ID NO: 60. Em
modalidades adicionais, o anticorpo ou fragmento compreende uma sequén-
cia Vu da SEQ ID NO: 60 e uma sequéncia V_ da SEQ ID NO: 58. O anticor-
po pode ser um fragmento Fab ou um fragmento Fab' ou um derivado dos
mesmo. Ainda em modalidades adicionais, o anticorpo & um fragmento
F(ab'); ou um derivado dos mesmo. O anticorpo também pode ser um anti-
corpo humanizado ou totalmente humano ou fragmento do mesmo. Em ou-
tras modalidades, a presente invengcao esta relacionada a um anticorpo anti-
CD154 que compreende uma sequéncia Vy da SEQ ID NO: 58 e uma se-
quéncia V, da SEQ ID NO: 60, o anticorpo compreendendo ainda uma regi-
do Fc variante que confere fungao efetora reduzida comparada com uma
regido Fc nativa ou parental.

Anticorpos anti-CD154 com glicosilacao alterada

A remocgao de glicano produz uma mudanga estrutural que deve
reduzir acentuadamente a ligagao a todos os membros da familia do recep-
tor Fc através de espécies. Em anticorpos glicosilados, incluindo anticorpos
anti-CD1564, os glicanos (oligossacarideos) anexados ao sitio conservado
ligado ao N nos dominios CH2 do dimero de Fc estao confinados entre os
dominios CH2, com os residuos de agucar fazendo contato com residuos de
aminoacidos especificos no dominio CH2 oposto. Diferentes padrées de gli-
cosilagao estao associados a diferentes propriedades bioldgicas de anticor-
pos (Jefferis e Lund, 1997, Chem. Immunol., 65: 111-128; Wright e Morrison,
1997, Trends Biotechnol., 15: 26-32). Certas glicoformas especificas confe-
rem propriedades biologicas potencialmente vantajosas. A perda dos glica-
nos altera o espagcamento entre os dominios e aumenta a mobilidade entre
eles, e espera-se que tenha um efeito inibidor sobre a ligagdo de todos os
membros da familia do receptor Fc. Por exemplo, estudos in vitro com varios

anticorpos glicosilados demonstraram que a remogao dos glicanos de CH2
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altera a estrutura de Fc de tal forma que a ligagéao do anticorpo aos recepto-
res Fc e a proteina do complemento C1q ¢ acentuadamente reduzida. Outra
abordagem conhecida para a redugao das funcdes efetoras é a inibicao da
produgdo ou remogéao dos glicanos ligados ac N na posi¢do 297 (numeragao
EU) no dominio CH2 do Fc (Nose e outros, 1983 PNAS 80: 6.632; Leather-
barrow e outros, 1985 Maol. Immunol. 22: 407; Tao e outros, 1988 J. Immu-
nol. 143: 2.595; Lund e outros, 1990 Mol. Immunol. 27: 1.145; Dorai e outros,
1991 Hybridoma 10: 211; Hand e outros, 1992 Cancer Immunol. Immuno-
ther. 35: 165; Leader e outros, 1991 Immunology 72: 481; Pound e outros,
1993 Mol. Immunol. 30: 233; Boyd e outros, 1995 Mol. Immunol. 32: 1.311).
Sabe-se também que diferentes glicoformas podem afetar profundamente as
propriedades de uma substancia terapéutica, incluindo a farmacocinética, a
farmacodinamica, a interagdo com receptor e direcionamento tecido-
especifico (Graddis e outros, 2002, Curr. Pharm. Biotechnol. 3: 285-297). Em
particular, para anticorpos, a estrutura de oligossacarideo pode afetar as
propriedades relevantes para resisténcia a protease, a meia-vida sérica do
anticorpo mediada pelo receptor FCRn, a fagocitose e retorno micro-hete do
anticorpo, além de func¢des efetoras do anticorpo (por exemplo, ligagdo ao
complexo do complemento C1, que induz CDC, e ligagdo aos receptores
FcyR, que sao responsaveis pela modulagao da via da ADCC) (Nose e Wig-
zell, 1983; Leatherbarrow e Dwek, 1983; Leatherbarrow e outros,1985; Wal-
ker e outros, 1989; Carter e outros, 1992, PNAS, 89: 4.285-4.289).
Consequentemente, outro meio para a modulagao da funcéo e-
fetora de anticorpos inclui a alteragdo da glicosilagao da regido constante do
anticorpo. Glicosilagao alterada inclui, por exemplo, uma diminuigdo ou um
aumento no numero de residuos glicosilados, uma mudanca no padrao ou
localizaga@o de residuos glicosilados, bem como uma mudanga na estrutura
do agucar (ou dos aglcares). Os oligossacarideos encontrados em IgGs
humanas afetam seu grau de funcéao efetora (Raju, T.S. BioProcess Interna-
tional, abril de 2003, 44-53); a micro-heterogeneidade de oligossacarideos
da IgG humana pode afetar as fungdes bioldgicas como, por exemplo, CDC

e ADCC, ligagao a varios receptores Fc, e ligagéo a proteina C1q (Wright A.
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e Morrison S.L. TIBTECH 1997, 15 26-32; Shields e outros J. Biol. Chem.
2001 276 (9): 6.591-604; Shields e outros J. Biol. Chem. 2002; 277 (30):
26.733-40; Shinkawa e outros J. Biol. Chem. 2003 278 (5): 3.466-73; Umana
e outros Nat. Biotechnol. Fevereiro de 1999; 17 (2). 176-80). Por exemplo, a
habilidade de IgG para se ligar ao C1q e ativar a cascata do complemento
pode depender da presenga, auséncia ou modificagao da porg¢ao de carboi-
drato posicionada entre os dois dominios CH2 (que normalmente estao an-
corados em Asn297) (Ward e Ghetie, Therapeutic Immunology 2: 77-94
(1995).

Os sitios de glicosilagdo em um polipeptideo contendo Fc, por
exemplo, um anticorpo como, por exemplo, um anticorpo IgG, podem ser
identificados por técnicas padronizadas. A identificagao do sitio de glicosila-
¢ao pode ser experimental ou baseada em analise de sequéncia ou dados
de modelagem. Foram descritos motivos de consenso, isto &, a sequéncia
de aminoacidos reconhecida por varias glicosil transferases. Por exemplo, o
motivo de consenso para um motivo de glicosilagao ligada ao N é frequen-
temente NXT ou NXS, em que X pode ser qualquer aminoacido, exceto pro-
lina. Também foram descritos varios algoritmos para a localizagdo de um
potencial motivo de glicosilagao. Consequentemente, para identificar poten-
ciais sitios de glicosilacao dentro de um anticorpo ou fragmento contendo Fc,
a sequéncia do anticorpo é examinada, por exemplo, pela utilizagdo de ba-
ses de dados disponiveis publicamente como, por exemplo, o site da Internet
fornecido pelo "Center for Biological Sequence Analysis" (vide os servigos
NetNGlyc para prever sitios de glicosilagéo ligada ao N e os servigcos NetO-
Glyc para prever sitios de glicosilagao ligada ao O).

Estudos /in vivo confirmaram a redugéao na fungéao efetora de an-
ticorpos nao-glicosilados. Por exemplo, um anticorpo anti-CD8 néao-
glicosilado & incapaz de eliminar células que abrigam CD8 em camundongos
(Isaacs, 1992 J. Immunol 148: 3.062) e um anticorpo anti-CD3 n&o-
glicosilado néo induz a sindrome de liberagdo de citocina em camundongos
ou em seres humanos (Boyd, 1995 supra; Friend, 1999 Transplantation 68:
1.632).



10

15

20

25

30

84

Significativamente, embora a remogéo dos glicanos no dominio
CH2 parega ter um efeito significativo sobre a fungao efetora, outras proprie-
dades funcionais e fisicas do anticorpo permanecem inalteradas. Especifi-
camente, foi demonstrado que a remogéo dos glicanos teve pouco ou ne-
nhum efeito sobre a meia-vida sérica e a ligacdo ao antigeno (Nose, 1983
supra; Tao, 1989 supra; Dorai, 1991 supra; Hand, 1992 supra; Hobbs, 1992
Mol. Immunol. 29: 949).

Embora haja validagao in vivo da abordagem nao-glicosilada, ha
relatos de fungéo efetora residual com mAbs nao-glicosilados (vide, por e-
xemplo, Pound, J. D. e outros (1993) Mol. Immunol. 30 (3): 233-41; Dorai, H.
e outros (1991) Hybridoma 10 (2): 211-7). Armour e outros Mostram ligagao
residual as proteinas FcyRlla e FeyRIlb (Eur. J. Immunol. (1999) 29: 2.613-
1.624; Mol. Immunol. 40 (2003) 585-593). Dessa forma, uma diminuig&o adi-
cional da fungao efetora, particularmente da ativacao do complemento, pode
ser importante para garantir a ablagdo completa da atividade em alguns ca-
sos. Por isso, prevé-se que formas nao-glicosiladas de 1gG2 e IgG4 e um
hibrido de G1/G4 serdo uteis nos métodos e nas composigdes de anticorpo
da invencao que possuem fungées efetoras reduzidas.
Geracéao de anticorpos anti-CD154 desglicosilados ou néao-glicosilados

Os anticorpos anti-CD154 da presente invengao podem ser mo-
dificados ou alterados para despertar fungdo efetora (ou funcdes efetoras)
reduzida (comparados com um segundo anticorpo CD154-especifico) reten-
do, opcionalmente, os outros atributos valiosos da porg¢éo Fc.

Consequentemente, em certas modalidades, a presente inven-
¢ao esta relacionada aos anticorpos anti-CD154 n&o-glicosilados com fungao
efetora diminuida, que sao caracterizados por uma modificac&o no sitio con-
servado ligado ao N nos dominios CH2 da porgao Fc do anticorpo. Uma mo-
dificagé@o do sitio conservado ligado ao N nos dominios CH2 do dimero de
Fc pode levar aos anticorpos anti-CD154 nao-glicosilados. Exemplos dessas
modificagdes incluem a mutacéo do sitio conservado ligado ao N nos domi-
nios CH2 do dimero de Fc, a remogéo de glicanos anexados ao sitio ligado
ao N nos dominios CH2, e a prevengdo da glicosilagéo. Por exemplo, um
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anticorpo anti-CD154 nao-glicosilado pode ser criado por alteracdo do sitio
candnico ligado ac N de Asn no dominio CH2 da cadeia pesada para um
residuo de GIn (vide, por exemplo, WO 05/03175 e Patente U.S. 2006-
0193856).

Em uma modalidade da presente invengao, a modificagdo com-
preende uma mutacéo no sitio de glicosilagao da cadeia pesada para evitar
a glicosilagao no sitio. Dessa forma, em uma modalidade desta invengéo, os
anticorpos anti-CD154 nao-glicosilados sao preparados por mutagao do sitio
de glicosilagao da cadeia pesada, isto €, mutagdo de N298Q (N297 usando
a numeracao EU de Kabat), e expressos em uma célula hospedeira adequa-
da. Por exemplo, essa mutagado pode ser obtida de acordo com o protocolo
recomendado pelo fabricante para o kit de mutagénese sitio-exlusivo de
Amersham-Pharmacia Biotech® (Piscataway, NJ, EUA).

O anticorpo mutado pode ser expresso de forma estavel em
uma célula hospedeira (por exemplo, célula NSO ou CHO) e depois purifica-
do. Como exemplo, a purificagado pode ser realizada com o uso de cromato-
grafia por filtragcdo em Proteina A e gel. Ficara evidente para aqueles versa-
dos na técnica que métodos de expressao e purificacdo adicionais também
poderao ser utilizados.

Em outra modalidade da presente invengéo, os anticorpos anti-
CD154 nao-glicosilados possuem fungao efetora diminuida, em que a modi-
ficagao no sitio conservado ligado ao N nos dominios CH2 da porgao Fc do
referido anticorpo ou derivado de anticorpo compreende a remocgéao dos gli-
canos do dominio CH2, isto &, desglicosilagao. Esses anticorpos anti-CD154
nao-glicosilados podem ser gerados por métodos convencionais e depois
desglicosilados enzimaticamente. Métodos para a desglicosilag&o enzimatica
de anticorpos sao bem-conhecidos por aqueles versados na técnica (Willi-
ams, 1973; Winkelhake & Nicolson, 1976 J. Biol Chem. 251: 1.074-80).

Em outra modalidade desta invengao, a desglicosilagdo pode
ser obtida por crescimento de células hospedeiras que produzem os anticor-
pos em meio de cultura que compreende um inibidor de glicosilagdo como,

por exemplo, tunicamicina (Nose e Wigzell, 1983). isto &, a modificagao e a
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redugao ou prevencao da glicosilagao no sitio conservado ligado ao N nos
dominios CH2 da porgao Fc do referido anticorpo.

Em outras modalidades desta invencéo, polipeptideos CD154
recombinantes (ou células ou membranas celulares que contém esses poli-
peptideos) podem ser usados como antigeno para gerar um anticorpo anti-
CD154 ou derivados de anticorpos, que podem entdo ser desglicosilados.

Em modalidades alternativas, os anticorpos anti-CD154 néao-
glicosilados ou anticorpos anti-CD154 com glicosilagdo reduzida da presente
invengao podem ser produzidos pelo método descrito em Taylor e cols (WO
05/18572 e Patente U.S. 2007-0048300). Por exemplo, em uma modalidade,
um anticorpo anti-CD154 nao-glicosilado pode ser produzido por alteragéo
de um primeiro residuo de aminodacido (por exemplo, por substituicéo, inser-
¢ao, eliminacdo ou por modificagdo quimica), em que o primeiro residuo de
aminoacido alterado inibe a glicosilagdo de um segundo residuo por impedi-
mento estérico ou de carga, ou ambos. Em certas modalidades, o primeiro
residuo de aminoacido € modificado por substituicido de aminoacido. Em
modalidades adicionais, a substituicdo de aminoacido é selecionada do gru-
po que consiste em Gly, Ala, Val, Leu, lle, Phe, Asn, GIn, Trp, Pro, Ser, Thr,
Tyr, Cys, Met, Asp, Glu, Lys, Arg e His. Em outras modalidades, a substitui-
¢ao de aminoacido é um residuo de aminoacido nao-tradicional. O segundo
residuo de aminoacido pode estar préximo ou dentro de um motivo de glico-
silagdo, por exemplo, um motivo de glicosilacao ligada ao N que contém a
sequéncia de aminoacidos NXT ou NXS. Em uma modalidade exemplar, o
primeiro residuo de aminoacido é o aminoacido 299 e o segundo residuo de
aminoacido & o aminoacido 297, de acordo com a numerac¢éo de Kabat. Por
exemplo, a primeira substituicdo de aminoacido pode ser T299A, T299N,
T299G, T299Y, T299C, T299H, T299E, T299D, T299K, T299R, T299G,
T2991, T299L, T299M, T299F, T299P, T299W e T299V, de acordo com a
numeracgio de Kabat. Em modalidades particulares, a substituicdo de ami-
noacido & T299C.

A fungao efetora também pode ser reduzida por modificacéo de

um anticorpo da presente invengao, de tal forma que o anticorpo contenha
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uma porgao de bloqueio. PorcSes de bloqueio exemplares incluem porgdes
de volume estérico e/ou carga suficientes, de tal forma que ocorra a glicosi-
lacéo reduzida, por exemplo, por bloqueio da habilidade de uma glicosidase
para glicosilar o polipeptideo. A porgéo de bloqueio pode adicional ou alter-
nativamente reduzir a funcdo efetora, por exemplo, por inibigdo da habilidade
da regiéo Fc para se ligar a um receptor ou a uma proteina do complemento.
Em algumas modalidades, a presente invencao esta relacionada a uma pro-
teina de ligacdo de CD154, por exemplo, um anticorpo anti-CD154, que
compreende uma sequéncia da CDR3 da cadeia pesada selecionada das
SEQ ID NOS: 5, 44 e 50, e uma regido Fc variante, a regido Fc variante
compreendendo um primeiro residuo de aminoacido e um sitio de N-
glicosilacédo, o primeiro residuo de aminoacido modificado com quimica da
cadeia lateral para obter volume estérico aumentado ou carga eletrostatica
aumentada, comparado com o primeiro residuo de aminoacido né&o-
modificado, reduzindo, dessa forma, o nivel ou, de alguma outra forma, alte-
rando a glicosilagao no sitio de N-glicosilagdo. Em algumas dessas modali-
dades, a regido Fc variante confere funcao efetora reduzida, comparada com
um controle, regido Fc nao-variante. Em modalidades adicionais, a cadeia
lateral com volume estérico aumentado € uma cadeia lateral de um residuo
de aminoacido selecionado do grupo que consiste em Phe, Trp, His, Gluy,
GIn, Arg, Lys, Met e Tyr. Ainda em modalidades adicionais, a quimica da
cadeia lateral com carga eletrostatica aumentada € uma cadeia lateral de um
residuo de aminoacido selecionado do grupo que consiste em Asp, Glu, Lys,
Arg e His.

Consequentemente, em uma modalidade, a glicosilagdo e a li-
gacao de Fc podem ser moduladas por substituicdo de T299 com uma qui-
mica com carga da cadeia lateral como, por exemplo, D, E, K ou R. O anti-
corpo resultante tera glicosilagao reduzida, bem como afinidade de ligagao
de Fc reduzida para um receptor Fc em fungédo de interagbes eletrostaticas
desfavoraveis.

Em outra modalidade, um anticorpo variante T299C, que é tanto
nao-glicosilado quanto capaz de formar um aduto de cisteina, pode exibir
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menos fungao efetora (por exemplo, inibicao de FcyRI) comparado com sua
contraparte de anticorpo nao-glicosilado (vide, por exemplo, WO 05/18572).
Consequentemente, a alteragao de um primeiro aminoacido proximal a um
motivo de glicosilagdo pode exibir a glicosilagdo do anticorpo em um segun-
do residuo de aminoacido; quando o primeiro aminoacido & um residuo de
cisteina, o anticorpo pode exibir fungao efetora ainda mais reduzida. Além
disso, a inibigdo da glicosilagao de um anticorpo do subtipo IgG4 pode ter
um efeito mais profundo sobre a ligagdo de FcyRl, comparado com os efei-
tos da nao-glicosilagao nos outros subtipos.

Em modalidades adicionais, a presente invengdo esta relacio-
nada aos anticorpos anti-CD154 com glicosilacao alterada que exibem liga-
¢ao reduzida a um ou mais receptores FCR e que opcionalmente também
exibem ligagdo aumentada ou normal a um ou mais receptores Fc e/ou
complemento, por exemplo, anticorpos com glicosilagao alterada que man-
tém pelo menos a mesma afinidade de ligagao ou uma afinidade de ligagéo
similar por um ou mais receptores Fc e/ou complemento que um anticorpo
anti-CD154 nativo de controle. Por exemplo, anticorpos anti-CD154 com
MansGIcNAc,N-glicano predominantemente como a estrutura de glicano
presente (por exemplo, em que a estrutura de MansGIcNAc;N-glicano esta
presente em um nivel, isto &, pelo menos cerca de 5 mols por cento mais do
que a estrutura de glicano predominante seguinte da composicao de Ig) po-
dem exibir fungao efetora alterada, comparados com uma populagéao de an-
ticorpos anti-CD154 em que a estrutura de MansGIcNAc;N-glicano nao é
predominante. Anticorpos com predominantemente essa estrutura de glicano
exibem ligacdo diminuida ao FcyRlla e FcyRIllb, ligagdo aumentada ao
FcyRllla e FeyRIlb, e ligagdo aumentada a subunidade C1q do complexo C1
(vide a Patente U.S. 2006-0257399). Essa estrutura de glicano, quando € a
estrutura de glicano predominante, confere ADCC aumentada, CDC aumen-
tada, meia-vida sérica aumentada, produgdo aumentada de anticorpo por
células B, e fagocitose diminuida por macréfagos.

Em geral, as estruturas de glicosilagdo em uma glicoproteina i-

rao variar, dependendo do hospedeiro de expressao e das condigbes de cul-
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tivo (Raju, T.S. BioProcess International, abril de 2003. 44-53). Tais diferen-
cas podem levar a alteragdes tanto na funcao efetora quanto na farmacoci-
netica (Israel e outros Immunology. 1996; 89 (4): 573-578; Newkirk e outros
P. Clin. Exp. 1996; 106 (2): 259-64). Por exemplo, a galactosilagao pode va-
riar com as condigdes da cultura de células, que podem tornar algumas
composicdes de imunoglobulina imunogénicas, dependendo de seu padrao
de galactose especifico (Patel e outros, 1992. Biochern J. 285: 839-845). As
estruturas de oligossacarideos de glicoproteinas produzidas por células de
mamiferos ndo-humanos tendem a ser mais intimamente relacionadas aque-
las de glicoproteinas humanas. Além disso, sistemas hospedeiros de ex-
pressac de proteina podem ser criados por engenharia genética ou selecio-
nados para expressar uma glicoforma de lg predominante ou, alternativa-
mente, podem produzir naturalmente glicoproteinas que possuem estruturas
de glicano predominantes. Exemplos de sistemas hospedeiros de expressao
de proteina criados por engenharia genética que produzem uma glicoprotei-
na que possui uma dglicoforma predominante incluem nocautos/mutagdes
génicas (Shields e outros, 2002, JBC, 277: 26.733-26.740); engenharia ge-
nética em (Umana e outros, 1999, Nature Biotech., 17. 176-180) ou uma
combinagdo de ambos. Alternativamente, certas células expressam natural-
mente uma glicoforma predominante - por exemplo, galinhas, seres huma-
nos e vaca (Raju e outros, 2000, Glycobiology, 10: 477-486). Dessa forma, a
expressado de um anticorpo anti-CD154 ou de uma composi¢cao de anticorpo
gue possui glicosilagdo alterada (por exemplo, predominantemente uma es-
trutura de glicano especifica) pode ser obtida por aqueles versados na técni-
ca por selecao de pelo menos um dos muitos sistemas hospedeiros de ex-
pressao. Sistemas hospedeiros de expressdo de proteina que podem ser
usados para produzir os anticorpos anti-CD154 da presente invencéo inclu-
em células animais, de plantas, de insetos, bacterianas e similares. Por e-
xemplo, as Patentes U.S. 2007-0065909, 2007-0020725 e 2005-0170464
descrevem a produgao de moléculas nao-glicosiladas de imunoglobulina em
células bacterianas. Como exemplo adicional, Wright e Morrison produziram

anticorpos em uma linhagem de células CHO deficientes na glicosilagao
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(1994 J. Exp. Med. 180: 1087-1096), e demonstraram que anticorpos produ-
zidos nessa linhagem de células eram incapazes de citlise mediada por
complemento. Outros exemplos de sistemas hospedeiros de expressdo en-
contrados na técnica para a produgdo de glicoproteinas incluem: células
CHO: Raju WO 99/22764 e Presta WO 03/35835; células de hibridoma: Tre-
bak e outros, 1999, J. Immunol. Methods, 230: 59-70; células de inseto: Hsu
e outros, 1997, JBC, 272: 9.062-970; e células de planta: Gerngross e ou-
tros, WO 04/74499. Na medida em que certa célula ou extrato tenha resulta-
do na glicosilagcado de certo motivo, estao disponiveis metodologias reconhe-
cidas na técnica para determinar se o motivo foi glicosilado, por exemplo,
com o uso de eletroforese em gel e/ou espectroscopia de massa.

Métodos adicionais para a alteragao de sitios de glicosilagao de
anticorpos sao descritos, por exemplo, nas Patentes U.S. 6.50.861 e U.S.
5.714.350, WO 05/18572 e WO 05/03175; esses métodos podem ser usados
para produzir os anticorpos anti-CD154 da presente invengdo com glicosila-
¢ao alterada, reduzida ou ausente.

Os anticorpos anti-CD154 néo-glicosilados com funcao efetora
reduzida podem ser anticorpos que compreendem modificagées ou podem
ser conjugados para compreender uma porgéo funcional. Essas porgdes in-
cluem uma porgédo de bloqueio (por exemplo, uma porgao de PEG, adutos
de cisteina etc.), uma porgao detectavel (por exemplo, porgdes fluorescen-
tes, porgdes radioisotépicas, porgdes radiopacas etc., incluindo porgdes di-
agnosticas) e/ou uma porgdo terapéutica (por exemplo, agentes citotoxicos,
agentes anti-inflamatérios, agentes imunomoduladores, agentes anti-
infecciosos, agentes anticancer, agentes antineurodegenerativos, radionucli-
deos etc.).

Conjugados de anticorpo

Quando administrados, os anticorpos séao frequentemente depu-
rados rapidamente da circulagic e podem, portanto, despertar atividade far-
macolégica relativamente curta. Consequentemente, podem ser necessarias
injegdes frequentes de doses relativamente grandes de anticorpos para sus-

tentar a eficacia terapéutica do tratamento com anticorpo.



10

15

20

25

30

91

Em uma modalidade desta invengédo, os anticorpos anti-CD154
desta invengdo podem ser anticorpos modificados (por exemplo, anexados a
outras porgdes como, por exemplo, uma porgcéo funcional heteréloga) para
aumentar a integridade e a longevidade do anticorpo in vivo. Por exemplo,
os anticorpos anti-CD154 desta invencao podem ser anticorpos que sao mo-
dificados para incluir uma porgao (porg¢ao funcional) que possa aumentar a
estabilizagcao, prolongando, dessa forma, a meia-vida sérica do anticorpo. A
meia-vida sérica de uma proteina de ligagdo de CD154 da invengéo, por e-
xemplo, um anticorpo, pode ser de pelo menos 3 dias, pelo menos 7 dias,
pelo menos 14 dias, pelo menos 21 dias, pelo menos 28 dias, pelo menos 1
meés, ou mais. Essas porg¢des funcionais que aumentam a meia-vida dos an-
ticorpos podem ser particularmente uteis em modalidades em que o anticor-
po & um fragmento de anticorpo, por exemplo.

Modificagbes de anticorpos também podem aumentar a solubili-
dade da proteina em solugédo aquosa, eliminar a agregac¢do, aumentar a es-
tabilidade fisica e quimica da proteina, e reduzir acentuadamente a imuno-
genicidade e antigenicidade da proteina. Como resultado, a atividade biol6-
gica in vivo desejada pode ser obtida pela administragdo desses adutos de
polimero-proteina menos frequentemente ou em doses menores do que com
a proteina nao-modificada.

Consequentemente, em certas modalidades, os anticorpos da
invencao sao anticorpos anexados a porgdes funcionais heterdlogas para
formar conjugados de anticorpo. Uma "por¢do funcional” refere-se a qual-
quer porgao funcional (por exemplo, polipeptideo, dominio de proteina, vei-
culo, polimero etc.) que esteja associada a um anticorpo da invengao. A as-
sociagdo com um anticorpo anti-CD154 pode ser por ades&o covalente ou
nao-covalente, e também pode ser reversivel ou irreversivel. Moléculas e-
xemplares que podem ser usadas para formar conjugados de anticorpo de
CD154 da presente invencao incluem, sem limitacdo, porgbes funcionais
como, por exemplo, agentes antineoplasicos, farmacos, toxinas, proteinas
biologicamente ativas, por exemplo, enzimas, outros anticorpos, derivados

de anticorpos ou fragmentos de anticorpos, polimeros sintéticos (por exem-
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plo, PEG) ou de ocorréncia natural, acidos nucleicos e fragmentos dos
mesmos, por exemplo, DNA, RNA e fragmentos do mesmo, aptdmeros, ra-
dionuclideos, particularmente radioiodeto, radioisétopos, metais quelados,
nanoparticulas e grupos repoérieres, tais como compostos fluorescentes ou
luminescentes ou compostos que podem ser detectados por técnicas de i-
magem como, por exemplo, ressondncia nuclear magnética (RNM) ou es-
pectroscopia ESR.

Em um exemplo adicional, uma porg¢ao funcional a qual os anti-
corpos da invengao s&do conjugados pode aumentar a meia-vida do anticorpo
in vivo el/ou reduzir a imunogenicidade do anticorpo efou aumentar a libera-
¢ao de um anticorpo através de uma barreira epitelial ao sistema imunolégi-
co. Exemplos de porg¢des funcionais desse tipo adequadas incluem polime-
ros, dextrana, hidroxipropilmetacrilamida (HPMA), transferrina, albumina,
proteinas de ligagao de albumina ou compostos de ligagdo de albumina, tais
como aqueles descritos em PCT/GB2005/002084.

Quando a porgao funcional € um polimero, ele pode, em geral,
ser um polimero sintético ou um polimero de ocorréncia natural, por exem-
plo, um polimero de cadeia linear ou ramificada opcionalmente substituido
de polialquileno, polialquenileno ou polioxialquileno, ou um polissacarideo
ramificado ou néo-ramificado, por exemplo, um homo- ou hetero- polissaca-
rideo. Vide, por exemplo, Veronese e Pasut, 2005, "Drug Discovery Today",
10 (21): 1.451-1.458; Pasut e outros, 2004, Expert Opinion in Therapeutic
Patents, 14 (6): 859-894.

Substituintes opcionais particulares que podem estar presentes
nos polimeros sintéticos mencionados acima incluem um ou mais grupos
hidroxi, metil ou metoxi.

Exemplos especificos de polimeros sintéticos incluem po-
li(etilenoglicol), poli(propilenoglicol), poli(alcool vinilico) de cadeia linear ou
ramificada opcionalmente substituidos, ou derivados dos mesmos, especi-
almente poli(etilenoglicol) opcionalmente substituido como, por exemplo,
metoxipoli(etilenoglicol) ou derivados do mesmo.

Polimeros de ocorréncia natural especificos incluem lactose,
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amilose, dextrana, glicogénio ou derivados dos mesmos. "Derivados”, neste
contexto, visa incluir derivados reativos, por exemplo, grupos reativos seleti-
vos para tiol como, por exemplo, maleimidas e similares. O grupo reativo
pode estar ligado diretamente ou por meio de um segmento vinculador ao
polimero. Sera observado que o residuo de um grupo desse tipo, em alguns
casos, formara parte do produto como o grupo de ligagéo entre o fragmento
de anticorpo e o polimero.

O tamanho do polimero pode variar da forma desejada, mas ge-
ralmente estara em uma faixa de peso molecular médio de 500 Da a 50.000
Da, de preferéncia de 5.000 Da a 40.000 Da e, mais preferiveimente, de
20.000 Da a 40.000 Da. O tamanho do polimero pode, em particular, ser se-
lecionado com base no uso desejado do produto, por exemplo, habilidade
para se localizar em certos tecidos como, por exemplo, tumores, ou meia-
vida circulante prolongada (para uma revisao, vide Chapman, 2002, "Advan-
ced Drug Delivery Reviews", 54, 531-545). Dessa forma, por exemplo, quan-
do o produto se destinar a deixar a circulagéo e penetrar em um tecido, por
exemplo, para uso no tratamento de um tumor, pode ser vantajoso usar um
polimero de pequeno peso molecular, por exemplo, com um peso molecular
em torno de 5.000 Da. Para aplicagfes nas quais o produto permanece na
circulacao, pode ser vantajoso usar um polimero com peso molecular maior,
por exemplo, que possua um peso molecular na faixa de 20.000 Da a 40.000
Da.

Polimeros particularmente preferidos incluem um polimero de
polialquileno como, por exemplo, um poli(etilenoglicol) ou, especialmente,
um metoxipoli(etilenoglicol) ou um derivado dos mesmo, e especiaimente
com um peso molecular na faixa de cerca de 15.000 Da a cerca de 40.000
Da.

De preferéncia, o anticorpo, derivado de anticorpo ou fragmento
de anticorpo desta invengéo, incluindo um anticorpo ou fragmento com fun-
¢ao efetora reduzida, &€ anexado a um polimero de polialquileno, particular-
mente um poli(etilenoglicol) (aqui abreviado para PEG) ou um derivado dos
mesmo. Em certas modalidades, o anticorpo, derivado de anticorpo ou frag-
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mento de anticorpo desta invengao &€ um fragmento de anticorpo, isto &, um
fragmento Fab' ou F(ab'), ou um derivado dos mesmo, que é anexado ao
PEG tanto na cadeia pesada quanto na cadeia leve, ou em ambas. Esse
fragmento Fab' ou F(ab'), do mesmo pode ser humano ou humanizado.

Consequentemente, em certas modalidades desta invengédo, os
anticorpos anti-CD154 desta invengao sa@o anticorpos que sdao modificados
por ades&do covalente de porgdes funcionais como, por exemplo, polimeros
hidrossollveis, tais como poli(etilenoglicol), copolimeros de poli(etilenoglicol)
e poli(propilenoglicol), carboximetil celulose, dextrana, poli(alcool vinilico),
poli(vinilpirrolidona) ou poli(prolina) — todos conhecidos por exibirem meias-
vidas substancialmente mais longas no sangue apos inje¢éo intravenosa do
que as proteinas nao-modificadas correspondentes. Vide, por exemplo, Abu-
chowski e outros 1981. Em: "Enzymes as Drugs", Holcenberg e outros (ed.)
1981. Wiley-interscience, Nova York, NY, 367-383 (1981); Anderson, W.F.
1992. "Human Gene Therapy". Science 256: 808-813; Newmark e outros
1982. J. Appl. Biochem. 4: 185-189; Katre e outros 1987. Proc. Natl. Acad.
Sci. U.S.A. 84: 1.487-1.491.

Em algumas modalidades, os anticorpos da presente invencao
sao anticorpos anexados a porgdes funcionais como, por exemplo, a por-
¢Oes de poli(etilenoglicol) (PEG). Em uma modalidade particular, o anticorpo
€ um fragmento de anticorpo e as moléculas de PEG podem ser anexadas
por meio de qualquer cadeia lateral de aminoacido disponivel ou grupo fun-
cional terminal de aminoacido localizado no fragmento de anticorpo, por e-
xemplo, qualquer grupo amino, imino, tiol, hidroxil ou carboxil livre. Esses
aminoacidos podem ocorrer naturaimente no fragmento de anticorpo ou po-
dem ser criados geneticamente no fragmento com o uso de métodos de
DNA recombinante (vide, por exemplo, as Patentes U.S. 5.219.996. U.S.
5.667.425; WO 98/25971). Em outras modalidades, um fragmento Fab desta
invengéo € modificado pela adigao a extremidade do terminal N de sua ca-
deia pesada de um ou mais aminoacidos para permitir a adesdo de uma
porcao funcional. De preferéncia, os aminoacidos adicionais formam uma

regiao de dobradica modificada que contém um ou mais residuos de cisteina
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aos quais a porg¢ao funcional pode ser anexada. Varios sitios podem ser u-
sados para anexar duas ou mais moléculas de PEG.

Em certos aspectos desta invencdo, as moléculas de PEG séao
ligadas covalentemente por meio de um grupo tiol de pelo menos um residuo
de cisteina localizado em um fragmento de anticorpo desta invengao. Cada
molecula de PEG anexada ao fragmento de anticorpo modificado pode ser
ligada covalentemente ao atomo de enxofre de um residuo de cisteina loca-
lizado no fragmento. A ligagdo covalente geralmente sera uma ligagao dis-
sulfeto ou, em particular, uma ligagdo enxofre-carbono. Quando um grupo
tiol € usado como o ponto de adesao, podem ser usadas porgbes funcionais
adequadamente ativadas, por exemplo, derivados seletivos de tiol como, por
exemplo, maleimidas e derivados de cisteina. Um PEG ativado pode ser u-
sado como o material de partida na preparagdo de fragmentos de anticorpos
modificados por PEG, como descrito acima. O PEG ativado pode ser qual-
quer PEG que contenha um grupo tiol reativo como, por exemplo, um acido
ou éster a-halocarboxilico, por exemplo, iodoacetamida, uma imida, por e-
xemplo, maleimida, uma vinil sulfona ou um dissulfeto. Em certas modalida-
des, um conjugado de anticorpo anti-CD154 pode compreender duas molé-
culas de PEG com duas moléculas de maleimida. Materiais de partida po-
dem ser obtidos comercialmente (por exemplo, de Nektar, anteriormente
Shearwater Polymers Inc., Huntsville, AL, EUA) ou podem ser preparados a
partir de materiais de partida disponiveis comercialmente, com a utilizagéo
de procedimentos quimicos convencionais. Moléculas de PEG especificas
incluem metéxi-PEG-amina de 20 kD (que pode ser obtida de Nektar, anteri-
ormente Shearwater; Rapp Polymere; € SunBio) e M-PEG-SPA (que pode
ser obtido de Nektar, anteriormente Shearwater).

Em uma modalidade preferida, um anticorpo da invencéo € um
fragmento Fab modificado que é PEGuilado, isto € possui a ele anexado de
forma covalente PEG (poli(etilenoglicol)), por exemplo, de acordo com o me-
todo descrito em EP 0948544 (vide também "Poly(ethyleneglycol) Chemistry,
Biotechnical and Biomedical Applications", 1992, J. Milton Harris (ed), Ple-
num Press, Nova York, "Poly(ethyleneglycol) Chemistry and Biological Appli-



10

15

20

25

30

96

cations”, 1997, J. Milton Harris e S. Zalipsky (eds), "American Chemical So-
ciety”, Washington DC e "Bioconjugation Protein Coupling Techniques for the
Biomedical Sciences", 1998, M. Aslam e A. Dent, Grove Publishers, Nova
York; Chapman, A. 2002, "Advanced Drug Delivery Reviews" 2002, 54: 531-
545). Em um exemplo, PEG é anexado a uma cisteina na regido de dobradi-
¢a. Em outro exemplo, um fragmento Fab modificado por PEG possui um
grupo maleimida ligado covalentemente a um unico grupo tiol em uma regido
de dobradiga modificada. Um residuo de lisina pode ser ligado covalente-
mente ao grupo maleimida e cada um dos grupos amina no residuo de lisina
pode ser anexado a um polimero de metoxipoli(etilenoglicol) que possui um
peso molecular de aproximadamente 20.000 Da. O peso molecular total do
PEG anexado ao fragmento Fab pode ser, portanto, de aproximadamente
40.000 Da.

Em outra modalidade, a porgao funcional é PEG e é anexada
com o uso dos métodos descritos em WO 98/25971 e WO 04/72116, pelos
quais um grupo lisil-maleimida é anexado ao residuo de cisteina na extremi-
dade do terminal N da cadeia pesada, e cada grupo amino do residuo de
lisila possui ligado covalentemente a ele um residuo de metoxipoli (etileno-
glicol) que possui um peso molecular de cerca de 20.000 Da. O peso mole-
cular total do PEG anexado ao anticorpo é, portanto, de aproximadamente
40.000 Da.

Em outra modalidade, a porgéo funcional € PEG e esta anexada
a um fragmento F(ab)2 com uso dos métodos descritos em WO 98/25971 e
WO 04/0721186, pelos quais um grupo lisil-dimaleimida é anexado ao residuo
de cisteina na extremidade do terminal C de cada cadeia pesada do Fab, e
cada grupo amino do residuo de lisil possui ligado covalentemente a ele um
residuo de metoxipoli(etilenoglicol) que possui um peso molecular de cerca
de 20.000 Da. O peso molecular total do PEG anexado ao anticorpo de
F(ab), &, portanto, de aproximadamente 40.000 Da.

Em certas modalidades desta invengdo, o anticorpo desta in-
vengdo € um fragmento de anticorpo Fab', que pode ser totalmente humano

ou humanizado, e é PEGuilado na cadeia pesada, na cadeia leve ou em
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ambas. Em outras modalidades, o fragmento de anticorpo, que pode ser to-
talmente humano ou humanizado, é PEGuilado em uma ou em ambas as
cadeias pesadas, ou em uma ou em ambas as cadeias leves, ou tanto nas
cadeias pesadas quanto nas leves.

Consequentemente, em certas modalidades, um anticorpo anti-
CD154 € um anticorpo ligado ao PEG (por exemplo, um anticorpo humano
ligado ao PEG), em que o PEG esta ligado ao anticorpo em um residuo de
cisteina ou em um residuo de lisina. Em certas modalidades, o anticorpo
anti-CD154 PEGuilado possui um tamanho hidrodinamico de pelo menos 24
kD. Em outras modalidades, o tamanho do PEG pode variar em um intervalo
entre 20 a 60 kD (inclusive). Em modalidades adicionais, o anticorpo anti-
CD154 ligado ao PEG possui um tamanho hidrodinamico de pelo menos 200
kD. Em modalidades da presente invengao nas quais o anticorpo anti-CD154
esta ligado a uma porgao de PEG, o anticorpo anti-CD154 PEGuilado pode
ter uma meia-vida in vivo aumentada em relagdo a um anticorpo anti-CD154
que nao possui a porg¢ao de PEG.

Em certas modalidades, esta inven¢cao fornece uma proteina de
ligacao de CD154 que compreende uma sequéncia da cadeia leve da SEQ
ID NO: 156 e uma sequéncia da cadeia pesada da SEQ ID NO: 13, em que a
proteina € PEGuilada.

Outras porgdes funcionais que podem ser Uteis no aumento da
integridade e longevidade dos anticorpos da presente invengao in vivo inclu-
em polipeptideos. Por exemplo, os anticorpos anti-CD154 ou fragmentos de
anticorpos desta invengdo podem ser modificados para incluir um polipepti-
deo de albumina sérica humana (HSA). Um conjugado de anticorpo desse
tipo pode exibir estabilizacdo aumentada e meia-vida sérica aumentada,
comparado com um anticorpo ou fragmento de ligagdo de antigeno néo-
conjugado. Por exemplo, em certas modalidades, um anticorpo anti-CD154
conjugado a HSA pode exibir meia-vida aumentada in vivo em relagédo a um
anticorpo anti-CD154 nao-conjugado. A meia-vida (meia-vida ta ou tB) do
anticorpo conjugado a HSA pode ser aumentada por 10%, 20%, 30%, 40%,
50%, ou mais. A meia-vida ta pode estar na faixa de 0,25 minuto a 12 horas,
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por exemplo, enquanto a meia-vida tf pode estar dentro de 12-48 horas, por
exemplo. A meia-vida ta ou tf pode preferivelmente ser de pelo menos 3
dias, pelo menos 7 dias, pelo menos 14 dias, pelo menos 21 dias, pelo me-
nos 28 dias, pelo menos 1 més, ou mais.

Em algumas modalidades desta invencdo, os anticorpos anti-
CD154 desta invengdo sao anticorpos modificados com uma porgéao funcio-
nal por marcagao com um marcador detectavel, por exemplo, um isétopo
radioativo, enzima, corante ou biotina, ou outro reagente de afinidade.

Em algumas modalidades desta invengdo, os anticorpos anti-
CD154 desta invengédo sado anticorpos modificados com uma porgéao funcio-
nal ao serem conjugados a um agente terapéutico, por exemplo, um radioi-
sétopo ou radionuclideo (por exemplo, 111In ou 90Y), porgao de toxina (por
exemplo, toxoide tetanico ou ricina), toxoide ou agente quimioterapico (Pa-
tente U.S. 6.307.026).

Em algumas modalidades desta invengao, os anticorpos anti-
CD154 desta invengdo sdo anticorpos modificados ao serem conjugados a
um agente de formagdo de imagem. Agentes de formagao de imagem po-
dem incluir, por exemplo, uma porgao marcadora (por exemplo, biotina, por-
¢oes fluorescentes, porgdes radioativas, uma etiqueta de histidina ou de myc
ou outras etiquetas peptidicas) para facilitar o isolamento ou a detecgéo.

Exemplos adicionais de porcdes funcionais para modificagéao ou
conjugacao aos anticorpos anti-CD514 da invencdo podem incluir sorotoxi-
nas ou agentes citotéxicos, incluindo qualquer agente que seja prejudicial
(por exemplo, que mate) as células. Exemplos incluem combrestatinas, do-
lastatinas, epotilonas, estaurosporina, maitansinoides, espongistatinas, rizo-
xina, halicondrinas, roridinas, hemiasterlinas, taxol, citocalasina B, gramicidi-
na D, brometo de etidio, emetina, mitomicina, etoposida, tenoposida, vincris-
tina, vinblastina, colchicina, doxorrubicina, daunorrubicina, di-hidroxi antraci-
na diona, mitoxantrona, mitramicina, actinomicina D, 1-desidrotestosterona,
glicocorticoides, procaina, tetracaina, lidocaina, propranolol e puromicina, e
analogos ou homélogos dos mesmos.

Porgdes funcionais Uteis em conjugagéo incluem, sem limitagéo,
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antifolatos (por exemplo, aminopterina e metotrexato), antimetabdlitos (por
exemplo, metotrexato, 6-mercaptopurina, 6-tioguanina, citarabina, 5-
fluorouracil decarbazina), agentes alquilantes (por exemplo, mecloretamina,
tiotepa clorambucil, meifalan, carmustina (BSNU) e lomustina (CCNU), ciclo-
fosfamida, busulfan, dibromomanitol, estreptozotocina, mitomicina C, e cis-
diclorodiamina platina (lI) (DDP) cisplatina), antraciclinas (por exemplo, dau-
norrubicina (anteriormente daunomicina) e doxorrubicina), antibiéticos (por
exemplo, dactinomicina (anteriormente actinomicina), bleomicina, mitramici-
na, antramicina (AMC), caliqueamicinas ou duocarmicinas, CC-1065, enodii-
enos, neocarzinostatina), e agentes antimitéticos (por exemplo, vincristina e
vinblastina). Vide Garnett, 2001, Advanced Drug Delivery Reviews 53: 171-
216 para mais detalhes.

Outras porgdes funcionais podem incluir radionuclideos quela-
dos, tais como ' e %Y, Lu 77, Bismuto 2'*, Califérnio 2%2, Iridio '®2 e Tungs-
ténio '%8/Rénio 88, 2! astatina; ou farmacos como, por exemplo, sem limita-
¢ao, alquilfosfocolinas, inibidores da topoisomerase |, taxoides e suramina.

Porgdes funcionais adicionais incluem proteinas, peptideos e
enzimas. Enzimas de interesse incluem, sem limitagdo, enzimas proteoliti-
cas, hidrolases, liases, isomerases, transferases. Proteinas, polipeptideos e
peptideos de interesse incluem, sem limitagao, imunoglobulinas, toxinas co-
mo, por exemplo, abrina, ricina A, exotoxina de pseudomonas ou toxina dif-
térica, um maitansinoide (por exemplo, sem limitagdao, DMI), uma proteina
como, por exemplo, insulina, fator de necrose tumoral, interferon o, interfe-
ron B, fator de crescimento nervoso, fator de crescimento derivado de pla-
quetas ou ativador de plasminogénio tecidual, um agente trombdético ou um
agente antiangiogénico, por exemplo, angiostatina ou endostatina, angioge-
nina, gelonina, dolastatinas, ligantes de via menores, bis-ido-fenol mostarda,
ou um modificador da resposta biolégica como, por exemplo, uma linfocina,
interleucina-1 (IL-1), interleucina-2 (iL-2), interleucina-6 (IL-6), fator de esti-
mulagéo de coldnias de granuldcitos - macrofagos (GM-CSF), fator de esti-
mulagdo de colénias granuldcitos (G-CSF), fator de crescimento nervoso

(NGF) ou outro fator de crescimento.
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Outras porgdes funcionais podem incluir substancias detectaveis
uteis, por exemplo, em aplicagbes diagnodsticas. Exemplos de substancias
detectaveis incluem vérias enzimas, grupos prostéticos, materiais fluores-
centes, materiais luminescentes, materiais bioluminescentes, nuclideos ra-
dioativos, metais emissores de pésitrons (para uso em tomografia por emis-
sao de pésitrons), e ions metalicos nao-radioativos paramagnéticos. Vide, de
forma geral, a Patente U.S. 4.741.900 para ions metalicos que podem ser
conjugados aos anticorpos para uso como substancias diagndsticas. Enzi-
mas adequadas incluem peroxidase de raiz forte, fosfatase alcalina, beta-
galactosidase, ou acetilcolinesterase; grupos prostéticos adequados incluem
estreptavidina, avidina e biotina; materiais fluorescentes adequados incluem
umbeliferona, fluoresceina, isotiocianato de fluoresceina, rodamina, dicloro-
triazinilamina fluoresceina, cloreto de dansila e ficoeritrina; materiais lumi-
nescentes adequados incluem luminol; materiais bioluminescentes adequa-
dos incluem luciferase, luciferina e aquorina; e nuclideos radioativos ade-
quados incluem 5, 31|, " |ne *° Tc.

Acidos nucleicos

Em certos aspectos, a presente invengao esta relacionada aos
acidos nucleicos que codificam proteinas de ligagcdo de CD154 da presente
invengéao, por exemplo, anticorpos anti-CD154.

Consequentemente, em certas modalidades a presente inven-
c¢ao esta relacionada a uma molécula de DNA isolada, recombinante e/ou
sintética que compreende uma ou mais sequéncias selecionadas do grupo
que consiste na SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18, SEQ ID
NO: 19, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 23,
SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 25, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 27, SEQ ID
NO: 28, SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 34,
SEQ ID NO: 41, SEQ ID NO: 55, SEQ ID NO: 57, SEQ ID NO: 59, SEQ ID
NO: 61, SEQ ID NO: 67, SEQ ID NO: 70 e SEQ ID NO: 73.

Em outro aspecto, a descrigao apresenta um acido nucleico iso-
lado que compreende uma ou mais sequéncias que codificam um polipepti-
deo que inclui uma sequéncia pelo menos 80, 85, 90, 92, 94, 95, 96, 97, 98,
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99, ou 100% idéntica a sequéncia de uma sequéncia do dominio variavel da
SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2; SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO:
11, SEQ ID NO: 14; SEQ ID NO: 29, SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 54, SEQ
ID NO: 56, SEQ ID NO: 58 ou SEQ ID NO: 60, ou uma sequéncia que hibri-
diza (por exemplo, sob condigtes estringentes) para um acido nucleico que
codifica a sequéncia de um dominio variavel da SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO:
9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 29, SEQ ID NO: SEQ ID
NO: 66 ou SEQ ID NO: 60.

Os acidos nucleicos da invengdo podem ainda incluir sequén-
cias reguladoras (por exemplo, uma sequéncia de promotor, uma regiao 5'
nao-traduzida e uma regido 3' ndo-traduzida) e/ou sequéncias de vetor. Por
exemplo, o acido nucleico constitui um vetor. Ainda em modalidades adicio-
nais, a invencao esta relacionada a uma célula hospedeira que compreende
o vetor. A célula hospedeira pode produzir o anticorpo de tal forma que o
anticorpo exiba glicosilagédo reduzida ou auséncia de glicosilagao (por exem-
plo, se uma regiao Fc estiver presente).

A presente invengdo também esta relacionada as variantes de
sequéncia dos acidos nucleicos descritos acima. Por exemplo, a presente
invencao inclui sequéncias de acidos nucleicos que sio cerca de 75%, cerca
de 80%, cerca de 85%, cerca de 90%, cerca de 91%, cerca de 92%, cerca
de 93%, cerca de 94%, cerca de 95%, cerca de 96%, cerca de 97%, cerca
de 98%, cerca de 99%, 99,5%, 99,9% ou 100% idénticas a qualquer uma
das sequéncias aqui fornecidas, incluindo fragmentos das mesmas e com-
plementos das mesmas. A presente invengédo também inclui acidos nuclei-
cos que variam das sequéncias especificamente aqui fornecidas em fungéo
da degeneragéo do cédigo genético.

Além disso, a presente invengao inclui sequéncias que hibridi-
zam especificamente para qualquer um dos acidos nucleicos aqui forneci-
dos. O termo "hibridiza especificamente” refere-se a habilidade de uma se-
quéncia de acidos nucleicos para hibridizar para pelo menos 12, 15, 20, 25,
30, 35, 40, 45, 50 ou 100 nucleotideos consecutivos de uma sequéncia aqui

fornecida, ou de uma sequéncia complementar a ela, de tal forma que tenha
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menos de 15%, de preferéncia menos de 10% e, mais preferivelmente, me-
nos de 5% da hibridizagdo de fundo para um acido nucleico de controle (por
exemplo, um DNA inespecifico ou DNA diferente da sequéncia do anticorpo
especifico aqui fornecida). Varias condigbes de hibridizagdo podem ser usa-
das para detectar hibridizacdo especifica, e a estringéncia & determinada
primariamente pelo estagio de lavagem do ensaio de hibridizagdo. Geral-
mente, temperaturas elevadas e baixas concentragcbes de sal geram alta
estringéncia, enquanto temperaturas baixas e altas concentragées de sal
geram estringéncia baixa. A hibridizagdo com estringéncia baixa & obtida por
lavagem em, por exemplo, cerca de 2,0 x SSC a 50°C, e a estringéncia alta
€ obtida com cerca de 0,2 x SSC a 50°C.

Os acidos nucleicos que codificam as proteinas de ligagdo de
CD154 da presente invengdao podem compreender sequéncias lideres ou
sinalizadoras. A sequéncia lider ou sinalizadora pode variar € pode ser subs-
tituida com uma sequéncia lider alternativa, € entende-se que, em certas
modalidades, as proteinas de ligagdo de CD154 da presente invengdo com-
preendem sequéncias sem uma sequéncia lider. Quaisquer sequéncias lide-
res ou sinalizadoras adequadas alternativas podem ser usadas.

Células hospedeiras

A presente invengdo esta relacionada as células hospedeiras
produzidas por engenharia genética para expressar qualquer uma das mole-
culas de DNA fornecidas nas Figuras 2 a 8, 10, 11 e 13 a 16, incluindo vari-
antes de sequéncia das mesmas.

Também sao fornecidas células hospedeiras que expressam as
proteinas de ligagao de CD154 desta invengéo, por exemplo, os anticorpos
anti-CD154. Seja uma proteina de ligagdo ou um anticorpo, ele pode com-
preender apenas uma cadeia, quando, entdo, somente a sequéncia de DNA
que codifica aquela cadeia polipeptidica precisa ser usada para transfectar
as células. Para a producéo de anticorpos que compreendem duas cadeias,
a linhagem de células pode ser transfectada com dois vetores. Alternativa-
mente, quando adequado, um Unico vetor pode codificar as sequéncias de

ambas as cadeias, por exemplo, a cadeia leve e pesada de um anticorpo
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anti-CD154, e variagbes que dependem da estrutura de anticorpo particular
a ser expressa. A célula hospedeira pode ser, por exemplo, células procario6-
ticas como, por exemplo, E. coli, ou outras células microbianas, ou células
eucariéticas, incluindo, sem limitagdo, células de mamiferos como, por e-
xemplo, células humanas, de camundongo, de macaco, de coelho, de cabra,
de hamster ou de rato, células de inseto, células de aves, células de plantas
e células eucaridticas inferiores, tais como células fingicas (vide abaixo).
Entende-se que o maquinario da célula hospedeira é responsavel por glicosi-
lar proteinas expressas de forma recombinante e, dessa forma, podem ser
selecionados padrdes de glicosilagao particulares para alterar ainda mais a
fungao efetora dos anticorpos da invengao.

Em algumas modalidades desta invengado, as células hospedei-
ras uteis para a pratica da invengdo podem ser, por exemplo, (1) células
bacterianas como, por exemplo, células de E. coli, Caulobacter crescentus,
Streptococci, Staphylococci, espécies de Streptomyces e Bacillus subtilis, e
Salmonella typhimurium, (2) células fuingicas e células de Aspergillus, célu-
las de leveduras, tais como Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomy-
ces pombe, Pichia pastoris, Pichia methanolica, outras espécies de Pichia,
K. lactis; (3) linhagens de células de insetos, tais como aquelas de Spodop-
tera frugiperda - por exemplo, linhagens de células Sf9 e Sf21, e células ex-
presSFTM (Protein Sciences Corp., Meriden, CT, EUA) - células S2 de Dro-
sophila, e Células de High Five® Trichoplusia ni (Invitrogen, Carlsbad, CA,
EUA); (4) células de mamiferos; ou (5) células de plantas.

Consequentemente, as proteinas de ligagao de CD154 desta in-
vengao, por exemplo, os anticorpos anti-CD154, podem ser produzidas em
quaisquer células hospedeiras procariéticas ou eucaribticas disponiveis ca-
pazes de serem produzidas geneticamente para expressar sequéncias de
acidos nucleicos exégenos. Células hospedeiras eucaritticas inferiores que
podem ser usadas para produzir os anticorpos anti-CD154 da presente in-
vengao incluem aquelas células descritas na técnica (vide, por exemplo, WO
02/00879, WO 03/056914, WO 04/074498, WO 04/074499, Choi e outros,
2003, PNAS, 100: 5022-5027; Hamilton e outros, 2003, Nature, 301: 1.244-
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1.246 e Bobrowicz e outros, 2004, Glycobiology, 14: 757-766).

Ceélulas de mamiferos tipicas incluem células COS1 e COS7,
células de ovario de hamster chinés (CHO), células de mieloma NSO, célu-
las NIH 3T3, células 293, células HEPG2, células HelLa, C127, 3T3, BHK,
células de melanoma de Bowes, células L, MDCK, HEK293, WI38, linhagens
de células murinos ES (por exemplo, das cepas 129/SV, C571BL6, DBA-1,
129/SVJ), K662, ceélulas Jurkat e BW5147. Dessa forma, a invenc¢ao fornece
células que expressam os anticorpos da presente invengéo, incluindo, sem
limitagdo, células de hibridoma, células B, células plasmaticas, bem como
células hospedeiras de mamiferos e de humanas modificadas de forma re-
combinante para expressar os anticorpos da presente inven¢ao (por exem-
plo, ceélulas-tronco embrionarias adultas). Outras linhagens de células de
mamiferos Gteis sdo bem-conhecidas e prontamente disponiveis pela "Ame-
rican Type Culture Collection" ("ATCC") (Manassas, VA, EUA) e pelo "Natio-
nal Institute of General Medical Sciences" (NIGMS) "Human Genetic Cell
Repository" no "Coriell Cell Repositories" (Camden, NJ, EUA). Esses tipos
de célula sao apenas representativos, e essa lista ndo tem a inteng¢ao de ser
uma lista abrangente.

Entre outras consideracdes, algumas das quais foram descritas
acima, uma ceélula hospedeira pode ser escolhida por sua habilidade para
processar o anticorpo anti-CD154 expresso na forma desejada. Além da gli-
cosilagao maodificada e da nao-glicosilagao, essas modificagbes pos-
tradugd@o do polipeptideo incluem, sem limitagéo, acetilagdo, carboxilacéo,
carboximetilagéo, fosforilagdo, lipidacdo e acilagao.

Em outra modalidade desta invengéo, os anticorpos anti-CD154
desta invengao sao preparados por tradugdo sem o uso de celulas ou sinte-
tizados in vitro. Os genes que codificam essas proteinas podem ser sinteti-
zados in vitro.

Em outra modalidade, os anticorpos anti-CD154 desta invengao
sao produzidos em biorreatores que contém as células que expressam anti-
corpo, a fim de facilitar a producdo em larga escala.

Em outra modalidade, as proteinas de ligagdo de CD154 ou os
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anticorpos anti-CD154 desta invengéo sao produzidos em mamiferos criados
por engenharia genética ou transgénicos (por exemplo, cabras, vacas, car-
neiros) que expressam o anticorpo no leite, a fim de facilitar a produgdo em
larga escala dos anticorpos anti-CD154 (Patente U.S. 5.827.690; Pollock e
outros 1999. J. Immunol. Meth. 231 (1-2): 147-57).

Métodos terapéuticos

Em uma modalidade desta invengdo, uma proteina de ligagao
de CD154, por exemplo, um anticorpo anti-CD154, ou uma composigéo far-
macéutica que compreende o anticorpo, € capaz de inibir uma resposta imu-
nolégica em um individuo. O anticorpo desta inveng¢do, ou a composicao far-
maceéutica da invengao, & administrado ao individuo em uma quantidade ini-
bidora eficaz.

Em certas modalidades, uma "quantidade inibidora eficaz" de
um anticorpo anti-CD154, ou de uma composig¢ao farmacéutica que compre-
ende o anticorpo, € qualquer quantidade que seja eficaz para inibir a intera-
¢éo CD154-CD40 no individuo que recebe essa administragdao. Métodos pa-
ra a determinagao de uma "quantidade inibidora" sdo bem-conhecidos por
aqueles versados na técnica e dependem de fatores que incluem, sem limi-
tacao: o tipo de individuo envolvido, o tamanho e a idade do individuo, e as
propriedades farmacocinéticas do agente terapéutico liberado em particular.

Em outra modalidade especifica desta invengdo, uma proteina
de ligagdo de CD154 desta invengdo, por exemplo, um anticorpo anti-
CD154, ou uma composi¢cdo farmacéutica que compreende o anticorpo, é
capaz de inibir a resposta imunolégica por inibicao da interagdo CD154-
CDA40.

Em uma modalidade desta invengéo, uma proteina de ligagao
de CD154 desta invengao, por exemplo, um anticorpo anti-CD154, ou uma
composicéo farmacéutica que compreende o anticorpo, € capaz de inibir in-
flamacao. Para os objetivos desta invengéo, respostas inflamatoérias séo ca-
racterizadas por vermelhidao, edema, calor e dor, como consequéncias da
dilatacao capilar com edema e migragdo de leucécitos fagociticos. Alguns

exemplos de respostas inflamatorias incluem: artrite, dermatite de contato,
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sindrome hiper-IgE, doenga inflamatéria do intestino, asma alérgica, e doen-
¢a inflamatéria idiopatica. Doenga inflamatoria idiopatica inclui, por exemplo,
psoriase e lupus (por exemplo, lupus eritematoso sistémico (SLE), lupus eri-
tematoso induzido por farmacos, e nefrite lipica). Vide, por exemplo, Gallin
1989. "Fundamental Immunology", Capitulo 26, Raven Press, 22 Edi¢ao, pa-
ginas 721-733, Nova York. Esta invengéo fornece um método de tratamento
ou prevencao de um sintoma de lupus eritematoso sistémico (SLE) em um
individuo, o método compreendendo a administracdo de uma proteina de
ligagdo de CD154 monovalente, por exemplo, um anticorpo monovalente
anti-CD 154, a um individuo em uma quantidade eficaz para tratar ou evitar
um sintoma de LES.

Alguns exemplos de artrite incluem: artrite reumatoide, artrite in-
flamatéria ndo reumatoide, artrite associada a doenga de Lyme e osteoartrite
inflamatéria. Alguns exemplos de doencga inflamatéria idiopatica incluem:
psoriase e Iupus sistémico.

Em uma modalidade desta invengao, um anticorpo anti-CD154,
ou uma composicao farmacéutica que compreende o anticorpo, € capaz de
inibir a rejeicao pelo individuo de um érgao transplantado.

Em uma modalidade mais especifica desta invengéo, uma prote-
ina de ligacao de CD154, por exemplo, um anticorpo anti-CD154 desta in-
vengao, ou uma composigdo farmacéutica que compreende o anticorpo, &
capaz de inibir rejeigdo pelo individuo de um coragéo, rim, figado, pele, célu-
las ilhota pancreatica ou medula éssea transplantados.

Em uma modalidade desta invengdo, uma proteina de ligagéao
de CD154, por exemplo, um anticorpo anti-CD154, ou uma composi¢ao far-
macéutica que compreende o anticorpo, € capaz de inibir doenga enxerto
versus hospedeiro em um individuo.

Em uma modalidade desta invengdo, uma proteina de ligagéo
de CD154, por exemplo, um anticorpo anti-CD154, ou uma composigéo far-
macéutica que compreende o anticorpo, € capaz de inibir respostas alérgi-
cas em um individuo - por exemplo, febre do feno ou uma alergia a penicilina

ou a outros farmacos.
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Em uma modalidade desta invengao, uma proteina de ligacao
de CD154 desta invengao, por exemplo, um anticorpo anti-CD154, ou uma
composigao farmacéutica que compreende o anticorpo, & capaz de inibir a
resposta autoimune em um individuo que sofre de uma doenga autoimune.
Em algumas modalidades, a resposta autoimune esta associada ou é deri-
vada de uma condigao selecionada do grupo que consiste em: artrite reuma-
toide, miastenia grave, lipus eritematoso sistémico, doenga de Graves, pur-
pura trombocitopénica idiopatica, anemia hemolitica, diabetes melito, doenca
inflamatoria do intestino, doenga de Crohn, esclerose multipla, psoriase, do-
encas autoimunes induzidas por farmacos, ou ldpus induzido por farmacos.
Em certas modalidades, a resposta autoimune esta associada ou € derivada
de lapus eritematoso sistémico.

Em uma modalidade desta invengdo, uma proteina de ligagao
de CD154 desta invencgédo, por exemplo, um anticorpo anti-CD154, ou uma
composicao farmacéutica que compreende o anticorpo, & capaz de inibir
uma resposta autoimune em um individuo que sofre de uma resposta autoi-
mune que é derivada de uma doenc¢a infecciosa.

Em uma modalidade desta invencdo, uma proteina de ligagdo
de CD154 desta invengao, por exemplo, um anticorpo anti-CD154, ou uma
composi¢cao farmacéutica que compreende o anticorpo, € capaz de inibir
uma resposta autoimune em um individuo que sofre de uma resposta autoi-
mune que €& derivada de sindrome de Reiter, espondiloartrite, doenga de
Lyme, infecgéo por HIV, sifilis ou tuberculose.

Em uma modalidade desta invengédo, uma proteina de ligacao
de CD154 desta invengéo, por exemplo, um anticorpo anti-CD154, ou uma
composicao farmacéutica que compreende o anticorpo, & capaz de inibir fi-
brose em um individuo,

Alguns exemplos de fibrose incluem: fibrose pulmonar ou doen-
¢a fibrética. Alguns exemplos de fibrose pulmonar incluem: fibrose pulmonar
secundaria a sindrome de sofrimento respiratério do adulto, fibrose pulmonar
induzida por farmacos, fibrose pulmonar idiopatica, ou pneumonite por hiper-
sensibilizagdo. Alguns exemplos de doencas fibréticas incluem: Hepatite C;
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Hepatite B; cirrose; cirrose do figado secundaria a agressao toxica; cifrose
do figado secundaria a farmacos; cirrose do figado secundaria a uma infec-
¢éo viral; e cirrose do figado secundaria a uma doenga autoimune.

Em uma modalidade desta invengdo, uma proteina de ligagcéo
de CD154 desta invengao, por exemplo, um anticorpo anti-CD154, ou uma
composicéo farmacéutica que compreende o anticorpo, € capaz de inibir
uma doenca gastrointestinal. Alguns exemplos de doenga gastrointestinal
incluem: alteragdo da motilidade esofagica, doenga inflamatéria do intestino
(incluindo doencga de Crohn e colite ulcerativa), gastrite, colite colagenosa
(incluindo colite linfocitica e colite microscoépica), doenca celiaca (também
denominada enteropatia por gluten, espru celiaco ou intolerancia ao gliten)
e esclerodermia.

Em uma modalidade desta invengdo, uma proteina de ligacao
de CD154 desta invencgao, por exemplo, um anticorpo anti-CD154, ou uma
composi¢ado farmacéutica que compreende o anticorpo, € capaz de inibir
uma doenga vascular. Alguns exemplos de doenga vascular incluem: ateros-
clerose, doenga da artéria renal, linfedema, distirbios isquémicos e lesao
por reperfusao. Também estido incluidas doengas vasculares do colage-
no/por complexo imune como, por exemplo, lipus eritematoso sistémico ou
crioglobulinemia.

Em uma modalidade desta invengdo, uma proteina de ligagéo
de CD154 desta invencao, por exemplo, um anticorpo anti-CD154, ou uma
composicdo farmacéutica que compreende o anticorpo, € capaz de inibir a
proliferagao de um tumor de células T em um individuo que sofre de um
cancer de células T, por exemplo, um leucemia ou linfoma de células T. Um
anticorpo anti-CD154 desse tipo, ou uma composi¢cao farmacéutica que
compreende o anticorpo, pode ser administrado ao individuo em uma quan-
tidade eficaz para inibir a proliferagao de células de um tumor de células T
naquele individuo.

Em uma modalidade desta invengéo, uma proteina de ligacéo
de CD154 desta invengao, por exemplo, um anticorpo anti-CD154, ou uma

composigao farmacéutica que compreende o anticorpo, é capaz de inibir in-
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fecgao viral das células T de um individuo pelo virus linfotropico humano de
célula T do tipo 1 (HTLV 1). Um anticorpo anti-CD154 desse tipo ou uma
composicao farmaceéutica que compreende o anticorpo pode ser administra-
do ao individuo em uma quantidade eficaz para inibir a infecgéo viral.

Em uma modalidade desta invengdo, uma proteina de ligagéo
de CD154 desta invengéo, por exemplo, um anticorpo anti-CD154, ou uma
composicao farmacéutica que compreende o anticorpo, é capaz de criar i-
magens de células tumorais ou células neoplasicas em um individuo que
expressam uma proteina CD154 a qual o anticorpo desta invencéo se liga
especificamente. Um método para a criagdao de imagens de células tumorais
ou de ceélulas neoplasicas em um individuo compreende as etapas de: admi-
nistragcéo ao individuo de uma quantidade eficaz de um anticorpo anti-CD154
desta invengao, ou de uma composicdo que o compreende, sob condi¢cdes
que permitem a formagéo de um complexo entre o anticorpo e uma proteina
na superficie de céiulas tumorais ou células neoplasicas; e a geragao de i-
magens de qualquer complexo de anticorpo/proteina formado criando ima-
gens, dessa forma, de quaisquer células tumorais ou células neoplasicas no
individuo.

Em uma modalidade desta invengido, uma proteina de ligacéo
de CD154, por exemplo, um anticorpo anti-CD154 desta inven¢ido, ou uma
composicao farmacéutica que compreende o anticorpo, € capaz de detectar
a presenca de células tumorais ou de células neoplasicas em um individuo
que expressam uma proteina CD154 a qual o anticorpo desta invengéo se
liga especificamente. Um desses métodos para detectar a presencga de célu-
las tumorais ou de células neoplasicas em um individuo compreende as eta-
pas de: administragao ao individuo de uma quantidade eficaz de um anticor-
po anti-CD154 desta invenc¢éo, ou de uma composi¢do farmacéutica gue o
compreende, sob condigdes que permitem a formagdo de um complexo en-
tre o anticorpo e uma proteina; a depuragio de qualquer agente de formagéo
de imagem nao ligado do individuo; e a detecgao da presenca de qualquer
complexo de anticorpo/proteina formado, a presenga desse complexo indi-

cando a presenc¢a de células tumorais ou de células neoplasicas no indivi-
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duo.

Composicoes farmacéuticas

Esta invengéo fornece composigdes farmacéuticas que compre-
endem uma proteina de ligagao de CD154, por exemplo, um anticorpo anti-
CD154, como descrito nesta invencgao.

Em uma modalidade desta invengéo, a composigao farmaceéuti-
ca compreende pelo menos uma proteina de ligagdao de CD154, por exem-
plo, um anticorpo anti-CD154, desta invencao.

Em uma modalidade desta inveng&ao, um anticorpo anti-CD154
nao-glicosilado (ou outro anticorpo anti-CD154 com fungao efetora reduzida)
da invengao, ou uma composigao farmacéutica que compreende o anticorpo,
é capaz de ligacao a um antigeno de CD154 (por exemplo, o antigeno de
CD154 que é ligado especificamente por huSc8 nao-glicosilado produzido
pela linhagem de células que possui o N° de Acesso na ATCC PTA-4931), e
em que o anticorpo anti-CD154 nao-glicosilado é caracterizado por ter uma
mutacao de N298Q (N297 com o uso da numeragdo EU de Kabat) e que
ainda exibe funcao efetora reduzida, como aqui descrito em outra secao nes-
ta especificacao.

Em certas modalidades desta invengdo, um anticorpo anti-
CD154 nao-glicosilado (ou outro anticorpo anti-CD154 com fung¢ao efetora
reduzida), ou uma composigdo farmacéutica que compreende o anticorpo,
nao se liga a um receptor efetor. Em uma modalidade mais especifica, um
anticorpo anti-CD154 nao-glicosilado, ou uma composigao farmacéutica que
compreende o anticorpo, é capaz de ligagao a proteina CD154 que ¢ ligada
especificamente por hu5c8 nao-glicosilado produzido pela linhagem de célu-
las que possui o N° de Acesso na ATCC PTA-4931, e em que o anticorpo
anti-CD154 nao-glicosilado ou a composicao farmacéutica nao se liga a um
receptor efetor.

Em uma modalidade especifica desta invengéo, um anticorpo
anti-CD154 nao-glicosilado (ou outro anticorpo anti-CD154 ou proteina de
ligacdo de CD154 com fungéo efetora reduzida), ou uma composigéao farma-
céutica que compreende o anticorpo, ndo causa trombose, incluindo aciden-
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tes tromboembdlicos. Em uma modalidade mais especifica desta invengao,
um anticorpo anti-CD154 nao-glicosilado ou uma composicao farmacéutica
que compreende o anticorpo é capaz de ligacdo a proteina CD154 que é
ligada especificamente por hubc8 nao-glicosilado produzido pela linhagem
de células que possui o N° de Acesso na ATCC PTA-4931, e em que o anti-
corpo anti-CD154 nao-glicosilado ou a composicdo farmacéutica ndo causa
trombose.

Em outra modalidade desta invengao, as composi¢cdes farma-
céuticas podem ainda compreender qualquer um ou mais de um veiculo
farmaceuticamente aceitavel, um adjuvante, um veiculo de liberagdao, um
tampéo e/ou um estabilizante. Técnicas exemplares para a formulagao e
administragao dos anticorpos da presente invencédo podem ser encontradas,
por exemplo, em "Remington's Pharmaceutical Sciences," Mack Publishing
Co., Easton, PA dltima edicao.

Em uma modalidade mais particular desta invengao, o veiculo
farmaceuticamente aceitavel & solugéao salina tamponada com fosfato, soro
fisioldgico, agua, formulagdes de citrato/sacarose/Tween e emulsdes, por
exemplo, emulsées Oleo/agua.

Em uma modalidade desta invengado, a composicdo farmacéuti-
ca pode ser liberada em um dispositivo de microencapsulagao de modo a
reduzir ou evitar uma resposta imunolégica do hospedeiro contra a composi-
¢ao. Os agentes de ligagao, tais como anticorpos ou fragmentos de anticor-
pos desta invengio, também podem ser liberados microencapsulados em
uma membrana como, por exemplo, um lipossomo ou outro veiculo de libe-
ragao encapsulado ou imunoprotegido.

Em uma modalidade desta invengéo, a composigao farmacéuti-
ca pode estar na forma de uma preparagao estéril injetavel, por exemplo,
uma suspensao esteril injetavel aguosa ou oleaginosa. Essa suspenséo po-
de ser formulada de acordo com metodologias conhecidas na técnica com a
utilizagdo de agentes dispersantes, umidificantes e de suspensdo adequa-
dos.

Em uma modalidade desta invengao, a composigao farmaceéuti-
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ca pode ser liberada por via oral, topica ou intravenosa. Quando administra-
da por via sistémica, a composicao terapéutica deve ser estéril, substancial-
mente livre de pirégenos e em uma solugao parenteraimente aceitavel em
relagdo ao pH, a isotonicidade e a estabilidade. Por exemplo, uma prepara-
¢éo farmacéutica é substancialmente livre de materiais pirogénicos a fim de
que seja adequada a administragdo com uma substancia terapéutica huma-
na. Essas condi¢des sao conhecidas por aqueles versados na técnica.

Em uma modalidade mais especifica desta invengdo, para ad-
ministragc&o oral, a composigédo farmacéutica é formulada em uma capsula,
um comprimido, uma suspensdo ou uma solu¢do aquosa adequada. Formu-
lagdes sélidas das composi¢des para administragdo oral podem conter vei-
culos ou excipientes adequados, tais como amido de milho, gelatina, lactose,
acacia, sacarose, celulose microcristalina, caulim, manitol, fosfato dicalcico,
carbonato de calcio, cloreto de sédio ou acido alginico. Desintegrantes que
podem ser usados incluem, sem limitacao, celulose microcristalina, amido de
mitho, glicolato de amido de sddio e acido alginico. Ligantes de comprimidos
que podem ser usados include acacia, metilcelulose, carboximetilcelulose
sddica, polivinilpirrolidona (Povidona®), hidroxipropil metilcelulose, sacarose,
amido e etilcelulose. Lubrificantes que podem ser usados incluem estearatos
de magnésio, acido estearico, silicone liquido, talco, ceras, éleos e silica co-
loidal.

Em uma modalidade mais especifica desta invengéo, para apli-
cacgdes topicas, as composigdes farmacéuticas podem ser formuladas em
uma pomada adequada. Alguns exemplos de formulagdes de uma composi-
¢ao para uso tépico incluem: gotas, tinturas, logdes, cremes, solugcoes e po-
madas que contém o ingrediente ativo, e varias outras bases e veiculos.

Em uma modalidade desta invengao, uma formuiagao tépica de
pomada semissélida tipicamente compreende uma concentragéo do ingredi-
ente ativo de cerca de 1 a 20%, por exemplo, 5 a 10%, em um veiculo como,
por exemplo, uma base de creme farmacéutica.

Em uma modalidade desta invencao, também podem ser prepa-

radas composi¢gdes farmacéuticas para inalagdo e composigbes transdérmi-
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cas. A composigao terapéutica pode ser administrada através do nariz ou do
pulmao, por exemplo, como um aerossol liquido ou em pé (liofilizado).

Em uma modalidade desta invengao, formulagbes liquidas de
uma composi¢cao farmacéutica para administragao oral preparada em agua
ou em outros veiculos aquosos podem conter varios agentes de suspenséao,
tais como metilcelulose, alginatos, tragacanto, pectina, kelgin, carragenina,
acacia, polivinilpirrolidona e alcool polivinilico. As formulagées liquidas das
composigdes farmacéuticas desta invengao também podem incluir solugoes,
emulsdes, xaropes e elixires que contém, junto com o(s) composto(s) ati-
vo(s), agentes umidificantes, adogantes, e agentes corantes e flavorizantes.
Varias formulagées liquidas e em p6 das composigdes farmacéuticas podem
ser preparadas por métodos convencionais para inalagdo nos pulmdes do
mamifero a ser tratado.

Em uma modalidade desta invengdo, formulagdes liquidas de
uma composicao farmacéutica para injegdo podem compreender varios vei-
culos, tais como 6leos vegetais, dimetilacetamida, dimetilformamida, etil lac-
tato, carbonato de etila, miristato de isopropila, etanol, polidis, isto €, glicerol,
propileno glicol, polietileno glicol liquido, e similares. Em algumas modalida-
des, a composigdo inclui um veiculo de citrato/sacarose/Tween. Para inje-
¢oes intravenosas, versdes hidrossolliveis das composigdes podem ser ad-
ministradas pelo método do gotejamento, em que uma formulagao farmacéu-
tica contendo o agente antiftingico e um excipiente fisiologicamente aceitavel
é infundida. Excipientes fisiologicamente aceitaveis podem incluir, por exem-
plo, dextrose 5%, solugao salina 0,9%, solugdo de Ringer, ou outros excipi-
entes adequados. Uma forma insoluvel adequada da composigao pode ser
preparada e administrada como uma suspensao em uma base aquosa ou
uma base oleosa farmaceuticamente aceitavel como, por exemplo, um éster
de um acido graxo de cadeia longa, por exemplo, oleato de etila.

Em uma modalidade desta invencdo, a composigéo farmacéuti-
ca compreende de cerca de 0,1 a 90% em peso (por exemplo, 1 a 20% ou 1
a 10%) de um anticorpo anti-CD154 desta invengdo, em um veiculo farma-

ceuticamente aceitavel.
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Em uma modalidade desta invengdo, a percentagem étima do
anticorpo anti-CD154 desta invengdo em cada composigao farmacéutica va-
ria de acordo com a propria formulagdo e com o efeito terapéutico desejado
nas patologias especificas e regimes terapéuticos correlacionados. A formu-
lagdo farmacéutica é bem estabelecida na técnica. Métodos convencionais,
conhecidos por aqueles versados nas técnicas da Medicina, podem ser usa-
dos para administrar a composigdo farmacéutica ao individuo.

Consequentemente, as composi¢des farmacéuticas da presente
invengao estao relacionadas as formulagdes de liberagdo prolongada. Libe-
ragdo prolongada, ou liberagdo controlada ou liberagdo lenta, refere-se as
formulag¢des farmacologicas que liberam o farmaco ativo, por exemplo, um
farmaco polipeptidico ou de anticorpo, ao longo de um periodo de tempo
ap6s a administragdo a um individuo. A liberagao prolongada de farmacos
polipeptidicos, que pode ocorrer ao longo de um intervalo de tempo deseja-
do (por exemplo, minutos, horas, dias, semanas ou mais, dependendo da
formulagao farmacolégica), difere de formulagdes padronizadas pelo fato de
que substancialmente toda a unidade de dosagem esta disponivel para ab-
sor¢ao imediata ou distribuicdo imediata através da corrente sanguinea. As
formulacdes de liberagcdo prolongada podem, em certas modalidades, resul-
tar em um nivel de farmaco circulante a partir de uma anica administrag&o
que seja sustentada, por exemplo, por 8 horas ou mais, 12 horas ou mais,
24 horas ou mais, 36 horas ou mais, 48 horas ou mais, 60 horas ou mais, 72
horas ou mais, 84 horas ou mais, 96 horas ou mais, ou até mesmo, por e-
xemplo, por 1 semana ou 2 semanas ou mais, por exemplo, 1 més ou mais.
As composig¢oes de liberagao prolongada podem compreender um anticorpo
monovalente anti-CD154 da presente invengdo. Em modalidades adicionais,
o anticorpo monovalente é um anticorpo humanizado ou um anticorpo total-
mente humano. Em modalidades adicionais do anticorpo anti-CD154, o anti-
corpo anti-CD154 é um anticorpo com fungao efetora reduzida, como aqui
descrito.

Em algumas modalidades desta invengdo, a composigéo farma-

céutica ainda compreende um composto imunossupressor ou imunomodula-



10

15

20

25

30

115

dor. Por exemplo, esse composto imunossupressor ou imunomodulador po-
de ser um dos seguintes: um agente que interrompe a sinalizagédo coestimu-
ladora de células T por meio de CD28; um agente que interrompe a sinaliza-
¢ao de calcineurina, um corticosteroide, um agente antiproliferativo e um an-
ticorpo que se liga especificamente a uma proteina expressa na superficie
de células imunoldgicas, incluindo, sem limitagdo, CD45, CD2, IL2R, CD4,
CD8 e RANK FcR, B7, CTLA4, TNF, LTB e VLA-4.

Em algumas modalidades desta invengdo, o composto imunos-
supressor ou imunomodulador é tacrolimus, sirolimus, micofenolato mofetil
ou sua forma ativa, o acido micofendlico, mizoribina, desoxispergualina, bre-
quinar sddico, leflunomida, rapamicina ou azaspirano.

Em outras modalidades desta inveng¢ao, os anticorpos desta in-
vengao ou as composi¢gdes farmacéuticas que os compreendem podem ser
incluidos em um recipiente, embalagem ou dispensador isoladamente ou
como parte de um kit com rétulos e instrugdes para administragéo.
Administracéo e vias de liberagéo

Os anticorpos anti-CD154 desta invencao e as composigdes

farmacéuticas desta invengcao podem ser administrados a um individuo por
qualquer forma que seja medicamente aceitavel. Para os objetivos desta
invengao, "administragao” significa qualquer um dos métodos de administra-
¢ao padronizados de um anticorpo, fragmento de anticorpo ou composigao
farmacéutica, conhecidos por aqueles versados na técnica, € ndo devem ser
limitados aos exemplos aqui apresentados.

Em algumas modalidades desta invencdo, os anticorpos anti-
CD154 desta invengao e as composi¢cdes farmacéuticas desta invengao po-
dem ser administrados a um individuo por inje¢ao intravenosa, subcutanea,
intraperitoneal, intramuscular, intramedular, intraventricular, intra-epidural,
intra-arterial, intravascular, intra-articular, intrassinovial, intraesternal, intrate-
cal, intra-hepatica, intraespinhal, intratumoral, intracraniana; por vias de ad-
ministracao enteral, intrapulmonar, transmucosa, intrauterina ou sublingual,

ou localmente, por exemplo, em locais de inflamagdo ou crescimento tumo-

ral.
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Em algumas modalidades desta invengao, os anticorpos anti-
CD154 desta invengéo e as composicdes farmacéuticas desta invengao po-
dem ser administrados a um individuo oral ou nasalmente, ou por inalagao,
por via oftalmica, retal ou tépica.

Em uma modalidade mais especifica, os anticorpos anti-CD154
desta invengéo, e as composigdes farmacéuticas desta invengdo podem ser
administrados a um individuo oralmente na forma de capsulas, comprimidos,
suspensodes ou solugdes aquosas.

Em uma modalidade mais especifica, os anticorpos anti-CD154
desta invengdo e as composigées farmacéuticas desta invengado podem ser
administrados a um individuo topicamente por aplicagdo de um creme, po-
mada ou similar.

Em outras modalidades desta invengdo, os anticorpos anti-
CD154 desta invencdo, e a composigbes farmacéuticas desta invengéo,
também podem ser administrados por inalagéo por meio do uso de um nebu-
lizador, um inalador de p6 seco ou um inalador de dose metrificada.

Em modalidades adicionais desta invengao, os anticorpos anti-
CD154 desta invengéo, e as composigcdes farmacéuticas desta invencao po-
dem ser administrados a um individuo por administracao de liberagdo sus-
tentada, com meios como inje¢cdes de depédsito de implantes degradaveis
aplicados diretamente durante cirurgia ou por implantacdo de uma bomba de
infusdo ou de um implante biocompativel de liberagédo sustentada no indivi-
duo.

Em uma modalidade mais especifica, os anticorpos anti-CD154
desta invengéo, e as composigdes farmacéuticas desta invengao podem ser
administrados a um individuo por vias de administragdo injetaveis de depési-
to, por exemplo, usando materiais e métodos injetaveis ou biodegradaveis
de depésito de 1, 3 ou 6 meses.

Em uma modalidade mais especifica, os anticorpos anti-CD154
desta invengéo, e as composigdes farmacéuticas desta invengcdo podem ser
administrados a um individuo por aplicagao na pele do individuo de um em-

plastro transdérmico que contém o anticorpo, derivado de anticorpo ou com-
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posigcédo farmacéutica, e deixando o emplastro em contato com a pele do in-
dividuo, geralmente por 1 a 5 horas por emplastro.

Em outras modalidades desta invengdo, os anticorpos anti-
CD154 desta invencéo, e as composigdes farmacéuticas desta invengéo po-
dem ser administrados a um individuo em qualquer dose por peso corporal e
qualquer frequéncia de dosagem que seja medicamente aceitavel. A dosa-
gem aceitavel inclui uma faixa entre cerca de 0,01 e 200 mg/kg de peso cor-
poral do individuo.

Em qualquer um dos métodos de utilizagdo dos anticorpos ou
das composigdes farmacéuticas desta invengéao, os anticorpos ou as compo-
sigées farmacéuticas podem ser administrados a um individuo em dose Uni-
ca ou em multiplas doses diariamente, a cada 2, 3, 4, 5 ou 6 dias, semanal-
mente, mensalmente ou em qualquer fragdo ou multiplo das mesmas, e ain-
da podem ser administrados a um individuo repetidamente em intervalos que
variam entre todos os dias até em meses alternados, como determinado por
aqueles versados na técnica.

Em qualguer um dos métodos de utilizagdo dos anticorpos ou
das composi¢des farmacéuticas desta invengédo, as proteinas de ligacdo,
anticorpos ou composi¢cdes farmacéuticas que os compreendem podem ser
administrados a um individuo que deles necessita em intervalos pelo tempo
que for medicamente indicado, variando de dias ou semanas até por toda a
vida do individuo. Em modalidades adicionais, os anticorpos anti-CD154
desta invengdo, e as composicdes farmacéuticas desta invengédo podem ser
administrados a um individuo repetidamente em intervalos que variam entre
todos os dias até em meses alternados.

Em uma modalidade desta invengao, os anticorpos anti-CD154
desta inveng3o, e as composigdes farmacéuticas desta invengédo podem ser
administrados em varias doses por dia, se desejado, para se obter a dose
diaria total desejada. A eficacia do método de tratamento pode ser avaliada
por monitoramento do individuo quanto aos sinais ou sintomas conhecidos
de um disturbio.

Para todas as modalidades desta invencao, a dosagem e a taxa
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de dose dos anticorpos anti-CD154 desta invencédo e das composicées far-
macéuticas desta invencgéao eficazes para produzir os efeitos desejados de-
penderdo de diversos fatores, tais como a natureza da doenga a ser tratada,
o tamanho e a idade do individuo, o objetivo do tratamento, a composigao
farmacéutica especifica usada, a farmacocinética do agente ativo, e a avali-
acao do médico responsavel pelo tratamento.

Consequentemente, os anticorpos anti-CD154 desta invencao, e
as composi¢cdes farmacéuticas desta invencéo serdo administrados em uma
quantidade eficaz para se alcang¢ar seu objetivo desejado. Uma quantidade
terapeuticamente eficaz pode se referir a uma quantidade de anticorpo efi-
caz para evitar, aliviar ou melhorar os sintomas de doenga ou para prolongar
a sobrevida do individuo tratado. Uma quantidade terapeuticamente eficaz
pode ser obtida por alteragéo da dose e da posologia de administracéao dos
anticorpos em questao.

Os anticorpos anti-CD154 desta invengdo, e as composigdes
farmacéuticas desta invengao podem ser administrados como uma dosagem
Gnica para certas indicagdes como, por exemplo, para evitar a resposta imu-
nolégica a um antigeno ao qual um individuo € exposto por um tempo curto,
por exemplo, um antigeno exdgeno administrado em um uUnico dia de trata-
mento. Exemplos de uma terapia desse tipo incluiriam a coadministragao do
fragmento de anticorpo da invengao junto com um agente terapéutico, por
exemplo, uma substancia farmacéutica antigénica, um alérgeno ou um pro-
duto do sangue ou um vetor de terapia génica. Em indicagées nas quais um
antigeno esta presente cronicamente, por exemplo, no controle de uma rea-
¢do imunolégica a um tecido transplantado ou a substancias farmacéuticas
antigénicas administradas cronicamente, os fragmentos de anticorpos ou as
composigdes farmacéuticas da invencao sido administrados em intervalos
pelo periodo de tempo que for indicado medicamente, que varia de dias ou
semanas até por toda a vida do individuo.

Em qualquer um dos métodos aqui descritos, os anticorpos ou
as composi¢des farmacéuticas podem ser administrados a um individuo com

um segundo agente. Em certas modalidades, o agente é um agente terapéu-
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tico como, por exemplo, um agente imunomodulador ou imunossupressor. O
agente imunomodulador ou imunossupressor pode ser qualquer um dos se-
guintes:

(a) um agente que interrompe a sinalizagao coestimuladora de
células T por meio de CD28;

(b) um agente que interrompe a sinalizagao de calcineurina,

(c) um corticosteroide,

(d) um agente antiproliferativo; e

(e) um anticorpo que se liga especificamente a uma proteina
expressa na superficie de células imunolégicas, incluindo, sem limitagéo,
CD45, CD2, IL2R, CD4, CD8 € RANK FcR, B7, CTLA4, TNF, LTp e VLA-4.
O composto imunossupressor ou imunomodulador pode ser, por exemplo,
tacrolimus, sirolimus, micofenolato mofetil, mizorubina, desoxispergualina,
brequinar sédico, leflunomida, rapamicina ou azaspirano. O anticorpo e se-
gundo agente podem ser administrados simultanea ou sequencialmente.

Em alguns casos, pode ser vantajoso administrar um ou mais
acidos nucleicos da invengao a um individuo que deles necessita. Métodos
terapéuticos e diagnosticos da invengao que compreendem a etapa de ad-
ministra¢gdo de pelo menos um acido nucleico da invengédo de acordo com
métodos bem-conhecidos estéo incluidos no escopo da presente invengao.

Em uma modalidade desta invengédo, o individuo que pode ser
tratado pelos métodos descritos acima é um animal. De preferéncia, o ani-
mal € um mamifero. Exemplos de mamiferos que podem ser tratados inclu-
em, sem limitagdo, seres humanos, primatas ndo-humanos, roedores (inclu-
indo ratos, camundongos, hamsters e porquinhos-da-india), vacas, cavalos,
carneiros, cabras, porcos, caes e gatos. De preferéncia, o mamifero € um
ser humano.

Esta invengao pode ser mais bem compreendida com base nos
Exemplos a seguir. No entanto, aqueles versados na técnica observarao
prontamente que os métodos e resultados especificos discutidos s&do mera-
mente ilustrativos da invengao, como aqui descrita.

EXEMPLOS
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Os exemplos a seguir ilustram os meétodos e os produtos da
presente invencdo. Modificagbes e adaptagées adequadas das condigdes e
parametros descritos normalmente encontrados na técnica de biologia mole-
cular que sao evidentes para aqueles versados na técnica estao incluidos no
espirito e escopo da presente invencgio.
EXEMPLO 1: GERACAQO DE ANTICORPOS ANTI-CD154 HUMANO POR
SLAM

O Método de Anticorpo de Linfécito Selecionado (SLAM) (Bab-
cook e outros, 1996, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 93, 7.843-7.848; WO
92/02551; de Wildt e outros, 1997, J. Immunol. Methods, 207: 61-67 e La-
gerkvist, e outros, 1995, BioTechniques 18. 862-869) foi identificado para
identificar e isolar anticorpos anti-CD154 humano. SLAM permite que sejam
isoladas células produtoras de anticorpos de alta afinidade gerados durante
respostas imunolégicas in vivo de qualquer espécie. As células produtoras
de anticorpo isoladas individuais sao entdao expandidas de forma clonal, se-
guido por rastreamento daqueles clones que produzem anticorpos anti-
CD154, seguido pela identificagdo da sequéncia de seus genes da cadeia
variavel pesada (Vu) e leve (V). Um método de rastreamento em particular &
detalhado no WO 04/051268. Dessa forma, foram isoladas células B que sao
positivas para os anticorpos para o CD154 humano.

Varios anticorpos de rato anti-CD154 humano foram identifica-
dos e isolados usando a tecnologia SLAM (Figura 12). Um desses anticor-
pos, CA081 00342 (o "anticorpo 342"), foi humanizado, como descrito no
exemplo seguinte. Seu DNA e suas sequéncias de aminoacidos deduzidas
s&o mostrados na Figura 2. O gene que codifica esse anticorpo foi clonado.
EXEMPLO 2: HUMANIZACAQ DE CA081 00342 — CRIACAO DE 342.G2

O anticorpo 342 SLAM foi humanizado por enxerto das CDRs
em estruturas de linhagem germinativa humana. Alinhamentos da sequéncia
do anticorpo de rato (doadora) com as estruturas de linhagem germinativa
humana (receptoras) sdo mostrados na Figura 9, junto com a sequéncia hu-
manizada projetada. A sequéncia receptora da cadeia leve da linhagem
germinativa escolhida foi a regido V humana VK1 2-1-(1) O12 mais a regi&o
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J JK1 (V BASE, "MRC Centre for Protein Engineering”, GB; SEQ ID NO: 35
e 36) (Figura 3). A sequéncia receptora da cadeia pesada da linhagem ger-
minativa escolhida foi a regido V humana VH3 1-1 3-66 mais a regido J JH4
(V BASE, "MRC Centre for Protein Engineering”, GB; SEQ ID NO: 37 e 38)
(Figura 3). Além disso, uma estrutura receptora principal de VH diferente foi
escolhida, a sequéncia humana VH4 1-1 4-59 (SEQ ID NOS: 39 e 40) (Figu-
ra 3). As CDRs enxertadas da sequéncia doadora para a sequéncia recepto-
ra sdo como definidas por Kabat (Kabat e outros "Sequence of proteins of
immunological interest" (1987). Bethesda MD, "National Institutes of Health",
EUA), com a excecao da CDR-H1, em que é usada a definigdo combinada
de Chothia/Kabat (vide WO 91/09967). Para enxertos em que somente as
CDRs foram transferidas do anticorpo doador nas estruturas principais re-
ceptoras, foram construidas versées nas quais residuos da estrutura doado-
ra cruciais também foram incluidos. Esses residuos foram identificados u-
sando um método baseado naquele descrito no WO 91/09967. Por exemplo,
o enxerto da cadeia leve VK1 gL4 contém residuos doadores nas posi¢des
38, 71 e 85; o enxerto da cadeia pesada VH3 gH1 contém residucs da estru-
tura doadora nas posi¢des 24, 48, 49, 73 e 78; o enxerto da cadeia pesada
VH4 gH1 contém estruturas doadoras nas posicdes 48, 71 e 78. As sequén-
cias de todos esses enxertos sao mostradas na Figura 9.

Os genes que codificam essas sequéncias da regido V foram
projetados e construidos com a utilizagdo de técnicas padronizadas de bio-
logia molecular por empresas de sintese de genes contratadas (Entelechon
GmBH; DNA 2.0; Blue Heron). Foram feitas modificagdes para criar varian-
tes enxertadas usando mutagénese-padrao oligonucleotideo-dirigida com o
uso de PCR. As sequéncias peptidicas sinalizadoras dos anticorpos de rato
originais foram incluidas nos designs do gene original, para permitir a ex-
pressdo com o uso de vetores de expressao de célula de mamifero.

Os genes da cadeia leve enxertados foram subclonados em um
vetor de expresséo de cadeia leve, que contém DNA que codifica a regiao
constante C-capa humana (alétipo Km3). Os genes da cadeia pesada enxer-

tados foram subclonados em um vetor de expressdo de gama-4 humana,
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que contém DNA que codifica a regiao constante gama-4 humana contendo
a mutagédo de estabilizagdo da dobradiga S241P (Angal e outros, Mo/ Immu-
nol. 1993, 30 (1): 105-8). Qualquer vetor de expressio adequado pode ser
usado. Os genes de anticorpo de rato originais também foram subclonados
nesses vetores, criando plasmideos que expressam o anticorpo quimérico
da regiao V de rato/regido C humana como um padrao de avaliagdo em en-
saios.

A cotransfecc¢éo de plasmideos do gene da cadeia leve e do ge-
ne da cadeia pesada em células CHO permitiu a expressao de IgG e a anali-
se da ligagao de CD154 humano por Biacore®.

A fim de analisar a expressao em E. coli e a atividade como um
Fab' monovalente, os genes para construtos cruciais foram subclonados no
vetor de expressédo pTTOD (Fab) (WO 03/48208, WO 03/031475). A subclo-
nagem foi obtida em um processo em 2 estagios: primeiro, o fragmento do
gene de VK foi clonado como um fragmento EcoRV - BsiWl; a seguir, o
fragmento do gene de VH foi clonado como um fragmento Pvull - Xhol. Esse
processo funde o DNA que codifica o peptideo sinalizador da proteina OmpA
aos genes que codificam tanto cadeias leves quanto pesadas, conferindo
secrec¢ao da proteina traduzida ao periplasma bacteriano. Os plasmideos de
expresséo resultantes foram transformados em E. cofi K-12 cepa W3110 e
usados em experimentos de indugcdo em frascos de agitagdo de pequena
escala e para fermentagao em densidade celular elevada.

Tabela 1
Afinidade de construtos de Fab de 342 por Biacore®
(Fab purificado de fermentacao de 1 litro)
Enxerto kA (1/Ms) kd (I/s) KD (M) KD (pM)
gl4gH1 1,83E+07 6,97E-05 4,55E-12 4,55

A seleg¢do do enxerto 6timo foi feita levando-se em consideragéao
tanto a atividade no ensaio quanto os niveis de expressao de Fab na fer-
mentagao de E. coli. Um exemplo de determinagao da afinidade por Biaco-
re® & mostrado na Tabela 1. A partir desses dados, o enxerto glL4gH1 foi

escolhido.
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Foi feito um plasmideo que codifica uma verséo Fab' do enxerto
glL4gH1. A sequéncia de DNA do inserto de insercéao desse enxerto & mos-
trada na Figura 8 (SEQ ID NO: 41). A Figura 8 também fornece a sequéncia
de um inserto (SEQ ID NO: 28) para a expressdo de um fragmento Fab, que
pode ser usada para fazer um fragmento F(ab),.

EXEMPLO 3. CRIACAO DE ANTICORPOS HU5C8 E HU342 NAO-
GLICOSILADOS POR MUTAGENESE SIiTIO-DIRIGIDA

Os anticorpos hu5c8 e hu342 nao-glicosilados usados em expe-

rimentos subsequentes foram criados usando técnicas padronizadas de DNA
recombinante. O hu5c8 nao-glicosilado foi feito substanciaimente como des-
crito na US2006/0193856, exceto pela substituicao do dominio Fc de hulgG4
pelo dominio Fc de IgG1 usado previamente, a fim de reduzir ainda mais a
funcao efetora. A sequéncia da cadeia leve capa do hu5c8 néo-glicosilado é
mostrada na Figura 13 (SEQ ID NO: 62, SEQ ID NO: 63 e SEQ ID NO: 64).
A cadeia pesada de hu5c8 nao-glicosilado contém duas mutacgdes feitas por
mutagénese sitio-dirigida nos dominios CH2 (T299A, Kabat EU) e da dobra-
dica (S228P Kabat EU) (Figura 14; SEQ ID NO: 65, SEQ ID NO: 66 e SEQ
ID NO: 67). A mutagao T299A modifica o sitio de N-glicosilagdo no dominio
CH2 de forma que ele deixa de ser um substrato para as enzimas de N-
glicosilagao, tornando a molécula ndo-glicosilada.

O anticorpo hu342 néao-glicosilado foi derivado do vetor do frag-
mento Fab de 342. Essa sequéncia foi modificada por adicdo de sequéncias
sinalizadoras humanas e das sequéncias adequadas do dominio constante
humano. O anticorpo hu342 nao-glicosilado também compreende um domi-
nio Fc de hulgG4. A sequéncia da cadeia leve capa de hu342 nao-
glicosilado é mostrada na Figura 15 (SEQ ID NO: 68, SEQ ID NO: 69 e SEQ
ID NO: 70). A cadeia pesada de hu342 nao-glicosilado contém duas muta-
¢coes feitas por mutagénese sitio-dirigida nos dominios CH2 (T299A, Kabat
EU) e da dobradiga (S228P Kabat EU) (Figura 16; SEQ ID NO: 71, SEQ ID
NO: 72 e SEQ ID NO: 73). A mutagdo T299A modifica o sitio de N-
glicosilagao no dominio CH2 de modo que ele n&o é mais um substrato para

as enzimas de N-glicosilagao, tornando a molécula nao-glicosilada. hu5c8 e
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hu342 nao-glicosilados foram expressos de forma estavel em células CHO.
EXEMPLO 4: LIGACAO AO CD154: MEDIDAS DA AFINIDADE DE LIGA-
CAO

A tecnologia Biacore® monitora a ligagao entre biomoléculas em
tempo real e sem a necessidade de marcagdo. Uma das substancias que
interagem, denominada ligante, é imobilizada diretamente ou capturada na
superficie imobilizada, enquanto a outra, denominada analito, flui em solucao
sobre a superficie capturada. O sensor detecta a mudanga da massa na su-
perficie sensora a medida que o analito se liga ao ligante para formar um
complexo na superficie. Esse corresponde ao processo de associagdo. O
processo de dissociagado € monitorado quando o analito é substituido por
tampao. No ensaio de afinidade Biacore®, o ligante € um anticorpo anti-
CD154 como, por exemplo, o anticorpo 342, e o analito € o dominio extrace-
lular de CD154 humano.

Os detalhes do método sdo os seguintes:

Instrumento: Biacore® 3000, Biacore AB, Uppsala, Suécia.

Chip sensor: CM5 (grau de pesquisa). Numero de catalogo: BR-
1001-14, Biacore AB, Uppsala, Suécia. Os chips foram armazenados a 4°C.

Solugao B/Anormalising: Glicerol 70% (p/p). Parte do Kit B/IAma-
intenance. Numero de catalogo: BR-1002-51, Biacore AB, Uppsala, Suécia.
O kit BIAmaintenance foi armazenado a 4°C.

Kit de acoplamento de amina: Numero de catdlogo: BR-1000-50,

Biacore AB, Uppsala, Suécia. Cloridrato de etil-3-(3-dimetilaminopropil) car-

bodiimida (EDC). Completado até 75 mg/ml em agua destilada e armazena-
do em aliquotas de 200 ul a -70°C. N-hidroxissuccinimida (NHS). Completa-
da até 11,5 mg/ml em agua destilada e armazenada em aliquotas 200 de pi
a -70°C. Cloridrato-NaOH de etanolamina 1 M pH 8,5. Armazenado em ali-
quotas 200 de pl a -70°C.

Tampdes: O tampao de corrida & HBS-EP (sendo HEPES 0,01
M pH 7.4, NaCl 0,15 M, EDTA 3 mM, Tensoativo P20 0,005 %). Numero de
catalogo: BR-1001-88, Biacore AB, Uppsala, Suécia. Tampéo armazenado a
4°C. O tamp3ao de imobilizacao é Acetato 5,0 (sendo acetato de sédio 10 mM
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pH 5,0). Numero de catalogo: BR-1003-51, Biacore AB, Uppsala, Suécia.
Tampao armazenado a 4°C.

Captura de ligante: fragmento F(ab'), Affinipure de cabra anti-

IgG humana, fragmento Fab' especifico (Nimero de catalogo: 109-006-097)
ou fragmento Fc especifico (NUmero de catalogo: 109-006-098), Jackson
ImmunoResearch Inc (Pennsylvania, EUA). Reagentes armazenados a 4°C.

Ligante: anticorpos anti-CD154.

Analito: dominio extracelular recombinante de CD154 humano.
O material foi preparado a 2 mg/ml (40 uM) em solugéo salina tamponada
com fosfato, armazenado a 4°C e diluido em tampao de corrida HBE-EP pa-
ra os ensaios. Tipicamente, CD154 foi diluido de -1 nM a -100 pM por dupli-
cagao de diluigbes para o ensaio de afinidade.

Solugao de regeneragdo: HClI 40 mM preparado por diluigao

com agua destilada a partir de uma solugao de estoque de 11,6 M (BDH,
Poole, Inglaterra. Numero de catalogo: 101254H). NaOH 5 mM preparado
por diluicdo com agua destilada a partir de uma solugdo de estoque de 50
mM. Nimero de catalogo: BR-1003-58, Biacore AB, Uppsala, Suécia.
Método do ensaio: BIA ("Biamolecular Interaction Analysis") foi

realizada com o uso de um Biacore® 3000 (Biacore AB). O fragmento F(ab')
Affinipure de cabra anti-lgG humana, fragmento Fc ou Fab'-especifico (Jack-
son ImmunoResearch) foram imobilizados em um Chip Sensor CM5 por
meio de quimica de acoplamento de amina até um nivel de captura de 6.000
unidades de resposta (RUs). Tampao HBS-EP (HEPES 10 mM pH 7,4, NaCl
0,15 M, EDTA 3 mM, Tensoativo P20 0,005 %, Biacore AB) foi usado como
o tampao de corrida com uma taxa de fluxo de 10 pl/min. Os anticorpos anti-
CD154 ou fragmentos Fab foram usados em concentragdes tais que, uma
vez capturados pela superficie imobilizada de Fc anti-lgG humana (ou Fab'
anti-lIgG humana), geravam um sinal de aproximadamente 200 RUs. CD154
humano foi titulado sobre o anticorpo capturado, em varias concentragoes.
Noventa pl de CD154 foram injetados sobre a superficie (fase de associa-
¢ao), seguida por uma fase de dissociagao de 240 segundos, todas em uma
taxa de fluxo de 30 pl/min. A superficie foi regenerada por duas injegcbes de
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10 pl de HCI 40 mM, seguidas por uma injegciao de 5 uyl de NaOH 5 mM em
uma taxa de fluxo de 10 pl/min. As curvas de ligagdo com subtracdo do nivel
de fundo foram analisadas com o uso do software "BlAevaluation" (versédo
3.2) de acordo com procedimentos padronizados. Os paradmetros cinéticos
foram determinados pelo algoritmo de ajuste.

Esse método pode ser usado para avaliar a afinidade por uma
proteina CD154, ou um fragmento desta, de qualquer anticorpo, derivado de
anticorpo ou fragmento de anticorpo desta inven¢ido. Os valores de K4 obti-
dos por Biacore® para anticorpos anti-CD154 isolados por SLAM sao mos-
trados nas Figuras 12 e 18.

EXEMPLO 5: INIBICAO DA LIGACAQ DE CD40
Um ensaio baseado em citometria de fluxo foi usado para avali-

ar a ligagao de CD40 marcado as células D1.1 que expressam CD154. As
células Jurkat D1.1 ("American Type Culture Collection") foram mantidas em
meio RPMI 1640 (Gibco, 31870-025) contendo soro fetal de bezerro (FCS)
10% (v/v), giutamina 2 mM (Invitrogen, 23030024), piruvato de so6dio 1 mM
(Invitrogen, 11360-039), D-(+)- glicose 1% (v/v) (Sigma, 08769) e HEPES 10
mM (Sigma, H0887). No momento do ensaio, 100.000 células D1.1 foram
incubadas em 100 pl de meio RPMI 1640 + FCS 10%, na presenga ou au-
séncia de anticorpo anti-CD154 diluido serialmente por 15 minutos em tem-
peratura ambiente. Cinco yl de uma diluigao 1:75 de hCD40-mFc-PE (Alexis
Corp, ANC-504-050) foram entdo adicionados e incubados por mais 30 mi-
nutos em temperatura ambiente. Apos lavagem duas vezes em solugio sali-
na tamponada com fosfato (PBS) contendo albumina sérica bovina 1% (p/v)
(fracdo de BSA V, Serologicals Proteins Inc, 81- 068-5) e azida de sédio
0,02% (p/v) (BDH, 103692K), as células foram ressuspensas em 200 ul de
PBS/BSA 1%/azida de sddio 0,02%, e a citometria de fluxo realizada em um
FACScan Becton Dickinson. Os valores para a média geométrica da fluores-
céncia (FL2) foram avaliados em todos os casos. A inibigdo da ligagao de
hCD40-mFc-PE foi calculada em relagao ao sinal na auséncia de anticorpo
(0% de inibicao) e no sinal na auséncia de hCD40-mFc-PE (100% de inibi-

¢ao), usando a formula:
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0% de Inibigao - % do Teste

X100
0% de Inibigao - 100% de Inibigéao

Os valores da ICsq a partir dos dados foram obtidos usando XLfit
como parte da suite "Activity Base".

Os valores da 1Csp da ligagdo de CD40 para anticorpos anti-
CD154 isolados por SLAM sao mostrados nas Figuras 12 e 18.
EXEMPLO 6: ENSAIO DE COMPETICAQ DE LIGACAQ

Um ensaio baseado em citometria de fluxo foi usado para avali-
ar a ligagao de anticorpo anti-CD154 as células D1.1 que expressam CD154.
As células Jurkat D1.1 ("American Type Culture Collection") foram mantidas
em meio RPMI 1640 (Gibco, 31870- 025) contendo soro fetal de bezerro
(FCS) 10% (v/v), glutamina 2 mM (BioWhittaker, 17-605E) e 1 Penicilina-
Estreptomicina (Mediatech, 30002107). No momento do ensaio, 100.000
células D1.1 foram incubadas em 10 ml de PBS, BSA 0,1%, azida de sédio
0,02% (tampao de FACS), na presenga ou auséncia de anticorpo anti-
CD154 diluido serialmente e Fab anti-CD154 biotinilado (clone 342) por 2
horas a 4°C. As células foram lavadas trés vezes em tampao de FACS com
centrifugacdo a 290 xg por 3 minutos entre as lavagens. Uma diluigdo de
1:500 de um conjugado de estreptavadina-R-ficoeritrina (Jackson Immunore-
search, 016-110-084) em 150 uM de tampao de FACS foi adicionada, e as
células foram incubadas por uma hora a 4°C. As células foram lavadas uma
vez e fixadas em PBS com formaldeido 3% em temperatura ambiente por 10
minutos. As células foram ressuspensas em tampao de FACS e processa-
das em um FacsCalibur (BD). Os valores para a média geométrica da fluo-
rescéncia (FL2) foram avaliados em todos os casos. A ligacado Biotina/Fab
342 foi tabulada contra a concentragao de anticorpo de competicéo para se
obter curvas de inibicdo sigmoides que foram ajustadas a uma curva de qua-
tro parametros com a utilizagéo do software GraphPad Prism. Os valores da
ICs0 gerados neste ensaio sdo mostrados na Figura 18.
EXEMPLO 7: ENSAIO DE SUPRARREGULACAO DE ICAM-1

A habilidade dos anticorpos anti-CD154 para inibir as interagbes

da superficie celular de CD40L:CD40 foi medida em um ensaio de poténcia
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de cocultura in vitro. A ligagdo de CD40 com CD154 (CD40L) ativa linfocitos
B resultando em uma suprarregulacao de CD54 (ICAM-1) na superficie celu-
lar, e essa ativacdo de células B dependente do contato de CD40L:CD40
pode ser bloqueada por anti-CD154. Resumidamente, células T D1.1 Jurkat
de linfoma (CRL-10915, "American Type Culture Collection" (ATCC), Manas-
sas, VA, EUA) que expressam CD154 e células B Ramos de linfoma
2G6.4C10 (CRL-1923, ATCC) que expressam CD40 foram cocultivadas em
uma incubadora a 37°C com CO; 5% de um dia para o outro em uma pro-
porcao de 1:4 com titulagbes de Fabs anti-CD154 ou um Ab intacto de con-
trole (hu5C8). O ensaio foi realizado em placas com fundo redondo de 96
pogos em uma concentragao de 1 X 10° células/ml em meio RPMI completo
(RPMI com FBS 10%, L-glutamina 1%, piruvato de sédio 1% e HEPES 10
mM pH 6,8, Gibco BRL, Rockville, MD, EUA). No dia seguinte, as células
foram coradas por uma hora a 4°C com CD20 FITC (#555622) e CD54 APC
(#559771) de BD Pharmingen (San Diego, CA, EUA) em uma concentragao
de 1:100 e 1:200, respectivamente, em PBS contendo BSA 1% e azida de
sédio 0,1%. As células foram lavadas e fixadas com paraformaldeido 1% e
analisadas em um Citdbmetro FACScan Calibur (BD Biosciences). A média
geométrica da fluorescéncia das células ramificadas (células duplas positi-
vas) versus a concentragao de anti-CD154 (CD40L) foi ajustada para uma
curva de 4 parametros com o uso do software DeltaGraph (Red Rock Soft-
ware, Salt Lake City, UT, EUA) (Figuras 12 e 18). Os valores da ICso foram
usados para determinar a poténcia relativa dos anticorpos anti-CD154.
EXEMPLO 8: ATIVIDADE EM MODELO EM MACACQO CINOMOLGUS DA
RESPOSTA IMUNOLOGICA

O modelo usado para demonstrar a atividade in vivo é descrito
em Gobburu e outros (1998) J. Pharmacol. Exp. Therapeutics 286: 925. Os
macacos Cinomolgus receberam doses i.v. Unicas de solugéo salina, anti-
corpo Hu5¢8 ou uma resposta de dose de Fab' de 342-PEG, 4 horas antes
do ataque com uma Unica dose im. de 0,5 ml de toxoide tetanico (TT). Cada

grupo de tratamento continha 3 machos e 3 fémeas. No 30° dia, foi dada

uma segunda dose de inibidor, e os animais foram atacados novamente com
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TT (a resposta secundaria). Foram coletadas amostras de sangue em perio-
dos de tempo selecionados por até 50 dias para andlise das titulagdes de
IgG e IgM anti-TT (Figuras 19 e 21). Os dados mostram que Fab' de 342-
PEG inibe a resposta imunolégica de IgG e IigM ao TT de uma forma dose-
dependente.

As titulagdes de IgG anti-TT em macacos cinomolgus também
foram medidas apos tratamento com uma dose tnica (20 mg/kg para hu5c8,
5c8 nao-glicosilado e 342 nao-glicosilado e 40 mg/kg para Fab' de 342-PEG
e 342 DFM-PEG) de varias formas de anticorpos anti-CD154 (Figura 20). A
inibicdo da resposta imunolégica ao TT foi observada com todos os anticor-
pos avaliados.

EXEMPLO 9: ENSAIO DE BLOQUEIO CRUZADO DA SEPARACAO DE
CELULAS ATIVADA POR FLUORESCENCIA
As propriedades de ligacdo dos fragmentos Fab' anti-CD154 da

invencdo foram estudadas por ensaios de anticorpo de bloqueio cruzado.
Resumidamente, células Jurkat D1.1 que expressam CD154 foram incuba-
das com meio ou 10 ug/ml de um primeiro Fab' anti-CD154 ndo marcado por
60 minutos em temperatura ambiente. Sem lavagem, uma diluicdo 6tima de
um segundo Fab' anti-CD154 marcado com Alexa Fluor 488 (300 ng/ml) foi
adicionada por 80 minutos. As células foram entao lavadas e analisadas por
citometria de fluxo. Caso o primeiro e o0 segundo Fab' se liguem ao mesmo
epitopo, ¢ primeiro Fab' bloqueara competitivamente a ligagao do segundo
Fab'. Caso os dois anticorpos se liguem a epitopos diferentes, o primeiro
Fab' nao bloqueara a ligagédo do segundo Fab'. Caso o segundo Fab' marca-
do testado seja de 342, pode ser demonstrado que o Fab' de 342 é bloquea-
do de forma cruzada por Fab' de 338 (Figura 23B), 381 (Figura 23D) e 335
(Figura 23G), mas nao é bloqueado de forma cruzada por Fab' de 295 (n&o
mostrado), 402 (Figura 23C), 300 (Figura 23E), 303 (Figura 23H) ou 294 (Fi-
gura 23F). Quando o Fab' marcado é de hu5c8, o bloqueio cruzado por Fab'
de 338 (Figura 24A), 402 (Figura 24B), 381 (Figura 24C), 303 (Figura 24D),
335 (Figura 24E), 300 (Figura 24F) e 294 (Figura 24G) pode ser demonstra-

do. O teste com A33 (um anticorpo de controle com isétipo compativel) con-
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firma que n&o ha bloqueio cruzado nao especifico (Figuras 23A e 24H). Os
anticorpos 342 e hubSc8 competem entre eles pela ligagdo de CD154, inde-
pendentemente de qual era o Fab' nao marcado (primeiro) e marcado (se-
gundo).
EXEMPLO 10: ANALISE BIACORE® DE LIGACAO DE ANTICORPO

A andlise Biacore® da ligagédo do anticorpo 342 e hu5c8 a prote-
ina CD154 soluvel (sCD154) (dominio extracelular, ECD) indicou que 342
deslocou a ligacao de hu5c8 ao sCD154 quando adicionado ao sCD154 em

segundo lugar (Figuras 25 A e B). 5c8 nao foi capaz de deslocar 342 de
sCD154 quando adicionado ao sCD154 em segundo lugar (Figura 25 C). O
anticorpo 338 se comportou de forma similar ao 342 com relagao aos resul-
tados né&o reciprocos no ensaio de competicao de hu5c8.

O Fab de Hub5c8 pode se ligar a um complexo de 342 de com-
primento completo (FL)/sCD154 (Figura 25D). Esse resultado sugere que o
Fab de hu5c8 ndo compete com o sitio de ligagao de 342 FL quando 342 FL
€ adicionado primeiro. Sem se prender a uma teoria, esses resultados suge-
rem que a ligagao de um ou dois bragos do trimero de sCD154 por 342 nao
evita a ligagédo de hu5c8 ao(s) brago(s) "livre(s)".

Ha um ligeiro aumento (aproximadamente 20 RU) na ligacéo
quando Fab de hu5c8 é seguido por Fab' de 342 (Figura 25E). Esse resulta-
do desperta a possibilidade de que o Fab' de hu5¢8 tenha bloqueado a liga-
¢do de Fab' de 342 ou que o Fab' de 342 tenha substituido o Fab' de hu5c8
no sCD154 capturado.

Nem o Fab' de 342 nem o Fab' de hu5c8 se liga a um complexo
de CD40:sCD154 ou afeta a dissociagao do complexo em um ensaio de pro-
teina. O fato de que nenhum desses Fab' pode se ligar ao complexo de
CD40:sCD154 sugere que o complexo utiliza todos os trés bragos do
sCD154 ou que o complexo impede estericamente acesso dos Fab's a um
brago "livre".

EXEMPLO 11: ATIVACAO DE PLAQUETAS HUMANAS

Ensaio 1

A agregacgdo plaquetaria pode ser medida com a utilizagao de
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ensaios publicados (por exemplo, Florian e outros (2005) Thrombosis He-
mostasis 93: 1137). Em um ensaio, as plaquetas foram lavadas do plasma
rico em plaquetas de um doador normal em solug&o salina tamponada com
HEPES em tubos revestidos com BSA, e ajustadas até 250.000 por microli-
tro (pl). As plaquetas lavadas foram entdo pipetadas em uma cubeta de um
agregbmetro (Chrono-Log 490D) e o sinal do tragado foi calibrado para per-
centual de agregacdo zero, usando tampao HEPES (ensaio) para zerar.
Nesse instrumento, a cubeta € mantida a 37,0°C e uma barra magnética sili-
conada agita as plaquetas a 1.000 rpm. Complexos imunes totaimente for-
mados (isto €, anticorpo mais CD40L solavel recombinante humano
(rhsCD40L), em estequiometria de 1: 1 em que rhsCD40L foi tratado como
trimérico) foram adicionados as plaquetas, e a agregagao foi avaliada como
um tracado derivado pela densidade 6ptica da solugdo. Especificamente, 15
pl de complexo imune foram adicionados a 285 pl de suspenséo de plaque-
tas lavadas, de tal forma que, apds a adigdo a cubeta, a concentragao final
de sCD40L fosse de 10 ug/ml e a de anticorpo IgG fosse de 27,8 ug/mi ou
16,7 pg/ml para Fab'-PEG. Os dados mostram que a agregacao ocorre na
presenca do anticorpo IgG Hu5c8 anti-CD40L intacto, mas nao com Fab' de
342-PEG (Figura 26).
Ensaio 2

Em outro ensaio descrito no WO 07/59332, a agregacao plague-
taria € medida por contato das plaquetas com uma agente de ativagao de
plaquetas (por exemplo, adenosina difosfato (ADP), colageno, trombina,
tromboxano, elastase de neutrdéfilo, p-selectina ou convulxina), o contato das
plaguetas ativadas com um anticorpo anti-CD154, e depois o contato das
plaquetas ativadas com um agente de entrecruzamento (por exemplo,
CD154 soluvel (sCD154), anticorpo anti-IgG humana, anticorpo anti-hFFc, RF,
célula acessoria receptor Fc-positiva, proteina solivel A ou receptor Fc hu-
mano solavel). A agregacéio é entdo quantificada por sedimentacéo de pla-
quetas, em que a sedimentacao de plaquetas é indicativa de agregacao das
plaguetas. O ensaio de agregagéo foi realizado em plasma rico em plague-

tas (PRP). Aproximadamente 50 ml de sangue total foram coletados em ali-
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quotas em tubos vacutainer de 4,5 ml contendo 0,5 ml de citrato de sédio
3,8%. O PRP foi preparado por centrifugagdo do sangue anticoagulado a
200 g por 10 minutos e coleta do sobrenadante. Para realizar o ensaio, o
aparelho de defini¢cao de perfil de da agregacéo plaquetaria de 4 canais Bio-
data (PAP-4; Biodata Corp., Hatboro, PA) foi zerado usando uma cubeta
contendo apenas plasma pobre em plaquetas (PPP). Uma aliquota de 350 pl
de PRP, contendo aproximadamente 2 a 5 x 10%/ml plaquetas, foi adicionada
a uma cubeta contendo uma barra de agitagdo. Anticorpo anti-CD40L, IgG
humana, soro humano normal, CD40-Fc ou anti-hFc foram adicionados em
um volume total de 100 pl. A cubeta carregada foi colocada na maquina e os
componentes da reagao misturados antes da adigdo de ADP.

A agregacdo foi iniciada com a adi¢cdo da concentragao subéti-
ma de ADP em 50 ul (a concentracgao final varia para cada amostra individu-
al). O aparelho de definicao do perfil de agregagédo possui quatro entradas,
que podem ser usadas simultaneamente. Foi gerado um tragado de agrega-
¢ao para cada amostra por quatro minutos apés a adigdo de ADP. Ao final
do tracado, o instrumento calcula a percentagem de agregagédo por compa-
racdo da transmissao de luz através da amostra com a transmissao de luz
através da zeragem com PPP. Foi realizada uma titulagdo no comeco de
cada experimento, e foram feitas rodadas subsequentes em uma concentra-
¢ao de ADP subétima.

Os resultados desse ensaio sdo mostrados na Figura 27. PRP
foi obtido de um individuo saudavel. A agregacgéo foi induzida com 0,75 pM
de ADP, que foi determinada como a concentragao subétima para esse doa-
dor. Um anticorpo anti-CD154 de controle positivo € um higG de controle
negativo foram avaliados a 200 pug/ml e sCD154 a 30 yg/ml. O anticorpo an-
ti-CD154 ou higG foi misturado com sCD154 recombinante por no minimo 20
minutos, antes da adicdo a cubeta contendo PRP. As barras representam as
médias e os desvios-padrao de dois pontos de dados. Os resultados mos-
tram que, embora IgG humana (hlgG) de controle negativo e sCD154 juntos
nao tenham tido efeitos sobre a agregacao plaquetaria, o anticorpo anti-
CD154 de controle positivo aumentou a agregacgao plaquetaria. Os resulta-
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dos desse ensaio com a utilizagdo de um controle positivo e negativo de-
monstram que esse ensaio pode ser usado para comparar o efeito relativo
dos anticorpos da presente invengao sobre a agregagéo plaquetaria.

Para determinar se as plaquetas expressam CD154 em sua su-
perficie, as plaquetas podem ser incubadas com um conjugado de biotina-
anticorpo anti-CD154, e a presenga de CD154 de superficie determinada por
quantificagdo do anticorpo anti-CD40L biotinilado ligado. Consequentemen-
te, a expressao de superficie de CD154 foi avaliada apés 1, 10, 20, 40 e 60
minutos de incubagao, com ou sem 10 yM de ADP. A expressao de superfi-
cie de CD40L era detectavel em plaquetas ativadas por ADP logo apds um
minuto depois da ativagédo, e aumentava ao longo do tempo. A ligagdo de
conjugado de biotina-anticorpo anti-CD154 é especifica para CD154, na me-
dida em que a pré-incubacao do conjugado de biotina-anticorpo anti-CD154
com sCD154 inibiu a ligacao as plaquetas ativadas. A quantidade de CD154
de superficie detectada em plaquetas inativadas ("em repouso") também
aumentou ao longo do tempo. Esse fendmeno € atribuivel provavelmente ao
nivel basal de ativagao plaquetaria sob as condigdes experimentais.
EXEMPLO 12;: METODOS PARA A DETERMINACAO DE FUNCAO EFE-
TORA ALTERADA DE ANTICORPOS NAO-GLICOSILADOS E OUTROS
ANTICORPOS VARIANTES

O exemplo a seguir descreve ensaios uUteis para a determinagéao

e caracterizagao de funcdes efetoras dos anticorpos nao-glicosilados e de
outros anticorpos variantes modificados da invengao.

A funcgao efetora dos anticorpos nao-glicosilados e de outros an-
ticorpos variantes modificados da invengao pode ser caracterizada pela habi-
lidade dos anticorpos para se ligar a um antigeno e também se ligar a um
receptor Fc ou uma molécula de complemento como, por exemplo, C1q. Em
particular, as afinidades de ligagdo por FcyR podem ser medidas com ensai-
os baseados na habilidade do anticorpo para formar uma "ponte" entre o
antigeno de CD154 e uma célula que abriga um receptor Fc. A afinidade de
ligagcao por C1q pode ser medida com base na habilidade do anticorpo para
formar uma "ponte" entre o antigeno de CD154 e C1q. A interagéo dos anti-
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corpos da presente invengdo com um FcR ou com complemento também
pode ser medida na tecnologia baseada em gldbulos "AlphaScreene" (Perkin
Eimer®).

Ensaios de ligaciao de receptor Fc¢

O ensaio de ponte com FcyR pode ser realizado por revestimen-
to de placas de ELISA de 96 pogcos Maxisorb (Naige-Nunc Rochester, NY,
EUA) com ligante de CD154 soliivel humano recombinante (por exemplo, em
uma concentracao de 1 ug/ml de um dia para o outro a 4°C em PBS; Karpu-
sas e outros 1995 Structure 3 (10): 1.031-1.039 e 3 (12): 1.426 e Karpusas e
outros 2001 Structure 9 (4): 321-329). As titulacées de formas glicosiladas
ou nao-glicosiladas do anticorpo anti-CD154 sao ligadas ao CD154 por 30
minutos a 37°C, as placas sao entdo lavadas, e a ligagao de células U937
marcadas de forma fluorescente (CD64+) é medida. As células U937 podem
ser desenvolvidas em meio RPM com FBS 10%, HEPES 10 mM, L-
glutamina e penicilina/estreptomicina, divididas 1:2, e ativadas por um dia,
antes do ensaio com 1.000 unidades/ml de IFNy para aumentar a expressao
do receptor Fc (FcyRI).

Em outra variacao do ensaio, a habilidade dos anticorpos da in-
vengao para se ligar ou, em vez disso, nao conseguir se ligar ainda a outro
receptor Fc como, por exemplo, FcyRIIl (CD16), pode ser medida usando o
ensaio de formagao de ponte acima contra células humanas T marcadas de
forma fluorescente (células Jurkat) transfectadas com construgéo de expres-
sado de uma CD16. O ligante pode ser produzido por uma monocamada de
células de ovario de hamster chinés (CHO) que expressam CD154 em pla-
cas de cultura de tecido de 96 pogos (Coming Life Sciences Acton, MA, EU-
A). Por exemplo, as células CHO-CD154" sdo semeadas em placas de 96
pocos a 1 X 10° células/ml e desenvolvidas até a confluéncia em oc-MEM
com FBS 10% dialisado, 100 nM de metotrexato, L-glutamina e penicili-
na/estreptomicina (GibcoBRL Rockville, MD, EUA). As células Jurkat CD16"
sdo desenvolvidas em RPMI com FBS 10%, 400 pg/ml de Geneticina, 10
mM de HEPES, piruvato de sédio, L-glutamina e penicilina/estreptomicina
(GibcoBRL), e divididas 1:2 um dia antes do ensaio.
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Nos ensaios para ambos os receptores, as células que abrigam
o receptor Fc podem ser marcadas com éster acetoximetilico de 2',7'-bis- (2-
carboxietil)-5-(e-6)-carboxifluoresceina (BCECF- AM) (Molecular Probes Eu-
gene, OR, EUA) por 20 minutos a 37°C. Apos lavagem para remover o0 ex-
cesso de marcador, 1 x 10° das células marcadas s&o incubadas no ensaio
por 30 minutos a 37°C. As células FcyR-positivas nao ligadas sao removidas
por lavagens varias vezes e as placas sao lidas em uma leitora de micropla-
cas (Leitora de Microplacas Fluorescentes Cytofluor 2350, Millipore Corpora-
tion Bedford, MA, EUA) em um comprimento de onda de excitagao de 485
nm e um comprimento de onda de emissédo de 530 nm.

Além dos ensaios descritos acima, a ligagdo dos anticorpos da
presente invengédo aos receptores Fc pode ser medida em um formato de
competi¢do usando um AlphaScreen® (Ensaio Homogéneo de Proximidade
Luminescente Amplificado; Perkin Eimer) ou diretamente com o uso de res-
sonancia de plasmdnio de superficie (Biacore®). Os ensaios Biacore podem
monitorar a ligagao do receptor de analito ao anticorpo capturado em um
chip de proteina A/G com a utilizacado de um instrumento Biacore® 3000.
Biacore® é um método bem estabelecido para a caracterizagcdo de intera-
¢coes proteina-proteina (Myszka 1997 Curr. Opin. Biotechnol. 8: 50-57;
Malmborg e Borrebaeck 1995 J. Immunol. Methods 183: 7-13), e foi usado
com sucesso para medir a ligagdo de anticorpos IgG ao FcyRIli (Galon e ou-
tros, 1997 Eur. J. Immunol. 27: 1.928-1.932). Por exemplo, a proteina A/G é
acoplada covalentemente a um chip sensor (por exemplo, um chip sensor
CMS5 usando quimica de NHS). Um tampao de corrida (por exemplo, HBS-
EP (HEPES 0,01 M pH 7,4, NaCl 0,15 M, EDTA 3 mM, Tensoativo P20
0,005% v/v, Biacore®) e um tampéao de regeneragdo de chip (por exemplo,
Glicina 1,5 (glicina-HCl 10 mM, pH 1,5, Biacore®)) sdo usados no ensaio. Ao
anticorpos anti-CD154 variantes com fungdo efetora reduzida e anticorpos
anti-CD154 do tipo selvagem ou nativos sao diluidos até 100 nM em tampao
de corrida (por exemplo, tampao HBS-EP) e séo ligados ao chip de proteina
A/G por 5 minutos. Os receptores sdo ligados na fase de associagdo em

uma série de concentragbes, seguida por uma fase de dissociagdo com
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tampéao. Um ciclo sem anticorpo fornece uma resposta de base. Os sensor-
gramas podem ser globalmente ajustados para um modelo de ligagéao
Langmuir 1:1 para se obter as constantes de equilibrio de dissociagéo (Kps)
com o uso do software BlAevaluation v 4.1 (Biacore®), por exemplo.

Os ensaios AlphaScreen utilizam anticorpo nido marcado para
realizar uma competi¢do da interacao entre glébulos doadores de IgG biotini-
lada ligada a estreptavidina e glébulos receptores de FcyR-His-GST ligado
ao anti-GST. Um anticorpo anti-CD154 do tipo selvagem ou nativo (por e-
xemplo, um anticorpo 1gG1) é biotinilado usando métodos padronizados e
dialisado em PBS. Glébulos receptores de anti-GST e globulos doadores de
estreptavidina sao disponiveis por vendedores comerciais e podem ser usa-
dos em uma concentragao final de 20 pg/ml. FcyRI-His- GST, FcyRllla-His-
GST, FcyRIla-His-GST ou qualquer outro FcR marcado, em tamp&o de en-
saio 1x (por exemplo, HEPES 25 mM, NaCl 100 mM, BSA 0,1%, Tween 20
0,01%, pH 7,4), é distribuido em cada pogo de uma placa de 96 pogos até
uma concentragao final de 0,5 nM. Anticorpo anti-CD154 do tipo selvagem
ou nativo, anticorpo variante anti-CD154 ou tampao é preparado como dilui-
¢cOes de Y2 log em tampao de ensaio 1x, e dividido em aliquotas diretamente
em cada pogo. Apds breve centrifugagao, anticorpo anti-CD154 do tipo sel-
vagem biotinilado (por exemplo, um anticorpo IgG1) em tampéao de ensaio 1x
é adicionado a cada po¢o até uma concentragao final de 5§ nM. Cem pg/ml
de glébulos receptores de anti-GST s&do adicionados a cada pogo, e a placa
€ incubada no escuro por 1 hora em temperatura ambiente. Cem ug/ml de
glébulos doadores de estreptavidina sao adicionados a cada placa e, apds
breve centrifugagdo, a placa & incubada em temperatura ambiente por 1,5
hora. As amostras de reag¢ao sao transferidas para placas opacas brancas, e
a fluorescéncia é lida em uma leitora de microplacas Fusion® Alpha-FP HT
(Perkin Elmer). Os dados podem ser normalizados para o maior sinal (sem
competicio) e ajustados para um modelo de competi¢ao por um sitio usando
uma regressao nao linear com o software GraphPad Prism (GraphPad Soft-
ware), por exemplo.

Aqueles versados na técnica podem realizar os ensaios acima
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ou ensaios similares para medir a ligagao de variantes de anticorpo a qual-
quer FcR, incluindo, por exemplo, FcyRlia.
Ensaios de ligagéo de C1q

O ensaio de ligagdo de C1q pode ser realizado por revestimento
das placas de ELISA de 96 pogos Maxisorb (Nalge-Nunc Rochester, NY,
EUA) com 50 pl de ligante de CD154 solivel humano recombinante (Karpu-
sas e outros Structure, 15; 3 (12): 1.426 (1995) a 10 pg/mi de um dia para o
outro a 4°C em PBS. Os pogos sao aspirados e lavados trés vezes com
tampao de lavagem (PBS, Tween 20 0,05%) e bloqueados por pelo menos 1
hora com 200 pl/pogo de tampéo de bloqueio/diluente (Na,HPO,4 0,1 M, pH
7,0, NaCl 1 M, Tween 20 0,05%, gelatina 0,1%). O anticorpo a ser testado é
diluido em tampao de bloqueio/diluente comeg¢ando a 15 ug/mi com diluigées
de 3 vezes. Cinquenta pl sdo adicionados por pogo, e as placas s&o incuba-
das por 2 horas em temperatura ambiente.

Apoés aspiragdo e lavagem como acima, 50 ul/pogo de 2 pg/mi
de C1q humana Sigma (C0660) diluidos em tampac de bloqueio/diluente sdo
adicionados e incubados por 1,5 hora em temperatura ambiente. Apés aspi-
racao e lavagem como acima, 50 ul/pogo de anti-C1q de carneiro (Serotec
AHPO033), diluidos 3.560 vezes em tampao de bloqueio/diluente, sao adicio-
nados. Apods incubacgao por 1 hora em temperatura ambiente, os pogos séo
aspirados e lavados como acima. Cinquenta ul/pogo de anticorpo de macaco
de anti-lgG de carneiro conjugado @ HRP (Jackson ImmunoResearch 713-
035-147) diluidos até 1:10.000 em tampao de bloqueio/diluente sao entao adi-
cionados, e 0s pogos sao incubados por 1 hora em temperatura ambiente.

ApOs aspiracao e lavagem como acima, 100 pl de substrato de
TMB (420 yM de TMB, H,0, 0,004% em tamp&o de acetato de sdédio 0,1
M/acido citrico, pH 4,9) sdo adicionados e incubados por 2 minutos, antes de
a reagao ser interrompida com 100 ul de acido sulfirico 12 N. A absorbancia
é lida a 450 nm com um instrumento Softmax PRO, e o software Softmax &
usado para determinar a afinidade de ligagdo relativa (valor C) com um ajus-
te de 4 parametros.

Um ensaio de ligagdo de C1q alternativo utiliza ELISA para de-
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terminar a ligagcéo de anti-CD154 ao C1qg, mas nao usa CD154 como uma
ponte. Resumidamente, as placas de ensaio podem ser revestidas de um dia
para o outro a 4°C com um anticorpo variante ou um anticorpo parente (con-
trole) em tampao de revestimento. As placas podem entao ser lavadas e
bloqueadas. Apds a lavagem, uma aliquota de C1q humano pode ser adicio-
nada a cada po¢o e incubada por 2 horas em temperatura ambiente. Apos
uma lavagem adicional, 100 pl de um anticorpo de carneiro anti-C1q do
complemento conjugado a peroxidase podem ser adicionados a cada pogo e
incubados por 1 hora em temperatura ambiente. A placa pode ser novamen-
te lavada com tampao de lavagem, e 100 pl de tampao de substrato conten-
do OPD (dicloridrato de O-fenilenediamina (Sigma)) podem ser adicionados
a cada pogo. A reagaoc de oxidagcao, observada pelo surgimento de uma cor
amarela, evolui por 30 minutos e € interrompida pela adigao de 100 pl de
H.SO4 4,5 N. A absorbancia pode entao ser lida a (492-405) nm.

Um anticorpo variante exemplar € aquele que exibe uma "redu-
¢ao significativa da ligagao de C1g" neste ensaio. Uma reducgéo significativa
pode ser, em algumas modalidades, cerca de 100 pg/ml do anticorpo varian-
te exibirem uma reducgao de 50 vezes ou mais na ligagdo de C1q, compara-
dos com 100 pg/ml de um anticorpo de controle que possui uma regidao Fc
de IgG1 ndo mutada. Na modalidade mais preferida, o polipeptideo (isto &, o
anticorpo) variante ndo se liga ao C1q, isto €, 100 pg/ml do variante de anti-
corpo exibem uma reducgdo de cerca de 100 vezes ou mais na ligagéo de
C1q, comparados com 100 ug/mi do anticorpo de controle.

Ativacao de complemento e CDC

Para avaliar a ativagdo do complemento, pode ser realizado um
ensaio de citotoxicidade dependente de complemento (CDC), por exemplo,
como descrito em Gazzano-Santoro e outros, J. Immunol. Methods 202: 163
(1996). Resumidamente, varias concentragdes do polipeptideo (isto &, anti-
corpo) variante e de complemento humano podem ser diluidas com tampéao.
As células que expressam o antigeno ao qual o polipeptideo variante se liga
podem ser diluidas até uma densidade de cerca de 1 X 108 células/ml. Mis-
turas de polipeptideo variante, complemento humano diluido e células que
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expressam o antigeno podem ser adicionadas a uma placa de cultura de
tecido de 96 pogos de fundo chato e permanecem em incubagao por 2 horas
a 37°C e CO; 5% para facilitar a lise de complemento mediada por céluias.
Cinquenta pl de azul alamar (Accumed International) podem entao ser adi-
cionados a cada pogo e incubados de um dia para o outro a 37°C. A absor-
bancia € medida usando um fluorémetro de 96 pogos com excitagdo a 530
nm e emissao a 590 nm. Os resultados podem ser expressos em unidades
de fluorescéncia relativa (RFU). As concentragbes da amostra podem ser
computadas por uma curva-padrédo e o percentual de atividade comparado
com polipeptideo nao-variante é registrado para o polipeptideo variante de
interesse.

EXEMPLO 13: MAPEAMENTO DO SITIO DE LIGACAO DO ANTICORPO
342 NA PROTEINA CD154

Foram feitos experimentos para identificar os residuos de ami-

noacidos no CD154 humano que sdo importantes na ligagao de 342 com o
uso de CD154 proteinas quiméricas humanas-de camundongo. O anticorpo
342 se liga com alta afinidade ao CD154 humano, mas nao se liga ao CD154
de camundongo. Portanto, por mutacdo dos residuos de CD154 camundon-
go para aqueles dos residuos humanos correspondentes e medindo-se a
mudanca na afinidade da proteina mutada para 342, podem ser identificados
importantes residuos de ligagao. Foram selecionados seis grupos de mutan-
tes nos quais residuos humanos em regides selecionadas foram introduzidos
no CD154 solavel de camundongo (marcados em 1-6 na Figura 28). Protei-
nas ndo mutadas de CD154 solivel humano e de camundongo (sCD154)
também foram avaliadas. As diferentes proteinas sCD154 foram usadas em
experimentos Biacore® usando o anticorpo 342 (em um formato de IgG) i-
mobilizado no chip e com os sobrenadantes de sCD154 na fase de solugéo.
Os resultados demonstraram que a ligagao de 342 s6 ocorre com a introdu-
¢ao de residuos humanos do Grupo 5 em CD154 de camundongo.
EXEMPLO 14: ENSAIO DE BLOQUEIO CRUZADO COM ELISA DE COM-
PETICAO

Para demonstrar o bloqueio cruzado de Fab' de 342 e 5c8, utili-
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zou-se um ELISA de competicdo. Neste ensaio, o anticorpo anti-Myc 9E10
foi revestido em uma placa de ELISA. CD154 marcado com Myc foi captura-
do por esse anticorpo. Uma série de diluigdes de Fab' ndo marcado de 342
ou 5c8 foi incubada com Fab' de 342 com biotina 1 nM ou 5¢8 com biotina
0,3 nM na placa por duas horas em temperatura ambiente em PBS, Tween
20 0,05%, BSA 1%. A placa foi lavada e a quantidade de Fab de 5c8 biotini-
lado ligado foi determinada usando estreptavidina HRP como um secunda-
rio. O sinal foi colocado em um grafico e ajustado usando uma curva hiper-
bélica de ligagdo de um sitio ou uma curva hiperbdlica de ligagdo de dois
sitios ajustada no software Prism (Graph Pad).

Foi realizada uma titulagdo de Fab' de 342 biotina em CD154
para determinar a concentragéo adequada para a analise do bloqueio cruza-
do (Figura 29A). Verificou-se que uma concentragao de 1 nM estava na par-
te linear da curva. Também foi feita uma titulagao de Fab' de 5¢8 biotina em
CD154 para determinar a concentragido adequada para a analise do bio-
queio cruzado (Figura 29B). Verificou-se que uma concentragdao de 0,3 nM
estava na parte linear da curva. Em um experimento para analisar o blogueio
cruzado de Fab's de 342 biotina e 5¢8 biotina por Fab' de 342 ndo marcado,
Fab' de 342 inibiu a ligagdo de Fab' de 342 biotina com uma afinidade de
0,09 nM (Figura 29C). Fab' de 342 inibe a ligagao de 5c8 biotina com duas
afinidades, 0,134 nM e 76 nM (Figura 29C). O bloqueio cruzado de 342 bio-
tina por Fab' de 5¢8 ndao marcado € mostrado na Figura 29D. A concentra-
¢ao maxima de Fab' de 5c8 nessa curva, 50 nM, esta bem acima do ponto
de saturacéo para 5c8 e também esta bem acima da concentracéo de 1 nM
de 342 biotina. A auséncia de inibigdo completa nessas concentragoes suge-
re que 5c8 é incapaz de bloquear completamente todos os sitios de ligacao
de 342 em CD40L.
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REIVINDICAGCOES
1. Proteina de ligagdo de CD154, caracterizada pelo fato de que
compreende sequéncias de cadeia pesada CDR1, CDR2 e CDR3 seleciona-

das de:

a) SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4 e SEQ ID NO:5, respectivamen-
te;

b) SEQ ID NO:42, SEQ ID NO:43 e SEQ ID NO:44, respectiva-
mente; e

c) SEQ ID NO:48, SEQ ID NO:49 e SEQ ID NO:50, respectiva-
mente;

ou compreendendo sequéncias da cadeia leve CDR1, CDR2 e CDR3 sele-
cionadas de:
a) SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:7 e SEQ ID NO:8, respectivamen-

te;

b) SEQ ID NO:45, SEQ ID NO:46 e SEQ ID NO:47, respectiva-
mente; e

c) SEQ ID NO:51, SEQ ID NO:52 e SEQ ID NO:53, respectiva-
mente.

2. Proteina de ligagdo de CD154 de acordo com a reivindicagao
1, caracterizada pelo fato de que compreende sequéncias de cadeia pesada
CDR1, CDR2 e CDRS3 e cadeia leve CDR1, CDR2 e CDR3 selecionadas de:

a) SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4 , SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:6,
SEQ ID NO:7 e SEQ ID NO:8, respectivamente;

b) SEQ ID NO:42, SEQ ID NO:43 , SEQ ID NO:44, SEQ ID
NO:45, SEQ ID NO:46 e SEQ ID NO:47, respectivamente; e

c) SEQ ID NO:48, SEQ ID NO:49 , SEQ ID NO:50, SEQ ID
NO:51, SEQ ID NO:52 e SEQ ID NO:53, respectivamente.

3. Proteina de ligacao de CD154, caracterizada pelo fato de que
compreende:

a) uma sequéncia dominio Vu selecionada de SEQ ID NO: 1,
SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 29, SEQ ID
NO: 56, SEQ ID NO: 60 e uma sequéncia de aminoacido compreendendo
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um ou mais substituto conservativo que € pelo menos 90% idéntico a qual-
quer uma das SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO:
11, SEQ ID NO: 29, SEQ ID NO: 56, SEQ ID NO: 60; ou

b) sequéncia de dominio V, selecionada de SEQ ID NO: 2, SEQ
ID NO: 14, SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 54, SEQ ID NO: 58 e uma sequén-
cia de aminoacido compreendendo um ou mais substituto conservativo que é
pelo menos 90% idéntico a qualquer uma das SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO:
14, SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 54, SEQ ID NO: 58.

4. Proteina de ligagao de CD154 de acordo com a reivindicagao
3, caracterizada pelo fato de que compreende sequéncias de dominio Vy e
V. selecionadas de:

a) SEQ ID NO: 1 ou sequéncia de aminoacido compreendendo
um ou mais substituto conservativo que € pelo menos 90% idéntico a SEQ
ID NO: 1 e SEQ ID NO: 2 ou sequéncia de aminoacido compreendendo um
ou mais substituto conservativo que é pelo menos 90% idéntico a SEQ 1D
NO: 2, respectivamente;

b) SEQ ID NO: 11 ou sequéncia de aminoacido compreendendo
um ou mais substituto conservativo que € pelo menos 90% idéntico a SEQ
ID NO: 11 e SEQ ID NO: 2 ou sequéncia de aminoacido compreendendo um
ou mais substituto conservativo que € pelo menos 90% idéntico a SEQ ID
NO: 2, respectivamente;

¢) SEQ ID NO: 9 ou sequéncia de aminoacido compreendendo
um ou mais substituto conservativo que € pelo menos 90% idéntico a SEQ
ID NO: 9 e SEQ ID NO: 14 ou sequéncia de aminoacido compreendendo um
ou mais substituto conservativo que é pelo menos 90% idéntico a SEQ ID
NO: 14, respectivamente;

d) SEQ ID NO: 10 ou sequéncia de aminoacido compreendendo
um ou mais substituto conservativo que € pelo menos 90% idéntico a SEQ
ID NO: 10 e SEQ ID NO: 14 ou sequéncia de aminoacido compreendendo
um ou mais substituto conservativo que & pelo menos 90% idéntico a SEQ

ID NO: 14, respectivamente;
e) SEQ ID NO: 29 ou sequéncia de aminoacido compreendendo
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um ou mais substituto conservativo que € pelo menos 90% idéntico a SEQ
ID NO: 29 e SEQ ID NO: 30 ou sequéncia de aminoacido compreendendo
um ou mais substituto conservativo que é pelo menos 90% idéntico a SEQ
ID NO: 30, respectivamente;

f) SEQ ID NO: 56 ou sequéncia de aminoacido compreendendo
um ou mais substituto conservativo que é pelo menos 90% idéntico a SEQ
ID NO: 56 e SEQ ID NO: 54 ou sequéncia de aminoacido compreendendo
um ou mais substituto conservativo que € pelo menos 90% idéntico a SEQ
ID NO: 54, respectivamente; e

g) SEQ ID NO: 60 ou sequéncia de aminoacido compreendendo
um ou mais substituto conservativo que é pelo menos 90% idéntico a SEQ
ID NO: 60 e SEQ ID NO: 58 ou sequéncia de aminoacido compreendendo
um ou mais substituto conservativo que €& pelo menos 90% idéntico a SEQ
ID NO: 58, respectivamente.

5. Proteina de ligagdao de CD154, caracterizada pelo fato de que
compreende

a) uma sequéncia da cadeia pesada selecionada de SEQ ID
NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 72 e sequéncia de aminoacido com-
preendendo um ou mais substituto conservativo que é pelo menos 90% idén-
tico a qualquer uma das SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13 e SEQ ID NO: 72,
ou

b) uma sequéncia da cadeia leve selecionada de SEQ ID NO:
15, SEQ ID NO: 69 e sequéncia de aminoacido compreendendo um ou mais
substituto conservativo que é pelo menos 90% idéntico a SEQ ID NO: 15, ou
SEQ ID NO: 69.

6. Proteina de ligagdao de CD154 de acordo com a reivindicacao
5, caracterizada pelo fato de que compreende sequéncias de cadeias pesa-
das e leves selecionadas de:

a) SEQ ID NO: 12 ou sequéncia de aminoacido compreendendo
um ou mais substituto conservativo que & pelo menos 90% idéntico a SEQ
ID NO: 12 e SEQ ID NO 15 ou sequéncia de aminoacido compreendendo
um ou mais substituto conservativo que & pelo menos 90% idéntico a SEQ
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ID NQO: 15, respectivamente.

b) SEQ ID NO: 13 ou sequéncia de aminoacido compreendendo
um ou mais substituto conservativo que é pelo menos 90% idéntico a SEQ
ID NO: 13 e SEQ ID NO 15 ou sequéncia de aminoacido compreendendo
um ou mais substituto conservativo que é pelo menos 90% idéntico a SEQ
ID NO: 15, respectivamente e,

c) SEQ ID NO: 72 ou sequéncia de aminoacido compreendendo
um ou mais substituto conservativo que & pelo menos 90% idéntico a SEQ
ID NO: 72 e SEQ ID NO 69 ou sequéncia de aminoacido compreendendo
um ou mais substituto conservativo que € pelo menos 90% idéntico a SEQ
ID NO: 69, respectivamente.

7. Proteina de ligagdo de CD154 de acordo com qualquer uma
das reivindicagbées 3 a 6, caracterizada pelo fato de que o substituto conser-
vativo ndo esta dentro das CDRs.

8. Proteina de liga¢ao de CD154, caracterizada pelo fato de que
compreende sequéncias de cadeia pesada e leve de SEQ ID NO: 13 e SEQ
ID NO: 15, respectivamente.

9. Proteina de ligagao de CD154 de acordo com qualquer uma
das reivindicagdes 1 a 8, caracterizada pelo fato de que a proteina de liga-
¢ao é um anticorpo anti-CD154 ou um fragmento de ligagdao de antigeno do
mesmo.

10. Anticorpo anti-CD154 de acordo com a reivindicagao 9, ca-
racterizado pelo fato de que o anticorpo é selecionado de um anticorpo mo-
noclonal, um anticorpo quimérico, um anticorpo sensibilizado e um anticorpo
humanizado.

11. Anticorpo anti-CD154 de acordo com a reivindicagao 9, ca-
racterizado pelo fato de que o anticorpo é selecionado de um anticorpo mul-
timérico, um anticorpo heterodimérico, um anticorpo hemidimérico, um anti-
corpo tetravalente, um anticorpo biespecifico € um anticorpo de cadeia Uni-
ca; e derivados dos mesmos.

12. Fragmento de ligacéo de antigeno como definido na reivindi-

cacéo 9, caracterizado pelo fato de que o fragmento é selecionado de Fab,
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F(ab),, Fab’, F(ab’),, F(ab’)s, Fd, Fv e dominio anticorpo.

13. Anticorpo anti-CD154 ou fragmento de ligagdo de antigeno
de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 9 a 12, caracterizado pelo
fato de que é modificado por uma ligagéo covalente ou uma porg¢ao funcio-
nal.

14. Anticorpo anti-CD154 ou fragmento de ligagao de antigeno
de acordo com a reivindica¢ao 13, caracterizado pelo fato de que a porgédo
funcional é polietileno glicol ou um derivado de mesmo.

156. Anticorpo anti-CD154 ou fragmento de ligagdo de antigeno
de acordo com a reivindicagéao 14, caracterizado pelo fato de que o fragmen-
to de ligagao de antigeno € um Fab’ em que um grupo tiol em uma regiao de
dobradiga modificada é covalentemente ligado a um grupo maleimida que é
covalentemente ligado a um residuo de lisina, em que um polimero de meto-
xipoli(etilenoglicol) tendo um peso molecular de aproximadamente 20.000 Da
¢é ligado a cada grupo amino da lisina.

16. Proteina de ligacao de CD154 de acordo com a reivindica-
¢ao 1 ou 2, caracterizada pelo fato de que a proteina de ligagdo compreende
um dominio de estrutura de uma proteina nao-imunoglobulina

17. Proteina de ligacao de CD154 de acordo com a reivindica-
¢édo 1 ou 2, caracterizada pelo fato de que a proteina de ligacao & desprovi-
da de uma regido Fc imunoglobulina.

18. Proteina de ligagdo de CD154 de acordo com a reivindica-
¢éo 1 ou 2, caracterizada pelo fato de que a proteina de ligagdo compreende
uma regiao Fc imunoglobulina selecionada de regiées Fc de 1gG1, 1gG2,
IgG3 e IgG4, ou derivada de regides Fc de 1gG1, 1gG2, IgG3 e IgG4.

19. Proteina de ligacdo de CD154 de acordo com a reivindica-
cédo 1 ou 2, caracterizada pelo fato de que a proteina de ligacao ainda com-
preende uma regiao Fc variante que confere fungao efetora reduzida compa-
rada com uma regiao Fc nativa ou parental.

20. Proteina de ligagdo de CD154 de acordo com a reivindica-
cao 19, caracterizada pelo fato de que a regido Fc variante € uma regiao

Fc hibrida que compreende sequéncias de mais de um tipo de dominio
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Fc de Ig.

21. Proteina de ligagdo de CD154 de acordo com qualquer uma
das reivindicagdes 1 a 20, caracterizada pelo fato de que a proteina de liga-
¢ao nao é glicosilada.

22. Proteina de ligagdo de CD154 de acordo com a reivindica-
¢ao 19 ou 20, caracterizada pelo fato de que a fungao efetora reduzida é
ligacdo reduzida a um receptor Fc (FcR).

23. Proteina de ligagdo de CD154 de acordo com a reivindica-
¢ao 19 ou 20, caracterizada pelo fato de que a fungao efetora reduzida &
ligagé@o reduzida a uma proteina do complemento.

24. Proteina de ligacdo de CD154, anticorpo anti-CD154 ou
fragmento de ligagcao de antigeno de acordo com qualquer uma das reivindi-
cagdes 1 a 23, caracterizada pelo fato de que a proteina de ligagéo, anticor-
po ou fragmento esta ligado a uma porgao funcional.

25. Proteina de ligagao de CD154 que se liga ao mesmo epitopo
de CD154 humano como uma proteina de ligagéo, caracterizada pelo fato de
que compreende

(a) uma sequéncia dominio Vy da SEQ ID NO: 1 e uma sequén-
cia dominio V_da SEQ ID NO: 2;

{b) uma sequéncia dominio Vy da SEQ ID NO: 56 e uma se-
quéncia dominio V| da SEQ ID NO: 54; ou

(c) uma sequéncia dominio Vy da SEQ ID NO: 60 e uma se-
quéncia dominio V; da SEQ ID NO: 68; e

em que, quando a proteina de ligagdo de CD154 esta presente
em condigbes de saturagdo ou acima delas para ligagdo de CD154 humano
com base em sua afinidade de ligacéo,

a proteina de ligacao CD154 blogueia a ligacdo do anticorpo
monoclonal 5¢8 (N° de Acesso na ATCC HB 10916) ao CD154 quando adi-
cionada ao CD154 humano primeiro, e desloca o anticorpo monoclonal 5¢c8
(N° de Acesso na ATCC HB 10916) ligado ao CD154 humano quando adi-
cionada depois do anticorpo monoclonal 5¢8 (N° de Acesso na ATCC HB

109186) ser adicionado;
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€ em que a proteina de ligagdo ndo € um anticorpo monoclonal
5c8 (N° de Acesso na ATCC HB 10916).

26. Proteina de ligacdo de CD154 de acordo com a reivindica-
¢ao 25, caracterizada pelo fato de que possui pelo menos uma das seguin-
tes propriedades:

(a) liga-se ao CD154 humano com uma afinidade de K4 = 50 pM
ou uma maior afinidade como determinada por ressonancia de plasmdnio
usando a proteina de ligagao CD154 como o ligante e o dominio extracelular
do CD154 como o analito;

(b) possui um IC50 de 35 ng/mL ou menos como determinado
através de sua habilidade de inibir a ligagdo do CD40 ao CD154 expressan-
do as células Jurkat D1.1;

(c) possui um IC50 de 192 ng/mL ou menos como determinado
através de sua habilidade de inibir CD40-CD154 mediada por suprarregula-
¢ao do ICAM-1 expressa na superficie de células B;

(d) causa menor agregacgao de plaquetas em comparagdo com
anticorpo monoclonal 5¢8 (N° de Acesso na ATCC HB 10916) ou humaniza-
do 5¢8; e

(e) possui funcdo efetora reduzida comparada com 5c8 (N° de
Acesso na ATCC HB 10916) ou humanizado 5c8;

em que a proteina de ligagdo nao & anticorpo monoclonal 5c8
(N° de Acesso na ATCC HB 10916).

27. Molécula de acido nucléico, caracterizada pelo fato de que
codifica a proteina de ligagao de CD154, o anticorpo anti-CD154 ou o frag-
mento de ligagdo de antigeno como definido em qualquer uma das reivindi-
cagdes 1 a 26.

28. Molécula de DNA, caracterizada pelo fato de que compreen-
de uma sequéncia selecionada de SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17, SEQ ID
NO: 18, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 22,
SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 25, SEQ ID NO: 26, SEQ ID
NO: 27, SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 33,
SEQ ID NO: 34, SEQ ID NO: 41, SEQ ID NO: 55, SEQ ID NO: 57, SEQ ID
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NO: 59, SEQ ID NO: 61, SEQ ID NO: 70, SEQ ID NO: 73 ou compreende
uma sequéncia selecionada de uma sequéncia pelo menos 90% idéntica a,
SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19, SEQ ID
NO: 20, SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 24,
SEQ ID NO: 25, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 28, SEQ ID
NO: 31, SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 34, SEQ ID NO: 41,
SEQ ID NO: 55, SEQ ID NO: 57, SEQ ID NO: 59, SEQ ID NO: 61, SEQ ID
NO: 70 ou SEQ ID NO: 73.

29. Vetor, caracterizado pelo fato de que compreende a molécu-
la de acido nucléico como definida na reivindicagdo 27 ou a molécula de
DNA como definida na reivindicagdo 28.

30. Célula hospedeira, caracterizada pelo fato de compreende o
vetor como definido na reivindicagéo 29.

31. Método para a producdo de uma proteina de ligacao de
CD154, caracterizado pelo fato de que compreende

(a) cultivo de uma célula hospedeira como definida na reivindi-
cacgao 30, sob condi¢cdes adequadas a expressao da proteina de ligagao de
CD154 pela célula hospedeira; e

(b) recuperacgao da proteina de ligagdo CD154.

32. Método de acordo com a reivindicacéao 31, caracterizado pe-
lo fato de que a célula hospedeira € uma célula procariética ou uma célula
eucaridtica.

33. Composicao, caracterizada pelo fato de que compreende a
proteina de ligagcdo CD154, o anticorpo anti-CD154 ou o fragmento de liga-
cao de antigeno como definido em qualquer uma das reivindicagcdes 1 a 26 e
um veiculo farmaceuticamente aceitavel.

34. Composicao de acordo com a reivindicagao 33, caracteriza-
da pelo fato de que compreende ainda um composto ou agente imunossu-
pressor ou imunomodulador adicional.

35. Uso da proteina de ligagado CD154, do anticorpo anti-CD154
ou do fragmento de ligagdo de antigeno como definido em qualquer uma das
reivindicagbes 1 a 26 ou da composicdo como definida na reivindicagao 33,
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caracterizado pelo fato de ser no preparo de um medicamento para o trata-
mento ou prevengéo de uma condigdo humana, distlrbio ou uma doenga
mediada no todo ou em parte por sinalizacdo de CD40, ou um sintoma de
qualquer um dos citados anteriormente.

36. Uso de acordo com a reivindicagao 35, caracterizado pelo
fato de que a condigao, disttrbio ou doenga & uma resposta autoimune ou
inflamatéria ou fibrose.

37. Uso de acordo com a reivindica¢do 36, caracterizado pelo
fato de que a resposta autoimune ou inflamatéria ou fibrose & selecionada de
artrite reumatdide, lGpus eritematoso sistémico, espondiloartrite, doencga in-
flamatdria do intestino, doenga de Crohn, psoriase e esclerose multipla.
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FIG. 1

Sequéncias de CDR para o anticorpo anti-CD154 342

)

Numero do

identificador de seqiiéncia | D€SCrgao Seqliéncia
ID. DE SEQ. N°: 3 CDR-H1 GFSSTNYHVH
ID. DE SEQ. N 4 CDR-H2 VIWGDGDTSYNSVLKS
ID. DE SEQ. N § CDR-H3 QLTHYYVLAA
ID. DE SEQ. N°: 6 CDR-L1 RASEDLYYNLA
ID. DE SEQ. N°: 7 CDR-L2 DTYRLAD
ID. DE SEQ. N°: 8 CDR-L3 QQYYKFPFT

Seqiliéncias de CDR para o anticorpo anti-CD154 381

e e vy = — -

\dentificador o geozqﬁéncia Descriggo Seqiiéncia
ID. DE SEQ. N° 42 CDR-H1 GFTFSDYYMA
iD. DE SEQ. N° 43 CDR-H2 SISYEGSSTYYGDSVKG
ID. DE SEQ. N°: 44 CDR-H3 HDDSPGYYFDY
ID. DE SEQ. N> 45 CDR-L1 LAGEDISNVLA
ID. DE SEQ. N 46 CDR-L2 AANRLQD .
_ ID. DE SEQ. N°: 47 CDR-L3 QQTFRYPLT

Seqﬂénciasidhe CDR para o anticorpo anti-CD154 338

e - — g -~ =

Namero do

identificador de seqliéncia Descngao Seqiéncia

ID. DE SEQ. N°: 48 CDR-H1 GFSLTSHHIS

ID. DE SEQ. N°: 40 CDR-H2 VMWNDGGTLYNSALKS
_ID. DE SEQ. N°: 50 CDR-H3 GKMHYYVLDA

ID. DE SEQ. N°*; §1 CDR-L1 RTSEDIYSNLA

ID. DE SEQ. N°: 52 CDR-L2 DTNRLAD

ID. DE SEQ. N°: 53 CDR-L3 QHYSNFPWT
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FIG. 2
Sequéncias do anticorpo anti-CD154 de rato 342
Numero do
identificador de Descricao Sequéncia
seqliéncia
'D.DE Regigo VH QVQLKESGPGLVQPSETLSLTCTVSGFSSTNYHVHWVRQPPGKSLEW
SEQ Nois | do Ab de MGV IWGDGDTSYNSVLKSRLS ITRDTSRSQVFLKMSSLQTEDTATYY
atggctgtcctggtgctgttgctctgectgatgacattteccaagetg
tgtcectgtececcaggtgecagctgaaggagtcaggacectggectggtge
Regidao VH agccctcagagaccctgtctctcacctgecactgtctetgggttctca
ID. DE do Ab de tcaaccaattatcatgtgcactgggttcgacagecctccaggaaaaag
SEQ. N°34 RATO 342 com| tcttgagtggatgggagtaatatggggtgatggagacacatcatata
seqléncia attcagttctcaaatcccgactgagcatcaccagggacacctccagg
sinalizadora | agccaagttttcttaaaaatgagcagtctgcaaacggaggacactgc
cacctactattgtgeccaggcaattgactcattactatgttctggcetg
cctggggtcaaggagcttcagtcactgteteg
v caggtgcagctgaaggagtcaggacctggcctggtgcagcecctcaga
Regigo VH gaccctgtctctcacctgcactgtcectectgggttetecatcaaccaatt
do Ab de atcatgtgcactgggttcgacagcctccaggaaaaagtcttgagtgg
ID.DE . | RATO 342 | atgggagtaatatggggtgatggagacacatcatataattcagttct
SEQ. N®:32 sem caaatcccgactgagcatcaccagggacacctccaggageccaagttt
seqliéncia tcttaaaaatgagcagtctgcaaacggaggacactgccacctactat
sinalizadora tgtgccaggcaattgactcattactatgttctggctgcecctggggtca
. aggagcttcagtcactgtctcg
se‘gﬁ Ne30 "Regido VL | DIQMTQSPASLSASLGETVTVECRASEDLY YNLAWYQRKPGNSPQLL
(leve 342 do Ab de IYDTYRLADGVPSRFSGSGSGTQYSLKINTLPSGDVASYFCQQYYKF
na Figura 9) RATO 342 PFTFGSGTKLELK
atgggtgtgcccactcatctectggggttgttgectactgtggattac
Regio VL agatgccatatgtgacatccagatgacacagtctccagecttccctgt
do Ab de ctgcatctctgggagaaactgtcaccgtcgaatgtcgagcaagtgag
D. bE RATO 342 gacctttactataatttagcgtggtatcagcggaaaccagggaactc
SEQ' N33 com tcctcaactectgatctatgatacatataggttggcagatggggtcec
T seqiiéncia catcacggttcagtggcagtgggtctggcacacagtattctctaaag
sinalizadora ataaacaccctgccatctggagatgtcgcaagttatttctgtcaaca
gtattacaaatttccattcacgttcggctcagggaccaagctggaac
tgaaa - )
Regiéo VL gacatccagatgacacagtctccagcttcectgtctgcatctctggyg
do Ab de agaaactgtcaccgtcgaatgtcgagcaagtgaggacctttactata
RATO atttagcgtggtatcagcggaaaccagggaactctcctcaactectg
SElg 5531 342 sem atctatgatacatataggttggcagatggggtcccatcacggttcag
B <> tggcagtgggtctggcacacagtattctctaaagataaacaccctge
sequencia catctggagatgtcgcaagttatttctgtcaacagtattacaaattt
sinalizadora | ccattcacgttcggctcagggaccaagctggaactgaaa
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FIG. 3
Sequéncias da Framework receptora
Numero do ) e ) . .
identificador de Descrigao Sequéncia
sequéncia_ .
ID. DE SEQ. N°35 | Framework receptora DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISSYLNWYQQOK
211012 de VK1 2-1-(1) 012 | PGKAPKLLIYAASSLOSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSL
na Figura 9) JK1 humano QPEDFATYYCQQSYSTPWTFGQGTKVEIK

ID. DE SEQ. N®:36

Framework receptora
de VK1 2-1-(1) 012
Jk1 humano

gacatccagatgacccagtctccatccteccctgtce
tgcatctgtaggagacagagtcaccatcacttgcc
gggcaagtcagagcattagcagctatttaaattgg
tatcagcagaaaccagggaaagcccctaagctcct
gatctatgctgecatccagtttgcaaagtggggtcce
catcaaggttcagtggcagtggatctgggacagat
ttcactctcaccatcagcagtctgcaacctgaaga
ttttgcaacttactactgtcaacagagttacagta
ccccttggacgttcggccaagggaccaaggtggaa
atcaaa

1D. DE SEQ. N°:37

Framewaork receptora
de VH3 1-1 3-66

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTVSSNYMSWVRQ
APGKGLEWVSVIYSGGSTYYADSVKGRFTISRDNSKNTL

nSF:gﬁ 269) Jh4 humano YLOMNSLRAEDTAVYYCARYFDYWGQGTLVTVS
gaggtgcagctggtggagtctgggggaggcttggt
ccagcctggggggtceccectgagactectectgtgecag
cctcectggattcaccgtcagtagcaactacatgagce
Framework tgggtccgeccaggeteccagggaaggggectggagtg
receptora ggtctcagttatttatagcggtggtagcacatact
ID. DE SEQ. N°:38 d%x":i’u}rﬁaﬁfs acgcagactccgtgaagggcagattcaccatctec

agagacaattccaagaacacgctgtatcttcaaat
gaacagcctgagagccgaggacacggctgtgtatt
actgtgcgagatactttgactactggggccaggga
accctggtcaccgtctcecce

ID. DE SEQ. N°:39

Framework receptora
de VH4 1-1 4-59

QVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISSYYWSWIRQ
PPGKGLEWIGYIYYSGSTNYNPSLKSRVTISVDTSKNQF

1-1 4-59

ng'qguﬁag) Jhd4 humano SLKLSSVTAADTAVYYCARYFDYWGQGTLVTVS
caggtgcagctgcaggagtcgggcccaggactggt
gaagccttecggagaccetgtcccectcacctgeactg
Framework tctectggtggctceccatcagtagttactactggagce
receptora de tggatccggcagcccccagggaagggactggagtg
VH4a 1 4-59 gattgggtatatctattacagtgggagcaccaact
ID. DE JH -14-5 acaacccctecectcaagagtcecgagtcaccatatca
SEQ. N°: 40 4 humano | gragacacgtccaagaaccagttctccctgaaget

gagctctgtgaccgctgecggacacggccgtgtatt
actgtgcgagatactttgactactggggccaggga
accctggtcaccgtctcecce
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FIG. 4

Enxertos de CDR de 342 baseados em frameworks receptoras

.

[ NuUmers a5
identificador
de sequéncia

Descrigao

Seqiliéncia

ID. DE SEQ. N°: 10
(VH3 gH7 na
Figura 8)

Enxerto somente da
CDR da cadeia pesada
CDR baseado na framework
receptora de VH3 1-1 3-66 JH4

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFSSTNYHVHWVRQA
PGKGLEWVSVIWGDGDTSYNSVLKSRFTISRDNSKNTLYL
QMNSLRAEDTAVYYCARQLTHYYVLAAWGQGTLVTVS

ID. DE SEQ.
N°: 20

Enxerto somente da
CDR da cadeia pesada
CDR baseado na
framework
receptora de
Vh3 1-1 3-66 JH4

gaggtgcagctggtcgagtctggaggcgggcttgtcecage
ctggtgggagcctgcgtctctcttgtgcagecgageggcett
cagctctaccaattaccatgtgcactgggtgcgtcaggca
cctgggaagggcctggagtgggtgagtgttatttggggcg
acggcgatacatcctacaactcecgtcectgaagagecgttt
caccatttcccgtgacaactcaaagaataccctttacctce
cagatgaactctctccgecgcagaggacacagcagtctatt
actgtgcacgtcaactgacccactattacgttttggcagc
ctggggtcaagggactctggtcacagtctceg

ID. DE SEQ.
N°: 9

Enxerto somente da
CDR da cadeia pesada
CDR baseado na
framework receptora
de VH4 1-1 4-53 JH4

OVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGFSSTNYHVHWI
RQPPGKGLEWIGVIWGDGDTSYNSVLKSRVTISVDTS
KNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARQLTHYYVLAAWGQG
TLVTVS

ID. DE SEQ.
Ne: 19

Enxerto somente
da
CDR da cadeia
pesada

CDR baseado na
framework
receptora de

VH4 1-1 4-59 JH4

caggtgcagctgcaggagtctggaccggggecttgtea
agcctagtgagaccctgagectcacttgtaccgtgag
cggcttcagctctaccaattaccatgtgcactggatt
cgtcagccacctgggaagggcctggagtggattggtg
ttatttggggcgacggcgatacatcctacaactccecgt
cctgaagagcegtgtcaccatttceccgttgacacctca
aagaatcaattttccctcaagttgagctctgtcaccg
cagcggacacagcagtcectattactgtgcacgtcaact
gacccactattacgttttggcagecctggggtcaaggyg
actctggtcacagtctcg

iD. DE SEQ.
N°: 14 (VK1
gL3 na Figura 9)

Enxerto somente
da CDR da cadeia leve
CDR baseado na
framework receptora de
VK1 2-1-(1) 012 JK

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASEDLYYNLAWYQ
QKPGKAPKLLIYDTYRLADGVPSRFSGSGSGTDFTLT
ISSLQPEDFATYYCQQYYKFPFTFGOQGTKVEIK

ID. DE SEQ.
N°: 16

Enxerto somente da
CDR da cadeia leve
CDR baseado na
framework receptora
de VK1 2-1-(1) 012 JK1

gatatccagatgacccagagtccaagcagtctctecg
ccagcgtaggegatcecgtgtgactattacctgtcecgtge
cagtgaggacctctattacaacctggcctggtatcag
caaaaaccgggcaaagccccgaagectgctcatctatg
atacgtaccgcctggctgacggtgtgccaagccgttt
cagtggcagtggcagcggtactgactttaccctcaca
atttcgtctctccagcecggaagatttcecgeccacttact
attgtcagcaatattacaagttccctttcaccttcgg
tcagggcactaaagtagaaatcaaa
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FIG. 5

gH1 de 342 baseada em frameworks receptoras

Numero do
identificador
de seqléncia

Descricao

Sequéncia

ID. DE SEQ.
N°: 1 (VH3 gHA1
na Figura 9)

gH1 baseado na
framework receptora
de VH3 1-1 3-66 JH4

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAVSGFSSTNYHV
HWVRQAPGKGLEWMGVIWGDGDTSYNSVLKSRFT
ISRDTSKNTVYLOMNSLRAEDTAVYYCARQLTHY
YVLAAWGQGTLVTVS

ID. DE SEQ.
N°: 22

gH1 baseado na
framework receptora
de VH3 1-1 3-66 JH4

gaggtgcagctggtcgagtctggaggcgggettgtece
agcctggtgggagcctgegtctetcettgtgecagtgag
cggcttcagctctaccaattaccatgtgcactgggtyg
cgtcaggcacctgggaagggcctggagtggatgggtg
ttatttggggcgacggcgatacatcctacaactccgt
cctgaagagccgtttcaccatttcccgtgacacctca
aagaataccgtttacctccagatgaactctctccgeg
cagaggacacagcagtctattactgtgcacgtcaact
gacccactattacgttttggcagcctggggtcaaggg
actctggtcacagtctcg

ID. DE SEQ.
N°: 11
(VH4 gH1 na
Figura 9)

gH1 baseado na
framework receptora
de VH4 1-1 4-59 JH4

QVQLOESGPGLVKPSETLSLTCTVSGFSSTNYHV
HWIRQPPGKGLEWMGVIWGDGDTSYNSVLKSRVT
ISRDTSKNQVSLKLSSVTAADTAVYYCARQLTHY
YVLAAWGQGTLVTVS

ID. DE SEQ.
Ne: 21

gH1 baseado na
framework receptora
de VH4 1-1 4-58 JH4

caggtgcagctgcaggagtctggaccggggcttg
tcaagcctagtgagaccctgagectcacttgtac
cgtgagcggcttcagctctaccaattaccatgtg
cactggattcgtcagccacctgggaagggccectgg
agtggatgggtgttatttggggcgacggcgatac
atcctacaactccgtcctgaagagecgtgtcecace
atttcccgtgacacctcaaagaatcaagtttcecc
tcaagttgagctctgtcaccgcagcggacacage
agtctattactgtgcacgtcaactgacccactat
tacgttttggcagcctggggtcaagggactctgg
tcacagtctcg
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FIG. 6

342 gL4

Numero do
identificador de Descrigdo Seqiiéncia
sequencla.

D. DE SEQ DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASEDLYYNLA

N 2 (VK1 gl Leve variavel WYQRKPGKAPKLLIYDTYRLADGVPSRFSGSGSG

na Figura 9) de gL4 TDYTLTISSLQPEDFASYYCQQYYKFPFTFGQGT
KVEIK

gatatccagatgacccagagtccaagcagtctct
cecgccagcgtaggcgatcgtgtgactattacctg
tcgtgecagtgaggacctctattacaacctggce
tggtatcagcgtaaaccgggcaaagccceccgaadgce
ID. DE SEQ. L iavel tgctcatctatgatacgtaccgecctggctgacgg
N°- 17 eve variave tgtgccaagccgtttcagtggcagtggcageggt

de gL4 actgactataccctcacaatttcgtcectctecage
cggaagatttcgecctcttactattgtcagcaata
ttacaagttccctttecacctteggtcagggecact
aaagtagaaatcaaa

atgaaaaagacagctatcgcaattgcagtggcct
tggctggtttcgctaccgtagcgcaagctgatat
ccagatgacccagagtccaagcagtctctecgec
agcgtaggcgatcgtgtgactattacctgtegtg
ccagtgaggacctctattacaacctggcctggta
e tcagcgtaaaccgggcaaagccccgaagctgetc
Ne°: 25 COdmcao atctatgatacgtaccgcctggctgacggtgtge
Pep?dEO caagccgtttcagtggcagtggcagcggtactga
sinalizador ctataccctcacaatttecgtctctccageeggaa
sublinhada gatttcgectettactattgtcagcaatattaca
agttccecctttcaccttecggtcagggcactaaagt
agaaatcaaa

gL4 Sequiéncia da
leve variavel com
ID. DE SEQ. a seqléncia que
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FIG.7

Seqiiéncias de 342

Numero do
identificador
de seqiiéncia

Descrigao

Seqiiéncia

ID. DE SEQ.
N°: 15

Cadeia leve de
342gL4
(incluindo a
regiao
constante)

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASEDLYYNLAWYQ
RKPGKAPKLLIYDTYRLADGVPSRFSGSGSGTDYTLT
ISSLQPEDFASYYCQQYYKFPFTFGQGTKVEIKRTVA
APSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQW
KVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKAD
YEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

ID. DE SEQ.
N°: 18

Cadeia leve de
342gL4
(incluindo
aregiao
constante)

atgaaaaagacagctatcgcaattgcagtggccttggcetg
gtttegctaccgtagegcaagetgatateccagatgaccca
gagtccaagcagtctcteccgeccagegtaggcgatcecgtgtg
actattacctgtcgtgccagtgaggacctctattacaacce
tggcctggtatcagecgtaaaccgggcaaagcceccgaagct
gctcatctatgatacgtaccgeectggetgacggtgtgeca
agccgtttcagtggcagtggcagcggtactgactataccce
tcacaatttcgtctctccagccggaagatttcgectctta
ctattgtcagcaatattacaagttccctttcaccttcggt
cagggcactaaagtagaaatcaaacgtacggtagcggccc
catctgtcttcatcttececegecatctgatgagcagttgaa
atctggaactgcctctgttgtgtgectgctgaataacttce
tatcccagagaggccaaagtacagtggaaggtggataacg
cccteocaatecgggtaactcececcaggagagtgtcacagagca
ggacagcaaggacagcacctacagcctcagcagcaccecectg
acgctgagcaaagcagactacgagaaacacaaagtctacg
cctgcgaagtcacccatcagggcctgagctcaccagtaac
aaaaagttttaatagaggggagtgt

ID. DE SEQ.
N°: 12

Cadeia pesada de
Fab de 342gH1
(sem dobradica)
(incluindo regido

constante)

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAVSGFSSTNYHVHWV
ROAPGKGLEWMGVIWGDGDTSYNSVLKSRFTISRDTS
KNTVYLOMNSLRAEDTAVYYCARQLTHYYVLAAWGQG
TLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVK
DYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSS
VVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSC
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FIG. 7 (continuacdo)

NOmero do
identificador de
seqléncia

Descrigio

Seqléncia

ID. DE SEQ.
Ne: 26
(ID. DE SEQ.
N°: 23 sem
seqléncia
sinalizadora)

Cadeia pesada
do Fab de 342gH1
(sem dobradiga)
(incluindo regido
constante)

atgaagaagactgctatagcaattgcagtggcgctagctggt

ttcgccaccgtggecgcaagcectgaggttcagectggtegagtcet
ggaggcgggcttgtccagecctggtgggagecctgecgtctctet
tgtgcagtgagcggcttcagctectaccaattaccatgtgcecac
tgggtgcgtcaggeacctgggaagggcectggagtggatggge
gttatttggggcgacggcgatacatcctacaactcegtectg
aagagccgtttcaccatttcecccgtgacacctcaaagaatacc
gtttacctccagatgaactctctocgegcagaggacacageca
gtctattactgtgcacgtcaactgacccactattacgttttg
gcagcctggggtcaagggactctggtcacagtetegageget
tctacaaagggcccatcggtecttecececctggecacecctectec
aagagcacctctgggggcacagcggeccctgggectgectggtce
aaggactacttcccecgaaccggtgacggtgtecgtggaactca
ggcgccctgaccagcggcgtgecacaccttececggetgtecta
cagtcctcaggactctactcecctcagecagegtggtgacegtg
ccctecagecagecttgggcacccagacctacatctgcaacgtyg
aatcacaagcccagcaacaccaaggtcgacaagaaagttgag
cccaaatcttgt

iD. DE SEQ.
N°: 13

Cadeia pesada
de Fab’' de 342gH1
(incluindo regido
constante)

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAVSGFSSTNYHVHWVRQ
APGKGLEWMGVIWGDGDTSYNSVLKSRFTISRDTSKNTV
YLOMNSLRAEDTAVYYCARQLTHYYVLAAWGQGTLVTVS
SASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVT
VSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLG
TQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCAA

ID. DE SEQ.
Ne: 27 (ID. DE
SEQ. N% 24
sem sequiéncia
sinalizadora)

Cadeia pesada
de Fab'
de 342gH1
(incluindo regiao
constante)

atgaagaagactgctatagcaattgcagtggcgectagctggt
ttcgccaccgtggcgcaagctgaggttcagctggtcgagtet
ggaggcgggcttgtceccagectggtgggagectgecgectetet
tgtgcagtgagcggcttcagctctaccaattaccatgtgecac
tgggtgcgtcaggcacctgggaagggcctggagtggatgggt
gttatttggggcgacggcgatacatcctacaactceccecgtectg
aagagccgtttcaccatttcccgtgacacctcaaagaatacc
gtttacctccagatgaactctcectecgegcagaggacacageca
gtctattactgtgcacgtcaactgacccactattacgttttyg
gcagcctggggtcaagggactctggtcacagtctcgagegcet
tctacaaagggcccatcggtcttcceccecctggcaccectecectec
aagagcacctctgggggcacageggceccctgggctgecctggtce
aaggactacttccccgaaccggtgacggtgtegtggaacteca
ggcgccctgaccagcggecgtgcacaccttcececeggetgtecta
cagtcctcaggactctacteccctcagcagecgtggtgaccgtg
cccteocagecagettgggecacccagacctacatctgcaacgtg
aatcacaagcccagcaacaccaaggtcgacaagaaagttgag
cccaaatcttgtgacaaaactcacacatgcgccgcg




51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851
901
951

1001
1051
1101
1151
1201
1251
1301
1351
1401
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FIG. 8

ID. DE SEQ. N°; 28: seqiéncia do DNA do vetor
de Fab de 342gL4gH1 (sem dobradiga)

atgaaaaaga

cagctatcgce

aattgcagtg

gecttggetg gtttcecgctac

cgtagcgcaa

gCtGATATCC

ccagcgtagg
tattacaacc
gctcatctat
gtggcagtgg
ccggaagatt
caccttcggt
catctgtctt
gcctectgttg
acagtggaag
tcacagagca
acgctgagca
cacccatcag
agtgttaaaa

cgatcgtgtg
tggccectggta
gatacgtacc
cagcggtact
tcgcctctta
cagggcacta
catctteceg
tgtgcctget
gtggataacg
ggacagcaag
aagcagacta
ggcctgagcect
tgaagaagac

agatgaccca
actattacct
tcagcgtaaa
gcctggcetga
gactataccc
ctattgtcag
aagtagaaat
ccatctgatg
gaataacttc
ccetceccaate
gacagcacct
cgagaaacac
caccagtaac
tgctatagca

gagtccaagc
gtcgtgccag
ccgggcaaag
cggtgtgcca
tcacaatttc
caatattaca
caaaCGTACG
agcagttgaa
tatcccagag
gggtaactcc
acagcctcag
aaagtctacg
aaaaagtttt
attgcagtgg

agtctctccyg
tgaggacctc
ccccgaagct
agccgtttca
gtctctccag
agttcccttt
gtagcggccc
atctggaact
aggccaaagt
caggagagtg
cagcaccctg
cctgcgaagt
aatagagggg
cgctagectgg

tttcgccacc

gtggcgcaag ctgaggttCA

ggcttgtcca
ttcagctcta
gggcctggag
actccgtcecct
accgtttacc
ttactgtgca
aagggactct
ttcecectgg
gggctgccetg
actcaggcgce
tcctcaggac
cttgggcacc
ccaaggtcga

gcctggtggyg
ccaattacca
tggatgggtg
gaagagccgt
tccagatgaa
cgtcaactga
ggtcacagtC
caccctectce
gtcaaggact
cctgaccagce
tctactcect
cagacctaca
caagaaagtt

agcctgcecgtce
tgtgcactgg
ttatttgggyg
ttcaccattt
ctctctcecege
cccactatta
TCGAGcgctt
caagagcacc
acttcceccga
ggcgtgcaca
cagcagcgtyg
tctgcaacgt
gagcccaaat

GCTGgtcgag
tctettgtge
gtgcgtcagg
cgacggcgat
cccgtgacac
gcagaggaca
cgttttggca
ctacaaaggg
tctgggggca
accggtgacg
ccttcecggce
gtgaccgtgce
gaatcacaag
cttgttaa

tctggaggcg
agtgagcggce
cacctgggaa
acatcctaca
ctcaaagaat
cagcagtcta
gcctggggte
cccateggte
cagcggccct
gtgtcgtgga
tgtcctacag
cctccagcag
cccagcaaca
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FIG. 8 (continuagao)

ID. DE SEQ. N°: 41: seqgiiéncia do DNA do vetor de Fab' de 342gL4gH1
1 atgaaaaaga cagctatcgc aattgcagtg gccttggctg gtttcgctac
51 cgtagcgcaa gctGATATCc agatgaccca gagtccaagce agtctctccg
101 ccagcgtagg cgatcgtgtg actattacct gtcecgtgceccag tgaggacctce
151 tattacaacc tggcctggta tcagcecgtaaa ccgggcaaag ccccgaagcet
201 gctcatctat gatacgtacc gecctggctga cggtgtgcca agccgtttca
251 gtggcagtgg cagcggtact gactataccc tcacaatttc gtctctcecag
301 ccggaagatt tcgectctta ctattgtcag caatattaca agttcccttt
351 caccttcggt cagggcacta aagtagaaat caaaCGTACG gtagcggccc
401 catctgtctt catcttcccg ccatctgatg agcagttgaa atctggaact
451 gcctcectgttg tgtgecctgcect gaataacttc tatcccagag aggccaaagt
501 acagtggaag gtggataacg ccctccaatc gggtaactcc caggagagtg
551 tcacagagca ggacagcaag gacagcacct acagcctcag cagcaccctg
601 acgctgagca aagcagacta cgagaaacac aaagtctacg cctgcgaagt
651 cacccatcag ggcctgagct caccagtaac aaaaagtttt aatagagggg
701 agtgttaaaa tgaagaagac tgctatagca attgcagtgg cgctagctgg
751 tttcgccacc gtggcgcaag ctgaggttCA GCTGgtcgag tctggaggcg
801 ggcttgtcca gcctggtggg agcctgeocgtce tctcecttgtgce agtgagcecggc
851 ttcagctcta ccaattacca tgtgcactgg gtgcgtcagg cacctgggaa
901 gggcctggag tggatgggtg ttatttgggg cgacggcgat acatcctaca
951 actccgtcct gaagagcegt ttcaccattt ccecgtgacac ctcaaagaat
1001 accgtttacc tccagatgaa ctcoctcteocecge gecagaggaca cagcagtcta
1051 ttactgtgca cgtcaactga cccactatta cgttttggca gcctggggtc
1101 aagggactct ggtcacagtC TCGAGcgctt ctacaaaggg cccatcggtce
1151 ttcceccectgg caccctecte caagagcacce tcoctgggggca cageggceccect
1201 gggctgcectg gtcaaggact acttccccga accggtgacg gtgtcecgtgga
1251 actcaggcgc cctgaccagc ggcgtgcaca ccttcecececgge tgtcectacag
1301 tcctcaggac tctactccct cagcagegtg gtgaccecgtge cctcecagcecag
1351 cttgggcacc cagacctaca tctgcaacgt gaatcacaag cccagcaaca
1401 ccaaggtcga caagaaagtt gagcccaaat cttgtgacaa aactcacaca
1451 tgcgccgceg
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FIG. 10

Anticorpo anti-CD154 381

ID. DE SEQ. N°: 54 (a sequéncia sublinhada & uma sequéncia de CDR)

DIQMTQSPTS LSASLGETVS IECLAGEDIS NVLAWYQQKS GGSPQLLIYA
ANRLODGVPS RFSGSGSGTR YSLKISGMRP EDEADYFCQQ TFRYPLTFGS

GTKLELK

ID. DE SEQ. N°: 55

GACATCCAGA
AACTGTCTCC
CGTGGTATCA
GCAAATAGGT
TGGCACACGG
CAGATTATTT
GGGACCAAGC

Sequiéncia V,

TGACACAGTC
ATCGAATGTC
GCAGAAGTCA
TACAAGACGG
TATTCTCTCA
CTGTCAACAG
TGGAATTGAA

TCCAACTTCC
TAGCAGGTGA
GGGGGGTCTC
GGTCCCCTCA
AGATCAGTGG
ACTTTCAGGT
A

CTGTCTGCAT
AGACATTTCC
CTCAGCTCCT
CGGTTCAGTG
CATGCGACCT
ATCCGCTCAC

CTCTCGGAGA
AATGTTTTAG
GATCTATGCT
GCAGTGGATC
GAAGATGAAG
GTTCGGTTCT

ID. DE SEQ. N°: 56 (a seqliéncia sublinhada é uma seqiéncia de CDR)

EVPLVESGGG LVQPGRSMKL SCVASGFTFS DYYMAWVRQA PKKGLEWVAS
ISYEGSSTYY GDSVKGRFTV SRDIAKSTLY LQMHSLKSED TAIYYCARHD

DSPGYYFDYW

GQGVMVTVS

ID. DE SEQ. N°: 57

GAGGTGCCGC
CATGAAACTT
TGGCCTGGGT
ATTAGTTATG
ATTCACTGTC
ACAGTCTGAA
GATAGTCCAG
AGTCTCG

TGGTGGAGTC
TCCTGTGTAG
CCGCCAGGCT
AGGGTAGTAG
TCCAGAGATA
GTCTGAGGAT
GATACTACTT

TGGGGGAGGC
CCTCAGGATT
CCAAAGANAGG
TACTTACTAT
TTGCAAARAG
ACGGCCATTT
TGATTATTGG

TTAGTGCAGC
CACTTTCAGT
GTCTGGAGTG
GGAGACTCCG
CACCCTATAC
ATTATTGTGC
GGCCAAGGAG

CTGGAAGGTC
GACTATTACA
GGTCGCATCC
TGAAGGGCCG
CTTCAAATGC
ACGACATGAC
TCATGGTCAC



Sequéncia V,
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FIG. 11

Anticorpo anti-CD154 338

ID. DE SEQ. N°: 58 (a seqiiéncia sublinhada é uma seqgiiéncia de CDR)
DIQOMTQSPAS LSASLGETVT IECRTSEDIY SNLAWYRQRP GKSPQLLIYD
TNRLADGVPS RFSGSGSGTQ YSLKINSLQS EDVASYFCQH YSNFPWTFGG

DTKLELK

ID. DE SEQ. N° 59

GACATCCAGA
AACTGTCACC
CGTGGTATCG
ACAAATAGAT
TGGCACACAA
CCAGCTATTT
GACACCAAGC

Sequéncia V,

TGACACAGTC
ATCGAATGTC
GCAGAGACCA
TGGCTGATGG
TATTCTCTAA
CTGTCAACAC
TGGAATTGAA

TCCGGCTTCC
GAACAAGTGA
GGGAAGTCTC
GGTCCCGTCA
AGATAAACAG
TATAGCAATT
A

CTGTCTGCAT
GGACATTTAC
CTCAGCTCCT
CGGTTCAGTG
CCTGCAATCT
TTCCGTGGAC

CTCTGGGAGA
AGTAATTTAG
GATCTATGAT
GCAGTGGATC
GAAGATGTCG
CTTCGGTGGA

ID. DE SEQ. N°: 60 (a seqléncia sublinhada é uma seqiéncia de CDR)
QVQLTESGPG LVQPSQTLSL TCTVSGFSLT SHHISWVRQP PGKGLEWVGV
MWNDGGTLYN SALKSRPSIS RDTSKSQVFL KMSSLQTEDT ATYYCARGKM

HYYVLDAWGQ

GASVTVS

ID. DE SEQ. N°: 61

CAGGTGCAGC
CCTGTCTCTC
TATCCTGGGT
ATGTGGAATG
GAGCATCAGT
GTCTGCAAAC
CATTACTATG
G

TGACGGAGTC
ACCTGCACTG
TCGACAGCCT
ATGGAGGCAC
AGGGACACCT
TGAAGACACA
TTCTGGATGC

AGGGCCTGGC
TCTCTGGGTT
CCAGGAAAAG
ATTATATAAT
CCAAGAGTCA
GCCACTTACT
CTGGGGTCAA

CTGGTGCAGC
CTCATTAACC
GTCTGGAGTG
TCAGCTCTCA
GGTCTTCTTA
ACTGTGCCAG
GGAGCTTCAG

CCTCACAGAC
AGCCATCATA
GGTGGGAGTC
AGTCTCGACC
AAAATGAGCA
GGGCAAAATG
TCACTGTCTC



14/37

FIG. 12

Anti-Human CD154 (CD40L) Antibodies (Chimaeric Fab')
= Anticorpos anti-CD154 humano (CD40L) (Fab' quimérico)

Anticorpo Kd Biacore IC50 da ligagao supr:?gg(ljj?agéo

(pM) de CD40 (ng/ml) | de ICAM-1 (ng/ml)
Hu5c8 (lg inteira) 23 16 (n=6) 43 (n=10)
CA081-00294 (294) 107 26 (n=2) 364 (n=6)
CA081-00295 (295) 51 15 (n=2) 138 (n=6)
CA081-00300 (300) 43 15 (n=2) 113 (n=7)
CA081-00335 (335) 42 - 279 (n=3)
CA081-00303 (303) 130 51 (n=3) 252 (n=3)
CA081-00338 (338) 15 . 6 (n=2) 192 (n=6)

@@"TW ][ Wj BO(p6)
 CA081.00381(381) | 5 |  22(n=2) 100 (n=2)
CA081-00402 (402) 48 12 (n=2) 92 (n=2)
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FIG. 13

Cadeia leve kapa de hu5c8

ID. DE SEQ. N°: 62 (a seqliéncia sublinhada é a seqtiéncia sinalizadora)
METDTLLLWV LLLWVPGSTG DIVLTQSPAT

SSTYSYMHWY
SVEPEDFATY
SGTASVVCLL
STLTLSKADY

QQKPGQPPKL
YCQHSWEIPP
NNFYPREAKV
EKHKVYACEV

LIKYASNLES
TFGGGTKLEI
QWKVDNALQS
THQGLSSPVT

ID. DE SEQ. N°: 63 (proteina madura)

DIVLTQSPAT
LIKYASNLES
TFGGGTKLEI
QWKVDNALQS
THQGLSSPVT

LSVSPGERAT
GVPARFSGSG
KRTVAAPSVF
GNSQESVTEQ
KSFNRGEC

ISCRASQRVS
SGTDFTLTIS
IFPPSDEQLK
DSKDSTYSLS

LSVSPGERAT
GVPARFSGSG
KRTVAAPSVF
GNSQESVTEQ
KSFNRGEC

SSTYSYMHWY
SVEPEDFATY
SGTASVVCLL
STLTLSKADY

ID. DE SEQ. N°; 64 (quadro_de leitura aberta)

ATGGAGACAG
TTCCACTGGT
CTCCGGGAGA
TCATCTACCT
ACCCAAACTC
CCAGGTTCAG
TCTGTGGAGC
GATTCCTCCG
TGGCTGCACC
TCTGGAACTG
GGCCAAAGTA
AGGAGAGTGT
AGCACCCTGA
CTGCGAAGTC
ACAGGGGAGA

ACACACTCCT
GACATTGTAC
GAGGGCCACC
ATAGTTATAT
CTCATCAAGT
TGGCAGTGGG
CGGAGGATTT
ACGTTCGGTG
ATCTGTCTTC
CCTCTGTTGT
CAGTGGAAGG
CACAGAGCAG
CGCTGAGCAA
ACCCATCAGG
GTGTTAG

GTTATGGGTG
TGACACAGTC
ATCTCATGCA
GCACTGGTAC
ATGCATCCAA
TCTGGGACTG
TGCAACATAT
GAGGGACCAA
ATCTTCCCGC
GTGCCTGCTG
TGGATAACGC

_GACAGCAAGG

AGCAGACTAC
GCCTGAGCTC

CTGCTGCTCT
TCCTGCTACC
GGGCCAGCCA
CAACAGAAAC
CCTAGAATCT
ACTTCACCCT
TACTGTCAGC
GCTGGAGATC
CATCTGATGA
AATAACTTCT
CCTCCAATCG
ACAGCACCTA
GAGAAACACA
GCCCGTCACA

ISCRASQRVS
SGTDFTLTIS
IFPPSDEQLK
DSKDSTYSLS

QQKPGQPPKL
YCQHSWEIPP
NNFYPREAKV
EKHKVYACEV

GGGTTCCAGG
TTATCTGTAT
ACGTGTCAGT
CAGGACAGCC
GGGGTCCCTG
CACCATCTCT
ACAGTTGGGA
AAACGAACTG
GCAGTTGAAA
ATCCCAGAGA
GGTAACTCCC
CAGCCTCAGC
AAGTCTACGC
AAGAGCTTCA
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FIG. 14

Cadeia pesada de hu5c8 aglyP-hulgG4

ID. DE SEQ. Ne: 65 (a seqiiéncia sublinhada é a sequiéncia sinalizadora)

MDWTWRVFCL

LAVAPGAHSQ

YYMYWVKQAP
ELSSLRSEDT
CSRSTSESTA
SLSSVVTVPS
FLGGPSVFLF
VHNAKTKPRE
KTISKAKGQP
NGQPENNYKT
NHYTQKSLSL

GQGLEWIGEI
AVYYCTRSDG
ALGCLVKDYF
SSLGTKTYTC
PPKPKDTLMI
EQFNSAYRVV
REPQVYTLPP
TPPVLDSDGS
SLG

VQLVQSGAEV
NPSNGDTNFN
RNDMDSWGQG
PEPVTVSWNS
NVDHKPSNTK
SRTPEVTCVV
SVLTVLHQDW
SQEEMTKNQV
FFLYSRLTVD

VKPGASVKLS
EKFKSKATLT
TLVTVSSAST
GALTSGVHTF
VDKRVESKYG
VDVSQEDPEV
LNGKEYKCKV
SLTCLVKGFY
KSRWQEGNVF

CKASGYIFTS
VDKSASTAYM
KGPSVFPLAP
PAVLQSSGLY
PPCPPCPAPE
QFNWYVDGVE
SNKGLPSSIE
PSDIAVEWES
SCSVMHEALH

ID. DE SEQ. N°: 66 (proteina madura: as mutagbes S228P/T299A estao
sublinhadas e em negrito)

QVQLVQSGAE
INPSNGDTNF
GRNDMDSWGQ
FPEPVTVSWN
CNVDHKPSNT
ISRTPEVTCV
VSVLTVLHQD
PSQEEMTKNQ
SFFLYSRLTV

VVKPGASVKL
NEKFKSKATL
GTLVTVSSAS
SGALTSGVHT
KVDKRVESKY
VVDVSQEDPE
WLNGKEYKCK
VSLTCLVKGF
DKSRWQEGNV

ID. DE SEQ. N°: 67

ATGGACTGGA
CCACTCCCAG
GGGCTTCAGT
TATTATATGT
TGGAGAGATT
AGAGTAAGGC
GAGCTCAGCA
ATCGGACGGT
CCGTCTCCTC
TGCTCCAGAT
GGACTACTTC
CCAGCGGCGT
TCCCTCAGCA
CTACACCTGC
GAGTTGAGTC
TTCCTGGGGG
TCTCATGATC
GCCAGGAAGA

CCTGCGAGGGT
GTCCAACTGG
GAAGTTGTCC
ACTGGGTGAA
AATCCTAGCA
CACACTGACT
GCCTGAGGTC
AGAAATGATA
AGCTTCCACC
CTACCTCCGA
CCCGAACCGG
GCACACCTTC
GCGTGGTGAC
AACGTAGATC
CAAATATGGT
GACCATCAGT
TCCCGGACCC
CCCCGAGGTC

SCKASGYIFT
TVDKSASTAY
TKGPSVFPLA
FPAVLQSSGL
GPPCPPCPAP
VOFNWYVDGV
VSNKGLPSSI
YPSDIAVEWE
FSCSVMHEAL

CTTCTGCTTG
TGCAGTCAGG
TGCAAGGCTT
GCAGGCGCCC
ATGGTGATAC
GTAGACAAAT
TGAGGACACT
TGGACTCCTG
AAGGGCCCAT
GAGCACAGCC
TGACGGTGTC
CCGGCTGTCC
CGTGCCCTCC
ACAAGCCCAG
CCCCCATGCC
CTTCCTGTTC
CTGAGGTCAC
CAGTTCAACT

SYYMYWVKQA
MELSSLRSED
PCSRSTSEST
YSLSSVVTVP
EFLGGPSVFL
EVHNAKTKPR
EKTISKAKGQ
SNGQPENNYK
HNHYTQKSLS

CTGGCTGTAG
GGCTGAAGTG
CTGGCTACAT
GGACAAGGCC
TAACTTCAAT
CCGCCAGCAC
GCGGTCTATT
GGGCCAAGGG
CCGTCTTCCC
GCCCTGGGCT
GTGGAACTCA
TACAGTCCTC
AGCAGCTTGG
CAACACCAAG
CACCGTGCCC
CCCCCAAANC
GTGCGTGGTG
GGTACGTGGA

PGQGLEWIGE
TAVYYCTRSD
AALGCLVKDY
SSSLGTKTYT
FPPKPKDTLM
EEQFNSAYRV
PREPQVYTLP
TTPPVLDSDG
LSLG

CACCAGGTGC
GTGAAGCCTG
CTTCACCAGT
TTGAGTGGAT
GAGAAGTTCA
AGCATACATG
ACTGTACAAG
ACCCTGGTCA
CCTGGCGCCC
GCCTGGTCAA
GGCGCCCTGA
AGGACTCTAC
GCACGAAGAC
GTGGACAAGA
AGCACCTGAG
CCAAGGACAC
GTGGACGTGA
TGGCGTGGAG



GTGCATAATG
CCGTGTGGTC
AGGAGTACAA
AAAACCATCT
CCTGCCCCCA
GCCTGGTCAA
AATGGGCAGC
CGACGGCTCC
GGCAGGAGGG
AACCACTACA
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FIG. 14 (continuagao)

CCAAGACAAA
AGCGTCCTCA
GTGCAAGGTC
CCAAAGCCAA
TCCCAGGAGG
AGGCTTCTAC
CGGAGAACAA
TTCTTCCTCT
GAATGTCTTC
CACAGAAGAG

GCCGCGGGAG
CCGTCCTGCA
TCCAACAAAG
AGGGCAGCCC
AGATGACCAA
CCCAGCGACA
CTACAAGACC
ACAGCAGGCT
TCATGCTCCG
CCTCTCCCTG

GAGCAGTTCA
CCAGGACTGG
GCCTCCCGTC
CGAGAGCCAC
GAACCAGGTC
TCGCCGTGGA
ACGCCTCCCG
AACCGTGGAC
TGATGCATGA
TCTCTGGGTT

ACAGCGCGTA
CTGAACGGCA
CTCCATCGAG
AAGTGTACAC
AGCCTGACCT
GTGGGAGAGC
TCCTCGATTC
AAGAGCAGGT
GGCTCTGCAC
GA
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FIG. 15

Cadeia leve kapa de hu342

ID. DE SEQ. N°; 68 (a seqliéncia sublinhada é a sequéncia sinalizadora)

MDMRVPAQLL GLLLLWLRGA

LYYNLAWYQR
QPEDFASYYC
TASVVCLLNN
LTLSKADYEK

KPGKAPKLLI
QQYYKFPFTF
FYPREAKVQW
HKVYACEVTH

RCDIQMTQOSP
YDTYRLADGV
GQGTKVEIKR
KVDNALQSGN
QGLSSPVTKS

ID. DE SEQ. N°: 69 (proteina madura)

DIOMTQSPSS
TYRLADGVPS
GTKVEIKRTV
DNALQSGNSQ
LSSPVTKSFN

ID. DE SEQ. N°: 70 (quadro

ATGGACATGA
CCGAGGTGCC
CCGCCAGCGT
CTCTATTACA
GCTGCTCATC
TCAGTGGCAG
CAGCCGGAAG
TTTCACCTTC
CACCATCTGT
ACTGCCTCTG
AGTACAGTGG
GTGTCACAGA
CTGACGCTGA
AGTCACCCAT
GAGAGTGTTA

LSASVGDRVT
RFSGSGSGTD
AAPSVFIFPP
ESVTEQDSKD
RGEC

GGGTCCCCGC
AGATGTGATA
AGGCGATCGT
ACCTGGCCTG
TATGATACGT
TGGCAGCGGT
ATTTCGCCTC
GGTCAGGGCA
CTTCATCTTC
TTGTGTGCCT
AAGGTGGATA
GCAGGACAGC
GCAAAGCAGA
CAGGGCCTGA
G

ITCRASEDLY
YTLTISSLQP
SDEQLKSGTA
STYSLSSTLT

SSLSASVGDR
PSRFSGSGSG
TVAAPSVFIF
SQESVTEQDS
FNRGEC

YNLAWYQRKP
EDFASYYCQQ
SVVCLLNNFY
LSKADYEKHK

de leitura aberta)

TCAGCTCCTG
TCCAGATGAC
GTGACTATTA
GTATCAGCGT
ACCGCCTGGC
ACTGACTATA
TTACTATTGT
CTAAAGTAGA
CCGCCATCTG
GCTGAATAAC
ACGCCCTCCA
AAGGACAGCA
CTACGAGAAA
GCTCGCCCGT

GGGCTCCTGC
CCAGAGTCCA
CCTGTCGTGC
AAACCGGGCA
TGACGGTGTG
CCCTCACAAT
CAGCAATATT
AATCAAACGT
ATGAGCAGTT
TTCTATCCCA
ATCGGGTAAC
CCTACAGCCT
CACAAAGTCT
CACAAAGAGC

VTITCRASED
TDYTLTISSL
PPSDEQLKSG
KDSTYSLSST

GKAPKLLIYD
YYKFPFTFGQ
PREAKVQWKV
VYACEVTHQG

TACTCTGGCT
AGCAGTCTCT
CAGTGAGGAC
AAGCCCCGAA
CCAAGCCGTT
TTCGTCTCTC
ACAAGTTCCC
ACGGTGGCTG
GAAATCTGGA
GAGAGGCCAA
TCCCAGGAGA
CAGCAGCACC
ACGCCTGCGA
TTCAACAGGG



ID. DE SEQ. N°: 71 (a sequéncia sublinhada é the seqiéncia sinalizadora)

MDWTWRVFCL
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FIG. 16

Cadeia pesada de hu342 aglyP-hulgG4

LAVAPGAHSE

YHVHWVRQOAP
MNSLRAEDTA
CSRSTSESTA
SLSSVVTVES
FLGGPSVFLF
VHNAKTKPRE
KTISKAKGQP
NGQPENNYKT
NHYTQKSLSL

GKGLEWMGVI
VYYCARQLTH
AL.GCLVKDYF
SSLGTKTYTC
PPKPKDTLMI
EQFNSAYRVV
REPQVYTLPP
TPPVLDSDGS
SLG

VQLVESGGGL
WGDGDTSYNS
YYVLAAWGQG
PEPVTVSWNS
NVDHKPSNTK
SRTPEVTCVV
SVLTVLHQDW
SQEEMTKNQV
FFLYSRLTVD

VQPGGSLRLS
VLKSRFTISR
TLVTVSSAST
GALTSGVHTF
VDKRVESKYG
VDVSQEDPEV
LNGKEYKCKV
SLTCLVKGFY
KSRWQEGNVF

CAVSGFSSTN
DTSKNTVYLQ
KGPSVFPLAP
PAVLQSSGLY
PPCPPCPAPE
QFNWYVDGVE
SNKGLPSSIE
PSDIAVEWES
SCSVMHEALH

ID. DE SEQ. N°: 72 (proteina madura: as mutagées S228P/T299A estdo
sublinhadas e em negrito)

EVQLVESGGG
IWGDGDTSYN
HYYVLAAWGQ
FPEPVTVSWN
CNVDHKPSNT
ISRTPEVTCV
VSVLTVLHQD
PSQEEMTKNQ
SFFLYSRLTV

LVQPGGSLRL
SVLKSRFTIS
GTLVTVSSAS
SGALTSGVHT
KVDKRVESKY
VVDVSQEDPE
WLNGKEYKCK
VSLTCLVKGF
DKSRWQEGNV

ID. DE SEQ. N°: 73

ATGGACTGGA
CCACTCCGAA
GTGGGAGCCT
TACCATGTGC
GGGTGTTATT
GCCGTTTCAC
ATGAACTCTC
ACTGACCCAC
CAGTCTCGAG
TGCTCCAGAT
GGACTACTTC
CCAGCGGCGT
TCCCTCAGCA
CTACACCTGC
GAGTTGAGTC
TTCCTGGGGG
TCTCATGATC

CCTGGAGGGT
GTACAATTGG
GCGTCTCTCT
ACTGGGTGCG
TGGGGCGACG
CATTTCCCGT
TCCGCGCAGA
TATTACGTTT
CGCTTCARACC
CTACCTCCGA
CCCGAACCGG
GCACACCTTC
GCGTGGTGAC
AACGTAGATC
CAAATATGGT
GACCATCAGT
TCCCGGACCC

SCAVSGFSST
RDTSKNTVYL
TKGPSVFPLA
FPAVLQSSGL
GPPCPPCPAP
VQFNWYVDGV
VSNKGLPSSI
YPSDIAVEWE
FSCSVMHEAL

CTTCTGCTTG
TCGAGTCTGG
TGTGCAGTGA
TCAGGCACCT
GCGATACATC
GACACCTCAA
GGACACAGCA
TGGCAGCCTG
AAGGGCCCAT
GAGCACAGCC
TGACGGTGTC
CCGGCTGTCC
CGTGCCCTCC
ACAAGCCCAG
CCCCCATGCC
CTTCCTGTTC
CTGAGGTCAC

NYHVHWVRQA
OMNSLRAEDT
PCSRSTSEST
YSLSSVVTVP
EFLGGPSVFL
EVHNAKTKPR
EKTISKAKGQ
SNGQPENNYK
HNHYTQKSLS

CTGGCTGTAG
AGGCGGGCTT
GCGGCTTCAG
GGGAAGGGCC
CTACAACTCC
AGAATACCGT
GTCTATTACT
GGGTCAAGGG
CCGTCTITCCC
GCCCTGGGCT
GTGGAACTCA
TACAGTCCTC
AGCAGCTTGG
CAACACCAAG
CACCGTGCCC
CCCCCAAAAC
GTGCGTGGTG

PGKGLEWMGV
AVYYCARQLT
AALGCLVKDY
SSSLGTKTYT
FPPKPKDTLM
EEQFNSAYRV
PREPQVYTLP
TTPPVLDSDG
LSLG

CACCAGGTGC
GTCCAGCCTG
CTCTACCAAT
TGGAGTGGAT
GTCCTGAAGA
TTACCTCCAG
GTGCACGTCA
ACTCTGGTCA
CCTGGCGCCC
GCCTGGTCAA
GGCGCCCTGA
AGGACTCTAC
GCACGAAGAC
GTGGACAAGA
AGCACCTGAG
CCAAGGACAC
GTGGACGTGA



GCCAGGAAGA
GTGCATAATG
CCGTGTGGTC
AGGAGTACAA
AAAACCATCT
CCTGCCCCCa
GCCTGGTCARA
AATGGGCAGC
CGACGGCTCC
GGCAGGAGGG
AACCACTACA
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FIG. 16 (continuagdo)

CCCCGAGGTC
CCAAGACARA
AGCGTCCTCA
GTGCAAGGTC
CCAAAGCCAA
TCCCAGGAGG
AGGCTTCTAC
CGGAGAACAA
TTCTTCCTCT
GAATGTCTTC
CACAGAAGAG

CAGTTCAACT
GCCGCGGGAG
CCGTCCTGCA
TCCAACAAAG
AGGGCAGCCC
AGATGACCAA
CCCAGCGACA
CTACAAGACC
ACAGCAGGCT
TCATGCTCCG
CCTCTCCCTG

GGTACGTGGA
GAGCAGTTCA
CCAGGACTGG
GCCTCCCGTC
CGAGAGCCAC
GAACCAGGTC
TCGCCGTGGA
ACGCCTCCCG
AACCGTGGAC
TGATGCATGA
TCTCTGGGTT

TGGCGTGGAG
ACAGCGCGTA
CTGAACGGCA
CTCCATCGAG
AAGTGTACAC
AGCCTGACCT
GTGGGAGAGC
TCCTCGATTC
AAGAGCAGGT
GGCTCTGCAC
GA
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FIG. 17
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FIG. 18

Perfil de atividade de entidades Fab' e Fab'-PEG de 342

342 = enxerto de gl 4gH1

ich0 da

Kd IC50 da . 1c50 do Ensaio de
Biacore| ligagao de | supra-regulacio competicdo por
(pM) | CD40 (ng/mi) (ng/mi) ligagé@o (pM)

hu5c8 IgG1 25 31 37 54
342 Fab' 28 12 40 24
342 Fab'-PEG 50 35 127 113
342 Di-Fab' nd 9 22 nd
342 Di-Fab'-PEG 45 32 58 26
342 Tri-Fab’ nd 9 31 nd
342 Tri-Fab'-PEG nd 8 36 nd
342 nd 25 48 35

aglycosyl 19G4




FIG. 19

Valor da titulagao de IgG anti-TT

Valor da titulagdo de IgG anti-TT
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Inibicdo da resposta imunolégica de 1gG

ao toxoide tetanico em macacos Cynomolgus
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4500 o
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—o— Controle de solugédo salina
~®342 Fab-PEG 5 mg/kg

3000 —&—342 Fab'-PEG 20 mg/kg

2500 A —¢—342 Fab"-PEG 60 mg/kg
—O—Hubc8 20 mg/kg
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1500 S

1000

500 <

0
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15000
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Resposta imunolégica primaria ao TT

10 . 1; 15 1& 15 2(')
Dia do estudo

Resposta imunoldgica ao TT em 30-50 dias

—o— Controle de solugdo salina
—®—342 Fab™-PEG 5 mg/kg

—®— 342 Fab"-PEG 20 mg/kg
—0—Hu5¢8 20 mg/kg

01

—IIZ"'/_/”D—D_—D_D_ﬂ\D

T T T T T T T ] T - 1
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FIG. 20

Inibicdo da resposta imunolégica de IgG
ao toxoide tetanico em macacos Cynomolgus

2250+

— 2000-
._.'—L_‘ -=- Controle
= 1750 -~ Hubc8
(3; 1500 —— Aglycosyl 5c8
o -~ 342 Fab'PEG
o 12504 ~— 342 DFM-PEG
S 1000- -0~ 342 néo glicosilado
=
= 750+
(4]
o
§ 500
({0
= 250

1_

0

L T T T T T T T T T i T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32

Dia do estudo
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FIG. 21

Resposta imunoloégica primaria de IgM ao toxoide
tetanico em macacos Cynomolgus

1000 -~
|_
= 900 -
& 800 - o
s —o— Controle de solugéo salina
> 790 7 —e— 342 FabPEG 5 mg/kg
€ 600 | —=— 342 Fab’-PEG 20 mg/kg
Q@ 500 - —%— 342 Fab™-PEG 60 mg/kg
3 —O— Hu5c8 20 mg/kg
__,3 400
8 300 A
_‘_00 200 -
= 100 -+

0 T T - T T T T

Dia do estudo
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FIG. 22

Farmacocinética de 342 Fab'-PEG em macacos Cynomolgus

T~ |

.

100 200 300 400 500 600 700 800
Tempo (horas)

=== 20 mg/kg huScB =#=20 mglkg Fab’ PEG =#—=60 mg/kg Fab' PEG
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FIG. 24
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FIG. 25

4300
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FIG. 25 (continuagao)
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FIG. 25 (continuagao)
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FIG. 26

Agregacdo plaquetaria representativa em resposta aos
complexos de rhsCD40L/anticorpo (Ensaio 1)
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FIG. 26 (continuagao)
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anticorpos de controle e anti-CD 154 (Ensaio 2)
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FIG. 28
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FIG. 29
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FIG. 29 (continuagao)
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RESUMO

Patente de Invencao: "PROTEINAS DE LIGACAO, ANTICORPOS, FRAG-
MENTOS DE ANTICORPOS, MOLECULAS DE ACIDO NUCLEICO E DE
DNA, VETOR, CELULA HOSPEDEIRA, COMPOSICOES, METODOS E
USOS DOS MESMOS".

A presente invencao refere-se a proteinas de ligagao, incluindo
anticorpos, derivados de anticorpos e fragmentos de anticorpos, que se Ii-
gam especificamente a proteina CD1564 (CD40L). Esta invencdo também
fornece um anticorpo quimérico, humanizado ou totalmente humano, deriva-
do de anticorpo ou fragmento de anticorpo que se liga especificamente a um
epitopo ao qual um Fab fragmento humanizado que compreende uma se-
quéncia da cadeia pesada variavel de acordo com a SEQ ID NO: 1 e que
compreende uma sequéncia da cadeia leve variavel de acordo com a SEQ
ID NO: 2 se liga especificamente. As proteinas de ligagdo de CD154 desta
invencao podem despertar fungao efetora reduzida em relagao a um segun-
do anticorpo anti-CD154. As proteinas de ligagdo de CD154 desta invengao
sdo uteis em meétodos diagnosticos e terapéuticos como, por exemplo, no
tratamento e na prevencao de doengas que incluem aquelas que envolvem
respostas imunologicas indesejaveis que sao mediadas por interacdes
CD154-CD40.
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141

LISTAGEM DE_SEQUENCIA
<110> BIOGEN IDEC MA INC.

UCB PHARMA S.A.

<120> PROTEINAS DE LIGAGAO, INCLUINDO ANTICORPOS, DERIVA-
DOS DE ANTICORPOS E FRAGMENTOS DE ANTICORPOS, QUE SE
LIGAM ESPECIFICAMENTE AO CD154 E SEUS USOS

<130> 000455-0381-wol
<140> PCT/US08/003735
<141> 2008-03-21
<150> 60/920,495
<151> 2007-03-27
<150> 60/919,938
<151> 2007-03-22
<150> 60/919,816
<151> 2007-03-22
<160> 77
<170> PatentIn versao 3.3
<210> 1
<211> 117
<212> PRT
<213> Sequéncia Artificial
<220>
<223> Descricido de Sequéncia Artificial: polipeptideo sin-
tético
<400> 1
Glu val GIn Leu val Glu Ser Gly Gly Gly Leu val GIn Pro Gly Gly
1 5 10 15
ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala val ser Gly Phe Ser Ser Thr Asn Tyr
20 25 30
His val His Trp val Arg GIin Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45

Gly val Ile Trp Gly Asp Gly Asp Thr Ser Tyr Asn Ser val Leu Lys



10

15
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50

Ser Arg Phe Thr Ile

65
GIn Met

Arg Gln

Leu val

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

<400>
Asp Ile
1

Asp Arg

Leu Ala

Tyr Asp
50

ser Gly

65

Glu Asp

Thr Phe

<210>

AsSNn

Leu

Thr

115
2

Ser

Thr
100
val

107
PRT

Sequéncia

Descricao

Leu
85
His

Ser

tético

2
GIn

val

Trp

35

Thr

Ser

Phe

Gly

3

Met

Thr

20

Tyr

Tyr

Gly

Ala

Gln
100

Thr
5

Ile
GIn
Arg
Thr
Ser

85
Gly

55

142

60

Ser Arg Asp Thr Ser Lys Asn Thr val Tyr Leu

70

75

80

Arg Ala Glu Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys Ala

20

95

Tyr Tyr val Leu Ala Ala Trp Gly Gin Gly Thr

Artificial

de sequéncia Artificial:

Gln Ser
Thr Cys
Arg Lys
Leu Ala

55
Asp Tyr
70

Tyr Tyr

Thr Lys

Pro

Arg

Pro

40

Asp

Thr

cys

val

105

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

GIn

Glu
105

Ser

10

Ser

Lys

val

Thr

Gln

90
Ile

Leu

Glu

Ala

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

ser

Asp

Pro

ser

60

Ser

Tyr

Ala

Leu

Lys

45

Arg

Ser

Lys

110

Ser

Tyr

30

Leu

Phe

Leu

Phe

Polipeptideo

val

15

TYyr

Leu

Ser

GIn

Pro
95

sin-

Gly

Asn

Ile

Gly

Pro

80
Phe
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<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

143

10
PRT

Sequéncia Artificial

Descricdo de Sequéncia Artificial: peptideo sintético
3

Gly Phe Ser Ser Thr Asn Tyr His val His

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

5 10
4

16
PRT

Sequéncia Artificial

Descri¢do de Sequéncia Artificial: Peptideo sintético
4

val Ile Trp Gly Asp Gly Asp Thr Ser Tyr Asn Ser val Leu Lys Ser

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

5 10 15
5

10
PRT

Sequéncia Artificial

Descricdo de Sequéncia Artificial: peptideo sintético
5

GIn Leu Thr His Tyr Tyr val Leu Ala Ala

1

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

5 10
6

11
PRT

Sequéncia Artificial

Descri¢do de Sequéncia Artificial: Peptideo sintético
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<400> 6

Arg Ala Ser Glu Asp Leu Tyr Tyr Asn Leu Ala

1 5 10

<210> 7

<211> 7

<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Descricao de Sequéncia Artificial: Peptideo sintético

<400> 7

Asp Thr Tyr Arg Leu Ala Asp

1 5

<210> 8

<211> 9

<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Descricdo de Sequéncia Artificial: Peptideo sintético

<400> 8

GIn GIn Tyr Tyr Lys Phe Pro Phe Thr

1 5

<210> 9

<211> 117

<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Descricdo de Sequéncia Artificial: Polipeptideo sin-
tético

<400> 9

GIn val GIn Leu GIn Glu Ser Gly Pro Gly Leu val Lys Pro Ser Glu

1 5 10 15

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr val Ser Gly Phe ser Ser Thr Asn Tyr
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His val

Gly val
50

ser Arg

65

Lys Leu

Arg Gln

Leu val

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

<400>
Glu val

Ser Leu

His val

Ser val
50

Ser Arg

65

GIn Met

20
His Trp
35
Ile Trp

val Thr

ser Ser

Leu Thr
100
Thr val
115
10
117
PRT

Ile
Gly
Ile
val
85

His

Ser

Sequéncia

Descricdao

tético

10
GIn Leu

Arg Leu
20

His Trp

35

Ile Trp

Phe Thr

Asn ser

val

5

Ser

val

Gly

Ile

Leu

145

25
Arg Gln Pro Pro
40
Asp Gly Asp Thr
55

ser val Asp Thr
70

Thr Ala Ala Asp

Tyr Tyr val Leu
105

Artificial

Gly Lys Gly Leu

45

Ser Tyr Asn Ser

60

ser Lys Asn Gln

75

Thr Ala val Tyr

90

Ala Ala Trp Gly

30
Glu Trp

val Leu

Phe Ser

Tyr Cys
95

Gln Gly
110

de Sequéncia Artificial: Polipeptideo

Glu ser Gly Gly

Cys Ala Ala Ser
25
Arg GIn Ala Pro
40
Asp Gly Asp Thr
55

Ser Arg Asp Asn
70

Arg Ala Glu Asp

Gly
10

Gly
Gly
Ser

Ser

Thr

Leu

Phe

Lys

Tyr

Lys

75
Ala

val Gln

Ser Ser

Gly Leu
45

Asn Ser

60

Asn Thr

val Tyr

Pro Gly
15

Thr Asn

30

Glu Trp

val Leu

Leu Tyr

Tyr Cys

Ile
Lys
Leu
80

Ala

Thr

sin-

Gly

TYyr

val

Lys

Leu

80
Ala
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Leu val Thr val Ser

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

<400>
Gln val
1

Thr Leu

His val

Gly val
50

Ser Arg

65

Lys Leu

Arg Gin

Leu val

<210>
<211>

146

sin-

Glu

Tyr

Met

Lys

Leu

80

Ala

Thr

85 90 95
Arg GIn Leu Thr His Tyr Tyr val Leu Ala Ala Trp Gly Gln Gly Thr
100 105 110
115
11
117
PRT
Sequéncia Artificial
Descrig¢dao de Sequéncia Artificial: Polipeptideo
tético
11
GIn Leu GIn Glu Ser Gly Pro Gly Leu val Lys Pro Ser
5 10 15
Ser Leu Thr Cys Thr val Ser Gly Phe Ser Ser Thr Asn
20 25 30
His Trp Ile Arg GIn Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp
35 40 45
Ile Trp Gly Asp Gly Asp Thr Ser Tyr Asn Ser val Leu
55 60
val Thr Ile Ser Arg Asp Thr Ser Lys Asn Gln val Ser
70 75
ser Ser val Thr Ala Ala Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Leu Thr His Tyr Tyr val Leu Ala Ala Trp Gly Gln Gly
100 105 110
Thr val Ser
115
12
221
PRT

<212>



10

15

20

25

30

<213>
<220>
<223>

<400>

Glu

Ser

His

Gly

Ser

65

Gln

Arg

Leu

Leu

Cys

145

ser

Ser

Ser

Asn

val

Leu

val

val

50

Arg

Met

Gln

val

Ala

130

Leu

Gly

Ser

Leu

Thr

Sequéncia

Descricao

tético

12
Gln

Arg

His

35

Ile

Phe

Asn

Leu

Thr

115

Pro

val

Ala

Gly

Gly

195
Lys

Leu

Leu

20

Trp

Trp

Thr

Ser

Thr

100

val

Ser

Lys

Leu

Leu

180

Thr

val

val

5

ser

val

Gly

Ile

Leu

85

His

Ser

Ser

Asp

Thr

165

Tyr

GIn

Asp

147

Artificial

de Sequéncia Artificial: Polipeptideo

Glu

Cys

Arg

Asp

Ser

70

Arg

Tyr

Ser

Lys

Tyr

150

ser

ser

Thr

Lys

ser Gly

Ala val

GIn Ala
40

Gly Asp

55

Arg Asp

Ala Glu
Tyr val
Ala Ser
120
Ser Thr
135
Phe Pro
Gly val
Leu Ser
Tyr 1Ile

200
Lys val

Gly

Ser

25

Pro

Thr

Thr

Asp

Leu

105

Thr

Ser

Glu

His

Ser

185

Cys

Glu

Gly
10

Gly
Gly
Ser
Ser
Thr
90

Ala
Lys
Gly
Pro
Thr
170
val

AsSn

Pro

Leu

Phe

Lys

Tyr

Lys

75

Ala

Ala

Gly

Gly

val

155

Phe

val

val

Lys

val

Ser

Gly

Asn

60

Asn

val

Trp

Pro

Thr

140

Thr

Pro

Thr

Asn

Ser

GIn

Ser

Leu

45

Ser

Thr

Tyr

Gly

Ser

125

Ala

val

Ala

val

His

205
cys

Pro

Thr

30

Glu

val

val

Tyr

Gln

110

val

Ala

Ser

val

Pro

1380
Lys

Gly
15

Asn
Trp
Leu
Tyr
Cys
95

Gly
Phe
Leu
Trp
Leu
175

Ser

Pro

sin-

Gly

Tyr

Met

Lys

Leu

80

Ala

Thr

Pro

Gly

Asn

160

Gln

Ser

Ser
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15
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210
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>
Glu val
1

Ser Leu

His val

Gly val
50

Ser Arg

65

Gln Met

Arg GIn
Leu val
Leu Ala

130
Cys Leu
145

Ser Gly

Ser Ser

13
22

9

PRT

Sequéncia

Descricao

tético

13
Gln

Arg

His

35

Ile

Phe

Asn

Leu

Thr

115

Pro

val

Ala

Gly

Leu

Leu

20

Trp

Trp

Thr

ser

Thr

100

val

Ser

Lys

Leu

Leu

val

5

ser

val

Gly

Ile

Leu

85

His

ser

ser

Asp

Thr

165
Tyr

215

148

Artificial

de Ssequéncia Artificial:

Glu

cys

Arg

Asp

Ser

70

Arg

TYyr

Ser

Lys

Tyr

150

Ser

Ser

Ser

Ala

GIn

Gly

55

Arg

Ala

Tyr

Ala

Ser

135

Phe

Gly

Leu

Gly

val

Ala

40

Asp

Asp

Glu

val

Ser

120

Thr

Pro

val

Ser

Gly
Ser
25

Pro
Thr
Thr
Asp
Leu
105

Thr

Ser

His

ser

Gly

10

Gly

Gly

Ser

ser

Thr

90

Ala

Lys

Gly

Pro

Thr

170

val

Leu

Phe

Lys

Tyr

Lys

75

Ala

Ala

Gly

Gly

val

155

Phe

val

220

val

ser

Gly

Asn

60

Asn

val

Trp

Pro

Thr

140

Thr

Pro

Thr

Gln

Ser

Leu

45

Ser

Thr

Tyr

Gly

Ser

125

Ala

val

Ala

val

Pro

Thr

30

Glu

val

val

Tyr

GlIn

110

val

Ala

ser

val

Pro

Polipeptideo

Gly

15

Asn

Trp

Leu

Tyr

Ccys

95

Gly

Phe

Leu

Trp

Leu

175

Ser

sin-

Gly

TYr

Met

Lys

Leu

80

Ala

Thr

Pro

Gly

Asn

160

GIn

Ser
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Ser Leu

Asn Thr
210
His Thr
225
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>
Asp Ile
1

ASp Arg

Leu Ala

Tyr Asp
50

ser Gly

65

Glu Asp

Thr pPhe

<210>
<211>
<212>

180

149

185

190

Gly Thr GIn Thr Tyr Ile Cys Asn val Asn His Lys Pro Ser

195

200

205

Lys val Asp Lys Lys val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr

Cys Ala

14
107
PRT

Ala

215

Sequéncia Artificial

Descricdo de Sequéncia Artificial:

tético

14
G1ln Met

val Thr
20

Trp Tyr

35

Thr Tyr

Ser Gly

Phe Ala

Gly GlIn
100
15
214
PRT

Thr G1n
5
Ile Thr

Gln Gln

Arg Leu

Thr Asp
70

Thr Tyr

85

Gly Thr

ser

Cys

Lys

Ala

55

Phe

Tyr

Lys

Pro

Arg

Pro

40

Asp

Thr

Cys

val

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

GIn

Glu
105

ser

10

Ser

Lys

val

Thr

Gln

90
Ile

Leu

Glu

Ala

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

220

Ser

ASp

Pro

Ser

60

ser

Tyr

Ala

Leu

Lys

45

Arg

Ser

Lys

ser

Tyr

30

Leu

Phe

Leu

Phe

Polipeptideo

val

15

Tyr

Leu

Ser

Gln

Pro
95

sin-

Gly

Asn

Ile

Gly

Pro

80
Phe
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<213>

<220>

<223>

Asp

Asp

Leu

Tyr

ser

65

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys

145

Glu

Ser

Ala

Phe

Sequéncia

Descricao

tético
<400> 15

Ile Gln

Arg val

Ala Trp
35

Asp Thr

50

Gly Ser

Asp Phe
Phe Gly
Ser val
115
Ala Ser
130
val GIn
Ser val
Thr Leu
Cys Glu

195
Asn Arg

Met

Thr

20

Tyr

TYyr

Gly

Ala

GIn

100

Phe

val

Trp

Thr

Thr

180

val

Gly

Thr
5
Ile
Gln
Arg
Thr
Ser
85
Gly
Ile
val
Lys
Glu
165
Leu

Thr

Glu

150

Artificial

de Sequéncia Artificial:

GIn

Thr

Arg

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Phe

Cys

val

150

Gln

Ser

His

Cys

Ser

Cys

Lys

Ala

55

Tyr

Tyr

Lys

Pro

Leu

135

ASp

Asp

Lys

GIn

Pro

Arg

Pro

40

ASp

Thr

Cys

val

Pro

120

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
200

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu

105

sSer

Asn

Ala

Lys

Asp

185

Leu

Ser

10

Ser

Lys

val

Thr

Gln

90

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp

170

Tyr

Ser

Leu

Glu

Ala

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Glu

Phe

Gln

155

ser

Glu

ser

Ser

Asp

Pro

Ser

60

Ser

Tyr

Arg

Gln

Tyr

140

Ser

Thr

Lys

Pro

Ala

Leu

Lys

45

Arg

Ser

Lys

Thr

Leu

125

Pro

Gly

Tyr

His

val
205

Ser

Tyr

30

Leu

Phe

Leu

Phe

val

110

Lys

Arg

Asn

Ser

Lys

190
Thr

Polipeptideo

val

15

Tyr

Leu

Ser

G1n

Pro

95

Ala

Ser

Glu

ser

Leu

175

val

Lys

sin-

Gly

Asn

Ile

Gly

Pro

80

Phe

Ala

Gly

Ala

GIn

160

Ser

TYyr

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

<400>
gatatccaga
attacctgtc
ggcaaagccc
cgtttcagtg
gaagatttcg
ggcactaaag
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>
gatatccaga
attacctgtc
ggcaaagccc
cgtttcagtg
gaagatttcg
ggcactaaag
<210>
<211>
<212>

16
321
DNA

Sequéncia

Descricao
sintético
16
tgacccagag
gtgccagtga
cgaagctgcet
gcagtggcag
ccacttacta
tagaaatcaa
17

321

DNA

Sequéncia

Descricao
sintético
17
tgacccagag
gtgccagtga
cgaagctgct
gcagtggcag
cctcttacta
tagaaatcaa
18

705

DNA

161

Artificial

de Sequéncia Artificial:

tccaagcagt ctctccgeca
ggacctctat tacaacctgg
catctatgat acgtaccgcc
cggtactgac tttaccctca

ttgtcagcaa tattacaagt

a

Artificial

de Sequéncia Artificial:

tccaagcagt
ggacctctat
catctatgat
cggtactgac
ttgtcagcaa

a

ctctccgeca
tacaacctgg
acgtaccgcc
tataccctca

tattacaagt

Polinucleotideo
gcgtaggcga tcgtgtgact 60
cctggtatca gcaaaaaccg 120
tggctgacgg tgtgccaagc 180
caatttcgtc tctccagccg 240
tccctttcac cttcggtcag 300

321

Polinucleotideo
gcgtaggcga tcgtgtgact 60
cctggtatca gcgtaaaccg 120
tggctgacgg tgtgccaagc 180
caatttcgtc tctccagccg 240
tccctttcac cttcggtcag 300

321
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<213>
<220>
<223>

<400>
atgaaaaaga
gctgatatcc
actattacct
ccgggcaaag
agccgtttca
ccggaagatt
cagggcacta
ccatctgatg
tatcccagag
caggagagtg
acgctgagca
ggcctgaget
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

caggtgcagce
acttgtaccg
cctgggaagg
tccgtectga
aagttgagct
cactattacg

<210>

Sequéncia

Descricdo
sintético
18
cagctatcge
agatgaccca
gtcgtgcecag
ccccgaaget
gtggcagtgg
tcgcctetta
aagtagaaat
agcagttgaa
aggccaaagt
tcacagagca
aagcagacta
caccagtaac
19

351

DNA

Sequéncia

Descricao
sintético
19

tgcaggagtc
tgagcggctt
gcctggagtg
agagccgtgt
ctgtcaccgc
ttttggcagc
20

152

Artificial

de sequéncia Artificial: pPolinucleotideo
aattgcagtg gccttggctg gtttcgctac cgtagcgcaa 60
gagtccaagc agtctctccg ccagcgtagg cgatcgtgtg 120
tgaggacctc tattacaacc tggcctggta tcagcgtaaa 180
gctcatctat gatacgtacc gcctggctga cggtgtgcca 240
cagcggtact gactataccc tcacaatttc gtctctccag 300
ctattgtcag caatattaca agttcccttt caccttcggt 360
caaacgtacg gtagcggccce catctgtctt catcttcceg 420
atctggaact gcctctgtig tgtgcctgct gaataacttc 480
acagtggaag gtggataacg ccctccaatc gggtaactcc 540
ggacagcaag gacagcacct acagcctcag cagcaccctg 600
cgagaaacac aaagtctacg cctgcgaagt cacccatcag 660
aaaaagtttt aatagagggg agtgt 705
Artificial

de Sequéncia Artificial: Polinucleotideo
tggaccgggg cttgtcaagc ctagtgagac cctgagcctc 60
cagctctacc aattaccatg tgcactggat tcgtcagcca 120
gattggtgtt atttggggcg acggcgatac atcctacaac 180
caccatttcc gttgacacct caaagaatca attttccctc 240
agcggacaca gcagtctatt actgtgcacg tcaactgacc 300
ctggggtcaa gggactctgg tcacagtctc g 351



10

15

20

25

30

<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>
gaggtgcagc
tcttgtgcag
cctgggaagg
tccgtectga
cagatgaact
cactattacg
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>
caggtgcagc
acttgtaccg
cctgggaagg
tccgtectga
aagttgagct
cactattacg
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>

351
DNA

Sequéncia

Descrigao
sintético
20
tggtcgagtc
cgageggctt
gcctggagtg
agagccgttt
ctctccgegce
ttttggcage
21

351

DNA

Sequéncia

Descricédo
sintético
21
tgcaggagtc
tgagcggctt
gcctggagtg
agagccgtgt
ctgtcaccgce
ttttggcagc
22

351

DNA

Sequéncia

153

Artificial

de Sequéncia Artificial:

tggaggcggg
cagctctacc
ggtgagtgtt
caccatttcc
agaggacaca

ctggggtcaa

cttgtccagce
aattaccatg
atttggggcg
cgtgacaact
gcagtctatt

gggactctgg

Artificial

de Sequéncia Artificial:

tggaccgggg
cagctctacc
gatgggtgtt
caccatttcc
agcggacaca

ctggggtcaa

cttgtcaagc
aattaccatg
atttggggcg
cgtgacacct

gcagtctatt

gggactctgg

Artificial

ctggtgggag cctgcgtctc 60
tgcactgggt gcgtcaggca 120
acggcgatac atcctacaac 180
caaagaatac cctttacctc 240
actgtgcacg tcaactgacc 300
tcacagtctc g 351

Polinucleotideo
ctagtgagac cctgagcctc 60
tgcactggat tcgtcagcca 120
acggcgatac atcctacaac 180
caaagaatca agtttccctc 240
actgtgcacg tcaactgacc 300
tcacagtctc g 351

Polinucleotideo
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15

20

25

30

<223>

<400>
gaggtgcagc
tcttgtgcag
cctgggaagg
tccgtcectga
cagatgaact
cactattacg
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>
gaggttcagc
tcttgtgcag
cctgggaagg
tccgtectga
cagatgaact
cactattacg
acaaagggcc
gcggcectgg
tcaggcgecc
tactccctca
tgcaacgtga
tgt

<210>
<211>
<212>

Descricao de Sequéncia Artificial:

sintético
22
tggtcgagtc
tgagcggett
gcctggagtg
agagccgttt
ctcteegege
ttttggcagce
23

663

DNA

Sequéncia

Descricao
sintético
23

tggtcgagtc
tgagcggctt
gcctggagtg
agagccgttt
ctcteegege
ttttggcagc
catcggtctt
gctgcctggt
tgaccagcgg
gcagcgtggt

atcacaagcc

24
687
DNA

tggaggcggg cttgtccagc ctggtgggag cctgegtctc 60
cagctctacc aattaccatg tgcactgggt gcgtcaggca 120
gatgggtgtt atttggggcg acggcgatac atcctacaac 180
caccatttcc cgtgacacct caaagaatac cgtttacctc 240
agaggacaca gcagtctatt actgtgcacg tcaactgacc 300
ctggggtcaa gggactctgg tcacagtctc g 351

Artificial
de sSequéncia Artificial: Polinucleotideo
tggaggcggg cttgtccagc ctggtgggag cctgecgtctc 60
cagctctacc aattaccatg tgcactgggt gcgtcaggca 120
gatgggtgtt atttggggcg acggcgatac atcctacaac 180
caccatttcc cgtgacacct caaagaatac cgtttacctc 240
agaggacaca gcagtctatt actgtgcacg tcaactgacc 300
ctggggtcaa gggactctgg tcacagtctc gagcgcttct 360
ccececctggea ccctcectcca agagcacctc tgggggcaca 420
caaggactac ttccccgaac cggtgacggt gtcgtggaac 480
cgtgcacacc ttccecggctg tcctacagtc ctcaggactc 540
gaccgtgccc tccagcagct tgggcaccca gacctacatc 600
cagcaacacc aaggtcgaca agaaagttga gcccaaatct 660
663

154

Polinucleotideo
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<213>
<220>
<223>

<400>
gaggttcagc
tcttgtgcag
cctgggaagg
tccgtcectga
cagatgaact
cactattacg
acaaagggcc
gcggcecctgg
tcaggcgccc
tactccctca
tgcaacgtga
tgtgacaaaa
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

atgaaaaaga
gctgatatcc
actattacct
ccgggcaaag
agccgttteca
ccggaagatt

cagggcacta

Sequéncia

Descricao
sintético
24
tggtcgagtc
tgagcggett
gcctggagtg
agagccgttt
ctcteccgege
ttttggcagce
catcggtctt
gctgcctggt
tgaccagegg
gcagcgtggt
atcacaagcc
ctcacacatg
25

384

DNA

Sequéncia

Descricao
sintético
25

cagctatcgc
agatgaccca
gtcgtgccag
ccecegaaget
gtggcagtgg
tcgcectctta

aagtagaaat

155

Artificial

de sequéncia Artificial: Polinucleotideo
tggaggcggg cttgtccagc ctggtgggag cctgegtcte €0
cagctctacc aattaccatg tgcactgggt gcgtcaggca 120
gatgggtgtt atttggggcg acggcgatac atcctacaac 180
caccatttcc cgtgacacct caaagaatac cgtttacctc 240
agaggacaca gcagtctatt actgtgcacg tcaactgacc 300
ctggggtcaa gggactctgg tcacagtctc gagcgcttct 360
ccecectggeca ccctcctecca agagcacctc tgggggcaca 420
caaggactac ttccccgaac cggtgacggt gtcgtggaac 480
cgtgcacacc ttcccggectg tcctacagtc ctcaggactc 540
gaccgtgccc tccagcagct tgggcaccca gacctacatc 600
cagcaacacc aaggtcgaca agaaagttga gcccaaatct 660
cgcecgeg 687
Artificial

de Sequéncia Artificial: Polinucleotideo
aattgcagtg gccttggcetg gtttcgctac cgtagcgcaa 60
gagtccaagc agtctctccg ccagcgtagg cgatcgtgtg 120
tgaggacctc tattacaacc tggcctggta tcagcgtaaa 180
gctcatctat gatacgtacc gcctggctga cggtgtgcca 240
cagcggtact gactataccc tcacaatttc gtctctccag 300
ctattgtcag caatattaca agttcccttt caccttcggt 360
caaa 384
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<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>
atgaagaaga
gctgaggttc
ctctcttgtg
gcacctggga
aactccgtcc
ctccagatga
acccactatt
tctacaaagg
acagcggcecc
aactcaggcg
ctctactccc
atctgcaacg
tcttgt
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>
atgaagaaga
gctgaggttc

ctctcttgtg

26
726
DNA

Sequéncia

Descrigdo
sintético
26

ctgctatagc
agctggtcga
cagtgagcgg
agggcctgga
tgaagagccg
actctctccg
acgttttggce
gcccatcggt
tgggctgcect
ccctgaccag
tcagcagcgt

tgaatcacaa

27
750
DNA

Sequéncia

Descricao
sintético
27

ctgctatagc
agctggtcga
cagtgagcgg

156

Artificial

de sSequéncia Artificial:

aattgcagtg
gtctggaggc
cttcagctct
gtggatgggt
tttcaccatt
cgcagaggac
agcctggggt
cttcccectg
ggtcaaggac
cggcgtgceac
ggtgaccgtg

gcccagcaac

gcgctagetg
gggcttgtcc
accaattacc
gttatttggg
tcccgtgaca
acagcagtct
caagggactc
gcaccctcct
tacttccccg
accttcccgg
ccctccagca

accaaggtcg

Artificial

de sequéncia Artificial:

gtttcgccac cgtggcgcaa 60
agcctggtgg gagcctgcgt 120
atgtgcactg ggtgcgtcag 180
gcgacggcga tacatcctac 240
cctcaaagaa taccgtttac 300
attactgtgc acgtcaactg 360
tggtcacagt ctcgagcgct 420
ccaagagcac ctctgggggc 480
aaccggtgac ggtgtcgtgg 540
ctgtcctaca gtcctcagga 600
gcttgggcac ccagacctac 660
acaagaaagt tgagcccaaa 720
726

Polinucleotideo

60

aattgcagtg gcgctagctg gtrtcgccac cgtggcgcaa

Polinucleotideo

gtctggaggc gggettgtcec agectggtgg gagcctgegt 120

cttcagctct accaattacc atgtgcactg ggtgcgtcag 180
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15

20

25

30

gcacctggga
aactccgtcc
ctccagatga
acccactatt
tctacaaagg
acagcggccc
aactcaggcg
ctctactccc
atctgcaacg
tcttgtgaca
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

atgaaaaaga
gctgatatcc
actattacct
ccgggcaaag
agccgtttca
ccggaagatt
cagggcacta
ccatctgatg
tatcccagag
caggagagtg
acgctgagca
ggcctgagct
tgctatagca

gctggtcgag

agggcctgga
tgaagagccg
actctctccg
acgttttggce
gcccatcggt
tgggctgect
ccctgaccag
tcagcagcgt
tgaatcacaa
aaactcacac
28

1438

DNA

gtggatgggt
tttcaccatt
cgcagaggac
agcctggggt
cttcccectg
ggtcaaggac
cggcgtgecac
ggtgaccgtg
gcccagcaac

atgcgccgeg

157

gttatttggg
tcccgtgaca
acagcagtct
caagggactc
gcaccctect
tacttccecg
accttcccgg
ccctccagea

accaaggtcg

Sequéncia Artificial

bescrigao
sintético
28

cagctatcgce
agatgaccca
gtcgtgecag
ccccgaagct
gtggcagtag
tcgectctta
aagtagaaat
agcagttgaa
aggccaaagt
tcacagagca
aagcagacta
caccagtaac
attgcagtgg
tctggaggeg

de Sequéncia Artificial:

aattgcagtg
gagtccaagc
tgaggacctc
gctcatctat
cagcggtact
ctattgtcag
caaacgtacg
atctggaact
acagtggaag
ggacagcaag
cgagaaacac
aaaaagtttt
cgctagetgg

ggcttgtcca

gcecttggetg
agtctctccyg
tattacaacc
gatacgtacc
gactataccc
caatattaca
gtagcggecc
gcctctgttg
gtggataacg
gacagcacct
aaagtctacg
aatagagggg

trtcgccacc

gcctggtggg

gcgacggcga
cctcaaagaa
attactgtgc
tggtcacagt
ccaagagcac
aaccggtgac
ctgtcctaca
gcttgggceac

acaagaaagt

gtttcgetac
ccagcgtagg
tggcctggta
gcctggetga
tcacaatttc
agttcccttt
catctgtctt
tgtgcctgcet
cccreccaatce
acagcctcag
cctgcgaagt
agtgttaaaa
gtggcgcaag
agcctgegtc

tacatcctac
taccgtttac
acgtcaactg
ctcgagegct
ctctgggggc
ggtgtcgtgg
gtcctcagga
ccagacctac

tgagcccaaa

cgtagcgcaa
cgatcgtgtg
tcagcgtaaa
cggtgtgcca
gtctctccag
caccttcggt
catcttcceg
gaataacttc
gggtaactcc
cagcaccctg
cacccatcag
tgaagaagac
ctgaggttca

tctcttgtge

240
300
360
420
480
540
600
660
720
750

Polinucleotideo

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
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15
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agtgagcggce
gggcctggag
gaagagccgt
ctctctcecge
cgttttggca
cccatcggtc
gggcrgectg
cctgaccagc
cagcagcgtg
gaatcacaag
<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Gln val
1
Thr Leu

His val
val
50

Arg

Gly

Ser
65
LyS Met

Arg Gln

ser val

Ser

His

35

Ile

Leu

ser

Leu

ttcagctcta
tggatgggtg
ttcaccattt
gcagaggaca
gcctggggtc
ttcccectgg
gtcaaggact
ggcgtgcaca
gtgaccgtgce
cccagcaaca
29

117

PRT

Rattus sp.

29

Gln Leu Lys

5
Leu Thr
20
Trp val

Trp Gly

Ser Ile

Ser Leu
85
Thr His
100

Thr val ser

115

<210>

30

ccaattacca
ttatttgggg
cccgtgacac
cagcagtcta
aagggactct
caccctcctce
acttccccga
cctteccecggce
cctccageag

ccaaggtcga

Glu Ser

Cys Thr
Arg GlIn

Gly
55

ASp

Thr
70
Gln

Arg

Thr

Tyr Tyr

Gly

val

Pro

40

Asp

Asp

Glu

val

158

tgtgcactgg
cgacggcgat
ctcaaagaat
ttactgtgca
ggtcacagtc
caagagcacc
accggtgacg
tgtcctacag
cttgggcacc

caagaaagtt

Pro Gly
10
Ser Gly
25
Pro Gly

Thr Ser

Thr ser
Thr
90
Ala

ASp

Leu
105

gtgcgtcagg
acatcctaca
accgtttacc
cgtcaactga
tcgagcgett
tctgggggca
gtgrcgtgga
tcctcaggac
cagacctaca

gagcccaaat

Leu val Gl

Phe Ser

Lys Ser

45
Asn
60

ser

Tyr
Arg Gl
75

Ala Thr

Ala Trp G1

Ser

Leu

ser

Tyr

cacctgggaa
actccgtect
tccagatgaa
cccactatta
ctacaaaggg
cagcggcect
actcaggcgce
tctactccct
tctgcaacgt

cttgttaa

Ser
15

Asn

n Pro

Thr
30
Glu Trp

val Leu

n val Phe

Cys
95
Gly

Tyr

y Glin
110

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1438

Glu

TYYV

Met

Lys

Leu

80

Ala

Ala
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<211>
<212>
<213>
<400>
Asp Ile GI

159

107

PRT

Rattus sp.

30

n Met Thr GIn Ser Pro Ala Ser

5 10

Glu Thr val Thr val Glu Cys Arg Ala Ser

20 25

Leu Ala Trp Tyr GIn Arg Lys Pro Gly Asn

35

40

Tyr Asp Thr Tyr Arg Leu Ala Asp Gly val

50

55

Ser Gly Ser Gly Thr GIn Tyr Ser Leu Lys

65

Thr Phe GI

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
gacatccaga
gtcgaatgtc
gggaactctc
cggttcagtg
ggagatgtcg
gggaccaagc
<210>
<211>

70
Gly Asp val Ala Ser Tyr Phe Cys GIn Gln
85 90
y Ser Gly Thr Lys Leu Glu Leu
100 105

31
321
DNA
Rattus sp.
31
tgacacagtc tccagcttcc ctgtctgcat
gagcaagtga ggacctttac tataatttag
Ctcaactcct gatctatgat acatataggt
gcagtgggtc tggcacacag tattctctaa
Caagttattt ctgtcaacag tattacaaat
tggaactgaa a
32
351
DNA

<212>

Leu Ser Ala Ser Leu
15

Glu Asp Leu Tyr Tyr

30
Ser Pro Gln Leu Leu
45
Pro Ser Arg Phe ser
60

Ile Asn Thr Leu Pro

75

Tyr Tyr Lys Phe Pro
95

Lys

ctctgggaga aactgtcacc
cgtggtatca gcggaaacca
tggcagatgg ggtcccatca
agataaacac cctgccatct

ttccattcac gttcggctca

Gly

Asn

Ile

Gly

Ser
80
Phe

60
120
180
240
300
321
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<213>
<400>
caggtgcagc
acctgcactg
ccaggaaaaa
tcagttctca
aaaatgagca
cattactatg
<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
atgggtgtgc
gacatccaga
gtcgaatgtc
gggaactctc
cggttcagtg
ggagatgtcg
gggaccaagc
<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
atggctgtcc
gtgcagctga
tgcactgtct
ggaaaaagtc
gttctcaaat
atgagcagtc

tactatgttc

Rattus sp.

32
tgaaggagtc
tctctgggtt
gtcttgagtg
aatcccgact
gtctgcaaac
ttetggetge
33

381

DNA

aggacctggc
ctcatcaacc
gatgggagta
gagcatcacc
ggaggacact
ctggggtcaa

Rattus sp.

33
ccactcatct
tgacacagtc
gagcaagtga
ctcaactcct
gcagtgggtc
caagttattt
tggaactgaa
34

408

DNA

Rattus sp.

34

tggtgctgtt
aggagtcagg
ctgggttctc
ttgagtggat
cccgactgag
tgcaaacgga

tggctgectyg

cctggggttg
tccagcettec
ggacctttac
gatctatgat
tggcacacag
ctgtcaacag

a

gctctgectg
acctggectg
atcaaccaat
gggagtaata
catcaccagg
ggacactgcc

gggtcaagga

160

ctggtgcagc
aattatcatg
atatggggtg
agggacacct
gccacctact

ggagctrcag

ttgctactgt
ctgtctgcat
tataatttag
acatataggt
tattctctaa

tattacaaat

atgacatttc
gtgcagccct
tatcatgtgc
tggggtgatg
gacacctcca
acctactatt

gcttcagtca

cctcagagac
tgcactgggt
atggagacac
ccaggagcca
attgtgccag

tcactgtctc

ggattacaga
ctctgggaga
cgtggtatca
tggcagatgg
agataaacac

ttccattcac

caagctgtgt
cagagaccct
actgggttcg
gagacacatc
ggagccaagt
gtgccaggca

ctgtctcg

cctgtctctce
tcgacagcct
atcatataat
agttttctta
gcaattgact

9

tgccatatgt
aactgtcacc
gcggaaacca
ggtcccatca
cctgecatct

gttcggctca

cctgtcccag
gtctctcacc
acagcctcca
atataattca
tttcttaaaa

attgactcat

60
120
180
240
300
351

60
120
180
240
300
360
381

60
120
180
240
300
360
408
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161

<210> 35

<211> 107

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 35

Asp Ile GIn Met Thr GIn Ser Pro

1 5

Asp Arg val Thr Ile Thr Cys Arg
20

Leu Asn Trp Tyr GIn GIn Lys Pro

35 40
Tyr Ala Ala Ser Ser Leu Gln Ser
50 55

Ser Gly Ser Gly Thr
65

Asp Phe Thr
70

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys
85
Thr pPhe Gly GIn Gly Thr Lys val
100

<210> 36

<211> 321

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 36

gacatccaga tgacccagtc

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

GlIn

Glu
105

Ser

10

Ser

Lys

val

Thr

Gln

90
Ile

tccatcctce ctgtctgcat

atcacttgcc gggcaagtca gagcattagc agctatttaa

gggaaagccc craagctcct
aggttcagtg gcagtggatc
gaagattttg caacttacta
gggaccaagg tggaaatcaa
<210> 37

<211> 111

gatctatgct gcatccagtt

tgggacagat ttcactctca

ctgtcaacag agttacagta

a

Leu Ser Ala ser val
15

Gin Ser Ile Ser Ser

30
Ala Pro Lys Leu Leu
45
Pro Ser Arg Phe Ser
60

Ile Ser Ser Leu GIn

75

Ser Tyr Ser Thr Pro
95

Lys

ctgtaggaga cagagtcacc
attggtatca gcagaaacca
tgcaaagtgg ggtcccatca
ccatcagcag tctgcaacct

ccccttggac gttcggccaa

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro
80
Trp

60
120
180
240
300
321
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<212>
<213>
<400>
Glu val
1
Ser Leu

Tyr Met
val
50
Arg

Ser

Gly
65
Gln Met

Arg Tyr
<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
gaggtgcage
tcctgtgcag
ccagggaagg
gactccgtga
caaatgaaca
tactggggcc
<210>
<211>
<212>
<213>

GIn Leu

Arg

Ser

35

Ile

Phe

Asn

Phe

PRT

Homo sapiens

37

val
5
Leu Ser
20
Trp val

Tyr Ser

Thr Ile

Ser Leu

85

Asp Tyr
100

38

333

DNA

Glu Ser

Cys Ala

Arg Gln

Gly

Ala

Ala

162

Gly Gly
10
Ser Gly
25

Pro Gly

40

Gly Gly
55
Ser Arg
70
Arg Ala

Trp Gly

Homo sapiens

38
tggtggagtc
cctctggatt
ggctggagtg
agggcagatt
gcctgagage
agggaaccct
39

111

PRT

tgggggaggc
caccgtcagt

ggtctcagtt
caccatctcc
cgaggacacg

ggtcaccgtc

Homo sapiens

Ser

Asp

Glu

Gln

Thr Tyr

Ash Ser
Thr
90

Thr

Asp

Gly
105

ttggtccagce
agcaactaca
atttatagcg
agagacaatt
gctgtgtatt

tcc

Leu val

Phe Thr

Lys Gly

Gln

val

Leu

Gly
15
ser

Pro

ser
30

Glu Trp

45

Ala
60
Asn

Tyr

Lys
75
Ala val

Leu val

ctggggggtc
tgagctgggt
gtggtagcac
ccaagaacac

actgtgcgag

Asp

Thr

Tyr

Thr

Ser val

Leu Tyr

Tyr Cys
95
val Ser

110

cctgagactc
ccgecagget
atactacgca
gctgtatctt

atactttgac

Gly

AsSn

val

Lys

Leu
80
Ala

60
120
180
240
300
333



10

15

20

25

30

<400> 39
GIn val GIn Leu Glin Glu Ser Gly Pro Gly Leu val Lys Pro Ser Glu
1 5 10 15
Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr val Ser Gly Gly Ser Ile Ser Ser Tyr
20 25 30
Tyr Trp Ser Trp Ile Arg Gin Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45
Gly Tyr Ile Tyr Tyr Ser Gly Ser Thr Asn Tyr Asn Pro Ser Leu Lys
50 55 60
Ser Arg val Thr ITle Ser val Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe Ser Leu
65 70 75 80
Lys Leu Ser Ser val Thr Ala Ala Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys Ala
85 90 95
Arg Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly GIn Gly Thr Leu val Thr val Ser
100 105 110
<210> 40
<211> 333
<212> DNA
<213> Homo sapiens
<400> 40
caggtgcagc tgcaggagtc gggcccagga ctggtgaagc cttcggagac cctgtccctc 60
acctgcactg tctctggtgg ctccatcagt agttactact ggagctggat ccggcagccc 120
ccagggaagg gactggagtg gattgggtat atctattaca gtgggagcac caactacaac 180
ccctccctca agagtcgagt caccatatca gtagacacgt ccaagaacca gttctccctg 240
aagctgagct ctgtgaccgc tgcggacacg gccgtgtatt actgtgcgag atactttgac 300
ractggggcc agggaaccct ggtcaccgtc tcc 333
<210> 41
<211> 1459
<212> DNA
<213> Sequéncia Artificial
<220>
<223> Descricdo de Sequéncia Artificial: Polinucleotideo

163



10

15

20

25

30

<400>

atgaaaaaga
gctgatatcc
actattacct
ccgggcaaag
agccgtttca
ccggaagatt
cagggcacta
ccatctgatg
tatcccagag
caggagagtg
acgctgagea
ggcctgagct
tgctatagca
gctggtcgag
agtgagcggc
gggcctggag
gaagagccgt
ctctctcege
cgttttggca
cccatcggtc
gggctgectg
cctgaccagce
cagcagcgtg
gaatcacaag
aactcacaca
<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

sintético
41
cagctatcgc
agatgaccca
gtcgtgccag
ccccgaaget
gtggcagtgg
tcgectetta
aagtagaaat
agcagttgaa
aggccaaagt
tcacagagca
aagcagacta
caccagtaac
attgcagtgg
tctggaggcg
ttcagctcta
tggatgggtg
ttcaccattt
gcagaggaca
gcctggggtce
ttcccectgg
gtcaaggact
ggcgtgcaca
gtgaccgtgc
cccagcaaca
tgcgeegeg
42

10

PRT

Sequéncia

aattgcagtg
gagtccaagc
tgaggacctc
gctcatctat
cagcggtact
ctattgtcag
caaacgtacg
atctggaact
acagtggaag
ggacagcaag
cgagaaacac
aaaaagtttt
cgctagcetgg
ggcttgtcca
ccaattacca
ttatttgggg
cccgtgacac
cagcagtcta
aagggactct
caccctectce
acttccccga
ccttcecggc
cctccagcag

ccaaggtcga

164

gccttggetg
agtctctccg
tattacaacc
gatacgtacc
gactataccc
caatattaca
gtagcggccc
gcctctgttg
gtggataacg
gacagcacct
aaagtctacg

aatagagggg
tttcgecace

gcctggtggg
tgtgcactgg
cgacggcgat
ctcaaagaat
ttactgtgca
ggtcacagtc
caagagcacc
accggtgacg
tgtcctacag
cttgggcacc

caagaaagtt

Artificial

gtttcgctac
ccagcgtagg
tggcctggta
gcctggetga
tcacaatttc
agttcccttt
catctgtctt
tgtgcctget
ccctccaatce
acagcctcag
cctgcgaagt
agtgttaaaa
gtggcgcaag
agcctgegtce
gtgcgtcagg
acatcctaca
accgtttacc
cgtcaactga
tcgagcgett
tctgggggca
gtgtcgtgga
tcctcaggac
cagacctaca

gagcccaaat

cgtagcgcaa
cgatcgtgtg
tcagcgtaaa
cggtgtgcca
gtctctccag
caccttcggt
catcttcccg
gaataacttc
gggtaactcc
cagcaccctg
cacccatcag
tgaagaagac
ctgaggttca
tctcttgtgce
cacctgggaa
actccgtcect
tccagatgaa
cccactatta
ctacaaaggg
cagcggcect
actcaggcgc
tctactccct
tctgcaacgt

cttgtgacaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1459



10

15

20

25

30

165

<223> Descricdo de Sequéncia Artificial: Peptideo sintético
<400> 42

Gly Phe Thr Phe Ser Asp Tyr Tyr Met Ala

1 5 10

<210> 43

<211> 17

<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Descricdo de Sequéncia Artificial: Peptideo sintético
<400> 43

Ser Ile Ser Tyr Glu Gly Ser Ser Thr Tyr Tyr Gly Asp Ser val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 44

<211> 11

<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Descricdo de Sequéncia Artificial: Peptideo sintético
<400> 44

His Asp Asp Ser Pro Gly Tyr Tyr Phe Asp Tyr

1 5 10

<210> 45

<211> 11

<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Descricdo de Sequéncia Artificial: Peptideo sintético
<400> 45

Leu Ala Gly Glu Asp Ile Ser Asn val Leu Ala



10

15

20

25

30

1 5

<210> 46

<211> 7

<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial
<220>

<223>

<400> 46

Ala Ala Asn Arg Leu GIn Asp

1 S5

<210> 47

<211> 9

<212> PRT

<213> sequéncia Artificial
<220>

<223>

<400> 47

GIn Gln Thr Phe Arg Tyr Pro Leu Thr
1 5

<210> 48

<211> 10

<212> PRT

<213> sequéncia Artificial
<220>

<223>

<400> 48

Gly Phe Ser Leu Thr Ser His His Ile Ser
1 5

<210> 49

<211> 16

<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

Descricdo de Sequéncia Artificial: Peptideo sintético

Descricado de Sequéncia Artificial: Peptideo sintético

Descricdo de Sequéncia Artificial: Peptideo sintético

166

10

10



10

15

20

25

30

167

<220>

<223> Descricao de Sequéncia Artificial: Peptideo sintético
<400> 49

val Met Trp Asn Asp Gly Gly Thr Leu Tyr Asn Ser Ala Leu Lys Ser
1 5 10 15
<210> 50

<211> 10

<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Descricdo de Sequéncia Artificial: Peptideo sintéti-
co

<400> 50

Gly Lys Met His Tyr Tyr val Leu Asp Ala

1 5 10

<210> 51

<211> 11

<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Descricao de sequéncia Artificial: Peptideo sintético
<400> 51

Arg Thr Ser Glu Asp Ile Tyr Ser Asn Leu Ala

1 5 10

<210> 52

<211> 7

<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Descricdo de Sequéncia Artificial: Peptideo sintético
<400> 52

Asp Thr Asn Arg Leu Ala Asp



10

15

20

25

30

1 5

<210> 53

<211> 9

<212> PRT

<213> sequéncia Artificial

<220>

<223>

<400> 53

GIn His Tyr Ser Asn Phe Pro Trp Thr

1 5

<210> 54

<211> 107

<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Descricdao de Sequéncia Artificial:

tético

<400> 54

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Thr

1 5

Glu Thr val Ser Ile Glu Cys Leu Ala

20 25

Leu Ala Trp Tyr GIn GIn Lys Ser Gly
35 40

Tyr Ala Ala Asn Arg Leu Gln Asp Gly

50 55

Ser Gly Ser Gly Thr Arg Tyr Ser Leu

65 70

Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Phe Cys GlIn

85
Thr phe Gly ser Gly Thr Lys Leu Glu

168

Descri¢dao de Sequéncia Artificial: Peptideo sintético

100 105

Ser

10

Gly

Gly

val

Lys

Gln

20

Leu

Leu

Glu

Ser

Pro

Ile

75

Thr

Lys

Ser

Asp

Pro

Ser

60

Ser

Phe

Ala

Ile

Glin

45

Arg

Gly

Arg

ser

Ser

30

Leu

Phe

Met

Tyr

Polipeptideo

Leu

15

Asn

Leu

Ser

Arg

Pro
95

sin-

Gly

val

Ile

Gly

Pro

80
Leu



10

15

20

25

30

<210> 55
<211> 321
<212> DNA
<213> Sequéncia
<220>
<223> Descrigao
sintético
<400> 55
gacatccaga tgacacagtc
atcgaatgtc tagcaggtga
ggggggtctc ctcagctcct
cggttcagtg gcagtggatc
gaagatgaag cagattattt
gggaccaagc tggaattgaa
<210> 56
<211> 119
<212> PRT
<213> Sequéncia
<220>
<223> Descricao
tético
<400> 56
Glu val Pro Leu val
1 5
Ser Met Lys Leu Ser
20
Tyr Met Ala Trp val
35
Ala Ser Ile Ser Tyr
50
Lys Gly Arg Phe Thr
65

169

Artificial

de Sequéncia Artificial:

tccaacttcc
agacatttcc
gatctatgct
tggcacacgg
ctgtcaacag

a

ctgtctgcat
aatgttttag
gcaaataggt
tattctctca

actttcaggt

Artificial

de Sequéncia Artificial:

Glu Ser G1

Cys val Al

G1n Al
40

Gly Se

55

Ser Ar

Arg

Glu

val
70

Gly
10
Gly

y Gly

a ser
25
a Pro Lys

r Ser

g Asp Ile

Thr

ctctcggaga aactgtctec
cgtggtatca gcagaagtca
tacaagacgg ggtcccctca
agatcagtgg catgcgacct

atccgctcac gttcggttct

Polipeptideo

Pro Gly
15

Ser Asp

30

Glu Trp

Leu val GlIn

Phe Thr Phe

Leu
45

Lys Gly

Tyr Tyr Gly Asp Ser
60
Ala Lys

75

ser Thr Leu

Polinucleotideo

60
120
180
240
300
321

sin-

Arg

Tyr

val

val

Tyr
80



10

15

20

25

30

Leu GIn Met His Ser

85
Ala Arg His Asp Asp
100
Gly val Met val Thr
115

<210> 57
<211> 357
<212> DNA
<213> Sequéncia
<220>
<223> Descrigdo

sintético
<400> 57
gaggtgccge tggtggagtc
tcctgtgtag cctcaggatt
ccaaagaagg gtctggagtg
ggagactccg tgaagggccg
cttcaaatgc acagtctgaa
gatagtccag gatactactt
<210> 58
<211> 107
<212> PRT
<213> Sequéncia
<220>
<223> Descricao

tético
<400> 58

Asp Ile GIn Met Thr

1

5

Glu Thr val Thr Ile

20

170

Leu Lys Ser Glu Asp Thr Ala Ile Tyr Tyr Cys

90

95

Ser Pro Gly Tyr Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly GIn

val ser

105

Artificial

de sequéncia Artificial:

tgggggaggc
cactttcagt
ggtcgcatcc
attcactgtc
gtctgaggat

tgattattgg

ttagtgcagce
gactattaca
attagttatg
tccagagata

acggccattt

ggccaaggag

Artificial

de Sequéncia Artificial:

ctggaaggtc
tggcctgggt
agggtagtag
ttgcaaaaag
attattgtgc

tcatggtcac

110

catgaaactt
ccgecagget
tacttactat
caccctatac
acgacatgac

agtctcg

Polinucleotideo

60
120
180
240
300
357

Polipeptideo sin-

Gln Ser Pro Ala ser Leu Ser Ala Ser Leu Gly

10

15

Glu Cys Arg Thr ser Glu Asp Ile Tyr Ser Asn

25

30



10

16

20

25

30

Leu Ala Trp Tyr Arg
35

Tyr Asp Thr Asn Arg
50

Ser Gly Ser Gly Thr

65

Glu Asp val Ala Ser

85
Thr Phe Gly Gly Asp
100

<210> 59

<211> 321

<212> DNA

<213> Sequéncia

<220>

<223> Descricdo

sintético

<400> 59

gacatccaga tgacacagtc

atcgaatgtc gaacaagtga

gggaagtctc ctcagctcct

cggttcagtg gcagtggatc

gaagatgtcg ccagctattt

gacaccaagc tggaattgaa

<210> 60

<211> 117

<212> PRT

<213> Sequéncia

<220>

<223> Descricao

tético
<400> 60

GIn Arg

Pro

171

Gly Lys

40

Ala
55
Tyr

Leu

Gln
70
Tyr Phe

Thr Lys

Asp

ser

cys

Leu

Gly val

Leu Lys
His
90

Leu

Gln

Glu
105

Artificial

de sequéncia Artificial:

tccggcettcc
ggacatttac
gatctatgat
tggcacacaa
ctgtcaacac

a

ctgtctgcat
agtaatttag
acaaatagat
tattctctaa

tatagcaatt

Artificial

de Sequéncia Artificial:

Ser Pro GIn Leu Leu Ile

45

Pro Ser Arg Phe Ser Gly

60

Ile Asn Ser Leu GIn Ser

75

80

Tyr Ser Asn Phe Pro Trp

95
Lys

ctctgggaga aactgtcacc
cgtggtatcg gcagagacca
tggctgatgg ggtcccgtca
agataaacag cctgcaatct

ttccgtggac cttcggtgga

Polinucleotideo

60
120
180
240
300

321

Polipeptideo sin-



10

15

20

25

30

GIn val GlIn Leu Thr Glu Ser Gly Pro Gly Leu val GIn Pro Ser Gln
1 5 10 15
Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr val ser Gly Phe Ser Leu Thr Ser His
20 25 30
His Ile Ser Trp val Arg GIn Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp val
35 40 45
Gly val Met Trp Asn Asp Gly Gly Thr Leu Tyr Asn Ser Ala Leu Lys
50 55 60
Ser Arg Pro Ser Ile Ser Arg Asp Thr Ser Lys Ser Gln val Phe Leu
65 70 75 80
Lys Met Ser Ser teu GlIn Thr Glu Asp Thr Ala Thr Tyr Tyr Cys Ala
85 90 95
Arg Gly Lys Met His Tyr Tyr val Leu Asp Ala Trp Gly Gln Gly Ala
100 105 110
Ser val Thr val Sser
115
<210> 61
<211> 351
<212> DNA
<213> Sequéncia Artificial
<220>
<223> Descricao de Sequéncia Artificial: Polinucleotideo
sintético
<400> 61
caggtgcagc tgacggagtc agggcctggc ctggtgcagc cctcacagac cctgtctctc 60
acctgcactg tctctgggtt ctcattaacc agccatcata tatcctgggt tcgacagcct 120
ccaggaaaag gtctggagtg ggtgggagtc atgtggaatg atggaggcac attatataat 180
tcagctctca agtctcgacc gagcatcagt agggacacct ccaagagtca ggtcttctta 240
aaaatgagca gtctgcaaac tgaagacaca gccacttact actgtgccag gggcaaaatg 300
cattactatg ttctggatgc ctggggtcaa ggagcttcag tcactgtctc g 351
<210> 62
<211> 238

172



10

15

20

25

30

<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

Met

Gly

val

val

Gly

65

Gly

Leu

Glu
ser
145
Asn

Ala

Lys

Glu

Ser

Ser

Ser

50

Gln

val

Thr

His

Ile

130

Asp

Asn

Leu

Asp

PRT

Sequéncia

Descricao

tético

62

Thr Asp Thr

Thr

Pro

35

Ser

Pro

Pro

Ile

ser

115

Lys

Glu

Phe

Gln

ser
195

Gly
20

Gly
ser
Pro
Ala
ser
100
Trp
Arg
GIn
Tyr
Ser

180
Thr

5
Asp

Glu

Thr

Lys

Arg

85

ser

Glu

Thr

Leu

Pro

165

Gly

Tyr

173

Artificial

de Sequéncia Artificial: Polipeptideo

Leu

Ile

Arg

TYyr

Leu

70

Phe

val

Ile

val

Lys

150

Arg

Asn

ser

Leu

val

Ala

Ser

55

Leu

Ser

Glu

Pro

Ala

135

Ser

Glu

Ser

Leu

Leu Trp

Leu Thr

Thr

40

Tyr

Ile

Gly

Pro

Pro

120

Ala

Gly

Ala

Gln

Ser
200

25
Ile

Met

Lys

Ser

Glu

105

Thr

Pro

Thr

Lys

Glu

185

Ser

val

10

Gln

Ser

His

Tyr

Gly

90

Asp

Phe

Ser

Ala

val

170

Ser

Thr

Leu

ser

cys

Trp

Ala

75

ser

Phe

Gly

val

Ser

155

Gln

val

Leu

Leu

Pro

Arg

Tyr

60

Ser

Gly

Ala

Gly

Phe

140

val

Trp

Thr

Thr

Leu

Ala

Ala

45

Gln

Asn

Thr

Thr

Gly

125

Ile

val

Lys

Glu

Leu
205

Trp

Thr

30

ser

Gln

Leu

ASp

Tyr

110

Thr

Phe

cys

val

G1n

190

Ser

val

15

Leu

GlIn

Lys

Glu

Phe

95

Tyr

Lys

Pro

Leu

Asp

175

Asp

Lys

sin-

Pro

ser

Arg

Pro

ser

80

Thr

Cys

Leu

Pro

Leu

160

Asn

ser

Ala



10

15

20

25

30

174

Asp Tyr Glu Lys His Lys val Tyr Ala Cys Glu val Thr His GIn Gly

210

Leu Ser Ser Pro val

225

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

<400>
Asp Ile
1

Glu Arg

Thr Tyr

Lys Leu
50

Arg Phe

65

Ser val

Glu Ile
Thr val
Leu Lys

130

Pro Arg
145

63

218
PRT

Sequéncia

Descricéao

tético

63

val Leu Thr

Ala

Ser

35

Leu

Ser

Glu

Pro

Ala

115

Ser

Glu

Thr
20

Tyr
Ile
Gly
Pro
Pro
100
Ala

Gly

Ala

5
Ile

Met

Lys

Ser

Glu

85

Thr

Pro

Thr

Lys

215

220

Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys

230

Artificial

de Sequéncia Artificial:

GIn

ser

His

Tyr

Gly

70

Asp

Phe

Ser

Ala

val
150

Ser

Cys

Trp

Ala

55

Ser

Phe

Gly

val

Ser

135
GlIn

Pro

Arg

Tyr

40

Ser

Gly

Ala

Gly

Phe

120

val

Trp

Ala

Ala

25

G1n

Asn

Thr

Thr

Gly

105

Ile

val

Lys

Thr

10

ser

Gln

Leu

Asp

Tyr

90

Thr

Phe

cys

val

235

Leu

Gln

Lys

Glu

Phe

75

TYyr

Lys

Pro

Leu

Asp
155

ser

Arg

Pro

Ser

60

Thr

Cys

Leu

Pro

Leu

140

Asn

val
val
Gly
45

Gly
Leu
Gln
Glu
ser
125

Asn

Ala

ser

ser

30

Gln

val

Thr

His

Ile

110

Asp

Asn

Leu

Pro

15

Ser

Pro

Pro

Ile

ser

95

Lys

Glu

Phe

Gln

Polipeptideo sin-

Gly

Ser

Pro

Ala

Ser

80

Trp

Arg

Gln

TYyr

ser
160



10

15

20

25

30

Gly Asn

ser Gln Glu

165

Tyr Ser Leu Ser Ser

His Lys

180

val Tyr Ala

195

val Thr
210
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

atggagacag
gacattgtac
atctcatgca
caacagaaac
ggggtccctg
tctgtggagce
acgttcggtg
atcttcccgce
aataacttct
ggtaactccc
agcaccctga
acccatcagg
<210>

<211>

<212>

<213>

Lys Ser Phe

64
717
DNA

Sequéncia

Descricao
sintético
64
acacactcct
tgacacagtc
gggccagcca
caggacagcc
ccaggttcag
cggaggattt
gagggaccaa
catctgatga
atcccagaga
aggagagtgt
cgctgagcaa
gcctgagctc
65

463

PRT

Sequéncia

175

Ser val Thr Glu GIn Asp Ser Lys Asp Ser Thr

Thr Leu Thr Leu

Cys Glu val Thr

170

185

200
Asn Arg Gly Glu Cys

215

Artificial

de Sequéncia Artificial:

gttatgggtg
tcctgctacc
acgtgtcagt
acccaaactc
tggcagtggg
tgcaacatat
gctggagatc
gcagttgaaa
ggccaaagta
cacagagcag
agcagactac

gcccgtcaca

ctgctgectct
ttatctgtat
tcatctacct
ctcatcaagt
tctgggactg
tactgtcagc
aaacgaactg
tctggaactg
cagtggaagg
gacagcaagg
gagaaacaca

aagagcttca

Artificial

175

190

205

gggttccagg
ctccgggaga
atagttatat
atgcatccaa
acttcaccct
acagttggga
tggctgcacc
cctctgttgt
tggataacgc
acagcaccta
aagtctacgc

acaggggaga

ttccactggt
gagggccacc
gcactggtac
cctagaatct
caccatctct
gattcctccg
atctgtcttc
gtgcctgcetg
cctccaatcg
cagcctcagc
ctgcgaagtc

gtgttag

Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys

His GIn Gly Leu Ser Ser Pro

Polinucleotideo

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
717



10

15

20

25

30

<220>
<223>

<400>
Met Asp
1

Ala His

Pro Gly

Thr Ser
50

Glu Trp

65

Glu Lys

Thr Ala
Tyr Tyr
Gln Gly
130
val Phe
145
Ala Leu
ser Trp

val Leu

Pro ser
210

176

Descricdo de Sequéncia Artificial: pPolipeptideo

tético

65
Trp

ser

Ala

35

Tyr

Ile

Phe

Tyr

Cys

115

Thr

Pro

Gly

AsSn

Gln

195

ser

Thr Trp Arg

GIn
20

Ser
Tyr
Gly
Lys
Met
100
Thr
Leu
Leu
Cys
Ser
180

Ser

Ser

5
val

val

Met

Glu

Ser

85

Glu

Arg

val

Ala

Leu

165

Gly

ser

Leu

GIn

Lys

Tyr

Ile

70

Lys

Leu

Sser

Thr

Pro

150

val

Ala

Gly

Gly

val

Leu

Leu

Trp

55

Asn

Ala

Ser

Asp

val

135

Cys

Lys

Leu

Leu

Thr
215

Phe

val

Ser

40

val

Pro

Thr

Ser

Gly

120

Ser

Ser

ASp

Thr

Tyr

200
LyS

Cys

GIn

25

Cys

Lys

ser

Leu

Leu

105

Arg

Ser

Arg

Tyr

ser

185

ser

Thr

Leu

10

Ser

Lys

GIn

Asn

Thr

90

Arg

Asn

Ala

ser

Phe

170

Gly

Leu

Tyr

Leu

Gly

Ala

Ala

Gly

75

val

Ser

ASp

Ser

Thr

155

Pro

val

Ser

Thr

Ala

Ala

Ser

Pro

60

Asp

Asp

Glu

Met

Thr

140

ser

Glu

His

ser

Cys
220

val

Glu

Gly

45

Gly

Thr

Lys

Asp

Asp

125

Lys

Glu

Pro

Thr

val

205

Asn

Ala
val
30

Tyr
GIn
AsSn
Ser
Thr
110
Ser
Gly
ser
val
Phe
190

val

val

Pro

15

val

Ile

Gly

Phe

Ala

95

Ala

Trp

Pro

Thr

Thr

175

Pro

Thr

Asp

sin-

Gly

Lys

Phe

Leu

Asn

80

Ser

val

Gly

Ser

Ala

160

val

Ala

val

His



10

15

20

25

30

Lys

225

Pro

val

Thr

Glu

Lys

305

Ser

Lys

Ile

Pro

Leu

385

Asn

Ser

Arg

Leu

Pro

Pro

Phe

Pro

val

290

Thr

val

Cys

Ser

Pro

370

val

Gly

Asp

Trp

His
450

<210>
<211>

Ser

Cys

Leu

Glu

275

GIn

Lys

Leu

Lys

Lys

355

Ser

Lys

Gln

Gly

Gln

435S

Asn

66

Asn

Pro

Phe

260

val

Phe

Pro

Thr

val

340

Ala

Gln

Gly

Pro

Ser

420

Glu

His

444

Thr

Pro

245

Pro

Thr

Asn

Arg

val

325

Ser

Lys

Glu

Phe

Glu

405

Phe

Gly

Tyr

Lys

230

cys

Pro

Cys

Trp

Glu

310

Leu

Asn

Gly

Glu

Tyr

390

Asn

Phe

Asn

Thr

val

Pro

Lys

val

Tyr

295

Glu

His

Lys

Gln

Met

375

Pro

Asn

Leu

val

Gln
455

177

ASp

Ala

Pro

val

280

val

Gln

Gln

Gly

Pro

360

Thr

Ser

Tyr

Tyr

Phe

440
Lys

Lys

Pro

Lys

265

val

Asp

Phe

Asp

Leu

345

Arg

Lys

Asp

Lys

ser

425

Ser

Ser

Arg
Glu
250
ASp
Asp
Gly
Asn
Trp
330
Pro
Glu
Asn
Ile
Thr
410
Arg

cys

Leu

val

235

Phe

Thr

val

val

Ser

315

Leu

Ser

Pro

GIn

Ala

395

Thr

Leu

Ser

ser

Glu

Leu

Leu

Ser

Glu

300

Ala

Asn

ser

Gln

val

380

val

Pro

Thr

val

Leu
460

Ser

Gly

Met

Gln

285

val

Tyr

Gly

Ile

val

365

Ser

Glu

Pro

val

Met

445

ser

Lys

Gly

Ile

270

Glu

His

Arg

Lys

Glu

350

TYr

Leu

Trp

val

Asp

430

His

Leu

Tyr

Pro

255

ser

Asp

Asn

val

Glu

335

Lys

Thr

Thr

Glu

Leu

415

Lys

Glu

Gly

Gly

240

ser

Arg

Pro

Ala

val

320

Tyr

Thr

Leu

Cys

Ser

400

Asp

Ser

Ala



10

15

20

25

30

<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

Gln
1

ser

Tyr

Lys

65

Met

Thr

Leu

Leu

Cys

145

Ser

Ser

ser

val

val

Met

Glu

50

Ser

Glu

Arg

val

Ala

130

Leu

Gly

Ser

Leu

PRT

Sequéncia

Descricao

tético
66

Gln

Lys

Tyr

35

Ile

Lys

Leu

ser

Thr

115

Pro

val

Ala

Gly

Gly
195

Leu

Leu

20

Trp

Asn

Ala

Ser

Asp

100

val

Cys

Lys

Leu

Leu

180
Thr

val
5
Ser
val
Pro
Thr
Sser
85
Gly
ser
Ser
Asp
Thr
165

Tyr

Lys

178

Artificial

de Sequéncia Artificial:

Gln

Cys

Lys

ser

Leu

70

Leu

Arg

Ser

Arg

Tyr

150

Ser

Ser

Thr

ser

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Arg

Asn

Ala

Ser

135

Phe

Gly

Leu

Tyr

Gly

Ala

Ala

40

Gly

val

Ser

Asp

ser

120

Thr

Pro

val

Ser

Thr
200

Ala

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Met

105

Thr

Ser

Glu

His

Ser

185
cys

Glu
10

Gly
Gly
Thr
Lys
Asp
90

Asp
Lys
Glu
Pro
Thr
170

val

Asn

val

Tyr

Gln

Asn

ser

75

Thr

Ser

Gly

Ser

val

155

Phe

val

val

val

Ile

Gly

Phe

60

Ala

Ala

Trp

Pro

Thr

140

Thr

Pro

Thr

Asp

Lys

Phe

Leu

45

Asn

ser

val

Gly

Ser

125

Ala

val

Ala

val

His
205

Pro

Thr

30

Glu

Glu

Thr

TYyr

Gln

110

val

Ala

ser

val

Pro

190
Lys

Polipeptideo

Gly
15

Ser
Trp
Lys
Ala
Tyr
95

Gly
Phe
Leu
Trp
Leu
175

Ser

Pro

sin-

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Thr

Pro

Gly

Asn

160

Gln

ser

Ser
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15

20

25

30

Asn

Pro

225

Phe

val

Phe

Pro

Thr

305

val

Ala

GIn

Gly

Pro

385

ser

Glu

His

Thr

210

Pro

Pro

Thr

AsSn

Arg

290

val

Ser

Lys

Glu

Phe

370

Glu

Phe

Gly

Tyr

<210>
<211>

Lys

Cys

Pro

Cys

Trp

275

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

355

TYr

Asn

Phe

Asn

Thr
435

67

val

Pro

Lys

val

260

Tyr

Glu

His

Lys

Gin

340

Met

Pro

Asn

Leu

val

420
Gln

1392

Asp

Ala

Pro

245

val

val

Gln

Gln

Gly

325

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr

405

Phe

Lys

Lys

Pro

230

Lys

val

Asp

Phe

ASp

310

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

390

sSer

ser

Ser

Arg

215

Glu

ASp

Asp

Gly

Asn

295

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

375

Thr

Arg

cys

Leu

179

val

Phe

Thr

val

val

280

ser

Leu

ser

Pro

Gln

360

Ala

Thr

Leu

Ser

ser
440

Glu

Leu

Leu

ser

265

Glu

Ala

ASh

ser

GIn

345

val

val

Pro

Thr

val

425
Leu

ser

Gly

Met

250

Gln

val

Tyr

Gly

Ile

330

val

Ser

Glu

Pro

val

410

Met

Ser

Lys

Gly

235

Ile

Glu

His

Arg

Lys

315

Glu

Tyr

Leu

Trp

val

395

Asp

His

Leu

Tyr

220

Pro

ser

Asp

Asn

val

300

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

380

Leu

Lys

Glu

Gly

Gly

ser

Arg

Pro

Ala

285

val

Tyr

Thr

Leu

Cys

365

Ser

Asp

Ser

Ala

Pro

val

Thr

Glu

270

Lys

ser

Lys

Ile

Pro

350

Leu

Asn

ser

Arg

Leu
430

Pro

Phe

Pro

255

val

Thr

val

Cys

Ser

335

Pro

val

Gly

Asp

Trp

415
His

cys

Leu

240

Glu

Gln

Lys

Leu

Lys

320

Lys

Ser

Lys

Gln

Gly

400

Gln

Asn



10

15

20

25

30

<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

atggactgga
gtccaactgg
tgcaaggctt
ggacaaggcc
gagaagttca
gagctcagca
agaaatgata
aagggcccat
gccctgggct
ggcgccctga
tccctcagca
aacgtagatc
cccccatgcec
cccccaaaac
gtggacgtga
gtgcataatg
agcgtcctca
tccaacaaag
cgagagccac
agcctgacct
aatgggcagc
ttcttcctct
tcatgctccg
tctctgggtt
<210>

<211>

DNA

Sequéncia

Descricao
sintético
67
cctggagggt
tgcagtcagg
ctggctacat
ttgagtggat
agagtaaggc
gcctgaggtc
tggactcctg
ccgtcttccc
gcctggtcaa
ccagcggegt
gcgtggtgac
acaagcccag
caccgtgcecc
ccaaggacac
gccaggaaga
ccaagacaaa
ccgtcctgea
gcctceccgtce
aagtgtacac
gcctggtcaa
cggagaacaa
acagcaggct
tgatgcatga
ga

68

236

180

Artificial

de sSequéncia Artificial:

cttctgcttg
ggctgaagtg
cttcaccagt
tggagagatt
cacactgact
tgaggacact
gggccaaggg
cctggegecc
ggactacttc
gcacaccttc
cgtgccctec
caacaccaag
agcacctgag
tctcatgatc
ccccgaggtc
gccgcgggag
ccaggactgg
ctccatcgag
cctgeccccca
aggcttctac
ctacaagacc
aaccgtggac

ggctctgeac

ctggctgtag
gtgaagcctg
tattatatgt
aatcctagca
gtagacaaat
gcggtctatt
accctggtca
tgctccagat
cccgaaccgg
ccggetgtcc
agcagcttgg
gtggacaaga
ttcctggggg
tccecggaccc
cagttcaact
gagcagttca
ctgaacggca
aaaaccatct
tcccaggagg
cccagcgaca
acgcctcccg
aagagcaggt

aaccactaca

Polinucleotideo
caccaggtgc ccactcccag 60
gggcttcagt gaagttgtcc 120
actgggtgaa gcaggcgccc 180
atggtgatac taacttcaat 240
ccgccagcac agcatacatg 300
actgtacaag atcggacggt 360
ccgtctcctc agcttccacc 420
ctacctccga gagcacagcc 480
tgacggtgtc gtggaactca 540
tacagtcctc aggactctac 600
gcacgaagac ctacacctgc 660
gagttgagtc caaatatggt 720
gaccatcagt cttcctgttc 780
ctgaggtcac gtgcgtggtg 840
ggtacgtgga tggcgtggag 900
acagcgcgta ccgtgtggtc 960
aggagtacaa gtgcaaggtc 1020
ccaaagccaa agggcagccc 1080
agatgaccaa gaaccaggtc 1140
tcgccgtgga gtgggagagc 1200
tcctcgattc cgacggctcc 1260
ggcaggaggg gaatgtcttc 1320
cacagaagag cctctccctg 1380

1392



10

15

20

25

30

<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

Met

1

Leu

Leu

Glu

Ala

65

Pro

Ile

Tyr

Lys

Glu

145

Phe

GlIn

Ser

Asp

Arg

ser

Asp

50

Pro

Ser

Ser

Tyr

Arg

130

Gin

Tyr

ser

Thr

PRT

Sequéncia

Descricdo

tético
68
Met Arg val

Gly

Ala

35

Leu

Lys

Arg

Ser

Lys

115

Thr

Leu

Pro

Gly

Tyr
195

Ala

20

Ser

Tyr

Leu

Phe

Leu

100

Phe

val

Lys

Arg

Asn

180

Ser

5
Arg

val

Tyr

Leu

Ser

85

Gln

Pro

Ala

ser

Glu

165

ser

Leu

181

Artificial

de Sequéncia Artificial: polipeptideo

Pro

Cys

Gly

Asn

Ile

70

Gly

Pro

Phe

Ala

Gly

150

Ala

Gln

ser

Ala

Asp

Asp

Leu

55

Tyr

ser

Glu

Thr

Pro

135

Thr

Lys

Glu

ser

Gln

Ile

Arg

40

Ala

Asp

Gly

Asp

Phe

120

ser

Ala

val

ser

Thr
200

Leu

Gln

25

val

Trp

Thr

Ser

Phe

105

Gly

val

ser

Gln

val

185

Leu

Leu

10

Met

Thr

Tyr

TYyr

Gly

90

Ala

Gln

Phe

val

Trp

170

Thr

Thr

Gly

Thr

Ile

Gln

Arg

75

Thr

Ser

Gly

Ile

val

155

Lys

Glu

Leu

Leu

GIn

Thr

Arg

60

Leu

Asp

Tyr

Thr

Phe

140

Ccys

val

GlIn

Ser

Leu

ser

Cys

45

Lys

Ala

Tyr

Tyr

Lys

125

Pro

Leu

Asp

Asp

Lys
205

Leu

Pro

30

Arg

Pro

Asp

Thr

Cys

110

val

Pro

Leu

Asn

Ser

190
Ala

Leu
15

ser
Ala
Gly
Gly
Leu
95

GIn
Glu
Ser
Asn
Ala
175

Lys

Asp

sin-

Trp

ser

ser

Lys

val

80

Thr

Gln

Ile

Asp

Asn

160

Leu

Asp

Tyr



10

15

20

25

30

182

Glu Lys His Lys val Tyr Ala Cys Glu val Thr His Gln Gly Leu Ser

210

215

220

ser pro val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys

225

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

<400>

Asp

1

Asp

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

Pro

Thr

Lys
145

Ile

Arg

Ala

Asp

50

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

130
val

69
214
PRT

Sequéncia

Descricdo

tético
69
GIn Met Thr

val
Trp
35

Thr
ser
Phe
Gly
val
115

Ser

GIn

Thr
20

Tyr
Tyr
Gly
Ala
Gln
100
Phe

val

Trp

5
Ile

Gln

Arg

Thr

ser

85

Gly

Ile

val

Lys

230

Artificial

de sequéncia Artificial:

Gln

Thr

Arg

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Phe

Cys

val
150

Ser

Cys

LyS

Ala

55

Tyr

Tyr

Lys

Pro

Leu

135
Asp

Pro

Arg

Pro

40

Asp

Thr

Cys

val

Pro

120

Leu

Asn

Ser
Ala
25

Gly
Gly
Leu
Gln
Glu
105
ser

Asn

Ala

Ser

10

ser

Lys

val

Thr

Gln

90

Ile

ASp

ASn

Leu

235

Leu

Glu

Ala

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Glu

Phe

GIn
155

Ser

Asp

Pro

Ser

60

Ser

Tyr

Arg

Gln

TYr

140

Ser

Ala

Leu

LYyS

45

Arg

ser

Lys

Thr

Leu

125

Pro

Gly

ser

Tyr

30

Leu

Phe

Leu

Phe

val

110

Lys

Arg

Asn

Polipeptideo

val

15

Tyr

Leu

ser

GlIn

Pro

95

Ala

Ser

Glu

ser

sin-

Gly

Asn

Ile

Gly

Pro

80

Phe

Ala

Gly

Ala

GIn
160



10

15

20

25

30

Glu ser

Ser Thr

Ala Cys

val Thr Glu

165

Leu Thr Leu

180

Glu val Thr

195

Phe Asn
210
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

atggacatga
agatgtgata
gtgactatta
aaaccgggca
ccaagccgtt
cagccggaag
ggtcagggca
ccgcecatctg
ttctatccca
tcccaggaga
ctgacgctga
cagggcctga
<210>

<211>

<212>

<213>

Arg Gly Glu

70
711
DNA

Sequéncia

Descricao
sintético
70
gggtccccgce
tccagatgac
cctgtcgtgce
aagccccgaa
tcagtggcag
attrtcgectc
Ctaaagtaga
atgagcagtt
gagaggccaa
gtgtcacaga
gcaaagcaga
gctcgeecgt
71

463

PRT

Sequéncia

183

GIn Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser

170

175

ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys val Tyr

185

190

His GIn Gly Leu Ser Ser Pro val Thr Lys Ser
200

Cys

Artificial

de Sequéncia Artificial:

tcagctcctg
ccagagtcca
cagtgaggac
gctgctcatc
tggcageggt
ttactattgt
aatcaaacgt
gaaatctgga
agtacagtgg
gcaggacagce
ctacgagaaa

CacCaaagagc

gggctcctgce
agcagtctct
ctctattaca
tatgatacgt
actgactata
cagcaatatt
acggtggctg
actgcctctg
aaggtggata
aaggacagca
cacaaagtct

ttcaacaggg

Artificial

205

tactctggct
ccgccagegt
acctggcctg
accgcctggce
ccctcacaat
acaagttccc
caccatctgt
ttgtgtgect
acgccctcca
cctacagect
acgcctgcga

gagagtgtta

ccgaggtgcec
aggcgatcgt
gtatcagcgt
tgacggtgtg
ttcgtctctc
tttcaccttc
cttcatcttc
gctgaataac
atcgggtaac
cagcagcacc

agtcacccat

g9

Polinucleotideo

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
711



10

15

20

25

30

<220>
<223>

<400>

Met

1

Ala

Pro

Thr

Glu

65

val

val

Tyr

Gln

val

145

Ala

Ser

val

Pro

Asp

His

Gly

Asn

50

Trp

Leu

Tyr

Ccys

Gly

130

Phe

Leu

Trp

Leu

Ser
210

Descricdo de Sequéncia Artificial:

tético
71

Trp

ser

Gly

35

Tyr

Met

Lys

Leu

Ala

115

Thr

Pro

Gly

Asn

Gln

195

Ser

Thr
Glu
20

Ser
His
Gly
Ser
GIn
100
Arg
Leu
Leu
Cys
Ser
180

Ser

ser

Trp
5
val
Leu
val
val
Arg
85
Met
Gln
val
Ala
Leu
165
Gly

Ser

Leu

Arg

GIn

Arg

His

Ile

70

Phe

Asn

Leu

Thr

Pro

150

val

Ala

Gly

Gly

val

Leu

Leu

Trp

55

Trp

Thr

Ser

Thr

val

135

Cys

Lys

Leu

Leu

Thr
215

184

Phe

val

ser

40
val

Ile

Leu

His

120

Ser

Ser

Asp

Thr

Tyr

200
Lys

Cys

Glu

25

Cys

Arg

Asp

ser

Arg

105

TYyr

Ser

Arg

Tyr

Ser

185

ser

Thr

Leu

10

Ser

Ala

Gln

Gly

Arg

20

Ala

Tyr

Ala

ser

Phe

170

Gly

Leu

Tyr

Leu

Gly

val

Ala

Asp

75

Asp

Glu

val

Ser

Thr

155

Pro

val

Ser

Thr

Ala

Gly

Ser

Pro

60

Thr

Thr

AsSp

Leu

Thr

140

Ser

Glu

His

ser

Cys
220

val

Gly

Gly

45

Gly

Ser

Ser

Thr

Ala

125

Lys

Glu

Pro

Thr

val

205

Asn

Ala

Leu

30

Phe

Lys

Tyr

Lys

Ala

110

Ala

Gly

Ser

val

Phe

190

val

val

Polipeptideo

Pro
15
val
Ser
Gly
Asn
Asn
95
val
Trp
Pro
Thr
Thr
175
Pro

Thr

Asp

sin-

Gly

Gln

Ser

Leu

ser

80

Thr

Tyr

Gly

ser

Ala

160

val

Ala

val

His
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16

20

25

30

Lys

225

Pro

val

Thr

Glu

Lys

305

Ser

Lys

Ile

Pro

Leu

385

Asn

ser

Arg

Ley

Pro

Pro

Phe

Pro

val

290

Thr

val

Cys

ser

Pro

370

val

Gly

Asp

Trp

His
450

<210>
<211>

Ser

Cys

Leu

Glu

275

GIn

Lys

Leu

Lys

Lys

355

Ser

Lys

GlIn

Gly

G1n

435

Asn

72

Asn

Pro

Phe

260

val

Phe

Pro

Thr

val

340

Ala

Gln

Gly

Pro

ser

420

Glu

His

444

Thr

Pro

245

Pro

Thr

Asn

Arg

val

325

Ser

Lys

Glu

Phe

Glu

405

Phe

Gly

TYr

Lys

230

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu

310

Leu

Asn

Gly

Glu

Tyr

390

Asn

Phe

Asn

Thr

val

Pro

Lys

val

Tyr

295

Glu

His

Lys

Glin

Met

375

Pro

Asn

Leu

val

Gln
455

185

Asp

Ala

Pro

val

280

val

Gln

GIn

Gly

Pro

360

Thr

Ser

Tyr

Tyr

Phe

440
Lys

Lys

Pro

Lys

265

val

Asp

Phe

ASp

Leu

345

Arg

Lys

Asp

Lys

ser

425

ser

Ser

Arg

Glu

250

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp

330

Pro

Glu

Ash

Ile

Thr

410

Arg

Cys

Leu

val

235

Phe

Thr

val

val

Ser

315

Leu

Ser

Pro

GIn

Ala

395

Thr

Leu

Ser

Ser

Glu

Leu

Leu

Ser

Glu

300

Ala

Asn

Ser

Gln

val

380

val

Pro

Thr

val

Leu
460

Ser

Gly

Met

Gln

285

val

TYyr

Gly

Ile

val

365

Ser

Glu

Pro

val

Met

445

Ser

Lys
Gly
Ile
270
Glu
His
Arg
Lys
Glu
350
Tyr
Leu
Trp
val
Asp
430
His

Leu

Tyr

Pro

255

Ser

Asp

Asn

val

Glu

335

Lys

Thr

Thr

Glu

Leu

415

Lys

Glu

Gly

Gly
240
ser
Arg
Pro
Ala
val
320
Tyr
Thr
Leu
Cys
Ser
400
Asp

Ser

Ala
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15

20

25

30

<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

Glu

ser

His

Gly

ser

65

Gln

Arg

Leu

Leu

Cys

145

Ser

Ser

Ser

val

Leu

val

val

50

Arg

Met

Gln

val

Ala

130

Leu

Gly

ser

Leu

PRT

Sequéncia

Descricéao

tético

72

GIn

Arg

His

35

Ile

Phe

Asn

Leu

Thr

115

Pro

val

Ala

Gly

Gly
195

Leu

Leu

20

Trp

Trp

Thr

sSer

Thr

100

val

Cys

Lys

Leu

Leu

180
Thr

val

5

Ser

val

Gly

Ile

Leu

85

His

Ser

Ser

Asp

Thr

165

Tyr

Lys

186

Artificial

de Sequéncia Artificial:

Glu

Cys

Arg

Asp

ser

70

Arg

Tyr

ser

Arg

Tyr

150

ser

Ser

Thr

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Arg

Ala

Tyr

Ala

Ser

135

Phe

Gly

Leu

Tyr

Gly

val

Ala

40

Asp

Asp

Glu

val

Ser

120

Thr

Pro

val

Ser

Thr
200

Gly

Ser

25

Pro

Thr

Thr

Asp

Leu

105

Thr

Ser

Glu

His

Ser

185
Cys

Gly
10

Gly
Gly
ser
Ser
Thr
90

Ala
Lys
Glu
Pro
Thr
170

val

Asn

Leu

Phe

Lys

Tyr

Lys

75

Ala

Ala

Gly

Ser

val

155

Phe

val

val

val

Ser

Gly

Asn

60

Asn

val

Trp

Pro

Thr

140

Thr

Pro

Thr

Asp

Gln

ser

Leu

45

Ser

Thr

Tyr

Gly

ser

125

Ala

val

Ala

val

His
205

Pro

Thr

30

Glu

val

val

Tyr

Gln

110

val

Ala

Ser

val

Prao

190
Lys

pPolipeptideo

Gly
15

Asn
Trp
Leu
TYyr
Cys
95

Gly
Phe
Leu
Trp
Leu
175

Ser

Pro

sin-

Gly

TYyr

Met

Lys

Leu

80

Ala

Thr

Pro

Gly

Asn

160

G1In

Ser

Ser



10

16

20

25

30

Asn

Pro

225

Phe

val

Phe

Pro

Thr

305

val

Ala

GlIn

Gly

Pro

385

ser

Glu

His

Thr

210

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

290

val

Ser

Lys

Glu

Phe

370

Glu

Phe

Gly

TYyr

<210>
<211>

Lys

Cys

Pro

Cys

Trp

275

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

355

Tyr

Asn

Phe

AsSn

Thr
435

val

Pro

Lys

val

260

Tyr

Glu

His

Lys

Gln

340

Met

Pro

Asn

Leu

val

420
Gln

73
1392

Asp
Ala
Pro
245
val
val
Gln
Gln
Gly
325
Pro
Thr
ser
Tyr
Tyr
405

Phe

Lys

Lys

Pro

230

Lys

val

Asp

Phe

Asp

310

Leu

Arg

LysS

ASp

Lys

390

ser

ser

Ser

Arg

215

Glu

Asp

Asp

Gly

AsSn

295

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

375

Thr

Arg

Cys

Leu

187

val

Phe

Thr

val

val

280

ser

Leu

Ser

Pro

Gln

360

Ala

Thr

Leu

Ser

Ser
440

Glu

Leu

Leu

Ser

265

Glu

Ala

Asn

ser

GIn

345

val

val

Pro

Thr

val

425

Leu

ser

Gly

Met

250

Gln

val

TYyr

Gly

Ile

330

val

Ser

Glu

Pro

val

410

Met

Ser

Lys

Gly

235

Ile

Glu

His

Arg

Lys

315

Glu

Tyr

Leu

Trp

val

395

Asp

His

Leu

TYr

220

Pro

ser

Asp

Asn

val

300

Glu

Lys

Thr

Thr

Glu

380

Leu

Lys

Glu

Gly

Gly

ser

Arg

Pro

Ala

285

val

Tyr

Thr

Leu

Cys

365

ser

Asp

Ser

Ala

Pro

val

Thr

Glu

270

Lys

ser

Lys

Ile

Pro

350

Leu

Ash

Ser

Arg

Leu
430

Pro

Phe

Pro

255

val

Thr

val

Cys

Ser

335

Pro

val

Gly

Asp

Trp

415

His

Cys

Leu

240

Glu

Gln

Lys

Leu

Lys

320

Lys

Ser

Lys

GIn

Gly

400

G1ln

Asn



10

15

20

25

30

<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

atggactgga
gtacaattgg
tgtgcagtga
gggaagggcc
gtcctgaaga
atgaactctc
tattacgttt
aagggcccat
gccectggget
ggcgccctga
tccctcageca
aacgtagatc
cccccatgcec
cccccaaaac
gtggacgtga
gtgcataatg
agcgtcctca
tccaacaaag
cgagagccac
agcctgacct
aatgggcagc
ttcttcctct
tcatgctccg
tctctgggtt
<210>

<211>

DNA

Sequéncia

Descricao
sintético
73
cctggagggt
tcgagtctgg
gcggcttcag
tggagtggat
gccgtttcac
tccgegcaga
tggcagcctg
ccgtcttece
gcctggtcaa
ccagcggcegt
gcgtggtgac
acaagcccag
caccgtgccc
ccaaggacac
gccaggaaga
ccaagacaaa
ccgtcctgea
gcctccegtc
aagtgtacac
gcctggtcaa
cggagaacaa
acagcaggct
tgatgcatga
ga

74

117

188

Artificial

de Sequéncia Artificial:

cttctgcttg
aggcgggett
ctctaccaat
gggtgttatt
catttcccgt
ggacacagca
gggtcaaggg
cctggegecce
ggactacttc
gcacaccttc
cgtgccctcc
caacaccaag
agcacctgag
tctcatgatc
cccecgaggte
gccgegggag
ccaggactygg
ctccatcgag
cctgcccceca
aggcttctac
ctacaagacc
aaccgtggac

ggctctgcac

ctggctgtag
gtccagcctg
taccatgtgc
tggggcgacg
gacacctcaa
gtctattact
actctggtca
tgctccagat
cccgaaccgg
ccggctgtcc
agcagcttgg
gtggacaaga
ttcctggggg
tcccggaccc
cagttcaact
gagcagttca
ctgaacggca
daaaccatct
tcccaggagg
cccagcgaca
acgcctcccg
aagagcaggt

aaccactaca

caccaggtgc
gtgggagcct
actgggtgcg
gcgatacatc
agaataccgt
gtgcacgtca
cagtctcgag
ctacctccga
tgacggtgtc
tacagtcctc
gcacgaagac
gagttgagtc
gaccatcagt
ctgaggtcac
ggtacgtgga
acagcgcgta
aggagtacaa
ccaaagccaa
agatgaccaa
tcgecgtgga
tcctcgattc
ggcaggaggag

cacagaagag

ccactccgaa
gcgtctctet
tcaggcacct
ctacaactcc
ttacctccag
actgacccac
cgcttcaacc
gagcacagcec
gtggaactca
aggactctac
ctacacctgc
caaatatggt
cttcctgttc
gtgcgtggtg
tggcgtggag
ccgtgtggtc
gtgcaaggtc
agggcagcecc
gaaccaggtc
gtgggagagc
cgacggctcc
gaatgtcttc

cctctecctg

Polinucleotideo

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1392



10

15

20

25

30

<212>
<213>
<220>
<223>

<400>
Glu val
1

Thr Leu

His val

Gly val
50

Ser Arg

65

Lys Leu

Arg Gln

Leu val

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

<400>
Glu val
1

189

PRT

Sequéncia Artificial

Descricdo de Sequéncia Artificial: Polipeptideo sin-
tético
74
GIin Leu GIn Glu Ser Gly Pro Gly Leu val Lys Pro Ser Glu
5 10 15
Ser Leu Thr Cys Thr val Ser Gly Phe Ser Ser Thr Asn Tyr
20 25 30
His Trp Ile Arg Gin Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 45
Ile Trp Gly Asp Gly Asp Thr Ser Tyr Asn Ser val Leu Lys
55 60
val Thr Ile Ser val Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe Ser Leu
70 75 80
Ser Ser val Thr Ala Ala Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys Ala
85 90 95
Leu Thr His Tyr Tyr val Leu Ala Ala Trp Gly GIn Gly Thr
100 105 110
Thr val Ser
115
75
117
PRT

Ssequéncia Artificial

Descricdo de Sequéncia Artificial: Polipeptideo sin-

tético
75
G1ln Leu GIn Glu Ser Gly Pro Gly Leu val Lys Pro Ser Glu
5 10 15



10

15

20

25

30

Thr Leu

His val

Gly val
50

ser Arg

65

Lys Leu

Arg Gln

Leu val

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Gly Asp
1

Ser Lys

Met Ser

Lys Arg
50

Asn Arg

65

Lys Ser

His Ser

Ser

His

35

Ile

val

Ser

Leu

Thr

115

76
14

Leu

20

Trp

Trp

Thr

Ser

Thr

100
val

6

PRT

Thr Cys
Ile Arg
Gly Asp
Ile ser

70
val Thr
85

His Tyr

Ser

Homo sapiens

76
Gln

Thr

Asn

35

Gln

Glu

Pro

Ser

AsSn
Thr
20

Asn
Gly
Ala

Gly

Ala

Pro GIn
5
Ser val

Leu val

Leu Tyr

Ser Ser

70

Arg Phe

85
Lys Pro

Thr

GIn

Gly

55

Arg

Ala

Tyr

Ile

Leu

Thr

Tyr

55

Gln

Glu

Cys

190

val ser Gly

Pro

40

Asp

Asp

Ala

val

Ala

Gln

Leu

40

Ile

Ala

Arg

Gly

25

Pro

Thr

Thr

Asp

Leu
105

Ala

Trp

25

Glu

Tyr

Pro

Ile

GIn

Gly

Ser

Ser

Thr

90
Ala

His
10

Ala
Asn
Ala
Phe
Leu

90
Gln

Phe
Lys
Tyr
Lys
75

Ala

Ala

val

Glu

Gly

GlIn

Ile

75

Leu

Ser

Ser

Gly

Asn

60

Asn

val

Trp

Ile

Lys

Lys

val

60

Ala

Arg

Ile

Ser
Leu
45

ser
Gln

Tyr

Gly

Ser

Gly

GIn

45

Thr

Ser

Ala

His

Thr

30

Glu

val

val

TYyr

GIn
110

Glu

Tyr

30

Leu

Phe

Leu

Ala

Leu

Asn

Trp

Leu

Ser

Cys

95
Gly

Ala
15

Tyr
Thr
Cys
cys
Asn

95
Gly

Tyr

Met

Lys

Leu

80

Ala

Thr

ser

Thr

val

Ser

Leu

80

Thr

Gly
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15

20

25

30

100

191

105

110

val Phe Glu Leu GIn Pro Gly Ala Ser val pPhe val Asn val Thr Asp

115

120

125

Pro Ser GIn val Ser His Gly Thr Gly Phe Thr Ser Phe Gly Leu Leu

130
Lys Leu
145
<210> 77
<211> 14

6

<212> PRT

<213>
<400> 77
Gly Asp Glu
1

Ser Asn Ala

Met Lys Ser
35
Lys Arg Glu
50
Asn Arg Glu
65
Lys Pro Ser

His Ser Ser

val Phe Glu
115
Ala ser Gln
130
Lys Leu
145

AsSp
Ala
20

ASh
Gly
Pro
Ser
sSer
100

Leu

val

Pro

5

Ser

Leu

Leu

ser

Gly

85

Gln

Gln

Ile

Mus musculus

GIn

val

val

Tyr

Ser

70

Ser

Leu

Ala

His

135

Ile

Leu

Met

Tyr

55

Glin

Glu

Cys

Gly

Arg
135

Ala

Gln

Leu

40

val

Arg

Arg

Glu

Ala

120
val

Ala
Trp
25

Glu
Tyr
Pro
Ile
Gln
105

ser

Gly

His

10

Ala

Asn

Thr

Phe

Leu

90

Gln

val

Phe

val

Lys

Gly

GIn

Ile

75

Leu

ser

Phe

Ser

140

val

Lys

Lys

val

60

val

Lys

val

val

Ser
140

Ser

Gly

G1n

45

Thr

Gly

Ala

His

Asn

125
Phe

Glu

Tyr

30

Leu

Phe

Leu

Ala

Leu

110

val

Gly

Ala
15

Tyr
Thr
Cys
Trp
Asn
95

Gly

Thr

Leu

Asn

Thr

val

Ser

Leu

80

Thr

Gly

Glu

Leu
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