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RESUMO

"ANTICORPOS MONOCLONAIS HUMANOS PARA CINASE-1 TIPO RECETOR
DE ACTIVINA (ALK-1)"

A presente invencdo refere-se aos anticorpos incluindo
anticorpos humanos e porgdes de ligacdo a antigénio dos
mesmos que se ligam ao dominio extracelular (DEC) da
cinase-1 tipo recetor de activina (ALK-1) e que funcionam
para anular a via de sinalizacdo de ALK-1/TGF-beta-1/Smadl.
A invencdo também se refere as imunoglobulinas de cadeia
pesada e leve derivadas de anticorpos anti-ALK-1 humanos e
moléculas de dcido nucleico que codificam tais
imunoglobulinas. A presente invencgdo também se refere aos
métodos de producdo de anticorpos anti-ALK-1 humanos,
composicdes que compreendem estes anticorpos e métodos de
utilizacdo dos anticorpos e composicdes. A invencdo também
se refere aos animais ou plantas transgénicas que
compreendem moléculas de 4cido nucleico da ©presente

divulgacéo.



DESCRICAO

"ANTICORPOS MONOCLONAIS HUMANOS PARA CINASE-1 TIPO RECETOR
DE ACTIVINA (ALK-1)"

Campo da invencéo

A presente divulgacéo refere-se aos anticorpos
monoclonais humanos e porcdes de ligacdo a antigénio dos
mesmos gque se ligam ao dominio extracelular (DEC), da
cinase-1 tipo recetor de activina (ALK-1). A divulgacdo
refere-se igualmente as moléculas de &cido nucleico que
codificam tais anticorpos e porcgdes de ligacdo a antigénio,
métodos de producdo de anticorpos anti-ALK-1 humanos e
porcdes de ligacdo a antigénio, composicdes que compreendem
estes anticorpos e porcdes de ligacdo a antigénio e métodos
de utilizacdo dos anticorpos, porgdes de ligacdo a
antigénio, e composicdes.

Antecedentes da invencéo

A ALK-1 é um recetor da superficie celular tipo I para

transformar o recetor beta do fator de crescimento tipo 1

(TGF-beta-1). A ALK-1 humana ¢é um polipéptido de 503
aminoadcidos, que inclui uma sequéncia sinal (aminoédcidos:
1-21), um dominio de ligacdo ao ligando TGF-beta-1
extracelular N-terminal ou DEC (aminodcidos: 22-118), um
dominio transmembranar uUnico (aminodcidos: 119-141), um
dominio regulador rico em glicina/serina (GS) (aminoédcidos:

142-202) e um dominio de serina-treonina cinase C-terminal
(202-492). A sequéncia de aminoacidos de ALK-1 humana
revelada em Attisano et al. Cell, 1993, wvol. 75, pp. 671-
680 inclui Ser na posicdo 172 (registo do GenBank L17075),
enquanto a Patente US N° 6.316.217 reivindica a sequéncia
de aminoédcidos de ALK-1 humana com Thr na posicdo 172
(registo do GenBank NM 000020). O gene ACVRL1 gque codifica
uma ALK-1 humana de comprimento total revelado em Attisano

et al. estd disponivel comercialmente da Invitrogen Inc.,



Clone ID IOH21048. Embora a ALK-1 compartilha de 60 a 80%
de homologia global com outros recetores do tipo I (ALK-2
através de ALK-7), a DEC da ALK-1 é notavelmente divergente
dos DCE dos outros membros da familia da ALK. Por exemplo,
nos seres humanos, apenas o) DEC da ALK-2 é
significativamente relacionado com o) DEC da ALK-1
(partilhando aproximadamente 25% de identidade de
aminodcido). A Patente US N° 6.316.217; ten Dijke et al.
Oncogene, 1993, wvol. 8, pp. 2879-2887; Attisano et al.
Cell, 1993, wvol. 75, pp. 671-680.

Em geral, os 1ligandos da superfamilia de TGF-beta
exercem suas atividades bioldgicas através da ligacdo aos
complexos de recetor heteroméricos de dois tipos (I e II)
das serina/treonina cinases. Os recetores do tipo II séo
constitutivamente cinases ativas que fosforilam o recetor
tipo I apds a ligacdo de ligando. Por sua vez, as cinases
tipo I ativadas fosforilam a jusante as moléculas
sinalizadoras incluindo os diversos Smads, que se deslocam
para o nucleo e levam a uma resposta transcripcional.
Heldin et al. Nature, 1997, vol. 390, pp. 465-471. No caso
da ALK-1, demonstra-se que o Smadl ¢é especificamente
fosforilado e desloca-se ao nucleo onde diretamente regula
a expressdo dos genes respondedores Smadl Idl e EphB2.

A ALK-1 é expressa alta e seletivamente nas células
endoteliais e outros tecidos altamente vascularizados tais
como a placenta ou cérebro. Demonstramos pelo perfil de
Affymetrix e a RT-PCR em tempo real em que a expressdo da
ALK-1 nas células endoteliais altamente excede a expressdo
dos seus co-receptores de activina do tipo II e endoglina,
o seu ligando TGF-beta-1 ou ALK-5. As mutacdes na ALK-1
estéo associadas a telangiectasia hemorréagica na
hereditariedade (THH), sugerindo um papel critico para a
ALK-1 no controlo do desenvolvimento ou reparacdo dos vasos
sanguineos. Abdalla et al. J. Med. Genet., 2003, wvol. 40,
pp. 494-502; Sadick et al. Hematologica/The Hematology J.,



2005, vol. 90, 818-828. Além disso, dois estudos
independentes de ratinhos knockout por ALK-1 fornecem a
chave in vivo da evidéncia para a funcdo de ALK-1 durante a
angiogénese. Oh et al. Proc Natl Acad Sci USA, 2000, vol.
97, pp. 2626-2631; Urness et al. Nature Genetics, 2000,
vol. 26, pp. 328-331.

A angiogénese & o processo fisioldgico que envolve a
formacdo de novos vasos sanguineos a partir dos vasos pré-
existentes e/ou células estaminais endoteliais circulantes.
Este é um processo normal de crescimento e desenvolvimento,
assim como na cicatrizacdo de feridas. No entanto, isto ¢é
também uma etapa fundamental na transicdo de tumores de um
estado dormente para um estado maligno. Hanahan e Folkman,
Hanahan e Folkman, "Patterns and Emerging Mechanisms of the
Angiogenic Switch During Tumorigenesis," Cell, 86(3) :353-
364, 1996; Carmeliet, "Angiogenesis in Health and Disease,”
Nature Medicine, 9(6):653-660, 2003; Bergers e Benjamin,
"Tumorigenesis and the Angiogenic Switch," Nature Reviews,
3:401-410, 2003. Em doeng¢as como O cancro, O organismo
perde a capacidade de manter a angiogénese equilibrada.
Novos vasos sanguineos alimentam-se dos tecidos doentes,
destroem os tecidos normais, e no caso de alguns cancros,
0s novos vasos podem deixar as células tumorais escaparem
para dentro da circulacdo e alojarem-se em outros O6rgédos
(metdstases tumorais). Inibidores da angiogénese, incluindo
0s anticorpos monoclonais (mAbs), s&o uma classe muito
promissora de féarmacos direcionados contra este processo
anormal para bloquear ou atrasar o crescimento tumoral.

Além de um papel no crescimento de tumor sdélido e
metédstase, outras condig¢des notédveis com uma componente
angiogénica s&o, por exemplo, artrite, psoriase,
degeneragdo macular relacionada a idade neovascular e
retinopatia diabética. Bonnet et al. "Osteocarthritis,
Angiogenesis and Inflammation," Rheumatology, 2005, wvol.

44, pp. 7-16; Creamer et al. "Angiogenesis in psoriasis,”



Angiogenesis, 2002, wvol. 5, pp. 231-236; Clavel et al.
"Recent data on the role for angiogenesis in rheumatoid
arthritis,”"™ Joint Bone Spine, 2003, vol. 70, pp. 321-326;
Anandarajah et al. "Pathogenesis of psoriatic arthritis,”
Curr. Opin. Rheumatol., 2004, wvol. 16, pp. 338-343; Ng et
al. "Targeting angiogenesis, the underlying disorder in
neovascular age-related macular degeneration,"” Can. J.
Ophthalmol., 2005, wvol. 40, pp. 352-368; Witmer et al.
"Vascular endothelial growth factors and angiogenesis in
eye disease," Progress in Retinal & Eye Research, 2003,
vol. 22, pp. 1-29; Adamis et al. "Angiogenesis e ophthalmic
disease," Angiogenesis, 1999, vol. 3, pp. 9-14.

Espera-se que as terapéuticas antiangiogénicas sejam
de natureza croénica. Consequentemente, alvos com funcéo
endotelial altamente seletiva, talis como a ALK-1, séo
preferidos para reduzir o atrito resultante dos efeitos
colaterais. Além disso, tendo em conta a notéavel
divergéncia da ALK-1 DEC de DCE dos outros membros da
familia ALK, espera-se que mAb produzidos contra o DEC da
ALK-1 humana tenham como alvo seletivo a ALK-1. Com base
nestas consideracdes, ¢ altamente desejavel um anticorpo
monoclonal contra o dominio extracelular de ALK-1 que possa
inibir a dimerizac&do com o recetor tipo II e, por isso,
bloquear a fosforilacdo Smadl e a resposta transcripcional
a jusante.

R&D Systems, Inc. produz e vende um anticorpo
monoclonal ALK-1 anti-humano (Cat # MAB370) produzido a
partir de um hibridoma resultante da fusdo do mieloma de
ratinho com as células B obtidas de um ratinho imunizado
com dominio extracelular de ALK-1 humano recombinante
derivado de NSO purificado. Demonstrou-se que este
anticorpo nem neutraliza a interacdo entre ALK-1 e TGF-
beta-1 nem anula a fosforilacdo de Smadl. Antissoros de
coelho foram gerados contra um péptido sintético

correspondente a uma parte da regido Jjustamembranar



intracelular da ALK-1 (residuos de aminoadcido 145-166),
acoplada a hemocianina de Megathura crenulata (KLH)
(Patente US N° 6.692.925) e contra o dominio extracelular
ALK-1 inteiro exceto para a sequéncia lider (Lux et al., J.
Biol. Chem., 1999, vol. 274, pp. 9984-9992). Abdalla et al
(Humano Mol. Gene., 2000, wvol. 9, pp. 1227-1237) relata a
geracdo de um anticorpo policlonal para ALK-1 usando uma
construcdo de virus de vaccinia recombinante. A R&D
Systems, Inc. produz e vende um anticorpo ALK-1 anti-humano
policlonal (Cat. # AF370) produzido em caprinos imunizados
com dominio extracelular ALK-1 humano recombinante derivado
de NSO purificado.

Até o) momento, nenhum anticorpo monoclonal
completamente humano para o DEC da ALK-1 foi relatado, e
ninguém demonstrou a eficdcia de qualguer anticorpo
monoclonal para o DEC da ALK-1 em anular a via de
sinalizacdo de ALK-1/TGF-beta-1/Smadl.

Femandez-L et al, ""Blood outgrowth endothelial cells
from Hereditary Haemorrhagic Telangiectasia patients reveal
abnormalities compatible with vascular lesions™,
Cardiovascular Research, Volume 68, No.2, Paginas 235-248
(5 de julho de 2005) diz respeito a isolar e caracterizar
células endoteliais circulantes a partir de pacientes com
HHT e refere-se a MAB370 anti-ALK-1 na “secdo Materiais e
Métodos” sob os cabecalhos “Andlise por Western blot” e
“Microscopia imunofluorescente”.

Sumario da Invencéo

A invencdo ¢é conforme definida pelas reivindicacdes.
Aqueles aspetos/instédncias da presente divulgacdo que
constituem a invencéo sdo conforme definidos ©pelas
reivindicacdes e nas seguintes formas de realizacéo:

El. Um anticorpo monoclonal anti-ALK-1 neutralizante, ou
uma porcdo de ligacdo a antigénio do mesmo, em que o dito
anticorpo ou porcdo de ligacdo a antigénio inter-concorre

para se ligar a ALK-1 com um anticorpo compreendendo: um



dominio variédvel de cadeia pesada de SEQ ID NO: 6 e um
dominio wvariavel de cadeia leve de SEQ ID NO: 8; ou a
sequéncia de aminoadcidos de dominio wvariadvel de cadeia
pesada codificada pela sequéncia nucleotidica do inserto
encontrado no clone depositado sob o numero de acesso
ATCC PTA-6864 e o dominio variavel de cadeia leve
codificado pela sequéncia nucleotidica do inserto
encontrado no clone depositado sob o numero de acesso
ATCC PTA-6865.

E2. O anticorpo ou porcdo de ligacdo a antigénio de
acordo com El, em que o dito anticorpo compreende: uma
cadeia pesada que utiliza uma sequéncia de linha germinal
Ve 4-31 humana; e uma cadeia leve que utiliza uma
sequéncia de linha germinal Vk A27 humana.

E3. O anticorpo ou porcdo de 1ligacdo a antigénio de
acordo com E2, em gque a sequéncia de aminoédcidos da dita
cadeia pesada é pelo menos 90% idéntica a sequéncia de
aminoacidos codificada pela sequéncia de linha germinal
Vz 4-31 humana, e em que a sequéncia de aminodcidos da
dita cadeia leve é pelo menos 90% idéntica a sequéncia de
aminodcidos codificada pela sequéncia de linha germinal
Vk A2'7 humana.

E4. O anticorpo ou porcdo de ligacdo a antigénio de
acordo com qualquer uma de E1-E3, em que o dito anticorpo
compreende um dominio Vi que é pelo menos 90% idéntico ao
da sequéncia de aminoécidos da SEQ ID NO: 6.

E5. O anticorpo ou porcdo de ligacdo a antigénio de
acordo com gqualquer uma de E1-E3, em que o dito anticorpo
compreende um dominio Vi que é pelo menos 90% idéntico ao
da sequéncia de aminodcidos da SEQ ID NO: 8.

E6. O anticorpo ou porcdo de ligacdo a antigénio de
acordo com qualquer uma de E1-E5, em que o dito anticorpo
compreende um dominio Vy que € pelo menos 90% idéntico ao
da sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO: 6 e um dominio

Vi, que ¢ pelo menos 90% 1idéntico ao da sequéncia de



aminoacidos da SEQ ID NO: 8.

E7. O anticorpo ou porcdo de 1ligacdo a antigénio de
acordo com qualquer uma de E1-E5, em que o dito anticorpo
compreende um dominio Vi que é pelo menos 95% idéntico ao
da seguéncia de aminodcidos da SEQ ID NO: 6 e um dominio
Vi, que ¢é pelo menos 95% idéntico ao da sequéncia de
aminoadcidos da SEQ ID NO: 8.

E8. O anticorpo ou porcdo de 1ligacdo a antigénio de
acordo com qualquer uma de E1-E5, em que o dito anticorpo
compreende um dominio Vi que é pelo menos 99% idéntico ao
da seguéncia de aminodcidos da SEQ ID NO: 6 e um dominio
Vi, que ¢é pelo menos 99% idéntico ao da sequéncia de
aminoadcidos da SEQ ID NO: 8.

E9. O anticorpo de acordo com qualquer uma de E1-E8, em
que o dito anticorpo é uma molécula de IgG, ou é derivado
da mesma.

E10. O anticorpo de acordo com E9, em que o dito
anticorpo é uma molécula de IgGl ou IgG2.

El1l. O anticorpo ou porcdo de ligacdo a antigénio de
acordo com qualquer uma de EI1-E10, em que o dito
anticorpo ou porcdo de ligacdo a antigénio é derivatizado
ou ligado a outra molécula.

E12. O anticorpo ou porcédo de ligacdo a antigénio de
acordo com El1l, em que a dita molécula é outro anticorpo,
um agente de detecdo, um marcador, um agente citotdxico,
um agente farmacéutico, um péptido ou uma proteina.

E13. Uma molécula de &cido nucleico isolada compreendendo
uma sequéncia de nucledétidos que codifica a cadeia pesada
e uma molécula isolada de &cido nucleico compreendendo
uma sequéncia de nucledtidos que codifica a cadeia leve
de um anticorpo ou porcdo de ligacdo a antigénio de
acordo com gualquer uma de EI1-E12; ou uma molécula
isolada de &cido nucleico compreendendo uma sequéncia de
nucledétidos que codifica a cadeia pesada e uma sequéncia

de nucledétidos que codifica a cadeia leve de um anticorpo



ou porcdo de ligacdo a antigénio de acordo com qualguer
uma de E1-E12.

El14. Um vetor compreendendo uma molécula de 4cido
nucleico compreendendo uma sequéncia de nucledtidos que
codifica a cadeia pesada e um vetor compreendendo uma
molécula de &cido nucleico compreendendo uma sequéncia de
nucledétidos que codifica a cadeia leve de um anticorpo ou
porcdo de ligacdo a antigénio de acordo com qualguer uma
de E1-E12, em gque cada vetor compreende uma sequéncia de
controlo de expressdo ligada operativamente a molécula de
dcido nucleico; ou um vetor compreendendo uma molécula de
dcido nucleico compreendendo uma sequéncia de nucledtidos
que codifica a cadeia pesada e uma sequéncia de
nucledétidos que codifica a cadeia leve de um anticorpo ou
porcdo de ligacdo a antigénio de acordo com qualguer uma
de E1-E12, em qgue o vetor compreende uma sequéncia de
controlo de expressdo ligada operativamente a molécula de
dcido nucleico.

E15. Uma célula hospedeira compreendendo uma molécula de
dcido nucleico compreendendo uma sequéncia de nucledtidos
que codifica a cadeia pesada e uma molécula de &cido
nucleico compreendendo uma sequéncia de nucledtidos que
codifica a cadeia 1leve de um anticorpo ou porgdo de
ligacdo a antigénio de acordo com qualquer uma de E1-E12;
uma molécula de Adcido nucleico compreendendo uma
sequéncia de nucledbdétidos que codifica a cadeia pesada e
uma sequéncia de nucledétidos que codifica a cadeia leve
do anticorpo ou porcdo de ligacdo a antigénio de acordo
com qualquer uma de E1-E12; um vetor compreendendo uma
molécula de 4cido nucleico compreendendo uma sequéncia de
nucledétidos que codifica a cadeia pesada e um vetor
compreendendo uma molécula de acido nucleico
compreendendo uma sequéncia de nucledtidos que codifica a
cadeia leve de um anticorpo ou porcdo de 1ligacdo a

antigénio de acordo com qualquer uma de E1-E12, em gue



cada vetor compreende uma sequéncia de controlo de
expressdo ligada operativamente a molécula de 4&cido
nucleico; ou um vetor compreendendo uma molécula de acido
nucleico compreendendo uma sequéncia de nucledtidos que
codifica a cadeia pesada e uma sequéncia de nucledtidos
que codifica a cadeia leve de um anticorpo ou porcdo de
ligacdo a antigénio de acordo com qualguer uma de E1-E12,
em que o vetor compreende uma sequéncia de controlo de
expressdo ligada operativamente a molécula de 4&cido
nucleico.

E16. Uma composicdo farmacéutica gque compreende o
anticorpo, ou porcdo de ligacdo a antigénio de acordo com
qualquer uma de E1-E12, e um transportador
fisiologicamente aceitéavel.

E17. Utilizacdo do anticorpo ou porcdo de ligacdo a
antigénio de acordo com qgualquer uma de EI-E12 ou a
composicédo farmacéutica de acordo com E16 para o fabrico
de um medicamento.

E18. Um anticorpo ou porcdo de ligacdo a antigénio de
acordo com qgualquer uma de EI-E12 ou uma composicgédo
farmacéutica de acordo com El6, para utilizacdo em
terapéutica.

E19. Utilizacdo do anticorpo ou porcdo de ligacdo a
antigénio de acordo com gqualquer uma de EI-E12 ou a
composicdo farmacéutica de acordo com E16 para o fabrico
de um medicamento para o) tratamento de cancro,
degeneracdo macular relacionada com a idade, cegueira
diabética, endometriose, neovascularizacéao ocular,
psoriase ou artrite reumatoide num mamifero.

E20. O anticorpo ou porcdo de ligacdo a antigénio de
acordo com qualquer uma de EI-E12 ou a composicédo
farmacéutica de acordo com El6 para utilizacdo no
tratamento de cancro, degeneracdo macular relacionada com
a idade, cegueira diabética, endometriose,

neovascularizacdo ocular, psoriase ou artrite reumatoide
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num mamifero.

E21. Utilizacd&o de uma molécula de é&cido nucleico
compreendendo uma sequéncia de nucledtidos que codifica a
cadeia pesada e uma molécula de dcido nucleico
compreendendo uma sequéncia de nucledtidos que codifica a
cadeia leve de um anticorpo ou porcdo de 1ligacdo a
antigénio de acordo com qualquer uma de E1-E12, ou uma
molécula de &cido nucleico compreendendo uma sequéncia de
nucledétidos que codifica a cadeia pesada e uma sequéncia
de nucledtidos que codifica a cadeia leve do anticorpo ou
porcdo de ligacdo a antigénio de acordo com gqualguer uma
de E1-E12; para o fabrico de um medicamento.

E22. Uma molécula de &cido nucleico compreendendo uma
sequéncia de nucledtidos que codifica a cadeia pesada e
uma molécula de &cido nucleico compreendendo  uma
sequéncia de nucledtidos que codifica a cadeia leve de um
anticorpo ou porcédo de ligacdo a antigénio de acordo com
qualquer uma de E1-E12, ou uma molécula de acido nucleico
compreendendo uma sequéncia de nucledtidos que codifica a
cadeia pesada e uma sequéncia de nucledbdtidos que codifica
a cadeia leve do anticorpo ou porgcdo de ligacdo a
antigénio de acordo com qualgquer uma de E1-E12; para
utilizacdo em terapéutica.

E23. Utilizacdo de uma molécula de é&cido nucleico
compreendendo uma sequéncia de nucledtidos que codifica a
cadeia pesada e uma molécula de dcido nucleico
compreendendo uma sequéncia de nucledtidos que codifica a
cadeia leve de um anticorpo ou porcdo de ligacdo a
antigénio de acordo com qualquer uma de E1-E12, ou uma
molécula de 4cido nucleico compreendendo uma sequéncia de
nucledétidos que codifica a cadeia pesada e uma seguéncia
de nucledtidos que codifica a cadeia leve do anticorpo ou
porcdo de ligacdo a antigénio de acordo com qualguer uma
de El1-E12; para o fabrico de um medicamento para o

tratamento de cancro, degeneracdo macular relacionada com
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a idade, cegueira diabética, endometriose,
neovascularizacdo ocular, psoriase ou artrite reumatoide
num mamifero.

E24. Uma molécula isolada de &cido nucleico compreendendo
uma segquéncia nucleotidica que codifica a cadeia pesada,
e uma molécula isolada de &cido nucleico compreendendo
uma sequéncia nucleotidica que codifica a cadeia leve, de
um anticorpo ou porcdo de ligacdo a antigénio de acordo
com qualquer uma de El1-E12, ou uma molécula isolada de
dcido nucleico compreendendo uma sequéncia de nucledtidos
que codifica a cadeia pesada e uma sequéncia de
nucledétidos que codifica a cadeia leve de um anticorpo ou
porcédo de ligacdo a antigénio de acordo com qualquer uma
de E1-El12; para wutilizacdo no tratamento de cancro,
degeneracdo macular relacionada com a idade, cegueira
diabética, endometriose, neovascularizacédo ocular,
psoriase ou artrite reumatoide num mamifero.

E25. O anticorpo, porcdo de 1ligacdo a antigénio ou
composicdo farmacéutica de acordo com E20 para utilizacédo
no tratamento de cancro, ou a utilizacdo de acordo com
E19 para o fabrico de um medicamento para o tratamento de
cancro, em gque o cancro ¢ melanoma cutdneo ou
intraocular, mesotelioma, carcinoma de células renais
cancro da mama, cancro da cabeca e pescoco, um tumor
cerebral primério ou secundédrio, carcinoma do colo do
atero, cancro da uretra, cancro prostéatico, cancro
pancredtico, cancro testicular, cancro hepatobiliar,
cancro dos canais hepdticos, cancro dos canais biliares,
cancro colorretal, cancro da bexiga, cancro ovarico,
cancro pulmonar, cancro de pulmdo de <células néo
pequenas, cancro de pulmdo de células pequenas, cancro do
cbdlon, cancro retal, ou cancro da regido anal.

E26. Utilizacdo de um anticorpo monoclonal compreendendo
uma sequéncia de aminoacidos de cadeia pesada da SEQ ID

NO: 2 e uma sequéncia de aminoidcidos de cadeia leve da
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SEQ ID NO: 4 para o fabrico de um medicamento para o
tratamento de cancro hepatobiliar num mamifero.

E27. Um anticorpo monoclonal compreendendo uma sequéncia
de aminoédcidos de cadeia pesada da SEQ ID NO: 2 e uma
sequéncia de aminoécidos de cadeia leve da SEQ ID NO: 4
para utilizacdo no tratamento de cancro hepatobiliar num
mamifero.

E28. O anticorpo, porcdo de 1ligacdo a antigénio ou
composicdo farmacéutica de acordo com gualquer uma de
E20, E25 e E27, a molécula isolada de &cido nucleico
compreendendo uma sequéncia nucleotidica que codifica a
cadeia pesada, e a molécula isolada de &acido nucleico
compreendendo uma sequéncia nucleotidica que codifica a
cadeia leve, de um anticorpo ou porcdo de ligacdo a
antigénio de acordo com qualgquer uma de EI-E12, ou a
molécula isolada de &cido nucleico compreendendo uma
sequéncia de nucledbdétidos que codifica a cadeia pesada e
uma sequéncia de nucledtidos que codifica a cadeia leve
de um anticorpo ou porcdo de ligacdo a antigénio de
acordo com qualquer uma de E1-E12, para utilizacgdo de
acordo com E24, ou a utilizacdo de acordo com qualqguer
uma de E19, E23, E25, e E26; em que o mamifero é um ser
humano.

A divulgacédo pertence aos anticorpos monoclonais anti-
ALK-1 de neutralizacdo isolados ou porcdes de ligacdo a
antigénio dos mesmos gque se ligam a ALK-1 de primata,
preferivelmente 0 DEC da ALK-1 de primata, mais
preferivelmente o DEC de ALK-1 humano. Numa instancia
preferida, os anticorpos de neutralizacdo sdo anticorpos
monoclonais completamente humanos ou porc¢des de ligacédo a
antigénio dos mesmos.

Em outro aspeto, a presente divulgacdo & um anticorpo
anti-ALK-1 ou porcdo de ligacdo a antigénio do mesmo que
anula a via de sinalizacdo de ALK-1/TGF-beta-1/Smadl. Numa

insténcia preferida, 0s anticorpos séo anticorpos
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monoclonais completamente humanos ou por¢des de ligacdo a
antigénio dos mesmos.

Num outro aspeto, a presente divulgacdo é um anticorpo
anti-ALK-1 ou porcdo de ligacdo a antigénio do mesmo em que
o anticorpo ou porcdo de ligacdo a antigénio do mesmo & um
antagonista da angiogénese estimulada por TGF-beta-1. Numa
insténcia preferida, 0s anticorpos séo anticorpos
monoclonais completamente humanos ou porcdes de ligacdo a
antigénio dos mesmos.

Num outro aspeto, a presente divulgacdo & um anticorpo
anti-ALK-1 completamente humano ou porcdo de ligacdo a
antigénio em que o anticorpo ou porcdo de ligacdo a
antigénio do mesmo é um antagonista da angiogénese tumoral
estimulada por TGF-beta-1.

Em outro aspeto, a presente divulgacdo é um anticorpo
anti-ALK-1 completamente humano injetdvel bem tolerado ou
porcédo de ligacdo a antigénio do mesmo, cujo anticorpo ou
porcdo de ligacdo a antigénio do mesmo é um antagonista da
angiogénese estimulada por TGF-beta-1.

Num outro aspeto, a presente divulgacdo é& um anticorpo
anti-ALK-1 ou porcdo de ligacdo a antigénio do mesmo cujo
anticorpo ou porcgdo de ligacdo a antigénio do mesmo inibe a
regulacdo positiva de um gene alvo a jusante especifico da
ALK-1, 1Idl. Numa instédncia preferida, os anticorpos séo
anticorpos monoclonais completamente humanos ou porgdes de
ligacdo a antigénio dos mesmos.

Num outro aspeto, a presente divulgacdo & um anticorpo
monoclonal de anti-ALK-1 ou porcdo de ligacdo a antigénio
do mesmo em gue o anticorpo ou porcdo de ligacdo a
antigénio do mesmo é descrito em termos de pelo menos uma
das varias propriedades funcionais conforme descrito a
seguir.

Por exemplo, numa instédncia o anticorpo ou porcdo de
ligacéao a antigénio do mesmo liga-se ao dominio

extracelular da ALK-1 de primata com um valor de avidez de
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1 pM ou menos como medido pela ressonédncia de plasméo
superficial. Numa outra insténcia, o anticorpo ou a porcao
liga-se ao dominio extracelular da ALK-1 de primata com um
valor de avidez de menos do que 100 nM, menos do gque 5 nM,
menos do que 1 nM, menos do que 500 pM, menos do que 100
pM, menos do que 60 pM, menos do que 20 pM, menos do que 10
PM, ou menos do que 1 pM, como medido pela ressondncia de
plasmdo superficial. Em outras insténcias, o valor de
valor de

avidez de 0,1 pM a 1 uM. Em outras insténcias,

avidez de 1 pM a 100 nM. Em outras insténcias, valor de

de 1 pM a 500 pM. Em outras insténcias, valor de

é o)
é o)

avidez ¢é de 1 pM a 5 nM. Em outras insténcias, o valor de
avidez é o)
é a

avidez de 1 pM a 100 pM. Em outras insténcias, avidez é
de 1 pm a 10 pm.

Numa outra instédncia, o anticorpo ou porcdo de ligacéo
a antigénio do mesmo liga-se ao dominio extracelular da
ALK-1 humana com uma valor de avidez de 100 nM ou menos
como medido pela ressondncia de plasmdo superficial. Numa
outra insténcia, o anticorpo ou porcdo se liga ao dominio
extracelular da ALK-1 humana com um valor de avidez menos
do que 10 nM, menos do que 5 nM, menos do que 1 nM, menos
do que 500 pM, menos do que 100 pM, menos do que 50 pM,
menos do que 20 pM, menos do que 10 pM, ou menos do que 1
pM, medido pela ressondncia de plasmido superficial. Em
certas instancias, o valor de avidez é de 1 pM a 100 nM. Em
outras insténcias, o valor de avidez é de 1 pM a 5 nM. Em
outras instancias, o valor de avidez é de 1 pM a 500 pM. Em
outras insténcias, o valor de avidez é de 1 pM a 100 pM. Em
outras insténcias, a avidez é de 1 pm a 10 pm.

Em outra instédncia, o anticorpo ou porcdo do mesmo
possui um indice de dissociacdo (kyse) para ALK-1 humana de
5 x 107° s' ou menor quando medido pela ressondncia de
plasmdo superficial. Por exemplo, em certas insténcias o
anticorpo ou porcdo possul um Kkgee para ALK-1 humana de

-1 1

menos do que 107 s™' menos do que 5 x 107" s™', menos do que
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-1 -1

107" s, menos do que 5 x 107 s™' menos do que 107° s, ou

-1

menos do que 5 x 107° s Em outras insténcias, o k.rr &€ de

1. Em outras insténcias, o k. & de 107°

107% g7t para 107% s
st abx 107 s7'.

Numa outra insténcia, o anticorpo ou porcdo deste se
liga a ALK-1 de primata com um Ky de 1000 nM ou menos. Numa
outra insténcia, o anticorpo ou porcdo liga-se a ALK-1
humana com um Kp de menos do que 600 nM, menos do que 100
nM, menos do que 50 nM, menos do que 20 nM, menos do que 10
nM, ou menos do que 1 nM, como medido pela ressondncia de
plasmdo superficial. Em certas insténcias, o Kp é de 1 uM a
100 nM. Em outras insténcias, o Kp é€ de 100 nM a 10 nM. Em
outras instédncias, Kp é€ de 50 nM a 0,1 nM. Tais valores de
Kp podem ser medidos por qualgquer técnica conhecida dos
peritos na especialidade, tal como por ELISAs, RIAs,
citometria de fluxo, ou ressondncia de plasmdo superficial,
como BIACORE™.

Em outra instédncia, o anticorpo ou porcdo do mesmo
possui uma maior afinidade de ligacdo para a ALK-1 de
primata (Kp(P)) do que para a ALK-1 de roedores (Kp(R)).
Numa instédncia, o©0s anticorpos ou porgdes de ligacdo a
antigénio dos mesmos da presente divulgacdo tém um
Kp (R) /Kp (P), que ¢é maior ou igual a 1,5. Numa outra
instédncia os antigénios ou porc¢des de ligacdo a antigénio
dos mesmos da presente divulgacdo possuem um Kp(R)/Kp(P),
que é maior ou igual a 2, maior ou igual a 3, maior ou
igual a 5, maior ou igual a 10, maior ou igual a 20, maior
ou igual a 50, maior ou igual a 100, maior ou igual a 200,
maior ou igual a 500, ou maior ou igual a 1000. Tais
valores de Kp tanto para ALK-1 de primata quanto para ALK-1
de roedor podem ser medidos por qualgquer técnica conhecida
pelos peritos na especialidade, tal como por citometria de
fluxo, ELISA, RIA, ou ressonédncia de plasmdo superficial,
tal como BIACORE™.

Em outra instdncia, o anticorpo anti-ALK-1 ou porgédo
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do mesmo tem uma CIsp de 500 nM ou menos como medido pela
sua capacidade de inibir a regulacdo positiva de um gene
alvo a Jjusante egpecifico da ALK-1, Idl. Numa outra
instédncia, a dita CIsy € menor do que 300 nM, menor do que
200 nM, menor do que 150 nM, menor do gque 100 nM, menor do
que 50 nM, menor do que 20 nM, menor do gque 10 nM ou menor
do que 1 nM. Em certas insténcias, a CIsy; € de 1 nM a 500
nM. Em outras insténcias, o CIsg € de 5 nM a 250 nM. Em
outras instédncias, o Clsy; é€ de 10 nM a 100 nM.

Em outra insténcia, o anticorpo anti-ALK-1 ou porgéao
do mesmo possui uma CIls; de 250 nM ou menos como medido
pela sua capacidade de inibir a fosforilacdo Smadl
determinada pelo Western Blotting utilizando Odyssey
Infrared Imaging System. Numa outra instdncia, a dita Clsg
¢ menor do que 200 nM, menor do que 150 nM, menor do que
100 nM, menor do que 50 nM, menor do que 20 nM, menor do
que 10 nM, ou menor do que 1 nM. Em certas instédncias, a
CIsp € de 1 nM a 250 nM. Em outras insténcias, a CIsp é de 5
nM a 200 nM. Em outras insténcias, a CIsp é de 10 nM a 100
nM.

Numa outra instédncia, o anticorpo anti-ALK-1 ou porgéo
do mesmo inibe angiogénese dos vasos humanos num ratinho
SCID enxertado com tecido do prepucio humano, em gue
células tumorais de melanoma humano M24met séo
intradermicamente implantadas como determinado pela andlise
IHC do ensaio de sinal CD-31 humano em pelo menos 40% em
comparacao com uma amostra de controlo. Numa outra
instédncia, o anticorpo anti-ALK-1 ou porcdo do mesmo inibe
a angiogénese dos vasos humanos num ratinho SCID enxertado
com tecido do preptcio humano, em que as células tumorais
do melanoma humano M24met sdo intradermicamente implantadas
em pelo menos 30%, pelo menos 40%, pelo menos 50%, ou pelo
menos 60% quando comparado com uma amostra de controlo.

Em outra instancia, o anticorpo anti-ALK-1 ou porcédo

do mesmo possui uma ECspy de 500 nM ou menos como medido
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pela sua capacidade de inibir a angiogénese dos vasos
humanos num ratinho SCID enxertado com tecido do prepucio
humano, em que células tumorais do melanoma humano M24met
sdo intradermicamente implantadas. Numa outra insténcia, a
dita ECso € menor do que 400 nM, menor do que 300 nM, menor
do que 200 nM, menor do que 150 nM, menor do que 100 nM,
menor do que 50 nM, menor do que 25 nM, ou menor do que 5
nM. Em certas insténcias, a ECsg € de 5 nM a 500 nM. Em
outras instédncias, a CIsp € de 25 nM a 300 nM. Em outras
instancias, a Clsp € de 50 nM a 150 nM.

Numa outra insténcia, o anticorpo anti-ALK-1 ou porgédo
do mesmo inibe angiogénese dos vasos humanos num ratinho
SCID enxertado com tecido do preplcio humano, em que uma
mistura de colagénio acrescido de células endoteliais
humanas macrovasculares é intradermicamente implantada como
determinado pela anédlise IHC do ensaio de sinal CD-31
humano em pelo menos 25% em comparacdo com uma amostra de
controlo. Numa outra instédncia, o anticorpo anti-ALK-1 ou
porcdo do mesmo inibe angiogénese dos vasos humanos num
ratinho SCID enxertado com tecido do prepucio humano, no
qual colagénio é intradermicamente implantado em pelo menos
50% quando comparado com uma amostra de controlo. Numa
outra instancia, o anticorpo anti-ALK-1 ou porcdo do mesmo
inibe em pelo menos 75%, em pelo menos 80%, em pelo menos
86%, em pelo menos 90% ou pelo menos 95% em comparacdo com
o controlo.

Em outra instédncia, o anticorpo anti-ALK-1 ou porcéo
do mesmo concorre para a ligacdo com a ALK-1 com um
anticorpo selecionado a partir do grupo consistindo em
1.11.1; 1.12.1; 1.12.1 (xWT),; 1.12.1 (M29I/D19%A); 1.12.1
(M29T); 1.12.1 (D19A); 1.13.1; 1.14.1; 1.151.1; 1.162.1;
1.183.1; 1.27.1; 1.29.1; 1.31.1; 1.8.1; 1.9.1; 4.10.1;
4.24.1; 4.38.1; 4.58.1; 4.62.1; 4.68.1; 4.72.1; 5.13.1;
5.34.1; 5.53.1; 5.56.1; 5.57.1; e 5.59.1.

Em outra instdncia, o anticorpo anti-ALK-1 ou porgédo
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do mesmo inter-concorre para a ligacdo com a ALK-1 com um
anticorpo selecionado a partir do grupo consistindo em
1.11.1; 1.12.1; 1.12.1 (xWT) ; 1.12.1(M29I/D19R);
1.12.1(M291); 1.12.1 (D1l9A),; 1.13.1; 1.14.1; 1.151.1;
1.162.1; 1.183.1; 1.27.1; 1.29.1; 1.31.1; 1.8.1; 1.9.1;
4.10.1, 4.24.1, 4.38.1, 4.58.1, 4.62.1, 4.e8.1, 4.72.1,
5.13.1, 5.34.1, 5.53.1; 5.56.1; 5.57.1 e 5.59.1.

Em outra instédncia, o anticorpo anti-ALK-1 ou porcéo
do mesmo liga-se ao mesmo epitopo da ALK-1 como um
anticorpo selecionado a partir do grupo consistindo em
1.11.1; 1.12.1; 1.12.1 (rWT) ; 1.12.1(M29I/D19A) ;
1.12.1(M291) ; 1.12.1(D19A); 1.13.1; 1.14.1; 1.151.1;
1.162.1; 1.183.1; 1.27.1; 1.29.1; 1.31.1; 1.8.1; 1.9.1;
4.10.1; 4.24.1; 4.38.1; 4.58.1; 4.62.1; 4.68.1; 4.72.1;
5.13.1; 5.34.1; 5.53.1; 5.56.1; 5.57.1; e 5.59.1.

Em outra insténcia, o anticorpo anti-ALK-1 ou porcgédo
do mesmo liga-se a ALK-1 con substancialmente o mesmo Kkp
como um anticorpo selecionado a partir do grupo consistindo
em 1.11.1; 1.12.1; 1.12.1 (xWT); 1,12. 1 (M29I/D19A);
1.12.1 (M29I); 1.12.1 (D19%); 1.13.1; 1.14.1; 1.151.1;
1.162.1; 1.183.1; 1.27.1; 1.29.1; 1.31.1; 1.8.1; 1.9.1;
4.10.1, 4.24.1, 4.38.1, 4.58.1, 4.62.1, 4.e68.1, 4.72.1,
5.13.1, 5.34.1, 5.53.1; 5.56.1, 5.57.1 e 5.59.1.

Numa outra instédncia, o anticorpo anti-ALK-1 ou porgéo
do mesmo liga-se a ALK-1 com substancialmente o mesmo Kger
como um anticorpo selecionado a partir do grupo consistindo
em 1.11.1; 1.12.1; 1.12.1 (xWT),; 1.12.1 (M29I/D1%A); 1.12.1
(M29T); 1.12.1 (D19A),; 1.13.1; 1.14.1; 1.151.1; 1.162.1;
1.183.1; 1.27.1; 1.29.1; 1.31.1; 1.8.1; 1.9.1; 4.10.1,
4.24.1, 4.38.1, 4.58.1, 4.62.1, 4.68.1, 4.72.1, 5.13.1,
5.34.1, 5.53.1; 5.56.1, 5.57.1 e 5.59.1.

Um aspeto adicional da presente divulgacdo ¢é um
anticorpo ou porcdo de ligacdo a antigénio do mesmo com
pelo menos uma das propriedades funcionais descritas

anteriormente, e compreende um dominio Vy que é pelo menos
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90% idéntico em sequéncia de aminocdcidos a qualgquer uma das
SEQ ID NOs: 6; 10; 14; 18; 22; 26; 30; 34; 38; 42; 46; 50;
54; 58; 62; 66; 70; 774; 78; 82; 86; 90; ou 104. Numa
instédncia, o dito dominio Vg é pelo menos 91%, pelo menos
93%, pelo menos 95%, pelo menos 97%, pelo menos 99%, ou
100% idéntico em sequéncia de aminoadcidos a qualguer uma
das SEQ ID NOs: 6; 10; 14; 18; 22; 26; 30; 34; 38; 42; 46;
50; 54; 58; 62; 66; 70; 74; 778; 82; 86; 90; ou 104.

Numa instédncia adicional, o anticorpo ou porcdo do
mesmo conforme reivindicado tem pelo menos uma das
propriedades funcionais descritas anteriormente, e
compreende um dominio Vy que é qualquer das SEQ ID NOs: 6;
10; 14; 18; 22; 26; 30; 34; 38; 42; 46; 50; 54; 58; 62; 66;
70; 74; 778; 82; 86; 90; ou 104, ou difere de qualquer uma
das SEQ ID NOs: o©6; 10; 14; 18; 22; 26; 30; 34; 38; 46; 50;
54; 58; ©3; 66; 70; 74; 78; 82; 86; 90; ou 104 por ter pelo
menos uma substituicdo de aminodcidos conservadora. Por
exemplo, o dominio Vy pode diferir em 1, 2, 3, 4, 5, o, 7,
8, 9, 10, 11, 12, 13, 14 ou 15 substituicdes de aminoécidos
conservadoras de qualquer uma das SEQ ID NOs: 6; 10; 14;
18; 22; 26; 30; 34; 38; 42; 46; 50; 54; 58; 62; 66; 70; 74;
78; 82; 86; 90; ou 104. Numa instancia adicional, qualquer
destas substituicdes de aminodcidos conservadoras pode
ocorrer nas regides CDR1, CDR2, e/ou CDR3.

Um aspeto adicional da presente divulgacdo ¢é um
anticorpo ou porcdo de ligacdo a antigénio do mesmo com
pelo menos uma das propriedades funcionais descritas
anteriormente, e compreende um dominio Vy que é pelo menos
90% idéntico em sequéncia de aminodcidos a qualgquer uma das
SEQ ID NOs: 8; 12; 1lo6; 20; 24; 28; 32; 36; 40; 44,; 48; 52;
56; 60; 64; 68; 72; 76; 80; 84; 88; 92; ou 127. Numa
instédncia, o dito dominio Vy é pelo menos 91%, pelo menos
93%, pelo menos 95%, pelo menos 97%, pelo menos 99%, ou
100% idéntico em sequéncia de aminoacidos a qualgquer uma
das SEQ ID NOs: 8; 12; 16; 20; 24; 28; 32; 36; 40; 44, 48;
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52; 56; 60; 64; 68; 72; 76; 80; 84; 88; 92; ou 127.

Numa insténcia adicional, o anticorpo ou porcado do
mesmo tem pelo menos uma das propriedades funcionais
descritas anteriormente, e compreende um dominio Vi que é
qualquer uma das SEQ ID NOs: 8; 12; 1o6; 20; 24; 28; 32; 36;
40; 44; 48; 52; 56; 60; 64; 68; 72; 7T6; 80; 84; 88; 92; ou
127, ou difere de qualquer uma das SEQ ID NOs: 8; 12; 16;
20; 24; 28; 32; 36; 40; 44; 48; 52; 56; 60; 64; 68; 72; 76;
80; 84; 88; 92; ou 127 por ter pelo menos uma substituicéo
de aminoadcidos conservadora. Por exemplo, o dominio Vy pode
diferir em 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14 ou
15 substituicdes de aminodcidos conservadoras de qualquer
uma das SEQ ID NOs: 8; 12; 16; 20; 24; 28; 32; 30; 40; 44;
48; 52; 56; 60; 64; 68; 72; 776; 80; 84; 88; 92; ou 127.
Numa instédncia adicional, qualquer destas substituicdes de
aminodcidos conservadoras pode ocorrer nas regides CDRI1,
CDR2, e/ou CDR3.

Outro aspeto da presente divulgacdo ¢ um anticorpo ou
porcdo de ligacdo a antigénio do mesmo com pelo menos uma
das propriedades funcionais descritas anteriormente em gue
os dominios Vp e Vy sdo, cada um, pelo menos 90% idénticos
em sequéncia de aminodcidos aos dominios Vi e Vg,
respetivamente, de qualgquer um dos anticorpos monoclonais
1.11.1; 1.12.1; 1.12.1 (xWT) ; 1.12,1(M29I/D19R) ;
1.12.1(M2971) ; 1.12.1(D19A); 1.13.1; 1.14.1; 1.151.1;
1.162.1; 1.183.1; 1.27.1; 1.29.1; 1.31.1; 1.8.1; 1.9.1;
4.,10.1; 4.24.1; 4.38.1; 4.58.1; 4.62.1; 4.68.1; 4.72.1;
5.13.1; 5.34.1; 5.53.1; 5.56.1; 5.57.1; e 5.59.1. Por
exemplo, os dominios V; e Vi s&do cada um pelo menos 91%,
93%, 95%, 97%, 99% ou 100% idénticos nas sequéncias de
aminodcidos para os dominios Vi e Vg, respetivamente, de
qualquer um dos anticorpos monoclonais 1.11.1; 1.12.1
(rWT),; 1.12.1 (M29I/D19%A); 1.12.1 (M29I); 1.12.1 (D19A);
1.13.1; 1.14.1; 1. 151.1; 1.162.1; 1.183.1; 1.27.1; 1.29.1;
1.31.1; 1. 8.1; 1.9.1; 410.1; 4.24.1; 4.38.1; 4.58.1;
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4.62.1, 4.68.1, 4.72.1; 5.13.1; 5.34.1; 5.53.1; 5.56.1;
5.57.1; e 5.59.1.

Em outro aspeto da ©presente divulgacdo estd um
anticorpo monoclonal ou porcdo de ligacdo a antigénio do
mesmo que € selecionado a partir do grupo consistindo em:
a) um anticorpo ou porcdo do mesmo que compreende um
dominio Vy conforme apresentado na SEQ ID NO: 6, e um
dominio Vi conforme apresentado na SEQ ID NO: 8; Db) um
anticorpo ou porcdo do mesmo que compreende um dominio Vy
conforme apresentado na SEQ ID NO: 10, e um dominio Vg
conforme apresentado na SEQ ID NO: 12; c¢) um anticorpo ou
porcdo do mesmo que compreende um dominio Vy conforme
apresentado na SEQ ID NO: 14 e um dominio Vy conforme
apresentado na SEQ ID NO: 16; d) um anticorpo ou porcgédo do
mesmo que compreende um dominio Vy conforme apresentado na
SEQ ID NO: 18, e um dominio Vp conforme apresentado na SEQ
ID NO: 20; e) um anticorpo ou porcdo do mesmo que
compreende um dominio Vyz conforme apresentado na SEQ ID NO:
22 e um dominio Vy conforme apresentado na SEQ ID NO: 24;
f) um anticorpo ou porgdo do mesmo gue compreende um
dominio Vy conforme apresentado na SEQ ID NO: 26 e um
dominio Vy conforme apresentado na SEQ ID NO: 28; g) um
anticorpo ou porcdo do mesmo que compreende um dominio Vy
conforme apresentado na SEQ ID NO: 30 e um dominio Vi
conforme apresentado na SEQ ID NO: 32; h) um anticorpo ou
porcdo do mesmo que compreende um dominio Vg conforme
apresentado na SEQ ID NO: 34 e um dominio Vy conforme
apresentado na SEQ ID NO: 36; 1) um anticorpo ou porcdo do
mesmo que compreende um dominio Vy conforme apresentado na
SEQ ID NO: 38 e um dominio Vi conforme apresentado na SEQ
ID NO: 40; J) um anticorpo ou porcdo do mesmo dgue
compreende um dominio Vy conforme apresentado na SEQ ID NO:
42 um anticorpo ou porcdo do mesmo que compreende um
dominio Vy conforme apresentado na SEQ ID NO: 44; k) um

anticorpo ou porcdo do mesmo que compreende um dominio Vy



22

conforme apresentado na SEQ ID NO: 46 e um dominio Vi
conforme apresentado na SEQ ID NO: 48; 1) um anticorpo ou
porcdo do mesmo que compreende um dominio Vy conforme
apresentado na SEQ ID NO: 50 e um dominio Vy conforme
apresentado na SEQ ID NO: 52; m) um anticorpo ou porcgdo do
mesmo que compreende um dominio Vy conforme apresentado na
SEQ ID NO: 54 e um dominio Vp conforme apresentado na SEQ
ID NO: 56; n) um anticorpo ou porcdo do mesmo dgue
compreende um dominio Vi conforme apresentado na SEQ ID NO:
58 e um dominio Vi conforme apresentado na SEQ ID NO: 60;
o) um anticorpo ou porcdo do mesmo que compreende um
dominio Vy conforme apresentado na SEQ ID NO: 62 e um
dominio Vy conforme apresentado na SEQ ID NO: 64; p) um
anticorpo ou porcdo do mesmo que compreende um dominio Vy
conforme apresentado na SEQ ID NO: 66 e um dominio Vi
conforme apresentado na SEQ ID NO: 68; g) um anticorpo ou
porcédo de ligacdo a antigénio do mesmo que compreende um
dominio Vy conforme apresentado na SEQ ID NO: 70 e um
dominio Vy conforme apresentado na SEQ ID NO: 72; r) um
anticorpo ou porcdo do mesmo que compreende um dominio Vy
conforme apresentado na SEQ ID NO: 74 e um dominio Vi
conforme apresentado na SEQ ID NO: 76; s) um anticorpo ou
porcdo do mesmo que compreende um dominio VH conforme
apresentado na SEQ ID NO: 78 e um dominio VL conforme
apresentado na SEQ ID NO: 80; t) um anticorpo ou porcdo do
mesmo que compreende um dominio Vy conforme apresentado na
SEQ ID NO: 82 e um dominio Vi conforme apresentado na SEQ
ID NO: 84; wu) um anticorpo ou porcdo do mesmo que
compreende um dominio VH conforme apresentado na SEQ ID NO:
86 e um dominio V; conforme apresentado na SEQ ID NO: 88;
v) um anticorpo ou porgdo do mesmo que compreende um
dominio Vg conforme apresentado na SEQ ID NO: 90 e um
dominio Vi conforme apresentado na SEQ ID NO: 92; w) um
anticorpo ou porcdo do mesmo que compreende um dominio Vy

conforme apresentado na SEQ ID NO: 104 e um dominio Vg
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conforme apresentado na SEQ ID NO: 127; x) um anticorpo ou
porcdo do mesmo que compreende um dominio Vy conforme
apresentado na SEQ ID NO: 6 e um dominio Vy conforme
apresentado na SEQ ID NO: 127; e y) um anticorpo ou porgéo
do mesmo gue compreende um dominio Vi conforme apresentado
na SEQ ID NO: 104 e um dominio V; conforme apresentado na
SEQ ID NO: 8.

Numa outra insténcia, para qualquer um dos anticorpos
ou de porcdes dos mesmos, conforme descrito acima, em
grupos de a) a v) dos dominios Vy e/ou Vi podem diferir das
SEQ ID NOs especificas aqui recitadas em pelo menos uma
substituicdo de aminodcido conservadora. Por exemplo, 08
dominios Vy e/ou V; podem diferir da SEQ ID NO recitada em
i, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14 ou 15
substituigcbes de aminodcido conservadoras. Numa outra
instédncia, qualguer uma destas substituig¢des de aminoécido
conservadoras podem ocorrer nas regides CDR1, CDR2, e/ou
CDR3.

Em outra insténcia, a presente divulgacdo proporciona
um anticorpo monoclonal ou porc¢do de ligacdo a antigénio do
mesmo com pelo menos uma das propriedades funcionais
descritas anteriormente, em que o) dominio Vi é
independentemente selecionado a partir de gqualgquer uma das
SEQ ID NOs 6; 10; 14, 18; 22; 2o¢; 30; 34; 38; 42; 46; 80;
54; 58; 62; 66; 70; 74; 778; 82; 86; 90; ou 104, ou uma
sequéncia que difere de qualquer uma das SEQ ID NOs: 6; 10;
14; 18; 22; 26; 30; 34; 38; 42; 46; 80; 54; 58; 62; 66; 70;
74; 78; 82; 86; 90; ou 104, em pelo menos uma substituicédo
de aminoacidos conservadora, e o) dominio Vi, é
independentemente selecionado a partir de qualquer uma das
SEQ ID NOs: 88; 12; 1lo6; 20; 24; 28; 32; 36, 40; 44; 48, 52;
56; o©0: o©4; o68; 72; 776; 80; 84; 88; 92; ou 127, ou uma
sequéncia que difere de qualguer uma das SEQ ID NOs: 8; 12;
l6; 20; 24; 28; 32; 36, 40; 44; 48, 52; 56; 60: 64; 68; 72;

76; 80; 84; 88; 92; ou 127, em pelo menos uma substituicdo
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de aminoadcidos conservadora. Por exemplo, os dominios Vy e
Vi podem, cada um, diferir das SEQ ID NOs: 6; 10; 14; 98;
22; 26; 30; 34; 38; 42; 46; 50; 54; 68; ©62; 66; 70; 74; 78;
82; 86; 90; ou 104, e 8; 12; 1le6; 20; 24; 28; 32; 36; 40;
44,; 48; 52; 56; ©60; ©64; ©8; 72; 7T76; 80; 84; 88; 92 ou 127,
respetivamente, em 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12,
13, 14 ou 15 substituicbes de aminodcidos conservadoras.

Numa insténcia adicional, a presente divulgacédo
proporciona um anticorpo monoclonal ou porc¢do de ligacédo a
antigénio do mesmo com pelo menos uma das propriedades
funcionais descritas anteriormente, em que o dito anticorpo
ou porcdo compreende sequéncias de CDR1, CDR2 e CDR3 de Vy
independentemente selecionadas a partir das sequéncias de
CDR1, CDR2 ou CDR3 de cadeia pesada, respetivamente,
encontradas em qualquer uma das SEQ ID NOs: 6; 10; 14; 18;
22; 26; 30; 34; 38; 42; 46; 50; 54; 58; 62; 66; 70; 74; 78;
82; 86; 90; ou 104, ou uma sequéncia que difere de qualquer
uma das SEQ ID NOs: 6; 10; 14; 18; 22; 26; 30; 34; 38; 42;
4¢6; 50; 54; 58; 62; 606; 70; 74; 78; 82; 86; 90; ou 104, em
pelo menos uma substituicdo de aminodcidos conservadora.
Por exemplo, a CDR1, CDR2 e CDR3 de Vy pode diferir da
CDR1, CDR2 e CDR3, respetivamente, de qualquer das SEQ ID
NOs: 6; 10; 14; 18; 22; 26; 30; 34; 38; 42; 46; 50; 54; 58;
62; 66; 70; 74; 778; 82; 86; 90; ou 104, em 1, 2, 3, 4, 5,
e, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14 ou 15 substituicdes de
aminoacidos conservadoras.

Numa insténcia adicional, a presente divulgacédo
proporciona um anticorpo monoclonal ou porcdo de ligacdo a
antigénio do mesmo com pelo menos uma das propriedades
funcionais descritas anteriormente, em que o dito anticorpo
ou porcdo compreende sequéncias de CDR1, CDR2 e CDR3 de Vi
independentemente selecionado a partir das sequéncias de
CDR1, CDR2 ou CDR3 de —cadeia leve, respetivamente,
encontradas em qualquer uma das SEQ ID NOs: 8; 12; 16; 20;
24; 28; 32; 36; 40; 44; 48; 52; 56; 60; 64; 68; 72; '76; 80;



25

84; 88; 92; ou 127, ou uma sequéncia que difere de qualqgquer
uma das SEQ ID NOs: 8; 12; 16; 20; 24; 28; 32; 30; 40; 44;
48; 52; 50; 60; 64; o08; 72; 7T76; 80; 84; 88; 92; ou 127, em
pelo menos uma substituicdo de aminoadcidos conservadora.
Por exemplo, as CDR1l, CDR2 e CDR3 de Vi podem diferir das
CDR1, CDR2 e CDR3, respetivamente, de qualquer das SEQ ID
NOs: 8; 12; le6; 20; 24; 28; 32; 36; 40, 44; 48; 52; 56; 60;
64; 68; 72; 76; 80; 84; 88; 92; ou 127 em 1, 2, 3, 4, 5, 6,
7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14 ou 15 substituicdes de
aminoacidos conservadoras.

A presente divulgacdo proporciona ainda um anticorpo

monoclonal ou porcdo de ligacdo a antigénio do mesmo
conforme reivindicado com pelo menos uma das propriedades
funcionais descritas anteriormente, em que o dito anticorpo
ou porcdo de ligacdo a antigénio compreende a CDR1 de Vy e
Vi, a CDR2 de Vg e V;, € a CDR3 de Vg e V; como observadas em
qualquer um dos anticorpos monoclonais 11.1;
1.12.1; 1.12.1 (rWT) ; 1.12.1(M291I/D19A) ; 1.12.1(M291) ;
1.12.1(D1g8A); 1.13.1; 1.14.1; 1.151.1; 1.162.1; 1.183.1;
1.27.1; 1.2%9.1; 1.31.1; 1.8.1; 1.9.1; 4.10.1; 4.24.1;
4.38.1; 4.58.1; 4.62.1; 4.68.1; 4.72.1; 5.13.1; 5.34.1;
5.53.1; 5.56.1; 5.57.1; e 5.59.1.

A presente divulgacdo proporciona ainda um anticorpo
monoclonal ou porc¢do de ligacdo a antigénio do mesmo com
pelo menos uma das propriedades funcionais descritas
anteriormente, em que o dito anticorpo ou porcédo de ligacéo
a antigénio compreende uma cadeia pesada que utiliza um
gene Vy 4-31, Vg 3-11, Vg 3-15, Vy 3-33, Vg 4-61 ou Vy 4-59
humano. Em algumas instdncias, a cadeia pesada utiliza um
gene Vy 3-33 humano, gene D 6-19 humano e um gene Jy 3B
humano; um gene Vg 4-31 humano, gene D 6-19 humano e um
gene Jy 4B humano; um gene Vy 4-61 humano, gene D 6-19
humano e um gene Jy 4B humano; um gene Vy 4-31 humano, um
gene D 3-3 humano e um gene Jy 3B humano; um gene Vy 4-31

humano e um gene Jy 3B humano; um gene Vg 4-59 humano, um
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gene D 6-19 humano e um gene Jy 4B humano; um gene Vy 3-11
humano, um gene D 3-22 humano e um gene Jy 6B humano; um
gene Vy 3-15 humano, um gene D 3-22 humano e um gene Jz 4B
humano; um gene Vy 4-31 humano, um gene D 5-12 humano e um
gene Jy 6B humano; um gene Vy 4-31 humano, um gene D 4-23
humano e um gene Jy 4B humano; um gene Vy 4-31 humano, um
gene D 2-2 humano e um gene Jy 5B humano; um gene Vy 4-31
humano e um gene Jy 6B humano; gene Vyz 3-15 humano, um gene
D 1-1 humano e um gene Jg 4B humano; um gene Vg 3-11
humano, um gene D 6-19 humano e um gene Jyz 6B humano; um
gene Vy 3-11 humano, um gene D 3-10 humano e um gene Jy 6B
humano; ou um gene Vy 3-11 humano, um gene D 6-6 humano e
um gene Jyg 6B humano.

A presente divulgacdo proporciona ainda um anticorpo
monoclonal ou porc¢do de ligacdo a antigénio do mesmo com
pelo menos uma das propriedades funcionais descritas
anteriormente, em que o dito anticorpo ou porcgdo de ligacéo
a antigénio compreende uma cadeia leve que utiliza um gene
Vxk A27, Vg A2, Vx Al, Vg A3, Vg B3, Vg B2, Vg L1 ou Vg L2
humano. Em algumas instancias, a cadeia leve utiliza um
gene Vx L1 humano e um gene Jxg 4 humano; um gene Vg A27
humano e um gene Jx 5 humano ou um gene J 4 humano; um gene
Vx B3 humano e um gene Jx 1 humano; um gene VK L2 humano e
um gene Jx 3 humano; um gene Vx AZ humano e um gene Jx 1
humano; um gene VK A3 humano e um gene Jx 4 humano; um gene
Vx Al humano e um gene Jx 1 humano; um gene Vx B2 humano e
um gene Jx 4 humano; ou um gene Vx A2 humano e um gene Jx 1
humano.

A presente divulgacdo proporciona ainda um anticorpo
monoclonal ou porc¢do de ligacdo a antigénio do mesmo com
pelo menos uma das propriedades funcionais descritas
anteriormente, em que o dito anticorpo ou porcgdo de ligacéo
a antigénio compreende uma ou mais de uma cadeia pesada
e/ou cadeia leve da sequéncia de aminodcido FR1, FR2, FR3

ou FR4 como observado em qualquer um dos anticorpos
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monoclonais 1.11.1; 1.12.1; 1.12.1 (xWT) ; 1.12.1
(M291/D19A); 1.12.1 (M29I); 1.12.1 (D19A); 1.13.1; 1.14.1;
1.151.1; 1.162.1; 1.183.1; 1.27.1; 1.29.1; 1.31.1; 1.8.1;
1.9.1; 4.10.1; 4.24.1; 4.38.1; 4.58.1; 4.62.1; 4.68.1;
4.72.1; 5.13.1; 5.34.1; 5.53.1; 5.56.1; 5.57.1; e 5.59.1.

A presente divulgacdo proporciona ainda um anticorpo
monoclonal gque compreende as sequéncias de aminoacidos
apresentadas nas: a) SEQ ID NO: 2 e SEQ ID NO: 4; b) SEQ ID
NO: 2 e SEQ ID NO: 102; c¢) SEQ ID NO: 100 e SEQ ID NO: 4; e
d) SEQ ID NO: 100 e SEQ ID NO: 102.

Numa outra instédncia divulgacdo existe qualguer um dos
anticorpos que é uma molécula de IgG, IgM, IgE, IgA ou IgD,
ou derivada das mesmas. Por exemplo, o anticorpo pode ser
uma IgGl ou IgG2.

Outra instancia da divulgacdo proporciona qualgquer um
dos anticorpos ou porcgdes de ligacdo a antigénio acima
descritos, que é um fragmento Fab, um fragmento F(ab');, um
fragmento F,, um fragmento Fv de cadeia uUnica, um fragmento
Vg de cadeia unica, um fragmento Vy de cadeia unica, um
anticorpo humanizado, um anticorpo quimérico ou um
anticorpo biespecifico.

Numa outra instédncia existe um anticorpo derivado ou
porcédo de ligacdo a antigénio que compreende gualguer um
dos anticorpos ou porcdes dos mesmos, conforme descrito
anteriormente e pelo menos uma entidade molecular
adicional. Por exemplo, a pelo menos uma entidade molecular
adicional pode ser um outro anticorpo (por exemplo, um
anticorpo biespecifico ou um diacorpo), um agente de
detecdo, uma etiqueta, um agente citotdxico, um agente
farmacéutico, e/ou uma proteina ou péptido que possa mediar
a associacdo do anticorpo ou porcdo de anticorpo com outra
molécula (tal como uma regido de nucleo de estreptavidina
ou uma cauda de polihistidina). Por exemplo, os agentes de
detecdo uUteis com o0s Qquais um anticorpo ou porcdo de

ligacdo a antigénio da divulgacdo pode ser derivado incluem
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compostos fluorescentes, incluindo fluoresceina,
isotiocianato de fluoresceina, rodamina, cloreto de b5-
dimetilamina-l-naftalenossulfonilo, ficoeritrina,
lantanideos fdésforos, e similares. Um anticorpo também pode
ser marcado com enzimas que sdo Uteis para a detecdo, tais
como peroxidase de rédbano-silvestre, R-galactosidase,
luciferase, fosfatase alcalina, glicose oxidase, e
similares. Numa outra instédncia os anticorpos ou porcdes
dos mesmos da presente divulgacdo também podem ser marcados
com biotina, ou com um epitopo de polipéptido
predeterminado reconhecido por um repdrter secundidrio (por
exemplo, sequéncias do par do zipper de leucina, locais de
ligacdo para anticorpos secundarios, dominios de ligacdo ao
metal, marcadores de epitopo). Em mais uma outra instancia
da presente divulgacdo, qualquer um dos anticorpos ou
porcdes dos mesmos pode igualmente ser derivado com um
grupo gquimico tal como polietilenoglicol (PEG), um grupo
metilo ou etilo, ou um grupo de hidrato de carbono.

Em algumas instédncias, os anticorpos anti-ALK-1 ou
porcdes de ligagcdo a antigénio revelados no presente
documento sdo anexados a um suporte sdlido.

Em algumas instédncias, a lisina C-terminal da cadeia
pesada de acordo com qualguer um dos anticorpos anti-ALK-1
da divulgacdo ¢é clivada. Em véarias instédncias da
divulgacdo, as cadeias pesadas e leves dos anticorpos anti-
ALK-1 podem opcionalmente incluir uma sequéncia de sinal.

A presente divulgacéo também proporciona uma
composicdo farmacéutica gque compreende qualquer um dos
anticorpos ou porgdes de ligacdo a antigénio dos mesmos
conforme descrito acima e um veiculo farmaceuticamente
aceitével.

Em outra instdncia, a divulgacdo refere-se a uma
molécula de 4&cido nucleico isolada gue compreende uma
sequéncia de nucledétidos que codifica gqualquer um dos

anticorpos ou porgdes de ligacdo a antigénio dos mesmos
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conforme descrito no presente documento. Numa instancia
particular, uma molécula de 4cido nucleico isolada
compreende a sequéncia de nucledtidos apresentada na SEQ ID
NO: 1, cuja sequéncia codifica uma cadeia pesada. Em outra
insténcia particular, uma molécula de 4cido nucleico
isolada compreende a sequéncia de nucledtidos apresentada
na SEQ ID NO: 3, cuja sequéncia codifica uma cadeia leve.

Numa outra insténcia particular uma molécula de &cido
nucleico isolada compreende um polinucledtido que
compreende uma grelha de leitura aberta da sequéncia de
ADNc de um clone depositado sob um numero de acesso de ATCC
PTA-6864. Em outra instédncia particular uma molécula de
4dcido nucleico isolada compreende um polinucledtido que
compreende uma grelha de leitura aberta da sequéncia de
ADNc de um clone depositado sob o numero de acesso de ATCC
PTA-6865.

Numa outra insténcia particular, uma molécula de éacido
nucleico isolada compreende a sequéncia de nucledtidos
apresentada na SEQ ID NO: 95 ou 128, <cada wuma das
sequéncias codifica uma cadeia pesada. Em outra instancia
particular, uma molécula de 4cido nucleico isolada
compreende a sequéncia de nucledtidos apresentada na SEQ ID
NO: 101, cuja sequéncia codifica uma cadeia leve.

A divulgacdo refere-se ainda a um vetor gque compreende
qualquer uma das moléculas de &cido nucleico descritas no
presente documento, em que o vetor compreende opcionalmente
uma sequéncia de controlo da expressdo operativamente
ligada a molécula de &cido nucleico.

Uma outra insténcia proporciona uma célula hospedeira
que compreende qualquer um dos vetores descritos no
presente documento ou que compreende qualgquer uma das
moléculas de acido nucleico descritas no presente
documento. A presente divulgacdo também proporciona uma
linha celular isolada, que produz qualquer um dos

anticorpos ou porgdes de ligacdo a antigénio conforme
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descrito no presente documento ou gque produz a cadeia
pesada ou cadeia leve de qualquer um dos ditos anticorpos
ou as ditas porcdes de ligacdo a antigénio.

Numa outra instédncia, a presente divulgacdo refere-se
a um método para a producdo de um anticorpo anti-ALK-1 ou
porcdo de ligacdo a antigénio do mesmo, que compreende O
cultivo de qualquer uma das células hospedeiras ou linhas
celulares descritas no presente documento sob condicgbes
adequadas e recuperacdo do dito anticorpo ou porcdo de
ligacdo a antigénio.

A presente divulgacdo também se refere a um animal
transgénico ndo humano ou planta transgénica que compreende
qualquer um dos 4&cidos nucleicos descritos no presente
documento, em qgque o animal transgénico ndo humano ou a
planta transgénica expressa o dito &cido nucleico.

A presente divulgacdo proporciona ainda um método para
isolar um anticorpo ou porcdo de ligacdo a antigénio do
mesmo que se liga a ALK-1, que compreende a etapa de isolar
o anticorpo do animal transgénico n&o humano ou planta
transgénica conforme descrito no presente documento.

Numa outra insténcia, a divulgacdo refere-se a um
hibridoma depositado sob um numero de acesso de ATCC de
PTA-6808.

A presente divulgacdo também proporciona um método
para determinar se uma substédncia inibe a regulacéao
positiva de um gene alvo a jusante especifico da ALK-1,
Idl, o método que compreende o contacto de uma primeira
amostra de células que expressam Idl com a substédncia e
determinar se a expressdo Idl é inibida, em que um nivel
reduzido de expressdo Idl na primeira amostra de células
colocada em contacto com a substédncia em comparacdo a uma
amostra de controlo de células é indicativo da referida
substédncia que inibe a expressdo Idl. A presente divulgacéio
proporciona ainda o método, em gue a substadncia é um

anticorpo que se liga ao dominio extracelular da ALK-1.
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A presente divulgacdo proporciona também um método
para tratar o crescimento celular anormal num mamifero em
necessidade do mesmo, que compreende a etapa de administrar
ao dito mamifero qualgquer um dos anticorpos ou porcgdes de
ligacdo a antigénio dos mesmos, ou qgualquer uma das
composicdes farmacéuticas, conforme descrito no presente
documento. A presente divulgacdo proporciona ainda um
método para o tratamento do crescimento anormal de células
num mamifero em necessidade do mesmo com um anticorpo ou
porcédo de ligacdo a antigénio do mesmo que se liga a ALK-1
que compreende as etapas de administrar ao dito mamifero
uma quantidade eficaz de qualquer uma das moléculas de
4dcido nucleico descritas no presente documento  sob
condicdes adequadas gque permitem a expressdo das ditas
moléculas de acido nucleico. Numa outra instdncia, o método
de tratamento do crescimento anormal de células compreende
administrar uma gquantidade de uma ou mais substéncias
selecionadas dos agentes antitumorais, agentes anti-
angiogéneses, inibidores da transducdo de sinal e agentes
antiproliferativos, em que as quantidades sdo Jjuntas
eficazes no tratamento do dito crescimento celular anormal.
Nas instédncias particulares, o dito crescimento celular
anormal é canceroso.

A presente divulgacdo também proporciona uma proteina
ALK-1 de macaco Cynomolgus isolada gque tem uma segquéncia de
aminodcido da SEQ ID NO: 93. A presente divulgacéo
proporciona ainda uma molécula de &acido nucleico isolada
que codifica uma proteina dque tem uma sequéncia de
aminodcido da SEQ ID NO: 93. A presente divulgacéo
proporciona ainda uma molécula de &cido nucleico isolada da
SEQ ID NO: 94.

Breve Descricdo dos Desenhos

A figura 1 mostra um exemplo dos dados de ligacdo ao
epitopo. O anticorpo 1.12.1 (M29I/D19A) foi 1injetado

durante 10 minutos seguido por uma segunda injecdo de 10
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minutos do anticorpo 1.12.1 (M29I/D19A). Isto define a
resposta méxima para uma injecdo de 20 minutos destes
anticorpos. A resposta méaxima da injecdo de 20 minutos
foi similarmente determinada para o anticorpo 1.27.1. O
anticorpo 1.12.1 (M29I/D19A) foi injetado durante 10
minutos seguido por uma injecdo de 10 minutos do
anticorpo 1.27.1. Se a resposta total diminui entre as
respostas méximas definidas, entdo os dois anticorpos
devem se ligar ao mesmo epitopo. Se a resposta total
exceder a 7resposta maxima mais elevada, entdo o0s
anticorpos devem ligar-se a diferentes epitopos. A
experiéncia foi repetida com a ordem das injecbes
invertida conforme descrito no Exemplo 9.
A figura 2 mostra o alinhamento da sequéncia de proteinas
humana e Cyno ALK-1.
A figura 3 mostra a determinacdo Kp do anticorpo
recombinante 1.12.1 que se liga a superficie celular ALK-
1. (a) Humano, (b) Cyno.
1.12.1 (rWT) refere-se a variante mAb 1.12.1 gue era
mAb recombinante expressa.
1.12.1 (M29I/D19A) refere-se a variante mAb 1.12.1 que
era mAb recombinante expressa contendo duas mutacdes
especificas de aminodcido (metionina na posicdo 29 na
cadeia pesada substituida com isoleucina e A&cido
aspartico na posicdo 19, na cadeia leve substituida com
alanina) .
1.12.1 (M291I) refere-se a variante mAb 1.12.1 qgue era
mAb recombinante expressa contendo uma mutacdo de
aminodcido Unica especifica onde a metionina na posicéo
29 na cadeia pesada foi substituida com isoleucina.
1.12.1 (D19A) refere-se a variante mAb 1.12.1 que era
mAb recombinante expressa contendo uma mutacdo de
aminodcido tUnica especifica onde o &cido aspartico na
posicdo 19 na cadeia leve foi substituido por alanina.

A figura 4 mostra exemplos de titulag¢gdes ID1 usando o
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Ensaio Tagman ID1 para as variantes de anticorpo 1.12.1.

1.12.1 refere-se a variante mAb 1.12.1 que foi isolada
da hibridoma.

1.12.1 (rWT) refere-se a variante mAb 1.12.1 gue era
mAb recombinante expressa.

1.12.1 (M29I/D19A) refere-se a variante mAb 1.12.1 que
era mAb recombinante expressa contendo duas mutacdes
especificas de aminodcido (metionina na posicdo 29 na
cadeia pesada substituida com isoleucina e A&cido
aspartico na posicdo 19, na cadeia leve substituida com
alanina) .

1.12.1 (M291) refere-se a variante mAb 1.12.1 que era
mAb recombinante expressa contendo uma mutacdo de
aminodcido Unica especifica onde a metionina na posicéo
29 na cadeia pesada foi substituida com isoleucina.
1.12.1 (D19A) refere-se a variante mAb 1.12.1 que era
mAb recombinante expressa contendo um mutacdo de
aminodcido tUnica especifica onde o &acido aspartico na

posicdo 19 na cadeia leve foi substituido por alanina.

A figura 5 mostra exemplos de titulag¢gdes ID1 wusando o

Ensaio Tagman IDl1 para as variantes da sequéncia de

anticorpo 1.12.1 e os derivados Fab.

1.12.1 refere-se a variante mAb 1.12.1 gque foi isolada
do hibridoma.

1.12.1 (rWT) refere-se a variante mAb 1.12.1 gue era
mAb recombinante expressa.

1.12.1 (M291I) refere-se a variante mAb 1.12.1 qgue era
mAb recombinante expressa contendo um mutacdo de
aminodcido Unica especifica onde a metionina na posicéo
29 na cadeia pesada foi substituida com isoleucina.
1.12.1 (D19A) refere-se a variante mAb 1.12.1 que era
mAb recombinante expressa contendo uma mutacdo de
aminodcido tUnica especifica onde o &cido aspartico na
posicdo 19 na cadeia leve foi substituido por alanina.
1.12.1 (M29I/D19A) refere-se a variante mAb 1.12.1 que
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era mAb recombinante expressa contendo duas mutacdes
especificas de aminodcido (metionina na posicdo 29 na
cadeia ©pesada substituida com isoleucina e acido
aspartico na posicdo 19 na cadeia leve substituido com
alanina) .
Fab 1.12.1 (M291I/D19A) refere-se ao fragmento Fab da
mAb 1.12.1 (M29I/D19A) preparado pela digestdo de
1.12.1 (M29I/D19A) IgGl utilizando papaina.
A figura 6 mostra a incorporacdo de ALK-1. (a)
Monitorizar o anticorpo de neutralizacdo gue permanece na
superficie celular, (b) Monitorizar 0 recetor de
superficie celular ALK-1 remanescente.
A figura 7A mostra o alinhamento das sequéncias de
dominio variéavel para anticorpos anti-ALK-1 da
divulgacédo, nas sequéncias de linha germinal. As mutacdes
comparadas com a linha germinal s&o claras. As sequéncias
de CDR sé&o sublinhadas. A figura 7B revela o alinhamento
das sequéncias de aminoacidos previstas dos dominios
varidveis de cadeia leve para anticorpos anti-ALK-1
1.12.1, 1.14.1, 1.162.1, 1.31.1, 4.62.1 e 4.72.1 na
sequéncia A27 VK da linha germinal humana. As figuras 7C
e 7D mostram o alinhamento das sequéncias de amino&cidos
previstas de dominios varidveis de cadeia pesada leve
para anticorpos anti-ALK-1 1.12.1, 1.151.1, 1.162.1,
1.8.1, 4.24.1, 4.38.1, 4.58.1, 4.62.1, 4.68.1, 4.72.1,
5.13.1 e 5.34.1 da sequéncia 4-31 Vy da linha germinal
humana.
A figura 8 mostra um exemplo da anédlise histoldbgica
(Coloracdo de H & E) de uma seccdo de pele humana
enxertada pds-cirurgica.
A figura 9 (A) mostra a coloracdo de tricromo de
colagénio num ratinho quimérico de pele humana.
A figura 9 (B) mostra a detecdo de vasos humanos no gel
de colagénio implantado num ratinho quimérico do prepucio

humano. Tex-red: wvasos humanos. FITC: wvasos de ratinho.
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Amarelo: co-coloracéo.

A figura 10 mostra uma imagem imunofluorescente de vasos
humanos (vermelho) e de ratinhos (verde) do tumor M24met
no ratinho quimérico do prepucio humano SCID.

A figura 11 mostra a imagem IHC de wvasos humanos
(castanho) do tumor M24met no ratinho quimérico de
preptucio humano SCID.

A figura 12 mostra as imagens imunofluorescentes
representativas de vasos humanos (vermelho) e de ratinho
(verde) do controlo e os tumores M2Z24met tratados com
anticorpo 1.12.1 (M29I/D19A) (10 mg/kg) no ratinho
quimérico do prepucio humano SCID.

A figura 13 mostra a inibic&do dependente da dose do
crescimento de vaso de tumor humano pelo anticorpo 1.12.1
(M29I/D19A) no modelo de ratinho quimérico do prepucio
humano SCID.

A figura 14 mostra a concentragdo plasmética do ratinho
SCID do anticorpo 1.12.1 (M29I/D19A).

A figura 15 mostra a ECsy estimada para o anticorpo
1.12.1 (M29I/D19A) no modelo quimérico de M24met prepucio
SCID. O wvalor de <controlo de 100% foi dado uma
concentracdo de soro artificial de 0,1 nM para fins
gréaficos. Isso ndo altera a ECsg aparente.

Descricdo Pormenorizada da Invencéo

Defini¢des e Técnicas Gerais

A n&do ser que de outro modo definido no presente
documento, o0s termos cientificos e técnicos utilizados em
conexdo com a presente divulgacdo devem ter os significados
que sdo comummente entendidos pelos peritos ordindrios na
especialidade. Além disso, a ndo ser que de outro modo
requerido pelo contexto, os termos singulares devem incluir
pluralidades e o0s termos no plural devem incluir os
singulares. Geralmente, a nomenclatura utilizada em conex&o
com, e técnicas de, cultura celular e de tecidos, biologia

molecular, imunologia, microbiologia, genética e de
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proteinas e quimica de &cido nucleico e hibridacdo descrita
no presente documento €& aquela bem conhecida e comummente
utilizada na técnica.

Os métodos e técnicas da presente divulgacéo
geralmente sdo realizados de acordo <com os métodos
convencionais bem conhecidos na técnica e conforme descrito
em diversas referéncias gerais e mais especificas que sé&o
citadas e debatidas em todo o presente memdéria descritiva,
a ndo ser que de outro modo indicado. Veja-se, por exemplo,
Sambrook J. & Russell D.. Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, 3% ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold
Spring Harbor, N.I. (2000); Ausubel et al, Short Protocols
in Molecular Biology: A Compendium of Methods from Current
Protocols in Molecular BRiology, Wiley, John & Sons, Inc.
(2002); Harlow and Lane Using Antibodies: A Laboratory
Manual Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring
Harbor, N.I. (1998); e Coligan et al, Short Protocols in
Protein Science, Wiley, John & Sons, Inc. (2003). As
reacdes enziméticas e técnicas de purificacéo séo
realizadas de acordo com as especificacdes do fabricante,
como comummente executado na técnica ou conforme descrito
no presente documento. A nomenclatura utilizada em conexé&o
com, e 0s procedimentos e técnicas de laboratdrio, quimica
analitica, quimica orgédnica sintética, e quimica medicinal
e farmacéutica descrita no presente documento sdo aqueles
bem conhecidos e comummente usados na técnica.

Os seguintes termos, a ndo ser que de outro modo
indicado, devem ser entendidos como tendo o0s seguintes
significados:

Como é utilizado no presente documento, o termo "ALK-1"
refere-se a cinase-1 tipo recetor de activina de
mamifero. O termo ALK-1 destina-se a incluir ALK-1
recombinante e formas quiméricas recombinantes de ALK-1,
que podem ser ©preparadas por métodos de expressio

recombinantes padréo.
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Como é utilizado no presente documento, o acrdénimo "mAb"
refere-se a um anticorpo monoclonal.

Como é utilizado no presente documento, um anticorpo que
¢ referido por numero é um anticorpo monoclonal (mAb),
que é obtido a partir do hibridoma do mesmo numero. Por
exemplo, anticorpo monoclonal 1.12.1 ¢é obtido do
hibridoma 1.12.1.

1.12.1 refere-se a variante mAb 1.12.1 que foi isolada do
hibridoma.

1.12.1 (rWT) refere-se a variante mAb 1.12.1 que era mAb
recombinante expressa.

1.12.1 (M29I/D19A) refere-se a variante mAb 1.12.1 gque
era mAb recombinante expressa contendo duas mutacdes
especificas de aminoacidos (metionina na posicdo 29 na
cadeia pesada substituida com isoleucina e acido
aspartico na posicdo 19 na cadeia leve substituidos com
alanina) .

1.12.1 (M291I) refere-se a variante mAb 1.12.1 que era mAb
recombinante expressa contendo uma mutacdo de aminoécido
unica especifica onde a metionina na posicdo 29 na cadeia
pesada foi substituida com isoleucina.

1.12.1 (D19A) refere-se a variante mAb 1.12.1 que era mAb
recombinante expressa contendo uma mutacdo de aminoéacido
Unica especifica onde o 4cido aspéartico na posicdo 19 na
cadeia leve foi substituido por alanina.

Como é utilizado no presente documento, o "crescimento
anormal de células", salvo indicacdo em contrario, refere-
se ao crescimento celular que é independente dos mecanismos
reguladores normais (por exemplo, a perda de inibicdo de
contacto).

Como ¢ utilizado no presente documento, o termo
"adjacente" ¢é usado para referir-se as sequéncias de
nucledétido que s&do diretamente ligadas uma a outra, né&o
tendo nenhum nucledtido. Por meio de exemplo, o

pentanucledétido 5'-AAAAA-3' ¢é adjacente ao trinucledtido
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5'"-TTT-3' guando os dois sdo conectados desta maneira: 5'-
AAAAATTT-3 'ou b5'-TTTAAAAA-3', mas ndo quando os dois sé&o
ligados desta maneira: 5'-AAAAAC"NT-3'.

O termo "agente" ¢é utilizado no presente documento
para significar um composto gquimico, uma mistura de
compostos quimicos, uma macromolécula bioldgica, ou um
extrato produzido a partir de materiais bioldgicos.

Como é utilizado no presente documento, "aliviar" uma
doenca, disturbio ou condicdo significa reduzir a gravidade
dos sintomas da doenca, disturbio ou condicdo. Isto inclui,
mas ndo é limitado a, afetar o tamanho, crescimento e/ou
massa de um tumor, a extensdo ou progresso da metastase, e
similares, num paciente em comparagcdo com estes mesmos
pardmetros no paciente antes ou na auséncia do método de
tratamento.

Como é utilizado no presente documentos, a sigla "Idl"
refere-se a um gene alvo especifico a jusante de ALK-1, o
gene Idl, que é importante para a angiogénese. O gene Idl
foi relatado para controlar o percurso da angiogénese em
certos cancros mediante o desligamento da producdo de uma
proteina, trombospondina-1 (Tsp-1), um  supressor da
angiogénese de ocorréncia natural. Por exemplo, relatou-se
que o gene Idl, que ¢é altamente expresso nos Ccancros
melanoma, da mama, da cabeca e pescoc¢o, cerebral, cervical,
prdéstata, pancredtico e testicular, resulta da expressao
diminuida de TSP-1 e formacdo aumentada dos vasos
sanguineos tumorais. Volpert, Olga V. et al, "Idl regulates
angiogenesis through transcriptional repression of
thrombospondin-1," Cancer Cell, Dez. 2002, Vol. 2, pp. 473-
483.

Como é utilizado no presente documento, o termo "Smad"
refere-se as proteinas de dominio Smad observadas numo
intervalo de espécies de nematoides em seres humanos. Estas
proteinas altamente conservadas contém um dominio N-

terminal MH1 que faz contacto com o ADN, e é separado por
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uma regido articuladora curta do dominio C-terminal MH2,
este mostrando uma impressionante semelhanca com @ 0S
dominios associados bifurcados (FHA). Os dominios FHA e
Smad (MH2) partilham uma estrutura comum consistindo numa
sanduiche de onze filamentos beta, em duas folhas com
topologia Gree key. As proteinas Smad mediam a sinalizacéo
pelas citocinas TGF-beta/activina/BMP-2/4 dos recetores
Ser/Thr proteina cinases na superficie celular até o
nucleo. As proteinas Smad dividem-se em trés classes
funcionais: os Smads regulados pelo recetor (R-Smads),
incluindo Smadl, -2, -3, -5 e -8, cada um dos gquais esté
envolvido numa via de sinalizacdo especifica do ligando; os
Smads co-mediadores (co-Smads), incluindo Smad4, que
interagem com os R-Smads para participar na sinalizacdo; e
0os Smads inibidores (l1-Smads), incluindo Smad-6 e -7, que
blogueiam a ativacdo dos R-Smads e Co-Smads, assim
negativamente regulando os percursos de sinalizacédo.

Como é utilizado no presente documento, o termo "TGF-
beta" refere-se aos fatores do crescimento-beta
transformantes, que constitui uma familia de citocinas
multifuncionais (TGF-beta 1 -5) que regulam o crescimento e
diferenciacdo celular. O fator de crescimento transformante
(TGF) é um dos muitos fatores do crescimento caracterizados
que existem na natureza. Ele desempenha papéis fundamentais
em ratinhos "SCID" com imunodeficiéncia combinada grave.
Muitas células sintetizam o TGF-beta, e essencialmente
todas possuem recetores especificos para este péptido. O
TGF-beta regula as ag¢des de muitos outros fatores do
crescimento peptidicos e determina uma diregdo positiva ou
negativa dos seus efeitos. O TGF-beta ¢é uma citocina
supressora de tumor com efeitos inibidores do crescimento
em células epiteliais. O TGF-B pode também funcionar como
um promotor de tumor mediante a extracdo de uma transicédo
de epitelial a mesengquimal. O TGF-$ inativa varias

proteinas envolvidas na progressdo do ciclo celular e,
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desse modo, exerce seus efeitos inibidores do crescimento
sobre as células epiteliais por causar-lhes a detencdo na
fase Gl do ciclo celular. A proteina funciona como um
homodimero ligado a dissulfeto. Sua sequéncia caracteriza-
se pela presenca de varios residuos de cisteina C-
terminais, que formam o interblogueamento das ligacdes de
dissulfeto organizadas numa topologia semelhante a nd. Uma
disposicdo de "cistina-né" similar foi observada nas
estruturas de alguns inibidores da enzima e neurotoxinas
que se ligam aos canais Ca®’’ ativados por voltagem, embora
a topologia precisa seja diferente. 0s genes TGF-beta sé&o
expressos diferencialmente, sugerindo que as varias
espécies de TGF-beta possam ter funcdes fisioldgicas
distintas in vivo.

Como é utilizado no presente documento, o termo "TGF-
beta 1" refere-se ao recetor do fator beta de crescimento
transformante tipo 1, gque é um péptido de 112 residuos de
aminodcido mediante a clivagem proteolitica do C-terminal
de uma proteina precursora. Exame dos niveis de ARNm o TGF-
beta 1 em tecidos adultos murinos indica que a expressdo é
predominante no baco, pulmdo e placenta. O TGF-beta 1 é
suposto de desempenhar papéis importantes nos processos
patoldgicos.

Como é utilizado no presente documento, o termo "SCID"
refere-se aos ratinhos com imunodeficiéncia combinada
grave.

Como ¢ utilizado no presente documento, o termo
"HUVEC" refere-se as células endoteliais da veia umbilical
humana.

Como é utilizado no presente documento, 0s
"aminodcidos"™ s&do representados pelo seu nome completo,
pelo cdédigo de trés letras correspondente, ou pelo cddigo
de uma letra correspondente, conforme indicado no seguinte

quadro:
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Nome Completo Cédigo de Trés Cébdigo de Um Letra
Letras

Acido Aspértico Asp D
Acido Glutémico Glu E
Lisina Lys K
Arginina Arg R
Histidina His H
Tirosina Tyr Y
Cisteina Cys C
Asparagina Asn N
Glutamina Gln 0
Serina Ser S
Treonina Thr T
Glicina Gly G
Alanina Ala A
Valina Val Vv
Leucina Leu L
Isoleucina Tle I
Metionina Met M
Prolina Pro P
Fenilalanina Phe F
Triptofano Trp W

Como ¢é utilizado no presente documento, o0s vinte
aminodcidos convencionais e respetivas abreviaturas seguem
a utilizacdo convencional. Veja-se Immunology-A Synthesis
(2% Edicdo, E. S. Golub e D. R. Gren, Eds., Sinauer
Associates, Sunderland, Mass. (1991)).

Uma "substituicdo conservadora de aminoédcidos"™ ¢é
aquela em que um residuo de aminoécido ¢ substituido por
outro residuo de aminodcido que tem um grupo R de cadeia
lateral com propriedades quimicas semelhantes (por exemplo,
carga ou hidrofobicidade). Em geral, uma substituicdo de
aminoadcido conservadora ndo iréd alterar substancialmente as

propriedades funcionais de uma proteina. Nos casos em que
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duas ou mais sequéncias de aminodcidos diferem uma da outra
por substituicdes conservadoras, a identidade de sequéncia
percentual ou grau de semelhanca pode ser ajustado para
cima para corrigir a natureza conservadora da substituicéo.
Meios para fazer esse ajuste sdo bem conhecidos pelos
peritos na especialidade. Veja-se, por exemplo, Pearson,
Methods Mol. Biol. 243:307-31 (1994).

Exemplos de grupos de aminodcidos gue possuem cadeias
laterais com propriedades quimicas semelhantes incluem 1)
cadeias laterais alifédticas: glicina, alanina, valina,
leucina, isoleucina e; 2) cadeias laterais de hidroxilo
alifdticas: serina e treonina; 3) cadeias laterais contendo
amida: asparagina e glutamina; 4) cadeias laterais
aromdticas: fenilalanina, tirosina e triptofano; 5) cadeias
laterais bésicas: lisina, arginina, histidina; 6) cadeias
laterais acidicas: &cido aspértico e &cido glutémico; e 7),
cadeias laterais contendo enxofre: cisteina e metionina. Os
grupos de substituicdo conservadora de aminoacidos séo:
valina-leucina-isoleucina, fenilalanina-tirosina, lisina-
arginina, alanina-valina, glutamato-aspartato, e
asparagina-glutamina.

Alternativamente, uma substituicdo conservadora é
qualquer mudanca que tem um valor positivo na matriz de
probabilidade log PAM250 divulgada em Gonnet et al.,
Science 256:1443-45 (1992).

A substituicdo "moderadamente conservadora" é qualquer
mudanca gque tem um valor ndo negativo na matriz de
probabilidade log PAM250.

Em certas insténcias, as substituicbdes de aminoédcido
num anticorpo anti-ALK-1 ou porc¢do de ligacdo a antigénio
do mesmo s&do aguelas que: (1) reduzem a suscetibilidade a
protedlise, (2) reduzem a suscetibilidade a oxidacédo, (3)
alteram a afinidade wvinculativa para formar complexos de
proteina, e (4) conferem ou modificam outras propriedades

fisico-quimicas ou funcionais de tais analogos, mas ainda
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retém a ligacdo especifica para ALK-1. Os andlogos podem
incluir varias substituicdes na sequéncia de péptido de
ocorréncia normal. Por exemplo, uma ou maltiplas
substituicdes de aminodcido, de preferéncia substituicdes
de aminoédcido <conservadoras, podem ser preparadas na
sequéncia de ocorréncia normal, por exemplo, na parte do
polipéptido fora do(s) dominio(s) qgque formam os contactos
intermoleculares. As substituicdes de aminodcido também
podem ser feitas no(s) dominio(s) gque forma(m) os contactos
intermoleculares que podem melhorar a atividade do
polipéptido. Uma substituicdo de aminodcido conservadora
ndo deve alterar substancialmente as <caracteristicas
estruturais da sequéncia de origem; por exemplo, um
aminodcido de substituicdo de ndo alterar a lémina 3
antiparalela que confeciona o dominio de ligagdo da
imunoglobulina que ocorre na sequéncia de origem, ou romper
outros tipos de estrutura secundadria gque caracteriza a
sequéncia de origem. Em geral, a glicina e a prolina né&o
devem ser usadas numa lamina B antiparalela. Exemplos de
estruturas secundéarias e terciarias de polipéptido
reconhecidos na técnica s&o descritos em Proteins,
Structures and Molecular Principles (Creighton, Ed., W. H.
Freeman e Company, Nova Iorque (1984)); Introduction to
Protein Structure (C. Branden e J. Tooze, eds., Garland
Publishing, Nova Iorque, N.I. (1991)); e Thornton et al.,
Nature 354:105 (1991).

A similaridade de sequéncia para os polipéptidos, que
também ¢ referida como a identidade de sequéncia, ¢é
tipicamente medida wutilizando software de andlise de
sequéncia. O software de andlise de proteina compara as
sequéncias similares utilizando medidas de similaridade
atribuida as varias substituicdes, delecdes e outras
modificacdes, incluindo as substituic¢cdes de aminoécido
conservadoras. Por exemplo, GCG contém programas como "Gap"

e "Bestfit" que podem ser usados com parametros de valor
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padrdo para determinar a homologia de sequéncia ou
identidade de sequéncia entre os polipéptidos estritamente
relacionados, tais como polipéptidos homélogos de
diferentes espécies de organismos ou entre uma proteina
tipo selvagem e uma versdo mutada desta. Veja-se, por
exemplo, GCG Versdo 6.1. As sequéncias de polipéptidos
também podem ser comparadas usando FASTA utilizando
paradmetros padrdo ou recomendados, um programa em GCG
Versado 6.1. FASTA (por exemplo, FASTAZ2 e FASTAZ3)
proporciona alinhamentos e identidade de sequéncia
percentual das regides da melhor sobreposicdo entre as
sequéncias de consulta e pesquisa (Pearson, Methods
Enzymol. 183:63-98 (1990); Pearson, Methods Mol. Biol. 132:
185-219 (2000)). Outro algoritmo preferido quando se
compara uma sequéncia da divulgacdo com um banco de dados
contendo um grande numero de sequéncias de diferentes
organismos é o programa de computador BLAST, especialmente
blastp ou tblastn, usando pardmetros padrdo. Veja-se, por
exemplo, Altschul et al., J. Mol. Biol. 215:403-410 (1990);
Altschul et al., Nucleic Acids Res. 25:3389-402 (1997).

O comprimento das sequéncias de polipéptido comparado
para homologia serd geralmente pelo menos cerca de 16
residuos de aminoédcido, geralmente pelo menos cerca de 20
residuos, mais geralmente pelo menos cerca de 24 residuos,
tipicamente pelo menos cerca de 28 residuos, e
preferivelmente mais do gque cerca de 35 residuos. Ao
pesquisar uma base de dados contendo sequéncias de um
grande numero de diferentes organismos, ¢é ©preferivel
comparar as sequéncias de aminodcido. O termo "anidlogo"
conforme usado neste documento refere-se aos polipéptidos
que sdo compreendidos de um segmento de pelo menos 25
aminodcidos que possui identidade substancial com uma parte
de uma sequéncia de aminodcido de ocorréncia natural
deduzida e que possuli pelo menos uma das propriedades do

polipéptido de ocorréncia natural. Tipicamente, os analogos
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de polipéptido compreendem uma substituicdo de aminoédcido
conservadora (ou adicdo ou delecdo) com relacdo a sequéncia
de ocorréncia natural. Os andlogos tipicamente s&o pelo
menos 20 aminodcidos de extensdo, preferivelmente pelo
menos 50 aminodcidos de extensdo ou mais longos, e podem
muitas vezes ser tdo longos quanto um polipéptido de
ocorréncia natural de comprimento total.

Os anédlogos de péptido sdo comummente utilizados na
indtstria farmacéutica como farmacos ndo péptidos com
propriedades anédlogas aquelas do péptido padrdo. Estes
tipos de composto ndo péptido s&do denominados "miméticos de
péptido"™ ou "peptidomiméticos". Fauchere, J. Adv. Drug Res.
15:29 (1986); Veber e Freidinger TINS p. 392 (1985); e
Evans et al., J. Med. Chem. 30:1229 (1987).

Tais compostos sdo frequentemente desenvolvidos com o
auxilio da modelagem molecular computadorizada.

Os miméticos de ©péptido que sdo estruturalmente
similares aos péptidos terapeuticamente Uteis podem ser
utilizados para produzir um efeito terapéutico ou
profilatico equivalente. Geralmente, o0s peptidomiméticos
sdo estruturalmente similares a um polipéptido paradigma
(isto ¢, um polipéptido que possui uma propriedade
bioquimica ou atividade farmacolégica), tais como
anticorpos humanos, mas tém uma ou mais ligac¢des peptidicas
opcionalmente substituidas por uma ligacdo selecionada a
partir do grupo consistindo em: —CHyNH—, —CHyS—, —CH,—CH,—,
—CH=CH— (cis e trans), — COCHy,—, —CH(OH)CH,—, e CH,;S30—, por
métodos bem conhecidos na técnica. A substituicao
sistemdtica de um ou mais aminodcidos de uma sequéncia de
consenso com um D-aminodcido do mesmo tipo (por exemplo, D-
lisina no lugar de L-lisina) pode ser usada para gerar
péptidos mais estéaveis. Além disso, os péptidos restritos
que compreendem uma sequéncia de consenso ou uma variacdo
de sequéncia de consenso substancialmente idéntica podem

ser gerados por métodos conhecido na técnica (Rizo e
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Gierasch Ann. Rev. Biochem. 61:387 (1992)), por exemplo,
mediante a adicdo de residuos de cisteina internos capazes
de formar ©pontes de dissulfeto intramoleculares que

ciclizam o péptido.

Um "anticorpo" ou "imunoglobulina" (Ig) intacta
compreende pelo menos duas cadeias pesadas (H) (cerca de 50
a 70 kDa) e duas cadeias leves (L) (cerca de 25 kDa)

interligadas por 1ligacdes de dissulfeto. Existem apenas
dois tipos de cadeia leve: A e K. Nos seres humanos elas
sdo semelhantes, mas apenas um tipo estd presente em cada
anticorpo. As cadeias pesadas sdo classificadas como mu,
delta, gama, alfa, ou épsilon, e definem o isotipo de
anticorpo como IgM, IgD, IgG, IgA e Igk, respetivamente.
Veja-se de uma forma geral, Fundamental Immunology Cap. 7
(Paul, W., ed., 2% ed. Raven Press, N.I. (1989)). Numa
instédncia preferida, o anticorpo é uma IgG e & um subtipo
IgGl, IgG2, IgG3 ou IgG4. Numa instdncia mais preferida, o
anticorpo anti-ALK-1 é a subclasse IgG2.

Cada cadeia pesada estd compreendida de um dominio
varidvel de cadeia pesada (Vyz) e uma regido constante de
cadeia pesada (Cyg). A regido constante de cadeia pesada
estd compreendida de trés dominios, CH1, CH2 e CH3. Cada
cadeia leve é composta de um dominio variadvel de cadeia
leve (Vy) e uma regido constante de cadeia leve. A regido
constante de cadeia leve estd compreendida de um dominio,
CL. Dentro das cadeias leves e pesadas, as regides
variadveis e constantes s&do unidas por um regido "J" de
cerca de 12 ou mais aminocdcidos, com a cadeia pesada
incluindo também uma regido "D" de cerca de 3 ou mais
aminodcidos. As regiodes Vi e Vp podem ser ainda
subdivididas em regides de hipervariabilidade, denominadas
"regides determinantes de complementaridade” (CDR1),
intercaladas com regides que sdo mais conservadas,
denominadas "regides framework" (FR). Cada Vg e Vi ¢é

composta de trés CDRs e quatro RFs, dispostas de amino-



47

terminal a carboxil-terminal na seguinte ordem: FR1, CDRI1,
FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4. A atribuicdo dos aminoacidos
para cada dominio estd de acordo com as definicdes de
Kabat, Sequences of Proteins of Immunological Interest
(National Institutes of Health, Bethesda, MD (1987 e
1991)), ou Chothia & Lesk, J. Mol. Biol. 196:901 -917
(1987); Chothia et al., Nature 342:878-883 (1989).

Os dominios variaveis de cada par de cadeia
pesada/leve (Vy e Vi) formam o local de 1ligacdo de
anticorpos que interage com um antigénio. Assim, um
anticorpo IgG intacto, por exemplo, possui dois locais de
ligacéo. Exceto nos anticorpos bifuncionais ou
biespecificos, os dois locais de ligacdo s&do os mesmos. As
regides constantes dos anticorpos podem mediar a ligacdo da
imunoglobulina para hospedar os tecidos ou fatores,
incluindo varias células do sistema imune (por exemplo,
células efetoras), e a primeira porcdo (CIg) do sistema
complementar cléassico.

Os anticorpos devem ter Dbastante diversidade de
ligacdo a antigénio para reconhecer todos o0s possiveis
agentes patogénicos (muitas regides V), enquanto mantém a
eficédcia bioldgica das suas regides C (algumas regides C).
Os genes Ig s&do aleatoriamente cortados Jjuntos dos
segmentos genéticos que permitem muitas regides V serem
utilizadas com algumas regides C. Os segmentos genéticos
que codificam as cadeias Ig H, capa e lambda s&do observados
em trés diferentes cromossomas. Durante o desenvolvimento
das células B, as enzimas recombinase removem oS intrdes e
alguns exdes do ADN e ligam os segmentos em genes
funcionais Ig.

Os segmentos genéticos Ig em mamiferos sdo dispostos
em grupos de exbes "variaveis" (V), "diversidade" (D),
"unido" (J), e "constante" (C). 0Os segmentos capa V (Vg),
cada um, codificam os dois primeiros CDR e trés FR da

regido V de cadeia capa, acrescido de alguns residuos de
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CDR3. 0Os segmentos J capa (Jg), cada um, codificam o
restante da CDR3 e os quatro FR. C capa (Cx) codifica a
regido C completar da cadeia leve capa. O ADN que codifica
a cadeia capa humana inclui aproximadamente 40 segmentos V
capa (Vg) funcionais, cinco segmentos J capa (Jg) e um
segmento genético C capa (Cg), assim como alguns segmentos
genéticos que contém coddes de interrupcdo ("pseudogenes").
O ADN de cadeia lambda (A) humano contém aproximadamente 30
segmentos V lambda (VL) funcionais e quatro séries
funcionais de segmentos J lambda (JA) e C lambda (CA). Um J
lambda (JA) particular sempre emparelha com seu C lambda
(CA) correspondente, ao contradrio do J capa (Jx) em qgue
todos emparelham com o mesmo C capa (Cgx). O ADN para cadeia
H de ser humano inclui aproximadamente 50 segmentos Vy
funcionais, 30 segmentos Dy, e seis segmentos Jh. 0Os dois
primeiros CDR e trés FR do dominio variavel de cadeia
pesada sdo codificados por Vy. O CDR3 é codificado por
alguns nucledétidos de Vy, todos de Dy, e parte de Jg,
enquanto o FR4 ¢é codificado pelo restante do segmento
genético Jy. H& também segmentos genéticos individuais no
ADN para cada dominio de cadeia pesada e regido de membrana
de cada isotipo, dispostos na ordem em que eles sd&o
expressos pelas células B.

O termo "polipéptido" abrange as proteinas nativas ou
artificiais, fragmentos de proteina e andlogos de
polipéptido de uma sequéncia de proteina. Um polipéptido
pode ser monomérico ou polimérico.

O termo "proteina isolada", "polipéptido isolado" ou
"anticorpo isolado" é uma proteina, polipéptido ou
anticorpo dque, em virtude da sua origem ou fonte de
derivacdo (1), ndo é associado com as porcgdes naturalmente
associadas que o acompanham em seu estado nativo, (2) é
livre de outras proteinas da mesma espécie, (3) é expresso
por uma célula de uma espécie diferente, ou (4) ndo ocorre

na natureza. Desta forma, um polipéptido que é quimicamente
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sintetizado ou sintetizado num sistema celular diferente da
célula da qual naturalmente se origina serd "isolado" de
suas porcgdes naturalmente associadas. Uma proteina também
pode ser apresentada substancialmente isenta de porcdes
naturalmente associados por isolamento, utilizando técnicas
de purificacdo de proteina bem conhecidas na especialidade.

Exemplos de anticorpos isolados incluem, mas né&o
limitado a eles, um anticorpo anti-ALK-1 que foi purificado
por afinidade usando ALK-1, e um anticorpo anti-ALK-1 que
foi sintetizado por uma linha celular in vitro.

Uma proteina ou polipéptido é "substancialmente pura',
"substancialmente homogénea, ou "substancialmente
purificada" quando pelo menos cerca de 60 a 75% de uma
amostra apresenta uma Unica espécie de polipéptido. O
polipéptido ou proteina pode ser monomérico ou multimérico.
Um polipéptido ou proteina substancialmente pura pode
tipicamente compreender cerca de 50%, 60%, 70%, 80% ou 90%
p/p de uma amostra da proteina, mais geralmente cerca de
95%, e de preferéncia pode ser mais de 99% pura. A pureza
ou homogeneidade de proteina pode ser indicada por varios
meios bem conhecidos na técnica, tailis como a eletroforese
em gel de poliacrilamida de uma amostra de proteina,
seguido pela visualizacdo de umo intervalo de polipéptido
inico apds a coloracdo do gel com uma mancha bem conhecido
na técnica. Para certos propdsitos, resolucdo mais elevada
pode ser fornecida por HPLC ou utilizando outros meios bem
conhecidos na técnica de purificacéo.

O termo "fragmento de polipéptido", como ¢é utilizado
no presente documento refere-se a um polipéptido que possui
uma anulacdo amino-terminal e/ou carboxi terminal, mas onde
a sequéncia de aminoacido remanescente ¢é idéntica as
posicdes correspondentes na sequéncia de ocorréncia
natural. Em algumas instadncias, os fragmentos sdo pelo
menos 5, 6, 8 ou 10 aminoacidos de comprimento. Em outras

instédncias, os fragmentos s&o pelo menos 14, pelo menos 20,
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pelo menos 50, ou pelo menos, 70, 80, 90, 100, 150 ou 200
aminodcidos de comprimento.

O termo "andlogo" ou "andlogo de polipéptido",
conforme usado neste documento refere-se a um polipéptido
que compreende um segmento que possui identidade
substancial a alguma sequéncia de aminodcido de referéncia
e possuil substancialmente a mesma fung¢do ou atividade como
a sequéncia de aminoadcido de referéncia. Tipicamente, os
andlogos de polipéptido compreendem uma substituicdo de
aminodcido conservadora (ou insercdo ou delecédo) com
relacdo a sequéncia de referéncia. 0Os andlogos podem ser
pelo menos 20 ou 25 aminodcidos de comprimento, ou podem
ser pelo menos 50, 60, 70, 80, 90, 100, 150 ou 200
aminoadcidos de comprimento ou mais longo, e podem muitas
vezes ser tédo longos quanto o polipéptido de comprimento
total. Algumas insténcias da divulgacdo incluem fragmentos
de polipéptido ou anticorpos andlogos de polipéptido com 1,
2, 3, 4, 5, o, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16 ou 17
substituicdes da sequéncia de aminoidcido da linha germinal.
Fragmentos ou andlogos de anticorpos ou moléculas de
imunoglobulina podem ser facilmente ©preparados pelos
peritos ordindrios na especialidade seguindo 0s
ensinamentos deste memdéria descritiva.

O termo "porgcdo de ligacdo a antigénio", de um
anticorpo (ou simplesmente "porcgdo de anticorpo"), tal como
¢ utilizado neste documento, refere-se a um ou mais
fragmentos de um anticorpo que retém a capacidade de
especificamente se ligar a um antigénio (por exemplo, ALK-1
ou DEC de ALK-1). Foi mostrado que a funcdo de ligacdo a
antigénio de um anticorpo pode ser realizada por fragmentos
de um anticorpo de comprimento total. Exemplos de
fragmentos de ligacdo incluidos dentro do termo "porcdo de
ligagdo a antigénio" de um anticorpo incluem: (i) um
fragmento Fab, um fragmento monovalente consistindo dos

dominios Vi, Vg, CL e Chl; (") um Fragmento F (ab'),, um
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fragmento bivalente que compreende dois fragmentos Fab
ligados ©por uma ponte de dissulfeto na regido de
articulacdo; (iii) um fragmento Fd consistindo dos dominios
Vg e Cgl; (iv) um fragmento Fv consistindo dos dominios V1
e Vg de uma subdivisdo uUnica de um anticorpo, (v) um
fragmento dAb (Ward et al., (1989) Nature 341:544-546), que
consiste de um dominio Vy; e (vi) uma complementaridade
isolada que determina a regido (CDR). Além disso, embora os
dois dominios do fragmento Fv, Vy e Vh, sejam codificados
por genes distintos, eles podem ser unidos, utilizando
métodos recombinantes, por um articulador sintético que lhe
permite ser produzidos como uma cadeia de proteina Unica em
que o par das regides Vi e Vy formam moléculas monovalentes
(conhecidas como Fv de cadeia Unica (scFv)); veja-se, por
exemplo, Bird e outros Science 242:423-426 (1988) e Huston
e outros Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 85:5879-5883 (1988)).
Tais anticorpos de cadeia uUnica também se destinam a serem
englobados dentro do termo "porcdo de ligacdo a antigénio",
de um anticorpo. Outras formas de anticorpos de cadeia
Unica, tais como diacorpos também sdo incluidas. Os
diacorpos sédo anticorpos bivalentes biespecificos no qual
os dominios Vg e Vp Sd0 expressos numa Unica cadeia de
polipéptido, mas usando um articulador gque ¢é demasiado
curto para permitir o emparelhamento entre os dois dominios
na mesma cadeia, forcando, assim, os dominios emparelharem
com os dominios complementares de outra cadeia e criar dois
locais de 1ligacdo a antigénio (veja-se, por exemplo,
Holliger e outros Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 90:6444-6448
(1993); Poljak et al., Structure 2:1121-1123 (1994)).

Ainda mais, um anticorpo ou porcdo de ligacdo a
antigénio do mesmo pode ser parte de moléculas
imunocaderentes maiores, formadas pela associacdo covalente
ou ndo covalente do anticorpo ou porcgdo de anticorpos com
uma ou mais de outras proteinas ou péptidos. Exemplos de

tais moléculas imunoaderentes incluem a utilizacdo da
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regido de nucleo de estreptavidina para produzir uma
molécula scFv tetramérica (Kipriyanov e outros Humano
Antibodies e Hybridomas 6: 93-101 (1995)) e a utilizacdo de
um residuo de cisteina, um péptido marcador e uma cauda de
polihistidina C-terminal para produzir moléculas scFv
bivalentes e submetidas a biotina (Kipriyanov et al., Mol.
Immunol. 31:1047-1058 (1994)). Outros exemplos incluem onde
um ou mais CDRs de um anticorpo forem incorporados numa
molécula ou covalente ou nédo covalentemente para torna-la
Uma imunoaderente que se liga especificamente a um
antigénio de interesse, tal como a ALK-1 ou DEC de ALK-1.
Em tais insténcias, o(s) CDR (s) podem ser incorporados
como parte de uma grande cadeia de polipéptido, podem ser
covalentemente ligados a uma outra cadeia de polipéptido,
ou podem ser incorporados ndo covalentemente.

As porcgdes de anticorpo, tais como fragmentos Fab e
F(ab'),, podem ser preparadas a partir de anticorpos
inteiros wutilizando técnicas convencionais, tais como
digestdo de papaina ou pepsina, respetivamente, de
anticorpos inteiros. Além disso, os anticorpos, porcgdes de
anticorpos e moléculas imunocaderentes podem ser obtidos
usando técnicas de ADN recombinante ©padrdo, conforme
descrito no presente documento.

Como ¢ utilizado no presente documento, o termo
"anticorpos humanos" significa qualquer anticorpo em que as
sequéncias de dominio varidveis e constantes sdo sequéncias
humanas. O termo abrange anticorpos com sequéncias
derivadas de genes humanos, mas que tenham sido alterados,
por exemplo, para diminuir ©possivel imunogenicidade,
aumentar a afinidade, eliminar cisternas que possam causar
dobraduras indesejéaveis, etc. O termo também abrange tais
anticorpos produzidos recombinantemente em células néo
humanas, o que poderia conceder glicosilacdo ndo tipica das
células humanas. Estes anticorpos podem ser preparados de

diversas maneiras, como serd descrito a seguir.
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Como ¢ wutilizado no presente documento, o termo
"anticorpo de neutralizacdo", "um anticorpo inibidor" ou
anticorpo antagonista, significa um anticorpo que inibe a
via de sinalizacdo ALK-1/TGF-beta-1/Smadl. Numa instédncia
preferida, o anticorpo inibe a wvia de sinalizacdo ALK-1
/TGF-beta-1/Smadl em pelo menos cerca de 20%, de
preferéncia 40%, mais preferivelmente 60%, ainda mais
preferivelmente 80%, ou ainda mais preferivelmente 85%. A
neutralizacdo ou inibicdo do potencial dos anticorpos anti-
ALK-1 humanos pode ser determinada, por exemplo, pela sua
capacidade de inibir a regulacdo positiva de um gene alvo a
jusante especifico de ALK-1, 1Idl, como apresentado no
Exemplo 12; inibir a fosforilacdo Smadl determinada pela
Western Blotting utilizando Odyssey Infrared Imaging
Sistema da LI-COR Biosciences como apresentado no Exemplo
13.

0O termo "anticorpo quimérico", como ¢é utilizado no
presente documento significa um anticorpo gue compreende
regides de dois ou mais anticorpos diferentes. Por exemplo,
um ou mais dos CDRs de um anticorpo gquimérico podem ser
derivados de um anticorpo anti-ALK-1 humano. Em outro
exemplo, todos os CDRs podem ser derivados de anticorpos
anti-ALK-1 humanos. Num outro exemplo, os CDRs de mais de
um anticorpo anti-ALK-1 humano podem ser combinados num
anticorpo gquimérico. Por exemplo, um anticorpo quimérico
pode compreender um CDR1 da cadeia leve de um primeiro
anticorpo anti-ALK-1 humano, um CDR2 da cadeia leve de um
segundo anticorpo anti-ALK-1 humano e um CDR3 da cadeia
leve de um terceiro anticorpo anti-ALK-1 humano, e os CDRs
da cadeia pesada podem ser derivados de um ou mais outros
anticorpos anti-ALK-1. Além disso, as regides framework
podem ser derivadas de um dos anticorpos anti-ALK-1 a
partir do qual um ou mais dos CDRs sdo tomadas, ou a partir
de uma ou mais diferentes anticorpos humanos. Além disso,

como debatido anteriormente neste documento, o anticorpo
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quimérico inclui um anticorpo gue compreende uma pPOrgcao
derivado das sequéncias da linha germinal de mais do que
uma espécie.

Em algumas instédncias, um anticorpo guimérico da
divulgacdo ¢é um anticorpo anti-ALK-1 humanizado. Um
anticorpo anti-ALK-1 humanizado da divulgacdo compreende a
sequéncia de aminoadcido de uma ou mais regides framework
e/ou a sequéncia de aminodcido de pelo menos uma parte da
regido constante de um ou mais anticorpos anti-ALK-1
humanos da divulgacdo e ainda compreende sequéncias
derivadas de um anticorpo anti-ALK-1 n&o humano, por
exemplo, sequéncias de CDR.

Como ¢ wutilizado no presente documento, o termo
"ELISA" refere-se a um ensaio imunossorvente ligado a
enzima. Este ensaio é Dbem conhecido dos ©peritos na
especialidade. Exemplos deste ensaio podem ser observados
em Vaughan, T.J. et al., Nature Biotech. 14:309-314 (1990),
assim como no Exemplo 2 do presente pedido.

O termo "ressonédncia de plasmdo superficial", tal como
¢ utilizado no presente documento, refere-se a um fendmeno
6tico que leva em conta a analise das 1interacdes
biocespecificas em tempo real mediante a detecdo das
alteracdes nas concentracdes de proteina dentro de uma
matriz biossensora, por exemplo, utilizando o sistema
BIACORE™ (Pharmacia Biosensor AB, Uppsala, Sweden e
Piscataway, NJ). Para mais descric¢des, veja-se Jonsson et
al., Ann. Biol. Clin. 51:19 26 (1993); Jonsson et al.,
Biotechniques 11:620 627 (1991); Jonsson et al., J. Mol.
Recognit. 8:125 131 (1995); e Johnsson et al., Anal.
Biochem. 198:268 277 (1991).

O termo "afinidade" refere-se a uma medida da atracéo
entre um antigénio e um anticorpo. A atratividade
intrinseca do anticorpo para o antigénio ¢é tipicamente
expressa como a constante de equilibrio da afinidade de

ligacéo (Kp) de uma interacéo anticorpo-antigénio
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particular. Diz-se gue um anticorpo se liga especificamente
a um antigénio quando a Kp for £ 1 mM, de preferéncia < 100
nM. Uma constante da afinidade de 1ligacdo Kp pode ser
medida pela ressondncia de plasmdo superficial, por
exemplo, utilizando o sistema BIACORE™ como debatido nos
Exemplos 7 e 8.

O termo "k.rs" refere-se a constante da taxa de
dissociacédo de uma interacédo anticorpo-antigénio
particular. A constante da taxa de dissociacdo k.sr pode ser
medida pela ressondncia de plasmdo superficial, por
exemplo, utilizando o sistema BIAcore como debatido nos
Exemplos 7 e 8.

O termo "avidez" refere-se a intensidade de combinacéao
funcional de um anticorpo com seu antigénio, que se baseia
tanto na afinidade quanto nas valéncias do anticorpo. Como
¢ utilizado no presente documento, este termo descreve a
afinidade aumentada que ocorre como resultado de multiplos
locais de ligacdo a antigénio numa imunoglobulina.

Como ¢ wutilizado no presente documento, o termo
"seletividade molecular" refere-se a afinidade de ligacéo
de um anticorpo num antigénio especifico sendo maior do que
em outros antigénios. Por exemplo, o0s anticorpos da
presente divulgacdo podem ser seletivos com relacdo a ALK-1
sobre a ALK-2 através da ALK-7, significando que a
afinidade de ligacdo do anticorpo para ALK-1 & pelo menos 2
vezes maior, por exemplo, 4 vezes, ou 10 wvezes, ou 50
vezes, ou 100 vezes ou mais, do que para a ALK-2 através da
ALK-7. Tais afinidades de ligacédo podem ser medidas usando
técnicas padronizadas conhecidas dos peritos na
especialidade.

O termo "epitopo" inclui qualquer determinante de
proteina capaz da ligacdo especifica a uma imunoglobulina
ou recetor da célula T ou de outra maneira que interage com
uma molécula. Os determinantes epitdépicos geralmente

consistem de agrupamentos superficiais quimicamente ativos
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de moléculas tais como aminoacidos ou hidratos de carbono
ou cadeias laterais de aculcar e possuem geralmente trés
caracteristicas estruturais tridimensionais especificas,
assim como caracteristicas de carga especificas. Um epitopo
pode ser "linear" ou "conformacional". Num epitopo linear,
todos os pontos de interacdo entre a proteina e a molécula
de interacdo (tal como um anticorpo) ocorrem linearmente ao
longo da sequéncia primdria de aminodcido da proteina. Num
epitopo conformacional, o0s pontos de interacdo ocorrem
através dos residuos de aminocdcido na proteina gque séo
separados um do outro. Assim que um epitopo desejado num
antigénio for determinado, ¢é possivel gerar anticorpos
neste epitopo, por exemplo, utilizando as  técnicas
descritas na presente divulgacdo. Alternativamente, durante
0 processo de descobrimento, a geracdo e caracterizacdo de
anticorpos podem elucidar a informacdo sobre os epitopos
desejéaveis. A partir desta informacdo, ¢é possivel entéo
competitivamente fazer o rastreio dos anticorpos para a
ligacdo ao mesmo epitopo. Uma abordagem para alcancar este
objetivo é conduzir os estudos de inter-concorréncia para
encontrar os anticorpos que competitivamente se ligam uns
com os outros, isto &, o0s anticorpos competem para ligacéo
a antigénio. Um processo de producdo elevada para
anticorpos "de armazenagem" baseado em sua inter-
concorréncia é descrito no Pedido de Patente Internacional
N° WO 03/48731.

Como ¢ utilizado no presente documento, o termo
"armazenagem" refere-se a um método para agrupar anticorpos
baseado nas suas caracteristicas de ligacdo a antigénio. A
atribuicdo de depdsitos é um pouco arbitrdria, dependendo
da forma como sdo diferentes os padrdes de ligacéo
observados para todos os anticorpos testados. Portanto, os
depdsitos nem sempre Se correlacionam com oS epitopos
determinados por outros meios e ndo devem ser utilizados

para definir os epitopos.
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O termo "competir", como ¢é wutilizado no presente
documento no que refere-se a um anticorpo, significa que um
primeiro anticorpo, ou uma porcdo de ligacdo a antigénio do
mesmo, concorre para & ligacdo a antigénio com um segundo
anticorpo, ou uma porcdo de ligacdo a antigénio do mesmo,
onde a ligacdo do primeiro anticorpo com seu epitopo é
detetavelmente diminuida na presenca do segundo anticorpo
em comparacdo com a ligacdo do primeiro anticorpo na
auséncia do segundo anticorpo. A alternativa, onde a
ligacdo do segundo anticorpo ao seu epitopo € também
detetavelmente diminuida na presenca do primeiro anticorpo,
pode, mas ndo necessariamente, ser o caso. Isto &, um
primeiro anticorpo pode inibir a ligagdo de um segundo
anticorpo ao seu epitopo sem que o segundo anticorpo iniba
a ligacdo do primeiro anticorpo ao seu respetivo epitopo.
No entanto, onde cada anticorpo detetavelmente inibe a
ligacdo do outro anticorpo com o seu epitopo cognato ou
ligando, gquer para a mesma, maior ou menor extensdo, oOS
anticorpos s&o ditos "de inter-concorréncia" uns com 0s
outros para a ligacdo de seus respetivos epitopos. Os
anticorpos tanto de competicdo quanto de inter-competicéo
sédo contemplados pela presente divulgacéo.
Independentemente do mecanismo pelo qual tal concorréncia
ou inter-concorréncia ocorre (por exemplo, impedimento
estérico, mudanca conformacional, ou ligacdo a um epitopo
comum, ou porcdo do mesmo, e similares), o artifice versado
deve observar, com base nos ensinamentos proporcionado no
presente documentos, que tals anticorpos concorrentes e/ou
inter-concorrentes estdo envolvidos e podem ser Uteis para
os métodos revelados no presente documento.

O termo "polinucledtido" como aqui referido significa
uma forma polimérica de nucledétidos de pelo menos 10 bases
de comprimento, ou ribonucledtidos ou desoxinucledtidos ou
uma forma modificada de qualquer tipo de nucledtido. O

termo inclui as formas de filamento tnico ou duplo.
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O termo "polinucledtido isolado”™ aqui usado significa
um polinucledtido de origem gendmico, ADNc ou sintética ou
alguma combinacdo destes, que em virtude da sua origem o
"polinucledtido isolado"™ (1) n&o é associado com todos ou
uma parte dos polinucledétidos com que o "polinucledtido
isolado"™ ¢é encontrado na natureza, (2) ¢é operativamente
ligado a um polinucledétido que ndo é ligado na natureza, ou
(3) n&o ocorre na natureza como parte de uma sequéncia
maior.

O termo "nucledétidos de ocorréncia natural"™ como é
utilizado no presente documento inclui
desoxirribonucledtidos e ribonucledtidos. 0 termo
"nucledtidos modificados"™, conforme usado neste documento
inclui nucledétidos com grupos de acucar modificados ou
substituidos e similares. 0 termo "ligacdes de
oligonucleétido™ mencionados neste documento inclui as
ligacdes de oligonucledtido tais como fosforotioato,
fosforoditioato, fosforosselenoato, fosforodisselenoato,
fosforoanilotioato, fosforaniladato, fosforoamidato, e
similares. Veja-se por exemplo, LaPlanche et al., Nucl.
Acids Res. 14:9081 (1986); Stec et al., J. Am. Chem. Soe.
106:6077 (1984); Stein et al., Nucl. Acids Res. 16:3209
(1988); Zon et al., Anti-Cancer Drug Design 6:539 (1991);
Zon et al., Oligonucleotides and Analogues: A Practical
Approach, pp. 87-108 (F. Eckstein, Ed., Oxford University
Press, Oxford England (1991)); Patente US N° 5.151.510;
Uhlmann e Peyman, Chemical Reviews 90:543 (1990). Um
oligonucledtido pode incluir uma etiqueta para detecdo, se
for desejado.

As sequéncias "operativamente ligadas"™ incluem tanto
as sequéncias de controlo da expressdo que sdo contiguas
com o gene de interesse quanto as sequéncias de controlo da
expressdo que atuam em trans ou numa distédncia para
controlar o gene de interesse.

O termo "sequéncia de controlo da expressdo", como é
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utilizado no presente documento significa as sequéncias de
polinucledétido gque sdo necessarias para efetuar a expressio
e processamento das sequéncias de codificacdo a qual elas
estdo ligadas. As sequéncias de controlo da expressdo
incluem as sequéncias de inicio, término, promotoras e
intensificadoras da transcricdo apropriadas; sinais de
processamento de ARN eficientes tais como o0s sinais de
juncdo e poliadenilacdo; sequéncias que estabilizam o ARNm
citoplasméatico; sequéncias que intensificam a eficiéncia de
translacéo (ou seja, sequéncia de consenso Kozak);
sequéncias que aumentam a estabilidade da proteina; e
quando for desejado, sequéncias que intensificam a secrecéo
de proteina. A natureza destas sequéncias de controlo
difere dependendo do organismo hospedeiro; em procariotas,
tais sequéncias de controlo geralmente incluem promotor,
local de 1ligacdo ribossédmico, e sequéncia de término da
transcricgdo; em eucariotas, geralmente, tais segquéncias de
controlo incluem promotores e sequéncia de término da
transcricdo. O termo "sequéncias de controlo" destina-se a
incluir, no minimo, todas as porgdes cuja presenca é
essencial para a expressdo e processamento, e podem também
incluir porc¢des adicionais cuja presenca ¢é vantajosa, por
exemplo, sequéncias lideres e sequéncias associadas de
fuséo.

O termo "vetor", como ¢é utilizado no presente
documento, significa uma molécula de &acido nucleico capaz
de transportar um outro &cido nucleico a gqual foi ligado.
Em algumas insténcias, o vetor & um plasmideo, ou seja, uma
parte de filamento duplo do ADN em que os segmentos de ADN
adicionais podem ser ligados. Em algumas insténcias, o
vetor é um vetor virai, em que o0s segmentos de ADN
adicionais podem ser ligados no genoma viral. Em algumas
insténcias, os vetores sdo capazes de replicacdo autdnoma
numa célula hospedeira em que eles sdo introduzidos (por

exemplo, vetores bacterianos que tem uma origem bacteriana
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de replicacdo e vetores de mamifero epissdmicos). Em outras
insténcias, os vetores (por exemplo, vetores de mamiferos
ndo epissdmicos) podem ser integrados no genoma de uma
célula hospedeira apds a introducédo na célula hospedeira, e
desse modo sdo replicados, juntamente com © genoma
hospedeiro. Além disso, certos vetores sdo capazes de
orientar a expressdo dos genes para gque eles sejam
operativamente ligados. Tais vetores s&do referidos neste
documento como "vetores de expressdo recombinantes"™ (ou
simplesmente, "vetores de expressao").

0 termo "célula hospedeira recombinante" (ou
simplesmente "célula hospedeira"), como ¢é wutilizado no
presente documento, significa uma célula em que um vetor de
expressdo recombinante foi introduzido. E necesséario
compreender que "célula hospedeira recombinante" e "célula
hospedeira"” significam néo apenas a célula objeto
particular, mas também os descendentes de uma tal célula.
Porque certas modificacdes podem ocorrer nas geracgdes Jque
se sucedem devido a mutacdo ou influéncias ambientais, tais
descendentes nédo podem, de fato, ser idénticos a célula de
origem, mas s&do ainda incluidos dentro do &admbito do termo
"célula hospedeira", como é utilizado no presente
documento.

Como é utilizado no presente documento, o termo "linha
germinal” refere-se as sequéncias de nucledétido e
sequéncias de aminodcidos dos genes de anticorpo e
segmentos genéticos em que eles sdo transmitidos de pais
para filhos através das células germinativas. Esta
sequéncia da linha germinal é distinguida das sequéncias de
nucledétido que codificam os anticorpos nas células B
maduras, que foram alteradas por eventos de recombinacdo e
hipermutacdo durante o curso de maturacdo da célula B. Um
anticorpo que "utiliza" uma linha germinal ©particular
possuil uma sequéncia de nucledétidos ou aminocacido que se

alinha mais estritamente com esta sequéncia de nucledtidos
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da linha germinal ou com a sequéncia de aminodcido que
especifica. Tais anticorpos frequentemente s&o
transformados em comparacdo com a sequéncia da linha
germinal.

O termo "identidade de segquéncia percentual"” no
contexto das sequéncias de &cido nucleico significa os
residuos em duas seqguéncias gque sSdo as mesmas guando
alinhadas com relacédo a correspondéncia maxima. 0
comprimento da comparacdo de identidade de sequéncia pode
ser mais de uma extensdo de pelo menos cerca de nove
nucledtidos, geralmente, pelo menos cerca de 18
nucledbétidos, mais geralmente pelo menos cerca de 24
nucledbdtidos, tipicamente pelo menos cerca de 28
nuclebétidos, mais tipicamente pelo menos cerca de 32
nucleétidos, e preferivelmente pelo menos cerca de 36, 48
ou mais nucledtidos. Existem varios algoritmos diferentes
conhecidos na técnica que podem ser usados para medir a
identidade da sequéncia de nucledétido. Por exemplo, as
sequéncias de polinucledtido podem ser comparadas usando
FASTA, Gap ou Bestfit, que sdo programas em Wisconsin
Package Versdo 10.0; Genetics Computer Group (GCG) ,
Madison, Wisconsin. FASTA, gue inclui, por exemplo, o0s
programas FASTA2 e FASTA3, proporciona alinhamentos e
identidade de sequéncia percentual das regides da melhor

sobreposicdo entre as sequéncias de consulta e pesquisa

(Pearson, Methods Enzymol. 183:63-98 (1990) ; Pearson,
Methods Mol. Biol. 132:185-219 (2000); Pearson, Methods
Enzymol. 266:227-258 (1996); Pearson, J. Mol. Biol. 276:71-
84 (1998)). A ndo ser que de outro modo especificado, os

pardmetros padrdo de um programa ou algoritmo particular
sdo utilizados. Por exemplo, a identidade de seguéncia
percentual entre as sequéncias de &acidos nucleico pode ser
determinada utilizando FASTA com oS seus parametros padrdo
(um tamanho de palavra 6 e o fator NOPAM para a matriz de

pontuacdo) ou usando Gap com 0S seus parédmetros padrdo como
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previsto na GCG Versdo 6.1.

Uma referéncia a uma sequéncia de nucledtidos abrange
o seu complemento a nédo ser gque de outro modo especificado.
Assim, uma referéncia a um &cido nucleico que tem uma
sequéncia particular deve ser entendida de abranger seu
filamento complementar, com a sua sequéncia complementar.

O termo "similaridade substancial"” ou "similaridade de
sequéncia substancial", quando refere-se a um 4cido
nucleico ou seu fragmento, significa que quando idealmente
alinhado com as 1insercdes ou delecdes de nucledtido
apropriadas com outro &cido nucleico (ou a seu filamento
complementar), existe identidade sequéncia de nucledtidos
em pelo menos cerca de 85%, de preferéncia pelo menos cerca
de 90% e mais preferivelmente pelo menos cerca de 95%, 96%,
97%, 98% ou 99% das bases de nucledtido, como medido por
qualgquer algoritmo bem conhecido da identidade de
sequéncia, tal como FASTA, BLAST ou Gap, como debatido
acima.

A expressdo "identidade de sequéncia percentual" no
contexto das sequéncias de aminoadcidos significa os
residuos em duas sequéncias que sdo o0s mesmos quando
alinhados com relacéo a correspondéncia méxima. o)
comprimento da comparacdo de identidade de sequéncia pode
ser acrescido de uma extensdo de pelo menos cerca de cinco
aminodcidos, geralmente pelo menos cerca de 20 aminoacidos,
mais geralmente pelo menos cerca de 30 aminoéacidos,
tipicamente pelo menos cerca de 50 aminoacidos, mais
tipicamente pelo menos cerca de 100 aminoédcidos, e ainda
mais tipicamente cerca de 150, 200 ou mais aminoéacidos.
Existem véarios algoritmos diferentes conhecidos na técnica
que podem ser usados para medir a identidade de sequéncia
de amino&cido. Por exemplo, as sequéncias de aminoacidos
podem ser comparadas usando FASTA, Gap ou Bestfit, que séo
programas em Wisconsin Package Versdo 10.0; Genetics

Computer Group (GCG), Madison, Wisconsin.
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Conforme aplicado aos polipéptidos, 0 termo
"identidade substancial"™ ou "similaridade substancial"
significa que duas sequéncias de aminoéacido, quando
idealmente alinhadas, tais como pelos programas GAP ou
BESTFIT utilizando pesos de abertura padrdo como fornecidos
com o0s programas, compartilham pelo menos 70%, 75% ou 80%
de identidade de sequéncia, preferivelmente pelo menos 90%
ou 95% de identidade de sequéncia, e mais preferivelmente
pelo menos 97%, 98% ou 99% de identidade de sequéncia. Em
certas insténcias, as posicdes residuais gque ndo séo
idénticas diferem pelas substituicdes de aminodcido
conservadoras.

0O termo "sequéncia de sinal", também chamado de
péptido sinal, péptido lider, refere-se a um segmento de
cerca de 15 a 30 aminoadcidos no N terminal de uma proteina
que permite a proteina ser segregada (passar através de uma
membrana celular). A sequéncia de sinal é removida quando a
proteina é segregada.

Como ¢ wutilizado no presente documento, o termo
"marcador" ou "marcado" refere-se a incorporacdo de uma
outra molécula no anticorpo. Numa instédncia, o marcador é
um marcador detetével, por exemplo, a incorporacdo de um
aminodcido radiomarcado ou ligacdo a um polipéptido de
porcdes de biotinilo que pode ser detetado pela avidina
marcada (por exemplo, estreptavidina contendo um marcador
fluorescente ou atividade enzimadtica gque pode ser detetada
pelos métodos 6bticos ou colorimétricos). Em outra
instédncia, o marcador pode ser terapéutico, por exemplo, um
conjugado de medicamento ou toxina. VAarios métodos de
marcacdo de polipéptidos e glicoproteinas s&do conhecidos na
técnica e podem ser usados. Exemplos de marcadore para
polipéptidos incluem, mas ndo sdo limitados &, 0s
seguintes: radioisdétopos ou radionuclideos (por exemplo,
*u, *c, N, °*°s, 'y, Tc, In, %1, ''I), marcadores

fluorescentes (por exemplo, FITC, rodamina, féosforos
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lantanideos), marcadores enzimaticos (por exemplo,
peroxidase de rébano silvestre, (3-galactosidase,
luciferase, fosfatase alcalina), marcadores

gquimioluminescentes, grupos de Dbiotinilo, epitopos de
polipéptido predeterminados reconhecidos por um repdrter
secundario (por exemplo, sequéncias de par de zipper de
leucina, locais de 1ligacdo para anticorpos secundérios,
dominios de ligacdo de metal, marcadores de epitopo),
agentes magnéticos, tais como quelatos de gadolinio,
toxinas tais como a toxina da coqueluche, taxoi,
citocalasina B, gramicidina D, brometo de etidio, emetina,
mitomicina, etopdsido, tenopdsido, vincristina,
vinblastina, colquicina, doxorrubicina, daunorrubicina,
Diidroxi antracina diona, mitoxantrona, mitramicina,
actinomicina D, 1l-desidrotestosterona, glicocorticoides,
procaina, tetracaina, lidocaina, propranolol, e puromicina
e anédlogos ou homdélogos destes. Em algumas instancias, os
marcadores sdo ligados por subdivisdes espacadores de
varios comprimentos para reduzir o impedimento estérico
potencial.

O termo "primata" refere-se a um mamifero da ordem
primatas, que inclui 0s antropoides e prossimios,
caracterizados pelo desenvolvimento refinado das m&os e
pés, um focinho encurtado, e um grande cérebro. Os
mamiferos da ordem Primatas incluem os seres humanos,
macacos, € prossimios, ou primatas menores.

"Quantidade terapeuticamente eficaz" refere-se aquela
quantidade do agente terapéutico sendo administrado que iréa
aliviar de certa forma um ou mais dos sintomas do disturbio
a ser tratado. Em referéncia ao tratamento do cancro, uma
quantidade terapeuticamente eficaz refere-se aquela
quantidade que possui pelo menos um dos seguintes efeitos:
reduzir o tamanho do tumor; inibir (isto €, retardar em
certa medida, preferivelmente interromper) a metastase

tumoral; inibir em certa medida (isto é, retardar até certo
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ponto, preferivelmente interromper) o crescimento tumoral,
e aliviar até certo ponto (ou, preferivelmente, eliminar)
um ou mais sintomas associados com o cancro.

"Tratar", "tratando" e "tratamento" referem-se a um
método de aliviar ou anular um disttrbio bioldgico e/ou
seus sintomas subordinados. No que refere-se ao cancro,
estes termos simplesmente significam que a expectativa de
vida de uma pessoa afetada com um cancro serd aumentada ou
gque um ou mais dos sintomas da doenca, serdo reduzidos.

"Contacto" refere-se levar um anticorpo ou porcdo do
mesmo de ligacdo a antigénio da presente divulgacdo e uma
ALK-1 alvo, ou epitopo deste, conjuntamente de uma tal
maneira que o anticorpo possa afetar a atividade bioldgica
da ALK-1. Tal "contacto" pode ser realizado "in vitro",
isto ¢, num tubo de ensaio, uma placa de Petri, ou coisa
parecida. Num tubo de ensaio, o contacto pode envolver
apenas um anticorpo ou porcdo do mesmo de ligacdo a
antigénio e ALK-1 ou epitopo deste ou pode envolver todas
as células. As células também podem ser mantidas ou
cultivadas em placas de cultura celular e colocadas em
contacto com anticorpos ou porgdes dos mesmos de ligacdo a
antigénio neste ambiente. Neste contexto, a capacidade de
um anticorpo particular ou porgdo do mesmo de ligacdo a
antigénio de afetar um distuUrbio relacionado com a ALK-1,
isto é, a CIsg dos anticorpos, pode ser determinado antes
da wutilizacdo do anticorpo in vivo com organismos vivos
mais complexos ser obtida. Para as células fora do
organismo, existem varios métodos, e sdo bem conhecidos por
aqueles versados na técnica, para colocar em contacto ALK-1
com os anticorpos ou componentes de ligacdo a antigénio.

O acrénimo "FACS" refere-se a Classificacdo Celular
ativada por Fluorescéncia. O acrdénimo FACS e citometria de
fluxo sdo utilizados de modo trocével. A marcacéao
fluorescente permite a investigacdo da estrutura e funcéo

celular. A imunofluorescéncia, a aplicacdo mais amplamente
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utilizada, envolve a coloracdo das células com anticorpos
conjugados com corantes fluorescentes tais como a
fluoresceina e ficoeritrina. Este método ¢ muitas vezes
usado para rotular as moléculas na superficie celular, mas
0s anticorpos podem ser direcionados em alvos no
citoplasma. Na imunofluorescéncia direta um anticorpo numa
molécula é diretamente conjugado a um corante fluorescente,
e as células s&do manchadas numa etapa. Na
imunofluorescéncia indireta o anticorpo primério ndo é
marcado, e um segundo anticorpo fluorescentemente conjugado
¢ adicionado que & especifico para o primeiro anticorpo.
Anticorpos Anti-ALK-1

Esta divulgacdo pertence aos anticorpos monoclonais
anti-ALK-1 de neutralizacdo isolada ou porcgdes de ligacdo a
antigénio dos mesmos que se ligam a ALK 1 de primata,
preferivelmente 0 DEC de ALK 1 de primata, mais
preferivelmente o DEC de ALK 1 humana. Numa insténcia
preferida, a divulgacdo pertence aos anticorpos de
neutralizacdo isolada gque sdo anticorpos monoclonais
completamente humanos ou por¢des de ligacdo a antigénio dos
mesmos. De preferéncia, 0s anticorpos humanos sédo
anticorpos anti-ALK-1 recombinantes humanos que possuem
maior afinidade para ALK-1 do que para ALK-2 através de
ALK-7. Em algumas instancias, oS anticorpos anti-ALK-1
humanos s&do produzidos pela imunizacdo de um animal
transgénico n&o humano, por exemplo, um roedor, cujo genoma
compreende genes da imunoglobulina humana de modo que o
animal transgénico produz anticorpos humanos. Varios
aspetos da divulgacdo referem-se a tais anticorpos e
porcdes de ligacdo a antigénio, e composicgdes farmacéuticas
destes, bem como acidos nucleicos, vetores de expressédo
recombinantes e células hospedeiras para produzir tais
anticorpos e porgdes de ligacdo a antigénio. Os métodos de
utilizacdo dos anticorpos e porcdes de ligacdo a antigénio

da presente divulgacdo para anular a via de sinalizacéo
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ALK-1/TGF-beta-1/Smadl ou para detetar a ALK-1, quer 1in
vitro ou in vivo, sdo também contemplados pela divulgacéo.

Um anticorpo anti-ALK-1 da divulgacdo pode compreender
uma cadeia capa humana ou lambda humana ou uma segquéncia de
aminodcido derivada deste. Em algumas insténcias que
compreendem uma cadeia leve capa, o dominio variavel de
cadeia leve (Vy) utiliza um gene A27, A2, Al, A3, B3, B2,
Ll e L2 Vg humano. Em algumas instédncias, a cadeia leve
utiliza um gene humano Vx L1 e um gene humano Jk 4; um gene
humano Vx A27 e um gene humano Jx 5 ou um gene humano Jx 4;
um gene humano Vx B3 e um gene humano Jkx 1; um gene humano
Vx L2 e um gene humano Jxk 3, um gene humano Vx AZ2 e um gene
humano Jx 1; um gene humano Vx A3 e um gene humano Jxk 4; um
gene humano Vx Al e um gene humano Jxk 1; um gene humano Vg
B2 e um gene humano Jx 4; ou um gene humano Vg AZ e um gene
humano Jx 1.

Em algumas instancias, o V; do anticorpo anti-ALK-1
compreende uma ou mais substituicdes, delecdes ou insercbes
(adicgoes) de aminodcido em relacdo a sequéncia de
aminoacido da linha germinal Vyi. Em algumas insténcias, o
Vi do anticorpo anti-ALK-1 compreende 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7,
8, 9, 10, 11, 12, 13, 14 ou 15 substituicbdes de amino&cido
em relacdo a sequéncia de aminodcido da linha germinal Vyg.
Em algumas instédncias, uma ou mais das substituicdes da
linha germinal é nas regides CDR da cadeia leve. Em algumas
instédncias, as substituicdes de aminodcido Vg em relacdo a
linha germinal estdo numa ou mais das mesmas posicdes como
as substituicgdes em relacdo a linha germinal observada em
qualquer um ou mais do V; dos anticorpos proporcionado no
presente documentos como mostrado, por exemplo, na figura
7. Em algumas instédncias, as mudancas de aminodcido estéo
numa ou mais das mesmas posig¢gdes, mas envolvem uma
substituicdo diferente do que no anticorpo de referéncia.

Em algumas instédncias, as substituicdes de aminoédcido

em relacgcdo a linha germinal ocorrem numa ou mais das mesmas
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posicdes como substituig¢des da linha germinal em qualquer
um do Vy; de anticorpos 1.11.1; 1.12.1; 1.12.1 (rwT) ;
1.13.1, 1,14.1, 1.151.1; 1.162.1; 1.183.1; 1.27.1; 1.29.1;
1.31.1; 1.8.1; 1.9.1; 4.10.1; 4.24,1; 4.38.1; 4.58.1;
4.62.1, 4.68.1, 4.72.1, 5.13.1, 5.34.1, 5.53.1, 5.56.1,
5.57.1 e 5.59.1, mas as substituic¢des podem representar
substituicdes de aminoadcido conservadoras em tal posicdo em
relacdo ao aminodcido no anticorpo de referéncia. Por
exemplo, se uma posicdo particular num destes anticorpos
for alterada em relacdo a linha germinal e for glutamato,
pode-se substituir aspartato nesta posicdo. Similarmente,
se uma substituicdo de aminodcido comparada com a linha
germinal num anticorpo exemplificado for serina, pode-se
conservadoramente substituir treonina por serina nesta
posicdo. As substituicbdes de aminodcido conservadoras s&o
debatidas supra.

Em algumas instéancias, 0 anticorpo anti-ALK-1
compreende uma sequéncia de aminoadcido de cadeia leve de
SEQ ID NO: 4. Em outras 1insténcias, a cadeia leve
compreende a sequéncia de aminoédcido de cadeia leve de
anticorpos 1.11.1; 1.12.1; 1.12.1 (rWT) ; 1.12.1
(M291/D19A); 1.12.1 (M29I); 1.12.1 (D19A); 1.13.1; 1.14.1;
1.151.1; 1.162.1; 1.183.1; 1.27.1; 1.29.1; 1.31.1; 1.8.1;
1.9.1; 4.10.1; 4,24. 1; 4.38.1, 4.58.1, 4.62.1, 4.68.1,
4.72.1, 5.13.1, 5.34.1, 5.53.1, 5.56.1, 5.57.1 ou 5.59.1.

Em algumas insténcias, a cadeia leve do anticorpo
anti-ALK-1 humano compreende a sequéncia de aminoacido Vi
de anticorpos 1.12.1 (SEQ ID NO: 8); 1.11.1 (SEQ ID NO:
12); 1.13.1 (SEQ ID NO: 16); 1.14.1 (SEQ 1ID NO: 20);
1.151.1 (SEQ ID NO: 24); 1.162.1 (SEQ ID NO: 28); 1.183.1
(SEQ ID NO: 32); 1.8.1 (SEQ ID NO: 36); 1.9.1 (SEQ ID NO:
40); 4.10.1 (SEQ ID NO: 44); 4.24.1 (SEQ ID NO: 48); 4.38.1
(SEQ ID NO: 52); 4.58.1 (SEQ ID NO: 56); 4.62.1 (SEQ ID NO:
60); 4.068.1 (SEQ ID NO: 64); 4.72.1 (SEQ ID NO: 68); 5.13.1
(SEQ ID NO: 72); 5.34.1 (SEQ ID NO: 76); 5.53.1 (SEQ ID NO:
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80); 5.56.1 (SEQ ID NO: 84); 5.57.1 (SEQ ID NO: 88); ou
5.59.1 (SEQ ID NO: 92); ou dita sequéncia de amino&cido
tendo até 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14 ou
15 substituicdes de aminodcido conservadoras e/ou um total
de até 3 substituicgdes de aminodcido ndo conservadoras. Em
outras insténcias a cadeia leve do anticorpo anti-ALK-1
humano compreende a sequéncia de aminoacido Vi de
anticorpos 1.27.1; 1.29.1 ou 1.31.1. Em algumas insténcias,
a cadeia leve compreende a sequéncia de aminoédcido a partir
do inicio do CDR1 até o final do CDR3 de qualgquer um dos
anticorpos precedentes.

Em algumas instédncias, a cadeia leve pode compreender
as sequéncias de aminodcidos das regides de CDR1, CDR2 e
CDR3 selecionadas independentemente das regides de CDRI1,
CDR2 e CDR3 de cadeia leve, respetivamente, de dois ou mais
anticorpos monoclonais gselecionados de 1.11.1; 1.12.1;
1.12.1 (rWT); 1.12.1 (M291/D19A); 1.12.1 (M291); 1.12.1
(bi1%Aa); 1.13.1; 1.14.1; 1.151.1; 1.162.1; 1.183.1; 1.27.1;
1.29.1; 1.31.1; 1.8.1; 1.9.1; 4.10.1; 4.24.1; 4.38.1;
4.58.1; 4.62.1; 4.68.1; 4.72.1; 5,13.1; 5.34.1, 5.53.1,
5.56.1, 5.57.1 ou 5.59.1, ou ditas regides de CDR cada uma
tendo menos do que 3 ou menos do que 2 substituicdes de
aminodcido conservadoras e/ou um total de trés ou menos
substituicdes de aminodcido ndo conservadoras.

Em certas insténcias, a cadeia leve do anticorpo anti-
ALK-1 compreende as sequéncias de aminodcidos das regides
de CDR1, CDR2 e CDR3 de cadeia leve de um anticorpo
selecionado de 1.11.1; 1.12.1; 1.12.1 (XrWT) ; 1.12.1
(M291/D19A); 1.12.1 (M29I); 1.12.1 (D19A); 1.13.1; 1.14.1;
1.151.1; 1.162.1; 1.183.1; 1.27.1; 1.29.1; 1.31.1; 1.8.1;
1.9.1; 4.10.1, 4.24.1, 4.38.1, 4.58.1, 4.62.1, 4.68.1,
4.72.1, 5.13.1, 5.34.1; 5.53.1; 5.56.1, 5.57.1 ou 5.59.1,
ou ditas regides de CDR cada uma tendo menos do gue 3 ou
menos do que 2 substituicdes de aminoadcido conservadoras

e/ou um total de trés ou menos substituic¢des de aminoacido
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ndo conservadoras.

Com referéncia a cadeia pesada, em algumas instancias,
o dominio variavel (Vy) utiliza um gene Vy 4-31, Vg 3-11, Vg
3-15, Vg 3-33, Vg 4-61 ou Vg 4-59 humano. Em algumas
insténcias, a sequéncia Vg do anticorpo anti-ALK-1 contém
uma ou mais substituicgdes, delecdes ou insercdes (adicdes)
de aminoédcido, coletivamente "mutacdes", em relacdo a
sequéncia de aminodcido Vy da linha germinal. Em algumas
instédncias, o dominio variavel da cadeia pesada compreende
1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9,10 ou 11 mutacgdes da segquéncia de
aminodcido Vg da 1linha germinal. Em algumas instancias,
a(s) mutacdo (des) é/sdo substituicdes ndo conservadoras em
comparacdo com a sequéncia de aminodcidos da linha
germinal. Em algumas instdncias, as mutacdes estdo nas
regides de CDR da cadeia pesada. Em algumas insténcias, a
cadeia pesada utiliza um gene humano Vg 3-33, um gene
humano D 6-19 e um gene humano Jy 3B; um gene humano Vy 4-
31, um gene humano D 6-19 e um gene humano Jyz 4B, um gene
humano Vg 4-61, um gene humano D 6-19 e um gene humano Jy
4B; um gene humano Vg 4-31, um gene humano D 3-3 e um gene
humano Jy 3B; um gene humano Vg 4-31 e um gene humano Jy 3B,
um gene humano Vy 4-59, um gene humano D 6-19 e um gene
humano Jgz 4B, um gene humano Vg 3-11, um gene humano D 3-22
e um gene humano Jy 6B, um gene humano Vyz 3-15, um gene
humano D 3-22 e um gene humano Jg 4B, um gene humano Vg 4-
31, um gene humano D 5-12 e um gene humano Jy 6B; um gene
humano Vg 4-31, um gene humano D 4-23 e um gene humano Jy
4B, um gene humano Vg 4-31, um gene humano D 2-2 e um gene
humano Jg 5B; um gene humano Vg 4-31 e um gene humano Jy g
6B; gene humano Vy 3-15, um gene humano D 1-1 e um gene
humano Jz 4B, um gene humano Vg 3-11, um gene humano D 6-19
e um gene humano Jy 6B, um gene humano Vi 3-11, um gene
humano D 3-10 e um gene humano Jy 6B; ou um gene humano Vy
3-11, um gene humano D 6-6 e um gene humano Jy 6B.

Em algumas insténcias, as substituicdes de aminoéacido
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estdo numa ou mais das mesmas posigdes como @ as
substituic¢des da linha germin*al em qualquer um ou mais dos
Vy de anticorpos 1.11.1; 1.12.1; 1.12.1 (xrWT); 1.12.1
(M291/D19A); 1.12.1 (M29I); 1.12.1 (D19A); 1.13.1; 1.14.1;
1.151.1; 1.162.1; 1.183.1; 1.27.1; 1.29.1; 1.31.1; 1.8.1;
1.9.1; 4.10.1, 4.24.1, 4.38.1, 4.58.1, 4.62.1, 4.68.1,
4.72.1, 5.13.1, 5.34.1, 5.53.1; 5,56.1; 5.57.1 ou 5.59.1.
Em outras insténcias, as mudancas de aminodcido estdo numa
ou mais das mesmas posicdes, mas envolvem uma substituicéo
diferente do gque no anticorpo de referéncia.

Em algumas instédncias, a cadeia pesada compreende uma
sequéncia de aminodcido SEQ ID NO: 2. Em outras insténcias,
a cadeia pesada compreende a sequéncia de aminodcido de
cadeia pesada de anticorpos 1.11.1; 1.12.1; 1.12.1 (xrWT);
1.12.1 (M29I/D19A); 1.12.1 (M29I); 1.12.1 (D19A); 1.13.1;
1.14.1; 1.151.1; 1.162.1; 1.183.1; 1.27.1; 1.29.1; 1.31.1;
1.8.1; 1.9.1; 4.10.1; 4.24.1; 4.38.1, 4.58.1, 4.62.1,
4.68.1, 4.72.1, 5.13.1, 5.34.1, 5.53.1, 5.56.1, 5.57.1 ou
5.59.1. Em algumas instadncias, a cadeia pesada compreende
sequéncia de aminoacido Vy de anticorpos 1.12.1 (SEQ 1ID
NOS: 6); 1.11.1 (SEQ ID NO: 10); 1.13.1 (SEQ ID NO: 14);
1,14. 1 (SEQ ID NO: 18); 1.151.1 (SEQ ID NO: 22); 1.162.1
(SEQ ID NO: 26); 1.183.1 (SEQ ID NO: 30); 1.8.1 (SEQ NO ID:
34); 1.9.1 (SEQ ID NO: 38); 4.10.1 (SEQ ID NO: 42); 4.24.1
(SEQ ID NO: 46); 4.38.1 (SEQ ID NO: 50); 4.58.1 (SEQ ID NO:
54); 4.62.1 (SEQ ID NO: 58); 4.68.1 (SEQ ID NO: 62); 4.72.1
(SEQ ID NO: 66); 5.13.1 (SEQ ID NO: 70); 5.34.1 (SEQ ID NO:
74); 5.53.1 (SEQ ID NO: 78); 5.56.1 (SEQ ID NO: 82); 5.57.1
(SEQ ID NO: 86); ou b5.59.1 (SEQ ID NO: 90); ou dita
sequéncia de aminoédcido Vi tendo até 1, 2, 3, 4, 6, 8, 9,
10 ou 11 substituicdes de aminoacido conservadoras e/ou um
total de até 3 substituicdes de aminodcido nao
conservadoras. Em outras 1i1nsténcias, a cadeia pesada
compreende a sequéncia de aminoacido Vg de anticorpo

1.27.1, 1.29.1 ou 1.31.1. Em algumas instdncias, a cadeia
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pesada compreende a sequéncia de aminodcido a partir do
inicio do CDR1 até final do CDR3 de gqualgquer um dos
anticorpos precedentes.

Em algumas instdncias, a cadeia pesada compreende as
regides de cadeia pesada CDR1, CDR2 e CDR3 de anticorpos
1.11.1; 1.12.1; 1.12.1 (xWT); 1.12.1 (M29I/D19%A); 1.12.1
(M29T); 1.12.1 (D19A); 1.13.1; 1.14.1; 1.151.1; 1.162.1;
1.183.1; 1.27.1; 1.29.1; 1.31.1; 1.18.1; 1.9.1; 4.10.1;
4.24.1, 4.38.1, 4.58.1, 4.62.1, 4.68.1, 4.72.1, 5.13.1,
5.34.1, 5.53.1, 5.56.1, 5.57.1 ou 5.59.1, ou ditas regides
de CDR cada uma tendo menos do que 8, menos do gque 6, menos
do que 4, ou menos do que 3 substituicdes de aminoéacido
conservadoras e/ou um total de trés ou menos substituicdes
de aminoacido n&o conservadoras.

Em algumas insténcias, as regides de CDR de cadeia
pesada s&do independentemente selecionadas das regides de
CDR de dois ou mais anticorpos selecionados dos anticorpos
1.11.1; 1.12.1; 1.12.1 (xWT),; 1.12.1 (M29I/D19%A); 1.12.1
(M29T); 1.12.1 (D19A),; 1.13.1; 1.14.1; 1.151.1; 1.162.1;
1.183.1; 1.27.1; 1.29.1; 1.31.1; 1.8.1; 1.9.1; 4.10.1,
4.24.1, 4.38.1, 4.58.1, 4.62.1, 4.68.1, 4.72.1, 5.13.1,
5.34.1, 5.53.1, 5.56.1, 5.57.1; ou 5.592.1. Em outra
instdncia, o anticorpo compreende uma cadeia leve como
divulgado acima e uma cadeia pesada como divulgado acima.
Numa outra instédncia, os CDRs de cadeia leve e os CDRs de
cadeia pesada sdo provenientes do mesmo anticorpo.

Em vadrias insténcias, os anticorpos anti-ALK-1 possuem
a(s) sequéncia(s) de aminodcido de <cadeia ©pesada de
comprimento total e cadeia leve de comprimento total, as
sequéncias de aminodcidos Vg e Vi, as sequéncias de
aminoacidos de cadeia pesada CDR1, CDR2 e CDR3 e cadeia
leve CDR1, CDR2 e CDR3 ou a sequéncia de aminoédcido de
cadeia pesada a partir do inicio do CDR1 até o final do
CDR3 e a sequéncia de aminoacido de cadeia leve a partir do

inicio do CDR1 até o final do CDR3 de um anticorpo anti-
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ALK-1 proporcionado no presente documento.

Um tipo de substituicdo de aminocédcido gque pode ser
produzido é alterar uma ou mais cisteinas no anticorpo, que
pode ser guimicamente reativa, com um outro residuo, tal
como, sem limitacdo, alanina ou serina. Numa insténcia,
existe uma substituicdo de uma cisteina ndo candnica. A
substituicdo pode ser feita num CDR ou regido framework de
um dominio variadvel ou no dominio constante de um
anticorpo. Em algumas instédncias, a cisteina é candnica.

Um outro tipo de substituicdo de aminocdcido que pode
ser feita é remover os locais proteoliticos potenciais no
anticorpo. Estes locais podem ocorrer num CDR ou regido
framework de um dominio variédvel ou no dominio constante de
um anticorpo. A substituicdo de residuos de cisteina e a
remocdo dos locais proteoliticos podem reduzir o risco de
heterogeneidade no produto de anticorpo e assim aumentar a
sua homogeneidade. Outro tipo de substituicdo de aminoécido
¢ eliminar os pares de asparagina-glicina, que formam oS
locais de desamidacdo potenciais, mediante a alteracdo de
um ou de ambos os residuos.

Em algumas instédncias, a lisina C-terminal da cadeia
pesada do anticorpo anti ALK-1 da divulgacdo é clivada. Em
vadrias insténcias da divulgacdo, as cadeias pesadas e leves
dos anticorpos anti-ALK-1 podem opcionalmente incluir uma
sequéncia de sinal.

Num aspeto, a divulgacdo proporciona vinte cinco
anticorpos monoclonais anti-ALK-1 humanos inibidores e as
linhas celulares do hibridoma que os produzem. Em certas
instédncias, os anticorpos da presente divulgacdo sdo IgGs
designados como: 1.11.1; 1.12.1; 1.12.1 (rwWT),; 1.12.1
(M29/D19A); 1.12.1 (M29)); 1.12.1 (D19A); 1.13.1; 1.14.1;
1.151.1; 1.162.1; 1.183.1; 1.27.1; 1.29.1; 1.31.1; 1.8.1;
1.9.1; 4.10.1; 4.24.1; 4.38.1; 4.58.1, 4.62.1, 4.68.1,
4.72.1, 5.13.1, 5.34.1, 5.53.1, 5.56.1, 5.57.1 e 5.59.1.

Nas insténcias preferidas, o anticorpo anti-ALK-1 humano é
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anticorpo 1.12.1, 1.12.1 (M291/D19A), 1.12.1 (M292), 1.12.1
(b19n), 1.27.1, 1.14.1, 1.162.1, 1.31.1, 4.62.1 ou 4.72.1.

Os anticorpos reconhecem os epitopos expostos na
superficie sobre antigénios como regides de sequéncia
linear (primaria) ou sequéncia estrutural (secundéaria).
BIAcore foi utilizado para definir a paisagem do epitopo
funcional e determinar a exclusividade do epitopo aos
anticorpos anti-ALK-1 exemplificados por esta divulgacéio.

O Quadro 1 lista os identificadores de sequéncia (SEQ
ID NO) dos &cidos nucleicos que codificam as cadeias leves
e pesadas de comprimento total de variantes de anticorpo
1.12.1 e porcgdes contendo o dominio variavel de anticorpos
anti-ALK-1 da divulgacdo, e as sequéncias de aminoacidos

deduzidas correspondentes.

Quadro 1
IDENTIFICADORES DE SEQUENCIA (SEQ ID NO)
Anticorpo COMPRIMENTO TOTAL PORCAQO CONTENDO O
DOMINIO V
Pesada Leve Pesada Leve
ADN | Proteina |ADN |Proteina|ADN |Proteina|ADN [Proteina

1.11.1 9 10 11 12

1.12.1(M29| 1 2 3 4 5 6 7 8
I/D1 9A)

1.12.1 95 100 101 102 103 104 126 127

1.12.1(xWT| 128 100 101 102 129 104 126 127

)

1.13.1 13 14 15 16

1.14.1 17 18 19 20

1.151.1 21 22 23 24

1.162.1 25 26 27 28

1.183.1 29 30 31 32

1.8.1 33 34 35 36

1.9.1 37 38 39 40

4.10.1 41 42 43 44
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4.24.1 45 46 47 48
4.38.1 49 50 51 52
4.58.1 53 54 55 56
4.62.1 57 58 59 60
4.68.1 61 62 63 64
4.72.1 65 66 67 68
5.13.1 69 70 71 72
5.34.1 73 74 75 76
5.53.1 77 78 79 80
5.56.1 81 82 83 84
5.57.1 85 86 87 88
5.59.1 89 90 91 92
1.12.1 (M29I/D19A) refere-se ao anticorpo anti-ALK-1 contendo

uma mutacdo de aminodcido unica especifica na cadeia pesada
onde a metionina na posicdo 29 foi substituida com isoleucina
e uma mutacdo de aminodcido Unica especifica na cadeia leve
onde o A&acido aspartico na posicdo 19 foi substituido com
alanina conforme descrito no Exemplo 4.

1.12.1 refere-se a variante mAb 1.12.1, que foi isolada dos
hibridomas.

1.12.1 (rWT) refere-se a variante mAb 1.12.1 que foi expressa

como um mAb recombinante descrito no Exemplo 3.

A divulgacdo proporciona ainda variantes de cadeia
pesada e/ou leve de certos anticorpos anti-ALK-1 humanos
listados acima, que compreendem uma ou mais modificacdes de
aminodcido. Para designar as variantes, a primeira letra é
o simbolo da letra um para o aminodcido da cadeia de
anticorpo de ocorréncia natural, o nUmero refere-se a
posicdo do aminodcido (em gque a posicdo um & o aminoéacido
N-terminal do FR1l), e a segunda letra ¢ o simbolo de uma
letra para o aminoacido variante.

Em mais outras instéancias, a divulgacdo inclui
anticorpos que compreendem sequéncias de aminoadcidos de

dominio variavel com mais do que 80%, mais do que 85%, mais
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do que 90%, mais do que 95%, mais do que 96%, mais do que
97%, mais do que 98% ou mais do que 99% de identidade de
sequéncia para uma sequéncia de aminoadcido de dominio
varidvel de qualquer um dos anticorpos anti-ALK-1 humanos
listados acima.

Classe e Subclasse de Anticorpos Anti-ALK-1

A classe e subclasse de anticorpos anti-ALK-1 podem
ser determinadas por qualquer método conhecido na técnica.
Em geral, a classe e a subclasse de um anticorpo podem ser
determinadas utilizando anticorpos que s&o especificos de
uma classe e subclasse particulares de anticorpos. Esses
anticorpos estdo disponiveis comercialmente. A classe e a
subclasse podem ser determinadas por ELISA, Western Blot,
assim como outras técnicas. Alternativamente, a classe e a
subclasse podem ser determinadas pelo sequenciamento total
ou uma parte dos dominios constante das cadeias pesadas
e/ou leves dos anticorpos, comparando suas sequéncias de
aminodcidos com as sequéncias de aminodcidos conhecidas de
varias classes e subclasses de imunoglobulinas, e
determinando a classe e subclasse dos anticorpos.

A classe de um anticorpo anti-ALK-1 obtido conforme
descrito acima pode ser permutada com a outra. Num aspeto
da divulgacdo, uma molécula de &acido nucleico que codifica
Vi ou Vg é isolada usando métodos bem conhecidos na técnica
tal que ndo inclui sequéncias de 4cido nucleico que
codificam C; ou Cp. "Antibody Engineering" (Kontermann &
Dubel, Eds., Springer-Verlag, Berlin (2001)). As moléculas
de 4cido nucleico que codificam Vy; ou Vg sdo depois
operativamente ligadas a uma sequéncia de &cido nucleico
que codifica um Cp ou Ch, respetivamente, a partir de uma
classe diferente de molécula de imunoglobulina. Isto pode
ser obtido usando um vetor ou molécula de &cido nucleico
que compreende uma cadeia Cl1 ou Ch, conforme descrito
acima. Por exemplo, um anticorpo anti-ALK-1 que foi

originalmente IgM pode ser conectado a uma IgG. Além disso,
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a comutacdo de classe pode ser utilizada para converter uma
subclasse IgG em outra, por exemplo, a partir de IgGl para
IgG2. Um método preferido para a producdo de um anticorpo
da divulgacdo gque compreende um isotipo desejado compreende
as etapas de isolamento de uma molécula de &cido nucleico
que codifica a cadeia pesada de um anticorpo anti-ALK-1 e
uma molécula de &cido nucleico que codifica a cadeia leve
de um anticorpo anti-ALK-1, obtencdo do dominio varidvel da
cadeia pesada, que liga o dominio varidvel da cadeia pesada
com o dominio constante de uma cadeia pesada do isotipo
desejado, expressdo da cadeia leve e cadeia pesada ligada
numa célula, e colheita do anticorpo anti-ALK-1 com o
isotipo desejado.

Em algumas insténcias, o anticorpo anti-ALK-1 é um
anticorpo monoclonal. O anticorpo anti-ALK-1 pode ser uma
molécula de IgG, uma molécula de IgM, uma molécula de IgE,
uma molécula de IgA ou uma molécula de IgD. Numa instdncia
preferida, o anticorpo anti-ALK-1 ¢é uma IgG e ¢ uma
subclasse IgGl, IgG2, 1IgG3, IgG4. Em outra insténcia
preferida, o anticorpo é a subclasse IgG2.

Identificacéo de Epitopos ALK-1 Reconhecidos pelos
Anticorpos Anti-ALK-1

A divulgacgdo proporciona um anticorpo monoclonal anti-
ALK-1 humano que se liga a ALK-1 e concorre ou inter-
concorre com e/ou liga o mesmo epitopo como: (a) um
anticorpo selecionados de 1.11.1; 1.12.1; 1.12.1 (xWT);
1.12.1 (M29I/D19); 1.12.1 (M29I); 1.12.1 (D19A); 1.13.1;
1.14.1; 1.151.1; 1.162.1; 1.183.1; 1.27.1; 1.29.1; 1.31.1;
1.8.1; 1.9.1; 4.10.1, 4.24.1, 4.38.1, 4.58.1, 4.62.1,
4.68.1, 4.72.1, 5.13.1; 5.34.1, 5.53.1, 5.56.1, 5.57.1 e
5.59.1; (b) um anticorpo que compreende um dominio varidvel
de cadeia pesada tendo a sequéncia de aminoédcido do dominio
Vy em qualquer uma das SEQ ID NOS: 6, 10, 14, 18, 22, 26,
30, 34, 38, 42, 46, 50, 54, 58, 62, 66, 70, 74, 78, 82, 8¢,

90 ou 104, (c) Um anticorpo gque compreende um dominio
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varidvel de cadeia leve tendo a sequéncia de aminoécido do
dominio V; em qualquer uma das SEQ ID NOS: e 8, 12, 16, 20,
24, 28, 32, 36, 40, 44, 48, 52, 56, 60, 64, 68, 72, 76, 80,
84, 88 e 92 ou 127, (d) um anticorpo que compreende tanto
um dominio varidvel de cadeia pesada como definido em (b)
quanto um dominio variadvel de cadeia leve como definido em
(c).

Pode-se determinar se um anticorpo liga-se ao mesmo
epitopo ou inter-concorre para a ligacdo com um anticorpo
anti-ALK-1 wusando métodos conhecidos na técnica. Numa
insténcia, permite-se que o anticorpo anti-ALK-1 da
divulgacdo se ligue a ALK-1 sob condig¢des de saturacédo e
depois se mede a capacidade do anticorpo de teste em se
ligar a ALK-1l. Se o anticorpo de teste for capaz de se
ligar a ALK-1 ao mesmo tempo que o anticorpo anti-ALK-1 de
referéncia, entdo o anticorpo de teste se liga a um epitopo
diferente do que o anticorpo anti-ALK-1 de referéncia. No
entanto, se o anticorpo de teste ndo for capaz de se ligar
a ALK-1 ao mesmo tempo, entdo o anticorpo de teste se liga
ao mesmo epitopo, um epitopo de sobreposicdo, ou um epitopo
que estd nas proximidades do epitopo ligado pelo anticorpo
anti-ALK-1 da divulgacdo. Esta experiéncia pode ser
realizada utilizando ELISA, RIA, BIACORE™, ou citometria de
fluxo. Para testar se um anticorpo anti-ALK-1 inter-
concorre com outro anticorpo anti-ALK-1, pode-se utilizar o
método de concorréncia descrito acima em duas direcdes,
isto é, determinar se o anticorpo conhecido blogqueia o
anticorpo de teste e vice-versa. Numa instdncia preferida,
a experiéncia é executada utilizando BIACORE™,

Afinidade de Ligacdo dos Anticorpos Anti-ALK-1 na ALK-1

A afinidade de 1ligacdo (Kp) e taxa de dissociacédo
(korr) de um anticorpo anti-ALK-1 ou porcdo do mesmo de
ligacdo a antigénio na ALK-1 podem ser determinadas por
métodos conhecidos na técnica. A afinidade de ligacédo

pode ser medida por ELISA, RIAs, citometria de fluxo,
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ou ressondncia de plasmido superficial, tal como BIACORE™. A
taxa de dissociacdo pode ser medida pela ressondncia de
plasmdo superficial. Preferivelmente, a afinidade de
ligacdo e taxa de dissociacdo é medida pela ressonéncia de
plasmdo superficial. Mais preferivelmente, a afinidade de
ligagcdo e taxa de dissociacdo sdo medidas wutilizando
BIACORE™, Pode-se determinar se um anticorpo possui
substancialmente a mesma Kp como um anticorpo anti-ALK-1
mediante a utilizacdo de métodos conhecidos na técnica.
Tais métodos de determinacdo da Kp e kger podem ser
utilizados durante o estidgio de rastreio inicial, assim
como durante os estdgios de otimizacdo subsequentes.
Inibicdo da Atividade ALK-1 pelo Anticorpo Anti-ALK-1

Os anticorpos monoclonais anti-ALK-1 gue inibem a
ligagcdo de ALK-1 podem ser identificados usando varios
ensaios. Por exemplo, 0s anticorpos anti-ALK-1 de
neutralizacdo podem ser identificados por sua inibicdo da
regulacédo positiva de um gene alvo a jusante especifico de
ALK-1, Idl, conforme descrito no Exemplo 12. 0Os anticorpos
anti-ALK-1 preferidos possuem uma CIsy; de ndo mais de 500
nM, 300 nM, 200 nM, 150 nM, 100 nM, 50 nM, 20 nM, 10 nM ou
1 nM.

Pode-se também determinar a capacidade de um anticorpo
anti-ALK-1 em inibir a fosforilacdo Smadl determinada pela
Western Blotting utilizando Odyssey Infrared Imaging
System, conforme descrito no Exemplo 13. Em vAarios
instédncias, o anticorpo anti-ALK-1 possui um CI50 neste
ensaio de ndo mais do que 250 nM, 200 nM, 150 nM, 100 nM,
50 nM, 20 nM, 10 nM ou 1 nM.

Inibicdo da Angiogénese por Anticorpo Anti’ALK-1

Em outra instancia, o anticorpo anti-ALK-1 ou porcéo
do mesmo inibe angiogénese humana dos vasos  como
demonstrado num ratinho SCID enxertado com tecido do
prepucio humano, em gque as células tumorais M24met do

melanoma humano s&do intradermicamente implantadas como
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determinado pela anédlise IHC do ensaio de sinal CD-31
humano por um fator de pelo menos 40% em comparacdo com uma
amostra de controlo tal conforme descrito no Exemplo 17 e
apresentado no Quadro 13.

Em outra instédncia, o anticorpo anti-ALK-1 ou porcéo
do mesmo inibe a angiogénese humana dos Vvasos COmMo
demonstrado num ratinho SCID enxertado com tecido do
prepucio humano, em que o colagénio é intradérmica
implantado conforme determinado pela anadlise IHC do ensaio
de sinal CD-31 humano por um fator de pelo menos 50% quando
comparado com uma amostra de controlo conforme descrito no
Exemplo 16 e apresentado no Quadro 12.

Seletividade Molecular e de Espécies

Num outro aspeto da divulgacdo, os anticorpos anti-
ALK-1 demonstram seletividade tanto da espécie quanto
molecular. Seguindo os ensinamentos da memdéria descritiva,
pode-se determinar a seletividade da espécie ou molecular
para o anticorpo anti-ALK usando métodos bem conhecidos na
técnica. Por exemplo, pode-se determinar a seletividade da
espécie usando Western Blot, ressondncia de plasméo
superficial, por exemplo, BIAcore, ELISA, imunoprecipitacéo
ou RIA.

Em algumas instédncias, o anticorpo anti-ALK-1 se liga
a ALK-1 primata com uma Kp que ¢ pelo menos duas vezes
menor do que a sua Kp para ALK-1 de roedores. Numa outra
instédncia, a Kp para ALK-1 primata é pelo menos 3 vezes,
pelo menos 10 vezes, pelo menos 50 vezes, pelo menos 100
vezes, pelo menos 200 vezes, pelo menos 500 vezes, ou pelo
menos 1000 vezes menor do que a sua Kp para ALK-1 de
roedores como medido por citometria de fluxo.

Em outras instédncias, o anticorpo anti-ALK-1 possuil
uma seletividade para ALK-1 sobre ALK-2 através da ALK-7.
Em algumas insténcias, o anticorpo anti-ALK-1 n&do apresenta
qualguer ligacdo especifica apreciavel para qualquer outra

proteina diferente de ALK-1. Preferivelmente, o anticorpo
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anti-ALK-1 liga-se ao DEC da ALK-1 humana.

Métodos de Producdo de Anticorpos e Linhas Celulares que

Produzem Anticorpos

Imunogénio de ALK-1

Em algumas instédncias, o imunogénio ou antigénio de
ALK-1 é ALK-1 isolada e/ou purificada. Em algumas
instdncias, o imunogénio de ALK-1 ¢é ALK-1 humana. Nas
insténcias preferidas, o imunogénio de ALK-1 é o DEC de
ALK-1 humana. ALK-1 humana, ou porc¢des antigénicas da
mesma, pode ser preparada de acordo com os métodos bem
conhecidos pelos peritos na especialidade, ou pode ser
adquirida a partir de vendedores comerciais. As sequéncias
de aminoéacidos e nucledétido de ALK-1 humana sdo conhecidas
(veja-se, por exemplo, N° de Acesso de registo do Genbank
L17075). O gene ACVRL1 que <codifica wuma ALK-1 de
comprimento total é comercialmente disponivel da Invitrogen
Inc., Clone ID IOH21048. Por exemplo, R & D Systems, Inc.
vende a quimera de ALK-1/F. humana recombinante (Numero de
Catédlogo 370-AL) preparada pela expressdo, de uma segquéncia
de ADN que codifica os residuos de aminocdcido DEC 1-118 da
ALK-1, cuja sequéncia de ADN foi fundida a uma sequéncia de
ADN gue codifica a regido F. de IgG humano através de uma
sequéncia de ADN que codifica um ligador de polipéptido
numa linha celular de mieloma de rato. A guimera ALK-1/Fc
humana madura recombinante ¢ uma proteina homodimérica
ligada a dissulfeto tendo Asp 22 no amino-terminal. Além
disso, o Exemplo 1 descreve a preparacdo da proteina de
etiqueta de His DEC ALK-1 que foi utilizada para a geracdao
de hibridomas que produzem um anticorpo anti-ALK-1 de
acordo com a presente divulgacéo.

Em outras instancias, o antigénio de ALK-1 ¢é uma
célula gue expressa ou Sobreexpresa a ALK-1. Em outras
insténcias, o antigénio de ALK-1 é uma proteina
recombinante expressa de levedura, células de insetos,

bactérias tais como E. coli, ou outros recursos por
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tecnologia recombinante.
Imunizacdo

Em algumas insténcias, o0s anticorpos humanos séo
produzidos pela imunizacdo de um animal transgénico néao
humano que compreende dentro de seu genoma alguns ou todos
os locais de cadeia pesada e cadeia leve da imunoglobulina
humana com um antigénio ALK-1. Numa insténcia preferida, o
animal n&do humano ¢ um animal XENOMOUSE®. (Abgenix, Inc.,
Fremont, CA).

Os ratinhos XENOMOUSE® s&do estirpes de ratinho
planejadas gque compreendem grandes fragmentos de locais de
cadeia pesada e cadeia leve da imunoglobulina humana e sé&o
deficientes na producdo de anticorpos de ratinho. Veja-se,
por exemplo, Green et al., Nature Genetics 7:13-21 (1994) e
Patentes US 5.916.771, 5.9392.598, 5.985.615, 5.998.209,
6.075.181, 6.091.001, 6.114.598, 6.130.364, 5.152.963,
6.150.584. Veja-se também documentos WO 91/10741, documento
WO 94/02602, documento WO 96/34096, documento WO 96/33735,
documento WO 98/16654, documento WO 98/24893, documento WO
98/50433, documento WO 99/45031, documento WO 99/53049,
documento WO 00/09560 e WO 00/037504.

Em outro aspeto, a divulgacgdo proporciona um método
para produzir anticorpos anti-ALK-1 a partir de anticorpos
de animais ndo-humanos, ndo ratinhos mediante a imunizacédo
de animais transgénicos ndo humanos que compreendem locais
de imunoglobulina humana com um antigénio de ALK-1. Pode-se
produzir tais animais utilizando os métodos descritos nos
documentos acima citados. 0Os métodos divulgados nestes
documentos podem ser modificados conforme descrito na
Patente US 5.994.619, que é por meio desta incorporada por
referéncia. A Patente US 5.994.619 descreve métodos para a
producdo de novas células e linhas celulares de massa
celular interna cultivada (CICM), derivadas de suinos e
bovinos, e células CICM transgénicas em dgque © ADN

heterdlogo foi inserido. As células transgénicas de CICM
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podem ser usadas para produzir embrides, fetos e
descendentes transgénicos clonados. A patente '619 também
descreve métodos de produzir animais transgénicos gue séo
capazes de transmitir 0o ADN heterdlogo aos seus
descendentes. Nas insténcias preferidas da divulgacéo
corrente, 0s animais nao humanos s&o mamiferos,
particularmente ratos, ovinos, suinos, caprinos, bovinos,
equinos e galinhas.

Os ratinhos XENOMOUSE® produzem um repertdrio humano
semelhante a adulto de anticorpos completamente humanos e
geram anticorpos humanos especificos do antigénio. Em
algumas instéancias, 0s ratinhos XENOMOUSE® contém
aproximadamente 80% do repertdrio de gene V de anticorpo
humano através da introducdo da megabase feita sob medida,
fragmentos de configuracdo da linha germinal dos locais de
cadeia pesada humana e locais de cadeia leve capa no
cromossoma artificial de levedura (YAC) . Em outras
instéancias, 0s ratinhos XENOMOUSE® ainda contém
aproximadamente todo o local de cadeia leve lambda humano.
Veja-se Mendez et al., Nature Genetics 15:146-156 (1997),
Green e Jakobovits, J. Exp. Med. 188:483-495 (1998), e
documento WO 98/24893.

Em algumas insténcias, o8 animais n&o humanos gue
compreendem 0S8 genes da imunoglobulina humana s&do animais
que possuem uma imunoglobulina humana "minilocus". No
método minilocus, um loc Ig exdégeno é imitado através da
inclusdo de genes individuais do 1local Ig. Assim, um ou
mais genes Vg, um ou mais genes Dy, um ou mais genes Jh, um
dominio constante mu, e um segundo dominio constante
(preferivelmente um dominio constante gama) sdo formados
numa construg¢do para insercdo num animal. Este método é
descrito, entre outros, nas Patentes US N° 5.545.807,
5.545.806, 5.569.825, 5.625.126, 5.633.425, 5.661.016,
5.770.429, 5.789.650, 6.814.318, 5.591.669, 5.612.205,
5.721.367, 5.789.215, 5.643.763.
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Em outro aspeto, a divulgacdo proporciona um método
para produzir anticorpos anti-ALK-1 humanizados. Em algumas
instdncias, os animais ndo humanos s&o0 imunizados com um
antigénio ALK-1 conforme descrito a seguir sob condicdes
que permitem a producdo de anticorpos. As células
produtoras de anticorpos sdo isoladas dos animais e &acidos
nucleicos que codificam as cadeias pesadas e leves de um
anticorpo anti-ALK-1 de interesse, sdo isoladas das células
produtoras de anticorpos isoladas ou de uma linha celular
imortalizada produzida a partir de tais células. Estes
4dcidos nucleicos sdo subsequentemente planejadas utilizando
as técnicas conhecidas pelos peritos na especialidade e
conforme descrito mais a seguir para reduzir a quantidade
de sequéncia ndo humana, isto ¢, humanizar o anticorpo para
reduzir a resposta imunoldégica em seres humanos.

A imunizacdo dos animais pode ser feita por qualqgquer
método conhecido na técnica. Veja-se, por exemplo, Harlow e
Lane, Antibodies: A Laboratory Manual, Nova Iorque: Cold
Spring Harbor Press, 1990. Métodos para a imunizacgédo de
animais n&do humanos como ratinhos, ratos, ovinos, caprinos,
suinos, bovinos e cavalos sdo bem conhecidos na técnica.
Veja-se, por exemplo, Harlow e Lane, supra, e Patente US
5.994.619. Numa instancia preferida, o antigénio de ALK-1 é
administrado com um adjuvante para estimular a resposta
imune. Os adjuvantes exemplares incluem adjuvante de Freund
completo ou incompleto, RIBI (dipéptidos de muramilo) ou
ISCOM (complexos imunoestimuladores). Tais adjuvantes podem
proteger o polipéptido da dispersdo rapida mediante o
sequestro num depdsito local, ou eles podem conter
substédncias que estimulam o hospedeiro a segregar fatores
que sdo guimiotédticas para os macrdéfagos e outras porcdes
do sistema imune. Preferivelmente, se um polipéptido
estiver sendo administrado, o plano de imunizacdo envolveré
duas ou mais administracbes do polipéptido, espalhadas ao

longo de varias semanas. O Exemplo 2 exemplifica um método
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para a producdo de anticorpos monoclonais anti-ALK-1 em
ratinhos XENOMOUSE®.

Producdo de Anticorpos e Linhas Celulares de Producdo de
Anticorpos

Apbdés a imunizacdo de um animal com um antigénio de
ALK-1, os anticorpos e/ou células produtoras de anticorpos
podem ser obtidos a partir do animal. Em algumas
insténcias, o soro contendo anticorpo anti-ALK-1 & obtido a
partir do animal por hemorragia ou sacrificio do animal. O
soro pode ser utilizado como é obtido do animal, uma fracédo
de imunoglobulina pode ser obtida do soro, ou os anticorpos
anti-ALK-1 podem ser purificados a partir do soro.

Em algumas instédncias, as linhas celulares produtoras
de anticorpo sédo preparadas de células isoladas do animal
imunizado. Apds imunizacdo, o animal é sacrificado e o
nédulo linfatico e/ou as células B esplénicas séo
imortalizadas por qualquer meio conhecido na técnica.
Métodos de imortalizar as células incluem, mas ndo sdo
limitados a, transfecdo das mesmas com oncogenes, infecédo
das mesmas com um virus oncogénico e cultivo das mesmas sob
condicdes que selecionam as células imortalizadas,
submissdo das mesmas aos compostos carcinogénicos @ ou
mutantes, fusdo das mesmas com uma célula imortalizada, por
exemplo, uma célula de mieloma, e inativacdo das mesmas com
um gene supressor tumoral. Veja-se, por exemplo, Harlow e
Lane, supra. ©Se a fusdo com células de mieloma for
utilizada, as células de mieloma preferivelmente néo
segregam polipéptidos de imunoglobulina (uma linha celular
ndo secretora).

As células imortalizadas sdo submetidas a rastreio
usando ALK-1, ou uma porcdo desta. Numa insténcia
preferida, o rastreio inicial ¢é realizado usando um
imunoensaio (ELISA) ou um radioimunoensaio ligado a enzima.
Um exemplo do rastreio ELISA é fornecido no documento WO
00/37504.
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As células produtoras de anticorpos anti-ALK-1, por
exemplo, hibridomas, s&o selecionadas, c¢lonadas e ainda
submetidas ao rastreio com relacdo as caracteristicas
desejéaveis, incluindo crescimento robusto, alta producdo de
anticorpos e caracteristicas de anticorpo desejaveis, como
debatido mais a seguir. Os hibridomas podem ser expandidos
in vivo em animais singeneicos, em animais que carecem de
um sistema imune, por exemplo, ratinhos nus, ou em cultura
celular in vitro. Métodos de selecdo, clonagem e expanséo
de hibridomas s&o bem conhecidos daqueles de habilidade
usual na técnica.

Numa instédncia preferida, o animal imunizado ¢é um
animal n&do humano gue expressa 08 genes da imunoglobulina
humana e as células B esplénicas sdo fundidas a uma linha
celular de mieloma da mesma espécie como o animal né&o
humano. Numa instédncia mais preferida, o animal imunizado é
um ratinho XENOMOUSE® e a linha celular de mieloma & um
mieloma de ratinho n&o secretor. Em mais uma instédncia mais
preferida, a linha celular de mieloma ¢é P3-X63-Ag8.653
(Colecdo Americana de Culturas Celulares). Veja-se, por
exemplo, o Exemplo 2.

Assim, numa instancia, a divulgacdo proporciona
métodos para produzir uma linha celular gque produz um
anticorpo monoclonal humano ou um fragmento deste
direcionado a ALK-1 que compreende (a) imunizar um animal
transgénico n&do humano descrito no presente documento com
ALK-1, uma porcdo de ALK-1 ou uma célula ou tecido que
expressa a ALK-1; (b) deixar o animal transgénico aumentar
uma resposta imune a ALK-1; (c) isolar as células
produtoras de anticorpos de animais transgénicos; (d)
imortalizar as células produtoras de anticorpos; (e) criar
as populacdes monoclonais individuais das células
produtoras de anticorpos imortalizados; e (f) submeter o
rastreio as células produtoras de anticorpos imortalizadas

para identificar um anticorpo direcionado a ALK-1.
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Em outro aspeto, a divulgacdo proporciona uma linha
celular gque produz um anticorpo anti-ALK-1 humano. Em
algumas instancias a linha celular é uma linha celular de
hibridoma. Em algumas insténcias, o) hibridoma sdo
hibridomas de ratinho, conforme descrito acima. Em outras
instédncias, os hibridomas s&do produzidos numa espécie néo
humana, ndo ratinho tal como ratos, ovinos, suinos,
caprinos, bovinos e equinos. Em outra insténcia, os
hibridomas s&o hibridomas humanos.

Numa outra instéancia, um animal transgénico é
imunizado com um antigénio de ALK-1, as células primérias,
por exemplo, células sanguineas B do bagco ou periféricas,
sdo isoladas de um animal transgénico imunizado e as
células individuais gque produzem anticorpos especificos
para o antigénio desejado sdo identificadas. O ARNm
poliadenilado de cada célula individual ¢é isolada e a
reacdo de cadeia polimerase de transcrigdo reversa (RT-PCR)
é realizada utilizando iniciadores de sentido que
fortalecem as sequéncias de dominio varidveis, por exemplo,
degeneram os iniciadores que reconhecem a maior parte ou
todas as regides FR1 dos genes de dominio variaveis de
cadeia pesada e leve humanos e iniciadores antisenses que
fortalecem as sequéncias de regido constante ou de uniédo.
Os ADNc dos dominios variaveis de cadeia pesada e leve sé&o
depois clonados e expressos em qualgquer célula hospedeira
adequada, por exemplo, uma célula de mieloma, como
anticorpos quiméricos com as respetivas regides constantes
de imunoglobulina, tais como os dominios de cadeia pesada e
constantes g ou A. Veja-se Babcook, J.S. et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA. 93:7843-48, 199¢6.

Os anticorpos anti-ALK-1 podem entdo ser identificados
e isolados conforme descrito no presente documento.

Em outra instancia, técnicas de apresentacdo em fagos
podem ser utilizadas para fornecer bibliotecas contendo um

repertdrio de anticorpos com afinidades varidveis para ALK-
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1. Para a producdo de tais repertdrios, ¢é desnecessirio
imortalizar a «células B do animal imunizado. Pelo
contréario, as células B primadrias podem ser usadas
diretamente como uma fonte de ADN. A mistura de ADNc obtida
a partir da célula B, por exemplo, derivada do baco, ¢
utilizada para preparar uma biblioteca de expressido, por
exemplo, uma biblioteca de apresentacao em fagos
transfectada em E. coli. As células resultantes sé&o
testadas com relagcdo a 1munorreatividade para ALK-1.
Técnicas para a identificacdo de anticorpos humanos de alta
afinidade de tais bibliotecas s&o descritas em Griffiths et
al., EMBO J., 13:3245-3260 (1994); Nissim et al., Ibid, pp.
692-698 e em Griffiths et al., Ibid, 12:725-734.

Em dltima anéalise, os clones da Dbiblioteca séo
identificados os quais produzem afinidades de ligacdo de
uma magnitude desejada para o antigénio e para o ADN que
codifica o produto —responsdvel ©por esta ligacdo é
recuperado e manipulado com relacéao a expressao
recombinante padrdo. As bibliotecas de apresentacdo em
fagos também podem ser construidas utilizando sequéncias de
nuclebétido anteriormente manipuladas e rastreio de forma
semelhante. Em geral, os ADNc que codificam as cadeias
pesadas e leves sdo independentemente fornecidos ou unidos
para formar anadlogos Fv para producdo na biblioteca de
fago.

A biblioteca de fago é depois submetida o rastreio com
relacdo aos anticorpos com as afinidades mais elevadas para
ALK-1 e o material genético recuperado do clone adequado.
Outros ciclos de rastreio podem aumentar a afinidade do
anticorpo original isolado.

Acidos Nucleicos, Vetores, Células Hospedeiras e Métodos

Recombinantes de Producdo de Anticorpos

Acidos Nucleicos
A presente divulgacdo também abrange moléculas de

dcido nucleico que codificam anticorpos anti-ALK-1 ou um
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fragmento de ligacdo a antigénio dos mesmos. Em algumas
instancias, diferentes moléculas de acido nucleico
codificam uma cadeia pesada e uma cadeia leve de uma
imunoglobulina anti-ALK-1. Em outras instancias, a mesma
molécula de &cido nucleico codifica uma cadeia pesada e uma
cadeia leve de uma imunoglobulina anti-ALK-1.

Em algumas instdncias, a molécula de &cido nucleico
que codifica o dominio varidvel da cadeia leve (V) utiliza
um gene A27, A2, Al, A3, B3, B2, Ll e L2 Vg humano, e um
gene Jxk5, Jkl, Jk3 ou Jk4 humano. Em algumas insténcias a
molécula de 4cido nucleico utiliza um gene A27 Vi humano e
um gene Jk5 humano. Em outras instdncias, a molécula de
dcido nucleico utiliza um gene humano A2 e um gene humano
Jkl. Em algumas insténcias, a molécula de &cido nucleico
que codifica a cadeia leve <codifica uma sequéncia de
aminodcido que compreende 1, 2, 3, 4, 5, o6, 7, 8, 9, 10,
11, 12, 13, 14 ou 15 substituicdes da(s) segquéncia(s) de
aminoadcido da 1linha germinal. Em algumas insténcias, a
molécula de 4cido nucleico compreende uma sequéncia de
nuclebdétidos que codifica uma sequéncia de aminoacido Vi que
compreende 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14 ou
15 substituicdes de aminodcido conservadoras e/ou 1, 2 ou 3
substituicdes n&o conservadora em comparag¢do com  as
sequéncias Vg e Jx da linha germinal. As substituicdes
podem ser nas regides do CDR, nas regides framework, ouUu no
dominio constante.

Em algumas instédncias, a molécula de &cido nucleico
codifica uma sequéncia de aminodcidos Vp que compreende uma
ou mais mutacgdes em comparacdo com a sequéncia da linha
germinal que s&o idénticas as mutacdes da linha germinal
observadas no Vi de qualquer um dos anticorpos 1.11.1;
1.12.1; 1,12.1 (xWT) ; 1.12.1(M29I/D19R) ; 1.12.1(M291) ;
1.12.1(D1%A); 1.13.1; 1.14.1, 1.151.1; 152.1; 1.183.1;
1.27.1; 1.29.1; 1.31.1; 1.8.1; 1.9.1; 4.10.1; 4.24.1;
4.38.1; 4.58.1; 4.62.1; 4.68.1; 4.72.1; 5.13.1; 5.34.1;
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5.53.1; 5.56.1; 5.57.1; ou 5.59.1.

Em algumas instancias, a molécula de &cido nucleico
codifica pelo menos trés substituicbes de aminodcido em
comparacdo com a sequéncia da linha germinal que séo
idénticas as mutacdes da linha germinal observadas no Vi de
qualgquer um dos anticorpos 1.11.1; 1.12.1; 1.12.1(rWT);
1.12.1(M291/D19A) ; 1.12.1(M2971) ; 1.12.1(D193); 1.13.1;
1.14.1; 1.151.1; 1.1l62.1; 1.183.1; 1.27.1; 1.29.1; 1.31.1;
1.8.1; 1.9.1; 4.10.1; 4.24.1; 4.38.1; 4.58.1; 4.62.1;
4.68.1; 4.72.1; 5.13.1; 5.34.1; 6.53.1; 5.56.1; 5.57.1; ou
5.59.1.

Em algumas instédncias, a molécula de &cido nucleico
compreende uma sequéncia de nucledtidos selecionada a
partir do grupo consistindo em SEQ ID NOs: 7, 11, 15, 19,
23, 27, 31, 35, 39, 43, 47, 51, 55, 59, 63, 67, 71, 75, 79,
83, 87, 91 ou 126, que codifica a sequéncia de aminoécidos
Vy, de anticorpo monoclonal 1.12.1(M29I/D19A), 1.11.1,
1.13.1, 1.14.1;, 1.151.1; 1.162.1; 1.183.1; 1.27.1; 1.29.1;
1.31.1; 1.8.1; 1.9.1; 4.10.1; 4.24.1; 4.38.1; 4.58.1;
4.62.1; 4.68.1; 4.72.1; 5.13.1; 5.34.1; 5.53.1; 5.56.1;
5.57.1; 5.59.1 ou 1.12.1.

Em algumas instédncias, a molécula de &cido nucleico
compreende uma sequéncia de nucledétidos que codifica a
sequéncia de aminoadcido de uma das SEQ ID NOs: 8, 12, 16,
20, 24, 28, 32, 36, 40, 44, 48, 52, 56; 60; 64; 68; 72, To,
80, 84, 88 e 92 ou 127. Em algumas instédncias, a molécula
de 4cido nucleico compreende a sequéncia do nucledtido da
SEQ ID NO: 3 ou uma parte desta. Em algumas insténcias, o
dcido nucleico codifica a sequéncia de aminoédcido da cadeia
luz de um, dois ou trés CDRs do dito anticorpo. Em algumas
instédncias, o dito porgdo codifica uma regido contigua de
CDR1-CDR3 da cadeia leve de um anticorpo anti-ALK-1.

Em algumas instédncias, a molécula de &cido nucleico
codifica uma sequéncia de aminoacido V1 que é pelo menos
70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 97%, 98% ou 99% idéntica a
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sequéncia de aminodcido Vi de gqualquer um dos anticorpos
1.11.1; 1.12.1; 1.12.1 (xrWT); 1.12.1 (M29I/D19%9A); 1.12.1
(M291),; 1.12.1 (D1%9A), 1.13.1; 1.14.1, 1.151.1; 1.162.1;
1.183.1; 1.27.1; 1.29.1; 1.31.1; 1.8.1; 1.9.1; 4.10.1;
4.24.1; 4.38.1; 4.58.1; 4.062.1; 4.68.1; 4.72.1; 5.13.1;
5.34.1; 5.53.1; 5.56.1; 5.57.1 ou 5.592.1, ou com a
sequéncia de aminodcido da regido V1 da SEQ ID NO: 4. As
moléculas de &cido nucleico da divulgacdo incluem &cidos
nucleicos que hibridam sob condigdes muito restringentes,
tais como agquelas acima descritas, ou gque sdo pelo menos
70%, 715%, 80%, 85%, 90%, 95%, 97%, 98% ou 99% idénticas a
um acido nucleico que codifica a sequéncia de aminoacido da
regido V;, da SEQ ID NOs: 8, 12, 1le6, 20, 24, 28, 32, 36, 40,
44, 48, 52, 56, 60, 64, 68, 72, 76, 80, 84, 88 e 92 ou 126
ou a um &acido nucleico gque compreende a sequéncia de
nucledétidos da regido Vy da SEQ ID NO: 4.

Em outras instancias preferidas, a molécula de &acido
nucleico codifica o dominio wvariadvel de uma cadeia pesada
(Vg) que utiliza uma sequéncia genética Vy 4-31, Vg 3-11, Vjy
3-15, Vg 3-33, Vg 4-61 ou Vg 4-59 humana ou uma sequéncia
derivada desta. Em algumas instédncias, a molécula de &cido
nucleico utiliza um gene humano Vy 4-31, um gene DH6-19 e
um gene humano JH4B.

Em algumas instédncias, a molécula de &cido nucleico
codifica uma sequéncia de aminodcido que compreende 1, 2,
3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 ou 11 mutacbdes comparadas com a
sequéncia de aminodcido da linha germinal dos genes V, D ou
J humanos. Em algumas instédncias, as ditas mutacdes estéo
na regido Vyz. Em algumas instdncias, ditas mutacdes estéo
nas regides de CDR.

Em algumas instédncias, a molécula de &cido nucleico
codifica uma sequéncia Vg gue compreende uma ou mais
mutacdes de aminodcido em comparacdo com a sequéncia Vy da
linha germinal que sdo idénticas as mutacdes de aminoéacido

observadas no Vy de gqualquer um dos anticorpos monoclonais
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1.11.1; 1.12.1; 1.12.1(rWT) ; 1.12.1(M291I/D19A) ;
1.12.1(M291) ; 1.12.1(D19A); 1.13.1; 1.14.1; 1.151.1;
1.162.1; 1.183.1; 1.27.1; 1.29.1; 1.31.1; 1.8.1; 1.9.1;
4.10.1; 4.24.1; 4.38.1; 4.58.1; 4.62.1; 4.68.1; 4.72.1;
5.13.1; 5.34.1; 5.53.1; 5.56.1; 5.57.1; ou 5.59.1. Em
algumas insténcias, o &cido nucleico codifica pelo menos
trés mutacdes de aminocdcido comparadas com as sequéncias da
linha germinal que s&o idénticas a pelo menos trés mutacdes
de aminodcido observadas num dos anticorpos monoclonais
listados acima.

Em algumas instédncias, a molécula de &cido nucleico
compreende uma sequéncia de nucledétidos selecionada a
partir do grupo consistindo em SEQ ID NOs: 5, 13, 17, 21,
25, 29, 33, 37, 49, 45, 49, 53, 57, 61, 65, 69, 73, 77, 81,
85, 89, ou 103, que codifica a sequéncia de aminoacidos Vy
do anticorpo monoclonal 1.12.1(M29I/D1%A), 1.11.1, 1.13,1;
1.14.1; 1.151.1; 1.162.1; 1.183.1; 1.27.1; 1.29.1; 1.31.1;
1.8.1; 1.9.1; 4.10.1; 4.24.1; 4.38.1; 4.58,1; 4.62.1;
4.68.1; 4.72.1; 5.13.1; 5.34.1; 5.53.1; 5.56.1; 5.57.1;
5.59.1 ou 1.12.1.

Em algumas instédncias, a molécula de &cido nucleico
compreende uma sequéncia de nuclebdétidos que codifica a
sequéncia de aminoédcido de uma das SEQ ID NOs: 2, 6, 10,
14, 18, 22, 26, 30, 34, 38, 42, 46, 50, 54, 58, 62, 66, 70,
74, 78, 82, 86, 90 ou 104. Em varias instdncias preferidas,
a molécula de &cido nucleico compreende pelo menos uma
parte da sequéncia de nucledtidos de SEQ ID NOS: 1 ou 95.
Em algumas instldncias, a dita parte codifica a regido Vg,
uma regido CDR3, todas as trés regides CDR, ou uma regido
contigua incluindo CDR1-CDR3.

Em algumas instédncias, a molécula de &cido nucleico
codifica uma sequéncia de aminocdcido Vg que ¢é pelo menos
70%, 75%, 80%, 86%, 90%, 95%, 97%, 98% ou 99% idéntica a
sequéncia de aminoacido Vy em qualquer uma das SEQ ID NOS:
2, 6, 10, 14, 18, 22, 2¢, 30, 34, 38, 42, 46, 50, 54, 58,
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62, o©6, 70, 74, 78, 82, 86, 920 ou 104. As moléculas de
4dcido nucleico da divulgacdo incluem &cidos nucleicos que
hibridam sob condig¢des muito restringentes, tais como
aquelas acima descritas, ou que sdo pelo menos 70%, 75%,
80%, 85%, 90%, 95%, 97%, 98% ou 99% idénticas a um &acido
nucleico que codifica a sequéncia de aminoadcido das SEQ ID
NOs: 2, 6, 10, 14, 18, 22, 26, 30, 34, 38, 42, 46, 50, 54,
58, ©2, 6o, 70, 74, 78, 82, 86, 90, 100 ou 104, ou a uma
regido Vy desta, ou a um acido nucleico gue compreende a
sequéncia de nucledétidos das SEQ ID NOs: 1, 5, 9, 13, 17,
21, 25, 29, 33, 37, 41, 45, 49, 53, 57, 61, 65, 69, 73, 77,
81, 85, 89, 95, 103, 128 ou 129, ou a sequéncia de
nucledétidos que codifica uma regido Vy desta.

Em outra instédncia, o &cido nucleico codifica uma
cadeia pesada de comprimento total de um anticorpo
selecionado a partir do grupo consistindo em 1.11.1;
1.12.1; 1.12.1 (xWT) ; 1.12.1(M291/D19R) ; 1.12.1(M291) ;
1.12.1(D1%A); 1.13.1; 1.14.1, 1.151.1; 1.162.1; 1.183.1;
1.27.1; 1.29.1; 1,31.1; 1.8.1; 1.9.1; 4.10.1; 4.24.1;
4.38.1; 4.58.1; 4.62.1; 4.68.1; 4.72.1; 5.13.1; 5.34.1;
5.53.1; 5.56.1; 5.57.1; e 5.59.1, ou uma cadeia pesada que
compreende a sequéncia de aminodcido da SEQ ID NO: 2. Além
disso, o é&acido nucleico pode compreender a sequéncia de
nucledétidos das SEQ ID NOs: 1 ou 95.

Uma molécula de &cido nucleico gque codifica a cadeia
pesada ou leve de um anticorpo anti-ALK-1 ou suas porcdes
pode ser isolada de qualquer fonte que produza tal
anticorpo. Em vArias instédncias, as moléculas de é&cido
nucleico s&o isoladas de uma célula B gue expressa um
anticorpo anti-ALK-1 isolado de um animal imunizado com
ALK-1 ou de uma célula imortalizado derivada de uma tal
célula B. Métodos de isolar acidos nucleicos que codificam
um anticorpo s&do bem conhecidos na técnica. Veja-se, por
exemplo, Sambrook J. & Russell D. Molecular Cloning: A

Laboratory Manual, 3rd ed.,Cold Spring Harbor Laboratory
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Press, Cold Spring Harbor, N.I. (2000). O ARNm pode ser
isolado e utilizado para produzir ADNc para utilizacdo na
reacdo de cadeia polimerase (PCR) ou clonagem de ADNc de
genes de anticorpo. Numa instdncia preferida, a molécula de
dcido nucleico é isolada de um hibridoma gue possui como um
de seus pares de fusdo uma célula de um animal transgénico
ndo humano, a dita célula produzindo uma imunoglobulina
humana. Numa instédncia ainda mais preferida, a célula
produtora de imunoglobulina humana é isolada de um animal
XENOMOUSE®. Em outra insténcia, a c¢élula produtora da
imunoglobulina humana ¢ isolada de um animal transgénico
ndo humano, ndo ratinho, conforme descrito acima. Em outra
instédncia, o &cido nucleico é isolado de um animal né&o
humano, n&o transgénico. As moléculas de &cido nucleico
isoladas de um animal ndo-humano, ndo transgénico podem ser
usadas, por exemplo, para anticorpos humanizados que
compreendem uma ou mais sequéncias de aminoacidos de um
anticorpo anti-ALK-1 humano da presente divulgacéo.

Em algumas instdncias, um &cido nucleico gque codifica
uma cadeia pesada de um anticorpo anti-ALK-1 da divulgacéo
pode compreender uma sequéncia de nucledbdétidos que codifica
um dominio Vy da divulgacdo unida estruturalmente a uma
sequéncia de nucledtidos que codifica um dominio constante
de cadeia pesada de qualquer fonte. Do mesmo modo, uma
molécula &cido nucleico gque codifica uma cadeia leve de um
anticorpo anti-ALK-1 da divulgacdo pode compreender uma
sequéncia de nucledétidos que codifica um dominio Vi da
divulgacdo unida estruturalmente a uma sequéncia de
nucledétidos que codifica um dominio constante de cadeia
leve de qualgquer fonte.

Num outro aspeto da divulgacdo, as moléculas de &acido
nucleico que codificam o dominio variadvel das cadeias
pesadas (Vyg) e/ou leves (V1) s&do "convertidas" em genes de
anticorpo de comprimento total. Numa instancia, as

moléculas de 4cido nucleico que codificam os dominios Vg ou



95

Vi, sdo convertidas em genes de anticorpo de comprimento
total mediante a insercdo numa expressdo vetor que codifica
anteriormente os dominios constantes de cadeia pesada (Cy)
ou constantes de cadeia leve (Cp), respetivamente, de tal
forma que o segmento Vy estd operativamente ligado ao(s)
segmento (s) Cy dentro do vetor, e/ou o segmento V; estéa
operativamente ligado ao segmento Cp dentro do vetor. Em
outra instéancia, as moléculas de 4&cido nucleico qgue
codificam os dominios Vy e/ou Vi sdo convertidas em genes de
anticorpo de comprimento total através da unido, por
exemplo, ligacdo, de uma molécula de &cido nucleico que
codifica um dominio Vy e/ou V; a uma molécula de acido
nucleico gque codifica um dominio Cy e/ou Cp usando técnicas
biomoleculares padrdo. As sequéncias de &cido nucleico de
genes de dominio constante da imunoglobulina de cadeia
pesada e leve s&o conhecidas na técnica. Veja-se, por
exemplo, Kabat et al., Sequences of Protein of
Immunological Interest, 5% Ed., NIH Publ. N°® 91-3242, 1991.
As moléculas de &cido nucleico que codificam as cadeias
pesadas e/ou leves de comprimento total podem, entdo, ser
expressas a partir de uma célula em que elas foram
introduzidas e o anticorpo anti-ALK-1 isolado.

As moléculas de &cido nucleico podem ser usadas para
recombinantemente expressar grandes quantidades de
anticorpos anti-ALK-1. As moléculas de 4acido nucleico
também podem ser utilizadas para produzir anticorpos
quiméricos, anticorpos biespecificos, anticorpos de cadeia
Unica, imunoadesinas, diacorpos, anticorpos transformados e
derivados de anticorpo, conforme descrito mais a seguir. Se
as moléculas de acido nucleico forem derivadas de um animal
ndo humano, nédo transgénico, as moléculas de &cido nucleico
podem ser utilizadas para a humanizacdo de anticorpos,
também como serd descrito a seguir.

Em outra insténcia, uma molécula de &cido nucleico da

divulgagédo é usada como uma sonda ou iniciador de PCR para
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uma sequéncia de anticorpo especifica. Por exemplo, o acido
nucleico pode ser usado como uma sonda em métodos de
diagndéstico ou como um iniciador de PCR para amplificar as
regides de ADN gue podem ser utilizadas, entre outros, para
isolar as moléculas de &cido nucleico adicionais que
codificam os dominios variadveis de anticorpos anti-ALK-1.
Em algumas instdncias, as moléculas de &cido nucleico sé&o
oligonucledtidos. Em algumas insténcias, 0os
oligonucledétidos sdo dominios altamente variaveis das
cadeias leves e pesadas do anticorpo de interesse. Em
algumas insténcias, o0s oligonucledtidos codificam toda ou
uma parte de um ou mais dos CDRs de anticorpos 1.11.1;
1.12.1; 1.12.1 (xWT) ; 1.12.1(M291I/D19A) ; 1.12.1(M297) ;
1.12.1(D1%); 1.13.1; 1.14.1; 1.151.1; 1.162.1; 1.183.1;
1.27.1; 1.29.1; 1.31.1; 1.8.1; 1.9.1; 4.10.1; 4.24.1;
4.38.1; 4.58.1; 4.62.1; 4.68.1; 4.72.1; 5.13.1; 5.34.1;
5.53.1; 5.56.1; 5.57.1; ou 5.59.1 ou suas variantes
conforme descrito no presente documento.

Vetores

A divulgacdo proporciona vetores que compreendem
moléculas de &acido nucleico que codificam a cadeia pesada
de um anticorpo anti-ALK-1 da divulgacdo ou uma porcdo de
ligacdo a antigénio do mesmo. A divulgacdo proporciona
também vetores que compreendem moléculas de &acido nucleico
que codificam a cadeia leve de tais anticorpos ou porcgédo de
ligacdo a antigénio dos mesmos. A divulgacdo proporciona
ainda vetores que compreendem moléculas de &cido nucleico
que codificam as proteinas de fuséo, anticorpos
modificados, fragmentos de anticorpo, e sondas destas.

Em algumas insténcias, os anticorpos anti-ALK-1 da
divulgacdo ou porcdes de ligacdo a antigénio sdo expressos
através da insercdo de ADN que codificam as cadeias leves e
pesadas de comprimento parcial ou total, obtidas conforme
descrito acima, em vetores de expressdo tais que 0s genes

sdo operativamente ligados as necessdrias sequéncias de
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controlo de expressdo tais como as sequéncias de controlo
transcricionais e traducionais. Os vetores de expressao
incluem plasmideos, retrovirus, adenovirus, virus
associados com adeno (AAV), virus de planta tais como o
virus mosaico da couve-flor, virus do mosaico do tabaco,
cosmideos, YACs, epissomas derivados de EBV, e similares. O
gene de anticorpo é ligado num vetor tal que as sequéncias
de controlo transcricionais e traducionais dentro do vetor
servem a sua funcédo destinada de regulacdo da transcricdo e
translacdo do gene de anticorpo. O vetor de expressdo e as
sequéncias de controlo da expressdo sdo escolhidos para
serem compativeis com a célula hospedeira de expresséio
usada. O gene de cadeia leve de anticorpo e o gene de
cadeia pesada de anticorpo podem ser inseridos em vetores
separados. Numa instédncia preferida, ambos o0s genes séo
inseridos no mesmo vetor de expressdo. O0s genes de
anticorpo sdo inseridos no vetor de expressdo por métodos
padrédo (por exemplo, ligacdo dos locais de restricgédo
complementares sobre o fragmento genético de anticorpo e
vetores, ou 1ligacdo final abrupta se nenhum local de
restricdo estiver presente).

Um vetor conveniente ¢é aquele que codifica uma
sequéncia de imunoglobulina Cy ou Cp humana funcionalmente
completa, com os locais de restricdo apropriados planejados
de modo que qualquer sequéncia de Vg ou Vi possa facilmente
ser inserida e expressa, conforme descrito acima. Em tais
vetores, Jjuncdo geralmente ocorre entre o local doador da
juncdo na regido J inserida e o local aceitante da juncéo
precedendo o dominio C humano, e também nas regides de
juncédo que ocorrem dentro dos ex®es Cy humanos. O término
da poliadenilacéo e transcricéo ocorre nos locais
cromossédmicos nativos a jusante das regides de codificacéo.
O vetor de expressido recombinante também pode codificar um
péptido de sinal que facilita a secrecdo da cadeia de

anticorpo de uma célula hospedeira. O gene da cadeia de
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anticorpo pode ser clonado no vetor tal que o péptido de
sinal esteja ligado estruturalmente ao amino terminal da
cadeia de imunoglobulina. O péptido de sinal pode ser um
péptido de sinal da imunoglobulina ou um péptido de sinal
heterélogo (isto é, um péptido de sinal de uma proteina néo
imunoglobulina) .

Além dos genes de cadeia de anticorpo, os vetores de
expressao recombinantes da divulgacéo transportam
sequéncias reguladoras que controlam a expressdo dos genes
da cadeia de anticorpo numa célula hospedeira. Seré
observado por aqueles versados na técnica que a concecdo do
vetor de expressdo, incluindo a selecdo das sequéncias
reguladoras pode depender de tais fatores como a escolha da
célula hospedeira a ser transformada, o nivel de expressio
da proteina desejada, etc. As sequéncias reguladoras
preferidas para a expressdo da célula hospedeira de
mamiferos incluem elementos virais que direcionam os niveis
elevados de expressdo de proteina em células de mamifero,

tais como promotores e/ou intensificadores derivados de

LTRs retrovirais, citomegalovirus (CMV) (tais como o
promotor/intensificador CMV), Simian Virus 40 (SV40) (tais
como o promotor/intensificador SV40), adenovirus, (por

exemplo, 0 promotor tardio principal de adenovirus
(AdMLP) ), polioma e promotores de mamifero fortes tais como
a imunoglobulina nativa e promotores de actina. Para outra
descricéo de elementos reguladores virais, e suas
sequéncias, veja-se, por exemplo, a Patente US N°
5.168.062, Patente US N° 4.510.245 e Patente US N°
4.968.615. Métodos para expressar anticorpos em plantas,
incluindo uma descricdo dos promotores e vetores, assim
como a transformacdo de plantas, sdo conhecidos na técnica.
Veja-se, por exemplo, a Patente US N° 6.517.529. Métodos de
expressar polipéptidos em células bacterianas ou células
fingicas, por exemplo, células de levedura, também sdo bem

conhecidos na técnica.
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Além dos genes de cadeia de anticorpos e sequéncias
reguladoras, o0s vetores de expressdo recombinante da
divulgacdo podem carregar sequéncias adicionais, tais como
sequéncias que regulam a replicacdo do vetor nas células
hospedeiras (por exemplo, origens de replicacdo) e genes
marcadores seleciondveis. O gene marcador selecionéavel
facilita a selecdo de células hospedeiras em que o vetor
foi introduzido (veja-se, por exemplo, as Patentes US N°
4.399.216, 4.0634.665, 5.179.017). Por exemplo, tipicamente
0 gene marcador seleciondvel <confere resisténcia aos
medicamentos, tais como G418, higromicina ou metotrexato,
numa célula hospedeira em que o vetor foi introduzido. Por
exemplo, 0s genes marcadores seleciondveis incluem o gene
diidrofolato redutase (DHFR) (para utilizacdo em células
hospedeiras do dhfr com selecdo/amplificacao de
metotrexato), o neo gene (para selecdo G418), e o gene
glutamato sintetase.

Células Hospedeiras de ndo Hibridomas e Métodos de Produzir
Recombinantemente Proteina

As moléculas de acido nucleico que codificam
anticorpos anti-ALK-1 e vetores que compreendem estas
moléculas de 4cido nucleico podem ser usadas para a
transfecdo de uma célula hospedeira adequada de mamifero,
planta, bacteriana ou levedura. A transformacdo pode ser
feita por qualquer método conhecido para a introducédo de
polinuclebétidos numa célula hospedeira. Métodos para a
introducdo de polinucledétidos heterdlogos em células de
mamifero sdo Dbem conhecidos na técnica e incluem a
transfecdo mediada por dextrano, precipitacdo de fosfato de
calcio, transfecéo mediada por polibreno, a fuséao
protopléastica, electroporacéao, encapsulamento do (8)
polinuclebétido(s) em lipossomas, e microinjecdo direta do
ADN em nucleos. Além disso, as moléculas de &cido nucleico
podem ser introduzidas nas células de mamifero por vetores

virais. Métodos de transformar células sdo bem conhecidos
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na técnica. Veja-se, por exemplo, as Patentes US N°
4.399.216, 4.912.040, 4.740.461 e 4.959.455). Métodos de
transformar células vegetais s&do bem conhecidos na técnica,
incluindo, por exemplo, a transformacdo mediada por
Agrobacterium, transformacdo biolistica, injecdo direta,
electroporacdo e transformacdo wvirai. 0Os métodos de
transformar células bacterianas e de levedura também sé&o
bem conhecidos na técnica.

As linhas celulares de mamifero disponiveis como
hospedeiros para expressdo sdo bem conhecidas na técnica e
incluem muitas linhas celulares imortalizadas disponiveis
da Colecdo Americana de Culturas Celulares (ATCC). Estas
incluem, entre outros, células do ovadrio de hamster chinés
(CHO), células NSO, células SP2, células HEK-293T, células
293 Freestyle (Invitrogen), células NIH-3T3, células Hela,
células renals de hamster bebé (BHK), células renais do
macaco verde africano (Cos)y, células do carcinoma
hepatocelular humanas (por exemplo, Hep G2), células Ab49,
e varias outras linhas celulares. As linhas celulares de
preferéncia particular sédo selecionadas através da
determinacdo de quais linhas celulares possuem niveis de
expressdo elevados. Outras linhas celulares que podem ser
utilizadas s&o linhas celulares de inseto, tais como
células Sf9 ou Sf21. Quando os vetores de expresséo
recombinantes que codificam os genes de anticorpo forem
introduzidos em células hospedeiras de mamifero, 0s
anticorpos sdo produzidos pelo cultivo das células
hospedeiras por um periodo de tempo suficiente para levar
em conta a expressdo do anticorpo nas células hospedeiras
ou, mais preferivelmente, secrecdo do anticorpo no meio de
cultura em que as células hospedeiras s&do cultivadas. Os
anticorpos podem ser recuperados a partir do meio de
cultura, utilizando métodos de purificacdo de proteina
padrdo. As células hospedeiras de planta incluem, por

exemplo, Nicotiana, Arabidopsis, lentilha d'&gua, milho,
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trigo, Dbatata, etc. As células hospedeiras bacterianas
incluem espécies E. coli e Streptomyces. As células
hospedeiras de levedura incluem Schizosaccharomyces pombe,
Saccharomyces cerevisiae e Pichia pastoris.

Além disso, a expressdo de anticorpos da divulgacédo a
partir da producdo de linhas celulares pode ser reforcada
usando varias técnicas conhecidas. Por exemplo, o sistema
de expressdo genética de sintetase de glutamina (o sistema
GS) ¢é uma abordagem comum para reforcar a expressdo sob
certas condigdes. O sistema GS é debatido no todo ou em
parte em conexdo com as Patentes Europeias N° 0 216 846, 0
256 055, 0 323 997, 0 338 841.

E provével que os anticorpos expressos por diferentes
linhas celulares ou em animais transgénicos terdo
diferentes glicosilacdo uns com os outros. No entanto,
todos os anticorpos codificados pelas moléculas de &cido
nucleico aqui fornecidas, ou gque compreende as sequéncias
de aminoédcidos aqui fornecidas sdo parte da presente
divulgacdo, independente da glicosilacdo dos anticorpos.
Animais e Plantas Transgénicas

Os anticorpos anti-ALK-1 da divulgacdo também podem
ser produzidos transgenicamente através da geracdo de um
mamifero ou planta que ¢é transgénica com relacdo as
sequéncias de cadeia pesada e leve da imunoglobulina de
interesse e producdo do anticorpo numa forma recuperéavel.
Em conexdo com a producdo transgénica em mamiferos, os
anticorpos anti-ALK-1 podem ser produzidos, e recuperados,
no leite de cabras, vacas, ou de outros mamiferos. Veja-se,
por exemplo, as Patentes US N° 5.827.690, 5.756.687,
5.750.172, 5.741.95.

Em algumas instdncias, o0s animais transgénicos n&do humanos
que compreendem locais de imunoglobulina humana sé&o
imunizados com ALK-1 ou uma porcdo imunogénico desta,
conforme descrito acima. 0Os métodos para a producdo de

anticorpos em plantas s&o descritos, por exemplo, nas



102

Patentes US N° 6.046.037 e 5.959.177.

Em algumas instédncias, o0s animais transgénicos néo
humanos ou plantas sdo produzidos através da introducdo de
uma ou mais moléculas de 4cido nucleico gque codificam um
anticorpo anti-ALK-1 da divulgacdo nos animais ou plantas
mediante técnicas transgénicas padrdo. Veja-se Hogan e
Patente US N° 6.417.429, supra. As células transgénicas
utilizadas para a producdo de animais transgénicos podem
ser células estaminais embridénicas ou células somaticas ou
um 6évulo fecundado. Os organismos ndo humanos transgénicos
podem ser quiméricos, heterozigotos ndo quiméricos e
homozigotos ndo quiméricos. Veja-se, por exemplo, Hogan et
al., Manipulating the Mouse Embryo: A Laboratory Manual 2°
ed., Cold Spring Harbor Press (1999); Jackson et al., Mouse
Genetics and Transgenics: A Practical Approach, Oxford
University Press (2000); e Pinkert, Transgenic Animal
Technology: A Laboratory Handbook. Academic Press (1999).
Em algumas insténcias, o0s animais transgénicos nédo humanos
possuem uma rutura direcionada e substituicdo por um
construcdo direcionado que codifica uma cadeia pesada e/ou
uma cadeia leve de interesse. Numa insténcia preferida, os
animais transgénicos compreendem e expressam as moléculas
de &cido nucleico que codificam as cadeias pesadas e leves
que se ligam especificamente a ALK-1, de preferéncia ALK-1
humana. Em algumas instédncias, os animais transgénicos
compreendem moléculas de &cido nucleico que codificam um
anticorpo modificado tal como um anticorpo de cadeia unica,
um anticorpo quimérico ou um anticorpo humanizado. Os
anticorpos anti-ALK-1 podem ser produzidos em gualquer
animal transgénico. Numa instédncia preferida, os animais
ndo humanos sé&do ratinhos, ratos, ovinos, suinos, caprinos,
bovinos e equinos. O animal transgénico ndo humano expressa
ditos polipéptidos codificados no sangue, leite, urina,
saliva, lagrima, muco e outros fluidos corporais.

Bibliotecas de Visualizacdo em Fagos
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A divulgacdo proporciona um método para produzir um
anticorpo anti-ALK-1 ou porcdo de ligacdo a antigénio do
mesmo que compreende as etapas de sintetizar uma biblioteca
de anticorpos humanos em fago, fazer o rastreio da
biblioteca com ALK-1 ou uma porcdo de ligacdo ao anticorpo
destes, isolar o fago que se 1liga a ALK-1, e obter o
anticorpo do fago. Por meio de exemplo, um método para
preparar da biblioteca de anticorpos para utilizacdo nas
técnicas de apresentacéao em fagos (phage display)
compreende as etapas de imunizar um animal n&do humano que
compreende locais de imunoglobulina humana com ALK-1 ou uma
porcéo antigénico deste para criar uma resposta
imunoldgica, extraindo as células produtoras de anticorpo
do animal imunizado; isolar o ARN que codifica as cadeias
leves e pesadas de anticorpos da divulgacdo da células
extraidas, inverter transcrevendo o ARN para produzir ADNc,
amplificar o ADNc utilizando iniciadores, e inserir o ADNc
num vetor de apresentacdo em fagos tal que os anticorpos
sejam expressos no fago. Os anticorpos anti-ALK-1
recombinantes da divulgacdo podem ser obtidos desta forma.

Os anticorpos anti-ALK-1 humanos recombinantes da
divulgagédo podem ser isolados mediante o rastreio de uma
biblioteca de anticorpo combinatdria recombinante.
Preferivelmente a biblioteca é uma biblioteca de
apresentacdo em fagos scFv, gerada usando ADNc humanos Vi e
Vy preparados a partir do ARNm isolado das células B.
Métodos para a preparacdo e rastreio de tais bibliotecas
sdo conhecidos na técnica. Kits para gerar bibliotecas de
apresentacdo em fagos estdo comercialmente disponiveis (por
exemplo, the Pharmacia Recombinant Phage Antibody System,
N° de catédlogo 27-9400-01; e o kit de apresentacido em fagos
Stratagene SurfZAP™, N° de catédlogo 240612). H& também
outros métodos e reagentes que podem ser utilizados na
geracdo e rastreio das bibliotecas de visualizacdo de

anticorpos (veja-se, por exemplo, a Patente US N°
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5.223.409; Publicacdes PCT N~ WO 92/18619, documento WO
91/17271, documento WO 92/20791, documento WO 92/15679,
documento WO 93/01288, documento WO 92/01047, documento WO
92/09690; Fuchs et al., Bio/Technology 9:1370-1372 (1991);
Hay et al., Hum. Antibod. Hybridomas 3:81 85 (1992); Huse
et al., Science 246:1275 1281 (1989); McCafferty et al.,
Nature 348:552 554 (1990); Griffiths et al., EMBO J. 12:725
734 (1993); Hawkins et al., J. Mol. Biol. 226:889 896
(1992); Clackson et al., Nature 352:624 628 (1991); Gram et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:3576 3580 (1992); Garrad
et al., Bio/Technology 9:1373 1377 (1991); Hoogenboom et
al., Nuc. Acid Res. 19:4133 4137 (1991); e Barbas et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 88:7978 7982 (19921).

Numa insténcia, para isolar e produzir anticorpos
anti-ALK-1 humanos com as caracteristicas desejadas, um
anticorpo anti-ALK-1 humano conforme descrito no presente
documento é primeiro usado para selecionar as sequéncias de
cadeia pesada e leve humanas tendo atividade de ligacéo
similar em direcdo a ALK-1, usando os métodos de impressédo
de epitopo descritos na Publicacdo PCT N° WO 93/06213. As
bibliotecas de anticorpo wutilizadas neste método sé&o
preferivelmente bibliotecas scFv preparadas e submetidas ao
rastreio conforme descrito na Publicacdo PCT N° WO
92/01047, McCafferty et al., Nature 348:552 554 (1990); e
Griffiths et al1., EMBO J. 12 : 725.734 (1993). As
bibliotecas de anticorpo sckv preferivelmente séo
submetidas ao rastreio usando ALK-1 humana como O
antigénio.

Assim  que oS dominios Vi, e Vy  humanos s&o
selecionados, as experiéncias de "mistura e comparacdo" séo
realizadas, em que diferentes pares dos segmentos Vp e Vg
inicialmente selecionados s&do submetidos o rastreio com
relacdo a ligacdo de ALK-1 para selecionar as combinacbes
de pares V./Vy preferida. Adicionalmente, ©para ainda

melhorar a qualidade do anticorpo, o0s segmentos Vyp e Vg
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do(s) par(es) V./Vy preferido(s) podem ser aleatoriamente
transformados, de preferéncia dentro da regido CDR3 de Vy
e/ou Vi, num processo andlogo ao processo de mutacdo
somdtica in vivo responsavel pela maturacdo por afinidade
de anticorpos durante uma resposta imune natural. Esta
maturacdo por afinidade in vitro pode ser executada pela
amplificacdo dos dominios Vy e Vy usando iniciadores da PCR
complementares ao Vy CDR3 ou V; CDR3, respetivamente, cujos
iniciadores foram "bloqueados" com uma mistura aleatédria
das quatro bases de nucledtido em certas posicgdes tal que
0os produtos da PCR resultantes codificam os segmentos Vy e
Vi, em que as mutacdes aleatdrias foram introduzidas nas
regides CDR3 Vy e/ou Vi. Estes segmentos Vg e Vi
aleatoriamente transformados podem ser reexaminados com
relacdo a ligacdo a ALK-1.

Apds o rastreio e isolamento de um anticorpo anti-ALK-
1 da divulgacdo de uma biblioteca de apresentacdo de
imunoglobulina recombinante, 0s adcidos nucleicos que
codificam o anticorpo selecionado podem ser recuperados da
“pacote de apresentacdo” (por exemplo, a partir do genoma
fago) e subclonados em outros vetores de expressdo por
técnicas de ADN recombinantes padrdo. Se desejado, o &acido
nucleico pode ainda ser manipulado para criar outras formas
de anticorpo da divulgacdo, como serad descrito a seguir.
Para expressar um anticorpo humano recombinante isolado
pelo rastreio de uma biblioteca combinatdéria, o ADN que
codifica o anticorpo ¢ clonado num vetor de expressio
recombinante e introduzido numa célula hospedeira de
mamifero, conforme descrito acima.
Anticorpos Desimunizados

Num outro aspeto da divulgacdo, o anticorpo pode ser
desimunizado para reduzir a sua imunogenicidade usando as
técnicas descritas nas, por exemplo, Publicac¢cdes PCT N° WO
98/52916 e WO 00/34317.

Anticorpos Mutados
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Numa outra instédncia, as moléculas de &acido nucleico,
vetores e células hospedeiras podem ser utilizadas para
produzir anticorpos anti-ALK-1 mutados. Os anticorpos podem
ser transformados nos dominios variaveis das cadeias
pesadas e/ou leves, por exemplo, para alterar uma
propriedade de ligacdo do anticorpo. Por exemplo, uma
mutacdo pode ser feita numa ou mais das regides de CDR para
aumentar ou diminuir a Kp do anticorpo com relacdo a ALK-1,
para aumento ou diminuir a kqrr, OU alterar a especificidade
de ligacdo do anticorpo. As técnicas na mutagénese
direcionada ao local sdo bem conhecidas na técnica. Veja-
se, por exemplo, Sambrook et al e Ausubel et al, supra. Em
outra instédncia, uma ou mais mutacdes sdo feitas num
residuo de aminodcido que é conhecido por ser alterado, em
comparacdo com a linha germinal no anticorpo monoclonal
1.11.1; 1.12.1; 1.12.1 (rWT); 1.12.1 (M29I/D19%A); 1.12.1
(M291); 1.12.1 (D19A),; 1.13.1; 1.14.1; 1.151.1; 1.162.1;
1.183.1; 1.27.1; 1.29.1; 1.31.1; 1.8.1; 1.9.1; 4.10.1;
4.24.1; 4.38.1; 4.58.1; 4.62.1; 4.68.1; 4.72.1; 5.13.1;
5.34.1; 5.53.1; 5.56.1; 5.57.1 ou 5.59.1. As mutacdes podem
ser feitas numa regido de CDR ou regido framework de um
dominio wvariédvel, ou num dominio constante. Numa instdncia
preferida, as mutac¢des sdo feitas num dominio variédvel. Em
algumas instédncias, uma ou mais mutacdes sdo feitas num
residuo de aminodcido que é conhecido por ser alterado em
comparacdo com a linha germinal numa regido de CDR ou
regido framework de um dominio varidvel de uma sequéncia de
aminoacido SEQ ID NO: 2, 4,6, 8, 10, 12, 14, 1¢, 18, 20,
22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40, 42, 44, 40, 48, 50,
52, 54, 56, 58, 60, 62, 64, 66, 68, 70, 72, 74, 76, 78, 80,
82, 84, 86, 88, 90 92 ou 127, ou cuja sequéncia de &cido
nucleico é apresentada na SEQ ID NO: 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13,
15, 17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31, 33, 35, 37, 39, 41, 43,
45, 47, 49, 51, 53, 55, 57, 59, 61, 63, 65, 67, 69, 71, 173,
75, 77, 79, 81, 83, 85, 87, 89, 91, 95, 102 ou 126.
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Em outra insténcia, a regido framework é transformada
de modo que a(s) regido (6es) framework  resultantes
possui (em) a sequéncia de aminodcido do gene da linha
germinal correspondente. Uma mutacdo pode ser feita numa
regido framework ou dominio constante para aumentar a meia-
vida do anticorpo anti-ALK-1. Veja-se, por exemplo, a
Publicacdo PCT N° WO 00/09560. Uma mutacdo numa regido
framework ou dominio constante também pode ser feita para
alterar a imunogenicidade do anticorpo, para fornecer um
local para a ligacdo covalente ou ndo covalente numa outra
molécula, ou para alterar tais propriedades como fixacdo
complementar, ligacdo de FcR e citotoxicidade mediada pela
célula dependente de anticorpo (ADCC). De acordo com a
divulgacdo, um Unico anticorpo pode ter mutacdes em
qualguer um ou mais dos CDRs ou regides framework do
dominio varidvel ou no dominio constante.

Em algumas insténcias, existem de 1 a 13, incluindo
qualquer nUmero no intervalo, as mutacdes de aminoacido nos
dominios Vg ou Vi do anticorpo anti-ALK-1 mutado em
comparacdo com o anticorpo anti-ALK-1 antes da mutacdo. Em
qualquer um do acima, as mutacdes podem ocorrer numa ou
mais regides de CDR. Além disso, qualgquer uma das mutacdes
podem ser substituicdes de aminoédcido conservadoras. Em
algumas insténcias, n&do hé& mais do que 5, 4, 3, 2, ou 1
mudanca de aminodcido nos dominios constante.

Anticorpos Modificados

Em outra insténcia, um anticorpo de fusédo ou
imunocadesina podem ser produzidos o que compreende todo ou
uma parte de um anticorpo anti-ALK-1 da divulgacédo ligada a
outro polipéptido. Numa instédncia preferida, apenas os
dominios variaveis do anticorpo anti-ALK-1 sdo ligados ao
polipéptido. Numa outra insténcia preferida, o dominio Vg
de um anticorpo anti-ALK-1 ¢é ligado a um ©primeiro
polipéptido, enquanto o dominio V1 de um anticorpo anti-

ALK-1 é ligada a um segundo polipéptido que se associa com
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0 primeiro polipéptido de uma maneira tal que os dominios
Vg e V1 podem interagir um com o outro para formar um local
de ligacdo a antigénio. Em outra instéancia preferida, o
dominio Vi é separado do dominio V; por um articulador tal
que os dominios Vg e V; podem interagir um com o outro
(veja-se a seguir sob Anticorpos de Cadeia Unica). O
anticorpo Vh-ligante-Vy é depois ligado ao polipéptido de
interesse. Além disso, o0s anticorpos de fusdo podem ser
criados em que dois (ou mais) anticorpos de cadeia Unica
sdo ligados um ao outro. Isto é Util se alguém quiser criar
um anticorpo divalente ou polivalente numa cadeia de
polipéptido unica, ou se alguém quiser criar um anticorpo
biespecifico.

Para criar um anticorpo de cadeia unica, (scFv), os
fragmentos de  ADN codificadores de Vy e Vr, sédo
operativamente ligados a outro fragmento que codifica um
articulador flexivel, por exemplo, que codifica a sequéncia
de aminoé&dcidos (Glys-Ser)s;, tal que as sequéncias de Vg e Vi
podem ser expressas como uma proteina de cadeia Unica
contigua, com os dominios V, e Vy unidos pelo articulador
flexivel. Veja-se, por exemplo, Bird et al., Science
242:423 426 (1988); Hustori et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 85:5879 5883 (1988); McCafferty et al., Nature 348:552
554 (1990). Os anticorpos de cadeia Unica podem ser
monovalentes, se apenas um Vg e Vy isolados for utilizado,
bivalente, se dois Vu e Vi forem utilizados, ou
polivalente, se mais do que dois Vg e V; forem utilizados.
Os anticorpos Dbiespecificos ou polivalentes podem ser
gerados o0s quais se ligam especificamente a ALK-1 e a uma
outra molécula.

Em outras instancias, outros anticorpos modificados
podem ser preparados utilizando anticorpo anti-ALK-1 que
codifica as moléculas de 4acido nucleico. Por exemplo,
"Kappa bodies" (III et al., Protein Eng. 10: 949-57
(1997)), "Minibodies"™ (Martin et al., EMBO J. 13: 5303-9
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(1994)), "Diabodies " (Holliger et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 90: 06444-6448 (1993)), ou "Janusins" (Traunecker
et al., EMBO J. 10:3655-3659 (1991) e Traunecker et al.,
Int. J. Cancer (Supl.) 7:51-52 (1992)) podem ser preparados
usando técnicas biomoleculares padréao seguindo 0s
ensinamentos da memdéria descritiva.

Os anticorpos biespecificos ou fragmentos de ligacdo a
antigénio podem ser produzidos por uma variedade de métodos
incluindo a fusdo de hibridomas ou ligacdo de fragmentos
Fab'. Veja-se, por exemplo, Songsivilal & Lachmann, Clin.
Exp. Immunol. 79: 315-321 (1990), Kostelny et al., J.
Immunol. 148:1547-1553 (1992). Além disso, os anticorpos
biespecificos podem ser formados como "diacorpos"™ ou
"Janusins". Em algumas instédncias, o anticorpo biespecifico
se liga a dois epitopos diferentes da ALK-1. Em algumas
instédncias, o anticorpo biespecifico possui uma primeira
cadeia pesada e uma primeira cadeia leve de anticorpo
monoclonal 1.11.1; 1.12.1; 1.12.1 (rwWT) ; 1.12.1
(M291/D19A); 1.12.1 (M29I); 1.12.1 (D19A); 1.13.1; 1.14.1;
1.151.1; 1.162.1; 4,10. 1; 4.24.1; 4.38.1; 4.58.1; 4.62.1;
4.68.1; 4.72.1; 5.13.1; 5.34.1; 5.53.1; 5.56.1; 5.57.1 ou
5.59.1 e uma cadeia pesada e cadeia leve de anticorpo
adicional. Em algumas instédncias, a cadeia leve e cadeia
pesada adicionais também sdo de um dos anticorpos
monoclonais identificados acima, mas sdo diferentes das
primeiras cadeias pesadas e leves.

Em algumas instadncias, os anticorpos modificados acima
descritos sdo preparados usando um ou mais dos dominios
variadveis ou regides de CDR de um anticorpo monoclonal
anti-ALK-1 humano proporcionado no presente documento.
Anticorpos Derivatizados e Marcados

Um anticorpo anti-ALK-1 ou porgcdo de 1ligacdo a
antigénio da divulgacdo pode ser derivatizado ou vinculado
a outra molécula (por exemplo, um outro péptido ou

proteina). Em geral, os anticorpos ou porcdo do mesmo s&o
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derivatizados tais que a ligacdo de ALK-1 ndo é afetada
adversamente pela derivatizacéao ou marcacéo.
Consequentemente, o0s anticorpos e porcdes de anticorpo da
divulgagédo destinam-se a incluir as formas tanto intactas
quanto modificadas dos anticorpos anti ALK-1 humanos
descritos no presente documento. Por exemplo, um anticorpo
ou porcéao de anticorpo da divulgacéo pode ser
funcionalmente 1ligado (pelo acoplamento gquimico, fusé&o
genética, associacdo ndo covalente ou de outra maneira) a
uma ou mals outras entidades moleculares, tals como um
outro anticorpo (por exemplo, um anticorpo biespecifico ou
um diacorpo), um agente de detecdo, um agente farmacéutico,
e/ou uma proteina ou péptido que pode mediar a associacdo
do anticorpo ou porcdo de anticorpo com outra molécula (tal
como uma regido de nlUcleo de estreptavidina ou cauda de
polihistidina).

Um tipo de anticorpo derivatizado ¢é produzido pela
reticulacdo de dois ou mais anticorpos (do mesmo tipo ou de
tipos diferentes, por exemplo, para criar anticorpos
biespecificos). 0Os reticuladores adequados incluem aqueles
que sdo heterobifuncionais, tendo dois grupos distintamente

reativos separados por um espacador adequado (por exemplo,

éster maleimidobenzoil-N-hidroxissuccinimida) ou
homobifuncionais (por exemplo, suberato de
dissuccinimidilo). Tais ligantes estdo disponiveis da

Pierce Chemical Company, Rockford, IT.

Outro tipo de anticorpo derivatizado é um anticorpo
marcado. Os agentes de detecdo Uteis com os quais um
anticorpo ou porc¢do de ligacdo a antigénio da divulgacéo
pode ser derivatizado incluem compostos fluorescentes,
incluindo fluoresceina, isotiocianato de fluoresceina,
rodamina, cloreto de 5-dimetilamina-l-naftalenossulfonilo,
ficoeritrina, lantanideos fosforoso e similares. Um
anticorpo também pode ser marcado com enzimas que sdo Uteis

para a detecdo, tais como peroxidase de rébano-silvestre,
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R-galactosidase, luciferase, fosfatase alcalina, glicose
oxidase e sgimilares. Quando um anticorpo for marcado com
uma enzima detetével, ¢é detetado mediante a adicdo de
reagentes adicionais que a enzima usa para produzir um
produto de reacdo que pode ser diferenciado. Por exemplo,
quando o agente peroxidase de rédbano-silvestre estiver
presente, a adicéo de perdxido de hidrogénio e
diaminobenzidina leva a um produto de reacdo colorido, que
é detetédvel. Um anticorpo também pode ser marcado com
biotina, e detetado através da medicdo indireta da ligacéo
de avidina ou estreptavidina. Um anticorpo também pode ser
marcado com um epitopo de polipéptido predeterminado por um
repdérter secunddrio (por exemplo, sequéncias de par de
zipper de leucina, locais de ligacdo para anticorpos
secundarios, dominios de ligacdo de metal, marcadores de
epitopo). Em algumas insténcias, os marcadores sdo ligadas
por subdivisdes de espacador de varios comprimentos para
reduzir impedimento estérico potencial.

Um anticorpo anti-ALK-1 também pode ser derivatizado
com um grupo quimico tal como polietileno glicol (PEG), um
grupo metilo ou etilo, ou um grupo de hidrato de carbono.
Estes grupos sdo uUteis para melhorar as caracteristicas
bioldégicas do anticorpo, por exemplo, para aumentar a meia-
vida no soro.

Composig¢des Farmacéuticas e Administracio

Esta divulgacdo também se refere a uma composicédo
farmacéutica para o tratamento das condic¢des associadas com
a angiogénese aumentada indesejével num mamifero, incluindo
um ser humano, que compreende uma Jquantidade de um
anticorpo anti-ALK-1 ou porcdo do mesmo de ligacdo a
antigénio, conforme descrito no presente documento, que é
eficaz no tratamento de tais condigdes, e um veiculo
farmaceuticamente aceitéavel.

Os anticorpos e porcdes de ligacdo a antigénio da

presente divulgacdo podem ser incorporados nas composicdes
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farmacéuticas adequadas para administracdo a um individuo.
Tipicamente, a composicdo farmacéutica compreende um
anticorpo ou porcdo de ligacdo a antigénio da divulgacédo e
um veiculo farmaceuticamente aceitédvel. Como é utilizado no
presente documento "veiculo farmaceuticamente aceitdvel"”
significa qualquer um e todos os solventes, meio de
disperséo, revestimentos, agentes antibacterianos e
antifingicos, agentes de retardo isotdnicos e de absorcio,
e similares que sdo fisiologicamente compativeis. Alguns
exemplos de veiculos farmaceuticamente aceitédveis sdo éagua,
salina, salina tamponada de fosfato, dextrose, glicerol,
etanol e similares, assim como suas combinacdes. Em muitos
casos, serd preferivel incluir agentes isotdnicos, por
exemplo, acucares, polidlcoois tais como manitol, sorbitol
ou cloreto de sdédio na composicdo. Exemplos adicionais de
substancias farmaceuticamente aceitaveis s&do agentes
molhantes ou quantidades menores de substéncias auxiliares,
tais como agentes molhantes ou emulsificantes, conservantes
ou tampdes, que reforcam a validade ou eficécia do
anticorpo.

As composicdes desta divulgacdo podem estar numa
variedade de formas, por exemplo, formas de dosagem
liquidas, semi-s6lidas e sdlidas, tais como solucbes
liquidas (por exemplo, solucgdes injetéaveis e infusiveis),
dispersdes ou suspensodes, comprimidos, pilulas, pds,
lipossomas e supositdérios. A forma preferida depende do
modo planejado de administracdo e aplicacédo terapéutica. As
composicbes preferidas tipicas estdo na forma de solugdes
injetaveis ou infusiveis, tais como composicdes semelhantes
aquelas utilizadas para a imunizacdo passiva dos seres
humanos. O modo preferido de administracdo é parentérico
(por exemplo, intravenosa, subcuténea, intraperitoneal,
intramuscular). Numa instédncia preferida, o anticorpo é
administrado por infusdo intravenosa ou injecdo. Em outra

instédncia preferida, o anticorpo é administrado por injecédo
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intramuscular ou subcutdnea. As formulacdes injetéveis
podem ser apresentadas na forma de dosagem unitéria, por
exemplo, em ampolas ou em recipientes de multiplas doses,
com ou sem um conservante adicionado. As composicgdes podem
assumir tais formas como suspensdes, solucdes ou emulsbes
em veiculos oleosos ou aquosos, e podem conter agentes
formuladores tais como agentes de suspensédo, estabilizantes
e/ou dispersantes. Alternativamente, o ingrediente ativo
pode estar na forma de pd para constituicdo com um veiculo
adequado, por exemplo, &agua livre de pirogénio estéril,
antes da sua utilizacéo.

As composicdes terapéuticas tipicamente devem ser
estéreis e estédveilis sob as condicgcbes de fabricacdo e
armazenagem. A composicdo pode ser formulada como uma
solucdo, microemulsédo, disperséo, lipossoma, ou outra
estrutura ordenada adequada para concentracdo elevada de
medicamento. As solucdes estéreis injetédveis podem ser
preparadas mediante a incorporacdo do anticorpo anti-ALK-1
na guantidade requerida num solvente adequado com uma ou
uma combinacdo de ingredientes enumerados acima, se
requerido, seguidos pela esterilizacéo filtrada.
Geralmente, as dispersdes sdo preparadas pela incorporacdo
do composto ativo num veiculo estéril que contém um meio de
dispersdo Dbésica e o0s outros ingredientes requeridos
daqueles enumerados acima. No caso de pds estéreis para a
preparacdo das solugbes 1injetédveis estéreis, os métodos
preferidos de preparacgdo sdo secagem a VACUO € secagem por
congelamento que produz um pd do ingrediente ativo a-
crescido de qualgquer ingrediente desejado de uma solucéo
anteriormente filtrada estéril deste. A prépria fluidez de
uma solucdo pode ser mantida, por exemplo, mediante a
utilizacdo de um revestimento tal como a lecitina, pela
manutencdo do tamanho de particula requerido no caso de
dispersdo e pela utilizacdo de tensiocativos. A absorcéao

prolongada de composicdes injetédveis pode ser realizada
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mediante a inclusdo na composicdo de um agente que atrasa a
absorcédo, por exemplo, salis de monoestearato e gelatina.

Os anticorpos ou porcdes de anticorpo da presente
divulgagédo podem ser administrados por uma variedade de
métodos conhecidos na técnica, embora para muitas
aplicacdes terapéuticas, a via/modo preferida de
administracdo ¢ subcuténea, intramuscular ou 1nfuséo
intravenosa. Como serd observado pelo artifice versado, a
via e/ou modo de administracdo irad variar dependendo dos
resultados desejados.

Em certas insténcias, as composicdes de anticorpo da
presente divulgacdo podem ser preparadas com um veiculo que
protegerd o anticorpo contra a liberagdo réapida, tal como
uma formulacéo de liberacéo controlada, incluindo
implantes, emplastros transdérmicos, e sistemas de
liberacdo microencapsulados. O0Os polimeros biocompativeis
biodegradaveis podem ser utilizados, tais como acetato de
etileno vinilo, polianidridos, acido poliglicélico,
colagénio, poliortoésteres, e 4&cido poliléctico. Muitos
métodos para a preparacdo de tais formulacdes sdo
geralmente conhecidos dos peritos na especialidade. Veja-
se, por exemplo, Sustained and Controlled Release Drug
Delivery Systems J. R. Robinson, ed., Marcel Dekker, Inc.,
Nova Iorque, 1978.

Os compostos ativos adicionais também podem ser
incorporados nas composi¢des. Em certas instancias, um
anticorpo anti-ALK-1 inibidor da divulgacdo é co-formulado
com e/ou coadministrado com um ou mais agentes terapéuticos
adicionais. Estes agentes incluem, sem limitacéo, 0s
anticorpos que se ligam a outros alvos, agentes
antitumorais, agentes anti-angiogéneses, inibidores da
transducédo de sinal, agentes antiproliferativos, agentes
quimioterédpicos, ou andlogos de péptido que inibem a anti-
ALK-1. Tais terapéuticas de combinacdo podem exigir

dosagens mais baixas do anticorpo anti-ALK-1 inibidor assim
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como o0s agentes coadministrados, evitando assim possiveis
efeitos toéxicos ou complicacdes associadas com as varias
monoterapéuticas.

Como observado acima, as composicdes da presente
divulgacé&o opcionalmente podem ainda compreender um
antioxidante farmaceuticamente aceitdvel além de um agente
quelante. Os antioxidantes adequados incluem, mas n&o sé&o
limitados a eles, metionina, tiossulfato de soédio,
catalase, e platina.

Por exemplo, a composicdo pode conter metionina numa
concentracdo que varia de 1 mM a cerca de 100 mM, e em
particular, é cerca de 27 mM. Por exemplo, uma formulacéio
aquosa pode ser: 10 mg/ml de anticorpo anti-ALK-1, 20 mM de
histidina, pH 5,5, 84 mg/ml de diidratado de trealose, 0,2
mg/ml de Polisorbato 80, 0,05 mg/ml de EDTA dissdédico, 0,1
mg/ml de L-Metionina.

As composicgdes da divulgacdo podem incluir uma
"quantidade terapeuticamente eficaz" ou uma "quantidade
profilaticamente eficaz" de um anticorpo ou porgdo de
ligagcdo a antigénio da divulgacéo. Uma "quantidade
terapeuticamente eficaz" refere-se a uma quantidade
efetiva, em dosagens e por periodos de tempo necessérios,
para alcancar o resultado terapéutico desejado. Uma
quantidade terapeuticamente eficaz do anticorpo ou porcéo
de ligacdo a antigénio pode variar de acordo com fatores
tais como o estado doentio, idade, sexo e peso do
individuo, e a capacidade do anticorpo ou porcdo de
anticorpo em extrair uma resposta desejada no individuo.
Uma qguantidade terapeuticamente eficaz é também aquela em
que qguaisquer efeitos tdxicos ou prejudiciais do anticorpo
ou porcdo de ligacdo a antigénio sdo anulados pelos efeitos
terapeuticamente benéficos. Uma "quantidade
profilaticamente eficaz" refere-se a uma quantidade eficaz,
em dosagens e por periodos de tempo necessarios, para

alcancar o resultado profildtico desejado. Tipicamente,
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visto que uma dose profildtica é utilizada em individuos
antes de ou num estdgio mais precoce da doenca, a
quantidade profilaticamente eficaz pode ser menos do que a
quantidade terapeuticamente eficaz.

Os regimes de dosagem podem ser ajustados para
fornecer a melhor resposta desejada (por exemplo, uma
resposta terapéutica ou profildtica). Por exemplo, um Unico
bolo pode ser administrado, varias doses divididas podem
ser administradas ao longo do tempo ou a dose pode ser
proporcionalmente reduzida ou aumentada conforme indicado
pelas exigéncias da situacdo terapéutica. E especialmente
vantajoso formular as composicdes parentéricas na forma
unitédria de dosagem para a facilidade de administracdo e
uniformidade de dosagem. A forma farmacéutica unitdria como
¢ utilizado no presente documento refere-se as unidades
fisicamente discretas, adequadas como dosagens unitéarias
para os individuos mamiferos serem tratados; cada unidade
contendo uma quantidade predeterminada de composto ativo
calculado para produzir o efeito terapéutico desejado em
associacdo com o veiculo farmacéutico requerido. A
especificacdo para as formas farmacéuticas unitarias da
divulgacdo ¢ ditada pelas e diretamente dependente das
caracteristicas tUnicas do anticorpo anti-ALK-1 ou porc¢do do
mesmo e do efeito terapéutico ou profildtico particular a
ser alcancado, e (b) as limitacdes inerentes na técnica de
compor um tal anticorpo para o tratamento de sensibilidade
nos individuos.

Um intervalo nao limitativo exemplar para uma
quantidade terapéutica ou profilaticamente eficaz de um
anticorpo ou porcdo de anticorpo da divulgacdo é de 0,025 a
50 mg/kg, mais preferivelmente de 0,1 a 50 mg/kg, mais
preferivelmente de 0,1 a 25, 0,1 a 10 ou 0,1 a 3 mg/kg. Em
algumas 1instédncias, uma formulacdo contém 5 mg/ml de
anticorpo num tampdo de 20 mM de citrato de sdédio, pH 5,5,
140 mM de NaCl, e 0,2 mg/ml de polisorbato 80. Deve ser
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observado que os valores de dosagem podem variar com o tipo
e gravidade da condicdo a ser atenuada. Deve ser ainda
compreendido que para gqualgquer individuo particular, os
regimes de dosagem especificos devem ser ajustados ao longo
do tempo de acordo com a necessidade individual e o
julgamento profissional da pessoa gque administra ou
supervisiona a administracdo das composicdes, e gue 08
intervalos de dosagem apresentados no presente documento
sdo exemplares apenas e ndo sdo destinados a limitar o
ambito ou préatica da composicdo reivindicada.

Um outro aspeto da presente divulgacdo presente
divulgacdo proporciona kits que compreendem um anticorpo
anti-ALK-1 ou porcgdo de ligacdo a antigénio da divulgacédo
ou uma composig¢do que compreende um tal anticorpo ou
porgcdo. Um kit pode incluir, além do anticorpo ou
composicdo, agentes de diagndéstico ou terapéuticos. Um kit
pode também incluir instrucdes para utilizacdo num método
de diagndéstico ou terapéutico. Numa insténcia preferida, o
kit inclui o anticorpo ou uma composicdo que compreende-o e
um agente de diagndéstico que pode ser usado num método
descrito a seguir. Em outra insténcia preferida, o kit
inclui o anticorpo ou uma composicdo que o compreende e um
ou mais agentes terapéuticos gue podem ser usados num
método descrito a seguir.

Métodos Diagndsticos de Utilizacédo

Os anticorpos anti-ALK-1 ou porgdes de ligacgdo a
antigénio dos mesmos podem ser utilizados nos métodos de
diagnéstico para detetar ALK-1 numa amostra bioldgica in
vitro e 1in vivo. Por exemplo, o0s anticorpos anti-ALK-1
podem ser usados num imunoensaio convencional, incluindo,
sem limitacdo, um ELISA, um RI1A, citometria de fluxo,
imunoistoquimica do tecido, Western Blot ou
imunoprecipitacdo. 0Os anticorpos anti-ALK-1 da divulgacéo
podem ser usados para detetar ALK-1 de seres humanos. Os

anticorpos anti-ALK-1 também podem ser usados para detetar
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ALK-1 de outros primatas, por exemplo, macacos cinomolgos.
A divulgacdo proporciona um método para detecdo de
ALK-1 numa amostra bioldgica que compreende o contacto da
amostra bioldgica com um anticorpo anti-ALK-1 da divulgacéo
e detecdo do anticorpo ligado. Numa insténcia, o anticorpo
anti-ALK-1 é diretamente marcado com  uma etiqueta
detetédvel. Em outra insténcia, o anticorpo anti-ALK-1 (o
primeiro anticorpo) é nédo marcado e um segundo anticorpo ou
outra molécula que possa se ligar ao anticorpo anti-ALK-1 é
marcado. Como ¢ bem conhecido de uma pessoa de habilidade
na técnica, um segundo anticorpo é escolhido o qual é capaz
de especificamente se ligar nas espécies e classes
particulares do primeiro anticorpo. Por exemplo, Se ©
anticorpo anti-ALK-1 for uma IgG humano, entdo o anticorpo
secundario pode ser uma IgG anti-humano. Outras moléculas
que podem se ligar aos anticorpos incluem, sem limitacgéo,
Proteina A e Proteina G, ambas das gquais sdo disponiveis
comercialmente, por exemplo, da Pierce Chemical Co.
Marcadores adegquados para o anticorpo-ou anticorpo
secunddrio foram debatidos anteriormente, e incluem varias
enzimas, grupos protéticos, materiais fluorescentes,
materiais luminescentes e materiais radioativos. Exemplos
de enzimas adequadas incluem ©peroxidase de rabano-
silvestre, fosfatase alcalina, R-galactosidase, ou
acetilcolinaesterase; exemplos de complexos de grupo
protético adequados incluem estreptavidina/biotina e
avidina/biotina; exemplos de materiais fluorescentes
adequados incluem umbeliferona, fluoresceina, isotiocianato
de fluoresceina, rodamina, diclorotriazinilamina
fluoresceina, cloreto de dansilo ou ficoeritrina; um
exemplo de um material luminescente inclui luminol; e
12SI l3lI

exemplos de material radioativo adequado incluem

%3 ou °H.

4 14

Em outras instadncias, a ALK-1 pode ser analisada numa

amostra bioldégica por um imunoensaio de concorréncia
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utilizando padrdes de ALK-1 marcados com uma substdncia
detetdvel e um anticorpo anti-ALK-1 ndo marcado. Neste
ensaio, a amostra bioldgica, os padrdes de ALK-1 marcados e
0 anticorpo anti-ALK-1 sdo combinados e a quantidade de
padrdo de ALK-1 marcado ligada ao anticorpo ndo marcado &
determinada. A quantidade de ALK-1 na amostra bioldbgica é
inversamente proporcional a gquantidade de padrdo de ALK-1
marcado ligado ao anticorpo anti-ALK-1.

Pode-se wusar os imunoensaios divulgados acima para
vdrios propdsitos. Por exemplo, o0s anticorpos anti-ALK-1
podem ser utilizados para detetar ALK-1 nas células
cultivadas. Numa instédncia preferida, os anticorpos anti-
ALK-1 s&do utilizados para determinar a quantidade de ALK-1
produzida por células que foram tratadas com diversos
compostos. Este método pode ser utilizado para identificar
compostos que modulam os niveis de proteina ALK-1. De
acordo com este método, uma amostra de células é tratada
com um composto de teste por um periodo de tempo enquanto
uma outra amostra ¢é deixada sem tratamento. Se o nivel
total de ALK-1 tiver que ser medido, as células séo
submetidas a lise e o nivel de ALK-1 total é medido através
de um dos imunoensaios descritos acima. O nivel total de
ALK-1 nas células tratadas versus ndo tratadas é comparado
para determinar o efeito do composto de teste.

Um imunoensaio preferido para medir os niveis de ALK-1
totais é a citometria de fluxo ou imunoistoquimica. Métodos
tais como ELISA, RIA, citometria de fluxo, Western Blot,
imunoistoquimica, marcacdo da superficie celular das
proteinas d&d membrana integrais e imunoprecipitacdo s&do bem
conhecidos na técnica. Veja-se, por exemplo, Harlow e Lane,
supra. Além disso, o0s imunoensaios podem ser graduados para
cima para o rastreio de producdo elevada de modo a testar
um grande numero de compostos para ativacdo ou inibicdo da
expressdo de ALK-1.

Os anticorpos anti-ALK-1 da divulgacdo também podem
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ser usados para determinar os niveis de ALK-1 num tecido ou
em células derivadas do tecido. Em algumas insténcias, o
tecido é um tecido doente. Em algumas instédncias do método,
um tecido ou uma bidpsia deste é extirpado de um paciente.
O tecido ou bidpsia €& depois usado num imunoensaio para
determinar, por exemplo, o0s niveis de ALK-1 totais ou
localizacdo de ALK-1 pelos métodos debatidos acima.

Os anticorpos da presente divulgacéao presente
divulgacdo também podem ser usados in vivo para identificar
0s tecidos e 6rgdos gue expressam ALK-1. Uma vantagem de
utilizar os anticorpos anti-ALK-1 humanos da presente
divulgacédo presente divulgacdo é que eles podem ser usados
com sSeguranca 1in vivo sem obter uma resposta imune
substancial para o anticorpo apds a administracdo, ao
contrdrio dos anticorpos de origem ndo humana ou com
anticorpos humanizados ou quiméricos.

0O método compreende as etapas de administracdo de um
anticorpo anti-ALK-1 detetavelmente marcado ou uma
composicdo que o compreende a um paciente com necessidade
de um tal teste de diagndstico e submetendo o paciente a
anadlise de imagem para determinar a localizacdo dos tecidos
que expressam a ALK-1. A andlise da formacdo de imagem é
bem conhecida na técnica médica, e inclui, sem limitacéo,
andlise de raio-x, formacdo de imagem por ressondncia
magnética (MRI) ou tomografia computadorizada (CT). O
anticorpo pode ser marcado com qualgquer agente adequado
para a formacdo de imagem in vivo, por exemplo, um agente
de contraste, tal como o bario, gue pode ser utilizado para
andlise de raio-x, ou um agente de contraste magnético, tal
como um guelato gadolinio, que pode ser usado para a MRI ou
CT. Outros agentes de marcacdo incluem, sem limitacédo,
radioisdtopos, tais como ’T’c. Em outra instéancia, o
anticorpo anti-ALK-1 serd& ndo marcado e serd digitalizado
pela administracdo de um segundo anticorpo ou outra

molécula que seja detetdvel e gue possa se ligar ao
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anticorpo anti-ALK-1. Numa instadncia, uma bidpsia é obtido
do paciente para determinar se o tecido de interesse
expressa ALK-1.

Métodos Terapéuticos de Utilizacgédo

Em outra insténcia, a divulgacdo proporciona um método
para inibir a atividade de ALK-1 mediante a administracéo
de um anticorpo anti-ALK-1 a ura paciente em necessidade do
mesmo. Qualquer um dos anticorpos ou porcgdes de ligacdo a
antigénio dos mesmos descritos no presente documento pode
ser utilizado terapeuticamente. Numa insténcia preferida, o
anticorpo anti-ALK-1 & um anticorpo gquimérico ou humanizado
de ser humano. Em outra insténcia preferida, o anticorpo
anti-ALK-1 ¢ anticorpo humano, e o paciente & um paciente
humano. Alternativamente, o paciente pode ser um mamifero
que exprime ALK-1 em que o anticorpo anti-ALK-1 inter-reage
com ele. O anticorpo pode ser administrado a um mamifero
ndo-humano gque expressa a ALK-1 com o qual o anticorpo
inter-reage (por exemplo, um macaco cinamolgo) para fins
veterindrios ou como um modelo animal de doencas humanas.
Tais modelos animais podem ser Uteis para a avaliacdo da
eficdcia terapéutica de anticorpos desta divulgacéo.

Numa outra instédncia, um anticorpo anti-ALK-1 ou
porcdo do mesmo de anticorpo pode ser administrado a um
paciente que expressa indevidamente niveis elevados de ALK-
1. O anticorpo pode ser administrado uma vez, mas mais
preferivelmente ¢ administrado varias vezes. O anticorpo
pode ser administrado a partir de trés vezes ao dia a uma
vez a cada seis meses ou mais. A administracdo pode ser num
plano tal como trés vezes ao dia, duas vezes ao dia, uma
vez ao dia, uma vez a cada dois dias, uma vez a cada trés
dias, uma vez por semana, uma vez a cada duas semanas, uma
vez a cada més, uma vez a cada dols meses, uma vez a cada
trés meses e uma vez a cada seis meses. O anticorpo também
pode ser administrado continuamente através de uma

minibomba. O anticorpo pode ser administrado através de uma
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via mucosa, Dbucal, intranasal, inaléavel, intravenosa,
subcutédnea, intramuscular, parentérica, ou intratumoral. O
anticorpo pode ser administrado uma vez, pelo menos duas
vezes ou durante pelo menos o periodo de tempo até que a
condicdo esteja tratada, mitigada ou curada. O anticorpo
geralmente serd administrado durante tanto tempo quanto a
condicdo estiver presente. O anticorpo serd geralmente
administrado como parte de uma composicdo farmacéutica
conforme descrito supra. A dosagem de anticorpo geralmente
serd no intervalo de 0,1 a 100 mg/kg, mais preferivelmente
de 0,5 a 50 mg/kg, mais preferivelmente de 1 a 20 mg/kg, e
ainda mais preferivelmente de 1 a 10 mg/kg. A concentracdo
de soro do anticorpo pode ser medida por qualquer método
conhecido na técnica.

Numa insténcia, o0 anticorpo ¢é administrado numa
formulacdo como uma solucdo aquosa estéril que tem um pH
que varia de cerca de 5,0 a cerca de 6,5 e gque compreende
de cerca de 1 mg/ml a cerca de 200 mg/ml de anticorpos, de
cerca de 1 a cerca de 100 milimolares de tampdo de
histidina, de cerca de 0,01 mg/ml a cerca de 10 mg/ml de
polisorbato 80, de cerca de 100 milimolar a cerca de 400
milimolar de trealose, e de cerca de 0,01 milimolar a cerca
de 1,0 milimolar de dihidrato de EDTA dissdédico.

Além disso, é contemplado pela presente divulgacdo que
qualquer uma das composicdes agqui pode ser administrada a
um paciente suscetivel ou sofrendo de uma condigéo
associada com o aumento da angiogénese ("uma condicéo
angiogénica").

Exemplos de condig¢des angiogénicas que podem ser
tratadas/prevenidas pelas composicdes/métodos da presente
divulgacdo incluem, mas ndo sdo limitados a eles, cancro
(tanto sd6lido quanto hematoldgico), degeneracdo macular
relacionada a idade (AMC), anomalias de desenvolvimento
(organogénese), cegueira diabética, endometriose,

neovascularizacdo ocular, psoriase, artrite reumatoide (RA)
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e descoloracgdes da pele (por exemplo, hemangioma, nevo
fldmeo ou nevo simples).

Por exemplo, a presente divulgacdo refere-se aos
métodos para o tratamento ou prevencdo das condicdes
associadas com a neovascularizacdo ocular utilizando
qualquer uma das composicdes/métodos aqui contidas. As
condicdes associadas com a neovascularizacéo ocular
incluem, mas ndo estdo limitadas a elas, retinopatia
diabética, degeneracdo macular relacionada com a idade
("ARMD"), glaucoma rubedtica, queratite intersticial,
retinopatia da prematuridade, retinopatia isquémica (por
exemplo, célula falciforme), miopia patoldégica,
histoplasmose ocular, pterigia, coroidopatia interna

puniciada, e similares. Tratamento do Crescimento Celular

Anormal

Esta divulgacdo também se refere a um método para o
tratamento de crescimento celular anormal num mamifero,
incluindo um ser humano, que compreende a administracdo a
dito mamifero uma quantidade terapeuticamente eficaz de um
anticorpo anti-ALK-1 ou porcgdo de ligacdo a antigénio do
mesmo, conforme descrito no presente documento, que é
eficaz no tratamento do crescimento celular anormal.

Numa instédncia deste método, o crescimento celular
anormal ¢é cancro, incluindo, mas ndo limitado a eles,
mesotelioma, hepatobiliar (ducto hepdtico e biliar), um
tumor do CNS primario ou secundario, um tumor cerebral
primario ou secundario, cancro do pulmido (NSCLC e SCLC),
cancro dos 08s0s, cancro pancreatico, cancro da pele,
cancro da cabeca ou pescoc¢o, melanoma cutdneo ou ocular,
cancro do ovario, cancro do cdlon, cancro rectal, cancro da
regiédo anal, cancro do estdémago, gastrointestinal
(estdbmago, colorretal e duodenal), cancro da mama, cancro
do tUtero, carcinoma das trompas de Faldpio, carcinoma do
endométrio, carcinoma do colo do Utero, carcinoma da

vagina, carcinoma da vulva, Doenca de Hodgkin, cancro do
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esdfago, cancro do intestino delgado, cancro do sistema
enddédcrino, cancro da tiroide, cancro da gléandula
paratiroide, cancro da glandula adrenal, sarcoma do tecido
macio, cancro da uretra, cancro do pénis, cancro da
préstata, cancro testicular, leucemia aguda ou crénica,
leucemia mieloide crénica, linfomas linfociticos, cancro da
bexiga, o cancro do rim ou ureter, carcinoma de células
renais, carcinoma da pélvis renal, neoplasias do sistema
nervoso central (CNS), linfoma primédrio CNS, linfoma de né&o
Hodgkin, tumores do eixo espinhal, glioma do tronco
cerebral, adenoma pituitédrio, cancro adrenocortical, cancro
da vesicula biliar, mieloma multiplo, colangiocarcinoma,
fibrossarcoma, neuroblastoma, retinoblastoma, ou uma
combinacdo de um ou mais dos cancros precedentes.

Numa insténcia ©preferida da presente divulgacédo
presente divulgagdo o cancro é selecionado do cancro de
pulmdo (NSCLC e SCLC), cancro da cabeca ou pescoco, cancro
do ovario, cancro do cdbdélon, cancro rectal, cancro da regiédo
anal, cancro do estdémago, cancro da mama, cancro do rim ou
ureter, carcinoma das células renais, carcinoma da pélvis
renal, neoplasias do sistema nervoso central (CNS), linfoma
primdrio do CNS, linfoma de n&o Hodgkin, tumores do eixo
espinhal, ou uma combinacdo de um ou mais dos cancros
precedentes.

Numa outra instédncia preferida da presente divulgacédo
presente divulgagdo o cancro é selecionado de cancro de
pulm&o (NSCLC e SCLC), cancro do ovario, cancro do cdélon,
cancro rectal, cancro da regido anal, ou uma combinacdo de
um ou mais dos cancros precedentes.

Em outra instédncia do dito método, o dito crescimento
celular anormal ¢é uma doenca proliferativa Dbenigna,
incluindo, mas ndo limitado a eles, psoriase, hipertrofia
benigna da prdéstata ou restinose.

Esta divulgacdo também se refere a um método para o

tratamento de crescimento celular anormal num mamifero que
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compreende a administragcdo a dito mamifero de uma
quantidade de um anticorpo anti-ALK-1 ou porcdo do mesmo de
ligagdo a antigénio, conforme descrito no presente
documento, que ¢é eficaz no tratamento dbé crescimento
celular anormal em combinacdo com um agente antitumoral
selecionado a partir do grupo consistindo em inibidores da
mitose, agentes algquilantes, antimetabolitos, antibidticos
de intercalacé&o, inibidores do fator de <crescimento,
inibidores do ciclo celular, enzimas, inibidores da
topoisomerase, modificadores da resposta biolébégica,
anticorpos, citotdéxicos, antihormonal e anti-androgénio.

A divulgacdo também se refere a uma composicgédo
farmacéutica para o tratamento do crescimento celular
anormal num mamifero, incluindo um ser humano, que
compreende uma quantidade de um anticorpo anti-ALK-1 ou
porcdo do mesmo de ligacdo a antigénio, conforme descrito
no presente documento, que ¢é eficaz no tratamento do
crescimento celular anormal em combinacdo com um veiculo
farmaceuticamente aceitéavel e um agente antitumoral
selecionado a partir do grupo consistindo em inibidores da
mitose, agentes alquilantes, anti-metabdlitos, antibidticos
de intercalacéao, inibidores do fator de <crescimento,
inibidores do <ciclo celular, enzimas, inibidores da
topoisomerase, modificadores da resposta bioldgica,
antihormonal e anti-androgénio.

A divulgacdo também se refere a um método para o
tratamento de um distUrbio hiperproliferativo num mamifero
que compreende a administracdo em dito mamifero de uma
quantidade terapeuticamente eficaz de um anticorpo anti-
ALK-1 ou porcdo do mesmo de ligacdo a antigénio, conforme
descrito no presente documento, em combinacdo com um agente
antitumoral selecionado a partir do grupo consistindo em
agentes antiproliferativos, inibidores da cinase,
inibidores da angiogénese, inibidores do fator de

crescimento, inibidores de cox-1, II inibidores de cox-11,
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inibidores da mitose, agentes alquilantes, antimetabolitos,
antibidéticos de intercalacéo, inibidores do fator de
crescimento, radiacéo, inibidores do ciclo celular,
enzimas, 1inibidores da topoisomerase, modificadores da
resposta bioldgica, anticorpos, citotdxicos, antihormonal,
estatinas e anti-androgénio.

Numa instdncia da presente divulgacdo o agente
antitumoral utilizado em conjunto com um anticorpo anti-
ALK-1 ou porgcdo do mesmo de ligacdo a antigénio, e
composicdes farmacéuticas descritas no presente documento,
¢ um agente anti-angiogénese, inibidor da mistura cinase ou
inibidor do fator de crescimento. Os inibidores da mistura
cinase preferidos incluem Sutent (Pfizer Inc., SU-11248),
descrito na Patente US N° 6.573.293 (Pfizer, Inc, NY, EUA).

Os agentes anti-angiogéneses incluem, mas ndo estédo
limitados a eles, o0s seguintes agentes, tais como inibidor
da EGF, inibidores da EGFR, inibidores do VEGF, inibidores
do VEGFR, inibidores de TIEZ, inibidores de IGFI1R,
inibidores da COX-II (ciclooxigenase 1II), inibidores de
MMP-2 (matriz-metaloproteinase 2) e inibidores de MMP-9
(matriz-metaloproteinase 9). Os inibidores do VEGF
preferidos incluem, por exemplo, Avastin (bevacizumab), um
anticorpo monoclonal anti-VEGEF da Genentech, Inc. of South
San Francisco, Califdérnia.

Os inibidores do VEGF adicionais incluem CP-547.632
(Pfizer Inc., NY, EUA), Axitinib (Pfizer Inc.; AG-013736),
72D-6474 (AstraZeneca), AEE788 (Novartis), AZD-2171), VEGF
Trap (Regeneron/Aventis), Vatalanib (também conhecido como
PTK-787, ZK-222584: Novartis & Schering AG), Macugen
(pegaptanib octassddio, NX-1838, EYE-001, Pfizer
Inc./Gilead/Eyetech), IM862 (Cytran Inc, of kirkland,
Washington, EUA); e angiozima, uma ribozima sintética da
Ribozyme (Boulder, Colorado) e Chiron (Emeryville,
Califdérnia) e combinacgdes dos mesmos. 0s inibidores do VEGFE

Uteis na préatica da presente divulgacdo sdo divulgados nas
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Patentes US N° 6.534.524 e 6.235.764, ambas das gquais sé&o
incorporadas na integra para todos os propdsitos. Os
inibidores do VEGF particularmente preferido incluem CP-
547632, AG 13736, Vatalanib, Macugen e combinacdes dos
mesmos.

Os inibidores do VEGF adicionais sdo descritos, por
exemplo, no documento WO 99/24440 (publicado em 20 de Maio
de 1999), documento WO 1999/062890 (publicado em 9 de
Dezembro de 1999), no documento WO 95/21613 (publicado em
17 de agosto de 1995), documento WO 99/61422 (publicado em
2 de Dezembro de 1999), Patente dos Estados Unidos
©.534.524 (divulga AG 13736), Patente dos Estados Unidos
5.834.504 (concedida em 10 de Novembro de 1998), documento
WO 98/50356 (publicado em 12 de Novembro de 1998), Patente
dos Estados Unidos 5.883.113 (concedida em 16 de marco de
1999), Patente dos Estados Unidos 5.886.020 (concedida em
23 de marco de 1999), Patente dos Estados Unidos 5.792.783
(concedida em 11 de Agosto de 1998), Patente US N°
©6.653.308 (concedida em 25 de Novembro de 2003), documento
WO 99/10349 (publicado em 4 de Marco de 1999), documento WO
97/32856 (publicado em 12 de Setembro de 1997), documento
WO 97/22596 (publicado em 26 de Junho de 1997), documento
WO 98/54093 (publicado em 3 de Dezembro de 1998), documento
WO 98/02438 (Publicado em 22 de Janeiro de 1998), documento
WO 99/16755 (publicado em 8 de Abril de 1999) e documento
WO 98/02437 (publicado em 22 de Janeiro de 1998).

Outros agentes antiproliferativos gque podem ser usados
com os anticorpos, ou suas porcdes de ligacdo a antigénio,
da presente divulgacdo incluem inibidores da enzima
farnesil ©proteina transferase e inibidores do recetor
tirosina cinases PDGFr, incluindo os compostos divulgados e
reivindicados nas seguintes Patentes dos Estados Unidos N°
6.080.769; 6.194.438; 6.258.824; 6.586.447; 6.071.935;
6.495.564; e 6.150.377.

Para os inibidores de PDGRr adicionais, veja-se o
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documento W001/40217, publicado em 7 de Julho de 2001 e
documento WO 2004/020431, publicado em 11 de Marco de 2004.
Os inibidores de PDGFr preferidos incluem CP-868,596 da
Pfizer e seus salis farmaceuticamente aceitédveis.

Os inibidores GARF preferidos incluem AG-2037 da
Pfizer (pelitrexol e seus sais farmaceuticamente
aceitdveis). Os inibidores GARF 1teis na préatica da
presente divulgacdo sdo divulgadas na Patente US N°
5.608.082.

Exemplos de inibidores da COX-II Uteis, gue podem ser
usados em conjunto com um anticorpo anti-ALK-1 ou porcgédo do
mesmo de ligacdo a antigénio, conforme descrito no presente
documento, e as composicdes farmacéuticas descritas no
presente documento incluem CELEBREX™ (celecoxib),
parecoxib, deracoxib, ABT-963, MK-663 (etoricoxib), C0OX-189
(lumiracoxib), BMS 347070, RS 57067, NS-398, Bextra
(valdecoxib), paracoxib, Vioxx (rofecoxib), SD-8381, 4-
metil-2-(3,4-Dimetilfenil) -1 -(4-sulfamoil-fenil)-1 H-
pirrol, 2-(4-Etoxifenil)-4-metil-1 - (4-sulfa-moilfenil)-1H-
pirrol, T-614, JTE-522, S-2474, SVT-2016, CT-3, SC-58125 e
Arcoxia (etoricoxib). Para os inibidores da COX-II
adicionais, veja-se Publicacbdes de Pedido de Patente US N°
2005-0148627 e 2005-0148777.

Numa 1instdncia preferida o agente antitumoral ¢é
celecoxib, veja-se Patente US N° 5.466.823. A estrutura
para Celecoxib é mostrada a seguir:

O\S'D
HZN’ \O C‘F3

celecaoxid

CAS No. 165§590-42-5
5,468,823

©-2779

$C-58635

. HyC

Numa instédncia preferida do agente antitumoral é
valecoxib, veja-se Patente US N° 5.633.272. A estrutura

para o valdecoxib é mostrada a seguir:
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HyN’

=N  valdecoxib
CAS Neo. 181695-72-7
5.633,272
C-2665
5C-65872

Numa instédncia preferida do agente antitumoral ¢é

parecoxib, veja-se Patente US N° 5.932.598. A estrutura

para paracoxib é mostrada a seguir:
mo\;’fo Hy
o p
N
parecoxib
CAS No, é98670784-7

5,932, 59
€-2931

Numa instédncia preferida do agente antitumoral é
deracoxib, veja-se Patente US N° 5.521.207. A estrutura

para deracoxib é mostrada a seguir:
o .

daracoxib
CAS No. 169550-41-4
5,521,207
¢-2779

Numa insténcia preferida do agente antitumoral é SD-
8381, veja-se Patente US N° 6.034.256. A estrutura para o
DS-8381 é mostrada a seguir:

Ccl
ONa

o F; s5D-8381
. 6,034,256
<l Ex. 175 .

Numa instancia preferida do agente antitumoral é ABT-
963, veja-se Publicacdo Internacional Numero WO 2002/24719.
A estrutura para ABT-963 & mostrada a seguir:

ABT-563
WO 00/24739
HyC0, '

Numa instédncia preferida do agente antitumoral ¢é

rofecoxib como mostrado a seguir:
o
Hye”

(o]
rofecoxib
CAS No. 162011-90-7 .

Numa insténcia preferida do agente antitumoral é MK-

0663 (etoricoxib), veja-se Publicacdo Internacional Numero
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WO 1998/03484.

A estrutura para o etoricoxib é mostrada a seguir:
o]

e

CH3

cl MK-663
atoricoxib
£a5 No. 202409-33-4
WO 98703484 .
SC-85218
CH3

Numa insténcia preferida do agente antitumoral é COX-
189 (lumiracoxib), veja-se Publicacdo Internacional Numero
WO 1999/11605.

A estrutura para o lumiracoxib é mostrada a seguir:

\Qﬁ
NE

F\Uu
COX-189

Luniracoxib
CAS No. 220981-20-8
Novartis

Wy 99/11605

Numa instadncia preferida do agente antitumoral é BMS-
347070, veja-se Patente dos Estados Unidos N° 6.180.651. A

estrutura de BMS-347070 é mostrada a seguir:

0,08,y

cl
(4]

=S 347070
CAS No, 19743B-48-5
6.180,652

Numa insténcia preferida do agente antitumoral é NS-
398 (CAS 123653-11-2). A estrutura para NS-398 (CAS 123653-
11-2) é mostrada a seguir:
0y [ j
HNE -

N5-2138
CAS No. 123633-11-2

Numa insténcia preferida do agente antitumoral é RS
57067 (CAS 17932-91-3). A estrutura para RS-57067 (CAS
17932-91-3) é mostrada a seguir:

N
oy
]

RS 57067 -
CAS e, 17932-31-3
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Numa instdncia preferida do agente antitumoral é de 4-
metil-2-(3,4-dimetilfenil)-1-(4-sulfamoil-fenil)-1H-pirrol.
A estrutura de 4-metil-2-(3,4-dimetilfenil)-1-(4-sulfamoil-

fenil)-1H-pirrol € mostrada a seguir:

CH,

fo,
Numa instadncia preferida do agente antitumoral é 2- (4-
Etoxifenil)-4-metil-1-(4-sulfamoilfenil)-1H-pirrol. A
estrutura para 2-(4-Etoxifenil)-4-metil-1 -(4-
sulfamoilfenil)-1 H-pirrol é mostrada a seguir:

CH,

7\
N
CoHg0

SONH,
Numa instédncia preferida do agente antitumoral ¢é

meloxicam. A estrutura de meloxicam é mostrada a seguir:

-

Melaxinam

>

Outros inibidores 1Gteis como agentes antitumorais

R

utilizados em conjunto com os anticorpos da presente
divulgacdo presente divulgacdo e composicdes farmacéuticas
descritas no presente documento incluem aspirina, e
medicamentos anti-inflamatdérios ndo esteroides (AINE), gue
inibem a enzima que produz prostaglandinas (ciclooxigenase
I e I1), resultando em niveis mais baixos de
prostaglandinas, incluem, mas ndo sdo limitados aos
seguintes, Salsalato (Amigesic), Diflunisal (Dolobid),
Ibuprofeno (Motrin), Cetoprofeno (Orudis), Nabumetona
(Relafen), Piroxicam (Feldene), Naproxen (Aleve, Naprosyn),
Diclofenac (Voltaren), Indometacina (Indocin), Sulindac
(Clinoril), Tolmetina (Tolectin), Etodolac (Lodine),

Ketorolac (Toradol), Oxaprozin (Daypro) e combinac¢des dos
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mesmos. Os inibidores da  COX-I preferidos incluem
ibuprofeno (Motrin), nuprina, naproxeno (Aleve),
indometacina (Indocin), nabumetona (Relafen) e combinacdes
dos mesmos.

Os agentes direcionados usados em conjunto com um
anticorpo anti-ALK-1 ou porcdo do mesmo de ligacdo a
antigénio, conforme descrito no presente documento, e
composicles farmacéuticas destes conforme descrito no
presente documento, incluem inibidores de EGFr tais como
Iressa (gefitinib, AstraZeneca), Tarceva (erlotinib ou 0OSI-
774, OSI Pharmaceuticals Inc.), Erbitux (cetuximab, Imclone
Pharmaceuticals, Inc.), EMD-7200 (Merck AG), ABX-EGF (Amgen
Inc. e Abgenix Inc.), HR3 (Governo cubano), anticorpos IgA
(University of Erlangen-Nuremberg), TP-38 (IVAX), proteina
de fusdo EGFR, vacina EGF, imunolipossomas anti-EGFr
(Hermes Biosciences Inc.) e combinacdes dos mesmos.

Os inibidores de EGFr preferidos incluem Iressa,
Erbitux, Tarceva e combinacdes dos mesmos.

A presente divulgacdo também tem a ver com agentes
antitumorais selecionados entre os inibidores do recetor de
mistura erb ou inibidores do recetor de ErbB2, tais como
Ccp-724.714 (Pfizer, Inc.), CI-1033 (canertinib, Pfizer,
Inc.), Herceptina (trastuzumab, Genentech 1Inc.), Omitarg
(204, pertuzumab, Genentech Inc.), TAK-165 (Takeda), GW-
572016 (lonafarnib, GlaxoSmithKline), GW-282974
(GlaxoSmithKline), EKB-569 (Wyeth), PKI-166 (Novartis),
dHER2 (HER2 Vaccine, Corixa e GlaxoSmithKline), APC8024
(HER2 Vaccine, Dendreon), anticorpo biespecifico anti-
HER2/neu (Decof Cancer Center), B7.her2.fgG3 (Agensys), AS
HER2 (Research Institute for Rad BRiology & Medicine),
anticorpos biespecificos bifuncionais (University of
Munich) e mAB AR-209 (Aronex Pharmaceuticals Inc) e mAB 2B-
1 (Chiron) e combinacdes dos mesmos. Os agentes
antitumorais seletivos erb preferidos incluem Herceptina,
TAK-165, CP-724714, ABX-EGF, HER3 e combinacdes dos mesmos.
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Os inibidores recetor da mistura erbb preferidos incluem
GW572016, C1-1033, EKB-569 e Omitarg e combinacdes dos
mesmos.

Os inibidores erbB2 adicionais incluem aqueles no
documento WO 98/02434 (publicado em 22 de Janeiro de 1998),
documento WO 99/35146 (publicado em 15 de Julho de 1999),
documento WO 99/35132 (publicado em 15 de Julho de 1999),
documento WO 98/02437 (publicado em 22 de Janeiro de 1998),
documento WO 97/13760 (publicado em 17 de Abril de 1997),
documento WO 95/19970 (publicado em 27 de Julho de 1995),
Patente dos Estados Unidos 5.587.458 (concedida em 24 de
Dezembro de 1996), e Patente dos Estados Unidos 5.877.305
(concedida em 2 de Marco de 1999), cada uma das quais é
aqui incorporada por referéncia na sua totalidade. Para
inibidores do recetor de ErbB2 adicionais Uteis na presente
divulgacéo, veja-se Patente dos Estados Unidos N°
6.465.449, 6.284.764, e Pedido Internacional N© WO
2001/98277.

Adicionalmente, outros agentes antitumorais podem ser
selecionados dos seguintes agentes, Sorafenib (Onyx
Pharmaceuticals Inc.; BAY-43-9006), Genasense (augmerosen,
Genta), Panitumumab (Abgenix/Amgen), Zevalin (Schering),
Bexxar (Corixa/GlaxoSmithKline), Abarelix, Alimta, EPO 906
(Novartis), discodermolide (XAA-296), ABT-510 (Abbott),

Neovastat (Aeterna), enzastaurino (Eli Lilly), Combrestatin

A4Pp (Oxigene), ZzD-6126 (AstraZeneca), flavopiridol
(Aventis), CYC-202 (Cyclacel), AVE-8062 (Aventis), DMXAA
(Roche/Antisoma), Thymitaqg (Eximias), Temodar

(temozolomida, Schering Plough) e Revilimd (Celegene) e
combinacdes dos mesmos.

Outros agentes antitumorais podem ser selecionados dos
seguintes agentes, CyPat (acetato de ciproterona),
Histerelina (acetato de histrelina), Plenaixis (depdsito
abarellx), Atrasentan (ABT-627), Satraplatin (JM-210),
talomide (talidomida), Theratope, Temilifene (DPPE), ABI-
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007 (paclitaxel), Evista (raloxifeno), Atamestano (Biomed-
777), Xyotax (poliglutamato paclitaxel), Targetin
(bexarotina) e combinacdes dos mesmos.

Adicionalmente, outros agentes antitumorais podem ser

selecionados dos seguintes agentes, Trizaona

(tirapazamina), Aposyn (exisulind), Nevastat (AE-941),

Ceplene (dicloridrato de histamina), Orathecin

(rubitecan), Virulizin, Gastrimmune (G17DT), DX-8951f

(mesilato de exatecan), Onconase (rampirnase), BEC2

(mitumoab), Xcytrin (motexafin gadolinio) e

combinacdes dos mesmos.

Outros agentes antitumorais podem ser selecionados dos
seguintes agentes, CeaVac (CEA), NeuTrexin (glucuronato de
trimetresato) e combinacdes dos mesmos. Os agentes
antitumorais adicionais podem ser selecionados a partir dos
seguintes agentes, OvaRex (oregovomab), Osidem (IDM-1), e
combinacdes dos mesmos. Os agentes antitumorais adicionais
podem ser selecionados dos seguintes agentes, Advexin (ING
201), Tirazona (tirapazamina), e combinac¢des dos mesmos. Os
agentes antitumorais adicionais podem ser selecionados dos
seguintes agentes, RSR13 (efaproxiral), Cotara (1311 chTNT
1/b), NBI-3001 (IL-4) e suas combinacdes. Os a-gentes
antitumorais adicionais podem ser selecionados do seguintes
agentes, Canvaxin, vacina GMK, PEG Interon A, Taxoprexin
(DHA/paciltaxel) e combinacdes dos mesmos. Outros agentes
antitumorais preferidos incluem inibidor MEK1/2 da Pfizer
PD325901, inibidor MEK da Array Biopharm ARRY-142886,
inibidor CDK2 da Bristol Myers BMS-387032, inibidor CDK da
Pfizer PD0332991 e AXD-5438 da AstraZeneca e combinacdes
dos mesmos. Adicionalmente, o0s inibidores mTOR também podem
ser utilizados tais como CCI-779 (Wyeth) e derivados de
rapamicina RAD0O01 (Novartis) e AP-23573 (Ariad), inibidores
HDAC SAHA (Merck Inc./Aton Pharmaceuticals) e suas
combinagdes. O0s agentes antitumorais adicionais incluem
inibidor aurora 2 VX-680 (Vertex), 1inibidor Chkl/2 XL844
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(Exilixis) .

Os seguintes agentes citotdxicos, por exemplo, um ou
mais selecionados do grupo consistindo em epirubicina
(Ellence), docetaxel (Taxotere), paclitaxel, Zinecard
(dexrazoxane), rituximab (Rituxan), mesilato de imatinib
(Gleevec), e combinacdes dos mesmos, podem ser utilizados
em conjunto com um anticorpo anti-ALK-1 ou porc¢do do mesmo
de ligacdo a antigénio, conforme descrito no presente
documento, e composicdes farmacéuticas, conforme descrito
no presente documento.

A  divulgacdo também contempla a utilizacdo dos
anticorpos e suas porcgcdes de ligacdo a antigénio da
presente divulgacdo Jjuntamente com terapéutica hormonal,

incluindo, mas ndo limitado a eles, exemestano (Aromasin,

Pfizer Inc.), leuprorelina (Lupron ou Leuplin,
TAP/Abbott/Takeda), anastrozol (Arimidex, Astrazeneca),
gosrelina (Zoladex, AstraZeneca), doxercalciferol,

fadrozol, formestano, citrato de tamoxifeno (tamoxifeno,
Nolvadex, AstraZeneca), Casodex (AstraZeneca), Abarelix
(Praecis), Trelstar, e combinacdes dos mesmos.

A divulgacéo também refere-se aos agentes de
terapéutica hormonal tais como anti-estrogénios incluindo,
mas ndo limitado a fulvestrant, toremifeno, raloxifeno,
lasofoxifeno, letrozol (Femara, Novartis), anti-androgénio,
como bicalutamida, flutamida, mifepristona, nilutamida,
Casodex® (4'-ciano-3-(4-fluorofenilsulfonil)-2-hidroxi-2-
metil-3'-(trifluorometil) propionanilida, bicalutamida) e
combinac¢cdes dos mesmos.

Além disso, a divulgacdo proporciona anticorpos da
presente divulgacdo isoladamente ou em combinacdo com um ou
mais produtos de cuidados de suporte, por exemplo, um
produto selecionado a partir do grupo consistindo em
Filgrastim (Neupogen), ondansetron (Zofran), Fragmin,
Procrit, Aloxi, Emend, ou suas combinacdes.

Os agentes citotdxicos particularmente preferidos
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incluem Camptosar, Erbitux, Iressa, Gleevec, Taxotere e
combinacdes dos mesmos.

Os seguintes inibidores da topoisomerase I podem ser

utilizados como agentes antitumorais camptotecina,
irinotecan HCI (Camptosar), edotecarin, oratecina
(Supergen), exatecan (Daiichi), BN-80915 (Roche) e

combinacbes dos mesmos. Os inibidores da toposimerase II
particularmente preferidos incluem epirubicina (Ellence).

Os anticorpos da divulgacdo podem ser utilizados com
agentes antitumorais, agentes alquilantes, antimetabdlitos,
antibidticos, agentes anti-tumor derivados de plantas,
derivados de camptotecina, inibidores da tirosina cinase,
outros anticorpos, interferodes, e/ou modificadores da
resposta bioldbgica.

Agentes algquilantes incluem, mas ndo sdo limitados a,
N-6xido de nitrogénio mostarda, ciclofosfamida, ifosfamida,
melfalano, busulfan, mitobronitol, carboquone, tiotepa,
ranimustina, nimustina, temozolomida, AMC-473, altretamina,
AP-5280, apaziquona, brostalicina, Bendamustina,
carmustina, estramustina, fotemustina, glufosfamida,
ifosfamida, KW-2170, mafosfamida e mitolactol; compostos
alquilantes coordenados com platina incluem, mas ndo s&o
limitados a, cisplatina, Paraplatin (carboplatina),
eptaplatina, lobaplatina, nedaplatina, Eloxatin
(oxaliplatina, Sanofi) ou satrplatina e combinacdes dos
mesmos. Os agentes algquilantes particularmente preferidos
incluem Eloxatin (oxaliplatina).

Os antimetabdlitos incluem, mas ndo sdo limitados a,
metotrexato, ribdsido de 6-mercaptopurina, mercaptopurina,
5-fluorouracilo (5-FU) isoladamente ou em combinacdo com
leucovorina, tegafur, UFT, doxifluridina, carmofur,
citarabina, ocfosfato de citarabina, enocitabina, S-1,
Alimta (premetrexed dissddio, LY231514, MTA) , Gemzar
(gencitabina, Eli Lilly), fludarabina, 5-azacitidina,

capecitabina, cladribina, clofarabina, decitabina,
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eflornitina, etinilcitidina, citosina arabindésido,
hidroxiuréia, ST-1, melfalano, nelarabina, nolatrexed,
ocfosfato, premetrexed dissdéddio, pentostatina, pelitrexol,
raltitrexed, triapina, trimetrexato, vidarabina,
vincristina, vinorelbina; ou, por exemplo, uma dos
antimetabolitos preferidos divulgados no Pedido de Patente
Europeu N° 239362 tal como &cido N-(5-[N-(3,4-diidro-2-
metil-4-oxogquinazolin-6-ilmetil)-N-metilamino]-2-tenoil)-L-
glutdmico e suas combinacdes.

Antibidéticos incluem antibidticos de intercalacdo, mas
ndo estdo limitados a eles: aclarrubicina, actinomicina D,
anrubicina, anamicina, adriamicina, bleomicina,
daunorrubicina, doxorrubicina, elsamitrucina, epirrubicina,
galarrubicina, idarrubicina, mitomicina C, nemorrubicina,
neocarziriostatina, peplomicina, pirarrubicina,
rebecamicina, stimalamer, estreptozocina, valrubicina,
zinostatina e combinacdes dos mesmos.

Substédncias antitumorais derivadas de ©planta, por
exemplo, aquelas selecionadas de inibidores da mitose, por
exemplo, vinblastina, docetaxel (Taxotere), paclitaxel e
suas combinacdes.

Agentes inibidores da topoisomerase citotdxica incluem

um ou mais agentes selecionados do grupo consistindo em

aclarubion, amonafide, belotecan, camptotecina, 10-
hidroxicamptotecina, 9-aminocamptotecina, diflomotecan,
irinotecan HCI (Camptosar), edotecarin, epirrubicina

(Ellence), etopdsido, exatecan, gimatecan, lurtotecan,
mitoxantrona, pirarrubicina, pixantrona, rubitecan,
sobuzoxano, SN-38, taflupdésido, topotecan, e combinacdes
dos mesmos.

Os agentes inibidores da topoisomerase citotdxica
preferidos incluem um ou mais agentes selecionados do grupo
consistindo em camptotecina, 10-hidroxicamptotecina, 9-
aminocamptotecina, irinotecan HCI (Camptosar), edotecarin,

epirrubicina (Ellence), etopdsido, SN-38, topotecan, e
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combinacdes dos mesmos.

Os agentes imunoldgicos incluem interferdes e
numerosos outros agentes de reforco imunoldégicos. Os
Interferdes incluem interferdo alfa, interferdo alfa-2a,
interferdo, alfa-2b, interferdo beta, o interferdo gama-1la,
o interferdo gama-lb (Actimmune), ou interferdo gama-nl e

combinacdes dos mesmos. Outros agentes incluem filgrastim,

lentinan, sizofilan, TheraCys, ubenimex, WE-10,
aldesleucina, alemtuzumab, BAM-002, dacarbazine,
daclizumab, denileucina, gemtuzumab ozogamicina,

ibritumomab, imiquimod, lenograstim, lentinan, vacina de
melanoma (Corixa), molgramostim, OncoVAX-CL, sargramostim,
tasonermin, tecleucina, timalasin, tositumomab, Virulizin,
Z2-100, epratuzumab, mitumomab, oregovomab, pentumomab (Y-
muHMFG1), Provenge (Dendreon) e combinacdes dos mesmos.

Os modificadores da resposta bioldgica s&o agentes que
modificam os mecanismos de defesa dos organismos vivos ou
respostas bioldgicas, tais Como a sobrevivéncia,
crescimento e diferenciacdo das células dos tecidos "para
direcciond-los para terem atividade antitumoral. Tais
agentes incluem crestin, lentinan, sizofiran, picibanil,
ubenimex e combinacgdes dos mesmos.

Outros agentes anticancerigenos incluem alitretinoina,
ampligen, atrasentan bexaroteno, bortezomib, Bosentano,
calcitriol, exisulind, finasterida, fotemustina, adcido
ibandrénico, miltefosina, mitoxantrona, I-asparaginase,
procarbazina, dacarbazina, hidroxicarbamida, pegaspargase,
pentostatin, tazarotne, Telcyta (TLK-286, Telik 1Inc.),
Velcade (bortemazib, Millennium), tretinoina, e combinacdes
dos mesmos.

Outros compostos antiangiogénicos incluem acitretin,
fenretinide, talidomida, &cido =zoledrdénico, angiostatina,
aplidine, cilengtide, combretastatina A-4, endostatina,
halofuginona, rebimastat, removab, Revlimid, esqualamina,

ukrain, Vitaxin e combinacbes dos mesmos.



139

Os compostos coordenados com platina incluem, mas néo
s&o limitados a eles, cisplatina, carboplatina,
nedaplatina, oxaliplatina, e combinacdes dos mesmos.

Derivados de camptotecina incluem, mas nao sao
limitados a eles, camptotecina, 1l0-hidroxicamptotecina, 9-
aminocamptotecina, irinotecan, SN-38, edotecarin,
topotecano e combinacgdes dos mesmos.

Outros agentes antitumorais incluem mitoxantrona, 1-
asparaginase, procarbazina, dacarbazina, hidroxycarbamida,
pentostatina, tretinoina e suas combinacdes.

Os agentes antitumorais capazes de aumentar as
respostas imunes antitumorais, tais como anticorpos CTLA-4
(antigénio linfocitdrio cito-téxico 4), e outros agentes
capazes de Dblogquear CTLA-4 também podem ser utilizados,
tais como a MDX-010 (Medarex) e compostos CTLA 4 divulgados
na Patente dos Estados Unidos N° 6.682.736; e agentes
antiproliferativos tais como outros inibidores farnesil
proteina transferase, por exemplo, 0s inibidores da
farnesil ©proteina transferase. Para anticorpos CTLA-4
especificos adicionais que podem ser usados na presente
divulgacdo veja-se Pedido Provisdério dos Estados Unidos
60/113.647 (depositado em 23 de Dezembro de 1998), Patente
dos Estados Unidos N° 6.682.736. Por exemplo, um outro
anticorpo anti-CTLA-4 que pode ser utilizado em
conformidade com a presente divulgacdo ¢ ticilimumab, gue
tem a sequéncia de anticorpo monoclonal 11.2.1 na Patente
US N° 6.682.736.

Para os anticorpos IGF1R especificos que podem ser
usados na presente divulgacdo, veja-se Pedido de Patente
Internacional N° WO 2002/053596.

Para os anticorpos CD40 especificos gque podem ser
usados na presente divulgacdo, veja-se Pedido de Patente
Internacional N° WO 2003/040170.

Os agentes de terapéutica genética também podem ser

utilizados como agentes antitumorais tais como TNFerade



140

(GeneVec), que expressam TNFalfa em resposta a
radioterapia.

Numa instédncia da presente divulgacdo, as estatinas
podem ser usadas em conjunto com um anticorpo anti-ALK-1 ou
porcdo do mesmo de ligacdo a antigénio, conforme descrito
no presente documento, e composicdes farmacéuticas. As
estatinas (inibidores da HMG-CoA reducatase) podem ser
selecionadas do grupo consistindo em Atorvastatina
(Lipitor, Pfizer 1Inc.), Provastatina (Pravachol, Bristol-
Myers Squibb), Lovastatina (Mevacor, Merck Inc.),
Sinvastatina (Zo-cor, Merck 1Inc.), Fluvastatina (Lescol,
Novartis), Cerivastatina (Baycol, Bayer), Rosuvastatina
(Crestor, AstraZeneca), Lovostatina e Niacina (Advicor, Kos
Pharmaceuticals), derivados e combinacdes dos mesmos.

Numa instdncia preferida a estatina é selecionada a
partir do grupo consistindo em Atovorstatina e Lovastatina,
derivados e combinacdes dos mesmos.

Outros agentes Uteis como agentes antitumorais incluem
Caduet.

Para qualquer um dos métodos de tratamento de um
disturbio hiperproliferativo ou crescimento celular anormal
conforme descrito no presente documento usando uma
combinacdo de um anticorpo anti-ALK-1 ou porcdo de ligacéo
a antigénio com pelo menos um agente terapéutico adicional,
o anticorpo anti-ALK-1 pode ser conjugado, ou derivatizado,
com o agente terapéutico adicional. O pelo menos um agente
terapéutico adicional também pode ser administrado
separadamente, ou numa maneira ndo derivatizada ou néo
conjugada. Quando o pelo menos um agente terapéutico
adicional ndo for derivatizado ou conjugado ao anticorpo,
pode ser administrado dentro da mesma formulacéo
farmacéutica como o anticorpo, ou pode ser administrado
numa formulacdo separada.

Tratamento da Perda de Viséo

Os compostos da divulgacdo e composicdes farmacéuticas
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que o0s contém, sdo Uteis para o tratamento da perda de
visdo grave da degeneracdo macular relacionada a idade e
outras doencas que afetam o segmento posterior do olho,
tais como a neovascularizacéao coroidal, retinopatia
diabética, glaucoma, retinite pigmentosa, e similares.

Por exemplo, as composic¢cdes da divulgacdo podem ser
utilizadas para formar um depdsito de medicamento por trés
do olho e podem incluir uma ou mais agentes
farmaceuticamente ativos, além de um ou mais excipientes
ndo ativos conforme descrito no presente documento.
Exemplos de agentes farmaceuticamente ativos Uteis nas
composicdes da divulgacéo incluem anti-infeciosos,
incluindo, sem limitacdo, os antibidticos, antivirais e
antifiingicos; agentes anti alergénicos e estabilizantes de
mastdécitos; agentes anti-inflamatdédrios esteroides e nédo
esteroides (como nepafenac); inibidores da ciclooxigenase,
incluindo, sem limitacdo, inibidores da Cox I e Cox II;
combinacbes de agentes anti-infeciosos e anti-
inflamatérios; descongestionantes; agentes anti glaucoma,
incluindo, sem limitacéo, adrenérgicos, agentes
bloqueadores de beta-adrenérgico, agonistas de alfa-
adrenérgico, agentes parassipatomiméticos, inibidores da
colinesterase, inibidores da anidrase carbdbénica e
prostaglandinas; combinacdes de agentes anti glaucoma;
antioxidantes, suplementos nutricionais; medicamentos para
0 tratamento de edema macular cistoide incluindo, sem
limitacé&o, agentes anti-inflamatdérios ndo esteroides;
medicamentos para o tratamento de degeneracdoc macular
relacionada com a idade (AMC) incluindo AMC ndo exsudativa
(seca) e exsudativa (humida), incluindo, sem limitacéo,
inibidores da angiogénese, incluindo inibidores da
angiogénese que 1inibem os recetores da proteina cinase,
incluindo recetores da proteina cinase que s&o recetores do
VEGF; e suplementos nutricionais; medicamentos para o

tratamento de infecdes herpéticas e infecgdes oculares CMV;
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medicamento para o tratamento da vitreorretinopatia
proliferativa incluindo, sem limitacdo, antimetabdlitos e
fibrinoliticos; agentes de modulacdo da ferida, incluindo,
sem limitacdo, os fatores de crescimento; anti-metabdlitos;
medicamentos neuroprotetores, incluindo, sem limitacéo,
eliprodil; e esteroides angiostadticos para o tratamento de
doencas ou condigdes de segmento posterior 26, incluindo,
sem limitacdo, a degeneracdo macular relacionada com a
idade (AMC) , incluindo AMC ndo exsudativa (seca) e
exsudativa (htmida), neovascularizacao coroidal,
retinopatias, retinite, uveite, edema macular e glaucoma.
Para informacdo adicional a cerca de tais esteroides
angiostéaticos veja-se Patentes US N° 5.679.666 e 5.770.592.
Um anti-inflamatdério n&o esteroide para o tratamento de
edema macular cistoide é nepafenac.

Para administracdo nos olhos, um composto da presente
divulgacéo é liberado num veiculo oftalmolébgico
farmaceuticamente aceitédvel tal que o composto é& mantido em
contacto com a superficie ocular por um periodo de tempo
suficiente para deixar o composto penetrar na cbédrnea e/ou
esclerdtica e regides internas do olho, incluindo, por
exemplo, a cédmara anterior, cémara posterior, corpo vitreo,
humor aquoso, humor vitreo, cbrnea, 4iris/ciliar, lente,
coroide/retina e a esclerdtica. O wveiculo oftalmoldgico
farmaceuticamente aceitédvel pode ser uma pomada, Obleo
vegetal, ou um material encapsulado. Um composto da
divulgacdo pode também ser injetado diretamente no humor
vitreo ou humor aquoso.

Além disso, um composto pode ser também administrado
por métodos aceitdveis bem conhecidos, tais como a sub-
Tenon e/ou injecdes subconjuntivais. Como ¢ bem sabido na
técnica oftdlmica, a méacula esté compreendida
principalmente de cones da retina e é a regido de méxima
acuidade visual na retina. Uma céapsula de Tenon ou membrana

de Tenon ¢é disposta na esclerdtica. Uma conjuntiva abrange
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uma pequena area do globo do olho posterior até o limbo (a
conjuntiva bulbar) e se dobra para cima (o fundo de saco
superior) ou para baixo (o fundo de saco inferior), para
cobrir as 4&areas internas da péalpebra superior e pélpebra
inferior, respetivamente. A conjuntiva é disposta na parte
de cima da cépsula de Tenon. A esclerdtica e a céapsula de
Tenon definem a superficie exterior do globo do olho. Para
o tratamento de doencas oculares tais como a degeneracéao
macular relacionada com a idade (AMC), incluindo AMC néo
exsudativa (seca) e exsudativa (humida), neovascularizacéao
coroidal, retinopatias (tais como a retinopatia diabética,
retinopatia da prematuridade), edema macular diabético,
retinite, uveite, edema macular cistoide (CME), glaucoma e
outras doencas ou condicgdes do segmento posterior dos
olhos, é preferivel dispor um depdsito de uma quantidade
especifica de um agente oftalmicamente aceitéavel
farmaceuticamente ativo diretamente sobre a superficie
externa da esclerdtica e a seguir da cépsula de Tenon. Além
disso, nos casos de degeneracdo macular relacionada com a
idade (AMC) incluindo a AMC né&do exsudativa (seca) e
exsudativa (htmida) AMC e CME é mais preferivel dispor o
depdsito diretamente sobre a superficie externa da
esclerdtica, a seguir da céapsula de Tenon, e geralmente
acima da méacula.

Os compostos podem ser formulados como uma preparacao
de depdbdsito. Tais formulacgdes de acdo prolongada podem ser
administradas pela implantacdo (por exemplo, por vVvia
subcutdnea ou intramuscular), injecdo intramuscular ou pela
injecdo sub-Tenon ou intravitrea mencionada acima.
Alternativamente, o ingrediente ativo pode estar na forma
de pd para constituicdo com um ,veiculo adequado, por
exemplo, &agua livre de pirogénio estéril, antes da sua
utilizacéo.

Dentro das instancias particularmente preferidas da

divulgacdo, os compostos podem ser preparados para a
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administracdo tdépica em solucdo salina (combinados com
qualguer um dos conservantes e agentes anti-microbianos
comummente utilizados nas preparacdes oculares), e
administrada na forma de colirio. A solucdo ou suspenséo
pode ser preparada na sua forma pura e administrada véarias
vezes ao dia. Alternativamente, as presentes composicdes,
preparadas conforme descrito acima, podem também ser
administradas diretamente na cdrnea.

Dentro das insténcias preferidas, a composicdo ¢é
preparada com um polimero muco-adesivo que se liga na
cébrnea. Assim, por exemplo, os compostos podem ser
formulados com materiais ©poliméricos ou hidrofébicos
adequados (por exemplo, como uma emulsdo num 6leo
aceitavel) ou resinas de permuta de ion, ou como derivados
moderadamente soltvelis, por exemplo, como um sal
moderadamente soluvel.

Um veiculo farmacéutico para compostos hidrofdébicos é
um sistema co-solvente que compreende &lcool benzilico, um
tensioativo ndo polar, um polimero orgdnico miscivel em
dgua, e uma fase aquosa. O sistema co-solvente pode ser um
sistema co-solvente VPD. VPD é uma solucdo de 8% p/v de
dlcool Dbenzilico, 8% p/v do tensioativo nédo polar
polisorbato 80, e 65% p/v de polietilenoglicol 300,
preparado em volume de etanol absoluto. O sistema co-
solvente VPD (VPD:5W) contém VPD diluido 1:1 com dextrose a
5% em solugdo aquosa. Este sistema de co-solvente dissolve
compostos hidrofébicos, e produz por si mesmo baixa
toxicidade apdés administracdo sistémica. Naturalmente, as
proporcdes de um sistema co-solvente podem  variar
consideravelmente sem destruir suas caracteristicas de
solubilidade e toxicidade. Além disso, a identidade das
porgcdes co-solventes pode ser variada: por exemplo, outros
tensioativos ndo polares de baixa toxicidade podem ser
utilizados em vez de polissorbato 80, o tamanho de fracédo

do polietileno glicol pode ser variado; outros polimeros
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biocompativeis podem substituir o polietileno glicol, por
exemplo, ©polivinil pirrolidona; e outros aclcares ou
polissacaridos podem ser substituidos por dextrose.

Alternativamente, outros sistemas de liberacdo para os
compostos farmacéuticos hidrofdébicos podem ser utilizados.
Lipossomas e emulsfes sdo exemplos conhecidos de wveiculos
ou veiculos de liberacdo para medicamentos hidrofdbicos.
Certos solventes orgdnicos tais como dimetilsulfédxido
também podem ser utilizados, embora geralmente a custa de
uma maior toxicidade. Adicionalmente, o0s compostos podem
ser liberados usando um sistema de liberacdo sustentada,
tal como matrizes semipermeaveis de polimeros hidrofdbicos
sélidos contendo o agente terapéutico. Varios materiais de
liberacdo sustentada foram estabelecidos e sdo conhecidos
por aqueles versados na técnica. As capsulas de liberacéo
sustentada podem, em funcdo da sua natureza quimica,
liberar os compostos durante algumas semanas até mais de
100 dias. Dependendo da natureza quimica e da estabilidade
bioldégica do reagente terapéutico, estratégias adicionais
para a estabilizacdo de proteina podem ser utilizadas.

As composicdes farmacéuticas também podem compreender
veiculos ou excipientes de fase sdélida ou gel adeguados.
Exemplos de tais veiculos ou excipientes incluem carbonato
de céalcio, fosfato de célcio, acucares, amidos, derivados
de celulose, gelatina, e polimeros tais como o polietileno
glicol.

Qualgquer uma das composicdes pode ser formulada para
administracdo a um individuo. Um individuo da presente
divulgacéo ¢ preferivelmente um mamifero, ou mais
preferivelmente um ser humano.

As formulacdes farmacéuticas aqui podem ainda incluir
um agente terapéutico selecionado a partir do grupo
consistindo em: um agente antineoplédsico, um agente anti-
inflamatério, um agente antibacteriano, um agente

antiviral, um agente angiogénico, e um agente
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antiangiogénico. Exemplos de tais agentes sdo revelados no
presente documento.

Por exemplo, um agente antineoplésico pode ser
selecionado a partir do grupo consistindo em Cloridrato de
Acodazol; Acronina; Adozelesina; Aldesleucina; Altretamina;
Ambomicina; Acetato de Ametantrona; Aminoglutetimida;
Ansacrina; Anastrozol; Antramicina; Asparaginase; Asperlin;
Azacitidina; Azetepa; Azotomicina; batimastat; Benzodepa;
Bicalutamida; Cloridrato de Bisantreno; Dimesilato de
Bisnafide; Bizelesin; Sulfato de Bleomicina; Brequinar de
sédio; Bropirimina; busulfan; Cactinomicina; Calusterona;
Caracemida; Carbetimer; Carboplatina; Carmustina;
Cloridrato de Carubicina; Carzelesin; Cedefingol;
Clorambucil; Cirolemicina; Cisplatina; cladribina; Mesilato
de Crisnatol; Ciclofosfamida; Citarabina; Dacarbazina;
Dactinomicina; Cloridrato de Daunorrubicina; Decitabina;

Dexormaplatina; Dezaguanina; Mesilato de Dezaguanina;

Diaziquona; Docetaxel; doxorrubicina; Cloridrato de
doxorrubicina; Droloxifeno; citrato de Droloxifeno;
Propionato de Dromostanolona; Duazomicina; Edatrexato;
Cloridrato de Eflornitina; Elsamitrucina; Enloplatina;
Enpromato; Epipropidina; Cloridrato de Epirrubicina;
Erbulozol; Cloridrato de Esorrubicina; Estramustina;

Estramustina Fosfato de sdédio; Etanidazol; Ethiodized 0il I
131; Etopdbsido; Fosfato de Etopdsido; Etopri-na; Cloridrato
de Fadrozol; Fazarabina; Fenretinida; Floxuridina; Fosfato
de Fludarabina; Fluorouracilo; Flurocitabina; Fosquidona;
Fostriecina de s6dio; Gencitabina; Cloridrato de
Gencitabina; Gold Au 198; Hidroxiuréia; Cloridrato de
Idarrubicina; Ifosfamida; Imofosina; Interferdo Alfa-2A;
Interferdo Alfa-2b; Interferdo Alfa-nl; Interferdo Alfa-n3;
Interferédo beta-1la; Interferédo Gama-1b; Iproplatina;
Cloridrato de Irinotecan; Acetato de Lanreotide; Letrozol;
Cloridrato de Liarozol Acetato de Leuprolide; Lometrexol de

sdédio; Lomustina; Cloridrato de Losoxantrona; Masoprocol;
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Maitansina; Cloridrato de Mecloretamina; Acetato de
Megestrol; Acetato de Melengestrol; Melfalan; Menogaril;
Mercaptopurina; metotrexato; métotrexato de s6dio;
Metoprina; Meturedepa; Mitindomida; Mitocarcina;
Mitocromina; Mitogilina; Mitomalcina; Mitomicina; Mitosper;

Mitotano; Cloridrato de Mitoxantrona; Acido Micofendlico;

Nocodazol; Nogalamicina; Ormaplatina; Oxissurano;
Paclitaxel; Pegaspargase; Peliomicina; Pentamustina;
Sulfato de Peplomicina; Perfosfamida; Pipobroman;
Piposulfan; Cloridrato de Piroxantrona; Plicamicina;

Plomestano; Porfimero sédico; Porfiromicina; Prednimustina;
Cloridrato de Procarbazina; Puromicina; Cloridrato de
Puromicina; Pirazofurina; Riboprina; Rogletimida; Safingol;
Cloridrato de Safingol; Semustina; Sintrazeno; Esparfosato
de sbédio; Esparsomicinl, Cloridrato de Espirogerménio;
Espiromustina; Espiroplatina; Estreptonigrina;
Estreptozocina; Cloreto de Estrdncio Sr 89; Sulofenur;
Talisomicina; Taxano; Taxoide; Tecogalan de sdédio; Tegafur;
Cloridrato de Teloxantrona; Temoporfin; Teniposideo;
Teroxirona; Testolactona; Tiamiprina; Tioguanina; Tiotepa;
Tiazofurin; Tirapazamina; Cloridrato de Topotecano; citrato
de Toremifeno; Acetato de Trestolona; Fosfato de
Triciribina; Trimetrexato; Trimetrexato Glucuronato;
Triptorelina; Cloridrato de Tubulozol; Mostarda de Uracilo;
Uredepa; Vapreotide; Vertepprfin; Sulfato de Vinblastina;
Sulfato de Vincristina; Vindesina; Sulfato de Vindesina;
Sulfato de Vinepidina; Sulfato de Vinglicinato; Sulfato de
Vinleurosina; Tartrato de Vinorelbina; Sulfato de
Vinrosidina; Sulfato de Vinzolidina; Vorozol; Zeniplatina;
Zinostatina; Cloridrato de Zorrubicina.

Agentes antiangiogénicos sdo quaisquer agentes que
inibem a angiogénese, quer revelados aqui ou conhecidos na
técnica. Nas insténcias preferidas, um agente
antiangiogénico é um agente anti-VEGF, tal como Macugen™

(Eyetech, Nova Iorque, NY), ou anticorpos anti-VEGEF.
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As composicdes farmacéuticas podem ser formuladas por

técnicas padrdo usando um ou mais veiculos, excipientes e

diluentes adequados. Veja-se, por exemplo, Remington's
Pharmaceutical Sciences, (19 Ed. Williams & Wilkins,
1995).

As formulacdes adequadas para a administracéo
parentérica incluem formulagbes isotdnicas aquosas € néado
aquosas com o sangue do destinatdrio; e as suspensbes
estéreis aquosas e ndo aquosas que podem incluir os
sistemas de suspensdo designados para direcionar o composto
para as porgdes do sangue ou um ou mais o6rgdos. As
formulacdes podem ser apresentadas em recipientes lacrados
de dose unitédria ou multiplas doses, por exemplo, ampolas
ou frascos. Para as formulacdes infraoculares, as dosagens
unitadrias sédo preferidas porgue nenhum conservante estd na
formulacéo. Para outras formulacdes parentéricas,
conservante pode ser utilizado, o gue levaria em conta oS
recipientes de miltiplas doses.

As solucgdes e suspensdes de 1injecdo extemporéneas
podem ser preparadas, por exemplo, a partir de pds
estéreis. As formas parentéricas e intravenosas podem
também incluir minerais e outros materiais para tornéd-las
compativeis com o tipo de injecdo ou o sistema de liberacéo
escolhido.

As administracdes parentéricas particulares
contempladas pela presente divulgacdo presente divulgacéo
incluem administracdes infraoculares e intravitreas ao
olho. As formulacdes farmacéuticas para administracdes
infraoculares e intravitreas incluem salina tamponada de
fosfato (PBS) e solucdo salina isotdnica equilibrada (BSS)
com ou sem excipientes tais como manitol ou sorbitol como
estabilizadores de proteina.

Em geral, &gua, ¢6leo adequado, salina, dextrose aquosa
(glicose), ou solucdes de aclcar relacionadas e glicdis

tais como propileno glicol ou polietileno glicol sé&o
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veiculos adequados para soluc¢bdes parentéricas. As solucgdes
para a administracdo parentérica preferivelmente contém um
sal hidrossoluvel do ingrediente ativo, agentes
estabilizantes adequados e, se necessario, substancias
tamponantes. Os agentes antioxidantes, tais como bissulfito
de sbédio, sulfito de sdéddio ou &cido ascdrbico, isoladamente
ou combinados, sdo agentes estabilizantes adequados. Também
sdo utilizados sais de acido citrico destes, ou EDTA de
s6ébdio. Além disso, as solugdes parentéricas podem conter
conservantes, tals como cloreto de benzalcdénio, metil-ou
propil-parabeno, ou clorobutanol. Os veiculos farmacéuticos
adequados sdo descritos em Remington, citados supra.

Em qualquer uma das instdncias aqui, uma composicdo ou

formulacédo farmacéutica neste documento pode ser
liofilizada.
Em qualquer das instancias, as formulacdes

farmacéuticas preferiveis possuem menos do que cerca de 10,
mais preferivelmente menos do que cerca de 5, mais
preferivelmente menos do que cerca de 3, ou mais
preferivelmente menos do que cerca de 1 wunidade de
endotoxina por miligrama de agentes terapéuticos.

Em algumas instancias, os métodos de tratamento
revelados no presente documento ainda incluem a
administracdo a um individuo que sofre de uma condicéo
angiogénica de um ou mais agentes terapéuticos selecionados

do grupo consistindo em agentes antineoplésicos, agentes

antivirais, agentes anti-inflamatdérios, agentes
antibacterianos, agentes antiangiogénicos ou agentes
antiangiogénicos.

Tais tratamentos de combinacdo podem ser obtidos
mediante a administracdo num individuo de uma co-formulacédo
das composicdes aqui contidas com o(s) agente (s)
terapéutico(s) adicional(is) ou mediante a administracéo
das composicdes aqui contidas e o(s) agente (s)

terapéutico(s) como duas formulacdes farmacéuticas
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separadas. Nas instédncias em gque mais do qgue uma
composicdo/agente terapéutico é administrada a um
individuo, dosagens mais baixas das composicdes e/ou
agente (s) terapéutico(s) podem ser utilizadas como um
resultado do efeito sinergistico de ambos o0s ingredientes
ativos.

Os agentes antineoplésicos que podem ser administrados
a um individuo incluem, mas ndo sdo limitados a,
Aclarrubicina; Cloridrato de Acodazol; Acronina;
Adozelesina; Aldesleucina; Altretamina; Ambomicina; Acetato
de Ametantrona; Aminoglutetimida; Ansacrina; Anastrozol;
Antramicina; Asparaginase; Asperlin; Azacitidina; Azetepa;
Azotomicina; batimastat; Benzodepa; Bicalutamida;
Cloridrato de Bisantreno; Dimesilato de Bisnafide;

Bizelesina; Sulfato de Bleomicina; Brequinar de sdédio;

Bropirimina; busulfan; Cactinomicina; Calusterona;
Caracemida; Carbetimer; Carboplatina; Carmustina;
Cloridrato de Carubicina; Carzelesina; Cedefingol;
Clorambucilo; Cirolemicina; Cisplatina; cladribina;
Mesilato de Crisnatol; Ciclofosfamida; Citarabina;

Dacarbazina; Dactinomicina; Cloridrato de Daunorrubicina;
Decitabina; Dexormaplatina; Dezaguanina; Mesilato de
Dezaguanina; Diaziquona; Docetaxel; doxorrubicina;
Cloridrato de doxorrubicina; Droloxifeno; citrato de
Droloxifeno; Propionato de Dromostanolona; Duazomicina;
Edatrexato; Cioridreto de Eflornitina; Elsamitrucina;
Enloplatina; Enpromato; Epipropidina; Cloridrato de
Epirrubicina; Erbulozol; Cloridrato de Esorrubicina;
Estramustina; Estramustina Fosfato de sdédio; Etanidazol;
Ethiodized 0il I 131; Etopdsido; Fosfato de Etopdsido;
Etoprina; Cloridrato de Fadrozol; Fazarabina; Fenretinida;
Floxurridina; Fosfato de Fludarabina; Fluorouracilo;
Flurocitabina; Fosquidona; Fostriecina de sb6dio;
Gencitabina; Cloridrato de Gencitabina; Gold Au 198;

Hidroxiuréia; Cloridrato de Idarrubicina; Ifosfamida;
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Imofosina; Interferéo Alfa-2A; Interferdo Alfa-2b;
Interferdo Alfa-nl; Interferdo Alfa-n3; Interferdo beta-la;
Interferdo Gama-lb; Iproplatina; Cloridrato de Irinotecan;
Acetato de Lanredtido; Letrozol; Cloridrato de Liarozol
Acetato de Leuprolide; Lometrexol de sdédio; Lomustina;
Cloridrato de Losoxantrona; Masoprocol; Maitansina;
Cloridrato de Mecloretamina; Acetato de Megestrol; Acetato
de Melengestrol; Melfalano; Menogaril; Mercaptopurina;
metotrexato; Metotrexato de sdédio; Metoprina; Meturedepa;
Mitindomida; Mitocarcin; Mitocromina; Mitogilin;
Mitomalcina; Mitomicina; Mitosper; Mitotano; Cloridrato de

Mitoxantrona; Acido Micofenélico; Nocodazol; Nogalamicina;

Ormaplatina; Oxisuran; Paclitaxel; Pegaspargase;
Peliomicina; Pentamustina; Sulfato de Peplomicina;
Perfosfamida; Pipobroman; Piposulfan; Cloridrato de

Piroxantrona; Plicamicina; Plomestano; Porfimero sdédico;
Porfiromicina; Prednimustina; Cloridrato de Procarbazina;
Puromicina; Cloridrato de Puromicina; Pirazofurina;
Riboprina; Rogletimida; Safingol; Cloridrato de Safingol;
Semustina; Sintrazeno; Esparfosato de sdéddio; Esparsomicinl,
Cloridrato de espirogermdnio; Espiromustina; Espiroplatina;
Estreptonigrina; Estreptozocina; Cloreto de Estrdéncio Sr
89; Sulofenur; Talisomicina; Taxano; Taxoide; Tecogalan de
sédio; Tegafur; Cloridrato de Teloxantrona; Temoporfin;
Tenipdsido; Teroxirona; Testolactona; Tiamiprina;
Tioguanina; Tiotepa; Tiazofurin; Tirapazamina; Cloridrato
de Topotecano; Citrato de Toremifeno; Acetato de
Trestolona; Fosfato de Triciribina; Trimetrexato;
Trimetrexato  Glucuronato; Triptorelina; Cloridrato de
Tubulozol; Mostarda de Uracilo; Uredepa; Vapredtido;
Verteporfina; Sulfato de d Vinblastina; Sulfato de
Vincristina; Vindesina; Sulfato de Vindesina; Sulfato de
Vinepidina; Sulfato de Vinglicinato; Sulfato de
Vinleurosina; Tartrato de Vinorelbina; Sulfato de

Vinrosidina; Sulfato de Vinzoiidina; Vorozol; Zeniplatina;
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Zinostatina; Cloridrato de Zorrubicina.

Os agentes antibacterianos que podem ser administrados
a um individuo incluem, mas ndo estdo limitados a eles,
penicilinas, aminoglicdsidos, macrdélidos, monobactémicos,

rifamicinas, tetraciclinas, cloranfenicol, clindamicina,

lincomicina, imipenem, acido fusidico, novobiocina,
fosfomicina, fusidato sbédio, neomicina, polimixina,
Capreomicina, colistimetato, colistina, gramicidina,
minociclina, doxiciclina, vancomicina, bacitracina,

canamicina, gentamicina, eritromicina e cefalosporinas.

Os agentes anti-inflamatérios que podem ser
administrados a um individuo incluem, mas ndo sdo limitados
a, AINE (por exemplo, aspirina (salicilamida), salicilamida
de sbédio, indoprofen, indometacina, indometacina de sdédio
trihidratado, Bayer™, Bufferin™, Celebrex™, diclofenac,
Ecotrin™, diflunisal, fenoprofen, naproxeno, sulindac,
Vioxx™), corticosteroides ou corticotropina (ACTH) ,
colquicina e acetato de anecortave.

Os agentes antivirais que podem ser administrados a um
individuo incluem, mas ndo sdo limitados a eles, oa-metil-P-
adamantano metilamina, 1,-D-ribofuranosil-1,2,4-triazdis-3
carboxamida, 9-[2-hidroxi-etoxi]metilguanina,
adamantanamina, 5-iodo-2'-deoxiuridina, trifluorotimidina,
interferdo, arabindésido de adenina, CcD4, 3'-azido-3'-
deoxitimidina (AZT), 9- (2-hidroxietoximetil) -guanina
(aciclovir), acido fosfonofdérmico, l-adamantanamina,
péptido T, e 2',3'dideoxicitidina.

A administracéo de uma composicédo da presente
divulgacdo a uma célula alvo 1in vivo pode ser realizada
utilizando qualgquer uma de uma variedade de técnicas bem
conhecidas dos peritos na especialidade.

Por exemplo, as composicdes da presente divulgacédo
podem ser administradas sistémica ou localmente por
qualgquer meio conhecido na técnica (por exemplo, por via

oral, intraocular, intravascular (i.v.), intradérmica,
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intramuscular, transdérmica, transmucosa, entérica,
parentérico, por inalacéo pulverizacéao, rectal, ou
topicamente), em formulacdes de dosagem unitdria e contendo
veiculos, adjuvantes e veiculos farmaceuticamente
aceitdveis convencionais.

Como ¢ utilizado no ©presente documento o termo
intraocularmente 1incluli intra-vitrea, sub-retiniana, e
similares.

Como ¢ utilizado no ©presente documento o termo
parentérica como usado inclui, subcutédnea, endovenosa,
intramuscular, intraesternal, técnicas de infusdo ou
intraperitoneal. Supositdédrios para administracdo rectal do
medicamento podem ser preparados mediante a mistura do
medicamento com um excipiente n&o irritante adequado tal
como manteiga de cacau e polietileno glicdis que sé&o
s6lidos em temperaturas normais, mas liguidos na
temperatura rectal e, por isso, derreterd no reto e
liberaréd o medicamento.

O regime de dosagem para o tratamento de um disturbio
ou uma doenca com as composicdes desta divulgacdo se baseia
numa variedade de fatores, incluindo o tipo de doenca, a
idade, peso, sexo e estado clinico do paciente, a gravidade
da patologia, a via de administracdo, e o composto
particular utilizado. Assim, o regime posoldgico pode
variar amplamente, mas pode ser determinado rotineiramente
utilizando métodos padréo.

Para a administracdo sistémica, o anticorpo anti-ALK-1
ou porcdo do mesmo de ligacdo a antigénio da presente
divulgacdo e/ou um ou mais agentes terapéuticos adicionais
sdo preferivelmente administrados numa dose de pelo menos
0,05, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,9, 1,0,
2,0, 3,0, 4,0, 5,0, 6,0, 7,0, 8,0, 9,0, 10, 20, 30, 40, 50,
75, 100 ou 150 mg/kg de peso corporal. Em outras
instédncias, os polipéptidos (de preferéncia dimeros ou

homodimeros) e/ou de moléculas pequenas sédo aqui
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sistemicamente administrados numa dose de 0,1 a 100 mg/kg,
mais preferivelmente de 0,5 a 50 mg/kg, mais
preferivelmente de 1 a 30 mg/kg de peso corporal, ou mais
preferivelmente de 5 a 20 mg/kg.

Para a administracdo localizada, o anticorpo anti-ALK-
1 ou porcdo do mesmo de ligacdo a antigénio da presente
divulgacdo e/ou um ou mais agentes terapéuticos adicionais
sdo preferivelmente administrados numa dose de pelo menos
50 pg, 100 pg, 150 pg, 200 pg, 250 upg, 300 npg, 350 ug, 400
ng, 450 npg, 500 pg, 550 pg, 600 npg, 650 pg ou 700 npg. Em
outras insténcias, os polipéptidos (preferivelmente dimeros
ou homodimeros) e/ou moléculas pequenas aqui s&o
administrados localmente numa dose de 50 a 1000 pg, mais
preferivelmente de 100 a 800 pg, mais preferivelmente de
200 a 500 pg, ou mais preferivelmente de 300 a 400 pg por
local.

Por exemplo, para a administracdo dérmica o anticorpo
anti-ALK-1 ou porcdo do mesmo de ligacdo a antigénio da
presente divulgacdo e/ou peptidomiméticos e/ou um ou mais
agentes terapéuticos sdo administrados numa dose de 50 a
1000 pg/cm?, mais preferivelmente de 100 a 800 ng/cm?, ou
mais preferivelmente de 200 a 500 pg/cm’. Em outro exemplo,
para administracéo ocular, 0os polipéptidos e/ou
peptidomiméticos e/ou moléculas pequenas da presente
divulgagcédo sdo administrados numa dose de 50 a 1000
png/olho, mais preferivelmente de 100 a 800 pg/olho, ou mais
preferivelmente de 200 a 500 pg/olho.

As composicdes farmacéuticas preferivelmente incluem o
ingrediente ativo (por exemplo, um anticorpo anti-ALK-1),
numa quantidade eficaz, isto é, numa quantidade eficaz para
alcancar o beneficio terapéutico ou profilatico. A
quantidade real eficaz para uma aplicacdo particular vai
depender da condicdo a ser tratada e da via de
administracdo. A determinacdo de uma guantidade eficaz esta

bem dentro da capacidade dos peritos na especialidade,
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especialmente a luz da divulgacdo aqui apresentada.

Preferivelmente, a quantidade eficaz do ingrediente
ativo, por exemplo, um anticorpo anti-ALK-1, é de cerca de
0,000l mg a cerca de 500 mg de agente ativo por gquilograma
de peso corporal de um paciente, mais preferivelmente de
cerca de 0,001 a cerca de 250 mg de agente ativo por
quilograma de peso corporal do ©paciente, ainda mais
preferivelmente de cerca de 0,01 mg a cerca de 100 mg de
agente ativo por quilograma de peso corporal do paciente,
ainda mais preferivelmente de cerca de 0,5 mg a cerca de 50
mg de agente ativo por gquilograma de peso corporal do
paciente, e o mais preferivel de cerca de 1 mg a cerca de
15 mg de agente ativo por quilograma de peso corporal do
paciente.

Em termos de percentagem em peso, as formulacdes da
presente divulgacdo preferivelmente compreenderdo o agente
ativo, por exemplo, um anticorpo anti-ALK-1, numa
quantidade de cerca de 0,0001 a cerca de 10% em peso, mais
preferivelmente de cerca de 0,001 a cerca de 1% em peso,
mais preferivelmente de cerca de 0,05 a cerca de 1% em
peso, ou mais preferivelmente cerca de 0,1 a cerca de 0,5%
em peso.

Terapéutica Genética

As moléculas de &cido nucleico que codificam os
anticorpos e porcdes de anticorpos da presente divulgacéo
podem ser administradas a um paciente com necessidade
através da terapéutica genética. A terapéutica pode ser in
vivo ou ex vivo. Numa insténcia preferida, as moléculas de
dcido nucleico gue codificam tanto uma cadeia pesada guanto
uma cadeia leve sdo administradas a um paciente. Numa
instédncia mais preferida, as moléculas de &cido nucleico
sdo administradas tais que elas sdo estavelmente integradas
em cromossomas de células B, porque estas células séo
especializadas para a producdo de anticorpos. Numa

instéancia preferida, as células precursoras B sédo
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transfectadas ou infetadas ex vivo e re-transplantadas num
paciente em necessidade do mesmo. Numa outra insténcia, as
células precursoras B ou outras células sdo infetadas 1in
vivo usando um virus conhecido de infetar o tipo de célula
de interesse. O0s vetores tipicos utilizados para a
terapéutica genética incluem lipossomas, plasmideos e
vetores virais. Os vetores virais exemplares séo
retrovirus, adenovirus e virus adeno-associados. Apds a
infecdo, quer in vivo ou ex vivo, 0s niveis de expressido de
anticorpos podem ser monitorizados por tomar uma amostra do
paciente tratado e usar qualquer imunoensaio conhecido na
técnica ou debatido no presente documento.

Numa instédncia preferida, o método de terapéutica
genética compreende as etapas de administrar uma molécula
de é&cido nucleico isolada que codifica a cadeia pesada ou
uma porcdo de ligacdo a antigénio desta de um anticorpo
anti-ALK-1 e que expressa a molécula do acido nucleico. Em
outra insténcia, o) método de terapéutica genética
compreende as etapas de administrar uma molécula de &cido
nucleico isolada que codifica a cadeia leve ou uma porgéo
de ligacdo a antigénio desta de um anticorpo anti-ALK-1 e
que expressa a molécula de &cido nucleico. Num método mais
preferido, o método de terapéutica genética compreende as
etapas de administrar uma molécula de 4&cido nucleico
isolada que codifica a cadeia pesada ou uma porcdo de
ligacdo a antigénio desta e uma molécula de acido nucleico
isolada que codifica a cadeia leve ou a porcdo de ligacédo a
antigénio desta de um anticorpo anti-ALK-1 da divulgacédo e
que expressa as moléculas de 4&cido nucleico. 0O método de
terapéutica genética pode também compreender a etapa de
administrar um outro agente terapéutico, tal como qualqgquer
um dos agentes debatidos anteriormente em conexdo com a
terapéutica de combinacéo.

Método para o rastreio de Antagonistas ou Agonistas de ALK-
1
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Numa instadncia, a presente divulgacdo proporciona um
método para determinar se uma substédncia inibe a regulacio
positiva de um gene alvo jusante especifico da ALK-1, Idl,
tal como, por exemplo, o Ensaio Tagman para Idl descrito no
Exemplo 12. O método compreende colocar em contacto uma
amostra de células que expressam Idl com a substédncia e
determinar se a expressdo de Idl foi inibida, em gque um
nivel reduzido de expressdo de Idl na amostra das células
colocadas em contacto com a substdncia quando comparado com
uma amostra de controlo de células ¢é indicativo de dita
substédncia que inibe a expressdo de Idl. Numa insténcia
especifica, a substédncia ¢ um anticorpo que se liga ao
dominio extracelular da ALK-1. Em outra insténcia, a
substidncia ¢é uma molécula pequena. De acordo com a
divulgacdo, as células podem expressar inerentemente tanto
ALK-1 quanto Idl, tais como HUVECs descritas no Exemplo 12,
ou que foram transformados ou transfectadas com ADN dque
codifica wuma ou ambas destas. Pode-se determinar a
expressdo de Idl através da, por exemplo, utilizacdo de
Ensaio Tagman para Idl descrito no Exemplo 12.

Inversamente, o0s ativadores ou agonistas também podem
ser testados, ou utilizados, seguindo os mesmos tipos de
procedimentos.

De modo que esta divulgacdo possa Sser mais bem
compreendida, os seguintes exemplos sdo apresentados. Estes
exemplos sdo para propdsitos de ilustracdo e ndo devem ser
interpretados como limitativos do ambito da divulgacdo de
qualquer maneira.

Exemplos

Nos seguintes exemplos e preparacdes, "MW" significa
peso molecular; "Cauda de His" significa a cauda de poli-
histidina C-terminal (6xHis) para a réapida purificacdo com
a resina quelante do niquel e detecdo com um anticorpo
anti-His (C-terminal); "BSA" significa albumina de soro

bovino; "EDTA" significa &cido etilenodiaminatetraacético;
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"DMSO" significa sulféxido de dimetilo; "MOPS" significa o

4dcido 3- (N-morfolino)-propanossulfénico; "MES" significa o
acido 2- (N-morfolino)-etanossulfdénico; "PBS" significa
solucdo salina tamponada com fosfato; "dPBS" significa

solucdo salina tamponada de fosfato de Dulbecco; "HEMA"
significa metacrilato de 2-hidroxietilo; "DMEM" significa
meio de Eagle modificado de Dulbecco; "FBS" significa soro
bovino fetal; "NEAA" significa aminodcidos ndo essenciais;
"HEPES" significa &cido N-2-hidroxietilpiperazina-N'-2-
etanossulfdnico; e "DMEF" significa dimetilformamida.
Exemplo 1, Preparacdo do Imunogénio ALK-1

O DEC do ALK foi clonado do clone ORF de ALK-1 humano

de comprimento completo (Invitrogen, Clone ID IOH21048) por
PCR com a utilizacéo dos iniciadores direto 5"-
ACGGCCCAGCCGGCCGACCCTGTGAAGCCGTCT (SEQ ID NO: 96) e b5'-
ACTA4GCTTTTAATGATGATGATGATGATGCTGGCCATCTGTTCCCG (SEQ ID NO:
97) reverso. O produto da PCR foi purificado, tratado com
as enzimas de restricdo Sfil e Hindlll, e clonado no local
SfiI/HindIII de um vetor de expressdo de mamiferos
pSecTag2/Hygro (Invitrogen Inc., N° de Catédlogo V910-20). O
clone foi usado para transientemente transfectar as células
293T com o reagente de transfecdo Fugene 6 (Roche Applied
Science, N° de Catédlogo 1814443), seguindo-se as instrucdes
do fabricante. O sobrenadante da cultura celular contendo a
proteina alvo segregada foi colhido 72 horas apds a
transfecdo e deixado ligar-se a resina Ni-NTA (QIAGEN, N°
de Catélogo 30430) em 4 °C durante a noite. A resina foi
entdo lavada com tampdo contendo Tris 20 mM, pH 8,0,
imidazol 25 mM e cloreto de sdédio 300 mM. A proteina Cauda
de His foi removida por eluicdo da resina com a utilizacéo
do tampdo contendo Tris 20 mM, pH 8,0, imidazol 300 mM e
cloreto de sdédio 300 mM. Uma resina de permuta de catides
CM Sepharose foi usada para ainda purificar a proteina em
fosfato de sédio 20 mM (pH 7,0), e a fracdo ndo ligada

contendo a proteina alvo foi <colhida. A proteina foi
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permutada no tampdo por PBS ou HEPES 10 mM, pH 7,4, mais
cloreto de sbédio por didlise, e concentrada a 0,2 a 1 mg/ml
com uma pureza final de > 90%, avaliada por gel de SDS PAGE
corado com azul de Coomassie. A proteina DEC ALK-1 com
cauda de His foi intensamente glicosilada com um MW
aparente de 26 KDa, em comparacdo com um MW tedrico de 11
KDa para a proteina. A proteina com cauda de His DEC ALK-1
(SEQ ID NO: 98) foi usada para a geracdo do anticorpo anti-
ALK-1 produtor dos hibridomas, conforme descrito no Exemplo
2.
Proteina DEC ALK-1 com cauda de His humana:

sequéncia de genes: a parte de letras minUsculas ¢é o

sinal de secrecdo):
aiggagacagacacaciocigolatgggtactgotgeictggatccaggiiccactgotyacgesgeocagoggeaGACCCTGTGAAGT
COTCTCRGRECCCELTEGTCALCTGCACE TETGAGAGCCCACATIBOAAGRGGLUTACCTGLCEE
GGGECCTEETGCACAGTAGTECTGGTGCEGEEAGHAGBGRAGGTACCCCLAGGAACATCGGEGET
GORGGAACTTOCACAGRGAGCTCTRCAGEGEGGLELLCCACCEBAGTTCGTCAACCACTACTGOTEC
GACAGDCACCTCTGCAACCACAACGTETCCCTEETGCTERAGGLCACCCAACCTCCTTICGGAGUAG
COGERAACABATGGRCAGCATCATUATCATCATCAT (SEQ 1D NC: 86)

sequéncia de proteinas:
DPVEPSRGPLVTCTCESPHCKGPTCRGAWLTWILVREEGRHPOEHRGCGNLHRELCRGRPTEFVNRY
CCOSHLONHNVELVLEATORFSEQPGTOGOHHHHHY (SEQ 1D NO: 88)

Exemplo 2. Geracdo de Anticorpo anti-ALK-1 Produtor de

Hibridomas

Ratinhos XENOMOUSE® de oito a dez semanas de idade
foram imunizados em suas patas traseiras com 10 pg/ratinho
ou de quimera ALK-1/Fc recombinante humano (R&D Systems,
Inc., Numero de Catédlogo 370-AL) ou com a proteina de cauda
de His DEC ALK-1 descrita no Exemplo 1. Esta dose foi
repetida cinco a sete vezes durante um periodo de trés a
cinco semanas. Trés ou gquatro dias antes da fusdo, os
ratinhos receberam uma injecdo final do imunogénio em PBS.
Os linfécitos dos nédulos linfaticos dos ratinhos
imunizados foram fundidos com a linha de células P3-X63
Ag8.653 através da electrofusdo das células [N° de Cat. de
ATCC CRL 1580), e estas células fundidas foram submetidas a
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selecdo de HA-DMEM como anteriormente descrito (DMEM/15% de
FBS/1% de L-glutamina 200 mM /1% aminodcido ndo essencial
100X/1% Pen 100X/Strep/10 U/ml de IL-6/1 frasco/litro de
suplemento de meio OPI mais 0,5x HA (Azasserina-
Hipoxantina, Sigma, N°® de Cat. A9666)]. Um painel de
hibridomas foi recuperado, todos o0s quais segregam 0S8
anticorpos de IgG2 humano especifico de ALK-1.

O ensaio ELISA foi usado para detetar a ligacdo do
anticorpo. 0 imunogénio foi aplicado a placa de
microtitulacdo Immulon de 96 pocos (superficie MaxiSorp™ da
placa NUNC-Immuno™, Nalge Nunc International, N° de Cat.
439454) a 4 pg/ml em tampdo de bicarbonato de sdédio 50 mM
durante a noite, a 4 °C. As placas foram lavadas e depois
blogueadas com PBS com a adicdo de 0,1% de Tween-20 e 0,5%
de albumina de SOro bovino. Os anticorpos foram
acrescentados as placas de ELISA bloqueadas, incubados por
1 hora, e lavados com PBS com Tween-20. A ligacdo foi
detetada por IgG humana-peroxidase de rébano-silvestre
(Pierce, N° de Catédlogo 31420) seguido pela adicdo de ABRTS
(Pierce, N° de Catédlogo 37615). As medic¢des colorimétricas
foram realizadas em 405 nm numa leitora de micro-placas
(SpectraMax Plus 384, Molecular Devices).

Vinte e c¢inco hibridomas foram selecionados para
estudo adicional. Estes eram células isoladas clonadas por
diluigcédo limitativa e foram designados 1.11.1; 1.12.1;
1.12.1(xWT); 1.12.1(M291/D19A); 1.12.1(M29I); 1.12.1(D19A);
1.13.1;, 1.14.1;, 1.151.1; 1.162.1; 1.183.1; 1.27.1; 1.29.1;
1.31.1; 1.8.1; 1.9.1; 4.10.1; 4.24.1; 4.38.1; 4.58.1;
4.62.1; 4.68.1; 4.72.1; 5.13.1; 5.34.1; 5.53.1; 5.56.1;
5.57.1; e 5.59.1.

A linha LN 15916 de Células de Hibridoma de Ratinho (o
hibridoma 1.12.1) foi depositada sob termos de acordo com o
Tratado de Budapeste na Colecdo Americana de Culturas
Celulares (ATCC), 10801 University Blvd., Manassas, VA
20110-2209 em 21 de Junho de 2005. Ao hibridoma 1.12.1 foi
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atribuido o seguinte numero de acesso: PTA-6808.

Exemplo 3. Sequéncias de Anticorpos Anti-ALK-1

Para analisar a estrutura de anticorpos produzida de
acordo com a divulgacdo, foram clonados &cidos nucleicos
que codificam os fragmentos de cadeia pesada e leve dos
anticorpos monoclonais anti-ALK-1 produtores dos
hibridomas. A clonagem e a sequenciacdo foram realizadas
por meios padréo.

O ARNm poli(A)" foi isolado com a utilizacdo de um kit
Fast-Track™ (Invitrogen) de aproximadamente 2 X 10° células
de hibridoma para cada um dos anticorpos de ALK-1. O ADNc
foi sintetizado do ARNm mediante a utilizacéo de
iniciadores aleatdérios. O ADNc iniciado aleatoriamente foi
amplificado por PCR com a utilizacdo de iniciadores de
dominio variavel especificos da familia de Vy humano ou de
Vx humano, em combinacdo com iniciadores especificos para a
regido constante Cy2 humana, ou uma regido constante Ck
para amplificar a regido varidvel de anticorpos incluindo
todas as regides da estrutura (FRs) e regides
determinadoras da complementaridade (CDRs). Foram obtidas
as sequéncias de adcido nucleico que codificam os
transcritos humanos de cadeia pesada e de cadeia leve capa
dos hibridomas produtores de anti-ALK-1 por sequenciacédo
direta de ambas as cadeias dos produtos da PCR. As
sequéncias foram analisadas com a utilizacdo do programa
registrado da Abgenix e a informacdo publicamente
disponivel gquanto aos genes humanos Vy e Vg, 0 "registo de
sequéncias V BASE), Tomlinson et al., MRC Centre for
Protein Engineering, Cambridge, Reino Unido). Resultados
idénticos podem ser obtidos com a utilizacdo do programa de
alinhamento de sequéncias publicamente disponivel, por
qualgquer pessoa de experiéncia normal, com a utilizacgdo dos
programas de software MacVector e Geneworks.

Especificamente, o) anticorpo 1.12.1 ALK-1 de

comprimento completo foi clonado nos vetores de expressédo
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como se segue: o ARNm poli(A)" foi isolado com a utilizacdo
de um kit RNeasy Mini (Qiagen) e o ADNc sintetizado do ARNm
com o kit Advantage RT-para-PCR (BD Biosciences) com a
utilizacdo de iniciacdo de oligo(dT). O ADNc iniciado por
oligo(DT) wpara clonar 1.12.1 foi amplificado com a
utilizacdo dos iniciadores listados no Quadro 2. A
amplificacdo foi obtida com a utilizacdo da polimerase Pfu
Ultra (Stratagene) e um PTC-200 ADN Engine (MJ Research)
com ciclagem como se segue: 3'@95 °C; 25x (20" @ 95 °C,
30"@52 °C, 1'20"@72 °C); 10°@72 °C. Os clones tiveram as
sequéncias verificadas com a wutilizacdo da Grills 16°
BDTv3.1/gquimica dGTP (Applied Biosystems Inc.) e um
Analisador de ADN 3730x1 (Applied Biosystems Inc.). No
processo de clonar 1.12.1 Vy, uma mutacdo silenciosa foi
introduzida no § coddo, transformando "GGC" num "GGT".
Todas as sequéncias foram analisadas por alinhamentos ao
'registo de sequéncias V BASE' [Tomlinson et al., J. Mol.
Biol., 227, 776-798 (1992); Hum. Mol. Genet, 3, 853-860
(1994); EMBO J., 14, 4628-4638 (1995)1].
Quadro 2

Iniciadores de Amplificacéo de Cadeia Pesada e Leve Usados para

Clonar 1.12.1 de Comprimento Completo

Nome do Sequéncia do Iniciador SEQ ID

Iniciador NO

4-61 5'tcttcaagcttgatatctctagaageccgeccaccATGAAACACCTGTGG 105
TTCTTCCTCC 3'

Gl/2 FL R|5'ttctctgatcagaattcctaCTATTTACCCGGAGACAGGGAGAGGC 106
3 1

All 5'tcttcaagcttcccgggageccgeccaccATGGAAACCCCAGCGCAGCTT 107
3 '

K FL_ R |5'ttctttgatcagaattctcaCTAACACTCTCCCCTGTTGAAGCTCTTT | 108

G 3’

Bases ndo hibridantes em letras mintGsculas

Exemplo 4. Andlise de Utilizacdo de Genes e Andlise de CDR
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A partir da sequéncia de &cido nucleico e da sequéncia
de aminoé&cidos prevista dos anticorpos, a utilizacdo dos
genes foi identificada para cada cadeia de anticorpos. O
Quadro 3 apresenta a utilizacdo de genes de clones de

hibridomas selecionados dos anticorpos de acordo com a

divulgacéo.
Quadro 3
Utilizacdo de Genes de Cadeia Pesada e Leve
Clone Linha Germinal de Linha Germinal de
Cadeia Pesada Cadeia Leve Capa
SEQ ID Vi Dy | Jh SEQ ID Vg Jk
NO: NO:

1.11.1 9 3-33 [6-19|JH3R 11 L1 JK4
1.12.1 103 4-31 |6-19|JH4B 126 A277 JK5
1.13.1 13 4-61 |6-19|JH4RB 15 A27] JK5
1.14.1 17 4-61 |6-19|JH4B 19 A277 JK5
1.151.1 21 4-31 | 3-3 |JH3B 23 B3 JK1
1.162.1 25 4-31 JH3B 271 D277 JK5
1.183.1 29 4-59 [6-19|JH4R 31 L2 JK3
1.31.1 4-31 |6-19|JH4RB A277 JK5
1.8.1 33 4-31 | 3-3|JH3B 35 B3 JK1
1.9.1 37 3-11 [3-22|JH6B 39 A2 JK1
4.10.1 41 3-15 |3-22|JH4B 43 A3 JK4
4.24.1 45 4-31 |5-12|JH6B 47 A277 JK5
4.,38.1 49 4-31 |4-23|JH4B 51 B3 JK1
4.58.1 53 4-31 |4-23|JH4B 55 A277 JK5
4.62.1 57 4-31 [5-12|JH6R 59 A277 JK5
4.68.1 61 4-31 | 2-2 |JH5B 63 A277 JK5
4.72.1 65 4-31 [5-12|JH6R 67 A277 JK5
5.13.1 69 4-31 JH3B 71 A27 JK4
5,34.1 73 4-31 JHG6B 75 Al JK1
5.53.1 77 3-15(1-1|JH4R 79 B2 JK4
5.56.1 81 3-11 |6-19|JHGB 83 A2 JK1
5.57.1 85 3-11 |3-10|JHGB 87 A2 JK1
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5.59.1 89 3-11 | 6-6|JHGB 91 A2 JK1
A mutagénese, nas regides Vg (M29I) e Vg (D19A) do

clone 1.12.1, foi conduzida com o0s iniciadores listados no
Quadro 4 e o kit QuickChange (Stratagene) de acordo com as
instrucdes do fabricante. As variantes mutadas foram
verificadas por sequéncia e clonadas nos vetores de

expressdo por procedimentos padréo.



L6d

Quadro 4
0ligonucledtidos Mutagénicos (sequéncias b' a 3')
Iniciador Sense Antisense
1,12.1 (DI9%)  |CTCCAGGGGRAAGAGCCACCCTCTCCTGTAGG CCTACAGGAGAGGGTGGCTCTTICCCCTGRAG  (SEQ
(SEQ ID NO: 109) ID NO: 110)
1,12,1 (M291)  |GGTGGCTCCATCAGCAGTGGTGAATACTAC  (SEQ|GTAGTATTCACCACTGCTGATGGAGCCACC (SEQ ID
1D No: 111) N0o: 112)

ks mutacdes acham-se indicadas em negrito e sublinhadas.
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As moléculas de &cido nucleico codificando o dominio
varidvel de cadeia pesada (SEQ ID NO: 5) e o dominio
variavel de cadeia leve (SEQ ID NO: 7) do anticorpo 1.12.1
(M29I/D19A) foram depositadas sob termos de acordo com o
Tratado de Budapeste, na Colecdo Americana de Culturas
Celulares (ATCC), 10801 University Blvd., Manassas, VA
20110-2209 em 14 de Julho de 2005. Aos depdsitos foram
atribuidos os seguintes numeros de acesso: N° de ATCC PTA-
6864 para DHba de E. coli contendo o plasmideo pCR2.1 TOPO
1.12.1 Vg (M29I): UC 25502; e N° de ATCC PTA-6865 para o
DHba de E. coli contendo o plasmideo pCR2.1 TOPO 1.12.1 Vk
(D19A) : UC 25503.

Varios anticorpos humanos especificos anti-ALK-1
apresentaram um padrdo comum em CDR1 do dominio variavel de
cadeia pesada. Estes levam as moléculas a utilizarem os
segmentos de genes V de cadeia pesada 4-31 ou 4-61. As
sequéncias FR1 e CDR1 correspondentes a estas cadeias
pesadas de anticorpos sdo apresentadas no Quadro 4A,
alinhadas em relacgdo as sequéncias da linha germinal. Um
traco (=) no alinhamento indica um residuo idéntico a linha
germinal. Em todos os casos, o padrdo GYYWS (SEQ ID NO:
136) no final do CDR1 sofreu mutacdes somaticas para
produzir um novo padrdo de sequéncias, por meio do que o
residuo G ¢é permutado num residuo acidico (D ou E), e o
residuo S final ¢é permutado num N em 9 fora dos 12
exemplos. A diversidade de sequéncias em outras regides do
Vg indica que estas devem provavelmente ser eventos de
mutacdo somdtica independentes que levam ao mesmo padrdo de

sequéncia no final do CDR1 de Vjy.

Quadro 4A
Padrdes de Sequéncias de Cadeia Pesada de Anticorpos ALKL
Clone V-gene D- J- FR1 CDR1
gene gene QVOLOESGPGLVKPSQTLSLTCTVS GGSISSGGYYWS
Linha (SEQ ID NO: 122) (SEQ ID NO:

germinal 123)



5.34.1 VH4-31 -NA - JHEB  ——————————m——mm——m——m oo D---N
4.58.1 VH4-31 D4-23 JH4B ~ -—-————————————————————— ——————— D——-N
4.38.1 VH4-31 D4-23 JH4B ~ -—————mmmmmmmmmmmmmm—mm oo D——-
5.13.1 VH4-31 -NA - JH3B  ————m—mmmmmmmmmmmmmm o D---N
1.162.1 VH4-31 -NA - JH3B ~ —————- I--—— - E-——-
4.72.1 VH4-31 D5-12 JH6B = =—————————————————m—mm— oo E-———
4.24.1 VH4-31 D5-12 JH6B  —-————————————————————— —————— ND——-N
4.62.1 VH4-31 D5-12 JH6B ~ —-————————————————————— ——————— D——-N
1.31.1 VH4-31 D6-19 JH4B  —-————————————————m—mmm oo D——-N
1.12.1 VH4-31 D6-19 JH4B ~ -————- - - ————M-—-F-——-

QVOILOESGPGLVKPSETLSLICTVS — NGGSVSSGGYYWS

Linha germinal (SEQ ID NO: 124) (SEQ ID NO:
125)

1.13.1 VH4-61 D6-19 JH4B - - - D——-N
1.14.1 VH4-61 D6-19 JH4B ~ =—-————————————————m—mm— oo D——-N

Exemplo 5. Preparacdo das Moléculas Fab 1.12.1

O fragmento Fab de 1.12.1 (M29I/D19A) foi preparado
pela digestdo de IgGl 1.12.1 (M29I/D19A) com a utilizacdo
de papaina. O IgGl de 1 12.1 (M29I/D19A) de comprimento

completo purificado pela Proteina A foi incubado com
papaina (VWR) na relacdo de 1:50 (papaina:proteina) em
tampdo contendo fosfato de sdédio 30 mM (pH 7,0), EDTA 2 mM
e cisteina 2 mM em 37 °C por 2 a 3 horas. A mistura de
digestdo foi entdo aplicada a uma minicoluna de proteina A
para remover a proteina de comprimento completo né&o
digerida e o fragmento Fc. Fab ndo ligado foi colhido no
fluxo passante. Uma coluna de exclusdo de tamanho (Superdex
200, Amersham Pharmacia Biotech) foi entdo usada para ainda
purificar a proteina Fab e para trocar o tampdo em PBS. A
endotoxina foi removida pela aplicacdo da solucdo proteica
através do gel Detoxi (PIERCE) e da coluna de permuta de
ides Vivapure Mini Q (VivaScience) subsequentemente. A
proteina foi filtrada com o filtro de seringa de 0,2 pum e o

nivel de endotoxina foi testado com um kit de pirogénio LAL
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(Cambrex) . A proteina purificada final tinha uma
concentracdo de 2 a 3 mg/ml, com o nivel de endotoxina de <
0,1 EU/mg e pureza de > 95%. 0O fragmento Fab 1.12.1
(M29I/D19A) tinha um peso molecular de 47.347, sob condicédo
ndo reduzida, como mostrado pela espectrometria de massa de
pulverizacdo de electrdes. A anédlise de sequenciacdo N-
terminal de Edman confirmou a sequéncia de términos N de
cadeia leve de EIVLTQSPG (SEQ ID NO: 113) e a sequéncia de

cadeia pesada de QVQLQESG (SEQ ID NO: 114),
respectivamente.
Exemplo 6. Determinacédo dos Valores da Avidez dos

Anticorpos Monoclonais anti-ALK-1 Completamente Humanos por
Ressondncia de Plasmido Superficial (SPR) Usando BIACORE™

As medidas da avidez dos anticorpos anti-ALK-1
purificados mediante a ressondncia de plasmdo superficial
com a utilizacdo do instrumento BIACORE™ 3000 foram
realizadas como segue, com a utilizacdo dos protocolos do
fabricante.

Para realizar as anélises cinéticas, a proteina de
fusdo ALK-1/Fc humana recombinante (hALK-1/Fc) e a proteina
de fuséao ALK-1/Fc de cinomolgos (cALK-1/Fc) foram
imobilizadas em células de fluxo separadas de um chip
sensorial BIAcore CM5 usando-se o acoplamento de amina de
rotina. As superficies foram preparadas com a utilizacdo de
tampdo de acetato 10 mM, pH 5,0, quando o tampdo de
imobilizacdo e as densidades proteicas de 300 e 150 RU
foram obtidas para as proteinas de fusdo hALK-1/Fc e cALK-
1/Fc, respectivamente. A desactivacdo dos ésteres de N-
hidroxissuccinimida n&o reagidos foi realizada com a
utilizacdo de cloridrato de etanolamina nédo reagido, pH
8,5. As amostras de anticorpos no tampdo em desenvolvimento
foram preparadas em concentracdes variando de 0,125 a 2 nM
(uma solucédo de 0 nM que compreende tampéao em
desenvolvimento sozinho foi incluida como uma referéncia

zero). As amostras foram aleatorizadas e injectadas em
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duplicado por 10 minutos cada através de todas as células
de 4 fluxos usando-se HBS-EP (HEPES 10 mM, pH 7,4, NaCl 150
mM, EDTA 3 mM, 0,005% de Tensioativo P20) como tampdo de
desenvolvimento. Associacdes foram observadas como sendo
independentes dos indices de fluxo de 1 a 100 pl/minuto,
indicando nenhuma limitacdo de transporte de massa. Um
indice de fluxo de 25 pl/minuto foi usado para determinar
os valores da avidez. A dissociacdo do anticorpo foi
monitorizada por 10 minutos, a superficie foi regenerada
por uma injeccdo de 12 segundos de HsPO, 100 mM (25
pnl/minuto). Os dados brutos foram processados com a
utilizacdo do pacote de programas Scrubber (GBiologic
Software) e analisados com a utilizacdo do pacote de
programas CLAMP (0Biologic Software) . Os conjuntos
multiplos de dados de uma superficie tnica, seis conjuntos
de dados de wuma vez, foram simultaneamente ajustados
globalmente a um modelo de ligacdo simples Langmuir 1:1
utilizando-se um valor de Rméax de variavel comum. O Quadro
5 relaciona os valores da avidez para os anticorpos anti-
ALK-1 representativos da presente divulgacdo. Os dados
representados indicam que 08 anticorpos preparados de
acordo com a divulgacdo possuem altas afinidades e fortes

constantes de ligacdo quanto a ALK-1 humano.

Quadro 5
Determinacdo do Valor da Avidez por Ressonédncia de
Plasmédo Superficial (BIAcore)
Clone hALK-1/Fc hALK-1/Fc cALK-1fFc Avidez
Avidez (pM) koze (1/s) (pM)
1.12.1 <6,8 <5,0 x 107° 27
(M291/D19A)
1.14.2 76 5,6 x 107° 280
1.27.3 2,9 1,9 x 1077 60
1.31.1 <13 <5,0 x 107° 150
1.162.1 18 1,1 x 107° 62
1.183.2 220 3,1 x 1077 1800
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4.24.2 70 4,4 x 107° 430
4.38.1 100 4,0 x 107° 150
4,58.2 40 1,6 x 107° 130
4.62.1 9,6 7,6 x 107° 19
4,.68.2 86 3,8 x 107° 320
4.72.2 73 3,4 x 1077 280
5.13.3 91 6,3 x 1077 190

1.12.1(M291I/D19A) refere-se a variante de mAb 1.12.1 que
foi expressa mAb recombinante contendo duas mutacdes de
aminodcidos especificas (metionina na posicdo 29 na
cadeia pesada substituida por isoleucina e 4cido

aspartico na posicdo 19 na cadeia leve substituida pela

alanina) .

Exemplo 7. Determinacdo das Constantes de Afinidade (Kp)

das Variantes de Anticorpo Monoclonal 1.12.1 Anti-ALK-1

Completamente Humano Mediante Ressonédncia de Plasméo
Superficial (SPR) com a Utilizacdo de BIACORE™

As medidas de afinidade dos anticorpos anti-ALK-1
purificados por ressonadncia de plasmdo superficial com a
utilizacdo do instrumento BIACORE™ 3000 foram realizadas
como segue, com a utilizacdo dos protocolos do fabricante.

Para realizar as andlises cinéticas, as variantes do
anticorpo monoclonal 1.12.1 anti-ALK-1 completamente humano
foram imobilizadas sobre a camada de dextrano de um chip
biossensor CM5 usando o) acoplamento de amina. As
superficies foram preparadas com a utilizacdo do tampdo de
acetato 10 mM, pH 5,0, como o tampdo de imobilizacdo, e as
densidades proteicas de 3500 a 4800 RU foram obtidas. A
desactivacdo dos ésteres de N-hidroxissuccinimida né&o
reagidos foi realizada com a utilizacdo de cloridrato de
etanolamina 1 M, pH 8,5. As amostras de ALK-DEC monomérico
no tampdo em desenvolvimento foram preparadas em
concentracdes que variaram de 2,63 a 640 mM (uma solucdo de

0 nM que compreende o) tampédo em desenvolvimento
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isoladamente foi incluida como uma referéncia zero). As
amostras foram aleatorizadas e injectadas por 2 minutos
cada através de todas as 4 células de fluxo usando HBS-EP
(HEPES 10 mM, pH 7,4, NaCl 150 mM, EDTA 3 mM, 0,005% de
Tensiocativo P20) como tampdo de desenvolvimento. Um indice
de fluxo de 25 upl/minuto foi usado para se determinar as
constantes de afinidade. A dissociacéo do  ALK-DEC
monomérico foi monitorada por 10 minutos, a superficie foi
regenerada por uma injeccdo de 12 segundos de H3;PO, 100 mM
(25 pl/minuto). Os dados brutos foram processados com a
utilizacdo do pacote de programas Scrubber (©GBioLogic
Software) e analisados com a utilizacdo do pacote de
programas CLAMP (©BioLogic Software). 0Os dados foram
ajustados globalmente a um simples modelo de ligacéo
Langmuir 1:1. O Quadro 6 proporciona uma lista das medicdes
da afinidade quanto as variantes do anticorpo monoclonal

1.12.1 anti-ALK-1 humano da presente divulgacéo.

Quadro 6
Determinacdo da Constante de Afinidade da Variante
1.12.1 de mAb, Kp, por Ressonédncia de Plasmdo Superficial
(BIAcore)
Anticorpo Associacdo (M '| Dissociacédo | Kp (nM)
s™) (s
1.12.1 1,9 x 10° 7,4 x 107 39
1.12.1 (tWT) 2,2 x 10° 5,8 x 107° 26
1.12.1 (D19%9A) 2,6 x 10° 4,4 x 107° 17
1.12.1 (M291) 2,4 x 10° 9,1 x 107 38
1.12.1 (M291I/D19A) 2,2 x 10° 9,5 x 107° 43
(1) *
1.12.1 (M29I/D18A) 2,3 x 10° 8,4 x 107° 37
(2)*
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*As duas constantes de afinidade para 1.12.1(M29I/D19A)
(1) e (2) foram obtidas com a utilizacdo de duas
superficies separadas.

1.12.1 refere-se a variante de 1.12.1 de mAb que foi
isolada do hibridoma.

1.12;1(rWT) refere-se a variante 1.12.1 de mAb que foi
expressa mAb recombinante.

1.12.1 (M29I) refere-se a variante 1.12.1 de mAb que foi
expressa mAb recombinante contendo uma mutacgdo de
aminodcido Unica especifica, em gque a metionina na
posicdo 29 na cadeia pesada foi substituida por
isoleucina.

1.12.1(D194) refere-se a variante 1.12.1 de mAb que foi
expressa mAb recombinante contendo uma mutacdo de
aminodcido Unica especifica, em que o &acido aspartico na
posicdo 19 na cadeia leve foi substituido por alanina.
1.12.1(M291I/D19A) refere-se a variante 1.12.1 de mAb que
foi expressa mAb recombinante contendo duas mutacdes de
aminoacido especificas (a metionina na posicdo 29 na
cadeia pesada substituida por isoleucina e 4cido
aspartico na posicdo 19 na cadeia leve substituida por

alanina) .

Exemplo 8. Determinacdo das Constantes de Afinidade (Kp)

dos Anticorpos Monoclonais Anti-ALK-1 Completamente Humanos

pela Ressondncia de Plasmdo Superficial (SPR) com a
Utilizacdo de BIACORE™

As medidas de afinidade (Kp e kyorr) dos anticorpos
anti-ALK-1 purificados por ressonéncia de plasméio
superficial com a utilizacdo do instrumento BIACORE™ 3000
foram realizadas como segue, com a utilizacdo dos
protocolos do fabricante.

Para realizar as andlises cinéticas, mAbs purificados
por afinidade foram imobilizados sobre camada de dextrano

de um chip biossensor CM5 com a utilizacdo do acoplamento
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de amina. As superficies foram preparadas com a utilizacédo
do tampdo de acetato 10 mM, pH 5,0, como o tampdo de
imobilizacdo, e as densidades proteicas de 200 a 400 RU
foram obtidas. A desactivacéo dos ésteres de N-
hidroxissuccinimida n&oc reagidos foi realizada usando-se
cloridrato de etanolamina 1 M, pH 8,5. As amostras de ALK-
DEC monoméricas em tampdo de desenvolvimento  foram
preparadas nas concentracdes variando de 3,125 a 400 nM
(uma solucdo de 0 nM que compreende apenas tampdo de
desenvolvimento foi incluida como uma referéncia zero). As
amostras foram aleatorizadas e injectadas em duplicata por
2 minutos cada através de todas as 4 células de fluxo
usando-se HBS-EP (HEPES 10 mM, pH 7,4, NaCl 150 mM, EDTA 3
mM, 0,005% de Tensioativo P20) como tampéao de
desenvolvimento. As associacbes foram observadas como sendo
independentes dos indices de fluxo de 1 a 100 pl/minuto,
indicando nenhuma limitacdo de transporte de massa. Um
indice de fluxo de 25 pl/minuto foi usado para determinar
as constantes de afinidade. A dissociacdo do ALK-DEC
monomérico foi monitorada por 10 minutos, a superficie foi
regenerada por uma injeccdo de 12 segundos de H3;PO, 100 mM
(25 pl/minuto). Os dados brutos foram processados com a
utilizacdo do pacote de programas Scrubber (©BioLogic
Software) e analisados com a utilizacdo do pacote de
programas CLAMP (ORioLogic Software). Os dados foram
ajustados globalmente a um simples modelo de ligacéo
Langmuir a 1:1. O Quadro 7 proporciona uma lista das
medicdes de afinidade quanto aos anticorpos anti-ALK-1
representativos da presente divulgacéo:
Quadro 7

Determinacdo da Constante de Afinidade, Kp, para os

Anticorpos Monoclonais Representativos mediante a

Ressonédncia de Plasmédo Superficial (BIAcore)

Anticorpo Associacgdo (M*' Dissociagcdo |Kp (nM)

s™h) (s™")
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1.12.1 3,3 x 10° 8,2 x 107* 25
(M291/D19A)

1.31.1 3,2 x 10° 1,9 x 107° 6,0

4.72.1 3,2 x 10° 2,5 x 107° 0,8
Fab 1.12.1 3,8 x 10° 8,2 x 107° 22
(M29I/D19AR)

O ALK-DEC monomérico usado para gerar os dados no
Exemplo 8 foi uma preparacdo diferente daquela usada para
gerar os dados do Exemplo 7.

1.12.1 (M29I/D19A) refere-se a variante de 1.12.1 de
mAb que foi expressa como mAb recombinante contendo duas
mutacdes de aminodcidos especificas mencionadas acima
(Acido aspéartico na posicdo 19 na cadeia leve substituida
por alanina e metionina na posicdo 29 na cadeia pesada
substituida por isoleucina).

Fab 1.12.1 (M29I/D19A) refere-se ao fragmento de Fab
de 1.12.1 (M291/D19A) de mAb preparado por digestdo de
1.12.1 (M29I/D19%A) IgGl com a utilizacdo de papaina.
Exemplo 9. Identificacdo da Selectividade dos Epitopos dos
Anticorpos Anti-ALK-1

As experiéncias de competicgdo cruzada foram realizadas
com a utilizacdo do instrumento BIACORE™ 3000 (Biacore
International AB, Uppsala, Suécia e Piscataway, N.J.),
seguindo-se os protocolos do fabricante.

A  guimera de ALK-1/FC humana recombinante foi
imobilizada sobre a camada de dextrano de um chip
biossensor CM5 usando o acoplamento de amina. Os chips
foram preparados com a utilizacdo de tampdo de acetato 10
mM, pH 5,0, como o tampdo de imobilizacdo, e uma densidade
proteica de 940 RU foi obtida. A desactivacdo dos ésteres
de N-hidroxissucinimida foi realizada com a utilizacdo de
cloridrato de etanolamina 1 M, pH 8,5.

Os mAbs purificados foram diluidos a uma concentracéo
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de 50 nM em tampdo de desenvolvimento HBS-EP (HEPES 0,01 M,
pH 7,4, NaCl 0,15 M, EDTA 3 mM, 0,005% de Polissorbato 20).
Um anticorpo primario foi escolhido e depois injectado
através da célula de fluxo por 600 segundos numa velocidade
de 10 pl/minuto. Apds a 1injeccdo ter sido completada, um
anticorpo secundario foi escolhido e injectado através da
mesma célula de fluxo por 600 segundos numa velocidade de
10 ml/minuto. A superficie do sensor foil regenerada por uma
injeccdo de 12 segundos de H3PO4 (25 pl/minuto).

Apbds a regeneracdo, o anticorpo primadrio foi novamente
injectado através da célula de fluxo por 600 segundos, numa
velocidade de 10 pl/minuto. Apds a injeccdo estar completa,
um diferente anticorpo secundario foi escolhido e injectado
através da mesma célula de fluxo por 600 segundos numa
velocidade de 10 pl/minuto. Uma vez o painel inteiro de 14
anticorpos ter sido usado como o anticorpo secunddrio, um
novo anticorpo primdrio foi escolhido e o procedimento foi
repetido com o novo anticorpo primadrio. Estes procedimentos
foram realizados até que todas as combinac¢des possiveis dos
anticorpos primdrios e secundarios tivessem sido injectados
através da célula de fluxo. A ligacdo do anticorpo
secundario foi considerada como tendo ocorrido se a
resposta total observada apds a injeccdo de ambos o0s
anticorpos excedesse aquela observada para ambos os valores
limites possiveis. Os valores de limite foram determinados
pela wutilizacdo do mesmo anticorpo, tanto o anticorpo
primario gquanto o anticorpo secundédrio. Apresentada no
Quadro 8, uma matriz de resposta foi criada com base em se
a ligacdo foi observada: -indica nenhuma 1ligacdo do
anticorpo secundario, x indica que a ligacdo foi observada
(a resposta foi maior do que os valores limites para os
anticorpos individuais). O agrupamento dos clones dque
apresentam o mesmo padrdo de reactividade dé& origem a duas
caixas de epitopos diferentes com 1.11.1 numa caixa e todos

0s outros anticorpos na outra caixa.
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Quadro 8. Matriz de Resposta de Armazenamento de Epitopo

BIAcore.

mAb mAb Secundario

Primario|1.901.11]1.12.1pp|1.27]1.31]1.162|1.183|4.24|4.38|4.58|4.62(4.68] 4. | 5.
O .1 /Do) .3 1 1 .2 .2 1 .2 .1 .2 | 72113

1.9.1 - X - - - - - - - - - - - | -

1.11.1 X - X X X X X X X X X X | X|X

1.12.1 X - - - - - - - - - - - | -
(M291/D1
9A) "

1.27.3 -

1.31.1 -

1.162.1 | -

1.183.2 | -

4.24.2 -

4.38.1 -

4.58.2 -

4.62.1 -

4.68.2 -

4.72 -

Eo T T R R - R T T R I
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

5.13 -

Exemplo 10. Isolamento do Gene ALK-1 do Macacos Cinomolgos

O gene ALK-1 de macacos Cinomolgos ("Cino") foi
extraido do tecido dos pulmdes do Cino. Com base na
sequéncia de genes publicado em para o ALK-1 humano
(registo do Genebank L17075), 0s iniciadores foram
projectados para amplificar por PCR o ALK-1 de Cinomolgos
de comprimento completo. O ARNm foi preparado do tecido do
pulmdo do cinomolgo extraido congelado (cerca de 1 g), com
a utilizacdo do kit de purificacdo de ARNm (Ambion, N° de
Catédlogo 1915) de acordo com as instrucgdes do fabricante.
200 ng do ARNm foi submetido a transcrigdo reversa e

amplificado por PCR com a utilizacdo do kit OneStep RT-PCR
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(Qiagen, N° de Catdlogo 210210), wutilizando os oligos
especificos do gene: 5'-AGCGGGCCCAGAGGGACCATG (SEQ ID NO:
115) (directo) e 5'-CAGAAAGGAATCAGGTGCTCCTGGGCTA (SEQ 1ID
NO: 116) (reverso) numa temperatura de revenimento de 61°
C. Um produto da RT-PCR do tamanho apropriado (~1,5 Kb) foi
extraido e purificado de um gel de agarose a 0,9% apds a
electroforese, depois TOPO-TA foi clonado no vector pCR4-
TOPO (Invitrogen, N° de Catédlogo K4575-01). O inserto foi
sequenciado para se obter a sequéncia de nucledtidos ORF do
ALK-1 do Cinomolgo. As sequéncias de nuclebdétidos e de
aminodcidos traduzidos previstos s&o apresentadas nas SEQ
ID NOs: 93 e 94, respectivamente. Embora a porcao
citoplasmdtica do gene codifique as sequéncias proteicas
idénticas entre o Cino e o ser humano, existem cinco
diferencas de aminodcidos no dominio extracelular (DEC, que
inclui as posicdes 22 a 118) e 1 diferenca de aminoacidos
no dominio da transmembrana da proteina. A identidade da
sequéncia do DEC entre seres humanos e Cino, é de 94,8%. Um
alinhamento do DEC humano e dos primatas é apresentado na
figura 2.

Um par de iniciadores (direto: 5'-
GATTATGGCCTTGGGCTCCCCCAGGAAA (SEQ ID NO: 117) e reverso:
5'-GGGCTATTGAATCACTTTAGGCTTCTCTGGACTGTTG) (SEQ ID NO: 118)
foi usado para amplificar em PCR o gene ALK-1 de Cinomolgos
de comprimento completo.

Exemplo 11. Determinacdo das Caracteristicas de Ligacdo da

Superficie Celular e Hibridac¢do Cruzada de Primatas
Mediante Citometria de Fluxo (FACS)

Para gerar as linhas celulares que sobre-expressam
ALK-1, as quais podem ser usadas para testar a afinidade de
ligacdo anti-ALK-1 usando a citometria de fluxo (FACS),
genes ALK-1 de comprimento completo humanos, de Cinos e de
ratos foram clonados no vector pcDNAS5/FRT/To TOPO da
Invitrogen (N° de Catdlogo K6510-20) e transfectados em 293

células hospedeiras Flp-1n T-Rex (Invitrogen, N° de
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Catédlogo R780-07), respectivamente. As seleccgdes foram
realizadas usando-se higromicina para se obter as linhas
celulares finais estéaveis. As sobre-expressdes das
proteinas de ALK-1 de comprimento completo respectivas
foram obtidas por inducdo de tetraciclina (2 pg/ml) em 37
°C/5% de CO; por 24 horas.

Os mAbs anti-ALK-1 foram testados gquanto as suas
afinidades de ligacdo ao ALK-1 da superficie celular usando
o ensaio FACS, usando-se 293 células estaveis que sobre-
expressam as proteinas ALK-1. As células foram separadas
com a utilizacdo de tripsina-EDTA e lavadas com PBS-AS
frio. Apbs terem sido separadas em aliquotas nas placas de
96 pocos, as células foram bloqueadas por soro e incubadas
com diferentes concentracdes de mAb especifico por 1 hora a
4 °C. Subsequentemente, as células foram lavadas e
incubadas com um anticorpo secunddrio k anti-humano
conjugado com o fluordéforo R-PE antes analisado com a
utilizacdo de um citdédmetro de fluxo FACSCalibur (BD
Biosciences). 10.000 eventos foram colhidos para cada
amostra sem se aplicar qualguer obstrucdo. Como mostrado no
Quadro 9, a média geométrica de cada histograma de amostra
foi representada graficamente como uma funcéao da
concentracdo de mAb, e Kp foi calculado para cada mAb apbs
ajuste a um modelo de equilibrio de duas situacodes.
Exemplos das experiéncias de FACS equivalentes de seres
humanos e de primatas s&o apresentados na figura 3.

Quadro 9

Resultados de Afinidade de Ligacdo Média (Kp) dos

Anticorpos Monoclonais Anti-ALK-1 ao ALK-1 da Superficie

Celular Humano ou de Cino Medida por FACS

Anticorpo Kp (nM)
Humano Cino
1.12.1 6,7 2,0
1.27.1 3,7 2,2
1.162.1 5,6 3,0
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4.38.1 9,3 3,4
4.58.1 14,0 6,7
4.72.1 6,4 3,8
5.13.1 3,2 1,6
1.31.1 3,2 1,7
4.24.1 7,6 3,1
4.62.1 2,3 0,78
4.68.1 8,4 9,0

Além disso, 1.12.1 foi apresentado pelo ensaio de FACS
como tendo cruzamento muito limitado a rato (Kp > 100 nM) e
é prognosticado como tendo cruzamento muito baixo a
ratinhos, em vista da identidade de sequéncia de DEC de 74%
e 68% entre o ALK-1 de rato/humano e de ratinho/humano,
respectivamente.

O ensaio de FACS foi também usado para se determinar
Kp das variantes de mAb 1.12.1 recombinante. No Quadro 10,
0s resultados indicam afinidade de 1ligacdo semelhante do
anticorpo recombinante.

Quadro 10

Resultados da Afinidade de Ligacdo Média das Variantes

ao ALK-1 Humano ou de Cino da Superficie Celular
Medidos por FACS

Anticorpo Kp (nM)
Humano Cino
1.12.1 6,7 2,0
1.12.1 (rWT) 5,9 6,0
1.12.1 (M291) 6,0 3,3
1.12.1 (D19%9A) 5,7 3,8
1.12.1 (M29I/D19A) 7,2 3,4
Fab 1.12.1 (M29I/D19A) 0,77 IND

1.12.1 refere-se a variante de 1.12.1 de mAb que foi

isolada do hibridoma.

1.12.1 (rWT) refere-se a variante 1.12.1 de mAb que foi
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expresso mAb recombinante.

1.12.1 (M291I) refere-se a variante 1.12.1 de mAb que
foi expressa mAb recombinante contendo uma mutacdo
Unica especifica de aminodcido em que a metionina na
posicdo 29 na cadeia pesada foi substituida por
isoleucina.

1.12.1 (D19A) refere-se a variante 1.12.1 de mAb que
foi expressa mAb recombinante contendo uma mutacdo
nica especifica de aminoadcido em que o acido aspartico
na posicdo 19 na cadeia leve foi substituido por
alanina.

1.12.1 (M29I/D19A) refere-se & variante 1.12.1 de mAb
que foi expressa mAb recombinante contendo duas
mutacdes de aminodcido especificas (metionina na
posicdo 29 na cadeia pesada substituida por isoleucina,
e 4cido aspéartico na posicdo 19 na cadeia leve
substituida por alanina).

Fab 1.12.1 (M29I/D19A) refere-se ao fragmento Fab de
1.12.1 (M29I/D19%A) de mAb preparado por digestdo de
IgGl de 1.12.1 (M29I/D19A) com a utilizacdo de papaina.

Exemplo 12. Ensaio de Tagman para Idl
HUVECs (Biowhittaker, N° de Cat. C(CC-2519) foram

semeados sobre placas de 24 pocos, 12000 células/pogco em
600 pl de meio HUVEC completo (kit EGM-2 Bullet,
Biowhittaker, N° de Cat. CC-3162), e deixados semear
durante a noite. ©No dia seguinte, as células foram
tipicamente 50% confluentes. O Meio Completo foi removido e
200 pl de Meio de Inanicdo (EBM-2 com 0,2% de FBS apenas)
foram adicionados. As células foram incubadas por 2 horas.
Depois, as células foram tratadas com 40 pl da solucdo de
anticorpo em PBS. Ab liofilizado foi reconstituido com PRS
estéril. Finalmente, as células foram tratadas com 1% de
FBS/meio Basal (concentracdes finais) por 30 minutos, o

meio foi removido e as células foram lisadas em 400 pl de
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Tampdo de RTL (kit Rneasy 96, Qiagen, N° de Cat. 74182), de
acordo com os protocolos do fabricante. Subsequentemente, o
ARN foi preparado com a utilizacdo do kit RNeasy (de acordo
com instrucdes do fabricante). O ARN foi eluido e
quantificado com o kit de Quantificacdo de ARN RiboGreen®
(Molecular probes, N° de Cat. R-11490). Quantidade igual do
ARN total foi usada para a andlise de PCR de tempo real
para detectar a expressdo de ARN de Idl (instrumento ABI
7900). A PCR foi conduzida com a utilizacdo do kit Tagman
One Step PCR Master Mix (ABI, N° de Cat. 4309169) e as
sequéncias de iniciador de ID1/Sonda listadas a seguir. A
PCR foi conduzida com a wutilizacdo de 40 ciclos do
revenimento a seguir e condicdes de amplificacdo: 95 °C, 15
segundos; 60 °C, 1 minuto.

Sonda TagMan: 5'-6-FAM conjugado a CPG, e 3'-TAMRA. Nome:
Sonda ID1

Sequéncia: 5' CCAGCACGTCATCGACTACATCAGGGA 3' (SEQ 1ID NO:
119)

Iniciadores de PCR Tagman:

Nome: IDI1-F

Sequéncia: 5' AAGGTGAGCAAGGTGGAGATTC 3' (SEQ ID NO: 120)
Nome: IDI1-R

Sequéncia: 5' TTCCGAGTTCAGCTCCAACTG 3' (SEQ ID NO: 121)

Os exemplos das titulacdes de Idl para a molécula
condutora de 1.12.1(M29I/D19A) (incluindo as variantes das
sequéncias de 1.12.1) e o derivado de Fab s&do mostrados nas
figuras 4 e 5.

Um sumério dos valores médios de CIsy para este ensaio
é apresentado no Quadro 11. Todas as determinacdes de Clsg
foram desenvolvidas em triplicata.

Exemplo 13. Fosforilacdo de Smadl Detectada pelo Sistema de

Formacdo de Imagem de Infravermelho Odyssey da Biosciences
LI-COR (placa de 24 pocos)
HUVECs (Biowhittaker, N° de Cat. CC-2519) foram

semeados sobre placas de 24 pocos, 18000 células/poco em



182

600 pl de meio HUVEC completo (kit EGM-2 Bullet,
Biowhittaker, N° de Cat. CC-3162), e deixados em cultivo
durante a noite. No dia seguinte, as células estavam
tipicamente 50% confluentes. 0 Meio Completo foi removido e
200 pl de Meio de Inanicdo (Meio de Inanicdo: EBM-2 com
0,2% de FBS apenas) foram adicionados. As células foram
incubadas por 2 horas. Depois, as células foram tratadas
com 40 ul da solucdo de anticorpo em PBS por 3 horas.
Finalmente, as células foram tratadas com 0,3X de Meio
Completo (concentracdo final) por 35 minutos. O meio foi
removido, e as células foram lisadas em 80 pl de 1,1X
Tampédo de Amostra (Invitrogen, N°® de Cat. NP0007). Smadl
fosforilado foi determinado por Western Blotting usando-se
X Cell Surelock Mini-Cell & Blot Module (Invitrogen, N° de
Cat. EIO0002). O Smadl fosforilado foi detectado com a
utilizacéo do anticorpo anti-fosfor-Smadl de coelho
(Sinalizacdo Celular, N° de Cat. 9511), que ¢é entéo
detectado por IgG AntiCoelho Conjugado IRDye® 800 (Rockland
Immunochemicals, N° de Cat. 611-732-127). A quantidade de
Smadl fosforilado foi quantificada com a utilizacdo do
Imageador Infravermelho Odyssey (Li-Cor). Actina (Santa
Cruz, N° sc-8432) foi wusada para a normalizacdo (anti-
ratinho Alex 680, Molecular Probe, N° de Cat. A-21058). Um
resumo dos valores médios de CIsy; para este ensaio ¢é
mostrado no Quadro 11. Todas as determinacdes de CIsg foram

desenvolvidas em triplicata.

Quadro 11
Clone ID1 Tagman CIsg pSmadl Western
nM CIsp nM

1.11.1 nd nd
1.12.1(M291/D19A) 16 18

1.13.1 100 87

1.27.1 82 70

1.29.1 94 82
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1.31.1 24 21
1.162.1 75 15
1.183.1 58 17
4.24.1 100 82
4.38.1 87 52
4.58.1 14 15
4.62.1 24 34
4.68.1 141 110
4.72.1 21 35
5.13.1 30 68
Exemplo 14. Caracteristicas de Internalizacio dos

Anticorpos Monoclonais Anti-ALK-1

FACS foi usado para monitorizar o decurso de tempo do
ALK-1 receptor da superficie das células remanescente, bem
como o anticorpo neutralizante. O ALK-1 remanescente da
superficie celular é monitorado por um anticorpo marcador
que ¢é capaz de ligar-se ao ALK-1 da superficie celular
reconhecendo ainda um epitopo diferente do anticorpo
neutralizante. Um mAb de DEC ALK anti-humano de ratinho
(R&D sytems, N° de Cat. AF310) foi identificado e usado no
estudo como o anticorpo marcador.

O decurso de tempo da internalizacdo foi estudado com
a utilizacdo das linhas de células endoteliais HUVEC e
HUAEC. As células foram cultivadas em 37 °C com 5% de CO;
em placas de 24 pocos contendo 200 pl de meio de cultura
completo por poco. Em cada 11 pontos do tempo no decurso de
48 horas, 2 pl de uma solucdo de 1 mg/ml de anticorpo foram
adicionados a um poc¢o e misturados (a concentracdo final do
anticorpo neutralizante ¢ de 10 ng/ml). A placa foi entdo
colocada de volta na incubadora em 37 °C até o ponto do
tempo de 0 hora, quando a placa foi colocada sobre gelo
para interromper o processo de internalizacdo. O anticorpo
marcador foi adicionado aos pogos neste ponto (concentracdo

final de 10 pg/ml) e incubado sobre gelo por 1 hora. As
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células foram entédo lavadas com PBS separado  por
tripsinacdo e transferidas para uma placa de 96 pocos. As
células foram entdo lavadas, Dblogqueadas e tratadas com
anticorpos secunddrios carregando diferentes fluordforos a
fim de monitorizar tanto o anticorpo neutralizante quanto o
ALK-1 receptor remanescente sobre a superficie celular. As
amostras foram ensaiadas num instrumento de citometria de
fluxo FACSCalibur, contando-se 3.000 a 5.000
eventos/amostra. A Média Geométrica de cada amostra no
canal de fluorescéncia especifico foi calculada e
representada em gradfico como uma funcdo do tempo. 0Os dados
foram ajustados a uma equacdo de radio-desintegracéio
modificada para se obter o meio-tempo (t1/2) da
internalizacéo, bem como o percentual do anticorpo
neutralizante ou ALK-1 receptor remanescente sobre a
superficie celular gquando a internalizacdo alcancasse ©
estado de equilibrio. Como mostrado na figura 0,
1.12.1(M291/D19A) de mAb internaliza na mesma velocidade e
na mesma extensdo do ALK-1 receptor da superficie celular.
A meia-vida da internalizacdo de 1.12.1(M29I/D19A) & de -2
horas. Um equilibrio foi alcancado quando 50% do anticorpo
foi internalizado. Um anticorpo policlonal comprado da R&D
systems (N° de Cat. AF370) internaliza num ti,, de 1 hora e
alcanca o estado de equilibrio com -70% do receptor sendo
internalizado (figura 6). Caracteristicas de internalizacdo
similares foram observadas com outros mAbs anti-ALK-1
humanos da divulgacdo (ndo mostrados).

Exemplo 15. Estabelecimento do Preplcio Humano -Ratinhos

Quiméricos SCID

Modificacdo significativa do procedimento de cirurgia
foi feita a um procedimento anteriormente publicado por H-C
Yan et al "Human/Severe Combined Immunodeficient Mouse
Chimeras, An Experimental In vivo Model System to Study the
Regulation of Human Endothelial Cell-Leukocyte Adhesion
Molecules", J. Clin. Invest. 91: 986, 1993; J. Varner
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"Regulation of Angiogenesis in vivo by Ligation of Integrin
abbl wity the Central Cell-Binding Domain of Fibronectin"”
Amer. J. Path. 156 (4): 1345, 2000; K. Tahtis et al
"Expressionand Targeting of Human Fibroblast Activation
Protein in a Human Skin/Severe Combined Immunodeficient
Mouse Breast Cancer Xenograft Model™ Mol. Cancer. Ther.
2(8): 729, 2003. Apds a chegada do National Disease
Research 1Institute and Cooperative Human Tissue Network,
pecas do prepucio humano foram preparadas de regides
doentes e transferidas para meio de RPMI
(Cellgro/Mediatech, N° de Cat. MT-15-040-CV suplementado
com Penicilina e Estreptomicina (Gibco/Life Tech, N° de
Cat. 15070-063) (adicdo de 5 ml da solucdo do stock de
pen/strep em 500 ml de RPMI). Com a utilizacdo de um
escalpelo e cortanto-se em placa de petri estéril, as peles
foram preparadas numa forma oval de aproximadamente 8x13 mm
limpando-se quaisquer extremidades desiguais e tecidos
conectivos, e armazenadas sobre gelo humido antes da
cirurgia. O volume apropriado (4 pl/grama do animal) de
solucdo de 100 mg/ml de Cetamina (Ketaset'™, Fort Dodge
Animal Health)/1 mg/ml de medetomidina (Pfizer Animal
Health -Dormitor) foi injectado por via intraperitoneal no
abdémen de ratinhos scid (isto ¢, num angulo de 45°, sob a
pele, porém ndo muito profundo internamente). Uma vez
anestesiados, 0s ratinhos receberam com lubrificante
ocular, uma injecg¢do subcutdnea de Cetoprofeno (10 mg/kg,
Fort Dodge Animal Health) e o pelo foi raspado sobre o
local da cirurgia. A regido cirturgica foi cirurgicamente
esfregada por trés vezes com a utilizacdo de Clorahe-xiderm
(Butler, Chclo-Scrub 40, N° de cat. WAB20109) e depois
alcool num movimento, circular que se iniciou do centro do
local cirurgico para fora, e evitou-se ir de uma area suja
de volta para uma 4rea limpa. Os ratinhos foram
transferidos ©para a cobertura cirurgica preparada e

colocados sobre uma almofada de &gua aquecida (Gaymar
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Industries, N° de Cat. TP500 T/Pump) que foi mantida em 37
°C. 0Os ratinhos foram entdo colocados sob anestesia de
isofluorina durante a duracdo da cirurgia. O lado dorsal de
um ratinho foi coberto com um campo cirurgico cortado para
expor o local de cirurgia. A pele do ratinho foi levantada
com fércipes e um tecido de pele de conformacdo oval foi
cortado com tesouras curvas com um movimento. Um prepucio
humano de dimens&do apropriada foi colocado sobre o ratinho.
A pele humana e a do ratinho foram suturadas entre si com a
utilizacdo da sutura Ethilon (Ethicon N° de Cat. 697H),
iniciando-se em cima do oval, depois no fundo, depois do
lado direito mais distante e depois do lado esquerdo mais
distante. Mais suturas foram feitas no meio para ainda
segurar os tecidos entre si. Aproximadamente 8 suturas
foram feitas a igual disténcia ao redor da pele. Durante a
cirurgia, usou-se uma seringa com solugdo salina estéril
para irrigar o ferimento cirurgico da pele/ratinho gquando
ela se tornava seca. Um penso-rapido foi colocado sobre o
ferimento. Um penso transparente (3M Tegaderm™) foi entédo
usado para livremente ser enrolado ao redor da bandagem. O
penso foi cortado no tamanho para cobrir uma &rea levemente
mais ampla do que o penso-réapido. Foi dado ao ratinho entédo
Atipamezole (50 a 100 pl, Pfizer Animal Health -
Antisedan), e o vratinho foi restabelecido numa gaiola
aquecida em 5 a 10 minutos. O penso e as bandagens foram
removidos em 7 a 10 dias e pelo 15% dia a maioria das peles
pareciam crostas. A cura completa ocorreu entre 21 a 28
dias, apds cujo tempo as peles estavam prontas para serem
inoculadas com as células tumorais. E mostrado na figura 8
um exemplo da anadlise histoldgica (Coloracdo de H & E) de
uma secg¢do da pele enxertada apds a cirurgia. A histologia
da pele enxertada imita exactamente as caracteristicas da
pele humana implantada nos ratinhos descritos por Tahtis et
al., "Expression and Targeting of Humano Fibroblast

Activation Protein in a Human Skin/Severe Combined
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Immunodeficient Mouse Breast Cancer Xenograft Model" Mol.
Cancer. Ther. 2(8): 729, 2003. h.e.: camada epidérmica
humana; h.d.: camada dérmica humana.
Exemplo 16. Modelo de Colagénio no Preptcio Humano -
Ratinhos Quimera SCID

Solucdo de stock Colagénio I (N° de Cat. 354236,

Becten-Dickinson) foi diluida a 4 mg/ml com &cido acético

0,02 N e foi mantida sobre gelo antes da implantacdo. A
solucédo de colagénio acida (8 partes) foi misturada com 10X
M199 (Sigma, N° de Cat. M9163) (1 parte) e fibronectina
(Fn) plasmdtica humana (N°® de Cat. 354008, Becten-
Dickinson) para se alcancar uma concentracdo final Fn de 90
ml/ml; NaOH (1,0 N) foi adicionado para ajustar o pH em ~
7,2. A mistura de colagénio/Fn foi mantida sobre gelo até a
utilizacdo. A mistura de implante foi preparada com a
utilizacdo da mistura acima de Colagénio/Fn mais o inibidor
angiogénico de interesse com ou sem células endoteliais
macrovasculares humanas (HMVEC) (Cascade Biologics, N° de
Cat. C-010-5C). As HMVECs foram preparadas como 6 x 10°
células/ml em PBS. 50 a 100 pl da mistura de implante foram
injectados intradermicamente dentro do preplicio no ratinho
quimera scid. 7 a 14 dias mais tarde, os tampdes de
colagénios foram colhidos, implantados no composto OCT (N°
de Cat. 4583, Sajura Finetek, CA) e o encaixe congelado
para anédlise imunohistoquimica. O tampdo de colagénio no
prepucio foi identificado com o kit Trichrome (N° de Cat.
KCl641l, Mater Tech, CA) como coloracdo azul, como mostrado
na figura 9 (AX.,Qs vasos humanos foram identificados por
coloracdo por P-CAM humano usando-se o anticorpo CD-31
anti-humano (Clone 13.3, Vector Laboratories) (Figure 9
(B). O Quadro 12 proporciona um resumo do coloracdo dos
vasos humanos e da quantificacdo no modelo de colagénio no
prepucio -ratinhos gquimera SCID.

Quadro 12. Resumo dos Resultados do Modelo de Colagénio
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Classificacgédo % de
HMVEC Ponto
Tratamento | Dias dos vasos de |Controlo
Matriz na Final do
(Rx) de Rx ser humano (1 (vasos
Matriz Estudo
x 10%) humanos)
1,6 mg/ml
Nenhum
de Nenhum 4 0,036 £ 0,001 40
tratamento
Colagénio
1,6 mg/ml
Nenhum
de 7 x 10° 4 0,071 * 0,022 78
tratamento
Colagénio
1,6 mg/ml
nenhum
de 1,4x10* 4 0,063 = 0,016 69
tratamento Coloracao
Colagénio
de CD-31
2,4 mg/ml
Nenhum humano
de Nenhum 4 0,091 £ 0,056 100
tratamento
Colagénio
2,4 mg/ml
Nenhum
de 7 x 10° 4 0,067 + 0,049 74
tratamento
Colagénio
2,4 mg/ml
1,4 Nenhum
de 4 0,062 £ 0,047 68
x10* tratamento
Colagénio
3,0 mg/ml
Nenhum
de 8, 8x10° 4 54 + 9 100
tratamento
Colagénio
Anticorpo de Coloracao
controlo do de CD-31
3,0 mg/ml
isotipo 100 humano
de 8, 8x10° 4 52 + 13 96
ng/ml
Colagénio

misturado em

gel
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1.12.1(M291/
D19A)
3,0 mg/ml
anticorpo
de 8,8x10’ 4 15 + 3 28
100 pg/ml
Colagénio
misturado em
gel
3,0 mg/ml
nenhum
de nenhum 4 0,112 £ 0,026 100
tratamento Coloracéao
Colagénio
de CD-31
5,0 mg/ml
nenhum humano
de nenhum 4 0,031 £ 0,012 28
tratamento
Colagénio
Anticorpo de
3,0 mg/ml controlo do
de nenhum isotipo 4 75 + 15 100
Colagénio 100 pg/ml,
Injeccgédo id.
1.12.1(M291/
Coloracao
3,0 mg/ml D19A) anti-
de CD-31
de nenhumnm corpol00 4 39 = 11 52
humano
Colagénio ng/ml,
injecgdo id.
1.14.1
-3,0
anticorpo
mg/ml de | nenhum 4 44 + 28 59
100 pg/ml,
Colagénio
injeccédo id

Exemplo 17. Modelo de Tumor M24MET no Preplcio Humano -
Ratinhos Quimera SCID

Tipicamente, o0s enxertos de idade entre 5 a 10 semanas
apds a cirurgia foram usados nestes estudos. A linha de
células M24met foi descrita por Mueller e colaboradores, em
"Tissue factor-initiated thrombin generation activates the
signaling thrombin receptor on malignant melanoma cells",
Cancer Research, 55(8): 1629-1632, 1995. A suspensdo de
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células M24met foi preparada como se segue: 80% de células
M24met confluentes foram lavados, tripsinizados com a
utilizacdo de Tripsina/EDTA (Gibco, N° de Cat. 25200-056) e
colhidos no meio PRMI (Cellgro/Mediatech, N° de Cat. MT-15-
040-CV) suplementado com 10% de FBS (Cellgro/Mediatech, N°
de Cat. AKD-11775) e L-glutamina 2 mM (Cellgro/Mediatech,
N° de Cat. 25-005-CI). As células foram centrifugadas em
600 rpm por 5 minutos, recolocadas em suspensdo em PBS
estéril. As contagens celulares foram estimadas com a
utilizacdo do Contador Coulter (Beckman Coulter, Modelo
Z22). As células foram centrifugadas em 600 rpm por 5
minutos e foram recolocadas em suspensdo em mistura de
Colagénio e Fn (3 mg/ml) para se obter uma suspensdo de 4 x
107 células/ml de suspensdo celular para implantacéo.

Para inocular, 2 x 10° das células acima foram
injectadas (50 pl de 4 x 10’ células/ml) intradermicamente
na pele humana enxertada no ratinho. Nos dias 5 a 7 apds o
implante, o0s tumores estavam palpadveis e os ratinhos foram
aleatorizados dentro dos grupos de Controlo e de Tratamento
antes que a dosagem iniciasse. O grupo de Controlo &
definido como aquele em que o0s animais devem receber ou
nenhuma dose, a dose do Veiculo em gque o anticorpo anti-
ALK-1 foi constituido, ou a dose do isdétopo combinado com o
anticorpo anti-KLH monoclonal humano IgG, (Pfizer Inc). O
grupo de Tratamento ¢é definido como aquele em que 0sS
animais devam receber uma dose do anticorpo
1.12.1(M29I/D19A) anti-ALK-1.

Exemplo 18. Coloracdo Dual de Imunofluorescéncia (IF) de
CD-31 Humano e de Ratinho

As seccgbdes de tecido congelado foram secas ao ar e
fixadas em -20 °C em acetona (Fisher, N° de Cat. Al6S-4),
ou 10 minutos. As amostras foram secas ao ar novamente e
lavadas em PBS trés vezes em 5 minutos cada. As amostras
foram bloqueadas em 5% de soro de coelho (Vector

Laboratories, N° de Cat. S$S-5000) em PBS por 30 minutos na
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temperatura ambiente. A mistura de anticorpo priméria foi
preparada em 5% de soro de coelho com o anticorpo CD-31
anti-humano (Santa Cruz, N° de Cat SC1505) e o anti-ratinho
CD-31 (Pharmingen, Clone Mecl 3.3, N° de Cat 01951 A) em
diluicdes de 1:100 e 1:150, respectivamente. A mistura de
anticorpos acima foi adicionada as amostras de tecido por 1
hora em TA. Os blocos foram lavados em PBS por trés vezes a
5 min cada antes de incubados com a mistura de anticorpo
secundaria por 1 hora em TA. A mistura de anticorpo
secundaria foi preparada em PBS/0,05% Tween-20 (Sigma, N°
de Cat P1379), anticorpo anti-cabra de coelho Vermelho do
Texas (Jackson Labs, N° de Cat 305-075-003) e anticorpo
anti-rato de coelho FITC (Jackson Labs, N° de Cat 312-095-
003). Os anticorpos eram diluidos a 1 : 50 se anticorpos
fossem usados ou a 1: 100 se os anticorpos frescos fossem
usados. As laminas foram lavadas novamente em PBS por trés
vezes a b min cada, antes de fixadas em Vectashield (Hard
Set, meio de Montagem com DAPI, Vector Lab, CA, N° de Cat
H-1500). As lédminas foram mantidas no escuro e 4 °C até
andlise da imagem. A analise da imagem foi realizada
usando-se um microscdépio fluorescente BX60 Olympus e as
fotografias foram tiradas usando-se uma magquina fotografica
colorida digital microfire Olympus. As fotografias de 3-5
pontos/lamina quentes, uma lamina/animal, 4 -7
animais/grupo foram tiradas e as &reas do vaso como
indicado por coloracdo positiva de CD-31 anti-humano, foram
quantificadas por trés individuos usando-se Image Pro Plus
v4d.5 (MediaCybernetics). O ponto extremo farmacodindmico
(média de grupo) foi expresso como a percentagem de
inibi¢do CD-31 humana, em comparagdo com o grupo de
Controlo ou como &rea de vaso humano total. A significancia
estatistica foi determinada por ANOVA. E mostrada na figura
10 uma imagem imunofluorescente de vasos humanos (vermelho)
e de ratinho (verde) do tumor M24met do recipientes de

ratinho (vermelho) e wvasos (verdes) do tumor M24met do
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ratinho quimérico SCID do prepucio humano.

Exemplo 19. Coloracdo Imunohistoquimico (IHC) de CD-31

Humanos

As seccgdes de tecido congelado foram secas ao ar e
fixadas a -20 °C em acetona por 10 min. As amostras foram
secas ao ar novamente e levadas em PBS duas vezes a 5 min
cada. As amostras foram incubadas em 0,075% H;0,/ metanol
(Fisher N° de Cat A433-4) por 15 min e lavadas em PBS trés
vezes a 5 min cada. As amostras foram bloqueadas em soro de
coelho/PBS por 30 min e aplicadas com anticorpo CD-31 anti-
humano 1:100 (Santa Cruz, N° de Cat SC1505) em 5% de soro
de coelho por 1 hora em TA. As amostras foram lavadas em
PBS duas vezes a 5 min cada e aplicadas com anti-cabra de
coelho a 1:200 (Vector Labs, N° de Cat BA-5000) em 5% de
soro de coelho por 35 min em TA. As lédminas foram entédo
lavadas em PBS duas vezes a 5 min cada e estreptavidina
recentemente produzida (Vector Labs, ABC Elite kit, N° de
Cat PK-6100) foi adicionada. As léaminas foram lavadas
novamente em PBS duas vezes a 5 min cada e entdo reveladas
em diaminobenzidina (DAB) (Vector Labs, N° de Cat SK-4100).
As léaminas foram lavadas em PBS duas vezes a 5 min cada,
seqguido por hematoxilina de Mayers (Sigma, N° de Cat HHS-
32) por 5 segundos. As amostras foram bem enxaguadas em
diH;O0 e imersas duas vezes Dbrevemente na solucdo de
hidréxido de amdnio (stock 5 ml em 1L de diH,0) (Sigma, N°
de Cat A-6899) e enxaguadas em diH,0 novamente. AsS amostras
foram entdo desidratadas em &lcool de 70%, 90% e entdo 100%
(Harleco, N° de Cat 65347/85) 1 minuto cada e finalmente em
xileno (JT Baker. N° de Cat 51.6,09). As lédminas foram
fixadas com Cytoseal 60 (Stephens Scientific, Cat #8310-4,)
e cobertas com lamelas cobre-objectos para analise de
imagem. E mostrada na figura 11 a imagem IHC de vasos
humanos (castanho) do tumor M24met do ratinho quimérico
SCID-preptcio humano.

Exemplo 20. Tratamento Terapéutico com o Anticorpo Anti-
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ALK-1 1.12.1 (M29I/D19A)

Para o) tratamento, a dosagem foi realizada

subcutaneamente (sc) ou intravenosamente (iv). Tipicamente,
uma dose do anticorpo 1.12.1 (M29ID19A) foi dada para cada
estudo. A segunda dose do anticorpo ALK-1, se necesséario,
foi administrada no dia 9 ou 10. Algumas vezes multiplos
niveis de dose, isto &, 1,5, 10, 50 mg/kg, foram
administrados para investigar a inibicdo dependente de dose
do crescimento de vaso humano. Os animais foram monitorados
diariamente e os tumores foram medidos trés vezes/semana
por calibres. Pelo dia 14 -17 os tumores estavam entre 250
-350 mm’ e foram removidos dos ratinhos, embebidos em OCT e
congelados para anédlise IF ou IHC. S&do0 mostradas nas figura
12 imagens imunofluorescentes representativas de vasos
humanos (vermelho) e de ratinho (verde) dos tumores M24met
de Controlo e 1.12.1(M29I/D19A) tratados (10 mg/kg) no
ratinho quimérico de SCID de prepucio humano. Inibicéo
dependente da dose de vasos tumorais humanos por 1.12.1
(M29I/D19A) em modelo de ratinho quimérico SCID de prepucio
humano ¢ mostrada na figura 13 e um resumo dos estudos
relacionados é apresentado no Quadro 13.
Quadro 13

Resumo de caracterizacdo de modelo in vivo e da inibigdo de crescimento de vaso humano

dos tumores M24met no modelo quimérico-SCID

Pardmetros de Protocolo Pontos Finais
CD31 (%
inibicdo em Dia do Notas Gerais
Tumor Farmaco Dose | Via Programa
comparacgéo Estudo
com controlo)
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MCF-7

nenhum

na

quantificado

19

Tumores implantados
intradermicamente.
Testados com e sem
implante de
estradiol e
colagénio. Os
tumores crsceram
lentamente e
expressaram boa
tingdo de CD31

humano

M24nmet

nenhum

na

na

na

quantificado

19

Tumores implantados
intradermicamente.
Testados com e sem
matriz de
colagénio/FN. Com
matriz constatado
crescimento de
tumor superior,
todos os futuros
estudos conterdo
suplementos de
matriz. Os tumores
mostraram boa
tingdo de CD31

humano

M24nmet

(pequeno)

nenhum

na

na

na

quantificado

Tamanho do Tumor <
100 mm®. Pouco CD31

humano

M24met

(médio)

nenhum

na

nao

quantificado

12

Tamanho de tumor <
100-200 mm>. Algum

CD31 humano)




195

Tamanho tumor < 200
mm®. Tumores M24met
grandes tém nUmeros

superiores de

M24met néo
nenhum na na na 12 fingimento de vaso
(grande) quantificado
humano, os estudos
futuros seréo
conduzidos com
tumores maiores
IgG Primeiro estudo de
humano avaliacédo.
10
M24met néo v 0 15 1.12.1(M29I/D19A)
ng/kg
especific mostrou redugdo
2 doses
o significativa de
(dia 5 &
coloracdo de CD31
9)
humano. Nenhuma
1.12.1 (M2 10
v 42 inibicdo de
9T/D192) |mg/kg
crescimento de
tumor.
IgG Segundo estudo de
humano avaliacéo.
10
M24nmet nao v 0 14 Resultados
mg/kg 2 doses
especific confirmados de GW-
(dia 5 &
o 366. Nenhuma
10)
inibicdo de
1.12.1 (M2 10
v 40 crescimento de
9T/D192) |mg/kg
tumor observada
IgG Primeiro teste de
humano actividade
10
n&o SC 2 doses 0 dependente da dose
ng/kg
M24net especific (dia 5 & 14 de
] 10) 1.12.1(M291/D19R)
1.12.1 (M2 10 contra CD31 humano.
SC 43
9T/D192) |mg/kg Algum efeito
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1.12.1 (M2 1 dependente da dose
SC 50
9T/D192) |mg/kg observado contra
CD31 humano. Algum
efeito dependente
da dose observado.
Resultados PK que
dose unica seré
1.12.1
0.1 suficiente para
(M29I/D19 sC 20
mg/ kg reducéo
A)
significativa de
CD31. Nenhuma
inibicdo de
crescimento de
tumor observada.
Nenhuma 0
na na ND
dose ng/kg
Isotipo Segundo teste de
10
igual ou sc 0 dose dependente
ng/kg
IgG da actividade de
IgG 1.12.1(M291/D19R)
humano contra CD31 humano.
10
nao SC ND Dose de depuracdo
M24met ng/kg 16
especific uma dose dependente do
o (dia 5) efeito anti-CD31
1.12.1(M 1 observada. Nenhuma
SC 24
291/D19A) |mg/kg inibicdo de
1.12.1 (M2 5 crescimento de
SC 59
9I/D19A) |mg/kg tumor observada.
1.12.1 (M2 10
SC 72
9T/D192) |mg/kg
Isotipo Teste de Faixa de
10
igual ou sC 0 Dose ampla final
ng/ kg uma dose
M24met IgG 14 para
(dia 5)
1.12.1 (M2 1 1.12.1(M291/D19A)
sC 33
9T/D192) |mg/kg Estudo mostrou bons
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1.12.1 (M2 3 efeitos dependentes
SC 41

9I/D192) |mg/kg da dose. Dados de

1.12.1 (M2 5 ajuste a uma dose
SC 60

9T/D192) |mg/kg de curva de

1.12.1 (M2 7,5 resposta de dose
sC 60

9T/D192) |mg/kg sigmoidal produz um

1.12.1 (M2 10 CIsg de 93 nM.
SC 73

91/D192) |mg/kg Nenhuma inibig&o de

1.12.1 (M2 50 crescimento de
SC 70

9I/D192) |mg/kg tumor observada

Exemplo 21. Determinacdo ECsy In Vivo

Ratinhos guiméricos SCID de prepucio humano foram
intradermicamente implantados com células M24met e foram
tratados (sc) com anticorpo anti-ALK-1 1.12.1(M29I/D19A) a
1, 3, 5, 7,5, 10 e 50 mg/kg ou com anticorpo KLH anti-
humano de igualacdo de isotipo (10 mg/kg). Na conclusdo das
experiéncias, a &rea de vaso humano em cada tumor foi
quantificada conforme descrito acima. Concentracdes de
plasma de ratinho de anticorpo anti-ALK-1 1.12.1(M29I/D19A)
foram medidas usando-se o método descrito a seguir: as
amostras de soro dos ratinhos foram analisadas quanto a
concentracdo de anticorpo anti-ALK-1 1.12.1(M29I/D19A) por
um ELISA (Ensaio imunoabsorvente ligado por enzima). Placas
de ELISA foram revestidas com 10 ng/ml de anticorpo
especifico IgG Fc anti-humano de cabra (Pierce, N° de Cat
31123) em PBS, incubadas durante a noite a 4 °C e entdo
blogueadas com tampdo de bloqueio StartBlock (Pierce, N° de
Cat 37542) em temperatura ambiente por 1 hora. Amostras de
soro foram diluidas antes da andlise 100 e 1000-vezes em
tampdo de Dbloqueio StarBlock. Dois conjuntos de padrdes
foram preparados no soro em branco diluido 100 e 100-vezes.
Os padrdes e amostras de soro diluidas foram incubados na
placa por 1 h. Anticorpo anti-ALK-1 ligado 1.12.1
(M29I/D19A) foi detectado usando-se IgG de anticorpo anti-
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humano de cabra marcado com peroxidase de rédbano silvestre
(HRP) (especifico-Fab) (Sigma, N° de Cat A0293). O
substrato wusado foi 3, 3', 5, 5'-tetrametil Dbenzidina
(Sigma, N° de Cat T8665). A absorvéncia foi lida a 450 nm
numa leitora de placa Vmax (Molecular Devices, Menlo Park,
CA). Uma curva padrdo foi ajustada utilizando-se regresséo
ndo-linear. O limite de deteccdo deste ensaio foi de 10
ng/ml de anticorpo anti-ALK-1 1.12.1(M29I/D19R) .

Concentracdo de plasma de ratinho SCID de anticorpo
anti-ALK-1 1.12.1 (M29I/D19A) ¢ mostrada na figura 15.

A figura 15 representa a ECsy estimada para 1.12.1
(M29I/D19A) no modelo de gquimera-SCID de prepucio M24met. A
drea de vaso humano foi colocada em grafico contra PK de
plasma médio através do periodo de estudo (14 dias) para
cada grupo de tratamento. Uma curva ajustada foi produzida
pelo programa Sigmoidal Dose Dependent de Graphpad (Prizm).
A ECso de 93 ng/ml (ECsy é definida como a concentracdo de
plasma requerida para uma reducdo de 50% de &area de vaso
humano do no Grupo de Controlo) foi derivada do ajuste de
curva.

Clausulas preferidas da presente invencéo s&o
divulgadas abaixo e sdo designadas El1 a E24

El. Um anticorpo monoclonal ou porgcdo de ligacdo a
antigénio que liga a ALK-1 que compreende um primeiro
dominio wvaridvel qgue compreende a SEQ ID NO: 6 e um
segundo dominio varidvel gque compreende a SEQ ID NO: 8.

E 2. O anticorpo monoclonal de E 1 qgue compreende a
sequéncia de aminodcidos de cadeia pesada da SEQ ID NO: 2
e que compreende a sequéncia de aminocdcidos de cadeia
leve da SEQ ID NO: 4.

E 3. O anticorpo monoclonal de E 1 que compreende a
sequéncia de aminoédcidos de cadeia pesada da SEQ ID NO:
100 e que compreende a sequéncia de aminoadcidos de cadeia
leve da SEQ ID NO: 102.

E 4. O anticorpo monoclonal de E 1 que compreende uma
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cadeia pesada que compreende a SEQ ID NO: e 6 e uma
cadeia leve que compreende a SEQ ID NO: 8.
E 5. O anticorpo monoclonal de E 1 ou 4, o anticorpo
monoclonal sendo selecionado a partir de IgGl ou IgG2.
E 6. Um anticorpo monoclonal humano ou porcdo de ligacéo
a antigénio do mesmo que liga a ALK-1 e qgque tem pelo
menos uma propriedade adicional selecionada a partir do
grupo consistindo em:
a) liga-se ao dominio extracelular de ALK-1 de primata
com um valor de avidez de 5 nM ou menos conforme medido
pela ressonéncia de plasmdo superficial;
a) liga-se ao dominio extracelular de ALK-1 de humano
com um valor de avidez de 250 pM ou menos conforme
medido pela ressonéncia de plasmido superficial;
c) possui um indice de dissociacdo (kees) para ALK-1
humana de 5 x 107 s ou menor quando medido pela
ressonédncia de plasmio superficial;
d) liga-se a ALK-1 de primata com um Kp de 50 nM ou
menos, como medido por citometria de fluxo;
e) possui um Ky (roedor)/ Kp (primata) que é maior que
1,5;
f) possui um CIsy de 150 nM ou menos como medido pela
sua capacidade de inibir a regulacdo positiva de um
gene alvo a jusante especifico da ALK-1, Idl;
g) possui uma CI50 de 250 nM ou menos como medido pela
sua capacidade de inibir a fosforilacéo Smadl
determinada pelo Western Blotting;
h) inibe a angiogénese dos vasos humanos num ratinho
SCID enxertado com tecido do preplcio humano, em que as
células tumorais do melanoma humano M24met sédo
intradermicamente implantadas como determinado pela
andlise IHC do ensaio de sinal CD-31 humano em pelo
menos 40% em comparacdo com uma amostra de controlo;
i) inibe a angiogénese dos vasos humanos num ratinho

SCID enxertado com tecido do preptucio humano em que o



200

colagénio é intradermicamente implantado como
determinado pela anédlise IHC do ensaio de sinal CD-31
humano em pelo menos 50% quando comparado com uma
amostra de controlo;

j) concorre para a ligacdo com a ALK-1 com um anticorpo
selecionado a partir do grupo consistindo em 1.11.1;
1.12.1; 1.12.1(M291/D19A); 1.12.1(M29I); 1.12.1(D19An);
1.12.1 (rWT) ; 1.13.1; 1.14.1; 1.151.1; 1.162.1;
1.183.1; 1.27.1; 1.29.1; 1.31.1; 1.8.1; 1.9.1; 4.10.1;
4.24.1; 4.38.1; 4.58.1; 4.02.1; 4.68.1; 4.72.1; 5.13.1;
5.34.1; 5.53.1; 5.56,1; 5.57.1; e 5.59.1;

j) inter-concorre para a ligacdo com a ALK-1 com um
anticorpo selecionado a partir do grupo consistindo em
1.11.1; 1.12.1; 1.12.1(M291/D19A) ; 1.12.1(M291) ;
1.12.1(D1%A); 1.12.1 (rxWT),; 1.13.1; 1.14.1; 1.151.1;
1.162.1; 1.183.1; 1.27.1; 1.29.1; 1,31.1; 1.8.1; 1.9.1;
4.10.1; 4.24.1; 4.38.1; 4.58.1: 4.62.1; 4.68.1; 4.72.1;
5.13.1; 5.34.1; 5.53.1; 5.56.1; 5.57.1; e 5.59.1;

1) liga-se ao mesmo epitopo da ALK-1 como um anticorpo
selecionado a partir do grupo consistindo em 1.11.1;
1.12.1; 1.12.1(M291/D1%A); 1.12.1(M291I); 1.12.1(D19A);
1.12.1 (*WT) ; 1.13.1; 1.14.1; 1.151.1; 1.162.1;
1.183.1; 1.27.1; 1.29.1; 1.31.1; 1.8.1; 1.9.1; 4.10.1;
4.24.1; 4.38.1; 4.58.1; 4.62.1; 4.68.1; 4,72.1; 5.13.1;
5.34.1; 5.53.1; 5.56.1; 5.57.1; e 5.59.1;

m) liga-se a ALK-1 com substancialmente o mesmo Kp como
um anticorpo selecionado a partir do grupo consistindo
em 1.11.1; 1.12.1 (M291/D19%A); 1.12.1 (M29I); 1.12.1
(D19A); 1.12.1 (rWT) 1.13.1; 1.14.1; 1.151.1; 1.162.1;
1.183.1; 1.27.1; 1.29.1; 1.31.1; 1.8.1; 1.9.1; 4.10.1;
4.24.1; 4.38.1; 4.58.1; 4.62.1; 4.68.1; 4.72.1; 5.13.1;
5.34.1; 5.53.1; 5.56.1; 5.57.1; and 5.59.1; e

n) liga-se a ALK-1 com substancialmente o mesmo Kgs¢
como um anticorpo seleccionado a partir do grupo
consistindo em 1.11.1; 1,12,1; 1.12.1(M29I/D19A) ;
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1.12.1(M291) ; 1.12.1(D19A); 1.12.1 (rWT) ; 1.13.1;
1.14.1; 1.151.1; 1.162.1; 1.183.1; 1.27.1; 1.29.1;
1.31.1; 1.8.1; 1.9.1; 4.10.1; 4.24.1; 4.38.1; 4.58.1;
4.62.1; 4.68.1; 4.72.1; 5.13.1; 5.34.1; 5.53.1; 5.56.1;
5.57.1; e 5.59.1.

E 7. O anticorpo ou porcdo de ligacdo a antigénio de
acordo com E 6, que compreende um dominio Vy que ¢é pelo
menos 90% idéntico ao da segquéncia de aminodcidos da SEQ
ID NO: 6; 10; 14; 18; 22; 26; 30; 34; 38; 42; 46; 50; 54;
58; 62; 66; 70; 74; 78; 82; 86; 90; ou 104.

E 8. O anticorpo ou porcdo de ligacdo a antigénio de
acordo com E 6, que compreende um dominio Vi que é pelo
menos 90% idéntico ao da sequéncia de aminodcidos da SEQ
ID NO: 8; 12; leo; 20; 24; 28; 32; 36; 40; 44; 48; 52; 56;
60; 64; 68; 72; 76; 80; 84; 88; 92; ou 127.

E 9. 0O anticorpo ou porcdo de ligacdo a antigénio de
acordo com E 6, em que o dominio Vg é selecionado a
partir de qualquer uma das SEQ ID NOS: 6; 10; 14; 18; 22;
26; 30; 34; 38; 42; 46; 50; 54; 58; 62; 66; 70; 74; 18;
82; 86; 90; ou 104, ou uma sequéncia que difere de
qualgquer uma das SEQ ID NOS: 6; 10; 14; 18; 22; 26; 30;
34; 38; 42; 46; 50; 54; 58; 62; o66; 70; 74; 78; 82; 86;
90; ou 104 por pelo menos uma substituicdo de aminoacido
conservativa, em que a dita sequéncia com a pelo menos
uma substituicdo de aminodcido conservativo é pelo menos
90% idéntica em sequéncia de aminodcido a sequéncia néo
substituida, e 0 dominio Vi é independentemente
selecionado a partir de qualquer uma das SEQ ID NOS: 8;
12; 16; 20; 24; 28; 32; 36; 40; 44; 48; 52; 56; 060; 64;
©8; 72; T76; 80; 84; 88; 92; ou 127, ou uma sequéncia que
difere de qualguer uma das SEQ ID NOS: 8; 12; 1l6; 20; 24;
28; 32; 36:40; 44; 48; 52; 56; 60; 64; 68; 72; 76; 80;
84; 88; 92; ou 127 por pelo menos uma Substituicdo de
aminoacido conservativa, em que a dita sequéncia com a

pelo menos uma substituicdo de aminodcido conservativo é
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pelo menos 90% idéntica em sequéncia de aminoacido a

sequéncia ndo substituida.

E 10. O anticorpo ou porgcdo de ligacdo a antigénio de

acordo com E 6, em que o dito anticorpo ou porcdo é

selecionado a partir do grupo que consiste em:
(a) um anticorpo ou porcdo que compreende sequéncias de
Vg CDR1, CDR 2 e CDR3 gselecionadas independentemente a
partir de CDR1, CDR2, ou CDR3 de cadeia pesada,
respetivamente, encontradas em qualquer das SEQ ID NOS:
6; 10; 14; 18; 22; 26; 30; 34; 38; 42; 46; 50; 54; 58;
62; ©6; 70; 74; 78; 82; 86; 90; ou 104, ou uma
sequéncia que difere de qualquer uma das SEQ ID NOS: 6;
10; 14; 18; 22; 26; 30; 34; 38; 42; 46; 50; 54; 58; 62;
o6; 70; 74; 78; 82; 86; 90; ou 104 por pelo menos uma
substituicdo de aminodcido conservativa, em que a dita
sequéncia com a pelo menos uma substituicdo de
aminoadcido conservativo é pelo menos 90% idéntica em
sequéncia de aminodcido a sequéncia nédo substituida; e
(b) um anticorpo ou porcdo gue compreende Vy CDRI1,
CDR2, ou CDR3, respetivamente, encontradas em qualquer
das SEQ ID NOS: 8; 12; 16; 20; 24; 28; 32; 36; 40; 44,
48; 52; 56; ©60; 64; 68; 72; T76; 80; 84; 88; 92; ou 127,
ou uma sequéncia que difere de qualgquer uma das SEQ ID
NOS: 8; 12; 1le6; 20; 24; 28; 32; 36; 40; 44; 48; 52; 56;
60; 64; 068; 72; 76; 80; 84; 88; 92; ou 127 por pelo
menos uma substituicdo de aminodcido conservativa, em
que a dita sequéncia com a pelo menos uma substituicéo
de aminodcido conservativo é pelo menos 90% idéntica em
sequéncia de aminodcido a sequéncia ndo substituida.

E 11. O anticorpo ou porgcdo de ligacdo a antigénio de

acordo com E 10, em que o anticorpo ou porcdo sédo

selecionados a partir do grupo gque consiste em:
(a) um anticorpo ou porcdo que compreende sequéncias de
Vg CDR1, CDR2 e CDR3 encontradas em qualguer uma das
SEQ ID NOS: 6; 10; 14; 18; 22; 26; 30; 34; 38; 42; 4o;
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50; 54; 58; 62; 66; 70; 74; 78; 82; 86; 90; ou 104, ou
uma sequéncia que difere de qualquer uma das SEQ 1ID
NOS: 6; 10; 14; 18; 22; 26; 30; 34; 38; 42; 46; 50; 54;
58; ©2; 66; 70; 74; 78; 82; 86; 90; ou 104 por pelo
menos uma substituicdo de aminodcido conservativa, em
que a dita sequéncia com a pelo menos uma substituicéo
de aminodcido conservativo é pelo menos 90% idéntica em
sequéncia de aminodcido a sequéncia ndo substituida, e
(b) um anticorpo ou porcdo que compreende Vi CDR1, CDR2
e CDR3 encontradas em qualquer uma das SEQ ID NOS: 8;
12; 16; 20; 24; 28; 32; 36; 40; 44; 48; 52; 56; 60; 64;
©8; 72; 76; 80; 84; 88; 92; ou 127, ou uma seguéncia
que difere de gualgquer uma das SEQ ID NOS: 8; 12; 16;
20; 24; 28; 32; 36; 40; 44; 48; 52; 56; 60; 64; 68; 72;
70; 80; 84; 88; 92; ou 127 por pelo menos uma
substituicdo de aminodcido conservativa, em que a dita
sequéncia com a pelo menos uma substituicdo de
aminodcido conservativo é pelo menos 90% idéntica em
sequéncia de aminodcido a sequéncia ndo substituida.

E 12. O anticorpo ou porgdo de acordo com E 10 ou 11

selecionados a partir do grupo que consiste em:
(a) um anticorpo ou porc¢do que compreende um dominio Vg
conforme estabelecido na SEQ ID NO: 6, ou difere da SEQ
ID NO: 6 por pelo menos uma substituicdo de aminoéacido
conservativa, em que a dita sequéncia com a pelo menos
uma substituigcdo de aminoacido conservativo é pelo
menos 90% i1déntica em sequéncia de aminodcido a
sequéncia nédo substituida, e um dominio Vy conforme
estabelecido na SEQ ID NO: 8, ou difere da SEQ ID NO: 8
por pelo menos uma substituicdo de aminoacido
conservativa, em que a dita sequéncia com a pelo menos
uma substituig¢do de aminoacido conservativo é pelo
menos 90% i1déntica em sequéncia de aminodcido a
sequéncia ndo substituida;

(b) um anticorpo ou porcdo que compreende um dominio Vg
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conforme estabelecido na SEQ ID NO: 10, ou difere da
SEQ ID NO: 10 por pelo menos uma substituicdo de
aminodcido conservativa, em que a dita sequéncia com a
pelo menos uma substituicdo de aminodcido conservativo
¢ pelo menos 90% idéntica em sequéncia de aminoédcido a
sequéncia ndo substituida, e um dominio Vy conforme
estabelecido na SEQ ID NO: 12, ou difere da SEQ ID NO:
12 por pelo menos uma substituicdo de aminocécido
conservativa, em que a dita sequéncia com a pelo menos
uma substituicdo de aminoadcido conservativo ¢é pelo
menos 90% idéntica em sequéncia de aminodcido a
sequéncia nédo substituida;

(c) um anticorpo ou porcg¢do que compreende um dominio Vg
conforme estabelecido na SEQ ID NO: 14, ou difere da
SEQ ID NO: 14 por pelo menos uma substituicdo de
aminodcido conservativa, em que a dita sequéncia com a
pelo menos uma substituicdo de aminodcido conservativo
é pelo menos 90% idéntica em sequéncia de aminodcido a
sequéncia nédo substituida, e um dominio Vy conforme
estabelecido na SEQ ID NO: 16, ou difere da SEQ ID NO:
16 por pelo menos uma substituicdo de aminocéacido
conservativa, em que a dita sequéncia com a pelo menos
uma substituigcdo de aminoacido conservativo é pelo
menos 90% i1déntica em sequéncia de aminoacido a
sequéncia ndo substituida;

(d) um anticorpo ou porgcdo do mesmo gue compreende um
dominio Vy conforme estabelecido na SEQ ID NO: 18, ou
difere da SEQ ID NO: 18 por pelo menos uma substituicéo
de aminoacido conservativa, em gque a dita sequéncia com
a pelo menos uma substituicédo de aminodcido
conservativo é pelo menos 90% idéntica em sequéncia de
aminodcido a sequéncia ndo substituida, e um dominio Vi
conforme estabelecido na SEQ ID NO: 20, ou difere da
SEQ ID NO: 20 por pelo menos uma substituicdo de

aminodcido conservativa, em que a dita sequéncia com a
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pelo menos uma substituicdo de aminodcido conservativo
¢ pelo menos 90% idéntica em sequéncia de aminoédcido a
sequéncia nédo substituida;

(e) um anticorpo ou porcdo do mesmo gue compreende um
dominio Vy conforme estabelecido na SEQ ID NO: 22, ou
difere da SEQ ID NO: 22 por pelo menos uma substituicéo
de aminodcido conservativa, em gque a dita sequéncia com
a pelo menos uma substituicédo de aminodcido
conservativo é pelo menos 90% idéntica em sequéncia de
aminodcido a sequéncia ndo substituida, e um dominio Vg
conforme estabelecido na SEQ ID NO: 24, ou difere da
SEQ ID NO: 24 por pelo menos uma substituicdo de
aminodcido conservativa, em que a dita sequéncia com a
pelo menos uma substituicdo de aminodcido conservativo
é pelo menos 90% idéntica em sequéncia de aminodcido a
sequéncia ndo substituida;

(f) um anticorpo ou porcdo do mesmo gue compreende um
dominio Vy conforme estabelecido na SEQ ID NO: 26, ou
difere da SEQ ID NO: 26 por pelo menos uma substituicéo
de aminodcido conservativa, em que a dita segquéncia com
a pelo menos uma substituicédo de aminodcido
conservativo é pelo menos 90% idéntica em sequéncia de
aminodcido a sequéncia ndo substituida, e um dominio Vi
conforme estabelecido na SEQ ID NO: 28, ou difere da
SEQ ID NO: 28 por pelo menos uma substituicdo de
aminodcido conservativa, em que a dita sequéncia com a
pelo menos uma sSubstituicdo de aminodcido conservativo
¢ pelo menos 90% idéntica em segquéncia de aminodcido a
sequéncia ndo substituida;

(g) um anticorpo ou porcdo do mesmo gue compreende um
dominio Vy conforme estabelecido na SEQ ID NO: 30, ou
difere da SEQ ID NO: 30 por pelo menos uma substituicéo
de aminoécido conservativa, em que a dita sequéncia com
a pelo menos uma substituicédo de aminoacido

conservativo é pelo menos 90% idéntica em sequéncia de
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aminodcido a sequéncia ndo substituida, e um dominio Vg
conforme estabelecido na SEQ ID NO: 32, ou difere da
SEQ ID NO: 32 por pelo menos uma substituicdo de
aminodcido conservativa, em que a dita sequéncia com a
pelo menos uma substituicdo de aminodcido conservativo
é pelo menos 90% idéntica em sequéncia de aminoacido a
sequéncia ndo substituida;

(h) um anticorpo ou porcdo do mesmo gue compreende um
dominio Vy conforme estabelecido na SEQ ID NO: 34, ou
difere da SEQ ID NO: 34 por pelo menos uma substituicéo
de aminodcido conservativa, em que a dita sequéncia com
a pelo menos uma substituicédo de aminoacido
conservativo é pelo menos 90% idéntica em sequéncia de
aminodcido a sequéncia ndo substituida, e um dominio Vi
conforme estabelecido na SEQ ID NO: 36, ou difere da
SEQ ID NO: 36 por pelo menos uma substituicdo de
aminodcido conservativa, em que a dita sequéncia com a
pelo menos uma substituicdo de aminodcido conservativo
é pelo menos 920% idéntica em sequéncia de aminoacido a
sequéncia ndo substituida;

(i) um anticorpo ou porcdo do mesmo gue compreende um
dominio Vy conforme estabelecido na SEQ ID NO: 38, ou
difere da SEQ ID NO: 38 por pelo menos uma substituicéo
de aminoécido conservativa, em que a dita sequéncia com
a pelo menos uma substituicéo de aminoacido
conservativo é pelo menos 90% idéntica em sequéncia de
aminocédcido a sequéncia nédo substituida, e um dominio Vi
conforme estabelecido na SEQ ID NO: 40, ou difere da
SEQ ID NO: 40 por pelo menos uma substituicdo de
aminodcido conservativa, em que a dita sequéncia com a
pelo menos uma substituicdo de aminoacido conservativa
é pelo menos 920% idéntica em sequéncia de aminoacido a
sequéncia ndo substituida.

(7)) um anticorpo ou porcdo do mesmo gque compreende um

dominio Vy conforme estabelecido na SEQ ID NO: 42, ou
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difere da SEQ ID NO: 42 por pelo menos uma substituicéo
de aminoadcido conservativa, em gque a dita sequéncia com
a pelo menos uma substituigcdo de aminoacido ¢é pelo
menos 90% idéntica em sequéncia de aminodcido a
sequéncia ndo substituida, e um dominio V; conforme
estabelecido na SEQ ID NO: 44, ou difere da SEQ ID NO:
44 por pelo menos uma substituicdo de aminoéacido
conservativa, em que a dita sequéncia com a pelo menos
uma substituicdo de aminoacido conservativa ¢é pelo
menos 90% idéntica em sequéncia de aminodcido a
sequéncia ndo substituida.

(k) um anticorpo ou porcdo do mesmo gue compreende um
dominio Vy conforme estabelecido na SEQ ID NO: 46, ou
difere da SEQ ID NO: 46 por pelo menos uma substituicéo
de aminoécido conservativa, em que a dita sequéncia com
a pelo menos uma substituicdo de aminoidcido é pelo
menos 90% idéntica em sequéncia de aminodcido a
sequéncia sequéncia, e um dominio Vi, conforme
estabelecido na SEQ ID NO: 48, ou difere da SEQ ID NO:
48 por pelo menos uma substituicdo de aminoéacido
conservativa, em que a dita sequéncia com a pelo menos
uma substituicdo de aminoadcido conservativa ¢é pelo
menos 90% idéntica em sequéncia de aminodcido a
sequéncia nédo substituida.

(1) um anticorpo ou porcdo do mesmo gue compreende um
dominio Vy conforme estabelecido na SEQ ID NO: 50, ou
difere da SEQ ID NO: 50 por pelo menos uma substituicéo
de aminodcido conservativa, em gue a dita sequéncia com
a pelo menos uma substituicdo de aminodcido é pelo
menos 90% idéntica em sequéncia de aminodcido a
sequéncia, e um dominio Vy conforme estabelecido na SEQ
ID NO: 52, ou difere da SEQ ID NO: 52 por pelo menos
uma substituicdo de aminodcido conservativa, em que a
dita sequéncia com a pelo menos uma substituicdo de

aminoadcido conservativa é pelo menos 90% idéntica em
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sequéncia de aminodcido a sequéncia ndo substituida.

(m) um anticorpo ou porcdo do mesmo gue compreende um
dominio Vy conforme estabelecido na SEQ ID NO: 54, ou
difere da SEQ ID NO: 54 por pelo menos uma substituicéo
de aminoacido conservativa, em gque a dita sequéncia com
a pelo menos uma substituigcdo de aminoacido ¢é pelo
menos 90% idéntica em sequéncia de aminodcido a
sequéncia ndo substituida, e um dominio V; conforme
estabelecido na SEQ ID NO: 56, ou difere da SEQ ID NO:
56 por pelo menos uma substituicdo de aminoéacido
conservativa, em que a dita sequéncia com a pelo menos
uma substituicdo de aminoacido conservativa ¢é pelo
menos 90% idéntica em sequéncia de aminodcido a
sequéncia ndo substituida.

(n) um anticorpo ou porcdo do mesmo gue compreende um
dominio Vy conforme estabelecido na SEQ ID NO: 58, ou
difere da SEQ ID NO: 58 por pelo menos uma substituicéo
de aminoécido conservativa, em que a dita sequéncia com
a pelo menos uma substituicdo de aminoidcido é pelo
menos 90% idéntica em sequéncia de aminodcido a
sequéncia ndo substituida, e um dominio Vy conforme
estabelecido na SEQ ID NO: 60, ou difere da SEQ ID NO:
060 por pelo menos uma sSubstituicdo de aminoacido
conservativa, em que a dita sequéncia com a pelo menos
uma substituicdo de aminoadcido conservativa ¢é pelo
menos 90% idéntica em sequéncia de aminodcido a
sequéncia nédo substituida.

(0) um anticorpo ou porcdo do mesmo que compreende um
dominio Vy conforme estabelecido na SEQ ID NO: 62, ou
difere da SEQ ID NO: 62 por pelo menos uma substituicéo
de aminodcido conservativa, em gue a dita segquéncia com
a pelo menos uma substituicdo de aminodcido ¢é pelo
menos 90% i1déntica em sequéncia de aminodcido a
sequéncia ndo substituida, e um dominio Vy conforme
estabelecido na SEQ ID NO: 64, ou difere da SEQ ID NO:
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18 por pelo menos uma substituig¢do de aminoacido
conservativa, em que a dita sequéncia com a pelo menos
uma substituicdo de aminoacido conservativa ¢é pelo
menos 90% idéntica em sequéncia de aminodcido a
sequéncia ndo substituida.

(p) um anticorpo ou porcdo do mesmo gue compreende um
dominio Vy conforme estabelecido na SEQ ID NO: 66, ou
difere da SEQ ID NO: 66 por pelo menos uma substituicéo
de aminoécido conservativa, em que a dita sequéncia com
a pelo menos uma substituicdo de aminoidcido é pelo
menos 90% idéntica em sequéncia de aminodcido a
sequéncia ndo substituida, e um dominio Vy conforme
estabelecido na SEQ ID NO: 68, ou difere da SEQ ID NO:
68 por pelo menos uma sSubstituicdo de aminoacido
conservativa, em que a dita sequéncia com a pelo menos
uma substituicdo de aminoadcido conservativa ¢é pelo
menos 90% idéntica em sequéncia de aminodcido a
sequéncia nédo substituida.

(g) um anticorpo ou porcdo do mesmo gue compreende um
dominio Vy conforme estabelecido na SEQ ID NO: 70.

ou difere da SEQ ID NO: 70 por pelo menos uma
substituicdo de aminoédcido conservativa, em que a dita
sequéncia com a pelo menos uma substituicdo de
aminodcido conservativa é pelo menos 90% idéntica em
sequéncia de aminodcido a sequéncia ndo substituida, e
um dominio V; conforme estabelecido na SEQ ID NO: 72,
ou difere da SEQ ID NO: 72 por pelo menos uma
substituicdo de aminodcido conservativa, em que a dita
sequéncia com a pelo menos uma substituicdo de
aminodcido conservativa ¢é pelo menos 90% idéntica em
sequéncia de aminodcido a sequéncia ndo substituida.

(r) um anticorpo ou porcdo do mesmo gue compreende um
dominio Vy conforme estabelecido na SEQ ID NO: 74, ou
difere da SEQ ID NO: 74 por pelo menos uma substituicédo

de aminodcido conservativa, em que a dita segquéncia com
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a pelo menos uma substituicdo de aminoidcido é pelo
menos 90% idéntica em sequéncia de aminodcido a
sequéncia ndo substituida, e um dominio Vy conforme
estabelecido na SEQ ID NO: 76, ou difere da SEQ ID NO:
76 por pelo menos uma sSubstituicdo de aminoécido
conservativa, em que a dita sequéncia com a pelo menos
uma substituicdo de aminoadcido conservativa ¢é pelo
menos 90% idéntica em sequéncia de aminodcido a
sequéncia nédo substituida.

(s) um anticorpo ou porcdo do mesmo gue compreende um
dominio Vy conforme estabelecido na SEQ ID NO: 78, ou
difere da SEQ ID NO: 78 por pelo menos uma substituicéo
de aminodcido conservativa, em gque a dita sequéncia com
a pelo menos uma substituicédo de aminoacido
conservativa é pelo menos 90% idéntica em sequéncia de
aminocdcido a sequéncia ndo substituida, e um dominio Vg
conforme estabelecido na SEQ ID NO: 80, ou difere da
SEQ ID NO: 80 por pelo menos uma substituicdo de
aminodcido conservativa, em que a dita sequéncia com a
pelo menos uma substituicdo de aminoédcido conservativo
é pelo menos 90% idéntica em sequéncia de aminoédcido a
sequéncia ndo substituida; (t) um anticorpo ou porcédo
do mesmo que compreende um dominio Vg conforme
estabelecido na SEQ ID NO: 82, ou difere da SEQ ID NO:
82 por pelo menos uma substituig¢do de amino&cido
conservativa, em que a dita sequéncia com a pelo menos
uma substituicdo de aminoadcido conservativa ¢é pelo
menos 90% idéntica em sequéncia de aminodcido a
sequéncia nédo substituida, e um dominio Vy conforme
estabelecido na SEQ ID NO: 84, ou difere da SEQ ID NO:
84 por pelo menos uma substituig¢do de aminoécido
conservativa, em que a dita sequéncia com a pelo menos
uma substituicdo de aminoadcido conservativo ¢é pelo
menos 90% 1déntica em sequéncia de aminoacido a

sequéncia ndo substituida; (u) um anticorpo ou porgédo
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do mesmo que compreende um dominio Vg conforme
estabelecido na SEQ ID NO: 86, ou difere da SEQ ID NO:
86 por pelo menos uma substituicdo de aminoacido
conservativa, em que a dita sequéncia com a pelo menos
uma substituicdo de aminodcido conservativa é pelo
menos 90% i1déntica em sequéncia de aminoacido a
sequéncia né&do substituida, e um dominio Vy conforme
estabelecido na SEQ ID NO: 88, ou difere da SEQ ID NO:
88 por pelo menos uma substituicdo de aminoacido
conservativa, em que a dita sequéncia com a pelo menos
uma substituicdo de aminodcido conservativo é pelo
menos 90% i1déntica em sequéncia de aminoacido a
sequéncia ndo substituida; (v) um anticorpo ou porcgédo
do mesmo que compreende um dominio Vi conforme
estabelecido na SEQ ID NO: 90, ou difere da SEQ ID NO:
90 por pelo menos uma substituicdo de aminodcido
conservativa, em que a dita sequéncia com a pelo menos
uma substituicdo de aminoacido conservativa ¢é pelo
menos 90% idéntica em sequéncia de aminodcido a
sequéncia né&do substituida, e um dominio Vi conforme
estabelecido na SEQ ID NO: 92, ou difere da SEQ ID NO:
92 por pelo menos uma substituicdo de aminoacido
conservativa, em que a dita sequéncia com a pelo menos
uma substituicdo de aminoacido conservativo ¢é pelo
menos 90% idéntica em sequéncia de aminodcido a
sequéncia ndo substituida; (w) um anticorpo ou porgédo
do mesmo que compreende um dominio Vg conforme
estabelecido na SEQ ID NO: 104, ou difere da SEQ ID NO:
104 por pelo menos uma substituicdo de aminocacido
conservativa, em que a dita sequéncia com a pelo menos
uma substituicdo de aminodcido conservativa ¢é pelo
menos 90% idéntica em sequéncia de aminodcido a
sequéncia ndo substituida, e um dominio Vy conforme
estabelecido na SEQ ID NO: 127, ou difere da SEQ ID NO:

127 por pelo menos uma substituicdo de aminocacido
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conservativa, em que a dita sequéncia com a pelo menos
uma substituicdo de aminocécido conservativo € pelo
menos 90% i1déntica em sequéncia de aminoacido a
sequéncia ndo substituida; (x) um anticorpo ou porcgédo
do mesmo que compreende um dominio Vg conforme
estabelecido na SEQ ID NO: 6, ou difere da SEQ ID NO: 6
por pelo menos uma substituicéo de aminoacido
conservativa, em que a dita sequéncia com a pelo menos
uma substituicdo de aminoacido conservativa ¢é pelo
menos 90% idéntica em sequéncia de aminodcido a
sequéncia ndo substituida, e um dominio V; conforme
estabelecido na SEQ ID NO: 127, ou difere da SEQ ID NO:
127 por pelo menos uma substituicdo de aminocécido
conservativa, em que a dita sequéncia com a pelo menos
uma substituicdo de aminoacido conservativo ¢é pelo
menos 90% idéntica em sequéncia de aminodcido a
sequéncia ndo substituida; e y) um anticorpo ou porgéo
do mesmo que compreende um dominio Vg conforme
estabelecido na SEQ ID NO: 104, ou difere da SEQ ID NO:
104 por pelo menos uma substituicdo de aminocacido
conservativa, em que a dita sequéncia com a pelo menos
uma substituicdo de aminoadcido conservativa ¢é pelo
menos 90% idéntica em sequéncia de aminodcido a
sequéncia ndo substituida, e um dominio Vy conforme
estabelecido na SEQ ID NO: 8, ou difere da SEQ ID NO: 8
por pelo menos uma substituicéo de aminoacido
conservativa, em que a dita sequéncia com a pelo menos
uma substituicdo de aminodcido conservativo ¢é pelo
menos 90% idéntica em sequéncia de aminodcido a
sequéncia nédo substituida.
E 13. O anticorpo ou porcdo de ligacdo a antigénio de
acordo com E 5, em gque o dito anticorpo ou porcgdo de
ligacdo a antigénio compreende uma cadeia pesada dque
utiliza um gene de Vyz humano 4-31, Vg 3-11, Vy 3-15, Vy 3-

33, Vg 4-61 ou Vy 4-59, ou em gque pelo menos uma
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substituicdo de aminodcido conservativa ocorre no gene de
Vg humano 4-31, Vy 3-11, Vy 3-15, Vy 3-33, Vg 4-61 ou Vy 4-
59, em que a dita segquéncia com a pelo menos uma
substituicdo de aminodcido conservativo €& pelo menos 90%
idéntica em seguéncia de aminodcido a sequéncia né&o
substituida.

E 14. O anticorpo ou porcdo de ligacdo a antigénio de
acordo com E 6, em que o dito anticorpo ou porcdo de
ligacdo a antigénio compreende uma cadeia leve que
utiliza um gene de Vi humano A27, V. A2, Vy Al, Vi A3, Vg
B3, Vi B2, Vi Ll ou V¢ L2, ou em que pelo menos uma
substituicdo de aminodcido conservativa ocorre no gene de
Vy humano A27, Vi A2, Vi Al, Vi A3, Vyx B3, Vi B2, Vy L1 ou
Vi L2, em que a dita sequéncia com a pelo menos uma
substituicdo de aminodcido conservativo é pelo menos 90%
idéntica em sequéncia de aminodcido a sequéncia néo
substituida.

E 15. O anticorpo de acordo com qualquer de E 6-14 gque é
uma molécula de IgG, IgM, IgE, IgA, ou IgD ou é derivado
das mesmas.

E 16. Uma molécula de &cido nucleico isolada que
compreende a sequéncia de nucledtidos conforme
estabelecido em qualgquer das SEQ ID NOS: 1, 3. 6, 7, 95,
101, 103, 126, 128 ou 129.

E 17. uma molécula de &4cido nucleico isolada que
compreende a sequéncia de nucledtidos conforme
estabelecido em qualquer das SEQ ID NOS: 9, 11, 13, 15,
17, 19, 21, 23, 25, 27, 29, 31. 33, 35, 37, 39, 41, 43,
45, 47, 49, 51, 53, 55, 57, 59, 61, 63, 65, 67, 69, 71,
73, 75, 77, 79, 81, 83, 85, 87, 89 ou 91.

E 18. Um hibridoma depositado sob um numero de acesso de
ATCC de PTA-6808.

E 19. O anticorpo produzido pelo hibridoma de E 18, ou
uma porcdo de ligacdo a antigénio do mesmo.

E 20. Um anticorpo ou porcdo de ligacdo a antigénio do
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mesmo que liga a ALK-1, o anticorpo ou porcgdo de ligacédo
a antigénio que compreende uma sequéncia de aminoacido
selecionada a partir do grupo que consiste em:
a) SEQ ID NO: 2;
b) SEQ ID NO: 4;
c) SEQ ID NO: 6;
d) SEQ ID NO: 8;
e) SEQ ID NO: 100;
f) SEQ ID NO: 102;
g) SEQ ID NO: 104;
h) SEQ ID NO: 127;
i) a sequéncia de aminoacidos de Vy codificada pela
sequéncia de nucledtidos do inserto encontrado no clone
depositado sob numero de acesso de ATCC PTA-6864; e
j) a segquéncia de aminodcidos de Vp codificada pela
sequéncia de nucledtidos do inserto encontrado no clone
depositado sob numero de acesso de ATCC PTA-6865.
E 21. O anticorpo monoclonal ou porcdo de ligacdo a
antigénio do mesmo de acordo com E 20 que compreende uma
sequéncia de aminodcido de cadeia pesada e uma sequéncia
de aminoédcido de cadeia leve selecionadas a partir do
grupo consistindo em:
a) sequéncia de aminoédcidos de cadeia pesada da SEQ ID
NO: 2 e a sequéncia de aminodcidos de cadeia leve da
SEQ ID NO: 102;
b) sequéncia de aminodcidos de cadeia pesada da SEQ ID
NO: 100 e a sequéncia de aminoadcidos de cadeia leve da
SEQ ID NO: 4; e
c) e a sequéncia de aminoédcidos de cadeia pesada da SEQ
ID NO: 100 e a sequéncia de aminoadcidos de cadeia leve
da SEQ ID NO: 102.
E 22. Uma composicdo farmacéutica que compreende o0
anticorpo, ou porcido de ligacdo a antigénio do mesmo de
acordo com qualquer de E1-15 ou 19-21 e um transportador

fisiologicamente aceitéavel.
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E 23. Um método para inibir a angiogénese num mamifero em
necessidade do mesmo, que compreende a etapa de
administrar ao dito mamifero numa quantidade
terapeuticamente eficaz de um anticorpo ou porgdo de
ligacdo a antigénio do mesmo de acordo com qualquer de E
1-15 ou 19-21 ou a composicdo farmacéutica de acordo com
E 22.
E 24. Um anticorpo monoclonal humano isolado, ou porcgéo
de ligacdo a antigénio do mesmo especificamente se liga a
ALK-1 em que o anticorpo ou porcdo de ligacdo a antigénio
do mesmo compreende uma regido varidvel de cadeia pesada
que compreende uma Sequéncia de aminodcido de CDRI
selecionada a partir do grupo que consiste em:
a) uma sequéncia de aminodcidos de CDR1 que compreende
a SEQ ID N.°: 136 em que o G em posicdo um é permutado
num D e 0 S em posicdo 5 é permutado num N; e
b) uma sequéncia de aminodcidos de CDR1 que compreende
a SEQ ID N.°: 136 em que o G em posicdo um é permutado
num E e o S em posicdo 5 é permutado num N.
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<170>

<210> 1

<211> 1332
<212> ADN
<213>

<400> 1

caggtgecage
acctgecactg
cagcacccag
tacaacccegt
tcectgaage
tcagtggctg
accaagggcce
gcggeectgg
tcaggcgete
tactcectea
tgcaacgtag
tgtgtcgagt
cccccaaaac
gtggacgtga
gtgcataatg
agegtectea
tccaacaaag
cgagaaccac
agectgaccet

aatgggcagc

Humano

tgcaggagtc
tctectggtgg
ggaagggcct
cectcaagag
tgagctcetgt
ggtttgacta
catcggtcett
gctgectggt
tgaccagcgg
gcagegtagt
atcacaagcc
geccacegtg
ccaaggacac
gccacgaaga
ccaagacaaa
cegtegtgea
gecctcccage
aggtgtacac
gectggtcaa

cggagaacaa

ttctteectet acagcaaget

PatentIn versdo 3.3

gggtccagga
ctccatcage
ggagtggatt
tcgagttace
gactgeccegeg
ctggggecag
ccecctggeg
caaggactac
cgtgcacacce
gaccgtgece
cagcaacacc
cccageacca
ccteatgatce
ceccecgaggte
gccacgggag
ccaggactgg
ccceatcgag
cctgeccceca
aggcttctac

ctacaagacc
caccgtggac

tcatgcteeg tgatgecatga ggctctgeac

tecteegggta aa

216

ctggtgaage
agtggtgaat
gggtacatct
atatcagtag
gacacggccg
ggaaccctgg
ccctgeteca
ttcececgaac
ttececeggetg
tecagecaact
aaggtggaca
cctgtggeag
tceecggaccec
cagttcaact
gagcagttca
ctgaacggca
aaaaccatct
tccegggagg
cccagegaca

acacctccca
aagagcaggt

aaccactaca

cttcacagac
actactggaa
attacagtgg
acacgtctaa
tgtattactg
tcacegtcete
ggagcacctc
cggtgacggt
tcctacagtce
tecggecaceca
agacagttga
gaccgtcagt
ctgaggtcac
ggtacgtgga
acagcacgtt
aggagtacaa
ccaaaaccaa
agatgaccaa
tcgeegtgga

tgctggacte

ggcagcaggg gaacgtctte

cacagaagag cctctceectg

cctgteecte
ctggatceccge
gagtacctac
gaaccagtte
tgecgagagag
ctcagectee
cgagagcaca
gtegtggaac
ctcaggactc
gacctacace
gcgcéaaégt
cttectette

gtgegtggtg
ngcgtggag
ccgtgtggtce
gtgcaaggtc
agggcagccc
gaaccaggtc
gtgggagagc

cgacggetee

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

1020

1080

1140

1200
1260

1320

1332
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<210> 2
<211> 444
<212> PRT
<213> Humano

<400> 2



Gln

Thr

Glu

Trp

Leu

65

Ser

Cys

Leu

Leu

Cys

145

Ser

Ser

Asn

val
Le+
Tyr
Ile
50

Lys
Leu
Ala
val
Ala
130
Leq
Gly

Ser

Phe

Gln

Ser

Tyr

35

Gly

Ser

Lys

Arg

Thr

115

Pro

val

Ala

Gly

Gly
195

Leu

Leu
20

Trp

Tyr

Arg

Leu

Glu

100

Val

Cys

Lys

Leu

Leu

180

Thr

Gln

Thr

Asn

Ile

Val

Ser

85

Ser

Ser

Ser

Asp

Thr

165

Tyr

Gln

Glu Serx

Cys Thr

Trp Ile

Tyr Tyrx

55

Thr Ile
70

Ser Val

Val Ala

Ser Ala

Arg Ser

135

Tyr Phe

150

Ser Gly

Ser Leu

Thr Tyr

218

Gly

val

Arg

40

Ser

Ser

Thr

Gly

Ser

120

Thr

Pro

Val

Ser

Thr
200

Pro

Ser
25

_Gln

Gly

Val

Ala

Phe

105

Thr

Ser

Glu

His

Ser

185

Cys

Gly

10

Gly

His

Ser

Asp

Ala

90

Asp

Lys

Glu

Pro

Thr

170

Val

Asn

Leu

Gly

Pro

Thr

Thr

75

Asp

Tyr

Gly

Ser

Val

155

Phe

Val

Val

Val

Ser

Gly

Tyr

60

Ser

Thr

Trp

Pro

Thr

140

Thr

Pro

Thr

Asp

Lys Pro

Ile|Ser
|30

Lys Gly
45

Tyxr Asn

Lys Asn

Ala Val

Gly Gln
110

Ser Vval
125

Ala Ala
Val |Ser
Ala Val
Val Pro

190

His Lys
205

Ser

15

Ser

Leu

Pro

Gln

Tyr

95

Gly

Phe

Leu

Leu
175

Ser

Pro

Gln

Gly

Glu

Ser

Phe

80

Tyr

Thr

Pro

Asn

160

Gln

Ser

Ser



Asn Thr
210

Pro Pro
225

Pro Pro

Thr Cys

Asn Trp

Arg Glu
290

val val
305

Ser Asn

Lys Gly

Glu Glu

Phe Tyr

370

Glu Asn
385

Phe Phe

Gly Asn

Tyr Thr

<210> 3

Lys

Cys

Lys

Val

Tyr

275

Glu

His

Lys

Gln

Met

355

Pro

Asn

Leu

Val

Gln
435

Val

Pro

Pro

val

260

val

Gln

Gln

Gly

Pro

340

Thr

Ser

Tyr

Tyr

Phe

420

Lys

Asp

Ala

Lys

245

val

Asp

Phe

Asp

Leu

325

Arg

Lys

Asp

Lys

Ser

405

Ser

Ser

Lys

Pro

230

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp

310

Pro

Glu

Asn

Ile

Thr

390

Lys

Cys

Leu

Thr

215

Pro

Thr

val

vVal

Ser

295

Leu

Ala

Pro

Gln

Ala

375

Thr

Leu

Ser

Ser

219

val

Val

Leu

Ser

Glu

280

Thr

Asn

Pro

Gln

Val

360

Val

Pro

Thr

Val

Leu
440

Glu

Ala

Met

His

265

Vval

Phe

Gly

Ile

val

345

Ser

Glu

Pro

Val

Met

425

Ser

Arg

Gly

Ile

250

Glu

His

Arg

Lys

Glu

330

Tyr

Leu

Trp

Met

Asp

410

Hisg

Pro

Lys

Pro

235

Ser

Asp

Asn

val

Glu

315

Lys

Thr

Thr

Glu

Leu

395

Lys

Glu

Gly

Cys

220

Ser

Arg

Pro

Ala

vVal

300

Tyr

Thr

Leu

Cys

Ser

380

Asp

Ser

Ala

Lys

Cys

Val

Thr

Glu

Lys

85

Ser

Lys

Ile

Pro

Leu

365

Asn

Ser

Leu

Val

Phe

Pro

val

270

Thr

Val

Cys

Ser

Pro

350

Val

Gly

Asp

Trp

His
430

Glu

Leu

Glu

255

Gln

Lys

Leu

Lys

Lys

335

Ser

Lys

Gln

Gly

Gln

415

Asn

Cys

Phe

240

val

Phe

Pro

Thr

val

320

Thr

Arg

Gly

Pro

Ser

400

Gln

His



<211> 645
<212> ADN

<213> Humano

<400> 3

gaaattgtot
ctctcctgta
cctggccagg
gacaggttca
cctgaagatt
caagggacac

ccatcrgatg
tatcccagag

caggag agtg
acgctgagea
ggcctgaget

<210> 4

<211> 215
<212> PRT
<213>

<400> 4

tgacgcagtc
gggccagtca
ctcccagget
gtggcagtgy
ttgcagtgta
gactggagat

agcagttgaa
aggccaaagt

tcacagagca
aagcagacta
cgcccgteac

Humano

220

tccaggeace ctgtctttgt ctccagggga
gagtgtcagc agcagctact tagcctggta
cctcatctat ggtacateca gcagggcecac
gtctgggaca gacttcaccc tcaccatcag
ttactgtcag cagtatggta gctcgccgat
taaacgaact gtggctgeac catctgtctt

atctggaact geetctgrtg tgtgectget
acagtggaag gtggataacg ccctccaatc

ggacagcaag gacagcacct acagectcag
cgagaaacac aaagtctacg cctgegaagt
aaagagcttc aacaggggag agtgt

aagagccace
ccagcagaaa
tggcatccca
cagactyggag
caccttegge
catcttcccg

gaataacttc
gggtaactcc

cagcaccctg

cacccatcag

60
120
180
240
300
360

420
430

540
600
645



Glu

Glu

Tyr

Ile

Gly

65

Pro

Ile

Ala

Gly

Ala

145

Gln

Ser

Tyr

Ser

<210>

Ile

Arg

Leu

Tyr

50

Ser

Glu

Thr

Pro

Thr

130

Lys

Glu

Ser

Ala

Phe
210

val

Ala

Ala

35

Gly

Gly

Asp

Phe

Ser

115
Ala

val

Ser

Thr

Cys

195

Asn

Leu

Thr
20

Trp
Thr
Ser
Phe
Gly

100

val

Ser
Gln
Val
Leu
180

Glu

Arg

Thr
Leu
Tyr
Ser
Gly
Ala
85

Gln

Phe

Val

Trp
Thr
165
Thr

val

Gly

Gln

Ser

Gln

Ser

Thr

70

Val

Gly

Ile

Val

Lys

15¢

Glu

Leu

Thr

Glu

Ser
Cys
Gln
55

Asp
Tyr
Thr

Phe

Cys
135
Vval
Gln
Ser

His

Cys
215

221

Pro

Arg

Lys

40

Ala

Phe

Tyr

Pro

120
Leu

Asp

Asp

Lys

Gln
200

Gly

Ala

25

Pro

Thr

Thr

Cys

Leu

105

Pro

Leu

Asn

Ser

Ala

185

Gly

Thr

10

Ser

Gly

Gly

Leu

Gln

90

Glu

Ser

Asn

Ala

Lys

170

Asp

Leu

Leu

Gln

Gln

Ile

Thr

75

Gln

Ile

Asp

Asn

Leu

155

Asp

Tyr

Ser

Ser

Ser

Ala

Pro

60

Ile

Tyr

Lys

Glu

Phe

140

Gln

Ser

Glu

Ser

Leu

val

Pro

45

Asp

Ser

Gly

Gln

125
Tyr

Ser

Thr

Lys

Pro
205

Ser

Ser

30

Arg

Arg

Arg

Ser

Thr
110

Leu’

Pro

Gly

Tyr

His

190

val

Pro Gly
15

Ser Ser

Leu Leu

Phe Ser

Leu Glu
80

Ser Pro
95

Val Ala

Lys Ser

Arg Glu

Asn Ser
160

Ser Leu
175

Lys Val

Thr Lys



<211> 355
<212> ADN

<213> Humano

<400> b

caggtgecage
acctgcactg
cagcacccag
tacaacccgt

tccctgaage

tcagtggcetg

<210> 6

<211> 118
<212> PRT
<213>

<400> 6

Gln
1

Thr

Glu

Trp
50

<210> 7

<211> 325
<212> ADN
<213>

tgcaggagtc
tetetggtagg

ggaagggcect

ccctcaagag
tgagctcetgt

ggtttgacta

Humano

Val Gln Leu Gln Glu

5

Leu Ser Leu Thr Cys

20

Tyr Tyr Trp Asn Trp
35

Ile Gly Tyr Ile Tyr

Humano

gggtccagga
ctecatcage
ggagtggatt
tcgagttacc
gactgeccgeg

ctggggccag

222

ctggtgaage
agtggtgaat

gggtacatct
étatcagtag

gacacggceg

ggaacccetgg

10

25

40

55

cttcacagac
actactggaa
attacagtgg
acacgtctaa
tgtattactg

tcaccgtete

cctgtceecte
ctggatcege
gagtacctac
gaaccagttc
tgcgagagag

ctecag

15

Thr Val Ser Gly Gly Ser Ile Ser Ser

30

Ile Arg Gln His Pro Gly Lys Gly Leu

45

60

Tyr Ser Gly Ser Thr Tyr Tyr Asn Pro

60

120

180

240

300

355

Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Gln

Gly

Glu

Ser



<400> 7

gaaattgtgt
ctectectgta
cctggecagg
gécaggttca
cctgaagatt

caagggacac

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

8
108
PRT

<400> 8

Glu Ile
1

Glu Arg

Tyr Leu

val

Ala

Ala

tgacgcagte
gggcecagtcea
ctececcagget
gtggcagtgg
ttgecagtgta

gactggagat

Humano

Leu

Thr
20

Trp

35

Ile Tyr

50

Gly
65

Ser

Pro Glu

Ile

<210> 9
<211> 361

Gly
Gly

Asp Phe

85
Thr Phe Gly Gln Gly Th

Thr

Ser

Thr

Leu

Tyr

Ser

Gly

Ala

teccaggeace
gagtgtcage
cctecatctat
gtctgggaca
ttactgtcag

taaac

Gln Ser

Ser Cys

Gln Gln

Ser Arg

55

Thr
70

Asp

Val Tyr

100

Ala

223

ctgtetttgt ctccagggga
agcagctact tagcctggta
ggtacatceca gcagggccac
gacttcacec tcaccatcag

cagtatggta getegecegat

Thr Leu
10

Pro Gly Ser

Ala
25

Ser Gln Ser

Lys Pro Ala

Gly| G1n
40 :

Thr Pro

€0

Gly Ile

Phe Thr Leu Thr Ile

75

Tyr Cys Gln Gln Tyr

90

105

aagagccacc
ccagcagaaa
tggcatccca
cagactggag

cacecttegge

Pro
15

Leu Ser

Val Ser
30

Ser

Pro Arg Leu

45

Asp Arg
Leu

Ser Arg

Gly Ser Ser
95

Phe

60
120
180
240
300

325

Gly

Ser

Leu

Ser

Glu

80

Pro

r Arg Leu Glu Ile Lys



<212> ADN

<213> Humano

<400> 9

caggtgcage
tecetgtgeag
ccaggcaagg
gcagacteceg
ctgcaaatga
gagcagtgge

g

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

10
120
PRT

<400> 10

tggtggagtc
cgtctggatt
ggctggagtg
tgaagggceg
atagcctgag

cecgatgtttt

Humano

tgggggagge

caccttcagt
ggtggcagect
attcaccatc
agccgaggac

tgatatctgg

224

gtggtecage
agtcatggca
atatggtatg
tccagagaca
acggctgtgt

ggccaaggga

ctgggaggte
tgtactgggt
atggaagtaa
attccaagaa
attactgtge

caatggtcac

cectgagacte
ccgecagget
taaatactat
cacgectgtat
gagagatcag

cgtctettea

60

120

180

240

300

360

36l



Gln Val

Leu

Ser

Gly Met

Gln

Arg

Tyr

Leu

Leu
20

Trp

35

Ala Ala

50

Lys

Gly
65 '

Leu Gln
Ala

Arg

Gly Thr

Ile

Arg

Met

Asp

Met

Trp

Phe

Asn
85

Gln
100

val

115

val

Ser

Val

Tyr

Thr

Ser

Glu

Thr

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

11
322

<400> 11

ADN

gacatccaga
atcacttgtc
gggaaagcce
aagttcageg
gaagattttg

gggaccaagqg

<210> 12

Humano

tgacccagte
gggcgagtca
ctaagtcect
gcagtggate
caacttatta

tggagatcaa

Glu Ser

Cys Ala

Arg Gln

Asp Gly

55

Ile
70

Ser

Leu Arg

Gln Trp

Val Ser

tccatcctea
gggcattaga
gatctatggt
tgggacagat
ctgecaacag

ac

225

Gly Gly

Ala Ser

25

Ala
40

Pro

Ser Asn

Arg Asp

Ala Glu

Pro Asp

105

Ser
120

ctgtctgcat
aattatttag
gcateccagtt
ttcactcteca

tataatagtt

Gly

10

Gly

Gly

Lys

Asn

Asp

90

Vval

Val Vval Gln Pro Gly

15

Phe Thr Phe Ser Ser

30

Leu Glu

45

Lys Gly Trp

Tyr Tyr Ala Ser

60

Asp

Ser Asn Thr Leu

75

Lys

Thr Ala Val Tyr Tyr

95

Phe Asp Ile Trp Gly

110

ctgtaggaga cagagtcacc
cctggtttca gcagaaacca
tgcaaagtgg ggtcccatca
ccatcagecag cctgcagcct

acccgetcac ttteggegga

Arg

His

Val

Val

Tyr
80

Cys

Gln

60
120
180
240
300

322



<211>
<212>
<213>

<400>

Asp

Asp

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

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

<400>

107
PRT

Humano

12

Ile
Arg
Ala
Gly
50

Gly
Asp

Phe

13

355
ADN

Gln

val

Trp

335

Ala

Ser

Phe

Gly

Met

Thr

20

Phe

Ser

Gly

Ala

Gly

+ 100

Humano

13

Thr

Ile

Gln

Ser

Thr

Thr

85

Gly

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Ser

Cys

Lys

Gln

55

Phe

Tyr

Lys

226

Pro

Arg

Pro

40

Serxr

Thr

Cys

vVal

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

qlu
105

Ser

10

Ser

Lys

Val

Thr

Gln

90

Ile

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Ser

Gly

Pro

Ser

60

Ser

‘Asn

Ala

Ile

Lys

45

Lys

Ser

Ser

Ser

Arg

30

Ser

Phe

Leu

Tyr

Val

15

Asn

Leu

Ser

Gln

Pro
95

caggtgeace tgecaggagte gggeccagga ctggtgaage ctteggagac cctgteecte

acctgcactg tetectggtgg ctécgtcagc agtggtgatt actactggaa ctggatecegg

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Leu

60

120



2277

cagccccecg ggaagggact ggagtggatt gggtatatct attacagtgg gagcaccaac

tacaacccect cectcaagag tegaatcace atatcaatag acacgtecaa gaaccagtte

tcectgaage tgaactctgt gaccgetgeg gacacggect tgtattactg tgcgagagaa

tcagtggecg cctttgacta ctggggeccag ggaaccctgg tcacegtete cteag

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

<400>

14
118
PRT

Humano

14

Gln Val His

1

Thr Leu Ser

Asp Tyr Tyr

35

Trp Ile Gly

50

Leu Lys Ser

Ser Leu Lys

Cys Ala Arg

Leu Val Thr

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

115
15
325
ADN
Humano

Leu

Leu
20

Trp
Ty?
Arg
Leu
Glu

100

Val

Gln

Thr

Asn

Ile

Ile

Asn

85

Ser

Ser

Glu

Cys

Trp

Tyr

Thr

70

Ser

val

Ser

Ser

Thr

Ile

Tyr

55

Ile

val

Ala

Gly

h

Arg
40

Ser
Ser

Thr

Ala

Pro

Ser

25

Gln

Gly

Ile

Ala

Phe
105

Gly

10

Gly

Pro

Ser

Asp

Ala

90

Asp

Leu

Gly

Pro

Thr

Thr

75

Asp

Tyr

Val

Ser

Gly

Asn

60

Ser

Thr

Trp

Lys

val

Lys

45

Tyr

Lys

Ala

Gly

Pro

Ser

30

Gly

Asn

Asn

Leu

Gln
110

Ser

15

Ser

Leu

Pro

Gln

Tyr

95

Gly

180
240
300

355

Glu

Gly

Glu

Ser

Phe

80

Tyr

Thr



<400> 15

gaaattgtgt

ctctectgea
cctggecagg
gacaggttca
cctgaagatt

caagggacac

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

16
108

<400> 16

PRT

<210>
<211>

Glu
1

Glu

Tyr Leu

val

Ala

Ala

tgacgcagte
gggccagtea
ctceccagget
gtggcagtgg
ttgcagtgta

gactggagat

Humano

Leu

Thr
20

Trp

35

Ile Tyr

50

Gly Ser

65

Pro Glu

Ile Thr

17
355

Gly

Gly

Asp

Phe

Ala

Ser

Phe
85

Gly
100.

Thr

Leu

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln

tccaggcecace
gagtattage
ccteatcetat
gtctgggaca
ttactgtcaa

taaac

Gln Ser

Ser

Cys

Gln Gln

Pro

Arg

Glu

228

ctgtetttgt
agtaggtact
ggtgcatcca
gacttcacte

cactatggta

Thr
10

Gly

Ala
25

Ser

Pro Gly

40

Ser Arg

55

Thr
70

Asp
Tyr

vVal

Gly Thr

Ala

Phe

Tyr

Arg

Thr Gly

Thr

Leu

Gln
90

Cys

Leu Glu

105

ctccagggga
tagcctggta
gcagggccac
tcaccatcag

gctcacecgat

Leu Ser

Gln Ser

Gln Ala

Leu

Ile

Pro

aagagccace
ccagcaggaa
tggcatccca
cagactggag

caccttegge

Pro
15

Ser
Ser

Ser

Arg Leu

45

Ile Pro

60

Thr
75

Ile
His

Tyr

Ile Lys

Asp

Ser

Gly

Arg Phe

Leu

Arg

Ser

Ser

60
120
180
240
300

325

Gly

Leu

Ser

Glu

Pro



229

<212> ADN
<213> Humano

<400> 17
caggtgcage tgcaggagtc gggceccagga ctggtgaage cttcecggagac cctgtcccte 60
acctgcactg tctctggtgg ctceccgtcage agtggtgatt actactggaa ctggatcecgg 120
cagccceccag ggaagggact ggagtggatt gggtatatcet attacagtgg gagcaccaac 180
tacaaccect cectcaagag tegagtcace atatcagtag acacgtccaa gaaccagttce 240
tccctgaage tgagctectgt gaccdetgeg gacacggeeg tgtattactg tgcgagagaa 300
gcagtgtecg cctttgacta ctggggeccag ggaaccctgg tcaccgtcete cteag 355

<210> 18

<211> 118

<212> PRT

<213> Humano

<400> 18

Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Glu
1 5 10 15



Thr

Asp

Trp

Leu
65

Ser

Cys

Leu

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

<400>

gaaattgtgt

ctctectgea
cectggecagg
gacaggttca
cctgaagatt

caagggacac

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

Leu
Tyr
Ile
50

Lys
Leu
Ala
val

19
325

ADN

Ser

Tyr

35

Gly

Ser

Lys

Arg

Thr
115

Humano

19

20
108
PRT

Humano

Leu
20

Trp

Tyr

Arg

Leu

Glu

100

Val

Thr

Asn

Ile

vVal

Ser

85

Ala

Ser

tgacgcagtc
gggccagtca
ctececagget
gtggcagtgg
ttgcagtgta

gactggagat

230

Cys Thr Val Ser Gly
25

Trp Ile Arg Gln Pro
40

Tyr Tyr Ser Gly Ser
55

Thr Ile Ser Val Asp
70

Ser Val Thr Ala Ala
90

Val Ser Ala Phe Asp
105

Ser

teccaggecace ctgtetttgt
gagtgttage agtacctact
cctcatctat ggtgtatcca
gtctgggaca gacttcactc

ttactgtcag cagtatggta

taaac

Gly Ser

Pro Gly

Thr Asn
60

Thr Ser
75

Asp Thr

Tyr Trp

ctccagggga
tagecctggea

gcagggecag

tcaccatcag

gttcaccgat

Val Ser
30

Lys Gly
45

Tyr Asn
Lys Asn

Ala Val

Gly Gln
110

Ser

Leu

Pro

Gln

Tyr

95

Gly

aagagcecace

ccagcagaaa

tggegtecca

cagactggag

caccttegge

Gly

Glu

Ser

Phe
80

Tyr

Thr

60
120
180
240
300

325



231

<400> 20
Glu Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly
1 5 10 15
Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Thr

20 25 30
Tyr Leu Ala Trp His Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ala Pro Arg Leu Leu
35 40 45
Ile Tyr Gly Val Ser Ser Arg Ala Ser Gly Val Pro Asp Arg Phe Ser
50 55 60
Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Arg Leu Glu
65 70 ’ 75 80
Pro Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Gly Ser Ser Pro
85 90 95
Ile Thr Phe Gly Gln Gly Thr Arg Leu Glu Ile Lys
100 105

<210> 21

<211> 370

<212> ADN

<213> Humano

<400> 21
caggtgcage tgcaggagtc gggcccagga ctggtgaage cttcacagac cctgtececte 60
acctgcactg tctetggtgg ctecatcage agtggtggte actactggag ctggatccege 120
cagcacccag ggaagggect ggagtggatt gggtacatet attacagtgg gagcacctac 180
tacaacccgﬁ ccctecaagag tegagttace atatcagtag acacgtcetaa gaaccagtte 240
tecctgaage tgagttctgt gactgeegeg gacacggecg tatattactg tgegagageg 300
gggcgatttt tggagtggtc tgatgttttt gatatctggg geccaagggac aatggtcace 360
gtectecteag 370



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

<400>

22
123
PRT

Humano

22

Gln Val Gln

1

Thr Leu Ser

Gly His Tyr

35

Trp Ile Gly

50

Leu Gln Glu

Leu Thr ?ys
20

Trp Ser Trp

Tyr Ile Tyr

Leu Lys Ser Arg Val Thr

65

70

Ser Leu Lys Leu Ser Ser

Cys

Trp

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

<400>

Ala Arg

Gly Gln
115

23
340
ADN

Humano

23

85

Ala Gly Arg
100

Gly Thr Met

Ser

Thr

Ile

Tyr

55

Ile

Vval

Phe

Val

232

Val

Arg
40

Ser

Ser

Thr

Leu

Thr
120

Pro

Ser
25

Gln

Gly

Val

Ala

Glu
105

Val

Gly
10

Gly

His

Ser

Asp

Ala
90

Trp

Ser

Leu Val Lys

Gly Ser Ile

Pro Gly Lys
45

Thr Tyr Tyr
60

Pro

Ser

30

Gly

Asn

Ser

15

Ser

Leu

Pro

Gln

Gly

Glu

Ser

Thr Ser Lys Asn Gln Phe

75

80

Asp Thr Ala Val Tyr Tyr

95

Ser Asp Val Phe Asp Ile

Ser

110



gééétcgééa tgacc&agtc tccagactce ctggetgtgt ctetgggega
atcaactgca agtccagcca gagtgtttta tacagetcca acaataagaa
tggtaccagce agaaaccagg gcagcectect aagetgeteca tttactggge
gaatccegggg tecctgaceg attcagtgge agecgggtetg ggacagattt
atcagcagcece tgcaggetga agatgtggeca gtttattact gtcagcaata
cctecgacgt teggeccaagg gaccaaggtg gaaatcaaac

<210> 24

<211> 113

<212> PRT

<213> Humano

<400> 24
Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Asp Ser Leu Ala
1 5 10
Glu Arg Ala Thr Ile Asn Cys Lys Ser Ser Gln Ser

20 25
Ser Asn Asn Lys Asn Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln
35 40
Pro Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Trp Ala Ser Thr Arg
50 55 60
Pro Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp
65 70 75
Ile Ser Ser Leu Gln Ala Glu Asp Val Ala Val Tyr
85 90
Tyr Tyr Asp Thr Pro Pro Thr Phe Gly Gln Gly Thr
- 100 105

Lys

<210>

25

233

gagggc%acc
ctacttaget
atctaccegqgg
cactctcace

ttatgatact

val

Val

Lys

45

Glu

Phe

Tyr

Lys

Ser

Leu

30

Pro

Ser

Thr

Cys

Val

Leu

15

Tyr

Gly

Gly

Leu

Gln
95

Glu

60
120
180
240
300

340

Gly

Ser

Gln

Val

Thr

80

Gln

Ile
110



<211> 355
<212> ADN

<213> Humano

<400> 25

caggtgcage
atctgtactg
cagcacccag
tacaacccgt

tceectgaage

gggatcggtg

<210> 26

<211> 118
<212> PRT

<213> Humano

<400> 26

tgcaggagtc
tttctgagtgg
ggaagggcect
ccvtcaagag
tgagectetgt

cttttgatat

gggcccagga
ctececatcage
ggagtggatt
tecgacttace
gactgcecgeg

ctggggecaa

234

ctggtgaagce
agtggtgaat
gggtacatct
atatcagtag
gacacggecg

gggacaatgg

ccteacagac
actactggag
attacaqgtgg
acacgtctaa
tgtattactg

tecacegtcte

cctgteecte

ctggatecege

gagecacctac

gaa%cagttc
tgcgagagag

ttcag

60

120

180

240

300

355



Gln Val Gln

Thr Leu Ser

Glu Tyr Tyr
35

Trp Ile Gly
50

Leu Lys Ser
65

Ser Leu Lys

Cys Ala Arg

Met Val Thr
115

<210> 27
<211> 325
<212> ADN

<213> Humano

<400> 27

Leu

Leu
20

Trp

Tyr

Arg

Leu

Glu

100

Val

Gln

Ile

Ser

Ile

Leu

Ser

85

Gly

Ser

gaaattgtgt tgacgcagtce

ctectectgea gggecagtcea

cctggecagg ctectagget

gacaggttca gtggcagtgg

cctgaagatt ttgcagtgta

caagggacac gactggagat

<210> 28

Glu Ser Gly Pro

235

10

Gly Leu Val

Lys Pro Ser
15

Cys Thr Val Ser Gly Gly Ser Ile Ser Ser

25

30

Trp Ile Arg Gln His Pro Gly Lys Gly Leu
40

45

Tyxr Tyr Ser Gly Ser Thr Tyr Tyr Asn Pro

55

60

Thr Ile Ser Val Asp Thr Ser Lys Asn Gln

70

75

Ser Val Thr Ala Ala Asp Thr Ala Val Tyr

90

95

Ile Gly Ala Phe Asp Ile Trp Gly Gln Gly

Ser

gccaggeace
gagtgttage
cctecatctat
gtctgggaca
ttactgtcag

taaac

105

ctgtctttgt

agcagctact

ggagecatcca

gacttcacte

cggtatggta

ctccagggga

tagcetggta
gcagggecac
tcaccateat

gctcaccgat

110

aagagccacc
ccagcagaaa
tggcatccecca
cagactggac

caccttecggc

Gln

Gly

Glu

Ser

Phe
80

Tyr

Thr

60
120
180
240
300

325



<211>
<212>
<213>

<400>

Glu

Glu

Tyr

Ile

Gly

65

Pro

Ile

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

<400>

108
PRT

Humano

28

Ile Val

Arg Ala

Leu Ala
35

Tyr Gly
50

Ser Gly

Glu Asp

Thr Phe

|

29
361
ADN

Humano

29

Leu

Thr
20

Trp

Ala

Ser

Phe

Gly
100

Thr

Leu

Tyr

Ser

Gly

Ala

85

Gln

Gln

Ser

Gln

Ser

Thr

70

Val

Gly

Ser

Cys

Gln

Arg

55

Asp

Tyr

Thr

236

Pro

Lys

40

Ala

Phe

Tyr

Arg

Gly Thr Leu
10

Ala Ser Gln
25

Pro Gly Gln

Thr Gly Ile

Thr Leu Thr
75

Cys Gln Arg
90

Leu Glu Ile
105

Ser Leu Ser

Ser Val Ser
30

Ala Pro Arg
45

Pro Asp Arg
60 :
Ile Ile Arg

Tyr Gly Ser

Lys

Pro
15

Ser:

Leu

Phe

Leu

Ser
95

caggtgcage tgcaggagtce gggcccagga ctggtgaage cttcggagac cctgteccte

acctgcactg tectectggtgg ctecatcagt agttactact ggagetggat ccggecagece

ccagggaagg gactggagtg gattgggtat atctattaca gtgggagecac caactacaac

Gly

Ser

Leu

Ser

Asp

80

Pro

60
120

180



237

ccctecctca agagtcecgagt caccatatca gtagacacgt ccaagaacca gttcetceectg

aagctgaget ctgtgaccge tgeggacacg geegtgtatt actgtgecgag agaggacgat

agecagtggct gceccectactt tgactactgg ggceccagggaa cecctggtcac cgettectcea

g

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

<400>

Gln
1

Thr
Tyf
Gly
Ser

65

Lys

Gly

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

30
120
PRT

Humano

30

Val Gln

Leu Ser

Trp Ser
35

Tyr Ile
50

Arg Val

Leu Ser

Glu Asp

Thr Leu
115

31
322
ADN

Humano

Leu

Leu
20

Trp

Tyr

Thr

Ser

Asp

100

val

Gln

Thr

Ile

Tyr

Ile

Val

85

Ser

Thr

Glu

Cys

Arg

Ser

Ser

70

Thr

Ser

Ala

Ser

Thr

Gln

Gly

55

val

Ala

Gly

Ser

Gly

val

‘Pro

40

Ser

Asp

Ala

Cys

Ser
120

Pro

Ser

25

Pro

Thr

Thr

Asp

Pro
105

Gly

Gly

Gly

Asn

Ser

Thr

90

Tyr

Leu

Gly

Lys

Tyr

Lys

75

Ala

Phe

Val

Ser

Gly

Asn

60

Asn

vVal

Asp

Lys

Ile

Leu

45

Pro

Gln

Tyr

Tyr

Pro

Ser

30

Glu

Ser

Phe

Tyr

Trp
110

Ser
15

Ser

Trp

Leu

Ser

Cys

95

Gly

240
300
360

361

Glu

Tyr

Ile

Lys

Leu

80

Ala

Gln



<400> 31

gaaatagtga
ctctectgea
ggccaggcte

aggttcagtg

gaagattttg

tgacgcagte
gggccagtca
ccagggtcect

gcagtgggtc

cagtttatta

tcecagecace
gagtgttage
catctatggt
tgggacagag

ctgtcageag

gggaccaaag tggatatcaa ac

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

<400>

Glu

1

Glu

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Thr

<210>

32
107
PRT

Humano

32

Ile

Arg

Ala

Gly

50

Gly

Asp

Phe

33

Val Met

Ala Thr

20

Trp Tyr

35

Ala Ser

Ser Gly

Phe Ala

85

Gly Pro

100

Thr

Leu

Gln

Thr

Thr

Val

Gly

Gln Ser

Ser Cys

Gln Lys

Ala
55

Glu
70

Phe
Tyr

Tyr

Thr Lys

238

ctgtctgtgt
agcaacttag
gcatccacca
ttcactcteca

tataataact

ctecagggga
cctggtacca
gggccactgg
ccatcagecag

ggccattecac

aagagcecace
geagaaacct
tatcccagtce
cctgecagtet

ttteggecet

Pro Ala

Ala
25

Arg

Pro
40

Gly

Thr Gly

Thr Leu

Cys Gln

Val Asp

105

Thr
10

Ser
Gln
Ile
Thr
Gln
90

Ile

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Ser

Ser

Pro

Val

60

Ser

Asn

val

val

Ser

Asn

Ser

Ser

30

Val

Phe

Leu

Trp

Pro
15

Ser
Leu
Ser

Gln

Pro
95

€0
120
180
240

300
322

Gly
Asn
Ile
Gly
Ser

80

Phe



<211>
<212>
<213>

<400>

370
ADN

Humano

33

cagatgcage
acctgecactg
cagcacceceg
tacaaccegt
tecectgaage
gggecgatttt

gtctetttag

tgcaggagtc
tctctggtgg
ggaagggect
cecctcaagag
tgagetetgt

tggagtggtc

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

<400>

34
123
PRT

Humano

34

gggcccagga
ctccatcage
ggagtggatt
tcgagttace
gactgcecgeg

tgatgttttt

239

ctggtgaage
agtggtggtc
gggtacatct
atatcagtag
gacacggccg

gatatctggg

cttegeagac
actactggag
attacagtgg
acacgtctaa
tgtattactg

gccaagggac

cctgteeete
ctggatcege
gagcgectac
gaaccagtte
tgecgagageg

aatggtcace

60

120

180

240

300

360

370



<210> 36

Gln Met Gln Leu Gln Glu Ser
1 5
Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr
20
Gly His Tyr Trp Ser Trp Ile
35
Trp Ile Gly Tyr Ile Tyr Tyr
50 55
Leu Lys Ser Arg Val Thr Ile
65 70
Ser Leu Lys Leu Ser Ser Val
85
Cys Ala Arg Ala Gly Arg Phe
100
Trp Gly Gln Gly Thr Met Val
115

<210> 35

<211> 340

<212> ADN

<213> Humano

<400> 35
gacatcgtga tgacccagtc tccagactce
atcaactgca agtccagcca gagtgtttta
tggtaccage agaaaccagg acggectcct
gaatcecgggg tcéctgaccg attcagtgge
atcagcagce tgcaggctga agatgtggea
cctecgacgt teggecaagg gaccaaggtg

240

Gly Pro
10

val Ser

25

Gln
40

Ser Gly

Ser Val

Thr Ala

90

Glu
105

Leu

Thr Val

120

ctggctgtgt
tacagctcca
aagctgctca
agcgggtetg
gtttattact

gaaatcaage

Gly

Gly

His

Ser

Asp

Ala

Trp

Ser

Leu Val

Gly Ser

Pro Gly

Ala Tyr

60

Thr
75

Ser

Asp Thr

Ser Asp

Leu

ctctgggega
acaataagaa
tttactggge
ggacagattt

gtcaacaata

Lys

Ile

Lys

45

Tyr

Lys

Ala

Val

Pro

Ser

30

Gly

Asn

Asn

Val

Phe
110

Ser

15

Ser

Leu

Pro

Gln

Tyr

95

Asp

gagggccacc
ctacttaact
atctaccegg
cactctcacc

ttataatact

'Gln

Gly

Glu

Ser

Phe
80

Tyr

Ile

€0
120
180
240
300

340



<211> 113
<212> PRT

<213> Humano

<400> 36

gacatcgtga
atcaactgca
tggtaccage
gaatccgggg
atcagcagcce

ccteegacgt

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

37
379
ADN

<400> 37

caggtgcage
tectgtgecag
ccagggaagg
gcagactctg
ctgecaaatga
tatgatagta

acggtcaccg

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

38
126
PRT

<400> 38

tgacccagte
agtccageca
agaaaccagg
tcéctgaccg
tgcaggectga

teggccaagyg

Humano

tggtggagte
cctctggatt
ggctggagtg
tgaagggccg
acagcctgag
gtggttacta

tetecteag

Humano

tccagactce
gagtgtttta
acggcectect
attcagtgge
agatgtggca

gaccaaggtg

tgggggagge

caccttcagt
ggtttcatac
attcaccatc
agccgaggac

ctactactac

241

ctggetgtgt
tacagctcca
aagctgetea
agcgggtetg
gtttattact

gaaatcaagce

ttggtcaagce
gactactaca
attagtagta
tccagggaca
acggecegtgt

tacggtatgg

ctectgggega
acaataagaa
tttactggge
ggacagattt

gtcaacaata

ctggagggtc
tgagctggat
gtggtaatac
acgccaggaa

attactgtge

acgtctgggg

gagggecace
ctacttaact
atctaccegg
cactctcace

ttataatact

cctgagacte
ccgecagget
catatactac
ctecactgtat
gagggaagcce

ccaagggace

60

120

180

240

300

340

60

120

180

240

300

360

379



<211> 112

242

Gln Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Lys Pro Gly Gly
1 5 10 15
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asp Tyr
20 25 30
Tyr Met Ser Trp Ile Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45
Ser Tyr Ile Ser Ser Ser Gly Asn Thr Ile Tyr Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 60
Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Arg Asn Ser Leu Tyr
65 70 75 80
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Ala Arg Glu Ala Tyr Asp Ser Ser Gly Tyr Tyr Tyr Tyr Tyr Tyr Gly
100 105 110
Met Asp Val Trp Gly Gln Gly Thr Thr Val Thr Val Ser Ser
115 120 125
<210> 39
<211> 337
<212> ADN
<213> Humano
<400> 39
gatattgtga tgacccagac tccactetet ctgtecegtea cccctggaca geeggectae 60
atctcectgeca agtctagtca gagectcecetg catagtgatg gaaagaccta cttgtattgg 120
tacctgecaga agccaggcca gcectccacag ctectgatct atgaagttte caaccggtte 180
tctggagtge cagataggtt cagtggcage gggtcaggga cagatttcac actgacaate 240
agcegggtgg aggcetgacga tgttggggtt tattactgea tgcaaagtac acaccttect 300
tggacgtteg gecaagggac caaggtggaa atcaaac 337
<210> 40



<212> PRT

<213> Humano

<400> 40

Asp Ile Val Met

1

Gln Pro Ala Ser

Asp Gly Lys Thr

Pro Gln Leu Leu
50

20

35

Thr

Ile

Tyr

Ile

Gln Thr

Ser Cys

Leu Tyr

Tyr Glu
55

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly

65

Ser Arg Val Glu Ala Asp Asp Val

Thr His Leu Pro Trp Thr Phe Gly

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

41
376
ADN

<400> 41

gaggtgeage
tcectgtgeag
ccagggaagg
gactacgctg
ctgtatetge
gggaattact

gtcaccgtcet

70

85

100

Humano

tggtggagtc
cctetggatt
ggctggagtyg
cacccgtgaa
aaatgaacaqg
atgatggtag

cctcag

tgggggagge
cactttcagt
ggttLgccgt
aggcagattce
cctgaaaacce

tggttattac

243

Ser
10

Pro Leu

Ser Ser

Lys

Tyr Leu

40

Val Ser Asn

Ser Gly Thr

Gly Vval

Gln
105

Gly

ttggtaaage
aacgcctgga
attaaaagca
accatctcaa
gaggacacag

tettttgact

Leu Ser

Gln Ser

Gln Lys

val

Leu

Pro.

Thr Pro

His

Leu

Gly Gln

45

Arg Phe
60

Asp Phe Thr

75

Ser

Gly Vval

Leu Thr

Gly

Ser

Pro

Pro

Ile
80

Tyr Tyr Cys Met Gln Ser

95

Thr Lys Val Glu Ile Lys

ctggggggtc
tgagctgggt
aaagtgatgg
gagatgattc
cegtgtatta

actggggcca

110

ccttagactc
ccgecaggcet
tgggacaaca
aaaaaacacg
ctgtaccaca

gggaaccctg

60
120
180
240
300
360

376



244

<210> 42
<211> 125
<212> PRT
<213> Humano

<400> 42

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Lys Pro Gly Gly

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Asn Ala
20 ‘25 30

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

Gly Arg Ile Lys Ser Lys Ser\Asp Gly Gly Thr Thr Asp Tyr Ala Ala
50 55 60

Pro Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asp Ser Lys Asn Thr
65 70 75 80

Leu Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Lys Thr Glu Asp Thr Ala Val Tyr
85 90 95

Tyr Cys Thr Thr Gly Asn Tyr Tyr Asp Gly Ser Gly Tyr Tyr Ser Phe

100 105 110
Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120 125
<210> 43
<211> 337
<212> ADN

<213> Humano

<400> 43



245

gatattgtga tgactcagte tccactcectee ctgeccgteca cccectggaga gecggectcee 60
atctcctgca ggtctagtca gagectcectg catagtaatg gatacaacta tttggattgg 120
tacctgecaga ageccagggca gtctecacag ctectgatct atttgggttc taatcegggee 180
tceggggtee ctgacaggtt cagtggcagt ggatcaggca cagattttac actgaaaatc 240
agcagagtgg aggctgagga tgttggggtt tattactgea tgcaagetcet acaaactect 300
cccactttecg gcggagggac caaggtggag atcaaac 337

<210> 44

<211> 112

<212> PRT

<213> Humano

<400> 44
Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Leu Ser Leu Pro Val Thr Pro Gly
1 5 10 15
Glu Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Gln Ser Leu Leu His Ser

20 25 30
Asn Gly Tyr Asn Tyr Leu Asp Trp Tyr Leu Gln Lys Pro Gly Gln Ser
35 40 45
Pro Gln Leu Leu Ile Tyr Leu Gly Ser Asn Arg Ala Ser Gly Val Pro
50 55 60
Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys Ile
65 70 75 80
Ser Arg Val Glu Ala Glu)Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Met Gln Ala
85 90 95
Leu Gln Thr Pro Pro Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105 110

<210> 45

<211> 355

<212> ADN

<213> Humano



<400> 45

caggtgecage
acctgcactg
cagcacccag
tacaacccgt
tcectgaage

tccacggacg

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

<400>

46
118
PRT

tgcaggagtc
tctetggtgg

ggaagggect

ccctcaagag
tgagctctgt

gtatggacgt

Humano

46

gggcccagga

ctécatcagc
ggagtggatt
tegagttace
gactgccgceg

ctggggccaa

246

ctggtgaage
agtaatgatt
gggtacatct
atatcagtag
gacacggccg

gggaccacgg

cttcacagac
actactggaa
attacagtgg
acacgtctaa
tgtattactg

tcaccgtcte

cctgtececte
ctggatcege
gagcacctac
gaaccagttc
tgcgagagaa

ctcag

60

120

180

240

300

355



Gln Val Gln

Thr Leu Ser

Asp Tyr Tyr
35

Trp Ile Gly
50

Leu Lys Ser
65

Ser Leu Lys

Cys Ala Arg

Thr Val Thr
115

<210> 47
<211> 325
<212> ADN

<213> Humano

<400> 47

gaaaatgtgt tgacgcagte tccaggcace
ctectectgea gggecagtca gagtgttagc
cctggecagg cteccagget cctcatctat

gacaggttca gtggcagtgg gtctgggaca
cctgaagatt ttgcagtgta ttactgtcag

Leu

Leu
20

Trp

Tyr

Arg

Leu

Glu

100

Val

Gln |Glu

5

Thr

Asn

Ile

val

Ser

85

Ser

Ser

Cys

Trp

Tyr

Thr

70

Ser

Thr

Ser

Ser

Thr

Ile

Tyr

55

Ile

val

Asp

caagggacac gactggagat taaac

<210> 48
<211> 108

247

Gly

Val

Arg

40

Ser

Ser

Thr

Gly

Pro

Ser

25

Gln

Gly

val

Ala

Met
105

Gly
Gly
His
Ser
Asp
Ala

920

Asp

ctgtetttgt
agcaactact
ggtgettceea

gacttcactce
cattatggta

Leu

Gly

Pro

Thr

Thr

75

Asp

vVal

Val

Ser

Gly

Tyr

60

Ser

Thr

Trp

Lys

Ile

Lys

45

Tyr

Lys

Ala

Gly

Pro Ser
15

Ser Ser
30

Gly Leu

Asn Pro

Asn Gln

Val Tyr

95

Gln Gly
110

ctecagggga aagagecace

tagcctggta ccagcagaaa

geggggecac tggeatecca

tcaccatcag cagactggag
getcaccgat caccttegge

Gln

Asn

Glu

Ser

Phe
80

Tyr

Thr

60
120
180

240
300

325



<212> PRT

<213> Humano

<400>

Glu
1

Glu

Tyr

Ile

Gly
65

Pro

Ile

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

<400>

48

Asn

Arg

Leu

Tyr

50

Ser

Glu

Thr

49
361

Val

Ala

Ala

35

Gly

Gly

Asp

Phe

ADN

Humano

49

Leu

Thr
20

Trp

Ala

Ser

Phe

Gly
100

Thr

Leu

Tyr

Ser

Gly

Ala

85

Gln

Gln

Ser

Gln

Ser

Thr

70

val

Gly

Ser

Cys

Gln

Gly

55

Asp

Tyr

Thr

248

Pro

Lys

40

Ala

Phe

Tyr

Gly

Ala

25

Pro

Thr

Thr

Cys

Leu
105

Thr
10

Ser

Gly

Gly

Leu

Gln
90

Glu

Leu

Gln

Gln

Ile

Thr

75

His

Ile

Ser

Ser

Ala

Pro

60

Ile

Tyr

Lys

Leu

Val

Pro

45

Asp

Ser

Gly

Ser

Ser

30

Arg

Arg

Arg

Ser

Pro

15

Ser

Leu

Phe

Leu

Ser
95

Gly

Asn

Leu

Ser

Glu

80

Pro



caggtgcage
acctgcactg
cagcacccag
tacaacccgt
tecectgaage

cgtgactacg

g

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

50
120
PRT

<400> 50

Gln
1

val

Thr Leu

Gln

Ser

Asp Tyr

Tyr

tgcaggagte
tctetggtgg
ggaagQgcct
ccctcaagag
téagctctgt

gtggtggett

Humano

Leu Gln

Leu Thr

20

Trp Ser

35

Ile
50

Trp

Leu
65

Lys
Ser Leu
Ala

Cys

Gly Thr

Gly
Ser Aig
Lys
Arg

Leu

Tyr Ile

vVal

Ser
85

Leu

Glu
100

Arg

Vél Thr

115

<210> 51

gggcccagga
cteccatcage
ggagtggatt
tegagttace
gactgcegeg

tgactactgg

Glu Ser

Cys Thr

Trp Ile

Gly

vVal

249

ctggtgaage
agtggtgatt
gggtacatct
atatcaatag
gacacggecceg

ggccagggaa

Pro
10

Ser
25

Gly

Gly

cttcacagac
actactggag
attacagtgg
acacgtctaa
tgtattactg

cectggtcac

Leu Val

Gly Ser

cctgteccte
ctggatcege
gagcacqtac
gaaccagtte
tgcgagagaa

cgtectectea

Lys Pro

15

Ile Ser

30

Serxr

Ser

60
120
180
240
300
360

361

Gln

Gly

Arg

Gln His

Pro

Gly

Lys Gly Leu Glu

Tyr

Thr

70

Ser

Asp

vVal

Tyr
55

Ile

val

Tyr

Ser

40

Ser Gly

Ser Ile

Thr Ala

90

Gly Gly

105

Ser
120

Ser

Asp

Ala

Gly

Thr Tyr

60

Thr
75

Ser
Thr

Asp

Phe Asp

45

Tyr Asn

Lys Asn

Ala Val

95

Tyr Trp

110

Pro

Tyr

Gly

Ser

GIL Phe

80

Tyr

Gln



<211> 340
<212> ADN

<213> Humano

<400> b1

gacategtga
atcaactgca
tggtaccage
gaatecgggg
atcagcagee

cegtggacgt

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

52
113
PRT

<400> 52

tgacccagtce
agtccageca
agaaaccagg
tcectgaceg
tgcaggcetga

tecggecaagg

Humano

tcecagactcece
gagtgtttta
acagcctect
attcagtggce
agatgtggca

gaccaaggtg

250

ctggetgtgt
tacagctcca
aagctgectca
agcegggtetg
gtttattact

gaaatcaaac

ctetgggega
tcaataagat
tttactggge
ggacagattt

gtcaccaata

gagggccace

ctacttaget
atctaccegg
cactctecace

ttatagtact

B

60

120

180

240

300

340

Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Asp Ser Leu Ala Val Ser Leu Gly

1

5

10

15



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

<400>

Glu Arg

Ile

Ser

Pro
50

Pro

Pro Asp

Ile Ser

Tyr Tyr

53
355
ADN

Ala

Asn

35

Lys

Arg

Ser

Ser

Humano

53

caggtgeage

acctgeactg

cagcacccag

tacaaccegt

tccectgaage

gctacggagg

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

<400>

54
118
PRT

Humano

54

Thr

20

Lys

Leu

Phe

Leu

Thr
100

Il

Il

Le

Se

Gl

85

Pr

tgcaggagte
tctetggtgg
ggaagggcct
ccctcaagag
tgagctctgt

ggtttgacta

e Asn Cys

e Tyr Leu

u Ile Tyr

55

r Gly Ser

n Ala Glu

o Trp Thr

gggcccagga
cﬁccatcagc
ggagtggatt
tcgagtt#cc
gactgccgeg

ctggggecag

251

Lys Ser
25

Ala Trp

40

Trp Ala

Gly Ser

Asp Val

Phe Gly
105

Ser

Tyr

Ser

Gly

Ala

90

Gln

ctggtgaage

agtggtgatt

gggtacatct

atttcagtag

gacacggccg

ggaaccctgg

Gln Ser

Gln Gln

val

Lys

Leu
30

Tyr

Pro Gly

45

Thr

Thr
75

Asp

Val Tyr

Gly Thr

cttcacagac
actactggaa
attacagtgg
ccacgtectaa
tgtattactg

tcacegtete

Glu

Phe

Tyr

Lys

Ser Gly

Thr

Leu

His
. 95

Cys

Val Glu
110

cctgteecte
ctggatccge
gagcacctac
gaaccagtte
tgcgagagag

ctcag

Ser

Gln

val

Thr

80

Gln

Ile

60

120

180

240

300

355



Th

Yoasx
&%

Bex

Ty ¥al

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

55
325
ADN

<400> 55

gaaattgtgt

ctctecctgea

- Elae

cctggecagg
gacaggtteca
cctgaagatt

caagggacac

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

56
108

PRT

¥l Sin heuw

Teows Sewr

By
ks

R Trp
38

&hy
54

Sas See Aoy

lew kys lew

Elu
10

Ria Rrg

Ther Vak

L ERS

Humano

tgacgcagtc
gggccagtcea
ctcccagget
gtggcagtgg
ttgcactgta

gactggagat

Humano

Ty 3

Bln Slu Ser

&
X

™Y Qe The

Aan Yep Xis

. Ter
85

The Eis

T

Wal

Sar Ser Vel

BS

fla Thr Glu

Sar Sax

tccaggecace
gagtgttage
cctcatctat
gtctgggaca
ttactgtcag

taaac

252

Bly Froe fly

ig

¥al sar Siy

&5

Arg Gln His

40

Gly Sex

See ¥al

The Als

36

Fhe
168

Gly

ctgtetttgt
accacctact
ggtgcatcca
gacttcacte

cactatggta

RN

&1&

Rap

Iew ¥al Rrs

LGly Ssr Ils

Bra iy Law

45

The Ty Tyx

aff
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TISEACCESR SUAgTRtERl gROLQLRTES LURREalsct Loggosoeca gsagtanaes SO
EEOSRTHEST SECATAREER SIIRISORRE ASTILOIIER gadagiige gogesasrkgs | BE
St ogeglt geocRougty SLORGRIE0S oRbglaneEy gesegtongh stbsetebbs ’?m
RECACARSAY RoaRggRass dohanbgshe kotspgrotn shgagghdast ghgogtests TER

GEEUACFLYR GUERCERRGe Looegagghe ogitoeant gutacygiagy oRSgtEsEyg 240
SEGTATAREY ACIAPACIRY GOECIDYHEISY PRPCIFEECY IDVFSSOFEE ooyt 268
AGEFEEctod Cogh el Coguachyy ohQoNcgnE Xgusehbanss gUUtasgEhe 3869
EOCRANREAY GACHTONAQE STSCAYCPRY IFRILCRELT SCARIADNRI sggIoanses QIS

CTSTARLORT MQULTEICRs Sehgenaes SR RYALSROCSR gReasagste  I0ER

rooohgacet gratgrione IFFEEotas [TRRPOFICS ROGROFEFIR FRUQUSIRGS 3348
RSLGUEORGT CEIIGARCIS. CLSSARGRNE sescstoces bgebogasty egasguotse 1209
FEobtoetol SeSgUASRel SRCSOTEYRS AIJARCEGIL JUORCOREY gresghetts  12E€8

rustyniosy bgebgusigs sctoigoes sswcastaoy Sgcaswsges oobotovoby 1320

Loborgasta ax TR
<210> 96
<211> 33
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> 0O iniciador direto usado para clonar ECD de ALK-1
<400> 96

acggeccage cggecgacee tgtgaageeg tot 33



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

<220>
<223>

<400>

97
47

ADN

Artificial

281

O iniciador reverso usado para clonar ECD de ALK-1

97

actaagcttt taatgatgat gatgatgatg ctggccatct gttcccg

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

<400>

Asp

1

Ser

Val

Gly

Asn

65

Val

Gln.

98

103
PRT

Humano

98

Pro

Pro

Leu

Asn

50

His

Leu

His

val

His

val
35

‘Leu

Tyr

Glu

His

Lys

Cys

20

Arg

His

Cys

Ala

His
100

Pro

Lys

Glu

Arg

Cys

Thr

85

His

Ser

Gly

p

Glu

Asp
70

Gln

His

Arg

Pro

Gly

Leu

55

Ser

Pro

His

Gly

Thr

Arg

40

Cys

His

Pro

Pro

Cys

25

His

Leu

Ser

Leu

10

Arg

Pro

Gly

Cys

Glu
90

val

Gly

Gln

Asn
75

Gln

Thr

Ala

Glu

Pro

60

His

Pro

Cys

Trp

His

45

Thr

Asn

Gly

Thr

Cys

30

Arg

Glu

Val

Thr

Cys

15

Thr

Gly

Phe

Ser

Asp
95

47

Glu

Val

Cys

Val

Leu

80

Gly



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

<400>

99
387
ADN

Humano

99

atggagacag
gacgcggecec
tgtgagagcc
gtgcgggagg
ctctgcaggg
aaccacaacg

gatggccage

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

<400>

100
444
PRT

acacactcct
agceggecga
cacattgcaa
aggggaggca
ggcgececac

tgtcectggt

atcatcatca

Humano

100

gctatgggta
ccctgtgaag
ggggectace
cccccaggaa
cgagttegte
gctggaggee

tecatcat

282

ctgctgetet
cegteteggg
tgccgggggyg
catcgggget
aaccactact

acccaacctce

gggttccagg
gcecgetggt
cectggtgeac
gcgggaactt
gctgegacag

cttcggagea

ttecactggt
gacctgcacg
agtagtgctg
gcacagggag |
ccacctetge

gccgggaaca

60
120
180
240
300
360

387



Gln

Thr

Glu

Trp

Leu

65

Ser

Cys

Leu

Leu

Cys

145

Ser

Ser

Asn

Asn

Pro

225

Pro

val

Leu

Tyr

Ile

Lys

Leu

Ala

val

Ala

130

Leu

Gly

Ser

Phe

Thr

210

Pro

Pro

Gln

Ser

Tyr

35

Gly

Ser

Lys

Arg

Thr

115

Pro

val

Ala

Gly

Gly

195

Lys

Cys

Lys

Leu

Leu
20

Trp

Tyr

Arg

Leu

Glu

100

Val

Cys

Lys

Leu

Leu

180

Thr

val

Pro

Pro

Gln

Thr

Asn

Ile

val

Ser

85

Ser

Ser

Ser

Asp

Thr

165

Tyr

Gln

Asp

Ala

Lys
245

Glu

Cys

Trp

Tyr

Thr

70

Ser

Val

Ser

Arg

Tyr

150

Ser

Ser

Thr

Lys

Pro

230

Asp

Ser

Thr

Ile

Tyr

55

Ile

val

Ala

Ala

Ser

135

Phe

Gly

Leu

Tyr

Thr

215

Pro

Thr

283

Gly

val

Arg

40

Ser

Ser

Thr

Gly

Ser

120

Thr

Pro

val

Ser

Thr

200

val

val

Leu

Pro

Ser

25

Gln

Gly

Val

Ala

Phe

105

Thr

Ser

Glu

His

Ser

185

Cys

Glu

Ala

Met

Gly
10

Gly
His
Ser
Asp
Ala
90

Asp
Lys
Glu
Pro
Thr
170
val
Asn
Arg

Gly

Ile
250

Leu

Gly

Pro

Thr

Thr

75

Asp

Tyr

Gly

Ser

Val

155

Phe

val

val

Lys

Pro

235

Ser

Val

Ser

Gly

Tyr

60

Ser

Thr

Trp

Pro

Thr

140

Thr

Pro

Thr

Asp

Cys

220

Ser

Arg

Lys
Met
‘Lys
45
Tyr
Lys
Ala
Gly
Ser
125
Ala
val
Ala
val
His
205
Cys
val

Thr

Pro

Serxr

30

Gly

Asn

Asn

vVal

Gln

110

val

Ala

Ser

val

Pro

190

Lys

val

Phe

Pro

Ser

15

Ser

Leu

Pro

Gln

Tyr

95

Gly

Phe

Leu

Trp

Leu

175

Ser

Pro

Glu

Leu

Glu
255

Gln

Gly

Glu

Ser

Phe

80

Tyr

Thr

Pro

Gly

Asn

160

Gln

Ser

Ser

Cys

Phe

240

Vval



Thr

Asn

Cys Val

Trp Tyr
275

Arg Glu Glu

290

Val Val His

305

Ser Asn Lys

Lys Gly Gln

Glu

Phe

Glu Met
355

Tyr Pro
370

Glu Asn Asn

385

Phe Phe Leu

Gly Asn Val

‘Tyr

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

Thr Gln
435

101
645
ADN

Humano

val

260

val

Gln

Gln

Gly

Pro

340

Thr

Ser

Tyr

Tyr

Phe

420

Lys

Val

Asp

Phe

Asp

Leu

325

Arg

Lys

Asp

Lys

Ser

405

Ser

Ser

Asp

Gly

Asn

Trp

310

Pro

Glu

Asn

Ile

Thr

390

Lys

Cys

Leu

Val

Val

Ser

295

Leu

Ala

Pro

Gln

Ala

375

Thr

Leu

Ser

Ser

284

Ser

Glu

280

Thr

Asn

Pro

Gln

val

360

Val

Pro

Thr

val

Leu
440

His

265

val

Phe

Gly

Ile

Val

345

Ser

Glu

Pro

vVal

Met

425

Ser

Glu

His

Arg

Lys

Glu

330

Leu

Trp

Met

Asp

Asn

Vval

Glu

315

Lys

Thr

Thr

Glu

Leu

395

Asp
410

His

Pro

Lys

Glu

Gly

Pro

Ala

val

300

Tyr

Thr

Leu

Cys

Ser

380

Asp

Ser

Ala

Lys

Glu

Lys

285

Ser

Lys

Ile

Pro

Leu

365

Asn

Ser

Arg

Leu

val

270

Thr

val

Cys

Ser

Pro

350

Val

Gly

Asp

Trp

His
430

Gln

Lys

Leu

Lys

Lys

335

Ser

Lys

>G1n

Gly.

Gln
415

Asn

Phe

Pro

Thr

val

320

Thr

Arg

Gly

Pro

Ser

400

Gln

His



<400>

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

<400>

101

gasatbgigt
stokastghs
BERFICCRGY
Srenggiion

2ekgSAgRLE

SREFIFRORE
ewstehgstyg
tatoncagay
cagyagagty
acgrhgrges

Sgestgagey

102
215
PRT

Humano

102

Bggogeagta
IFFoRAFEEL
o CERFETE
faa g ardi et g

bEyeagtgte

FRER RS
ngnagEties
AFFCIRABGE
EESUIGIRES
SREERFACES

SPCONEEESY

ELLEL LR
gegtgtaays
SELSatatat
ghotougRex

trackghcayg

FEETS SR
stokggesst
anegtapsay
FERCIPESRG
T TR

AsBFEgoLha

285

ehghetibgh
AFERGEEHCE
prkaeatecs
gasthoedos

caghatggts

shggntgsan
geetotatiy
ghygat IRy
FRCIGERSRL
sengbotacy

BREAFACYRY

SEOCRGUIER

TaguolayLe

SRagaansag
Easeat oy

gobageegat
pabobgbety
Lghaseiyet

sestoosate

QL goEsagt

agtat

JAFRERTALT
SHRETRHIAR
togEstavaR
oty

i Teda d ade e

Bt APl |
AL RRCRLS
goFteagto
SAgERSEsty

casonshong

[:3Y]
129
$3-29
28
ITR

JIE0

20

83



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

<400>

&lu

Tye L

Tie

13w

Als

{3y

ARlia

b 13

2in

Swy

Tyx

Sy

103

355
ADN

Ils -

Arg

3¢

Sk

Pre

138

Iys

Eis

Ser

ENEN

Fh
b3 %]

Humano

103

Rap

Asp

Fhe

Yal

L4

Thr

i Ian

3254
ERLE

el B

[ $:3

Yl

Eaetx

s Gl

T
5

TRE |
R

GL¥

Alx

Wk

T
The
1%3

Thae

Yal

& Giy

&)
3
©

Sar i

F SR

THE

TE

Wal

ELy

~

v Ldw

¥ad

The

13X

y S

Gin

Bap

Thy

Fhke

e

33

Wal

@in

Bet

Bia

Lys
s

286

Fre

Eys
AF

®ia

Fhae

Tyr |

136

Bsp

Asp

Ein
JEG

p Ria

28

Thx

THE

Teu

185

Yrs

Teu

Jen

Eex

y Aia

IBE

Fiy

The

S &

SLy
fly
Tyt
s £1
&R

fada
Sy
i3
Al
Lys
139

Rozgr

Leuw &

Bsay

@in

¥
Sin
pa ]

&sp

San

I &

BEp

Tyx

Bar

Als

Fno

Gt

IiN

e

Lyw

14D

i

e

Lei

Wal

Bag

B

Gy

2 3ia

1T

Brw

Tar

Lys

<

AWE

e
dgr Fro &

T
ag

S ARy

Roeg

Sy

138

Fageud

Wy

Ty

i3

Bex

L

| Len

B

N
val

Lys X

Asn

D&
7

I ]

The

p AR

folh

Sl

B

Bla

Bax
10

sz

Mk

oy



caggtgcagce
acctgca%tg
cagcacccag
tacaaccegt
tccctgaage

tcagtggetyg

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

104
118
PRT

<400> 104

Sl

The

Hls

Tep

Lew

&5

Cye Als

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

105
58
ADN

tgcaggagtce
tectetggtgg

ggaagggect

ccctecaagag
tgagetctgt

ggtttgacta

Humano

val Gin Len

Lew Tam

R

Ber

?yxi&r

35

Tl

50

Hly Ty

Lps Ser Ry

Taws Eges Lan

Siu
0T

Rrg

Artificial

gggcccagga
ctccatgage
ggagtggatt
tcgagttacce
gactgecgeg

ctggggeccag

Hly Sexr

[l
%

Thy Oys thr

Iim

Ty

Thx
T

val

Ser Rer Wsl

/%

Sger Wl ¥

Laws Val

Ly

¥al

Ay

449

Sas

The

s Giky

Thy
1iS

2877

ctggtgaagc
agtggtgaat
gggtacatct
atatcagtag
gacacggecg

ggaacecetgg

Pre @ly

i

Beyx
28

Nly

1 Big

Gy

el

hap

FYEY

&la

e
1G§

Rap

el Ser

Loy

Fra
o~ %K
Thr
B

Bap

Ty

cttcacagac
actactgg|a
attacagtgg
acacgtctaab
tgtattactg

tcacecgtcte

Fal Iys Pra

> Mat
3

{iy Lg& (kY

A5

Asn

LyE
o

Fyx

Her Tys

Phiw

Aia

Trp Gly

119

Zazx

Ser B

Asn &

Yal

Fia &

cctgtcecte
ctggateccge
gagtacctac
gaaccagttc
tgcgagagag

ctecag

Sax
s

R"in
S8y
T Blw
Fro Sax
R

8

The

60

120

180

240

300

355



288

<220>
<223> Iniciador de Amplificacdo Usado para clonar 1.12.1 de

Comprimento Completo

<400> 105

tetteaaget tgatatetet agaageegee accatgaaac acctgtggtt cttectee 58

<210> 106

<211> 4o

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Iniciador de Amplificacdo Usado para clonar 1.12.1 de

Comprimento Completo

<400> 106

ttetetgate agaattccta ctatttacee ggagacaggg agagge 46

<210> 107

<211> 48

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Iniciador de Amplificacdo usado para clonar 1.12.1 de

Comprimento Completo

<400> 107

tottcaagct tcccgggage cgeocaccatg gaaaccceag cgeagctt 48

<210> 108



289

<211> 49
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Iniciador de Amplificacdo Usado para clonar 1.12.1 de

Comprimento Completo

<400> 108

ttetttgate agaattetea ctaacactet ceceetgtiga agetetitg 49

<210> 109

<211> 32

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> 0Oligonucledétido mutagénico

<400> 109

ctccagggga aagagccacce ciotcotgta gg 32

<210> 110

<211> 32

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> 0Oligonucledétido mutagénico

<400> 110

cctacaggag agggtggcete tttcecotgg ag 32



290

<210> 111

<211> 30

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> 0Oligonucledétido mutagénico

<400> 111

ggtggcteca tcageagtgg tgaatactac 30

<210> 112

<211> 30

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Oligonucledétido mutagénico

<400> 112

gtagtattca ccactgeotga tggagccace 30

<210> 113
<211> 9
<212> PRT
<213> Humano
<400> 113

g‘iu ITe val Leu 'ghr Gln Ser Pro Gly

<210> 114



291

<211> 8
<212> PRT

<213> Humano

<400> 114

g'ln val GIn Leu (5;1n Glu Ser Gly

<210> 115

<211> 21

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Iniciador direto

<400> 115

agcgggecca gagggaccat g 21

<210> 116

<211> 28

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Iniciador reverso
<400> 116

cagaaaggaa tcaggtgete ctgggcta 28

<210> 117
<211> 28



292

<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Iniciador direto

<400> 117

gattatggec ttgggcetcce ccaggaaa 28

<210> 118

<211> 37

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Iniciador indireto

<400> 118

gggctattga atcactttag gettctctgg actgttg 37

<210> 119

<211> 27

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Sonda TagMan (IDl-Sonda)

<400> 119

ccagcacgte atcgactaca tcaggga 27

<210> 120



293

<211> 22
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Iniciador de PCR Tagman (ID1-F)

<400> 120
aaggtgagca aggtggagat tc 22
<210> 121
<211> 21
<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Iniciador de PCR Tagman (ID1-R)

<400> 121

ttcegagttc agetecaact g 21

<210> 122
<211> 25
<212> PRT

<213> Humano
<400> 122

g1n val GIn Leu g1n Glu Ser Gly Pro g&y teu val Lys Pro igr Gln

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr val Ser
20 25



294

<210> 123
<211> 12
<212> PRT

<213> Humano

<400> 123
Gly Gly Ser Ile Ser Ser Gly Gly Tyr Tyr Trp Ser
i ; ¥

<210> 124

<211> 25

<212> PRT

<213> Humano

<400> 124

Gln val GIn Leu g]n Glu Ser Gly Pro gAy Leu val Lys Pro igr Glu

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr val Ser
20 25

<210> 125
<211> 12
<212> PRT

<213> Humano

<400> 125

Gly Gly ser val ser ser Gly Gly Tyr Tyr Trp Ser
¢ y Gly 3 y Gly Ty I% P

<210> 126
<211> 325
<212> ADN
<213> Humano



<400> 126

gaaattgtgt
ctcteectgta
cctggecagg
gacaggttca
cctgaagatt

caagggacac

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

127
108
PRT

<400> 127

Glu Ile Val

1

Glu Arg

Tyr Leu

Asp

Ala

tgacgcagte
gggccagtca
ctcecagget
gtggcagtgg
ttgcagtgta

gactggagat

Humano

Leu Thr

Thr
20

Leu

Tyr

35

Ile Tyr

50

Gly
65

Ser
Pro Glu
Thr

Ile

<210> 128

Gly

Gly

Asp

Phe

Thr Ser

Ser Gly

Phe Ala

85

Gly Gln

100

tecaggecace
gagtgtcage
ccteatctat
gtctgggaca
ttactgtcag

taaac

Gln Ser

Ser Cys

Gln Gln

Ser Arg

55

Thr
70

Asp
Val

Tyr

Gly Thr

Ala

295

ctgtetttgt ctecagggga
agcagctact tagcctggta
ggtacatcca gcagggccac
gacttcacce tcaccatcag

cagtatggta gctcgecgat

Thrx
10

Pro Gly Leu Ser

Ala Gln

25

Ser Ser

Lys Pro Gln Ala

40

Gly

Thr Pro

60

Gly Ile

Phe Thr Thr

75

Leu Ile

Gln
20

Tyr Cys Gln Tyr

"Leu Glu Ile

105

Lys

aagagacacce
ccagcagaaa
tggcatcceca
cagactggag

caccttegge

Leu Ser

Val Ser

30

Pro
45

Arg

Asp

Ser

Arg

Gly Ser

Pro

15

Ser

Leu

Phe

Leu

Ser
95

60
120
180
240
300

325

Gly

Ser

Leu

Ser

Glu

80

Pro



<211>
<212>
<213>

<400>

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

<400>

296

1332
ADN

Humano

128

caEPFhgoage toosgregbs gRgtonrer ohgghgasge ohhsacagen ootghoaats

avvhgesoky Relokggiay ctosukgege agtyedgrat sokatgges stggakongs
TAFCISOTRY SUIBMECE GregbouRtt gogbasstel xttaosgiigg gastangtas

taosanergh cootoasgay bogegbiscn atebtcaghtsg susogiches gasamaghbts

TRCHEGRATE LERPrioigh FRetERugey gRoatpeny tgkskbanty Sgogagegey
Toogbauety ggbttgects Stagugosay fgaacsctgy tossogbats oioagdetes

Fosaagoges cabagriobtt SoporioRey OSoobostocs CUARSAtOobs OYRINGRREN

gorccatyg gobgestegt csxggactas ttoooogsac oggbgeogrt ghogtogsac
LEErgUnehs LRSSy dNtyousese Shocoxgeby tontacagbe oLdagueate
tactoortas Sosgoegiggl JEcngigoss LoCapcasst CORUsSEos QROTLESNST
TPCHIRFERF FEOUNIBIES CRERASTRINE  REFFEHI/ER  ;gacaghiges gogoasatgs
Tgtpbogagt guosxssghy Sosagoascs sobftggesy gaosptoagt eblomstatbe
DORCTRIIIT CIRAGFRORC dotostErte TooogErees ohgagghkose ghgogtgghyg

THOENeGhAN GOCNCSISTS Sccogagyis Segttosscl gubsOqbOuR SpESTLEASE

Frgeaksakg COIAFRAIAR POOSRCPFFRY .cjmgtmgttmx aoagosaght ooghglgubs

wgogbotas JEYhiagon OoeYwadtlgy CEgascgyen sggalaces glotaaggte
TOAHNBRANY PEOLOCTARE SOSTATOFAY ASXFOCRLLT  OCNIXISORR SNPFEREO0E
RERFERENRE SFYRIEIEES DELYRGE SR tmw@gmygx SYIETORCER  THIETRGIRR
Agacbgaset geotggioas aggettaten tosagogsey tageogbage goagagegs
ASEEEIRATS COTAFIRRAR CRATIQRAC RGNSy kgebygacts agsaggates
THOELOOESt RCAGORSGEE CRUDELHEAT ISFIHOIGEL QUORGTIRYE gracgietts
Teakgrtgeg tglbgestgs gostotgeas asdcantacy ogoaglagay otekdechy

Lotosnegtd as

129
355
ADN

Humano
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REIVINDICACOES

1. Um anticorpo de neutralizacdo monoclonal anti-ALK-1,
ou uma porc¢do de ligacdo a antigénio do mesmo, em gque O
dito anticorpo ou porcdo de ligacdo a antigénio do mesmo
competem cruzadamente para a ligacdo com a ALK-1 com um
anticorpo que compreende:
a. um dominio varidvel de cadeia pesada da SEQ ID NO: 6 e
um dominio varidvel de cadeia leve da SEQ ID N.°: 8; ou
b. a sequéncia de aminoédcido de dominio wvaridvel de
cadeia pesada codificada pela sequéncia nucleotidica do
inserto encontrado no clone depositado sob o nUmero de
acesso ATCC PTA-6864 e a sequéncia de aminoédcidos de
dominio variédvel de cadeia leve codificada pela sequéncia
nucleotidica do inserto encontrado no clone depositado
sob o numero de acesso ATCC PTA-6865.

2. O anticorpo ou porcédo de ligacdo a antigénio de acordo
com a reivindicacdo 1, em que o dito anticorpo compreende:
a. uma cadeia pesada que utiliza uma sequéncia de linha
germinal Vi 4-31 humana; e
b. uma cadeia leve que utiliza uma sequéncia de linha

germinal Vy A27 humana.

3. O anticorpo ou porcgdo de ligacdo a antigénio de acordo
com a reivindicacdo 2, em que a sequéncia de aminoacidos da
dita cadeia pesada ¢ pelo menos 90% idéntica a sequéncia de
aminodcidos codificada pela sequéncia de linha germinal Vy
4-31 humana, e em que a sequéncia de aminodcidos da dita
cadeia 1leve ¢é pelo menos 90% idéntica a sequéncia de
aminoacidos codificada pela sequéncia de linha germinal Vk
A2’7 humana.

4. O anticorpo ou porcédo de ligacdo a antigénio de acordo

com qualgquer uma das reivindicagbes 1-3, em que o dito



anticorpo compreende um dominio Vy que ¢é pelo menos 90%

idéntico ao da sequéncia de aminoécidos da SEQ ID NO: 6.

5. O anticorpo ou porcgdo de ligacdo a antigénio de acordo
com qualguer uma das reivindicacdes 1-3, em que o dito
anticorpo compreende um dominio V; que é pelo menos 90%

idéntico ao da sequéncia de aminodcidos da SEQ ID NO: 8.

6. O anticorpo ou porcédo de ligacdo a antigénio de acordo
com qualgquer uma das reivindicagbes 1-5, em que o dito
anticorpo compreende um dominio Vy que ¢é pelo menos 90%
idéntico ao da sequéncia de aminoédcidos da SEQ ID NO: 6 e
um dominio Vi que é pelo menos 90% idéntico ao da sequéncia
de aminoacidos da SEQ ID NO: 8.

7. O anticorpo ou porcgdo de ligacdo a antigénio de acordo
com qualgquer uma das reivindicagbes 1-5, em que o dito
anticorpo compreende um dominio Vy que é pelo menos 95%
idéntico ao da sequéncia de aminodcidos da SEQ ID NO: 6 e
um dominio Vi que é pelo menos 95% idéntico ao da sequéncia
de aminoacidos da SEQ ID NO: 8.

8. O anticorpo ou porgdo de ligacdo a antigénio de acordo
com qualgquer uma das reivindicacgdes 1-5, em que o dito
anticorpo compreende um dominio Vy que ¢é pelo menos 99%
idéntico ao da sequéncia de aminodcidos da SEQ ID NO: 6 e
um dominio Vy que é pelo menos 99% idéntico ao da sequéncia
de aminoédcidos da SEQ ID NO: 8.

9. 0 anticorpo de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes 1-8, em que o dito anticorpo & uma molécula

de IgG, ou ¢é derivado da mesma.

10. O anticorpo de acordo com a reivindicacdo 9, em gque ©

dito anticorpo é uma molécula de IgGl ou IgG2.



11. O anticorpo ou porcdo de ligacdo a antigénio de acordo
com qualguer uma das reivindicacdes 1-10, em que o dito
anticorpo ou porcdo de ligacdo a antigénio é derivado ou

ligado a outra molécula.

12. O anticorpo ou porcdo de ligacdo a antigénio de acordo
com a reivindicacdo 11, em que a dita molécula é outro
anticorpo, um agente de detecdo, um marcador, um agente
citotdéxico, um agente farmacéutico, um péptido ou uma

proteina.

13. Uma molécula isolada de &cido nucleico que compreende
uma sequéncia de nucledtidos que codifica a cadeia pesada e
uma molécula isolada de &acido nucleico gque compreende uma
sequéncia de nucledétidos que codifica a cadeia leve de um
anticorpo ou porcdo de ligacdo a antigénio de acordo com
qualquer uma das reivindicacdes 1-12; ou uma molécula
isolada de &cido nucleico gque compreende uma sequéncia de
nuclebdétidos que codifica a cadeia pesada e uma sequéncia de
nuclebdétidos que codifica a cadeia leve de um anticorpo ou
porcdo de ligacdo a antigénio de acordo com gqualguer uma

das reivindicacdes 1-12.

14. Um vetor gque compreende uma molécula de acido nucleico
que compreende uma sequéncia de nucledtidos que codifica a
cadeia pesada e um vetor que compreende uma molécula de
dcido nucleico que compreende uma sequéncia de nucledtidos
que codifica a cadeia leve de um anticorpo ou porcgdo de
ligagcdo a antigénio de acordo <com qualquer uma das
reivindicacdes 1-12, em que cada vetor compreende uma
sequéncia de controlo de expressdo ligada operativamente a
molécula de 4cido nucleico; ou um vetor gque compreende uma
molécula de &cido nucleico que compreende uma sequéncia de
nucledétidos que codifica a cadeia pesada e uma sequéncia de

nucledétidos que codifica a cadeia leve de um anticorpo ou



porcédo de ligacdo a antigénio de acordo com qualguer uma
das reivindicacdes 1-12, em que o vetor compreende uma
sequéncia de controlo de expressdo ligada operativamente a

molécula de &cido nucleico.

15. Uma célula hospedeira que compreende
a. uma molécula de 4&acido nucleico que compreende uma
sequéncia de nucledtidos que codifica a cadeia pesada e
uma molécula de &cido nucleico que compreende uma
sequéncia de nucledtidos gque codifica a cadeia leve de um
anticorpo ou porcédo de ligacdo a antigénio de acordo com
qualguer uma das reivindicacbes 1-12;
b. uma molécula de &cido nucleico gque compreende uma
sequéncia de nucledtidos que codifica a cadeia pesada e
uma sequéncia de nucledétidos que codifica a cadeia leve
do anticorpo ou porcdo de ligacdo a antigénio de acordo
com qualgquer uma das reivindicacdes 1-12;
c. um vetor que compreende uma molécula de 4cido nucleico
que compreende uma sequéncia de nucledtidos que codifica
a cadeia pesada e um vetor gque compreende uma molécula de
acido nucleico que compreende uma sequéncia de
nucledétidos que codifica a cadeia leve de um anticorpo ou
porcédo de ligacdo a antigénio de acordo com qualquer uma
das reivindicacgdes 1-12. em que cada vetor compreende uma
sequéncia de controlo de expressdo ligada operativamente
a molécula de &cido nucleico; ou
d. um vetor que compreende uma molécula de &cido nucleico
que compreende uma sequéncia de nucledtidos que codifica
a cadeia pesada e uma sequéncia de nucledtidos que
codifica a cadeia 1leve de um anticorpo ou porcdo de
ligacdo a antigénio de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes 1-12, em que o vetor compreende uma
sequéncia de controlo de expressdo ligada operativamente

a molécula de &cido nucleico.



16. Uma composicdo farmacéutica que compreende o anticorpo
ou porcdo de ligacdo a antigénio de acordo com qualquer uma
das reivindicacdes 1-12, e um transportador

fisiologicamente aceitavel.

17. ©Utilizacdo do anticorpo ou porcdo de ligacdo a
antigénio de acordo com qualquer uma das reivindicacgdes 1-
12 ou a composicdo farmacéutica de acordo com @ a

reivindicacdo 16 para o fabrico de um medicamento.

18. Um anticorpo ou porcdo de ligacdo a antigénio de
acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1-12 ou uma
composicdo farmacéutica de acordo com a reivindicacdo 16,

para utilizacdo em terapéutica.

19. Utilizacdo do anticorpo ou porcdo de ligacdo a
antigénio de acordo com qualquer uma das reivindicacgdes 1-
12 ou a composicéo farmacéutica de acordo com a
reivindicacdo 16 para o fabrico de um medicamento para o
tratamento de cancro, degeneracdo macular relacionada com a
idade, cegueira diabética, endometriose, neovascularizacéio

ocular, psoriase ou artrite reumatoide num mamifero.

20. 0O anticorpo ou porcdo de ligacdo a antigénio de acordo
com qualquer uma das reivindicacgbes 1-12 ou a composicéo
farmacéutica de acordo <com a reivindicacdo 16 ©para
utilizacdo no tratamento de cancro, degeneracdo macular
relacionada com a idade, cegueira diabética, endometriose,
neovascularizacdo ocular, psoriase ou artrite reumatoide

num mamifero.

21. Utilizacdo de:
a. uma molécula de 4&acido nucleico gque compreende uma
sequéncia de nucledtidos que codifica a cadeia pesada e

uma molécula de 4Acido nucleico gue compreende uma



sequéncia de nucledtidos que codifica a cadeia leve de um
anticorpo ou porcdo de ligacdo a antigénio de acordo com
qualgquer uma das reivindicacgdes 1-12, ou

b. uma molécula de &cido nucleico gque compreende uma
sequéncia de nucledtidos que codifica a cadeia pesada e
uma sequéncia de nucledbdétidos que codifica a cadeia leve
do anticorpo ou porcdo de ligacdo a antigénio de acordo
com qualgquer uma das reivindicacbes 1-12;

para o fabrico de um medicamento.

22. Uma molécula de &cido nucleico dgue compreende uma
sequéncia de nucledtidos que codifica a cadeia pesada e uma
molécula de &cido nucleico gque compreende uma sequéncia de
nucledétidos que codifica a cadeia leve de um anticorpo ou
porcdo de ligacdo a antigénio de acordo com gqualguer uma
das reivindicacdes 1-12, ou uma molécula de &cido nucleico
que compreende uma sequéncia de nucledtidos que codifica a
cadeia pesada e uma sequéncia de nucledtidos que codifica a
cadeia leve do anticorpo ou porcdo de ligacdo a antigénio
de acordo com qualquer uma das reivindicacdes 1-12;

para utilizacdo em terapéutica.

23. Utilizacdo de:

a. uma molécula de 4&acido nucleico gque compreende uma
sequéncia de nucledétidos que codifica a cadeia pesada e
uma molécula de 4&cido nucleico gue compreende uma
sequéncia de nucledtidos gque codifica a cadeia leve de um
anticorpo ou porcdo de ligacdo a antigénio de acordo com
qualquer uma das reivindicacgdes 1-12, ou

b. uma molécula de &cido nucleico gque compreende uma
sequéncia de nucledtidos que codifica a cadeia pesada e
uma sequéncia de nucledtidos que codifica a cadeia leve
do anticorpo ou porcdo de ligacdo a antigénio de acordo
com qualquer uma das reivindicacgdes 1-12;

para o fabrico de um medicamento para o tratamento de



cancro, degeneracdo macular relacionada com a idade,
cegueira diabética, endometriose, neovascularizacéao

ocular, psoriase ou artrite reumatoide num mamifero.

24. Uma molécula isolada de &cido nucleico que compreende
uma sequéncia nucleotidica que codifica a cadeia pesada, e
uma molécula isolada de &cido nucleico gque compreende uma
sequéncia nucleotidica que codifica a cadeia leve, de um
anticorpo ou porcdo de ligacdo a antigénio de acordo com
qualgquer uma das reivindicag¢des 1-12, ou uma molécula
isolada de &4cido nucleico gque compreende uma sequéncia de
nucledétidos que codifica a cadeia pesada e uma segquéncia de
nucledétidos que codifica a cadeia leve de um anticorpo ou
porcédo de ligacdo a antigénio de acordo com qualguer uma
das reivindicacdes 1-12;

para utilizacdo no tratamento de cancro, degeneracédo
macular relacionada com a idade, cegueira diabética,
endometriose, neovascularizacdo ocular, psoriase ou artrite

reumatoide num mamifero.

25. 0O anticorpo, porcdo de ligacdo a antigénio ou
composicdo farmacéutica de acordo coma reivindicacdo 20
para utilizacdo no tratamento de cancro, ou a utilizacédo de
acordo com a reivindicacdo 19 para o fabrico de um
medicamento para o tratamento de cancro, em que o cancro é
melanoma cutdneo ou intraocular, mesotelioma, carcinoma de
células renais, cancro da mama, cancro da cabeca e pescogo,
um tumor cerebral primdrio ou secunddrio, carcinoma do colo
do utero, cancro da uretra, cancro da prébstata, cancro
pancredtico, cancro testicular, cancro hepatobiliar, cancro
dos canais hepéaticos, cancro dos canais biliares, cancro
colorretal, cancro da bexiga, cancro ovarico, cancro de
pulm&o, cancro de pulmdo de células ndo pequenas, cancro de
pulmdo de células pequenas, cancro do cdlon, cancro retal,

ou cancro da regido anal.



26. Utilizacdo de um anticorpo monoclonal gque compreende
uma sequéncia de aminoadcidos de cadeia pesada da SEQ ID NO:
2 e uma sequéncia de aminoédcidos de cadeia leve da SEQ ID
NO: 4 para o fabrico de um medicamento para o tratamento de

cancro hepatobiliar num mamifero.

27. Um anticorpo monoclonal gque compreende uma segquéncia
de aminodcidos de cadeia pesada da SEQ ID NO: 2 e uma
sequéncia de aminoadcidos de cadeia leve da SEQ ID NO: 4
para utilizacdo no tratamento de cancro hepatobiliar num

mamifero.

28. O anticorpo, ©porcdo de ligacdo a antigénio ou
composicédo farmacéutica de acordo com qualguer uma das
reivindicacdes 20, 25 e 27,

a molécula isolada de é&cido nucleico gue compreende uma
sequéncia nucleotidica que codifica a cadeia pesada, e a
molécula isolada de &cido nucleico gque compreende uma
sequéncia nucleotidica que codifica a cadeia leve, de um
anticorpo ou porcdo de ligacdo a antigénio de acordo com
qualguer uma das reivindicac¢des 1-12, ou a molécula isolada
de 4cido nucleico que compreende uma sSequéncia de
nuclebdétidos que codifica a cadeia pesada e uma sequéncia de
nucledétidos que codifica a cadeia leve de um anticorpo ou
porcdo de ligacdo a antigénio de acordo com qualguer uma
das reivindicacgdes 1-12, para utilizacdo de acordo com a
reivindicacédo 24, ou

a utilizacdo de acordo com gqualquer uma das revindicacdes
19, 23, 25, e 26;

em que o mamifero é um ser humano.
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FIG. 2

MTLGSPRKGLLMLLMALVTQGDPYKPSRGPLYTCTCESPHCKGPTCRGAWCTVVLVREEG 50
MTLGSPRRGLLMLLMALVTQGDPYKPSRGPLYTCTCESPHCRGPTCOGAWC TVVLVYREEG GO

EREXKER D RFRRRERERRARERARERARRRARHRAHRRRHE | RHER R AR ARRERERR

RHPQEHRGCGNLHAEL CRGRPTEFYNHYCCOSHLCNHNVSLVLEATOPPSEQPGTDGALA 120
RHPOEHRGCGNLHAEL CAGRPTEFYNHY CCOSHLCNRNVSLYLEATQTPSEQPGTOSALA 120

EEERRERRAERRERFEREARRAARERRRRARARERR D RARNRHNUHN RRRKARRE XXX

L ILGPVLALLALVALGVLGLWHVRRRQEKORGLHSELGESSLILKASEQGDTMLGDLLDS 180
LILGPVLALLALVALGYVGLWHVRRROEKQRGLHSELGESSLILKASEQGDSMLGDLLDS 180

KEEXRAERERFEREREE D EREREXFERREREEREN RN ERRRERRRN RN X RARARK S

DCTTGSGSGLPFLVORTVARQVALVECVGKGRYGE VWRGLWHGESYAVKIFSSRDEQSWF 240
DCTTESGSGLPFLVQRTVARQVALVECYGKGRYGEVWRGL WHGESYAVKIFSSRDEQSHF 240

HEXERREERERRRE KRR RRERERARNREK AR AKAREERRR R KRR RN RH XX

RETEIYNTVLLRHONILGFTASOMTSRNSSTQLWLITHYHEHGSL YOFLQROTLEPHLAL 300
RETETYNTVLLRHDNILGFIASDMTSRNSSTQLWLITHYHEHGSL YDFLORQTLEPHLAL 300

RAEREXEEERRERRRARARRRKARERRHRKARAE KRR RAKERER KK KRR KR KA

RLAVSAACGLAHLHVEIFGTQGKPATAHRDFKSRNYLYKSNLQCCIADLGLAVMASQESD 360
RLAVSAACGLAHLHVE IFGTOGKPATAHROFKSANVLVKSNLACCTADLGLAVMASAGSD 360

FHRRERRRERRIREFHRE TR RRERR AR RN RRRERRR AR R

YLOIGNNPRYGTKRYMAPEYLDEQIRTDCFESYKWTDIWAFGLYLWETARRTIVNGIVED 420
YLDIGNNPRVGTKRYMAPEVLDEQIRTDCFESYKWTDIWAFGLYLWETARRTIVNGIVED 420

ERREFEERARERRERERERREXRERRRARRERERAE R R AR RARERRRRARRARKRRKNNH

YRPPFYDVVPNDPSFEOMKKYVCVDOQTPTIPNRLAADPYL SGLAQMMRECWYPNPSARL 480
YRPPFYDVYPNDPSFEDMKKVVCYDQQTPTIPNALAADPVL SGLAQMMAECWYPNPSARL 480

FRRHERNRRRREERAERRARHRERRARRERRRRKAERR R AR R RRKRRRRRRARRREA AR

TALRIKKTLOKISNSPEKPKVIQ 503  (SEQ. ID NO.:130)
TALRIKKTLOKISNSPEKPKVIQ 503 (SEQ. ID NO.:33)

FRRRXRENRAXXNRHRRRARRNK
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FIG. 7A
1.12.1 W4
Expresso: 1 QVOLOESGPBLVKPSQTLSLTCTVSGGSMSSEE Y YMMIROHPGKGLEWIGYIYYSGSTY 60
[SEQ 1D NO: 104) 3y

Linha germinal:1  QVOLOESGPGLYKPSOTLSLTCTVS6GSISSE6Y YWSWIRQHPGKGLEWIGYTYYSGSTY
(SEQ 1D NO:131)

Expresso: B1  YNPSLKSRVTISYDTSKNGFSLKLSSVTAADTAVYYCARE-SVAG-FOYWGOGTLVTVSS 118
Linha germinal: 61  YNPSLKSRYTISVOTSKNOFSLKLSSYTAADTAVYYCARGIAVAGYFDYWGAGTLVTVSS 120

1.2.1VL
Expresso: 1 EIVLTOSPSTLSLSPGERDTLSCRASQSVSSSYLAWYQOKPGOAPRLLTYGTSSRATEIP 60

(SEO ID NO:127)
Linha germinal: 1 EIVLTOSPGTLSLSPGEHATLSCHASQSVSSSYLAWYOOKPGOAPHLLIYGASSBATGIP B0

(SEQ ID NO:132)

Expresso: 61  DAFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYGSSPITFGOGTRLEIK 108
Linha germinal: B  DRFSGSGSGTOFTLTISRLEPEDFAVYYCQYGSSPITFGOGTRLEIK 108
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FIG. 7B
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FIG. 7C
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FIG. 7D
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Fig, 15
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