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Relatério Descritvo da Patente de Invengcdo para
"POLIPEPTIDEO E SEU USO, COMPOSICAO FARMACEUTICA E
SEU USO, MOLECULA DE ACIDO NUCLEICO ISOLADA, CELULA
HOSPEDEIRA, E METODO DE DETECGAO OU MEDIGAO DA
MIOSTATINA EM UMA AMOSTRA".

REFERENCIA A PEDIDOS RELACIONADOS

[001] Este pedido reivindica prioridade para o Pedido Provisorio

norte-americano No. 61/700.697 "Fibronectin based scaffold domain
proteins that bind to myostatin" depositado em 13 de setembro de2012,
e Pedido Provisério norte-americano No. 61/780.005 intitulado
"Fibronectin based scaffold domain proteins that bind to myostatin"
depositado em 13 de marco de 2013, a totalidade de cada um dos quais
€ aqui incorporada por referéncia.

CAMPO DA INVENCAO

[002] A presente invencado refere-se a proteinas de dominio

arcabougo (scaffold) a base de fibronectina que se ligam a miostatina.
A invencao também se refere a utilizagao das proteinas em aplicagdes
terapéuticas inovadoras para o tratamento de doengas com desperdicio
muscular e disturbios metabdlicos. A invencgao refere-se ainda a células
compreendendo tais proteinas, polinucleotideos que codificam tais
proteinas ou fragmentos dos mesmos, e a vetores que compreendem
os polinucleotideos que codificam as proteinas inovadoras.
ANTECEDENTES DA INVENCAO

[003] A miostatina, também conhecida como fator de diferenciagao

e crescimento 8 (GDF-8), € um membro da superfamilia do fator de
crescimento transformante [ (TGF-B) de fatores de crescimento
secretados. A miostatina tem todas as caracteristicas estruturais
comuns para as proteinas da familia TGF-B: um terminal amino
hidrofébico que atua como um sinal de secregdo, nove residuos de

cisteina invariantes, e um local de processamento proteolitico "RXXR"
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do tipo furina. A clivagem proteolitica da proteina da origem a um
dominio C-terminal que forma um homodimero que €& a forma
biologicamente ativa de miostatina (Thies et al., Growth Fators 2001; 18
(4): 251-9). Os alinhamentos do fragmento C-terminal de sequéncias de
aminoacidos de miostatina a partir de varias espécies de vertebrados
revelam que a proteina é altamente conservada (100% de identidade)
entre o ser humano, macaco, vaca, cao, camundongo, rato, frango e
peru (McPherron et al. PNAS, 94: 12457-61, 1997).

[004] A expressao da miostatina esta limitada principalmente ao
musculo esquelético e tecido adiposo, onde foi demonstrada ser um
regulador negativo do desenvolvimento do musculo esquelético (Lee
LS, Immunol Endocr agentes Metab Med Chem. 2010; 10: 183-194).
Nos mamiferos, o musculo esquelético parece ser o principal tecido alvo
de miostatina, onde se liga aos receptores de superficie celular, que
conduz a perda de massa muscular. Camundongos e gado com
deficiéncias genéticas em miostatina apresentam aumentos dramaticos
na massa muscular esquelética, ou seja, o fendétipo "musculatura dupla”,
portanto, suportam o papel da miostatina na supressao do crescimento
muscular (McPherron e Lee, Proc Natl Acad Sci USA. 23 de dezembro
de 2003; 100 (26): 15842-6). A hipertrofia muscular em ragas bovinas
azul belga e piemonteses € devido a uma mutacdo sem sentido no
terceiro éxon do gene da miostatina bovina (Bass et al., Domest Anim
Endocrinol. 1999; 17 (2-3): 191-7). Superexpressao transgénica de
inibidores da miostatina também resulta em hipermusculosidade.
Crescimento muscular reforcado nestes animais é devido a um aumento
tanto do numero de células, ou o crescimento hiperplasico, e o tamanho
da célula, ou crescimento hipertrofico, o que resulta em miofibras
maiores e mais pesadas. O aumento da massa do musculo esquelético,
devido a uma mutagdo de miostatina também tem sido relatado em

seres humanos. Inibicdo da miostatina efetivamente aumenta a massa
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muscular esquelética e a forga, tanto no periodo pds-natal quanto em
adultos.

[005] Os aumentos na massa muscular esquelética e forca
também estdo associados com adaptacbes metabdlicas que afetam
positivamente a composig¢ao corporal, gasto energético, homeostase da
glicose e as necessidades de insulina. Ambos os resultados genéticos
e farmacoldgicos indicam que a miostatina regula o metabolismo de
energia € que a sua inibicdo pode atenuar significativamente a
progressao de doengas metabdlicas, incluindo a obesidade e diabetes.
Por exemplo, a camundongos nulos para miostatina exibem diminuigao
do acumulo de gordura corporal (McPherron e Lee, J. JCI 109: 595,
2002), quando comparados com camundongos de tipo selvagem da
mesma idade. Esta redugcdo de gordura corporal € uma manifestagcao
de numero e tamanho reduzidos dos adipdcitos, o que implica um papel
significativo de miostatina em adipogénese, bem como na miogénese.
[006] Deste modo, a miostatina é um alvo desejavel para a
intervengao terapéutica ou profilatica para o tratamento de disturbios ou
condigbes que possam beneficiar um aumento na massa muscular,
forca muscular e/ou o metabolismo (por exemplo, distrofia muscular,
fragilidade, atrofia por desuso e caquexia), disturbios associados com
perda de massa muscular (por exemplo, doenga renal, insuficiéncia ou

doenga cardiaca, e doenga do figado), e doengas metabdlicas (por

exemplo, diabetes tipo Il, sindrome metabdlica, obesidade e
osteoartrite).
[007] Por conseguinte, seria vantajoso obter melhores proteinas

de dominio arcabougo de fibronectina que se ligam a miostatina para o
tratamento terapéutico de, por exemplo, disturbios metabdlicos,
doencas de desperdicio muscular, e perda de massa muscular devido a
inatividade.

SUMARIO DA INVENCAO
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[008] A presente invengao € baseada, pelo menos em parte, na
descoberta de Adnectinas que se ligam e antagonizam a miostatina.
Especificamente, Adnectinas antimiostatina da presente invencéo
inibem a atividade da miostatina, afetando assim a sinalizacdo SMAD a
montante. Um mecanismo responsavel para a sinalizagdgo SMAD
alterada de alguns das Adnectinas antimiostatina da invengao envolvem
a inibicdo do recrutamento de Alk4 para o complexo miostatina-ActRlIlb,
cujas consequéncias fisioldgicas sdo volume e peso corporal muscular
aumentados.

[009] Em um aspecto, a invengcdo proporciona um polipeptideo
compreendendo um dominio de fibronectina de tipo Ill a décima ('°Fn3),
em que o '°Fn3 tem pelo menos uma alga (loop) selecionada a partir da
alca BC, DE e FG com uma alteragao da sequéncia de aminoacidos em
relacdo a sequéncia da alga correspondente do dominio "®°Fn3 humano,
e em que o polipeptideo se liga a miostatina. Em certas modalidades, o
polipeptideo liga-se a miostatina com um Kp inferior a 500 nM.

[0010] Em algumas modalidades, a alga BC do polipeptideo da
invengdo compreende uma sequéncia de aminoacido de acordo com a
férmula X1-L-P-X2-X3-Xs-Xs5-X6-X7, em que (a) X1 é selecionado a partir
do grupo consistindoem S, T e Y; (b) Xz é selecionado a partir do grupo
consistindoem H, Y, N, R, F, G, S e T; (c) X3 é selecionado a partir do
grupo consistindo em A, P, Q, S, F, H, N e R; (d) X4 é selecionado a
partir do grupo consistindo em G e A; (e) Xs & selecionado a partir do
grupo consistindo em H, L, R, V, N, D, F, | e K; (f) Xe € selecionado a
partir do grupo consistindoem A, L, G, M, F, 1 e V; e (g) X7 € selecionado
a partir do grupo consistindo em H e N. Em certas modalidades, X é S,
elou X2é HouY, e/louX3é&AouP, elouXsé G, elouXséH,LouR,
elou Xs & AoulL., e/ou X7 é H.

[0011] Em outras modalidades, a alca BC compreende uma

sequéncia de aminoacido de acordo com a formula X19-X20-P-X21-G-X22-
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A, em que (a) X9 € selecionado a partir do grupo consistindo em D, E,
V e W; (b) X20 € selecionado a partir do grupo consistindoem A, Se V;
(c) X21 € selecionado a partir do grupo consistindo em R, A, G, Ke L; e
(d) X22 € selecionado a partir do grupo consistindo em L e R. Em certas
modalidades, X1g9 € D, e/ou X20 € A, Sou V, e/ou X2 € L.

[0012] Em algumas modalidades, a alga DE compreende uma
sequéncia de aminoacido de acordo com a férmula G-R-G-Xs, em que
XséVou L.

[0013] Em algumas modalidades, a alga DE compreende uma
sequéncia de aminoacido de acordo com a formula X23-G-R-G-X24, em
que (a) X23 € selecionado a partir do grupo consistindoem V, P, F, l e L;
e (b) Xo4 é selecionado a partir do grupo consistindoem S, Ne T.
[0014] Em algumas modalidades, a algca FG do polipeptideo da
invengdo compreende uma sequéncia de aminoacido de acordo com a
formula  Xo-X10-X11-X12-X13-X14-X15-X16-X17-X18, em que (a) Xo €
selecionado a partir do grupo consistindo em L, V e [; (b) X0 €
selecionado a partir do grupo consistindoem T e S; (c) X11 € selecionado
a partir do grupo consistindoem K, R, A, G, S, D, H, N, Te P; (d) X2 é
selecionado a partir do grupo consistindoem S, T, A, E, H, Ke N; (e)
X13 € selecionado a partir do grupo consistindoem K, G, Q,D,E,N, Te
S; (f) X14 é selecionado a partir do grupo consistindoem V, |, F, L, M, P,
T eY; (g) X5 € selecionado a partir do grupo consistindoem I, L e Y; (h)
X16 € selecionado a partir do grupo consistindoemH, |, V, K, L, R, F, G,
S e T; (i) X417 € selecionado a partir do grupo consistindo em Y e H; e (j)
X1s € selecionado a partir do grupo consistindoem K, M, L, Re V.
[0015] Em certas modalidades, Xoé L ou V, e/lou X10€ T, X11 é Kou
R, elou X12é SouT, e/ou X13 € K, Gou Q, e/ou X14 € Voul, e/ou X15 &
I, e/lou X16 € H, | ou V, e/ou X17 € Y e/ou X18 € K ou M.

[0016] Em outras modalidades, a alca FG compreende uma

sequéncia de aminoacido de acordo com a férmula Xa2s5-X26-R-X27-G-X2s-
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X29-X30-X31-X32, em que (a) X2s € selecionado a partir do grupo
consistindo em | e V; (b) X26 € selecionado a partir do grupo consistindo
em F, D e, (c) X27 é selecionado a partir do grupo consistindo em D e
T; (d) Xos € selecionado a partir do grupo consistindoem P, M, Ve T; (e)
X29 € selecionado a partir do grupo consistindoem V, L, N, Re S; (f) X3o
€ selecionado a partir do grupo consistindoemH, T, L, N, Qe S; (g) Xa1
€ selecionado a partir do grupo consistindoem F, W, Y, He L; e (h) Xa2
€ selecionado a partir do grupo consistindoem D, A e G.

[0017] Em certas modalidades, X2s € |, e/ou X2 € F, e/ou X27 é D,
e/ou Xzs € P, e/lou X9 € V, e/ou X30 € Hou T, e/ou X31 € F ou W, e/ou
X32 € D.

[0018] Em algumas modalidades, o polipeptideo compreende uma
alca BC e uma alca DE, ou uma alga BC e uma alga FG, ou uma alca
DE e uma alca FG, ou uma algca BC, uma algca DE e uma alca FG.
[0019] Em algumas modalidades, a alca BC do polipeptideo
compreende uma sequéncia de aminoacidos selecionada a partir do
grupo consistindo em SEQ ID NOs: 7-38. Em outras modalidades, a al¢a
DE compreende um aminoacido selecionado a partir do grupo
consistindo em SEQ ID NOs: 39-45. Em ainda outras modalidades, a
alca FG compreende uma sequéncia de aminoacidos selecionada a
partir do grupo consistindo em SEQ ID NOs: 46-79. Em algumas
modalidades, a sequéncia de aminoacidos de alga BC, DE, ou FG ¢é pelo
menos 80% idéntica a qualquer uma das SEQ ID NOs: 7-38, 39-45, e
46-79, respectivamente. Em outras modalidades, o polipeptideo
compreende uma sequéncia de aminoacidos que € pelo menos 80%,
85%, 90%, 95%, 98%, ou 99% idéntica a qualquer uma das SEQ ID
NOs: 80-123, 228-239, e 252-273. Em ainda outras modalidades, o
polipeptideo compreende uma sequéncia de aminoacidos selecionada
a partir do grupo consistindo em SEQ ID NOs: 80-123, 228-239, e 252-
273.
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[0020] Em algumas modalidades, os polipeptideos compreendem
as combinacgdes de alca de BC, DE e FG como mostrado na Tabela 1.
Em uma modalidade, o polipeptideo tem as algas a BC, DE e FG tal
como estabelecido em SEQ ID NOs: 34, 39, e 75, respectivamente.
[0021] Em algumas modalidades, o polipeptideo compreende as
alcas BC, DE, e FG como estabelecido em SEQ ID NOs: 34, 39, e 75,
respectivamente, em que a alga BC tem 1, 2, 3, 4, 5, ou 6 substituicbes
de aminoacidos, tais como substituicbes de aminoacidos
conservadoras. Em algumas modalidades, a alga BC tem uma
sequéncia de aminoacido de acordo com a formula Xazz-L-P-X34-X35-X36-
X37-X3g-Xz9, emque Xzz3€ TouY; Xas € Y, N, R, F, G, S,0ouT,; Xs56A, P,
S,F,H N,ouR; Xss ¢ A; Xs7é H,L,R,V,N,D,F,oul; XsséL, G, M,F,
[, ouV; e X3 é H.

[0022] Em algumas modalidades, o polipeptideo compreende as
alcas BC, DE, e FG como estabelecido em SEQ ID NOs: 34, 39, e 75,
respectivamente, em que a algca DE tem 1 substituicdo de aminoacido,
tal como uma substituicdo de aminoacido conservadora. Em algumas
modalidades, a alga DE tem uma sequéncia de aminoacido de acordo
com a férmula G-R-G-X40, em que Xao € L.

[0023] Em algumas modalidades, o polipeptideo compreende as
alcas BC, DE, e FG como estabelecido em SEQ ID NOs: 34, 39, e 75,
respectivamente, em que a alga FG tem 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, ou 8
substituicbes de aminoacidos, tais como substituicbes de aminoacidos
conservadoras. Em algumas modalidades, a alga FG tem uma
sequéncia de aminoacido de acordo com a formula Xa1-Xa2-X43-X44-Xas-
Xae-Xa7-Xag-Xa9-Xs0, em que Xa1 é Loul; X42€ S; Xaz3 € K, R, A, G, S, H,
N, T,ouP; Xsa €S, A, E,H,K,ouN; Xss ¢ K, Q,D, E,N, T, ouS; Xs6 €
V,LF,L,M,P,ouT; Xs7élouY;XagséH,I,V,L,R, F, G, S, ouT,; X4
éH;eXs0é6 M, L,R,ouV.

[0024] Em algumas modalidades, o polipeptideo compreende as
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alcas BC, DE, e FG como estabelecido em SEQ ID NOs: 34, 39, e 75,
respectivamente, em que a alga BC tem 1, 2, 3, 4, 5, ou 6 substituicbes
de aminoacidos, tais como substituicbes de aminoacidos
conservadoras, e a alca DE tem 1 substituicdo de aminoacido, tal como
uma substituicdo de aminoacido conservadora. Em algumas
modalidades, a alga BC tem uma sequéncia de aminoacido de acordo
com a formula Xzz-L-P-X34-X35-X36-X37-X38-X39, €M que X3z € T ou Y; Xas
eY,N,R F,G,S,ouT,; Xs56A,P,S,F,H,N,0uR; Xss € A; Xs7é H, L,
R,V,N,D,F,oul; XsséL,G, M, F, I, ouV;e Xz é&H, eaalca DE tem
uma sequéncia de aminoacido de acordo com a formula G-R-G-Xs0, em
que X0 € L.

[0025] Em algumas modalidades, o polipeptideo compreende as
alcas BC, DE, e FG como estabelecido em SEQ ID NOs: 34, 39, e 75,
respectivamente, em que a algca BC tem 1, 2, 3, 4, 5, ou 6 substituicbes
de aminoacidos, tais como substituicobes de aminoacidos
conservadoras, e aalga FGtem 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, ou 8 substituicdes de
aminoacidos, tais como substituicdes de aminoacidos conservadoras.
Em algumas modalidades, a alga BC tem uma sequéncia de aminoacido
de acordo com a férmula X3z3-L-P-X34-X35-X36-X37-X38-X39, €M que X33 €
TouY;Xss€Y,N, R, F,G,S,0ouT; Xs5¢A,P,S,F,H, N,ouR; Xzs € A;
Xs7éH,L,R,V,N,D,F,oul; XsséL,G,M,F,l,ouV;e XsséH,ea
alca FG tem uma sequéncia de aminoacido de acordo com a férmula
X41-Xa2-X43-Xaa-Xa5-Xae-Xa7-Xag-Xa9-Xs50, em que Xa1 € Lou |; X42 € S; Xas3
eK,R, A G, S, H N, T,ouP; Xas € S, A, E, H, K, ouN; Xs5 € K, Q, D,
E,N, T,ouS; XsseéV,|,F,L,M,P,ouT; Xs7€él0uY; XsséH, I V,LR,
F,G,S,ouT; XsoéH;eXs0é M, L, R, ouV.

[0026] Em algumas modalidades, o polipeptideo compreende as
alcas BC, DE, e FG como estabelecido em SEQ ID NOs: 34, 39, e 75,
respectivamente, em que e a alca DE tem 1 substituicdo de aminoacido,

tal como uma substituicdo de aminoacido conservadora, e a alga FG
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tem 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, ou 8 substituicbes de aminoacidos, tais como
substituicbes de aminoacidos conservadoras. Em  algumas
modalidades, a alga DE tem uma sequéncia de aminoacido de acordo
com a férmula G-R-G-X40, em que X4 € L, e a alga FG tem uma
sequéncia de aminoacido de acordo com a férmula X41-Xa2-Xa3-Xas-X45-
Xap-Xa7-Xas-Xa9-Xs0, em que Xs1é Loul; X2€ S; Xa3é K, R, A, G, S, H,
N, T,ouP; Xsa€S,A E,H K, ouN; Xas ¢ K, Q,D,E,N, T,ouS; X456 &
V,LF,L,M,P,ouT; Xs7élouY;Xags€éH,I,V,L,R, F, G, S, ouT,; X4
éH;eXs0eM,L,R,ouV.

[0027] Em algumas modalidades, o polipeptideo compreende as
alcas BC, DE, e FG como estabelecido em SEQ ID NOs: 34, 39, e 75,
respectivamente, em que a alga BC tem 1, 2, 3, 4, 5, ou 6 substituicbes
de aminoacidos, tais como substituicboes de aminoacidos
conservadoras, e a alca DE tem 1 substituicdo de aminoacido, tal como
uma substituicdo de aminoacido conservadora, e a alga FG tem 1, 2, 3,
4,5, 6,7, ou 8 substituicdes de aminoacidos, tais como substituicdes de
aminoacidos conservadoras. Em algumas modalidades, a alca BC tem
uma sequéncia de aminoacido de acordo com a férmula Xzz-L-P-X34-
X35-X36-X37-X38-X39, em que X3z € Tou Y; Xas € Y, N, R, F, G, S, ou T;
Xss5¢A,P,S,F,H,N,ouR; X3s ¢ A; Xs7é H,L, R, V,N, D, F, oul; X3s é
L, G, M, F, I, ouV; e X39 € H; a alga DE tem uma sequéncia de
aminoacido de acordo com a férmula G-R-G-Xs0, em que X400 é L; € a
alca FG tem uma sequéncia de aminoacido de acordo com a férmula
X41-Xa2-Xa3-Xaa-Xas-Xae-Xa7-Xag-Xao-Xs0, €m que X41 € Lou |; Xa2 € S; Xa3
eK,R,A,G,S,H, N, T,ouP; Xas € S, A E, H, K, ouN; Xs5 é K, Q, D,
E,N, T,ouS; XsseéV,|,F,L,M,P,ouT; Xs7élouY; XsgséH, I V,L R,
F,G,S,ouT; Xs0€éH;eXs0éM,L,R,ouV.

[0028] Em algumas modalidades, o polipeptideo compreende as
alcas BC, DE, e FG como estabelecido em SEQ ID NOs: 34, 39, e 75,

respectivamente, e tem substituicdes de aminoacidos nas algas BC, DE,
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e FG que permitem que o polipeptideo mantenha ligacdo com a
miostatina. Tais substituicbes de aminoacidos podem ser determinadas
por, por exemplo, varredura mutacional profunda como descrito no
Exemplo 8. Consequentemente, em algumas modalidades, o
polipeptideo tem uma alga BC compreendendo uma sequéncia de
aminoacido de acordo com a férmula Xs1-Xsz-Xs3-Xs4-Xs5-Xs6-X57-Xs8-
Xs9, €m que: Xs1 € selecionado a partir do grupo consistindo em A, C, D,
F.H LK LN, QR,S,T,V,W,eY,; Xs é selecionado a partir do grupo
consistindoem L, M, e V; Xs3 & selecionado a partir do grupo consistindo
emA C D, E, LKL, M,N,P,Q, R, S, T,V, eY; Xs4 & selecionado a
partir do grupo consistindoem A, C,D,E,F, G, H, [, K,L,M,N,Q, R, S,
T,V, W, eY; Xs5 é selecionado a partir do grupo consistindo em A, C,
D,E,F,G,H LK L,M,N,P,QR,S, T,V,W, eY; Xss € selecionado a
partir do grupo consistindo em G e S; Xs7 € selecionado a partir do grupo
consistindkoem A, C,D,E,F,G,H, I, K, L, M,N,Q,R,S, T,V,W, eY;
Xsg € selecionado a partir do grupo consistindoem A, C, G, L, M, S, e T;
e Xsg € selecionado a partir do grupo consistindoem A, C, F, H, N, P, Q,
R, S, e Y. Em uma modalidade preferida, Xs1 é selecionado a partir do
grupo consistindoem C, F, I, S, V, W, e Y; Xz é selecionado a partir do
grupo consistindo em L; Xs3 é selecionado a partir do grupo consistindo
em P; Xss4 € selecionado a partir do grupo consistindoem C, D, E, F, G,
HLK,LLM,N,Q,R,S, T,V,W, eY,; Xss € selecionado a partir do grupo
consistindkoem A, C,D,E,F,G,H, I, K,L, M,N,P,Q,R, S, T,V,W, e
Y; Xss € selecionado a partir do grupo consistindo em G; Xs7 é
selecionado a partir do grupo consistindo em A, C, G, H, |, K, L, M, N,
Q,R,S,V,W, eY,; Xsg é selecionado a partir do grupo consistindo em
A, G, L, M, eS; e Xso € selecionado a partir do grupo consistindo em C,
H, N, Q, S, e Y. Em uma modalidade mais preferida, Xs1 € selecionado
a partir do grupo consistindo em F, S, e W; Xs2 é selecionado a partir do

grupo consistindo em L; Xs3 € selecionado a partir do grupo consistindo
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em P; Xs4 € selecionado a partir do grupo consistindo em C, F, G, [, K,
L, M, N, R, S, T,V, W, eY,; Xs5 &€ selecionado a partir do grupo
consistindoem A, C,E, F, H, |, K, L, M, P, Q, R, S, T, V, e Y; Xs6 &
selecionado a partir do grupo consistindo em G; Xs7 € selecionado a
partir do grupo consistindoem A, C, H, K, L, M, N, R, V, W, e Y; Xss &
selecionado a partir do grupo consistindo em A, G, e L; e Xs9 €
selecionado a partir do grupo consistindo em H, N, e Q. Em uma
modalidade especifica, Xs1 S; Xs2 é L; X536 P; Xs4 € H; Xs5 € Q; Xs6 € G;
Xs7 € K; Xsg € A; Xs9 € N.

[0029] Em algumas modalidades, o polipeptideo compreende uma
alca DE compreendendo uma sequéncia de aminoacido de acordo com
a férmula G-R-G-Xeo, em que X0 € A, C, D, E,F, I, K,L, M, N, Q, S, T,
e V. Em uma modalidade preferida, Xeo € C, E, I, L, M, Q, T, e V. Em
uma modalidade mais preferida, Xeo € C, E, I, L, M, e V. Em uma
modalidade especifica, Xeso € V.

[0030] Em algumas modalidades, o polipeptideo compreende uma
alca FG compreendendo uma sequéncia de aminoacido de acordo com
a féormula Xe1-Xe2-Xe3-Xe4-Xe5-Xee-Xe7-Xes-Xe9-X70, €m que Xe1 €
selecionado a partir do grupo consistindoem A, C, F,I,L,M, Q, T, V, W,
e Y; Xs2 é selecionado a partir do grupo consistindo em A, C, F, G, H, |,
K,LLM,N,Q R,S, T, V,W, eY,; Xe3 € selecionado a partir do grupo
consistindoem A, C,D,E,F, G, H,I,K,L,M,N,P,Q,R,S, T,V,W, e
Y; Xes € selecionado a partir do grupo consistindo em A, C, D, E, F, G,
HLKLMNP QRS T,V,W,eY,; Xe € selecionado a partir do
grupo consistindoem A, C,D,E,F,G,H, I, K,L, M,N,Q,R,S, T, V, W,
e Y; Xes € selecionado a partir do grupo consistindoem A, C, F, H, |, L,
M,N,P,S, T,V,W, eY:; Xe7 € selecionado a partir do grupo consistindo
emA CE FHILKLMNQR,ST,V,W,eY; Xe € selecionado
a partir do grupo consistindoem A, C,D, E,F, G, H, |, K, L, M, N, P, Q,

R,S, T,V,W,eY,; Xes € selecionado a partir do grupo consistindo em F,
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W, e Y; e X70 é selecionado a partir do grupo consistindoem A, C, D, E,
F,GH LKL MNP, QR,S,T,V,W,eY. Em uma modalidade
preferida, Xs1 € selecionado a partir do grupo consistindo em A, C, |, L,
M, e V; Xs2 € selecionado a partir do grupo consistindoem C, F, H, I, L,
M, Q,R,S, T,V,W, eY,; Xe3 € selecionado a partir do grupo consistindo
emA,C,D,E,F,G,H,I,L,M,N,P,Q,S, T, V,W, eY; Xes € selecionado
a partir do grupo consistindoem A, C,D,E,F,G, H, [, K, L, M, N, Q, R,
S, T,V,W, eY; Xes é selecionado a partir do grupo consistindo em A,
D,E,F,G,H,I,L,M,N,Q, S, T,V,W, eY; Xss € selecionado a partir do
grupo consistindoem C, F, I, L, M, P, T, V, W, e Y; Xe7 € selecionado a
partir do grupo consistindoem C, F, H, I, K,L, M, N, Q, R, T, V,W, eY;
Xes € selecionado a partir do grupo consistindoem A, C, E, F, G, |, K, L,
M,N,P,Q, R, S T,V, W, eY,; Xe € selecionado a partir do grupo
consistindo em W e Y; e X7o € selecionado a partir do grupo consistindo
emA,C,D,E,G H K L MN,P,Q,R,S, T, e V. Em uma modalidade
mais preferida, Xe1 € selecionado a partir do grupo consistindoem | e V,
X2 € selecionado a partir do grupo consistindoem C,F, I, L,M, T, V, W,
e Y; Xe3 € selecionado a partir do grupo consistindoem A, C, D, E, F, G,
H,I,L,M,N,Q, S, T, eV, Xes € selecionado a partir do grupo consistindo
emA,C,D,F,G,I,L,M,N,Q,S, T,V,W, eY,; Xss € selecionado a partir
do grupo consistindo em A, G, S, T, e W; Xes € selecionado a partir do
grupo consistindoem F, |, V, W, e Y; Xs7 € selecionado a partir do grupo
consistindoem F, H, I, L, M, V, W, e Y; Xss € selecionado a partir do
grupo consistindoem A, C, F, G, |, K, L, M, T, V, e W; Xe9 € selecionado
a partir do grupo consistindo em W e Y; e X7o é selecionado a partir do
grupo consistindo em A, G, K, L, M, P, Q, e R. Em uma modalidade
especifica, Xe1 € V; Xe2€ T; Xe3 € D; Xea € T; Xo5 € G; Xes € Y; Xe7 € L;
Xes € K; Xeg € Y; € X70 € K.

[0031] Em algumas modalidades, o polipeptideo da invengao

compreende algas BC, DE, e FG, em que a alga BC compreende uma

Peti¢do 870220123725, de 30/12/2022, pag. 16/255



13/239

sequéncia de aminoacido de acordo com a férmula Xs1-Xs2-Xs3-Xs54-Xs5-
Xs6-Xs57-Xs8-Xs59, €M quUE, Xs1 € selecionado a partir do grupo consistindo
emAC,D,F, H LK, L,N QR,ST,V,W, eY; Xs: & selecionado a
partir do grupo consistindo em L, M, e V; Xs3 é selecionado a partir do
grupo consistindkoem A, C,D,E,,K,L, M,N,P,Q,R,S, T, V, e Y; Xs4
eéA C,D,E,F,G,HILK,L,M,N,Q,R,S, T,V,W, e, Xss é selecionado
a partir do grupo consistindoem A, C,D, E, F, G, H, |, K, L, M, N, P, Q,
R, S, T,V,W, eY,; Xss € selecionado a partir do grupo consistindo em G
eS; Xs7éA,C,D,E,F,G,H LKL, M,N,Q,R,S, T,V,W,eY,; Xsg &
AC,G L MS eT;eXs0éAC,F,H N,P,Q R, S, eY,;aalcaDE
compreende uma sequéncia de aminoacido de acordo com a férmula
G-R-G-Xs0, em que Xso € selecionado a partir do grupo consistindo em
AC,D,E,F,LK,L,M,N,Q, S, T, e V; e aal¢ga FG compreende uma
sequéncia de aminoacido de acordo com a férmula Xe1-Xe2-Xe3-Xe4-Xe5-
Xe6-Xe7-Xes-Xe9-X70, €m que Xe1 € selecionado a partir do grupo
consistindoem A, C,F, I,L,M,Q, T,V,W,eY; Xs2€ A, C,F, G, H, I, K,
L, M, N, Q, R, S, T, V, W, eY; Xe3z & selecionado a partir do grupo
consistindkoem A, C,D,E,F, G, H, |, K,L, M,N,P,Q,R, S, T, V,W, e
Y; Xes € selecionado a partir do grupo consistindo em A, C, D, E, F, G,
H LK LMNP QRS T,V,W,eY,; Xe € selecionado a partir do
grupo consistindoem A, C,D,E,F,G,H, I, K,L, M,N,Q,R,S, T, V, W,
e Y; Xes € selecionado a partir do grupo consistindoem A, C, F, H, I, L,
M,N,P,S, T,V,W, eY:; Xe7 € selecionado a partir do grupo consistindo
emA CE FHILKLMNQR,ST,V,W,eY; Xess € selecionado
a partir do grupo consistindoem A, C,D, E,F, G, H, |, K, L, M, N, P, Q,
R, S, T,V,W,eY:,; Xeg € selecionado a partir do grupo consistindo em F,
W, e Y; e X70 é selecionado a partir do grupo consistindoem A, C, D, E,
F,.GH LKL MNP QR,STV,W,eY.

[0032] Em uma modalidade preferida, o polipeptideo da invencao

compreende alcas BC, DE, e FG, em que a alga BC compreende uma
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sequéncia de aminoacido de acordo com a férmula Xs1-Xs2-Xs3-Xs54-Xs5-
Xs6-Xs57-Xs8-Xs59, €M quUE, Xs1 € selecionado a partir do grupo consistindo
emC,F, I,S,V,W,eY; Xs2 é L; Xs36P; Xs4 € selecionado a partir do
grupo consistindkoem C, D, E,F, G, H, I, K,L,M,N,Q,R, S, T,V, W, e
Y; Xss € selecionado a partir do grupo consistindo em A, C, D, E, F, G,
H LK, L, M,N,P,Q R, S, T,V,W, eY,; Xs6 € G; Xs7 &€ selecionado a
partir do grupo consistindoem A, C, G, H,|,K,L, M, N, Q,R, S,V,W, e
Y; Xsg € selecionado a partir do grupo consistindoem A, G, L, M, e S; e
Xs9 € selecionado a partir do grupo consistindoem C, H, N, Q, S, e Y; a
alca DE compreende uma sequéncia de aminoacido de acordo com a
formula G-R-G-Xeo, em que Xso € selecionado a partir do grupo
consistindoem C, E, I, L, M, Q, T, e V; e a algca FG compreende uma
sequéncia de aminoacido de acordo com a formula Xe1-Xe2-Xe3-Xe4-Xe5-
Xee-Xo67-Xos-X69-X70, €m que Xe1 € selecionado a partir do grupo
consistindoem A, C,I,L,M,eV; Xe2€ C,F,H,I,L,LM,Q,R,S, T, V, W,
e Y; Xe3 € selecionado a partir do grupo consistindoem A, C, D, E, F, G,
H,LL M,N,P,Q, S, T,V,W, eY; Xes & selecionado a partir do grupo
consistindkoem A, C,D,E,F, G, H, I, K, L, M,N,Q,R,S, T,V,W, eY;
X5 € selecionado a partir do grupo consistindoem A, D, E, F, G, H, |, L,
M,N,Q,S, T,V,W, eY,; Xes € selecionado a partir do grupo consistindo
emC,F, I,L,LM, P, T,V,W, eY; Xe7 € selecionado a partir do grupo
consistindoemC, F,H,I,K,L,M,N,Q, R, T, V,W, e Y; Xss € selecionado
a partir do grupo consistindoem A, C,E,F, G, I, K, L, M,N, P, Q, R, S,
T,V, W, eY,; Xso € selecionado a partir do grupo consistindoem W e Y;
e X0 € selecionado a partir do grupo consistindoem A, C, D, E, F, G, H,
LK, L,M,N,P,Q,R,S,T,V,W,eY.

[0033] Em uma modalidade mais preferida, o polipeptideo da
invengdo compreende alcas BC, DE, e FG, em que a alca BC
compreende uma sequéncia de aminoacido de acordo com a férmula

X51-X52-X53-X54-X55-X56-X57-X58'X59, em que, Xs51 € selecionado a partir
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do grupo consistindoem F, S, e W; Xs2 é L; Xs3¢ P; Xs4 € selecionado a
partir do grupo consistindoem C, F, G, |, K,L,M,N,R, S, T,V,W, e,
Xss € selecionado a partir do grupo consistindoem A, C, E, F, H, |, K, L,
M,P,Q, R, S, T,V,eY,; Xss € G; Xs7 € selecionado a partir do grupo
consistindoem A, C, H, K, L, M, N, R, V, W, e Y; Xss é selecionado a
partir do grupo consistindo em A, G, e L; e Xs9 é selecionado a partir do
grupo consistindo em H, N, e Q; a alga DE compreende uma sequéncia
de aminoacido de acordo com a formula G-R-G-Xso, em que Xeo €
selecionado a partir do grupo consistindoem C, E, I, L, M, e V; e a al¢a
FG compreende uma sequéncia de aminoacido de acordo com a
formula  Xe1-Xe2-Xe3-Xea-Xe5-Xe6-Xe7-Xes-Xe9-X70, €m que Xe1 €
selecionado a partir do grupo consistindoem le V; Xe2€ C, F, I, L, M, T,
V, W, eY; Xe3 € selecionado a partir do grupo consistindo em A, C, D,
E,F,G,H,ILL,M, N, Q, S, T, eV, Xes € selecionado a partir do grupo
consistindkoem A, C, D, F, G, I, L, M, N, Q, S, T, V, W, e Y; Xe5 €
selecionado a partir do grupo consistindo em A, G, S, T, e W; Xes €
selecionado a partir do grupo consistindo em F, I, V, W, e Y; Xe7 €
selecionado a partir do grupo consistindoem F, H, I, L, M, V, W, e Y; Xes
€ selecionado a partir do grupo consistindoem A, C, F, G, I, K, L, M, T,
V, e W; Xeg € selecionado a partir do grupo consistindo em W e Y; e X7o
€ selecionado a partir do grupo consistindoem A, G, K, L, M, P, Q, e R.
[0034] Em uma modalidade especifica, o polipeptideo da invengao
compreende alcas BC, DE, e FG, em que a alga BC compreende uma
sequéncia de aminoacido de acordo com a férmula Xs1-Xs2-Xs3-Xs54-Xs5-
Xs6-X57-Xs8-Xs9, €M que, Xs1 € S; Xs2 € L; X536 P; Xs4 € H; Xs5 € Q; Xs6 €
G; Xs7 € K; Xs8 € A; Xs9 € N; a alca DE compreende uma sequéncia de
aminoacido de acordo com a formula G-R-G-Xso, em que Xe0 € V; € a
alca FG compreende uma sequéncia de aminoacido de acordo com a
férmula Xe1-Xe2-Xe3-Xe4-Xe5-Xe6-X67-Xe68-Xe9-X70, €M que Xe1 € V; Xe2 € T;
Xez€D; Xea € T; Xes € G; Xes € Y; Xe7 € L; Xeg € K; Xeo € Y; € X70 € K.
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[0035] Em outra modalidade, o polipeptideo compreende uma
sequéncia de aminoacidos pelo menos 80%, 85%, 90%, 95%, 96%,
97%, 98%, 99% ou 100% idéntica a sequéncia de aminoacidos
apresentada na SEQ ID NO: 273 [PRD-1474], SEQ ID NO: 118
[3116_A06], SEQ ID NO: 281 [Sequéncia de Adnectina nucleo de PRD-
1474 e 3116_A06 precedida pela sequéncia de extensdo N-terminal
(GVSDVPRDL) e seguido por um C-terminal cauda (El)] ou SEQ ID NO:
331 [Sequéncia de Adnectina nucleo de PRD-1474 e 3116_A06 sem
uma sequéncia lider N-terminal ou de cauda C-terminal]. Em ainda outra
modalidade, o polipeptideo compreende uma sequéncia de
aminoacidos pelo menos 80%, 85%, 90%, 95%, 98%, 99% ou 100%
idéntica as regides sem alga BC, DE e FG de SEQ ID NO: 118, 273,
281, ou 331.

[0036] Em um outro aspecto, a invengao proporciona polipeptideos
que se ligam a um sitio de ligacdo de Adnectina descontinua na
miostatina. Em algumas modalidades, os polipeptideos se ligam uma
regido dentro dos aminoacidos 55-66 da miostatina (SEQ ID NO: 3). Em
algumas modalidades, os polipeptideos se ligam uma regido dentro dos
aminoacidos 85-101 de miostatina (SEQ ID NO: 3). Em ainda outras
modalidades, os polipeptideos ligam-se dentro de duas regides,
aminoacidos 85-101 e 55-66, de miostatina (SEQ ID NO: 3).

[0037] Em algumas modalidades, os polipeptideos da invengao nao
competem para a ligagdo a miostatina com ActRIIB. Em algumas
modalidades, os polipeptideos da invengdo competem para a ligagéo a
miostatina com ALK4 e/ou ALKS.

[0038] Em algumas modalidades, os polipeptideos descritos acima
podem compreender uma ou mais por¢des farmacocinéticas (PK) tais
como polietileno glicol, acido sialico, Fc, fragmento Fc, transferrina,
albumina sérica, uma proteina de ligagado de albumina sérica, e uma

proteina de ligagdo de imunoglobulina do soro. Em uma modalidade, a
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porcdo PK é uma proteina de ligacdo de albumina do soro que
compreende um dominio 'Fn3 que se liga a, por exemplo, HSA. Em
uma outra modalidade, a por¢do PK é Fc e pode estar em qualquer
extremidade N ou C-terminal do polipeptideo, e opcionalmente formar
um dimero. Em ainda outras modalidades, a por¢do PK é polietileno
glicol. Em algumas modalidades, a por¢do PK e polipeptideo estao
ligados através de pelo menos uma ligacao dissulfureto, uma ligagao
peptidica, um polipeptideo, um agucar polimérico ou uma porcéo de
polietilenoglicol.

[0039] Em um outro aspecto, a invengado proporciona uma
composicao farmacéutica compreendendo um polipeptideo descrito
acima, que é opcionalmente isento de endotoxina.

[0040] Em um outro aspecto, a invengao proporciona uma molécula
de acido nucleico isolada que codifica um polipeptideo descrito acima,
um vetor de expressdo compreendendo uma sequéncia de
nucleotideos, e uma célula que compreende o acido nucleico que
codifica o polipeptideo. Em um outro aspecto, a invengao proporciona
um meétodo de produzir o polipeptideo antimiostatina por cultura da
célula.

[0041] Em um outro aspecto, a invengao proporciona um método de
atenuacao ou inibicdo de uma doenca ou disturbio relacionado com a
miostatina em um individuo por administracdo de uma quantidade eficaz
do polipeptideo ou composicdo que compreende um polipeptideo
descrito acima. Em algumas modalidades, a doencga a ser tratada é a
distrofia muscular, esclerose lateral amiotréfica, miosite de corpos de
inclusdo (IBM), doenga pulmonar obstrutiva congestiva, insuficiéncia
cardiaca crbnica, cancer, AIDS, insuficiéncia renal, doenga renal
crénica, uremia, artrite reumatoide, sarcopenia, desperdicio muscular
devido ao repouso absoluto prolongado, lesdao da medula espinhal,

acidente vascular cerebral, fratura 6ssea, envelhecimento, diabetes,
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obesidade, hiperglicemia, caquexia, osteoartrite, osteoporose, enfarte
do miocardio, ou fibrose.

[0042] Em um outro aspecto, a invengao proporciona um método de
atenuagao ou inibicdo de um disturbio associado com a degeneragao
ou atrofia dos musculos em um paciente.

[0043] Em um outro aspecto, a invengao proporciona um método de
administragcdo do polipeptideo para aumentar a massa muscular,
aumentar o numero de células musculares, aumentar o tamanho das
células musculares, aumentar a forca muscular, o desempenho fisico
el/ou resisténcia no individuo.

[0044] Em um outro aspecto, a invengao proporciona um método de
atenuacao ou inibicao de um disturbio metabdlico em um individuo. Em
algumas modalidades, o disturbio metabdlico é diabetes (por exemplo,
diabetes do tipo Il), hiperglicemia, hiperinsulinemia, hiperlipidemia,
resisténcia a insulina, metabolismo deficiente da glicose, lipodistrofia,
obesidade, ou sindrome metabdlica. Em algumas modalidades, uma
segunda composicado terapéutica pode ser administrada. Em outras
modalidades, a administragdo dos resultados polipeptidicos em um
aumento da sensibilidade a insulina, aumento da captagcédo de glicose
pelas células, uma diminuigdo dos niveis de glicose no sangue, e/ou
diminui¢ao da gordura corporal.

[0045] Em um outro aspecto, a invengédo proporciona um método
para aumentar a massa muscular magra em um individuo, que
compreende administrar uma quantidade eficaz de um polipeptideo ou
composic¢ao descrita acima.

[0046] Em um outro aspecto, a invengcdo proporciona um método
para aumentar a propor¢do de massa muscular magra para gorda em
um individuo, que compreende administrar uma quantidade eficaz de
um polipeptideo ou composicao descrita acima.

[0047] Em um outro aspecto, a invengdo proporciona kits que
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compreendem um polipeptideo ou composi¢cdo descrita acima, e as
instrucdes para utilizagao.

[0048] Em um outro aspecto, a invengao proporciona métodos de
detecgao ou medi¢cao da miostatina em uma amostra que compreende
contatar a amostra com um polipeptideo acima descrito, e detectar ou
medir a ligagao do polipeptideo a miostatina.

[0049] Em um outro aspecto, a invengao refere-se a Adnectinas de
ligagao antimiostatina para utilizagado na atenuagao ou inibicado de uma
doenca ou disturbio relacionado com a miostatina, atenuagdo ou
inibicdo de um disturbio associado com a degeneragao ou atrofia dos
musculos, aumento da massa muscular, aumento do numero células
musculares, aumento do tamanho das células musculares, aumento da
forca muscular, desempenho fisico e/ou resisténcia, atenuagdo ou
inibicdo de um disturbio metabdlico, aumento da massa muscular
magra, e/ou aumento da relagdo entre a massa muscular magra para
gorda, em um individuo. Em algumas modalidades, as Adnectinas
antimiostatina s&o aquelas descritas, por exemplo, as Adnectinas
antimiostatina estabelecidas em SEQ ID NOs: 80-123, 228-239, e 252-
273.

[0050] Em um outro aspecto, a invencao refere-se com a utilizagao
das Adnectinas de ligagao antimiostatina para a preparagdo de um
medicamento para atenuar ou inibir uma doenca ou disturbio
relacionado com a miostatina, atenuacao ou inibicdo de uma disturbio
associado com a degeneracdo ou atrofia dos musculos, aumento da
massa muscular, aumento do numero de células musculares, aumento
do tamanho das células musculares, aumento da forga muscular,
desempenho fisico e/ou resisténcia, atenuacdo ou inibicdo de um
disturbio metabdlico, aumento da massa muscular magra, e/ou aumento
da relagéo entre a massa muscular magra para gorda, em um individuo.

Em algumas modalidades, as Adnectinas antimiostatina sdo aquelas
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descritas, por exemplo, as Adnectinas antimiostatina estabelecidas em
SEQ ID NOs: 80-123, 228-239, e 252-273.
BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

[0051] A Figura 1 mostra um alinhamento de sequéncias de

aminoacidos de Adnectina antimiostatina exemplares. As sequéncias de
aminoacidos de alga BC, DE, e FG s&o identificadas por sublinhando,
italico / sublinhado ou negrito / sublinhado, respectivamente.

[0052] A Figura 2 representa uma analise baseada em WebLogo
dos residuos variados da alca BC da familia de Adnectinas
antimiostatina 1979_BO06. Indicada € a frequéncia de aminoacidos em
cada posicao da algca BC que variaram durante PROfusao. A imagem
foi criada usando WebLogo (Crooks GE, Hon G, Chandonia JM, Brenner
SE. WebLogo: A Sequéncia logo generator. Genome Research 2004;
14:1188-1190).

[0053] A Figura 3 representa uma analise baseada em WebLogo
dos residuos variados da alca DE da familia de Adnectinas
antimiostatina 1979_B06. Indicada € a frequéncia de aminoacidos em
cada posicao da alca DE que variaram durante profusao.

[0054] A Figura 4 representa uma analise baseada em WebLogo
dos residuos variados da alca FG da familia de Adnectinas
antimiostatina 1979_B06. Indicada € a frequéncia de aminoacidos em
cada posicao da alca FG que variaram durante profusao.

[0055] A Figura 5 representa uma analise baseada em WebLogo
dos residuos variados da alca BC da familia de Adnectinas
antimiostatina 2062_G02. Indicada € a frequéncia de aminoacidos em
cada posicao da alca BC que variaram durante profusao.

[0056] A Figura 6 representa uma analise baseada em WebLogo
dos residuos variados da alca DE da familia de Adnectinas
antimiostatina 2062_G02. Indicada € a frequéncia de aminoacidos em

cada posic¢ao da alca DE que variaram durante profusio.
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[0057] A Figura 7 representa uma analise baseada em WebLogo
dos residuos variados da alca FG da familia de Adnectinas
antimiostatina 2062_G02. Indicada é a frequéncia de aminoacidos em
cada posicao da alca FG que variaram durante profusao.

[0058] A Figura 8 representa um grafico que mostra a correlagéo
dos dados bioquimicos e baseados em células para as proteinas
mutantes de alanina discretas de Adnectina 3116_A06, com a sua
aptidao relativa em varredura mutacional profunda de acordo com a
posicao da sequéncia.

[0059] A Figura 9 representa um grafico que mostra a correlagao de
ER"™ a partir de varredura mutacional profunda de NGS de mutagdes
de alanina de Adnectina 3116_A06 com o IC50 medido por HTRF.
Faixas sdao mutagcdes no sitio unico preferiveis, mais preferiveis, e a
mais preferivel para ligagado a miostatina.

[0060] A Figura 10 representa um grafico de um ensaio de ligagao
competitiva (ELISA competitivo) que mostra que Adnectinas PRD-1285,
PRD-1286, e PRD-1288 nao bloqueia ligagdo de miostatina a ActRlIIb-
Fc. Indicada é a % de competicdo de ligagado ActRllIb-Fc a miostatina.
Como esperado, o construto ActRIIb-Fc de controle positivo competiu
com a ligagéo de ActRIIb-Fc a miostatina.

[0061] A Figura 11 representa um grafico que mostra os efeitos de
varias concentracdes de Adnectinas PRD-1285, PRD-1286, e PRD-
1288 na atividade de miostatina em um ensaio ARE-luciferase. As
condi¢des experimentais sdo como descritas no Exemplo 3. Cada uma
PRD-1285, PRD-1286, e PRD-1288 inibiu 100% da atividade ARE-
luciferase induzida por miostatina.

[0062] A Figura 12 é um diagrama esquematico que descreve o
mecanismo de agao pelo qual as Adnectinas da presente invencao
inibem a atividade da miostatina. O complexo de sinalizacdo nativo é

mostrado na Fig. 12A. Especificamente, a ligacdo de miostatina a
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ActRIIb é seguido por recrutamento de quinase 4 tipo receptor activina
(ALK4) ou ligacado de ALK5 e ActRllb e ALK4/5 a regides distintas da
miostatina. As Adnectinas da presente invengao impedem a ligacao de
ALK4/5, mas ndo ActRlIIb, a miostatina (Fig. 12B).

[0063] A Figura 13 mostra um modelo computacional que descreve
o complexo de 3116_A06 e miostatina. Fig. 13A mostra a estrutura da
miostatina sozinha (cinza), com os sitios de ligagao de ALK4 e sitios de
ligacdo de ActRIIB indicados. As regides onde 3116_A0O6 se liga a
miostatina (ou seja, as regides 1 e 2) sao indicadas em preto, como
determinado a partir de experiéncias descritas no Exemplo 11. A Fig.
13B mostra um complexo preferido de 3116_A06 (preto) e miostatina
(cinza) derivado de um protocolo de ancoragem tal como descrito no
Exemplo 12. Regides de miostatina 1 e 2, como identificadas por HDX-
MS (Exemplo 11) estédo representadas no espago de enchimento de um
lado da molécula apenas, € as algas BC, DE, e FG de 3116_A06 estao
representados na renderizagdo em vara. Embora esta figura mostre
uma Adnectina ligada a um dos dois sitios de ligagao de Adnectina, deve
ser notado que um ou outro sitio de ligagao de Adnectina individual, ou
ambos os sitios de ligagao de Adnectina, poderiam ser ocupados.
[0064] A Figura 14 representa um grafico de barras que mostra
aumentos percentuais em peso corporal no dia 15 em camundongos
tratados com as Adnectinas antimiostatina indicadas em comparagao
com camundongos de controle. Camundongos SCID B6 foram tratados
semanalmente ou quinzenalmente com inje¢des subcutaneas de
Adnectinas antimiostatina durante 14 dias, como descrito no Exemplo
13. Pesos corporais foram medidos ao longo do periodo de tratamento;
valores calculados variacdo percentual para o dia 15 estdo
representados. (* = Indica diferengas estatisticas de respectivo grupo
controle; p < 0,01 t-teste).

[0065] A Figura 15 representa um grafico de barras que mostra o
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aumento de volume do musculo da perna (em cm?®) no dia 15 em
camundongos tratados com as Adnectinas antimiostatina indicadas em
comparagao com camundongos de controle. Camundongos SCID B6
foram tratados semanalmente ou quinzenalmente com inje¢des
subcutdneas de Adnectinas antimiostatina durante 14 dias tal como
descrito no Exemplo 13. (* = indica diferengcas estatisticamente
respectivo grupo de controle; p < 0,05 t-teste).

[0066] A Figura 16 representa um grafico de barras que mostra o
aumento de volume do musculo da perna (em cm?®) no dia 28 em
camundongos tratados com as varias doses indicadas de PRD-1474.
Camundongos SCID B6 foram tratados semanalmente ou
quinzenalmente com injegdes subcutaneas de PRD-1474 durante 28
dias tal como descrito no Exemplo 14. (* p < 0,0001; # nao significativa
entre os grupos).

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

Definigoes

[0067] A menos que definido em contrario, todos os termos técnicos
e cientificos aqui utilizados tém o mesmo significado que o normalmente
entendido por um versado na técnica. Embora quaisquer métodos e
composi¢des semelhantes ou equivalentes aos aqui descritos possam
ser utilizados na pratica ou no teste da presente invencao, os métodos
preferidos e composi¢cdes sdo aqui descritos.

[0068] "Miostatina de comprimento completo”, tal como aqui
utilizado refere-se a uma sequéncia de polipeptideo de comprimento
completo descrito em McPherron et al. (1997), supra, bem como
polipeptideos de comprimento completo relacionados incluindo
variantes alélicas e interespécies homologas. O termo "miostatina" ou
"miostatina madura" refere-se a fragmentos da miostatina madura
biologicamente ativa, bem como polipeptideos relacionados incluindo

variantes alélicas, variantes de juncao, e peptideos e polipeptideos de
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fusdo. A proteina C-terminal madura foi relatada para ter 100% de
identidade de sequéncia entre muitas espécies, incluindo humano,
camundongo, galinha, porcino, peru, e rato (Lee et al., PNAS 2001; 98:
9306). A sequéncia para prepromiostatina humana é:

[0069] MQKLQLCVYIYLFMLIVAGPVDLNENSEQKENVEKEGLCN
ACTWRQNTKSSRIEAIKIQILSKLRLETAPNISKDVIRQLLPKAPPLRELI
DQYDVQRDDSSDGSLEDDDYHATTETIITMPTESDFLMQVDGKPKC
CFFKFSSKIQYNKVVKAQLWIYLRPVETPTTVFVQILRLIKPMKDGTR
YTGIRSLKLDMNPGTGIWQSIDVKTVLQNWLKQPESNLGIEIKALDEN
GHDLAVTFPGPGEDGLNPFLEVKVTDTPKRSRRDFGLDCDEHSTES
RCCRYPLTVDFEAFGWDWIIAPKRYKANYCSGECEFVFLQKYPHTH
LVHQANPRGSAGPCCTPTKMSPINMLYFNGKEQIIYGKIPAMVVDRC
GCS (SEQ ID NO: 1)

[0070] A sequéncia para pro-miostatina humana é:

[0071] NENSEQKENVEKEGLCNACTWRQNTKSSRIEAIKIQILSK
LRLETAPNISKDVIRQLLPKAPPLRELIDQYDVQRDDSSDGSLEDDDY
HATTETITMPTESDFLMQVDGKPKCCFFKFSSKIQYNKVVKAQLWIY
LRPVETPTTVFVQILRLIKPMKDGTRYTGIRSLKLDMNPGTGIWQSID
VKTVLQNWLKQPESNLGIEIKALDENGHDLAVTFPGPGEDGLNPFLE
VKVTDTPKRSRRDFGLDCDEHSTESRCCRYPLTVDFEAFGWDWIIA
PKRYKANYCSGECEFVFLQKYPHTHLVHQANPRGSAGPCCTPTKMS
PINMLYFNGKEQIIYGKIPAMVVDRCGCS (SEQ ID NO: 2)

[0072] A sequéncia para miostatina madura (conservada em
humano, murino, rato, galinha, peru, cdo, cavalo, e porco) é:

[0073] DFGLDCDEHSTESRCCRYPLTVDFEAFGWDWIIAPKRY
KANYCSGECEFVFLQKYPHTHLVHQANPRGSAGPCCTPTKMSPIN
MLYFNGKEQII'YGKIPAMVVDRCGCS (SEQ ID NO: 3).

[0074] "Polipeptideo" tal como aqui utilizado refere-se a qualquer
sequéncia de dois ou mais aminoacidos, independentemente do

comprimento, modificacdo pods-traducédo, ou funcdo. "Polipeptideo”,
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"peptideo" e "proteina" sdo aqui utilizados indiferentemente. Os
polipeptideos podem incluir aminoacidos naturais e aminoacidos nao
naturais, tais como os descritos na Pat. No. 6.559.126, aqui incorporada
por referéncia. Os polipeptideos também podem ser modificados de
qualquer de uma variedade de formas quimicas convencionais (por
exemplo, um aminoacido pode ser modificado com um grupo protetor; o
aminoacido carboxi-terminal pode ser feito em um grupo amida terminal;
o residuo amino-terminal pode ser modificado com grupos para, por
exemplo, aumentar a lipofilicidade; ou o polipeptideo pode ser
quimicamente glicosilado ou de outra maneira modificado para
aumentar a estabilidade ou meia-vida in vivo). Modificagdes
polipeptidicas podem incluir a fixagdo de uma outra estrutura, tal como
um composto ciclico ou outra molécula para o polipeptideo e também
pode incluir polipeptideos que contém um ou mais aminoacidos em uma
configuracdo alterada (isto é, R ou S; ou, L ou D). Os peptideos da
invengéo sao proteinas derivadas do décimo dominio de fibronectina de
tipo Il que foram modificadas para se ligar a miostatina e sdo aqui
referidas como "Adnectina antimiostatina" ou "Adnectina de miostatina".
[0075] Uma "cadeia de polipeptideo", como aqui utilizada, refere-se
a um polipeptideo, em que cada um dos dominios da mesma € unido a
outro dominio (s) de ligacao (6es) peptidica, ao contrario de interagbes
nao covalentes ou ligagdes de dissulfureto.

[0076] Um polipeptideo "isolado" é um que foi identificado e
separado e/ou recuperado de um componente do seu ambiente natural.
Os componentes contaminantes do seu ambiente natural sdo materiais
que iriam interferir com as utilizagées de diagnostico ou terapéuticas
destinadas ao polipeptideo, e podem incluir enzimas, hormdnios e
outros solutos proteicos ou ndo proteicos. Em modalidades preferidas,
o polipeptideo sera purificado (1) até mais de 95% por peso de

polipeptideo, tal como determinado pelo método de Lowry, e mais
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preferivelmente mais do que 99% em peso, (2) até um grau suficiente
para obter pelo menos os residuos da sequéncia de aminoacidos N-
terminal ou interna por utilizagdo de um sequenciador de copo rotativo,
ou (3) para homogeneidade por SDS-PAGE sob condigbes redutoras ou
nao redutoras utilizando azul de Coomassie ou, de preferéncia,
coloracao prata. O polipeptideo isolado inclui o polipeptideo in situ
dentro de células recombinantes uma vez que pelo menos um
componente do ambiente natural do polipeptideo ndo estara presente.
Comumente, contudo, o polipeptideo isolado sera preparado por pelo
menos uma etapa de purificacao.

[0077] "Percentagem (%) de identidade de sequéncia de
aminoacidos" € aqui definida como a percentagem de residuos de
aminoacidos em uma sequéncia candidata que s&o idénticos aos
residuos de aminoacidos em uma sequéncia selecionada, apdés
alinhamento das sequéncias e introdugao de intervalos, se necessario,
para alcancar a identidade de sequéncia percentual maxima, e nao
considerando quaisquer substituicbes conservadoras como parte da
identidade de sequéncia. O alinhamento para fins de determinacao de
percentual da identidade de sequéncia de aminoacidos pode ser
conseguido de varias formas que estao dentro da pericia na técnica, por
exemplo, utilizando programas de computador disponiveis
publicamente tais como os programas de software BLAST, BLAST-2,
ALIGN, ALIGN-2 ou Megalign (DNASTAR ™). Os versados na técnica
podem prontamente determinar os parametros apropriados para medir
o alinhamento, incluindo quaisquer algoritmos necessarios para
conseguir o alinhamento maximo ao longo do comprimento total das
sequéncias a ser comparada. Por exemplo, a % de identidade de
sequéncia de aminoacido de uma dada sequéncia de aminoacidos A a,
com, ou contra uma dada sequéncia de aminoacidos B (que pode ser

alternativamente escrita como uma dada sequéncia de aminoacidos A
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que tem ou compreende uma determinada % de identidade de
sequéncia de aminoacido a, com, ou contra uma dada sequéncia de
aminoacidos B) é calculada como se segue: 100 vezes a fracdo X/Y
onde X é o numero de residuos de aminoacido pontuados como
correspondéncias idénticas pelo programa de alinhamento de
sequéncia ALIGN-2 naquele alinhamento do programa de A e B, e onde
Y € o numero total de residuos de aminoacidos em B. Sera apreciado
que quando o comprimento da sequéncia de aminoacidos A nao é igual
ao comprimento da sequéncia de aminoacidos B, a % de identidade de
sequéncia de aminoacido de A para B nao sera igual a % de identidade
de sequéncia de aminoacido de B para A.

[0078] Tal como aqui utilizado, "substituigdo conservadora" designa
a substituicdo de um residuo de aminoacido por outro, sem alterar a
conformacao total e fungado do peptideo, incluindo, mas n&o limitado a,
a substituicdo de um aminoacido por um que possua propriedades
semelhantes (tais como, por exemplo, a polaridade, o potencial de
ligacdo de hidrogénio, acido, base, forma, hidrofébico, aromatico, e
semelhantes). Os aminoacidos com propriedades semelhantes séo bem
conhecidos na técnica. Por exemplo, arginina, histidina e lisina sao
aminoacidos basicos hidrofilos e podem ser permutaveis. Da mesma
forma, isoleucina, um aminoacido hidrofébico, pode ser substituida por
leucina, metionina ou valina. Aminoacidos hidrofilicos neutros, que
podem ser substituidos uns pelos outros incluem, asparagina,
glutamina, serina e treonina. Por "substituido" ou "modificado" a
presente invencado inclui os aminoacidos que foram alterados ou
modificados a partir de aminoacidos que ocorrem naturalmente. Como
tal, deveria ser entendido que, no contexto da presente invencido, uma
substituicdo conservadora é reconhecida na técnica como uma
substituicio de um aminoacido por outro aminoacido que tem

propriedades semelhantes.
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[0079] Tal como aqui utilizado, o termo "sitio de ligacdo de
Adnectina" refere-se ao sitio ou por¢ao de uma proteina (por exemplo,
a miostatina) que interage ou se liga a uma determinada Adnectina (por
exemplo, como um epitopo reconhecido por um anticorpo). Sitios de
ligagdo de adnectina podem ser formados a partir de aminoacidos
contiguos ou aminoacidos nao contiguos justapostos por
desdobramento terciario de uma proteina. Sitios de ligacdo de
Adnectina formados por aminoacidos contiguos sao tipicamente
mantidos a exposicdo a solventes desnaturantes, enquanto que os
sitios de ligacdo de Adnectina formadas por desdobramento terciario
sao tipicamente perdidos no tratamento de solventes desnaturantes.
[0080] Um sitio de ligacdo de Adnectina para uma Adnectina
antimiostatina da invencdo pode ser determinado por aplicagdo de
técnicas convencionais, tipicamente utilizadas para mapeamento de
epitopos de anticorpos incluindo, mas nao se limitando a mapeamento
de protease e analise mutacional. Alternativamente, um sitio de ligagao
de Adnectina pode ser determinado por ensaio de competicdo usando
uma Adnectina de referéncia ou anticorpo que se liga ao mesmo
polipeptideo, por exemplo, a miostatina (conforme descrito infra mais
detalhadamente na sec¢ao "Adnectinas de competicdo cruzada e/ou
Adnectinas que se ligam ao mesmo Sitio de ligagao de Adnectina". Se
a Adnectina teste e a molécula de referéncia (por exemplo, um outro
anticorpo ou Adnectina) competem, em seguida, elas ligam-se ao
mesmo sitio de ligacdo de Adnectina ou a ou sitios de ligacédo de
Adnectina suficientemente proximais tais que a ligagdo de uma molécula
interfere com a outra.

[0081] Os termos "liga-se especificamente”, "ligagdo especifica",
"ligacao seletiva", e "liga-se seletivamente”, como aqui indiferentemente
utilizados refere-se a uma Adnectina que apresenta uma afinidade para

a miostatina, mas néao se liga de forma significativa (por exemplo, menos
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do que cerca de 10 % de ligag&do) a um polipeptideo diferente, conforme
medido por uma técnica disponivel na area, tais como, mas nao limitada
a, analise de Scatchard e/ou ensaios de ligacdo competitiva (por
exemplo, ELISA de competi¢cao, ensaios BIACORE). O termo também
€ aplicavel onde, por exemplo, um dominio de ligacdo de uma Adnectina
da invencéao é especifico para a miostatina.

[0082] O termo "liga-se preferivelmente" como aqui utilizado refere-
se a situacdo em que uma Adnectina da invengao se liga a miostatina
pelo menos cerca de 20% mais do que se liga a um polipeptideo
diferente, conforme medido por uma técnica disponivel na area, tais
como, mas nao limitados a, andlise de Scatchard e/ou ensaios de
ligagdo competitiva (por exemplo, a ELISA de competicdo, ensaio
BIACORE).

[0083] Tal como aqui utilizado, o termo "reatividade cruzada" refere-
se a uma Adnectina que se liga a mais do que uma proteina distinta que
possui posi¢cdes de ligagdo de Adnectina idénticos ou muito
semelhantes.

[0084] O termo "KP, "tal como aqui utilizado, destina-se a referir a
constante de equilibrio de dissociagdo de uma determinada interagao
de proteina Adnectina (por exemplo, a miostatina) ou a afinidade de uma
Adnectina para uma proteina (por exemplo, a miostatina), como medido
usando um ensaio de ressonancia de plasmon de superficie ou um
ensaio de ligacao celular. Um "desejado KP", como aqui utilizado, refere-
se a uma Kp de uma Adnectina que é suficiente para os fins previstos.
Por exemplo, um desejado Kp pode referir-se a Kp de uma Adnectina
requerida para desencadear um efeito funcional em um ensaio in vitro,
por exemplo, um ensaio de luciferase baseado em células.

[0085] O termo "kass", tal como aqui utilizado, destina-se a referir a
constante de velocidade de associagao para a associagao de uma

Adnectina no complexo proteina / Adnectina.
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[0086] O termo "kdiss", tal como aqui utilizado, destina-se a referir a
constante de velocidade de dissociacdo para a dissociacdo de uma
Adnectina do complexo proteina / Adnectina.

[0087] O termo "ICso", tal como aqui utilizado, refere-se a
concentracdo de uma Adnectina que inibe uma resposta, tanto em in
vitro ou um ensaio in vivo, a um nivel que é 50% da resposta inibidora
maxima, ou seja, a meio caminho entre a resposta inibitoria maxima e a
resposta nao tratada.

[0088] O termo "atividade da miostatina" como aqui utilizado refere-
se a uma ou mais das atividades morfogenéticas ou de regulagédo de
crescimento associadas com a ligagao da proteina ativa da miostatina a
ActRIlb e o subsequente recrutamento de Alk4 ou Alg5. Por exemplo, a
miostatina ativa € um regulador negativo da massa muscular
esquelética. Miostatina ativa também pode modular a producdo de
enzimas especificas do musculo (por exemplo, a creatina quinase),
estimular a proliferagdo de mioblastos, e modular a diferenciagcdo de
pré-adipdcitos para adipocitos. A atividade da miostatina pode ser
determinada usando métodos reconhecidos na técnica, tais como os
aqui descritos.

[0089] As frases "inibir a atividade da miostatina" ou "antagonizar a
atividade da miostatina" ou "antagonizar miostatina" sao utilizadas
indiferentemente para referir a capacidade das Adnectinas
antimiostatina da presente invengdo para neutralizar ou antagonizar
uma atividade de miostatina in vivo ou in vitro. Os termos "inibir" ou
"neutralizar" aqui utilizado em relagcdo a uma atividade de uma
Adnectina da invengdo significa a capacidade de antagonizar
substancialmente, proibir, impedir, restringir, diminuir, desorganizar,
eliminar, parar, reduzir ou reverter, por exemplo, a progressao ou
gravidade que esta sendo inibida incluindo, mas nao limitado a, uma

atividade biolégica ou propriedade, uma doenga ou uma condi¢do. A
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inibicdo ou neutralizagéo €, de preferéncia, pelo menos cerca de 10%,
20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95% ou superior.

[0090] Por exemplo, uma Adnectina antimiostatina da invencgao
pode reduzir os niveis de miostatina biologicamente ativa normalmente
encontrados em um individuo vertebrado, ou uma reducéo dos niveis
circulantes de miostatina biologicamente ativa em individuos com
doencgas que resultam em niveis de circulagéo elevados de miostatina
em circulagdo. A reducao da atividade da miostatina pode ser
determinada utilizando ensaios in vitro, por exemplo, ensaios de ligagao,
como aqui descrito. Alternativamente, uma redugdo na atividade da
miostatina pode resultar em um aumento do peso corporal, massa
muscular melhorada, aumento da forca muscular, uma alteragdo na
propor¢gdo de musculo de gordura, aumento da massa muscular sem
gordura, um aumento no tamanho e/ou 0 numero de células musculares,
e/ou uma redugao no teor de gordura corporal.

[0091] O termo "PK" é um acrbnimo para "farmacocinético" e
abrange propriedades de um composto, incluindo, a titulo de exemplo,
absorgao, distribuicdo, metabolismo, e eliminagdo por um individuo.
Uma "proteina modulagdo PK" ou "porcéo PK", tal como aqui utilizado
refere-se a qualquer proteina, peptideo, ou uma fracdo que afeta as
propriedades farmacocinéticas de uma molécula biologicamente ativa,
quando fundida com ou administrada em conjunto com a molécula
biologicamente ativa. Exemplos de uma proteina modulagdo PK ou
porcao PK incluem PPOR EXEMPLO, aglutinantes de albumina do soro
humano (HSA) (tais como os descritos na Publicagdgo US Nos.
2005/0287153 e 2007/0003549, Publicagdo PCT Nos. WO 2009/083804
e WO 2009/133208), albumina de soro humano, Fc ou fragmentos de
Fc e suas variantes, e agucares (por exemplo, acido sialico).

[0092] A "meia-vida" de uma sequéncia de aminoacidos ou

composto pode geralmente ser definida como o tempo necessario para
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a concentragao sérica do polipeptideo a ser reduzida em 50%, in vivo,
por exemplo, devido a degradacdo da sequéncia ou composto e/ou
separagcdo ou sequestro da sequéncia ou composto por mecanismos
naturais. A meia-vida pode ser determinada de qualquer modo
conhecido per se, tal como por analise farmacocinética. Técnicas
adequadas serao evidentes para o versado na técnica, e podem, por
exemplo, envolver geralmente as etapas de adequadamente
administrar a um individuo uma dose adequada da sequéncia de
aminoacidos ou composto da invengao; coletar amostras de sangue ou
outras amostras do individuo em intervalos regulares; determinar o nivel
ou concentracdo da sequéncia de aminoacidos ou composto da
invencédo na referida amostra de sangue; e calcular, a partir dos (um
esquema de) dados assim obtidos, o tempo até que o nivel ou a
concentracdo da sequéncia de aminoacidos ou composto da invencao
tenha sido reduzido em 50% em comparagao com o nivel inicial apés
administracdo. A referéncia é, por exemplo, feita aos manuais
convencionais, tais como Kenneth, A. et al.,, Chemical Stability of
Pharmaceuticals: A Handbook for Pharmacists and in Peters et al.,
Pharmacokinete Analysis: A Practical Approach (1996). Referéncia é
também feita a Gibaldi, M. et al., Pharmacokinetics, 2nd Rev. Edition,
Marcel Dekker (1982).

[0093] A meia-vida pode ser expressa usando parametros tais como
o tip-alfa, ti2-beta, HL _Lambda_z, e a area sob a curva (AUC). Na
presente especificagdo, um "aumento da meia-vida" refere-se a um
aumento em qualquer um destes parametros, quaisquer dois destes
parametros, quaisquer trés destes parametros, ou todos os quatro
destes parametros. Um "aumento da meia-vida" refere-se, em particular,
a um aumento na tio-beta, e/ou HL Lambda z, com ou sem um
aumento na t12-alfa e/ou a AUC ou ambos.

[0094] As notacdes "mpk", "mg/kg" ou "mg por kg" referem-se a
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miligramas por quilograma. Todas as notagbes s&o utilizadas
alternadamente ao longo da presente divulgacgao.

[0095] Os termos "individuo", "sujeito" e "paciente", aqui utilizados
alternadamente, referem-se a um animal, preferivelmente um mamifero
(incluindo um primata e um n&o primata) ou espécies de aves, incluindo,
mas nao limitados a, murideos, simios, seres humanos, animais de
fazenda mamiferos (por exemplo, bovinos, suinos, ovinos), animais de
esporte mamiferos (por exemplo, equino), e animais de estimagao
mamiferos (por exemplo, caninos e felinos); de preferéncia, o termo
refere-se a seres humanos. O termo também se refere a espécies
aviarias, incluindo, mas nao limitadas a, galinhas e perus. Em uma
determinada modalidade, o individuo, de preferéncia um mamifero,
preferivelmente um ser humano, é ainda caracterizado por uma doenca
ou disturbio ou condigao que iria se beneficiar de uma diminuicado do
nivel ou diminuicdo da bioatividade de miostatina. Em uma outra
modalidade o individuo, de preferéncia um mamifero, preferivelmente
um ser humano, é ainda caracterizado como estando em risco de
desenvolver um disturbio, doenga ou condicdo que poderia se beneficiar
de uma diminuicdo do nivel de miostatina ou uma diminuigdo da
bioatividade da miostatina.

[0096] O termo "quantidade terapeuticamente eficaz" refere-se a,
pelo menos, a dose minima, mas inferior a uma dose téxica, de um
agente que é necessario para conferir um beneficio terapéutico a um
individuo. Por exemplo, uma quantidade terapeuticamente eficaz de
uma Adnectina antimiostatina da invencido € uma quantidade que em
mamiferos, de preferéncia seres humanos, resulta em um ou mais dos
seguintes: um aumento no volume de musculo e/ou a forga muscular,
uma diminuicdo em gordura corporal, aumento da sensibilidade a
insulina, ou o tratamento de condicbes em que a presencga de miostatina

provoca ou contribui para um efeito indesejavel ou patolégico uma
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diminuigcdo nos niveis de miostatina resulta em um efeito terapéutico
benéfico.

[0097] O termo "fragil" ou "fragilidade" como aqui utilizado refere-se
a uma condi¢ao que pode ser caracterizada por dois ou mais sintomas
de fraqueza, perda de peso, diminuicdo da mobilidade, fadiga, baixos
niveis de atividade, baixa resisténcia e resposta comportamental
prejudicada a estimulos sensoriais. Uma caracteristica de fragilidade &
"sarcopenia”, ou a perda relacionada com a idade de massa muscular.
[0098] O termo "caquexia" como aqui utilizado refere-se a condicao
de perda de massa muscular e perda acelerada da massa corporal
magra que pode resultar de varias doengas.

Visao global

[0099] A presente invengao proporciona novos polipeptideos que se
ligam e antagonizam a miostatina (aqui referida como "Adnectinas
antimiostatina"). A fim de identificar os antagonistas de miostatina, a
miostatina foi apresentada para grandes bibliotecas sintéticas de
Adnectinas. Adnectinas que prendiam a miostatina foram selecionadas
para a ligacdo da miostatina, para propriedades biofisicas, e para a
atividade inibitéria da miostatina. As Adnectinas antimiostatina foram
mutadas e submetidas a uma pressao seletiva baixando a concentragao
alvo e selecionando Adnectinas antimiostatina com taxas lentas. A partir
deste processo de optimizacdo, uma familia de Adnectinas foi
identificada como inibidores especificos da miostatina com atividade
bioquimica e biofisica favoravel. As Adnectinas antimiostatina reveladas
no presente pedido sado uteis para o tratamento de disturbios, doencas
e condi¢cbes para as quais a inibicdo da atividade da miostatina é
conhecida por ser benéfica, incluindo, mas nao se limitando a, o
tratamento de doencgas de desperdicio muscular, disturbios metabdlicos
e atrofia muscular devido a inatividade.

[00100] Conforme divulgado em Rebbapragada et al. (MCB
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2003;23:7230-42), a via de sinalizagcdo da miostatina envolve a ligagéo
de miostatina a ActRllb, seguido por recrutamento de quinase 4 tipo
receptor de activina (ALK4) ou ALK5. A ligagdo ao ALKs induz
fosforilagdo de Smad2/Smad3, seguindo por ativacdo da via de
sinalizacdo de TGFP (vide, por exemplo, Rebbapragada et al., MCB
2003; 23:. 7230-42).

Arcaboucgos Baseados em Fibronectina

[00101] Um aspecto da aplicacao fornece Adnectinas antimiostatina
compreendendo um dominio Fn3 em que uma ou mais das algas
acessiveis de solvente foram randomizado ou mutado. Em algumas
modalidades, o dominio Fn3 é um dominio Fn3 derivado do décimo
modulo do tipo selvagem do dominio de fibronectina de tipo Il humano
("°Fn3):

[00102] VSDVPRDLEVVAATPTSLLISWDAPAVTVRYYRITYGETG
GNSPVOEFTVPGSKSTATISGLKPGVDYTITVYAVTIGRGDSPASSKP
ISINYRT (SEQ ID NO: 4) (algas BC, DE e FG est&o sublinhados).

[00103] Em outras modalidades, as sequéncias de ligagado do néo

ligando de '°Fn3, ou seja, o "arcabougo '°Fn3", pode ser alterado, desde
que o '°Fn3 retenha a fungéo de ligagéo do ligando e/ou a estabilidade
estrutural. Uma variedade de arcabougos '°Fn3 mutantes tém sido
relatados. Em um aspecto, um ou mais de Asp 7, Glu 9, e Asp 23 é
substituido por outro aminoacido, tal como, por exemplo, um residuo de
aminoacido ndo negativamente carregado (por exemplo, Asn, Lys, etc.).
Estas mutacdes tém sido relatadas para ter o efeito de promover uma
maior estabilidade do mutante de '°Fn3 a pH neutro, em comparagéo
com a forma de tipo selvagem (vide, por exemplo, Publicacédo PCT No.
WO 02/04523). Uma variedade de alteragbes adicionais no arcabougo
9Fn3 que é benéfica ou neutra foi divulgada. Vide, por exemplo, Batori
et al., Protein Eng., 15(12):1015-1020 (December 2002); Koide et al.,
Biochemistry, 40(34):10326-10333 (Aug. 28, 2001).
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[00104] Ambas proteinas '"Fn3 variante e do tipo selvagem s3o
caracterizadas pela mesma estrutura, a saber, sete sequéncias de
dominio de filamento beta designadas A a G e seis regides de alca (Alca
AB, alga BC, alga CD, alga DE, alga EF, e alga FG) que ligam as sete
sequéncias de dominio de filamento beta. Os filamentos beta
posicionados mais proximos do N- e C-terminal podem adotar uma
conformagdo beta em solugdo. Em SEQ ID NO: 4, a alga AB
corresponde aos residuos 15-16, a alga BC corresponde aos residuos
21-30, a alca CD corresponde aos residuos 39-45, a alca DE
corresponde aos residuos 51-56, a alca EF corresponde aos residuos
60-66, e a alga FG corresponde aos residuos 76-87 (Xu et al., Chemistry
& Biology, 9: 933-942, 2002).

[00105] Por conseguinte, em algumas modalidades, o Adnectina
antimiostatina é um polipeptideo '°Fn3 que é pelo menos 40%, 50%,
60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, ou 90% idéntico ao dominio '°Fn3
humano, mostrado em SEQ ID NO: 4. Muito da variabilidade ira
geralmente ocorrer em uma ou mais das algas. Cada um dos beta ou
filamentos tipo beta de um polipeptideo '°Fn3 pode consistir
essencialmente em uma sequéncia de aminoacidos que € pelo menos
80%, 85%, 90%, 95% ou 100% idéntica a sequéncia de um beta ou
filamento tipo beta correspondente da SEQ ID NO: 4, desde que tal
variagao nao perturbe a estabilidade do polipeptideo em condigdes
fisiologicas.

[00106] Em algumas modalidades, a invengdo proporciona uma
Adnectina antimiostatina compreendendo um décimo dominio de
fibronectina tipo 1l ("°Fn3), em que o dominio '°Fn3 compreende uma
alca AB; uma alca, BC; uma alca, CD; uma alca DE; uma alga EF; e
uma alca FG; e tem pelo menos uma alga selecionada a partir das algas
BC, DE e FG com uma sequéncia de aminoacidos alterada em relacao

a sequéncia da alga correspondente do dominio '°Fn3 humano. Em
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algumas modalidades, as Adnectinas antimiostatina da presente
invengdo compreendem um dominio '°Fn3 que compreende uma
sequéncia de aminoacidos pelo menos 80%, 85%, 90%, 95%, 98%,
99% ou 100% idéntica as regides de alga da SEQ ID NO: 4, em que pelo
menos uma alga selecionada a partir de BC, DE e FG ¢é alterado. Em
algumas modalidades, as algas BC e FG séo alteradas, e em algumas
modalidades, as algas BC, DE, e FG sao alterados, ou seja, os dominios
"Fn3 compreendem as algas que ndo ocorrem naturalmente. Em
algumas modalidades, as algcas AB, CD e/ou EF sao alterados. Por
"alterados" significa uma ou mais alteragcbes na sequéncia de
aminoacidos em relagcdo a uma sequéncia modelo (dominio de
fibronectina humana correspondente) e inclui adi¢des de aminoacido,
delecdes, substituicdes ou uma combinagcdo dos mesmos. Alterar uma
sequéncia de aminoacidos pode ser conseguido através de variagao da
sequéncia intencional, cega, ou espontanea, geralmente de uma
sequéncia de codificacdo de acido nucleico, e pode ocorrer através de
qualquer técnica, por exemplo, PCR, PCR propensa a erros, ou sintese
quimica de DNA.

[00107] Em algumas modalidades, uma ou mais al¢as selecionadas
a partir de BC, DE e FG podem ser estendidos ou encurtados no
comprimento em relacdo aa alca de fibronectina humana
correspondente. Em algumas modalidades, o comprimento da alga
pode ser prolongado em 2-25 aminoacidos. Em algumas modalidades,
o comprimento da al¢a pode ser diminuido em 1-11 aminoacidos. Para
otimizar a ligagao ao antigeno, por conseguinte, a duragdo de um ciclo
de '°Fn3 pode ser alterada em comprimento, bem como na sequéncia
para obter a maior flexibilidade e afinidade na ligagao ao antigeno.
[00108] Em algumas modalidades, o polipeptideo compreende um
dominio Fn3 que compreende uma sequéncia de aminoacidos pelo
menos 80, 85, 90, 95, 98, 99, ou 100% idéntica as regides sem alca DE
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SEQ ID NO: 4, em que pelo menos uma alga selecionada a parti de BC,
DE e FG é alterado. Em algumas modalidades, a al¢ca BC alterado tem
até 1,2,3,4,5,6,7,8,9, ou 10 substituicbes de aminoacidos, até 1, 2,
3, ou 4 delecbes de aminoacidos, até 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, ou 10
insercbes de aminoacidos, ou uma combinacdo dos mesmos. Em
algumas modalidades, a alca DE alterado tem até 1, 2, 3, 4, 5, ou 6
substituicbes de aminoacidos, até 1, 2, 3, ou 4 delegdes de
aminoacidos, até 1, 2, 3,4 ,5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, ou 13 inser¢gdes de
aminoacidos, ou uma combinagdo dos mesmos. Em algumas
modalidades, a alca FG tem um maximo de 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10,
11 ou 12 substituicbes de aminoacidos, até 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10,
ou 11 delecdes de aminoacidos, até 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12,
13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, ou 25 insergdes de
aminoacidos, ou uma combinacdo destes.

[00109] As Adnectinas antimiostatina da invencdo baseiam-se em
um arcabougo '"Fn3 e sdo definidas em geral através da seguinte
sequéncia:

[00110] EVVAAT(Z)-SLLI(Z)xYYRITYGE(Z)sQEFTV(Z),ATI(Z).DYTI

TVYAV(Z)ASINYRT (SEQ ID NO: 5),

[00111] em que a alga AB é representada por (Z),, a alga CD é
representada por (Z)», a alga EF é representada por (Z)e, a algca BC é
representada por (Z)x, a alga DE é representada por (Z)y, e a alga FG é
representada por (Z).. Z representa qualquer aminoacido e o subscrito
apés o simbolo Z representa um numero inteiro do numero de
aminoacidos. Em particular, a pode estar em qualquer lugar de 1-15, 2-
15, 1-10, 2-10, 1-8, 2-8, 1-5, 2-5, 1-4, 2-4, 1- 3, 2-3, ou 1-2 aminoacidos;
e b, ¢, X, y e z podem ser cada um independentemente em qualquer
lugar de 2-20, 2-15, 2-10, 2-8, 5-20, 5-15, 5-10, 5-8, 6- 20, 6-15, 6-10,
6-8, 2-7, 5-7, 6-7 ou aminoacidos. Em modalidades preferidas, a é 2

aminoacidos, b € 7 aminoacidos, ¢ € 7 aminoacidos, x € 11 aminoacidos,

Peti¢do 870220123725, de 30/12/2022, pag. 42/255



39/239

y € 6 aminoacidos, e z é 12 aminoacidos. As sequéncias dos filamentos
beta pode ocorrer em qualquer lugarde 0 a 10,de 0 a 8,de 0a6,de0
abde0a4,de0a3d, de0a?2 oude0a 1substituicoes, delegdes ou
adicbes de todas as 7 regidbes de arcaboucgo relativamente aos
aminoacidos correspondentes, mostrados na SEQ ID NO: 4. Em
determinadas modalidades, as sequéncias dos filamentos beta pode ter
lugarde 0 a10,de0a8,de0a6,de0ab5,del0a4,de0a3, delaz2
ou de 0 a 1 substituicbes conservadoras em todas as 7 regides de
arcabouco relativamente aos aminoacidos correspondentes, mostrados
na SEQ ID NO: 4. Em determinadas modalidades, os residuos de
aminoacidos basicos sao fixos e quaisquer substituicoes, substituicbes
conservadoras, delegcdes ou adicbes ocorrem em residuos diferentes
dos residuos de aminoacidos do nucleo.

[00112]  Alternativamente, as Adnectinas antimiostatina da presente
invengao baseiam-se em um arcabougo '°Fn3 e sdo definidas em geral
pela sequéncia:

[00113] EVVAATPTSLLI(Z)xYYRITYGETGGNSPVQEFTV(Z),ATIS
GLKPGVDYTITVYAV(Z).ISINYRT (SEQ ID NO: 6)

[00114] em que a alga BC é representada por (Z)x, a alga DE é
representada por (Z)y, e a alga FG é representada por (Z£)z. Z representa
qualquer aminoacido e o subscrito apds o simbolo Z representa um
numero inteiro de o numero de aminoacidos. Em particular, x, y € z
podem ser cada um independentemente em qualquer lugar de 2-20, 2-
15, 2-10, 2-8, 5-20, 5-15, 5-10, 5-8, 6-20, 6-15, 6-10, 6-8, 2-7, 5-7, ou 6-
7 aminoacidos. Em modalidades preferidas, x € 11 aminoacidos, y € 6
aminoacidos, e z € 12 aminoacidos. As sequéncias dos filamentos beta
pode terlugarde 0 a10,de0a8,de0a6,de0a5 deOa4,de0a3,
de 0 a 2, ou de 0 a 1 substitui¢cdes, delegdes ou adi¢des de todas as 7
regides de arcabougo relativamente aos aminoacidos correspondentes,

mostrados na SEQ ID NO: 1. Em certas modalidades, as sequéncias
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dos filamentos beta pode ter lugarde 0 a10,de0a 8,de 0a6,de 0 a
5,de0a4,de0a3,de0a2 oude0 a1 substituicbes conservadoras
em todas as 7 regides de arcabougo relativamente aos aminoacidos
correspondentes, mostrados na SEQ ID NO: 4. Em determinadas
modalidades, os residuos de aminoacidos basicos sio fixos e quaisquer
substituicbes, substituicdes conservadoras, delecbes ou adigdes
ocorrem em residuos diferentes dos residuos de aminoacidos do
nucleo.

[00115] Em certas modalidades, uma Adnectina antimiostatina aqui
descrito pode compreender a sequéncia tal como estabelecido na SEQ
ID NO: 5 ou 6, em que pelo menos um das algas BC, DE e FG tal como
representado por (Z)x, (Z)y, e (Z)z, respectivamente, sdo alterados.
Como descrito acima, os residuos de aminoacidos correspondendo aos
residuos 21-30, 51-56, e 76-87 da SEQ ID NO: 4 definem as algas BC,
DE e FG ciclos, respectivamente. No entanto, deve ser entendido que
nem todos os residuos na regido da alga precisa de ser modificada a
fim de atingir um ligante '"°Fn3 que possui para forte afinidade com um
alvo desejado (por exemplo, a miostatina).

[00116] Por exemplo, os residuos 21 (S) e 22 (W) da alga BC, como
mostrado na SEQ ID NO: 1 ndo precisam de ser modificados para se
ligarem a miostatina. Isto &, dominios '"Fn3 com ligagdo de alta
afinidade a miostatina podem ser obtidos modificando somente os
residuos 23-30 da alca BC, como mostrado na SEQ ID NO: 4. Isto é
demonstrado nas algas BC exemplares na Tabela 1, o que indica que
apenas as posicoes sublinhadas sdo modificadas.

[00117] Do mesmo modo, as posi¢cdes 51 (P) e 56 (T) da al¢a DE,
como mostrado na SEQ ID NO: 4 nao precisam ser modificadas para
ligacdo a miostatina. Isto €, dominios '°Fn3 com ligacdo de alta
afinidade para a miostatina podem ser obtidos modificando somente os
residuos 52-55 da alca DE, como mostrado na SEQ ID NO: 4. Isto é

Peti¢do 870220123725, de 30/12/2022, pag. 44/255



41/239

demonstrado nas algas DE exemplificadas na Tabela 1, o que indica
que apenas residuos abrangendo as posi¢des sublinhadas foram
alteradas.

[00118] Do mesmo modo, as posi¢coes 76 (T) e 87 (P) da alga FG
como mostrado na SEQ ID NO: 1 n&o precisam ser modificadas para
ligagdo a miostatina. Isto &, dominios '"Fn3 com ligagdo de alta
afinidade a miostatina podem ser obtidos modificando somente os
residuos 77-86 da algca FG como mostrado na SEQ ID NO: 4. Isto é
demonstrado nas algas FG exemplificados na Tabela 1, o que indica
que apenas os residuos que abrangem as posi¢des sublinhadas foram
alterados.

[00119] Por conseguinte, em algumas modalidades, as regides de
alca BC, DE e FG das Adnectinas antimiostatina da invengédo podem ser
descritas de acordo com as sequéncias de consenso. Estas sequéncias
de consenso sao exemplificadas pelas algas BC, DE e FG mostrados
na Tabela 1, e tal como determinado por analise de WebLogo (Figuras
2-7.) Crooks GE, Hon G, Chandonia JM, Brenner SE. WebLogo: A
Sequéncia logo generator. Genome Research 2004;14:1188-1190, aqui
incorporada por referéncia na sua totalidade). Analise de WeblLogo gera
um assinatura de aminoacido que refletea a frequéncia de aminoacidos
em cada posicao alterada da alca BC, DE, ou FG.

[00120] Por exemplo, em algumas modalidades, a alga BC, (Z2)x, €
definida pela sequéncia de consenso Xi-L-P-X2-X3-X4-Xs5-Xe-X7 , em
que, X1éS, TouY; X2éH,Y,NNR F,G, SouT,; X3¢A, P,Q, S, F, H,
NouR; Xsé¢ GouA; XsH,L,R,V,N,D,F,louK; Xe ¢ A, L, G, M, F, |
ou V; e X7 é H ou N. Em certas modalidades, a alga BC compreende
uma sequéncia de aminoacido selecionada a partir de SEQ ID NOs: 7,
11-21, 23-31, 34, e 36-38. Em uma modalidade, a algca BC compreende
o aminoacido estabelecido em SEQ ID NO. 34.

[00121] Em algumas modalidades, a alga DE, (Z)y, € definida pela
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sequéncia de consenso G-R-G-Xs, em que Xs € V ou L. Em certas
modalidades, a alga DE comcompreende um aminoacido selecionado a
partir de SEQ ID NOs: 39 e 42. Em uma modalidade, a alga DE
compreende o aminoacido estabelecido em SEQ ID NO. 39.

[00122] Em algumas modalidades, a alca FG, (Z),, € definida pela
sequéncia de consenso Xo-X10-X11-X12-X13-X14-X15-X16-X17-X18, €m que
XoélL,Voul; X10éTouS; X11éK,R,A, G, S,D,H,N, TouP; X12¢é S,
T,AE,H,KouN; X13éK,G,Q,D,E,N, TouS; XiséV,I|,F,L,M,P,
TouVY; Xi5él,LouY; XeéH,|,V,K,L,R,F,G,SouT; Xi7é YouH;
e X1 € K, M, L, RouV. Em certas modalidades, a alca FG compreende
uma sequéncia de aminoacido selecionada a partir de SEQ ID NOs: 46,
50-62, 64-72, 75-77, e 79. Em uma modalidade, a algca FG compreende
o aminoacido estabelecido em SEQ ID NO. 75.

[00123] Em outras modalidades, a alga BC, (Z)x, € definida pela
sequéncia de consenso X19-X20-P-X21-G-X22-A, em que X19 € D, E, V ou
W; X0€é A, SouV; X21éR, A G, Koul;eXx»éL ouR. Em certas
modalidades, a alga BC compreende uma sequéncia de aminoacido
selecionada a partir de SEQ ID NOs: 8-10, 22, 32, 33, e 35.

[00124] Em outras modalidades, a alga DE, (Z)y, € definida pela
sequéncia de consenso X23-G-R-G-X2s, em que X3 € V, P, F,loulL; e
Xos € S, N ou T. Em certas modalidades, a algca DE copreende e
sequéncia de aminoacido selecionada a partir de SEQ ID NOs: 40, 41,
e 43-45.

[00125] Em outras modalidades, a alga FG, (Z),, é definida pela
sequéncia de consenso Xos-X26-R-X27-G-Xog-X29-X30-X31-X32, em que Xazs
élouV; Xes€éF,DouY; Xo7réDouT; XoséP,M,VouT; XoéV,L,N,
RouS; X30éH,T,L,N,QouS; X31éF,W,Y,Houl;e Xs2é D, Aou
G. Em certas modalidades a alga FG compreende uma sequéncia de
aminoacido selecionada a partir de SEQ ID NOs: 47-49, 63, 73, 74, e
78.
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[00126] Consequentemente, em certas modalidades a invencéo
prové uma Adnectina antimiostatina compreendendo uma alga BC, (Z)x,
tendo a sequéncia Xi-L-P-X2-X3-X4-Xs5-X6-X7 € uma alga DE, (Z)y, tendo
a sequéncia G-R-G-Xs, como definida acima. Em certas modalidades, a
alca BC compreende uma sequéncia de aminoacido selecionada a partir
de SEQ ID NOs: 7, 11-21, 23-31, 34, e 36-38, e a alga DE compreende
uma sequéncia de aminoacido selecionada a partir de SEQ ID NOs: 39
e 42. Em uma modalidade, as alcas BC e DE compreendem as
sequéncias de aminoacido estabelecidas em SEQ ID NOs: 34 e 39,
respectivamente.

[00127] Em certas modalidades, a Adnectina antimiostatina
compreende uma alga C, (£)x, tendo a sequéncia Xi-L-P-X2-X3-X4-Xs-
Xe-X7 € uma alga FG, (Z),, tendo a sequéncia Xo-X10-X11-X12-X13-X14-X15-
X16-X17-X18, como definida acima. Em certas modalidades, a alga BC
compreende uma sequéncia de aminoacido selecionada a partir de SEQ
ID NOs: 7, 11-21, 23-31, 34, e 36-38, e a alca FG compreende uma
sequéncia de aminoacido selecionada a partir de SEQ ID NOs: 46, 50-
62, 64-72, 75-77, e 79. Em uma modalidade, as alcas BC e FG
compreendem as sequéncias de aminoacido estabelecidas em SEQ ID
NOs: 34 e 75, respectivamente.

[00128] Em certas modalidades a Adnectina antimiostatina
compreende uma alga DE, (Z)y, tendo a sequéncia G-R-G-Xg e uma alga
FG, (Z2);, tendo a sequéncia Xo-X10-X11-X12-X13-X14-X15-X16-X17-X18,
como definida acima. Em certas modalidades, a algca DE compreende
uma sequéncia de aminoacido selecionada a partir de SEQ ID NOs: 39
e 42, e a alca FG compreende uma sequéncia de aminoacido
selecionada a partir de SEQ ID NOs: 46, 50-62, 64-72, 75-77,e 79. Em
uma modalidade, as algas DE e FG compreendem as sequéncias de
aminoacido estabelecidas em SEQ ID NOs: 39 e 75, respectivamente.

[00129] Em certas modalidades, a Adnectina antimiostatina
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compreende uma alga BC, (Z)x, tendo a sequéncia X1-L-P-X2-X3-X4-Xs-
Xe-X7, uma alga DE, (Z)y, tendo a sequéncia G-R-G-Xs e uma alga FG,
(£2)2, tendo a sequéncia Xo-X10-X11-X12-X13-X14-X15-X16-X17-X18, COMO
definida acima. Em certas modalidades, a alga BC compreende uma
sequéncia de aminoacido selecionada a partir de SEQ ID NOs: 7, 11-
21, 23-31, 34, e 36-38, a alga DE compreende uma sequéncia de
aminoacido selecionada a partir de SEQ ID NOs: 39 e 42, e a alga FG
compreende uma sequéncia de aminoacido selecionada a partir de SEQ
ID NOs: 46, 50-62, 64-72, 75-77, e 79. Em uma modalidade, as alcas
BC, DE, e FG compreendem as sequéncias de aminoacido
estabelecidas em SEQ ID NOs: 34, 39, e 75, respectivamente.

[00130] Em outras modalidades, a invengao prové uma Adnectina
antimiostatina compreendendo uma al¢a BC, (Z)x, tendo a sequéncia
X19-X20-P-X21-G-X22-A e uma alga DE, (Z)y, tendo a sequéncia X23-G-R-
G-X24, como definida acima. Em certas modalidades, a alca BC
compreende uma sequéncia de aminoacido selecionada a partir de SEQ
ID NOs: 8-10, 22, 32, 33, e 35 e a alga DE compreende uma sequéncia
de aminoacido selecionada a partir de SEQ ID NOs: 40, 41, e 43-45.
[00131] Em outras modalidades, a Adnectina antimiostatina
compreende uma alga BC, (Z)x, tendo a sequéncia X1g-X20-P-X21-G-X22-
A e uma alga FG, (Z),, tendo a sequéncia X25-X26-R-X27-G-X2g-X29-X30-
X30-X32, como definida acima. Em certas modalidades, a alga BC
compreende uma sequéncia de aminoacido selecionada a partir de SEQ
ID NOs: 8-10, 22, 32, 33, e 35 e a algca FG compreende uma sequéncia
de aminoacido selecionada a partir de SEQ ID NOs: 47-49, 63, 73, 74,
e 78.

[00132] Em outras modalidades, a Adnectina antimiostatina
compreende uma alga DE, (Z)y, tendo a sequéncia X23-G-R-G-X24 e uma
alga FG, (Z);, tendo a sequéncia X2s-X26-R-X27-G-Xzs-X29-X30-X30-X32,

como definida acima. Em certas modalidades, a algca DE compreende
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uma sequéncia de aminoacido selecionada a partir de SEQ ID NOs: 40,
41, e 43-45 e a alca FG compreende uma sequéncia de aminoacido
selecionada a partir de SEQ ID NOs: 47-49, 63, 73, 74, e 78.

[00133] Em outras modalidades, a Adnectina antimiostatina
compreende uma alga BC, (Z)x, tendo a sequéncia X1g-X20-P-X21-G-X22-
A, compreende uma alga DE, (Z)y, tendo a sequéncia X23-G-R-G-X24 ¢
uma alga FG, (Z);, tendo a sequéncia X25-X26-R-X27-G-X28-X29-X30-X30-
Xs32, como definida acima. Em certas modalidades, a alca BC
compreende uma sequéncia de aminoacido selecionada a partir de SEQ
ID NOs: 8-10, 22, 32, 33, e 35, a alca DE compreende uma sequéncia
de aminoacido selecionada a partir de SEQ ID NOs: 40, 41, e 43-45, e
a alga FG compreende uma sequéncia de aminoacido selecionada a
partir de SEQ ID NOs: 47-49, 63, 73, 74, e 78.

[00134] Em certas modalidades, uma Adnectina antimiostatina da
invencao compreende a sequéncia estabelecida em SEQ ID NO: 5 ou
6, em que Algas BC, DE e FG como representados por (Z)x, (Z)y, € (£)-,
respectivamente, sdo substituidos por um respectivo conjunto de Algas
BC, DE, e FG tendo a sequéncia de consenso de SEQ ID NOs: 7-38,
39-45, e 46-79, respectivamente.

[00135] Em outras modalidades preferidas, uma Adnectina
antimiostatina da invencdo compreende a sequéncia estabelecida em
SEQ ID NO: 5 ou 6, em que Algas BC, DE e FG como representados
por (Z)x, (Z)y, e (Z);, respectivamente, sdo substituidos por um
respectivo conjunto de Algas BC, DE, e FG tendo sequéncias pelo
menos 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 97%, 98%, ou 99% idénticas as
sequéncias de al¢ga BC, DE ou FG dos clones listados na Tabela 1.
[00136] Em modalidades exemplares, uma Adnectina antimiostatina,
como aqui descrita é definida pela SEQ ID NO: 5 e tem um respectivo
conjunto de sequéncias de al¢ca BC, DE e FG a partir de qualquer dos

clones listados na Tabela 1. Por exemplo, o clone 1979 B06 na Tabela
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1 compreende Al¢ca BC, DE e FG tal como estabelecido em SEQ ID
NOs: 7, 39, e 46, respectivamente. Portanto, uma Adnectina
antimiostatina com base nestas al¢as pode compreender SEQ ID NO: 5
ou 6, em que (Z)x compreende a SEQ ID NO: 7, (Z)y compreende a SEQ
ID NO: 39, e (Z), compreende SEQ ID NO: 46. Construtos semelhantes
sdo contemplados utilizando o conjunto de algas BC, DE e FG a partir
dos lagos de outros clones da Tabela 1 ou as sequéncias de consenso
de SEQ ID NOs: 7-38, 39-45, e 46-79, respectivamente. As regides de
arcabouco de tais Adnectinas antimiostatina podem compreender entre
0a20,de0a15,de0a10,de0a8,de0a6,deO0ab5 del0a4,deO
a3,de 0 a2 oude 0 a1, substituicoes, substituicdes conservadoras,
delegdes ou adigcdes em relagcdo aos residuos de aminoacidos de
arcaboucgo de SEQ ID NO: 4. Tais modificagbes de arcabougo podem
ser feitas, tanto tempo quanto a Adnectina antimiostatina é capaz de
ligar miostatina com um Kp desejado.

[00137] Em modalidades preferidas, a alga BC da Adnectina
antimiostatina da invengao compreende uma sequéncia de aminoacidos
selecionada a partir do grupo que consiste em:

[00138] SWSLPHAGHVN (SEQ ID NO: 7), SWVSPRGRAR (SEQ ID
NO: 8), SWEVPRGLAR (SEQ ID NO: 9), SWWAPLGLAR (SEQ ID NO:
10), SWTLPHAGLAH (SEQ ID NO: 11), SWYLPYPAHMN (SEQ ID NO:
12), SWSLPFAGHLN (SEQ ID NO: 13), SWSLPYSGLAN (SEQ ID NO:
14), SWSLPHAGHAH (SEQ ID NO: 15), SWTLPNFGLIN (SEQ ID NO:
16), SWTLPHAGRAH (SEQ ID NO: 17), SWSLPYAGHLN (SEQ ID NO:
18), SWSLPYAAHMN (SEQ ID NO: 19), SWSLPYPGHLN (SEQ ID NO:
20), SWSLPYAGHAH (SEQ ID NO: 21), SWDAPGGLAR (SEQ ID NO:
22), SWSLPTPGLAH (SEQ ID NO: 23), SWSLPHRGVAN (SEQ ID NO:
24), SWSLPSSGVAH (SEQ ID NO: 25), SWSLPHHGFGH (SEQ ID NO:
26), SWSLPHAGDAH (SEQ ID NO: 27), SWSLPHNGVAH (SEQ ID NO:
28), SWSLPRQGLAN (SEQ ID NO: 29), SWSLPGPGHFH (SEQ ID NO:
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30), SWSLPHPGLGH (SEQ ID NO: 31), SWDAPRGLAR (SEQ ID NO:
32), SWDAPAGLAR (SEQ ID NO: 33), SWSLPHQGKAN (SEQ ID NO:
34), SWDAPKGLAR (SEQ ID NO: 35), SWSLPNPGIAH (SEQ ID NO:
36), SWSLPRPGNAH (SEQ ID NO: 37), e SWSLPNPGNAH (SEQ ID
NO: 38).

[00139] Em algumas modalidades, a alga BC de Adnectina o
antimiostatina da invengcdo compreende a parte sublinhada de qualquer
uma das SEQ ID NOs: 7-38, como mostrado na Tabela 1. Em uma
modalidade, a alga BC compreende a porgéo sublinhada SEQ ID NO:
34.

[00140] Em algumas modalidades, a algca DE da Adnectina
antimiostatina da invengao compreende uma sequéncia de aminoacidos
selecionada a partir do grupo que consiste em: PGRGVT (SEQ ID NO:
39), PGRGST (SEQ ID NO: 40), LGRGST (SEQ ID NO: 41), PGRGLT
(SEQ ID NO: 42), IGRGST (SEQ ID NO: 43), FGRGTT (SEQ ID NO:
44), e VGRGNT (SEQ ID NO: 45). Em algumas modalidades, a alga DE
da Adnectina antimiostatina da invengdo compreende a parte
sublinhada de qualquer uma das SEQ ID NOs: 39-45, conforme
mostrado na Tabela 1. Em uma modalidade, a alga DE compreende a
porcao sublinhada de SEQ ID NO: 39.

[00141] Em algumas modalidades, a algca FG da Adnectina
antimiostatina da invengao compreende uma sequéncia de aminoacidos
selecionada a partir do grupo que consiste em: TLTKSQMIHYMP (SEQ
ID NO: 46), TIYRDGMSHHDP (SEQ ID NO: 47), TVYRDGPLLLAP
(SEQ ID NO: 48), TIFRTGMVQYDP (SEQ ID NO: 49), TLTNSEIILYKP
(SEQ ID NO: 50), TLTKSQILHHRP (SEQ ID NO: 51), TLTRSKIIHYMP
(SEQ ID NO: 52), TLTHSNIIRYVP (SEQ ID NO: 53), TVSSTKVIVYLP
(SEQ ID NO: 54), TITKSTHIYKP (SEQ ID NO: 55), TVTTTSVILYKP
(SEQ ID NO : 56), TLTKS QLIH YMP (SEQ ID NO: 57), TLTRSQVI
HYMP (SEQ ID NO: 58), TLTRSKIIHYMP (SEQ ID NO: 59), TVSSTK
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VIHYKP (SEQ ID NO: 60), TLTKS KVIH PAC (SEQ ID NO: 61),
TVTTTKVIHYKP (SEQ ID NO: 62), TIDRDGVNHFAP (SEQ ID NO: 63),
TVTHHGVIGYKP (SEQ ID NO: 64), TLTGANVIIYKP (SEQ ID NO: 35),
TVTNTGVIIYKP (SEQ ID NO: 66), TVTATGIIIYKP (SEQ ID NO: 67),
TVTRAGFYRYKP (SEQ ID NO: 68), TVTREEVISYKP (SEQ ID NO: 69),
TVTAAGVIIYKP (SEQ ID NO: 70), TVTANQPIIYKP (SEQ ID NO: 71),
TITPETHVYKP (SEQ ID NO: 72), TIDRDGTRSFDP (SEQ ID NO: 73),
TIFRDGPVTWDP (SEQ ID NO: 74), TVTDTGYLKYKP (SEQ ID NO :
75), TLTGSDTIFYKP (SEQ ID NO: 76), TVTGKDVIKYKP (SEQ ID NO:
77), TIFRDGVVNYGP (SEQ ID NO: 78), e TVTDTGF ITYKP (SEQ ID
NO: 79).

[00142] Em algumas modalidades, a alca FG da Adnectina
antimiostatina da invengdo compreende a porcdo sublinhada de
qualquer uma de SEQ ID NOs: 46-79, como mostrado na Tabela 1. Em
uma modalidade, a alga FG compreende a porg¢ao sublinhada de SEQ
ID NO: 75.

[00143] Em algumas modalidades, a Adnectina antimiostatina da
invencao compreende uma sequéncia de al¢ca BC selecionada a partir
das sequéncias de alga BC tendo SEQ ID NOs: 7-38, ou a porgcao
sublinhada de qualquer uma de SEQ ID NOs: 7-38, como mostrado na
Tabela 1; uma sequéncia de alca DE selecionada a partir das
sequéncias de alga DE tendo SEQ ID NOs: 39-45, ou a porgao
sublinhada de qualquer uma de SEQ ID NOs: 39-45 como mostrado na
Tabela 1; e uma sequéncia de alga FG selecionada a partit da sequéncia
da alca FG tendo SEQ ID NOS: 46-79, ou a por¢ao sublinhada de
qualquer uma de SEQ ID NOS: 46-79 como mostrado na Tabela 1. Em
algumas modalidades, a Adnectina antimiostatina da invengao
compreende s sequéncia de aminoacido de alga BC, DE e FG pelo
menos 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 98%, 99% ou 100% idénticas
a qualquer uma de SEQ ID NOs: 7-38, 39-45, e 46-79, respectivamente.
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Em outras modalidades, a Adnectina antimiostatina da invencéao
compreende a sequéncia de aminoacido de alca BC, DE e FG pelo
menos 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 98%, 99% ou 100% idénticas
a porcao sublinhada de qualquer uma de SEQ ID NOS: 7-38, 3945, e
46-79, respectivamente, como mostrado na Tabela 1.

[00144] Em algumas modalidades, a Adnectina antimiostatina
compreende a sequéncia de aminoacido de qualquer uma de SEQ ID
NOs: 80-123, 228-239, e 252-273 (sequéncias de comprimento
completo das tabelas 2, 5, e 6). Em uma modalidade, a Adnectina
antimiostatina compreende a sequéncia de aminoacido de SEQ ID NO:
273.

[00145] Em algumas modalidades, a Adnectina antimiostatina
compreende uma sequéncia de aminoacido pelo menos 70%, 75%,
80%, 85%, 90%, 95%, 98%, 99% ou 100% idénticas a qualquer uma de
SEQ ID NOS: 80-123, 228-239, e 252-273. Em outras modalidades, a
Adnectina antimiostatina compreende uma sequéncia de aminoacido
pelo menos 80%, 85%, 90%, 95%, 98%, 99% ou 100% idénticas as
regides de alga sem BC, DE, e FG de SEQ ID NOs: 80-123, 228-239, e
252-273.

[00146] Em uma modalidade, a Adnectina antimiostatina da invencéao
compreende as alcas BC, DE, e FG como estabelecido em SEQ ID NOs:
34, 39, e 75, respectivamente. Em outra modalidade, a Adnectina
antimiostatina compreende uma sequéncia de aminoacido pelo menos
80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% ou 100% idénticas a
sequéncia de aminoacido estabelecida em SEQ ID NO: 273 [PRD-
1474], SEQ ID NO: 118 [3116_A06], SEQ ID NO: 281 [sequéncia de
Adnectina nucleo compartilhada por PRD-1474 e 3116_AO06, precedida
por uma sequéncia de extensdo N-terminal (GVSDVPRDL) e seguida
por uma cauda C-terminal (El)] ou SEQ ID NO: 331 [sequéncia de

Adnectina nucleo de PRD-1474 e 3116_A06 sem uma sequéncia lider

Peti¢do 870220123725, de 30/12/2022, pag. 53/255



50/239

N-terminal ou cauda C-terminal]. A sequéncia de Adnectina nucleo de
PRD-1474 e 3116_AO0G é estabelecida abaixo:

[00147] EVVAATPTSLLISWSLPHQGKANYYRITYGETGGNSPVQE
FTVPGRGVTATISGLKPGVDYTITVYAVTVTDTGYLKYKPISINYRT
(SEQ ID NO: 331)

[00148] Em ainda outra modalidade, a Adnectina antimiostatina da
presente invengdo compreende uma sequéncia de aminoacido pelo
menos 80%, 85%, 90%, 95%, 98%, 99% ou 100% idénticas as regides
de alga sem BC, DE, e FG de SEQ ID NO: 118, 273, 281, ou 331.
[00149] Em uma modalidade, a Adnectina antimiostatina da invencéao
e disclosed herein can be described in relation to a Adnectina
antimiostatina compreendenda algas BC, DE, e FG como estabelecido
em SEQ ID NOs: 34, 39, e 75.

[00150] Consequentemente, em algumas modalidades, a Adnectina
antimiostatina da invengcao compreende as algas BC, DE, e FG como
estabelecido em SEQ ID NOs: 34, 39, e 75, respectivamente, em que a
alca BC compreende 1, 2, 3, 4, 5, ou 6 substituicdes de aminoacido, tais
como substituicdes de aminoacido conservadoras. Consequentemente,
em algumas modalidades, a alga BC é definida pela sequéncia de
consenso Xaz-L-P-X34-X35-X36-X37-X38-X39, em que Xzz € Tou Y; Xz €Y,
N,R,F,G,S,ouT; X356A,P,S,F,H,N,ouR; X3s € A; X37éH,L,R,V,
N,D,F,oul; XssélL,G,M,F, I ouV;e Xz éH.

[00151] Em algumas modalidades, a Adnectina antimiostatina da
invengao compreende as algcas BC, DE, e FG como estabelecido em
SEQ ID NOs: 34, 39, e 75, respectivamente, em que a alca DE
compreende 1 substituicdo de aminoacido, tal como uma substituicao
de aminoacido conservadora. Consequentemente, em algumas
modalidades, a algca DE é definida pela sequéncia de consenso G-R-G-
Xa0, em que X40 € L.

[00152] Em algumas modalidades, a Adnectina antimiostatina da
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invengado compreende as algas BC, DE, e FG como estabelecido em
SEQ ID NOs: 34, 39, e 75, respectivamente em que a algca FG
compreende 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, ou 8 substituigdes de aminoacido, tais
como substituicdes de aminoacido conservadoras. Consequentemente,
em algumas modalidades, a algca FG € definida pela sequéncia de
consenso Xa1-Xao-Xa3-Xaa-Xas-Xae-Xa7-Xag-Xag-Xs0, €m que X41 € L ou |;
X426 S; Xe3eK,R,A,G,S,H,N, T,ouP; Xas € S, A, E, H, K, ou N; X35
éeK, QD,E,N,T,ouS; XsséV,,F,L, M,P,ouT,; XazrélouY; Xss &
H,V,LLR,F,G,S,0uT,; Xe9éH;eXs0é M, L,R,ouV.

[00153] Em algumas modalidades, a Adnectina antimiostatina da
invencao compreende as algcas BC, DE, e FG como estabelecido em
SEQ ID NOs: 34, 39, e 75, respectivamente, em que a alca BC tem 1,
2, 3,4, 5, ou 6 substituicbes de aminoacido, tais como substituicdes de
aminoacido conservadoras, € a alca DE tem 1 substituicdo de
aminoacido, tal como uma substituicdo de aminoacido conservadora.
Em algumas modalidades, a alga BC tem uma sequéncia de aminoacido
de acordo com a férmula X3z3-L-P-X34-X35-X36-X37-X38-X39, €M quUe X33 €
TouY;Xs2éY,N,R,F,G,S,ouT,; Xs5¢A, P, S, F,H, N,ouR; X35 € A;
Xs7éH,L,R,V,N,D,F,oul; XsséL,G,M,F,l,ouV;e XsséH,ea
alca DE tem uma sequéncia de aminoacido de acordo com a férmula G-
R-G-X40, em que Xs0 € L.

[00154] Em algumas modalidades, a Adnectina antimiostatina da
invengcdo compreende as algas BC, DE, e FG como estabelecido em
SEQ ID NOs: 34, 39, e 75, respectivamente, em que a alca BC tem 1,
2, 3,4, 5, ou 6 substituicbes de aminoacido, tais como substituicdes de
aminoacido conservadoras, e a alga FG tem 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, ou 8
substituicbes de aminoacido, tais como substituicbes de aminoacido
conservadoras. Em algumas modalidades, a alga BC compreende uma
sequéncia de aminoacido de acordo com a formula Xaz-L-P-X34-X35-X36-
X37-X38-Xzg, emque Xzz3€ Tou Y; Xas €Y, N, R, F, G, S,ouT,; Xs5¢A, P,
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S,F,H N,ouR; Xss ¢ A; Xs7é H,L,R,V,N,D, F,oul; XsséL, G, M,F,
I, ou V; e X390 € H, e a alga FG compreende uma sequéncia de
aminoacido de acordo com a formula Xa1-Xaz-X43-X44-Xa5-Xae-Xa7-Xas-
Xa9-Xs0, emque Xs1 € Loul; Xs2€ S; Xa3é K, R, A, G,S,H,N, T, ouP;
Xas€ S, A E H, K,ouN; Xs5 €K, Q,D,E,N, T,ouS; Xss €V, |, F, L, M,
P,ouT; Xs7€élo0ouY; XaséH, I,V,L,R, F,G,S,ouT,; Xsa0 € H; € Xs50 €
M, L, R, ouV.

[00155] Em algumas modalidades, a Adnectina antimiostatina da
invencao compreende as algcas BC, DE, e FG como estabelecido em
SEQ ID NOs: 34, 39, e 75, respectivamente, em que e a alga DE tem 1
substituicdo de aminoacido, tal como uma substituicido de aminoacido
conservadora, e a alca FGtem 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, ou 8 substituicdes de
aminoacido, tais como substituicdes de aminoacido conservadoras. Em
algumas modalidades, a alga DE compreende uma sequéncia de
aminoacido de acordo com a férmula G-R-G-Xs0, em que X4 € L, € a
alca FG tem uma sequéncia de aminoacido de acordo com a férmula
Xa1-Xa2-X43-Xa4-Xas5-Xae-Xa7-Xag-Xao-Xs0, €m que X41 € Lou |; Xa2 € S; Xa3
eK,R, A G, S, H, N, T,ouP; Xas € S, A, E, H, K, ouN; Xs5 € K, Q, D,
E,N,T,ouS; XsseéV,|,F,L,M,P,ouT; Xs7€él0uY; XsséH,IV,LR,
F,G,S,ouT; XsséH;eXs0é M, L, R, ouV.

[00156] Em algumas modalidades, a Adnectina antimiostatina da
invengao compreende as algcas BC, DE, e FG como estabelecido em
SEQ ID NOs: 34, 39, e 75, respectivamente, em que a alca BC tem 1,
2, 3,4, 5, ou 6 substituicdes de aminoacido, tais como substituicdes de
aminoacido conservadoras, e a alca DE tem 1 substituicido de
aminoacido, tal como uma substituicdo de aminoacido conservadora, e
aalcaFGtem1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, ou 8 substituicdes de aminoacido, tais
como substituicdes de aminoacido conservadoras. Em algumas
modalidades, a alga BC compreende uma sequéncia de aminoacido de

acordo com a formula Xs3-L-P-X34-X35-X36-X37-X38-X39, €m que X33 € T
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ouY; Xas€Y,N,R F, G, S,ouT,; Xs56A,P,S,F, H N,ouR; X3 € A;
Xs7éH,L,R,V,N,D,F,oul; XsséL, G, M, F, I,ouV; e Xz éH;aalga
DE compreende uma sequéncia de aminoacido de acordo com a
formula G-R-G-Xa0, em que X40 € L; € a alga FG tem uma sequéncia de
aminoacido de acordo com a formula Xa1-Xaz-X43-X44-Xa5-Xae-Xa7-Xas-
Xa9-Xs0, emque Xs1 € Loul; X42€ S; X3 €K, R, A, G,S,H,N, T,ouP;
Xasé S, A E H, K, ouN; Xs5 €K, Q,D,E,N, T,ouS; Xss €V, |, F, L, M,
P,ouT; Xs7€él0uY; XaséH, I, V,L,R, F,G,S,ouT,; Xs0 € H; € Xs50 €
M, L, R,ouV.

[00157] Em uma modalidade, a Adnectina antimiostatina da invencéao
compreende as algas BC, DE, e FG como estabelecido em SEQ ID NOs:
34, 39, e 75, respectivamente, e tem substituicdes de aminoacido nas
alcas BC, DE, e FG que permite que a Adnectina antimiostatina
mantenha ligacdo a miostatina. Tais substituicbes de aminoacido
podem ser determinadas por, por exemplo, varredura mutacional
profunda, como descrito no Exemplo 8.

[00158] Consequentemente, em algumas modalidades, a Adnectina
antimiostatina da invengcdo compreende uma alga BC compreendendo
uma sequéncia de aminoacido de acordo com a férmula Xs1-Xs2-Xs3-Xs4-
Xs5-Xs6-Xs57-Xs8-X59, €m que: Xsi € selecionado a partir do grupo
consistindkoem A, C,D, F, H, I, K,L, N, Q,R, S, T, V,W, e Y; Xs2 &
selecionado a partir do grupo consistindoem L, M, e V; Xs3 ¢ selecionado
a partir do grupo consistindoem A, C,D,E, I, K,L, M, N, P, Q,R, S, T,
V, e Y; Xss é selecionado a partir do grupo consistindoem A, C, D, E, F,
GHILKLMNQR,ST,V,W,eY,; Xss5 & selecionado a partir do
grupo consistindoem A, C,D,E,F,G,H,I,K,L,M,N,P,Q,R, S, T, V,
W, e Y; Xsp € selecionado a partir do grupo consistindoem G e S; Xs7 €
selecionado a partir do grupo consistindoem A, C,D,E, F, G, H, |, K, L,
M, N, Q R, S T,V,W, eY,; Xsgs & selecionado a partir do grupo

consistindo em A, C, G, L, M, S, e T; e Xs9 € selecionado a partir do
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grupo consistindoem A, C,F,H, N, P, Q, R, S, e Y. Em uma modalidade
preferida, Xs1 € selecionado a partir do grupo consistindoem C, F, [, S,
V, W, eY; Xs2 € selecionado a partir do grupo consistindo em L; Xs3 ¢
selecionado a partir do grupo consistindo em P; Xs4 € selecionado a
partir do grupo consistindoem C,D,E,F, G, H,|,K,L, M,N,Q, R, S, T,
V, W, eY; Xss &€ selecionado a partir do grupo consistindo em A, C, D,
E.F,GGH LK, L, M,N,P,Q,R,S, T,V,W, eY; Xs6 & selecionado a
partir do grupo consistindo em G; Xs7 é selecionado a partir do grupo
consistindo em A, C, G, H, I, K, L, M, N, Q, R, S, V, W, e Y; Xss €
selecionado a partir do grupo consistindo em A, G, L, M, e S; e Xs9 €
selecionado a partir do grupo consistindoem C, H, N, Q, S, e Y. Em uma
modalidade mais preferida, Xs1 € selecionado a partir do grupo
consistindoem F, S, e W; Xs2 é selecionado a partir do grupo consistindo
em L; Xs3 ¢ selecionado a partir do grupo consistindo em P; Xs4 €
selecionado a partir do grupo consistindoem C, F, G, |, K,L, M, N, R, S,
T,V, W, eY; Xss é selecionado a partir do grupo consistindo em A, C,
EEFH LKL MP QRS TV, eY,; Xs € selecionado a partir do
grupo consistindo em G; Xs7 € selecionado a partir do grupo consistindo
emA,C, H K L MN,R,V,W, eY,; Xss € selecionado a partir do grupo
consistindo em A, G, e L; e Xs9 € selecionado a partir do grupo
consistindo em H, N, e Q.

[00159] Em algumas modalidades, a Adnectina antimiostatina da
invencdo compreende uma alca DE compreendendo uma sequéncia de
aminoacido de acordo com a férmula G-R-G-Xeo, em que Xeo € A, C, D,
E,F,LK,L,M, N, Q, S, T, eV. Em uma modalidade preferida, Xeo € C,
E,ILL,M, Q, T, e V. Em uma modalidade mais preferida, Xeo € C, E, I,
L, M, eV.

[00160] Em algumas modalidades, a Adnectina antimiostatina da
invencao compreende uma alga FG compreendendo uma sequéncia de

aminoacido de acordo com a formula Xs1-Xs2-Xe3-Xe4-Xe5-Xes-Xe7-Xes-
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Xso-X70, €M que Xe1 € selecionado a partir do grupo consistindo em A,
C,F,LL M Q,T,V,W, eY,; Xe é selecionado a partir do grupo
consistindoem A, C,F, G, H, I, K,L, M,N,Q, R, S, T,V,W, eY; Xs3 &
selecionado a partir do grupo consistindoem A, C,D, E, F, G, H, |, K, L,
M,N,P,Q R, S, T,V,W, eY; Xes é€ selecionado a partir do grupo
consistindkoem A, C,D,E,F,G,H, I, K,L, M,N,P,Q,R, S, T,V,W, e
Y; Xes € selecionado a partir do grupo consistindo em A, C, D, E, F, G,
HLK,LLM,N,Q,R,S, T,V,W, eY,; Xes € selecionado a partir do grupo
consistindoemA,C,F,H,I,L,M,N,P,S, T,V,W, e, Xe7 € selecionado
a partir do grupo consistindoem A, C,E,F, H, I, K, L, M,N,Q, R, S, T,
V, W, eY; Xes € selecionado a partir do grupo consistindo em A, C, D,
E,F,G,H LK, L,M,N,P,Q,R,S, T,V, W, eY; Xeo é selecionado a
partir do grupo consistindoem F, W, e Y; e X7o € selecionado a partir do
grupo consistindkoem A, C,D,E,F,G,H,,K,L, M,N,P,Q,R, S, T, V,
W, e Y. Em uma modalidade preferida, Xs1 € selecionado a partir do
grupo consistindo em A, C, I, L, M, e V; Xe2 € selecionado a partir do
grupo consistindoem C, F, H, I, L, M, Q, R, S, T, V, W, e Y; Xs3 €
selecionado a partir do grupo consistindoem A, C,D, E, F, G, H, I, L, M,
N,P,Q,S, T,V,W, eY,; Xes € selecionado a partir do grupo consistindo
emA C, D, EF GH LKL MNQR,S T, V,W,eY,; Xes €
selecionado a partir do grupo consistindoem A, D, E, F, G, H, |, L, M, N,
Q,S, T,V,W, eY,; Xss € selecionado a partir do grupo consistindo em
C,F,LL, M P, T,V, W, eY; Xe7 € selecionado a partir do grupo
consistindoemC,F,H,I,K,L,M,N,Q, R, T, V,W, e Y; Xss € selecionado
a partir do grupo consistindoem A, C,E,F, G, [, K, L, M,N, P, Q, R, S,
T,V, W, eY,; Xso € selecionado a partir do grupo consistindoem W e Y;
e Xyo € selecionado a partir do grupo consistindo em A, C, D, E, G, H,
K,L,M,N,P,Q,R, S, T, e V. Em uma modalidade mais preferida, Xe1 €
selecionado a partir do grupo consistindo em | e V; Xes2 € selecionado a

partir do grupo consistindo em C, F, I, L, M, T, V, W, e Y; Xs3 &
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selecionado a partir do grupo consistindoem A, C,D,E,F, G, H, |, L, M,
N, Q, S, T, e V; Xes4 € selecionado a partir do grupo consistindo em A, C,
D,F,G, ILL,M,N,Q,S, T,V,W, eY,; Xes € selecionado a partir do grupo
consistindo em A, G, S, T, e W; Xss € selecionado a partir do grupo
consistindo em F, I, V, W, e Y; Xe7 é selecionado a partir do grupo
consistindoem F, H, I, L, M, V, W, e Y; Xes € selecionado a partir do
grupo consistindoem A, C,F, G, |, K, L, M, T, V, e W; Xeg € selecionado
a partir do grupo consistindo em W e Y; e X7o é selecionado a partir do
grupo consistindoem A, G, K, L, M, P, Q, e R.

[00161] Em algumas modalidades, a Adnectina antimiostatina da
invencao compreende algas BC, DE, e FG, em que a alga BC
compreende uma sequéncia de aminoacido de acordo com a férmula
Xs51-Xs52-X53-Xs54-X55-X56-X57-Xs8-Xs59, €m que, Xs1 € selecionado a partir
do grupo consistindoem A, C,D,F, H,I,K,L,N,Q,R,S, T, V,W, eY;
Xs2 € selecionado a partir do grupo consistindo em L, M, e V; Xs3 ¢
selecionado a partir do grupo consistindoem A, C,D, E, I, K, L, M, N, P,
Q,R,S,T,V,eY; Xssa ¢ A,C,D,E,F,G,H, LK, L, M,N,Q,R, S, T, V,
W, e Y; Xs5 € selecionado a partir do grupo consistindo em A, C, D, E,
F,.G,H, ILK,L,M,N,P,Q,R, S, T, V,W, eY; Xse &€ selecionado a partir
do grupo consistindoem Ge S; Xs7é A, C,D,E, F, G, H, |, K, L, M, N,
Q,R,S,T,V,W,eY; Xss¢A,C,G,L,M, S,eT;eXs0€ A, C, F, H, N,
P, Q, R, S, e Y; a alca DE compreende uma sequéncia de aminoacido
de acordo com a formula G-R-G-Xeo, em que Xeo € selecionado a partir
do grupo consistindoem A, C,D, E,F,, K,L, M, N, Q, S, T,e V;ea
alca FG compreende uma sequéncia de aminoacido de acordo com a
formula  Xe1-Xe2-Xe3-Xea-Xe5-Xee-Xo7-X68-Xe9-X70, em que Xe1 €
selecionado a partir do grupo consistindoem A, C, F,I,L,M,Q, T, V, W,
eY; Xe2€ A,C,F,G H ILK,L, M, N, Q,R, S, T, V, W, e Y; Xe3 €
selecionado a partir do grupo consistindoem A, C,D, E, F, G, H, |, K, L,
M,N,P,Q R, S, T,V,W, eY; Xes € selecionado a partir do grupo
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consistindoem A, C,D,E,F, G, H, LK, L, M,N,P,Q,R,S, T,V,W, e
Y; Xes € selecionado a partir do grupo consistindo em A, C, D, E, F, G,
H LK LMNQR,ST,V,W,eY,; Xe € selecionado a partir do grupo
consistindoemA,C,F,H,I,L,M,N,P,S, T,V,W, e Y; Xe7 € selecionado
a partir do grupo consistindoem A, C,E,F, H, LK, L, M,N,Q,R, S, T,
V, W, eY; Xss € selecionado a partir do grupo consistindo em A, C, D,
E.F,GGH LK, L, M,N,P,Q, R, S, T,V,W, eY; Xe9 € selecionado a
partir do grupo consistindo em F, W, e Y; e X70 € selecionado a partir do
grupo consistindoem A, C,D,E,F,G,H,,K,L,M,N,P,Q,R, S, T, V,
W,eY.

[00162] Em uma modalidade preferida, a Adnectina antimiostatina da
invengcdo compreende alcas BC, DE, e FG, em que a alca BC
compreende uma sequéncia de aminoacido de acordo com a férmula
X51-Xs2-Xs53-X54-X55-Xs6-X57-X58-X59, €M que, Xs1 € selecionado a partir
do grupo consistindo em C, F, I, S, V, W, e Y; Xs2 é L; X536 P; Xs4 €
selecionado a partir do grupo consistindoem C, D, E, F, G, H, I, K, L, M,
N,Q,R,S,T,V,W,eY,; Xss é selecionado a partir do grupo consistindo
emA C,D,EF,GH LK, L,L,M,N,P,QR,S, T,V,W, eY,; Xs6 &€ G;
Xs7 € selecionado a partir do grupo consistindoem A, C, G, H, I, K, L, M,
N, Q R, S, V,W, eY; Xsg & selecionado a partir do grupo consistindo
emA, G, L, M, eS; e Xsg é selecionado a partir do grupo consistindo em
C,H,N, Q, S, eY;aalca DE compreende uma sequéncia de aminoacido
de acordo com a formula G-R-G-Xeo, em que Xeo € selecionado a partir
do grupo consistindoem C, E, I, L, M, Q, T, e V; e a alga FG compreende
uma sequéncia de aminoacido de acordo com a formula Xe1-Xe2-Xe3-Xe4-
Xe5-Xe6-Xo7-Xos-Xe9-X70, €M que X1 € selecionado a partir do grupo
consistindkoem A, C,I,L,M,eV; Xe2€ C,F, H,I,L,M,Q,R, S, T, V, W,
e Y; Xe3 € selecionado a partir do grupo consistindoem A, C,D, E, F, G,
H ILL,M, N, P,Q, S T,V,W, eY,; Xss é selecionado a partir do grupo
consistindoem A, C,D,E,F, G, H,I,K, L, M,N,Q,R,S, T,V,W,eY;
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Xes € selecionado a partir do grupo consistindoem A, D, E, F, G, H, |, L,
M,N,Q,S, T,V,W, eY,; Xes € selecionado a partir do grupo consistindo
emC,F, I,L,M P, T,V,W, eY,; Xe7 é selecionado a partir do grupo
consistindoemC,F,H,|,K,L,M,N,Q,R, T, V,W, e Y; Xes € selecionado
a partir do grupo consistindoem A, C,E,F, G, [, K,L, M,N, P, Q, R, S,
T,V,W, eY,; Xso € selecionado a partir do grupo consistindoem W e Y;
e X7o € selecionado a partir do grupo consistindoem A, C,D, E, F, G, H,
LK,L,M,N,P,Q,R,S, T,V,W,eY.

[00163] Em wuma modalidade mais preferida, a Adnectina
antimiostatina da invencdo compreende algas BC, DE, e FG, em que a
alca BC compreende uma sequéncia de aminoacido de acordo com a
formula Xs1-Xs2-Xs3-Xs4-Xs55-Xs6-Xs57-Xs8-Xs9, €M que, Xs1 € selecionado
a partir do grupo consistindo em F, S, e W; Xs2 € L; Xs53 ¢ P; Xs4 €
selecionado a partir do grupo consistindoem C, F, G, |, K,L, M, N, R, S,
T,V, W, eY; Xs5 é€ selecionado a partir do grupo consistindo em A, C,
EEFH LKLMP QRS TV, eY,; Xss &€ G; Xs7 € selecionado a
partir do grupo consistindoem A, C,H, K, L, M, N, R, V, W, e Y; Xss €
selecionado a partir do grupo consistindo em A, G, e L; e Xs9 €
selecionado a partir do grupo consistindo em H, N, e Q; a alga DE
compreende uma sequéncia de aminoacido de acordo com a férmula
G-R-G-Xs0, em que Xso € selecionado a partir do grupo consistindo em
C,E, I, L, M, e V; e aalgca FG compreende uma sequéncia de
aminoacido de acordo com a formula Xe1-Xe2-Xe3-Xea-Xes-Xes-X67-X6s-
Xeo-X70, em que Xe1 € selecionado a partir do grupo consistindo em | e
V;Xe2€ C,F, I, L, M, T, V, W, e Y; Xs3 € selecionado a partir do grupo
consistindoem A, C, D, E, F, G, H, I, L, M, N, Q, S, T, e V; Xe4 €
selecionado a partir do grupo consistindo em A, C, D, F, G, |, L, M, N,
Q,S, T,V,W, eY,; Xss5 € selecionado a partir do grupo consistindo em
A, G, S, T, e W; Xes € selecionado a partir do grupo consistindo em F, |,

V, W, eY; Xe7 € selecionado a partir do grupo consistindoem F, H, I, L,
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M, V, W, e Y; Xss € selecionado a partir do grupo consistindo em A, C,
F,G,I,K,L,M, T,V, e W; Xso € selecionado a partir do grupo consistindo
emW e Y; e X7o € selecionado a partir do grupo consistindo em A, G, K,
L, M, P,Q,eR.

[00164] Em algumas modalidades, a Adnectina antimiostatina é
codificada por uma sequéncia de acido nucleico como estabelecido em
qualquer uma de SEQ ID NOs: 124-167, 240-251, e 284-305
(sequéncias de comprimento completo das tabelas 2, 5, e 6). Em
algumas modalidades, a Adnectina antimiostatina é codificada por uma
sequéncia de acido nucleico que € pelo menos 70%, 75%, 80%, 85%,
90%, 95%, 98%, 99% ou 100% idéntica a qualquer uma de SEQ ID
NOS: 124-167, 240-251, e 284-305.

[00165] Fibronectina naturalmente liga-se a certos tipos de integrinas
através do seu motivo de ligagao a integrina, "acido aspartico-arginina-
glicina" (RGD). Em algumas modalidades, o polipeptideo compreende
um dominio "°Fn3 que falta o motivo de ligagéo de integrina (RGD). O
dominio de ligagao de integrina pode ser removido através da alteragao
da sequéncia RGD por substituicdo de aminoacidos, delecdo ou
insercao.

[00166] Em algumas modalidades, sequéncias de aminoacidos de
alca BC, DE e/ou FG idéntica a parte sublinhada de qualquer uma das
SEQ ID NOS: 7-38, 39-45, e 46-79, respectivamente, como mostrado
na Tabela 1, sdo enxertadas em arcabougos de proteina de dominio
nao-'°Fn3. Por exemplo, uma ou mais sequéncias de aminoacidos de
alca é trocada por ou inserida em uma ou mais alcas de CDR de um
anticorpo de cadeia pesada ou leve ou um fragmento do mesmo. Em
outras modalidades, o dominio de proteina em que uma ou mais
sequéncias de alga de aminoacidos sao trocadas ou inseridas inclui,
mas n&o esta limitado a, os dominios Fn3 de consenso (Centocor, US),

proteinas de repeticdo de anquirina (Molecular Partners AG, Zurique,
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Suica), anticorpos de dominio (Domantis, Ltd, Cambridge, MA),
nanocorpos de camelideos de unico dominio (Ablynx, Bélgica),
Lipocalinas (por exemplo, anticalinas; Pieris Proteolab AG, Freising,
Alemanha), Avimeros (Amgen, CA), afficorpos (Affibody AG, Suécia),
ubiquitina (por exemplo, affilins; Scil Proteins GmbH, Halle, Alemanha),
miméticos de epitopo de proteina (Polyphor Ltd, Allschwil, Suiga),
arcaboucos feixe helicoidal (por exemplo alphabodies, Complix,
Bélgica), dominios SH3 Fyn (Covagen AG, Suiga), ou atrimeros
(Anafora, Inc., CA).

[00167] As SEQ ID NOs das algas de BC, DE e FG das Adnectinas
antimiostatina exemplares da invengao sao apresentadas na Tabela 1.
Tabela 1

Algas BC, DE, e FG de Adectina antimiostatina
Sequéncias de Alga
Clone AlgaBC SEQ Alga DE SEQ Alga FG SEQ
ID NO: ID NO: ID NO:

1979_B06 SWSLPHAGHVN 7 PGRGVT 39 TLTKSQMIHYMP 46
2062_G02 SWVSPRGRAR 8 PGRGST 40 TIYRDGMSHHDP 47
2522_C09 SWEVPRGLAR 9 LGRGST 41 TVYRDGPLLLAP 48
2523_G06 SWWAPLGLAR 10 PGRGST 40 TIERTGMVQYDP 49
2524_C11 SWTLPHAGLAH 1 PGRGVT 39 TLTNSEIILYKP 50
2524 D09 SWYLPYPAHMN 12 PGRGLT 42 TLTKSQILHHRP 51
2524_E10 SWSLPFAGHLN 13 PGRGVT 39 TLTRSKIIHYMP 52
2524 _H05 SWSLPYSGLAN 14 PGRGVT 39 TLTHSNIIRYVP 53
2524 _H11 SWSLPHAGHAH 15 PGRGVT 39 TVSSTKVIVYLP 54
2525_B01 SWTLPNFGLIN 16 PGRGVT 39 TITKSTIIYKP 55
2525_D02 SWTLPHAGRAH 17 PGRGVT 39 TVTTTSVILYKP 56
2525_D05 SWSLPYAGHLN 18 PGRGVT 39 TLTKSQLIHYMP 57
2525_FO07 SWSLPYAAHMN 19 PGRGVT 39 TLTRSQVIHYMP 58
2987_A06 SWSLPHAGHAH 15 PGRGVT 39 TLTKSKIIHYMP 59
2987_B04 SWSLPYPGHLN 20 PGRGVT 39 TLTKSKIIHYMP 59
2987_B09 SWTLPHAGRAH 17 PGRGVT 39 TLTRSKIIHYMP 52
2987_C02 SWSLPYAGHAH 21 PGRGVT 39 TLTKSKIIHYMP 59
2987_D05 SWSLPHAGHAH 15 PGRGVT 39 TLTRSKIIHYMP 52
2987_E03 SWSLPYPGHLN 20 PGRGVT 39 TLTRSKIHYMP 52
2987_E08 SWTLPHAGRAH 17 PGRGVT 39 TVSSTKVIHYKP 60
2987_F01 SWSLPYAGHAH 21 PGRGVT 39 TLTRSKIHYMP 52
2987_F06 SWSLPHAGHAH 15 PGRGVT 39 TLTKSKVIHYMP 61
2987_G04 SWSLPYPGHLN 20 PGRGVT 39 TLTKSKVIHYMP 61
2987_G09 SWTLPHAGRAH 17 PGRGVT 39 TVSSTKVIVYLP 54
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2987_H02 SWSLPYAGHAH 21 PGRGVT 39 TLTKSKVIHYMP 61
2987_HO07 SWTLPHAGRAH 17 PGRGVT 39 TVTITTKVIHYKP 62
3006_A10 SWDAPGGLAR 22 IGRGST 43 TIDRDGVNHFAP 63
3007_B08 SWSLPTPGLAH 23 PGRGVT 39 TVTHHGVIGYKP 64
3007_C09 SWSLPHRGVAN 24 PGRGVT 39 TLTGANVIIYKP 65
3007_C10 SWSLPSSGVAH 25 PGRGVT 39 TVINTGVIIYKP 66
3008_A03 SWSLPHHGFGH 26 PGRGVT 39 TVTATGIIIYKP 67
3008_B08 SWSLPHAGDAH 27 PGRGVT 39 TVTRAGFYRYKP 68
3008_D04 SWSLPHNGVAH 28 PGRGVT 39 TVTREEVISYKP 69
3008_FO01 SWSLPRQGLAN 29 PGRGVT 39 TVTAAGVIIYKP 70
3008_G01 SWSLPGPGHFH 30 PGRGVT 39 TVTANQPIIYKP 71
3008_G03 SWSLPHPGLGH 31 PGRGVT 39 TITPETIIVYKP 72
3115_D04 SWDAPRGLAR 32 FGRGTT 44 TIDRDGTRSFDP 73
3115_E06 SWDAPAGLAR 33 VGRGNT 45 TIFRDGPVTWDP 74
3116_A06 SWSLPHQGKAN 34 PGRGVT 39 TVTIDTGYLKYKP 75
3116_A07 SWDAPKGLAR 35 VGRGNT 45 TIFRDGPVTWDP 74
3116_CO01 SWSLPNPGIAH 36 PGRGVT 39 TLTGSDTIFYKP 76
3116_C06 SWSLPRPGNAH 37 PGRGVT 39 TVTGKDVIKYKP 77
3116_HO06 SWDAPAGLAR 33 VGRGNT 45 TIFRDGVVNYGP 78
3146_A08 SWSLPNPGNAH 38 PGRGVT 39 TVTDTGFITYKP 79
[00168] As SEQ ID NOs de MonoAdnectinas antimiostatina

exemplares da invengao sao apresentadas na Tabela 2. Tabela 2

MonoAdnectinas antimiostatina

Sequéncia

Sequéncia de Aminoacido

Sequéncia de Acido Nucleico

1979_B06 também
referido aqui como ATI-

1133

(Sequéncia de nucleo 1

MGVSDVPRDLEVVAATPTSLLISWSLP

HAGHVNYYRITYGETGGNSPVQEFTVP
GRGVTATISGLKPGVDYTITVYAVTLTK

SQMIHYMPISINYRT EIDKPSQHHHHHH
(SEQ ID NO: 80)

ATGGGAGTTTCTGATGTGCCGCGCGA
CCTGGAAGTGGTTGCTGCCACCCCCA
CCAGCCTGCTGATCAGCTGGTCTCTG
CCGCATGCTGGTCATGTGAACTATTA
CCGCATCACTTACGGCGAAACAGGAG

de Adnectina tendo GCAATAGCCCTGTCCAGGAGTTCACT
Sequéncia terminal GTGCCTGGTCGTGGTGTTACAGCTAC
AdNT1 (sublinhado) e CATCAGCGGCCTTAAACCTGGCGTTG
AdCT1 (italicos) com ATTATACCATCACTGTGTATGCTGTCA

marcador His6)

CTCTGACTAAATCTCAGATGATCCATT
ACATGCCAATTTCCATTAATTACCGCA
CAGAAATTGACAAACCATCCCAGCAC
CATCACCACCACCAC (SEQ ID NO:
124)

2062_G02 também re-
ferido aqui como ATI-
1134

(Sequéncia de nucleo 2
de Adnectina tendo
Sequéncia terminal

AdNT1 (sublinhado) e

MGVSDVPRDLEVVAATPTSLLISWVSP
R
GRARYYRITYGETGGNSPVQEFTVPGR
GSTATISGLKPGVDYTITVYAVTIYRDG
M  SHHDPISINYRTEIDKPSQHHHHHH
(SEQ ID NO: 81)

ATGGGAGTTTCTGATGTGCCGCGCG
ACCTGGAAGTGGTTGCTGCCACCCC
CACCAGCCTGCTGATCAGCTGGGTT
TCTCCGCGTGGTCGTGCTCGATATTA
CCGCATCACTTACGGCGAAACAGGA
GGCAATAGCCCTGTCCAGGAGTTCA
CTGTGCCTGGTCGTGGTTCTACAGCT
ACCATCAGCGGCCTTAAACCTGGCG
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AdCT1

marcador His6)

(itélicos) com

TTGATTATACCATCACTGTGTATGCTG
TCACTATCTACCGTGACGGTATGTCT
CATCATGACCCAATTTCCATTAATTAC
CGCACAGAAATTGACAAACCATCCCA
GCACCATCACCACCACCAC (SEQ ID
NO: 125)

2522_C09

(Sequéncia de nucleo 3
de Adnectina tendo
Sequéncia terminal
AdNT1 (sublinhado) e
AdCT1

marcador His6)

(itdlicos) com

MGVSDVPRDLEVVAATPTSLLISWEVP
RGLARYYRITYGETGGNSPVQEFTVLG
RGSTATISGLKPGVDYTITVYAVTVYRD
GPLLLAPISINYRTEIDKPSQHHHHHH
(SEQ ID NO: 82)

ATGGGAGTTTCTGATGTGCCGCGCGA
CCTGGAAGTGGTTGCTGCCACCCCCA
CCAGCCTGCTGATCAGCTGGGAAG
TGCCGCGTGGCCTAGCTCGATATTA
CCGCATCACTTACGGCGAAACAGGA
GGCAATAGCCCTGTCCAGGAGTTCAC
TGTGCTTGGTCGTGGTTCTACAGCTA
C CATCAGCGGCCTTAAACCTGGCGTT
GATTATACCATCACTGTGTATGCTGTC
ACTGTGTACCGTGACGGGCCGTTGC
TTCTTGCCCCAATTTCCATTAATTACC
GCACAGAAATTGACAAACCATCCCAG
CACCATCACCACCACCAC (SEQ ID NO:
126)

2523_G06

(Sequéncia de nucleo 4
de Adnectina tendo
Sequéncia terminal
AdNT1 (sublinhado) e
AdCT1

marcador His6)

(italicos) com

MGVSDVPRDLEVVAATPTSLLISWWA
PLGLARYYRITYGETGGNSPVQEFTV
PGRGSTATISGLKPGVDYTITVYAVTI
FRTGMVQYDPISINYRTE/DKPSQHHH
HHH (SEQ ID NO: 83)

ATGGGAGTTTCTGATGTGCCGCGCG
ACCTGGAAGTGGTTGCTGCCACCCC
CACCAGCCTGCTGATCAGCTGGTGG
GCCCCGCTGGGTCTTGCTCGATATTA
CCGCATCACTTACGGCGAAACAGGA
GGCAATAGCCCTGTCCAGGAGTTCAC
TGTGCCTGGTCGGGGCTCTACAGCTA
CCATCAGCGGCCTTAAACCTGGCGTT
GATTATACCATCACTGTGTATGCTGTC
ACTATCTTCCGTACGGGCATGGTTCA
A
TATGACCCAATTTCCATTAATTACCGC
ACAGAAATTGACAAACCATCCCAGCA
CCATCACCACCACCAC (SEQ ID NO:
127)

2524 _C11

(Sequéncia de nucleo 5
de Adnectina tendo
Sequéncia terminal
AdNT1 (sublinhado) e
AdCT1

marcador His6)

(italicos) com

MGVSDVPRDLEVVAATPTSLLISWTLPH
AGLAHYYRITYGETGGNSPVQEFTVPG
R
GVTATISGLKPGVDYTITVYAVTLTNSEI
ILYKPISINYRTEIDKPSQHHHHHH (SEQ
ID NO: 84)

ATGGGAGTTTCTGATGTGCCGCGCG
ACCTGGAAGTGGTTGCTGCCACCCC
CACCAGCCTGCTGATCAGCTGGACT
CTGCCGCATGCTGGTCTTGCGCACTA
TTACCGCATCACTTACGGCGAAACAG
GAGGCAATAGCCCTGTCCAGGAGTTC
ACTGTGCCTGGTCGTGGTGTTACAGC
TACCATCAGCGGCCTTAAACCTGGCG
TTGATTATACCATCACTGTGTATGCTG
TCACTCTGACTAATTCTGAGATTATCC
TTTACAAGCCAATTTCCATTAATTACC
G
CACAGAAATTGACAAACCATCCCAGC
ACCATCACCACCACCAC (SEQ ID NO:
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128)

2524_D09

(Sequéncia de nucleo 6
de Adnectina tendo
Sequéncia terminal
AdNT1 (sublinhado) e
AdCT1

marcador His6)

(itdlicos) com

MGVSDVPRDLEVVAATPTSLLISWYLPY
PAHMNYYRITYGETGGNSPVQEFTVPG
RGLTATISGLKPGVDYTITVYAVTLTKSQ
ILHHRPISINYRT EIDKPSQHHHHHH
(SEQ ID NO: 85)

ATGGGAGTTTCTGATGTGCCGCGCG
ACCTGGAAGTGGTTGCTGCCACCC
CCACCAGCCTGCTGATCAGCTGGT
ACCTCCCGTATCCTGCGCATATGAAC
TATTACCGCATCACTTACGGCGAAA
CAGGAGGCAATAGCCCTGTCCAGGA
GTTCACTGTGCCTGGGCGGGGTCT
GACAGCTACCATCAGCGGCCTTAAA
CCTGGCGTTGATTATACCATCACTG
TGTATGCTGTCACTCTGACAAAATCT
CAGATTCTCCATCATAGGCCAATTTC
CATTAATTACCGCACAGAAATTGAC
AAACCATCCCAGCACCATCACCAC
CACCAC (SEQ ID NO: 129)

2524_E10

(Sequénciade nucleo 7
de Adnectina tendo
Sequéncia terminal
AdNT1 (sublinhado) e
AdCT1

marcador His6)

(italicos) com

MGVSDVPRDLEVVAATPTSLLISWSLP
FAGHLNYYRITYGETGGNSPVQEFTVP
GRGVTATISGLKPGVDYTITVYAVTLTR
S KIHYMPISINYRTEIDKPSQHHHHHH
(SEQ ID NO: 86)

ATGGGAGTTTCTGATGTGCCGCGC
GACCTGGAAGTGGTTGCTGCCACC
CCCACCAGCCTGCTGATCAGCTGGT
CATTGCCGTTTGCTGGTCATTTGAAC
TATTACCGCATCACTTACGGCGAAA
CAGGAGGCAATAGCCCTGTCCAGGA
GTTCACTGTGCCTGGTCGTGGTGTTA
CAGCTACCATCAGCGGCCTTAAAC
CTGGCGTTGATTATACCATCACTGTG
TATGCTGTCACTCTGACTCGCTCTAA
GATTATTCATTATATGCCAATTTCCAT
TAATTACCGCACAGAAATTGACAAAC
CATCCCAGCACCATCACCACCACCAC
(SEQ ID NO: 130)

2524 _HO5

(Sequéncia de nucleo 8
de Adnectina tendo
Sequéncia terminal
AdNT1 (sublinhado) e
AdCT1

marcador His6)

(itélicos) com

MGVSDVPRDLEVVAATPTSLLISWSLPY
SGLANYYRITYGETGGNSPVQEFTVPG
R
GVTATISGLKPGVDYTITVYAVTLTHSNII
RYVPISINYRTEIDKPSQHHHHHH (SEQ
ID NO: 87)

ATGGGAGTTTCTGATGTGCCGCGCG
ACCTGGAAGTGGTTGCTGCCACCCC
CACCAGCCTGCTGATCAGCTGGTCT

CTGCCTTATTCTGGCCTTGCGAACTA
TTACCGCATCACTTACGGCGAAACAG
GAGGCAATAGCCCTGTCCAGGAGTTC
ACTGTGCCTGGTCGTGGGGTTACAG

CTACTATCAGCGGCCTTAAACCTGG

CGTTGATTATACCATCACTGTGTATG

CTGTCACTCTGACTCACTCTAATATAA
TTCGATACGTGCCAATTTCCATTAATT
ACCGCACAGAAATTGACAAACCATCC
CAGCACCATCACCACCACCAC  (SEQ
ID NO: 131)
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2524_H11

(Sequéncia de nucleo 9
de Adnectina tendo
Sequéncia terminal
AdNT1 (sublinhado) e
AdCT1

marcador His6)

(italicos) com

MGVSDVPRDLEVVAATPTSLLISWSLP

HAGHAHYYRITYGETGGNSPVQEFTV
PGRGVTATISGLKPGVDYTITVYAVTVS
STKVIVYLPISINYRTEIDKPSQHHHHHH
(SEQ ID NO: 88)

ATGGGAGTTTCTGATGTGCCGCGCGA
CCTGGAAGTGGTTGCTGCCACCCCCA
CCAGCCTGCTGATCAGCTGGTCCCTA
CCGCATGCGGGTCATGCGCACTATTA
CCGCATCACTTACGGCGAAACAGGAG
GCAATAGCCCTGTCCAGGAGTTCACT
GTGCCTGGTCGTGGAGTTACAGCTAC
CATCAGCGGCCTTAAACCTGGCGTTG
ATTATACCATCACTGTGTATGCTGTCA
CTGTGTCTAGTACAAAGGTGATAGTTT
ACCTGCCAATTTCCATTAATTACCGCA
CAGAAATTGACAAACCATCCCAGCAC
CATCACCACCACCAC (SEQ ID NO:
132)

2525_B01

(Sequéncia de nucleo
10 de Adnectina tendo
Sequéncia terminal
AdNT1 (sublinhado) e
AdCT1

marcador His6)

(itélicos) com

MGVSDVPRDLEVVAATPTSLLISWTLPN
FGLINYYRITYGETGGNSPVQEFTVPG
RGVTATISGLKPGVDYTITVYAVTITKS
THIYKPISINYRTE/DKPSQHHHHHH
(SEQ ID NO: 89)

ATGGGAGTTTCTGATGTGCCGCGCG
ACCTGGAAGTGGTTGCTGCCACCC
CCACCAGCCTGCTGATCAGCTGGAC
TTTGCCGAATTTCGGTCTTATTAATTA
TTACCGCATCACTTACGGCGAAACAG
GAGGCAATAGCCCTGTCCAGGAGTT
CACTGTGCCTGGTCGTGGTGTTACA
GCTACCATCAGCGGCCTTAAACCTG
GCGTTGATTATACCATCACTGTGTA
TGCTGTCACTATCACCAAATCTACTA
TCATCATTTACAAGCCAATTTCCATTA
ATTACCGCACAGAAATTGACAAACCA
CCCAGCACCATCACCACCACCAC
(SEQ ID NO: 133)

2525_D02

(Sequéncia de nucleo
11 de Adnectina tendo
Sequéncia terminal
AdNT1 (sublinhado) e
AdCT1

marcador His6)

(itélicos) com

MGVSDVPRDLEVVAATPTSLLISWTLPH
AGRAHYYRITYGETGGNSPVQEFTVPG
RGVTATISGLKPGVDYTITVYAVTVTTTS
VILYKPISINYRTEIDKPSQHHHHHH
(SEQ ID NO: 90)

ATGGGAGTTTCTGATGTGCCGCGCG
ACCTGGAAGTGGTTGCTGCCACCC
CCACCAGCCTGCTGATCAGCTGGACT
TTGCCGCATGCTGGTCGTGCGCACTA
TTACCGCATCACTTACGGCGAAACAG
GAGGCAATAGCCCTGTCCAGGAGTT
CACTGTGCCTGGGCGGGGTGTTACA
GCTACCATCAGCGGCCTTAAACCTG
GCGTTGATTATACCATCACTGTGTAT
GCTGTCACTGTGACGACAACTTCGG
TGATCCTTTACAAGCCAATTTCCATTA
ATTACCGCACAGAAATTGACAAACCA
TCCCAGCACCATCACCACCACCAC
(SEQ ID NO: 134)

2525_D05

(Sequéncia de nucleo
12 de Adnectina tendo
Sequéncia terminal
AdNT1 (sublinhado) e

AdCT1 (italicos) com

MGVSDVPRDLEVVAATPTSLLISWSLPY
AGHLNYYRITYGETGGNSPVQEFTVPG
RGVTATISGLKPGVDYTITVYAVTLTKS
QLIHYMPISINYRTEIDKPSQHHHHHH
(SEQ ID NO: 91)

ATGGGAGTTTCTGATGTGCCGCGCG
ACCTGGAAGTGGTTGCTGCCACCC
CCACCAGCCTGCTGATCAGCTGGT
CTCTTCCTTATGCTGGTCATCTAAAC
TATTACCGCATCACTTACGGCGAAA
CAGGAGGCAATAGCCCTGTCCAGGA
G
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marcador His6)

TTCACTGTGCCTGGTCGTGGTGTGAC
AGCTACCATCAGCGGCCTTAAACCT
GGCGTTGATTATACCATCACTGTGTAT
GCTGTCACTCTGACTAAGTCTCAGCT
GATACATTACATGCCAATTTCCATTAA
TTACCGCACAGAAATTGACAAACCA
TCCCAGCACCATCACCACCACCAC
(SEQ ID NO: 135)

2525_F07

(Sequéncia de nucleo
13 de Adnectina tendo
Sequéncia terminal
AdNT1 (sublinhado) e
AdCT1

marcador His6)

(itdlicos) com

MGVSDVPRDLEVVAATPTSLLISWSLPY
AAHMNYYRITYGETGGNSPVQEFTVPG
RGVTATISGLKPGVDYTITVYAVTLTRS
QVIHYMPISINYRTEIDKPSQHHHHHH
(SEQ ID NO: 92)

ATGGGAGTTTCTGATGTGCCGCGCG
ACCTGGAAGTGGTTGCTGCCACCC
CCACCAGCCTGCTGATCAGCTGGTC
TCTGCCGTATGCTGCTCACATGAAC
TATTACCGCATCACTTACGGCGAAA
CAGGAGGCAATAGCCCTGTCCAGGA
GTTCACTGTGCCTGGTCGTGGTGTTA
CAGCTACCATCAGCGGCCTTAAAC
CTGGCGTTGATTATACCATCACTGTG
TATGCTGTCACTTTGACTAGATCACA
GGTGATTCATTACATGCCAATTTCCAT
TAATTACCGCACAGAAATTGACAAAC
CATCCCAGCACCATCACCACCACCAC
(SEQ ID NO: 136)

2987_A06

(Sequéncia de nucleo
14 de Adnectina tendo
Sequéncia terminal
AdNT1 (sublinhado) e
AdCT1

marcador His6)

(italicos) com

MGVSDVPRDLEVVAATPTSLLISWSLP
HAGHAHYYRITYGETGGNSPVQEFTVP
GRGVTATISGLKPGVDYTITVYAVTLTK
SKIIHYMPISINYRTE/DKPSQHHHHHH
(SEQ ID NO: 93)

ATGGGTGTTAGTGATGTTCCGCGTGA
TCTGGAAGTTGTTGCAGCAACCCCGA
CCAGCCTGCTGATTAGCTGGTCACTG
CCGCATGCAGGTCATGCACATTATTA
TCGTATTACCTATGGTGAAACCGGTG
GTAATAGTCCGGTTCAGGAATTCACC
GTTCCGGGTCGTGGTGTTACCGCAAC
CATTAGCGGTCTGAAACCGGGTGTTG
ATTACACCATTACCGTTTATGCAGTTA
CCC
TGACCAAAAGCAAAATTATTCATTATA
TGCCGATTAGCATTAATTATCGCACC
GAAATTGATAAACCGAGCCAGCATC
ATCATCACCATCAT (SEQ ID NO: 137)

2987_B04

(Sequéncia de nucleo
15 de Adnectina tendo
Sequéncia terminal
AdNT1 (sublinhado) e
AdCT1

marcador His6)

(itélicos) com

MGVSDVPRDLEVVAATPTSLLISWSLPY

PGHLNYYRITYGETGGNSPVQEFTVPG
RGVTATISGLKPGVDYTITVYAVTLTKSK
IIHYMPISINYRTEIDKPSQHHHHHH
(SEQ ID NO: 94)

ATGGGTGTTAGTGATGTTCCGCGTG
ATCTGGAAGTTGTTGCAGCAACCC
CGACCAGCCTGCTGATTAGCTGGTC
ACTGCCGTATCCGGGTCATCTGAATT
ATTATCGTATTACCTATGGTGAAACCG
GTGGTAATAGTCCGGTTCAGGAATTC
ACCGTTCCGGGTCGTGGTGTTACCGC
AACCATTAGCGGTCTGAAACCGGGT
GTTGATTACACCATTACCGTTTATGC
AGTTACCCTGACCAAAAGCAAAATTAT
TCATTATATGCCGATTAGCATTAATTA
T
CGCACCGAAATTGATAAACCGAGCCA
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GCATCATCATCACCATCAT
NO: 138)

(SEQ D

2987_B09

(Sequéncia de nucleo
16 de Adnectina tendo
Sequéncia terminal
AdNT1 (sublinhado) e
AdCT1

marcador His6)

(itdlicos) com

MGVSDVPRDLEVVAATPTSLLISWTLPH
AGRAHYYRITYGETGGNSPVQEFTVPG
RGVTATISGLKPGVDYTITVYAVTLTRS
K IIHYMPISINYRTEIDKPSQHHHHHH
(SEQ ID NO: 95)

ATGGGTGTTAGTGATGTTCCGCGTG
ATCTGGAAGTTGTTGCAGCAACCCC
GACCAGCCTGCTGATTAGCTGGAC
CCTGCCGCATGCAGGTCGTGCACAT
TATTATCGTATTACCTATGGTGAAAC
CGGTGGTAATAGTCCGGTTCAGGAA
TTCACCGTTCCGGGTCGTGGTGTTAC
CGCAACCATTAGCGGTCTGAAAC
CGGGTGTTGATTACACCATTACCGTT
TATGCAGTTACCCTGACCCGCAG
CAAAATTATTCATTATATGCCGATTAG
CATTAATTATCGCACCGAAATTGA
TAAACCGAGCCAGCATCATCATCAC
CATCAT (SEQ ID NO: 139)

2987_C02

(Sequéncia de nucleo
17 de Adnectina tendo
Sequéncia terminal
AdNT1 (sublinhado) e
AdCT1

marcador His6)

(italicos) com

MGVSDVPRDLEVVAATPTSLLISWSLPY
AGHAHYYRITYGETGGNSPVQEFTVPG
RGVTATISGLKPGVDYTITVYAVTLTKS
KIIHYMPISINYRTE/DKPSQHHHHHH
(SEQ ID NO: 96)

ATGGGTGTTAGTGATGTTCCGCG
TGATCTGGAAGTTGTTGCAGCAAC
CCCGACCAGCCTGCTGATTAGCTGG
TCACTGCCGTATGCAGGTCATGCACA
TTATTATCGTATTACCTATGGTGAAAC
CGGTGGTAATAGTCCGGTTCAGGAA
TTCACCGTTCCGGGTCGTGGTGTTAC
CGCAACCATTAGCGGTCTGAAAC
CGGGTGTTGATTACACCATTACCGTT
TATGCAGTTACCCTGACCAAAAGCAA
AATTATTCATTATATGCCGATTAG
CATTAATTATCGCACCGAAATTGAT
AAACCGAGCCAGCATCATCATCACC
ATCAT (SEQ ID NO: 140)

2987_D05

(Sequéncia de nucleo
18 de Adnectina tendo
Sequéncia terminal
AdNT1 (sublinhado) e
AdCT1

marcador His6)

(itélicos) com

MGVSDVPRDLEVVAATPTSLLISWSLP
HAGHAHYYRITYGETGGNSPVQEFTV
PGRGVTATISGLKPGVDYTITVYAVTL
TRSKIIHYMPISINYRT EIDKPSQHHHHH
H (SEQ ID NO: 97)

ATGGGTGTTAGTGATGTTCCGCGTG
ATCTGGAAGTTGTTGCAGCAACCCC
GACCAGCCTGCTGATTAGCTGGTCAC
TGCCGCATGCAGGTCATGCACATTAT
TATCGTATTACCTATGGTGAAACCGG
TGGTAATAGTCCGGTTCAGGAATTCA
CCGTTCCGGGTCGTGGTGTTACCGC
AACCATTAGCGGTCTGAAACCGGGT
GTTGATTACACCATTACCGTTTATGCA
GTTACCCTGACCCGCAGCAAAATTAT
TCATTATATGCCGATTAGCATTAATTA
TCGCACCGAAATTGATAAACCGAGC
CAGCATCATCATCAC CATCAT (SEQ ID
NO: 141)
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2987 _E03

(Sequéncia de nucleo
19 de Adnectina tendo
Sequéncia terminal
AdNT1 (sublinhado) e
AdCT1

marcador His6)

(italicos) com

MGVSDVPRDLEVVAATPTSLLISWSLP
YPGHLNYYRITYGETGGNSPVQEFTVP
GRGVTATISGLKPGVDYTITVYAVTLTR
S KIHYMPISINYRTEI/DKPSQHHHHHH
(SEQ ID NO: 98)

ATGGGTGTTAGTGATGTTCCGCGTG
ATCTGGAAGTTGTTGCAGCAACCCC
GACCAGCCTGCTGATTAGCTGGTCAC
TGCCGTATCCGGGTCATCTGAATTAT
TATCGTATTACCTATGGTGAAACCG
GTGGTAATAGTCCGGTTCAGGAATTC
ACCGTTCCGGGTCGTGGTGTTACC
GCAACCATTAGCGGTCTGAAACC
GGGTGTTGATTACACCATTACCGTTTA
TGCAGTTACCCTGACCCGCAGC
AAAATTATTCATTATATGCCGATTAG
CATTAATTATCGCACCGAAATTGAT
AAACCGAGCCAGCATCATCATCAC
CATCAT (SEQ ID NO: 142)

2987_EO08

(Sequéncia de nucleo
20 de Adnectina tendo
Sequéncia terminal
AdNT1 (sublinhado) e
AdCT1

marcador His6)

(itélicos) com

MGVSDVPRDLEVVAATPTSLLISWTLPH
AGRAHYYRITYGETGGNSPVQEFTVPG
RGVTATISGLKPGVDYTITVYAVTVSST
KVIHYKPISINYRTE/DKPSQHHHHHH
(SEQ ID NO: 99)

ATGGGTGTTAGTGATGTTCCGCGTG
ATCTGGAAGTTGTTGCAGCAACCC
CGACCAGCCTGCTGATTAGCTGGACC
CTGCCGCATGCAGGTCGTGCACATTA
TTATCGTATTACCTATGGTGAAACC
GGTGGTAATAGTCCGGTTCAGGAATT
CACCGTTCCGGGTCGTGGTGTTACCG
CAACCATTAGCGGTCTGAAACCGGG
TGTTGATTACACCATTACCGTTTATGC
AGTTACCGTTAGCAGCACCAAAGTG
ATTCATTATAAACCGATTAGCATTAAT
TATCGCACCGAAATTGATAAACCGAG
CCAGCATCATCATCACCATCAT  (SEQ
ID NO: 143)

2987_FO1

(Sequéncia de nucleo
21 de Adnectina tendo
Sequéncia terminal
AdNT1 (sublinhado) e
AdCT1

marcador His6)

(itélicos) com

MGVSDVPRDLEVVAATPTSLLISWSLPY
AGHAHYYRITYGETGGNSPVQEFTVPG
RGVTATISGLKPGVDYTITVYAVTLTRS
KIIHYMPISINYRTE/DKPSQHHHHHH
(SEQ ID NO: 100)

ATGGGTGTTAGTGATGTTCCGCGTGA
TCTGGAAGTTGTTGCAGCAACCCCG
ACCAGCCTGCTGATTAGCTGGTCACT
GCCGTATGCAGGTCATGCACATTAT
TATCGTATTACCTATGGTGAAACCGG
TGGTAATAGTCCGGTTCAGGAATTCA
CCGTTCCGGGTCGTGGTGTTACCGCA
ACCATTAGCGGTCTGAAACCGGGTG
TTGATTACACCATTACCGTTTATGCAG
TTACCCTGACCCGCAGCAAAATTATT
CATTATATGCCGATTAGCATTAATTA
TCGCACCGAAATTGATAAACCGAG
CCAGCATCATCATCACCATCAT (SEQ
ID NO: 144)

2987_F06

(Sequéncia de nucleo
22 de Adnectina tendo
Sequéncia terminal
AdNT1 (sublinhado) e

AdCT1 (italicos) com

MGVSDVPRDLEVVAATPTSLLISWSLP
HAGHAHYYRITYGETGGNSPVQEFTVP
GRGVTATISGLKPGVDYTITVYAVTLTK
SKVIHYMPISINYRTEIDKPSQHHHHHH
(SEQ ID NO: 101)

ATGGGTGTTAGTGATGTTCCGCG
TGATCTGGAAGTTGTTGCAGCAAC
CCCGACCAGCCTGCTGATTAGCTGG
TCACTGCCGCATGCAGGTCATGCACA
TTATTATCGTATTACCTATGGTGAAAC
CGGTGGTAATAGTCCGGTTCAGGAA
TTCACCGTTCCGGGTCGTGGTGTTAC
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CGCAACCATTAGCGGTCTGAAACCG
GGTGTTGATTACACCATTACCGTTTA
TGCAGTTACCCTGACCAAAAGCAAAG
TGATTCATTATATGCCGATTAGCATTA
ATTATCGCACCGAAATTGATAAACCG
AGCCAGCATCATCATCACCATCAT
(SEQ ID NO: 145)

2987_G04

(Sequéncia de nucleo
23 de Adnectina tendo
Sequéncia terminal
AdNT1 (sublinhado) e
AdCT1

marcador His6)

(itdlicos) com

MGVSDVPRDLEVVAATPTSLLISWSLPY
PGHLNYYRITYGETGGNSPVQEFTVPG
RGVTATISGLKPGVDYTITVYAVTLTKSK
VIHYMPISINYRTE/IDKPSQHHHHHH
(SEQ ID NO: 102)

ATGGGTGTTAGTGATGTTCCGCGTG
ATCTGGAAGTTGTTGCAGCAACCCC
GACCAGCCTGCTGATTAGCTGGTCAC
TGCCGTATCCGGGTCATCTGAATTAT
TATCGTATTACCTATGGTGAAACCGG
TGGTAATAGTCCGGTTCAGGAATTCA
CCGTTCCGGGTCGTGGTGTTACCGC
AACCATTAGCGGTCTGAAACCGGG
TGTTGATTACACCATTACCGTTTATG
CAGTTACCCTGACCAAAAGCAAAG
TGATTCATTATATGCCGATTAGCATTA
ATTATCGCACCGAAATTGATAAACC
GAGCCAGCATCATCATCACCATCAT
(SEQ ID NO: 146)

2987_G09

(Sequéncia de nucleo
24 de Adnectina tendo
Sequéncia terminal
AdNT1 (sublinhado) e
AdCT1

marcador His6)

(itélicos) com

MGVSDVPRDLEVVAATPTSLLISWTLPH
AGRAHYYRITYGETGGNSPVQEFTVPG
RGVTATISGLKPGVDYTITVYAVTVSST
K VIVYLPISINYRTEIDKPSQHHHHHH
(SEQ ID NO: 103)

ATGGGTGTTAGTGATGTTCCGCGTGA
TCTGGAAGTTGTTGCAGCAACCCC
GACCAGCCTGCTGATTAGCTGGACC
CTGCCGCATGCAGGTCGTGCACATTA
TTATCGTATTACCTATGGTGAAACCG
GTGGTAATAGTCCGGTTCAGGAATTC
ACCGTTCCGGGTCGTGGTGTTACCG
CAACCATTAGCGGTCTGAAACCGGG
TGTTGATTACACCATTACCGTTTATG
CAGTTACCGTTAGCAGCACCAAAGT
TATTGTTTATCTGCCGATTAGCATTAA
TTATCGCACCGAAATTGATAAACCGA
GCCAGCATCATCATCACCATCAT (SEQ
ID NO: 147)

2987_HO02

(Sequéncia de nucleo
25 de Adnectina tendo
Sequéncia
AdNT1 (sublinhado) e
AdCT1

marcador His6)

terminal

(italicos) com

MGVSDVPRDLEVVAATPTSLLISWSLPY
AGHAHYYRITYGETGGNSPVQEFTVPG
RGVTATISGLKPGVDYTITVYAVTLTKSK
VIHYMPISINYRT EIDKPSQHHHHHH
(SEQ ID NO: 104)

ATGGGTGTTAGTGATGTTCCGCGTGA
TCTGGAAGTTGTTGCAGCAACCCCGA
CCAGCCTGCTGATTAGCTGGTCACTG
CCGTATGCAGGTCATGCACATTATTAT
CGTATTACCTATGGTGAAACCGGTGG
TAATAGTCCGGTTCAGGAATTCACCG

TTCCGGGTCGTGGTGTTACCGCAACC
ATTAGCGGTCTGAAACCGGGTGTTGA
TTACACCATTACCGTTTATGCAGTTAC
CCTGACCAAAAGCAAAGTGATTCATT

ATATGCCGATTAGCATTAATTATCGCA
CCGAAATTGATAAACCGAGCCAGCAT

CATCATCACCATCAT (SEQ ID NO: 148)
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2987_HO7

(Sequéncia de nucleo
26 de Adnectina tendo
Sequéncia terminal
AdNT1 (sublinhado) e
AdCT1

marcador His6)

(italicos) com

MGVSDVPRDLEVVAATPTSLLISWTLPH
AGRAHYYRITYGETGGNSPVQEFTVPG
RGVTATISGLKPGVDYTITVYAVTVTTTK
VIHYKPISINYRT EIDKPSQHHHHHH
(SEQ ID NO: 105)

ATGGGTGTTAGTGATGTTCCGCGTGA
TCTGGAAGTTGTTGCAGCAACCCCGA
CCAGCCTGCTGATTAGCTGGACCCTG
CCGCATGCAGGTCGTGCACATTATTA
TCGTATTACCTATGGTGAAACCGGTG
GTAATAGTCCGGTTCAGGAATTCACC
GTTCCGGGTCGTGGTGTTACCGCAAC
CATTAGCGGTCTGAAACCGGGTGTTG
ATTACACCATTACCGTTTATGCAGTTA
CCGTTACCACCACCAAAGTGATTCAT
TATAAACCGATTAGCATTAATTATCGC
ACCGAAATTGATAAACCGAGCCAGCA
TCATCATCACCATCAT (SEQ ID NO:
149)

3006_A10

(Sequéncia de nucleo
27 de Adnectina tendo
Sequéncia terminal
AdNT1 (sublinhado) e
AdCT1

marcador His6)

(itélicos) com

MGVSDVPRDLEVVAATPTSLLISWDAP
GGLARYYRITYGETGGNSPVQEFTVIG
RGSTATISGLKPGVDYTITVYAVTIDRD
GVNHFAPISINYRT EIDKPSQHHHHHH

(SEQ ID NO: 106

ATGGGAGTTTCTGATGTGCCGCGCGA
CCTGGAAGTGGTTGCTGCCACCCCCA
CCAGCCTGCTGATCAGCTGGGACGC
TCCGGGTGGTCTGGCTCGATATTACC
GCATCACTTACGGCGAAACAGGAGG
CAATAGCCCTGTCCAGGAGTTCACTG
TGATCGGTCGTGGTAGCACAGCTACC
ATCAGCGGCCTTAAACCTGGCGTTGA
TTATACCATCACTGTGTATGCTGTCAC
TATCGACCGTGACGGTGTCAACCACT
TCGCCCCAATTTCCATTAATTACCGCA
CAGAAATTGACAAACCATCCCAGCAC
CATCACCACCACCAC (SEQ ID NO:
150)

3007_B08

(Sequéncia de nucleo
28 de Adnectina tendo
Sequéncia terminal
AdNT1 (sublinhado) e
AdCT1

marcador His6)

(itélicos) com

MGVSDVPRDLEVVAATPTSLLISWSLPT
PGLAHYYRITYGETGGNSPVQEFTVPG
RGVTATISGLKPGVDYTITVYAVTVTHH
GVIGYKPISINYRTE/DKPSQHHHHHH
(SEQ ID NO: 107)

ATGGGAGTTTCTGATGTGCCGCGCGA
CCTGGAAGTGGTTGCTGCCACCCCCA
CCAGCCTGCTGATCAGCTGGTCTCTG
CCGACTCCAGGTCTCGCCCATTATTA
CCGCATCACTTACGGCGAAACAGGAG
GCAATAGCCCTGTCCAGGAGTTCACT
GTGCCTGGTCGTGGTGTTACAGCTAC
CATCAGCGGCCTTAAACCTGGCGTTG
ATTATACCATCACTGTGTATGCTGTCA
CTGTCACTCATCACGGCGTCATCGGC
TACAAACCAATTTCCATTAATTACCGC
ACAGAAATTGACAAACCATCCCAGCA
CCATCACCACCACCAC (SEQ ID NO:
151)

3007_C09

(Sequéncia de nucleo
29 de Adnectina tendo
Sequéncia terminal
AdNT1 (sublinhado) e

AdCT1 (italicos) com

MGVSDVPRDLEVVAATPTSLLISWSLP
HRGVANYYRITYGETGGNSPVQEFTVP
GRGVTATISGLKPGVDYTITVYAVTLTG
ANVIIYKPISINYRTEIDKPSQHHHHHH
(SEQ ID NO: 108)

ATGGGAGTTTCTGATGTGCCGCGCGA
CCTGGAAGTGGTTGCTGCCACCCCC
ACCAGCCTGCTGATCAGCTGGTCTC
TGCCGCACCGTGGTGTCGCCAATTAT
TACCGCATCACTTACGGCGAAACAG
GAGGCAATAGCCCTGTCCAGGAGTTC
ACTGTGCCTGGTCGTGGTGTTACA
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GCTACCATCAGCGGCCTTAAACCTG
GCGTTGATTATACCATCACTGTGTAT
GCTGTCACTCTCACTGGAGCGAACGT
CATCATCTACAAACCAATTTCCATTA
ATTACCGCACAGAAATTGACAAACC
ATCCCAGCACCATCACCACCACCAC
(SEQ ID NO: 152)

3007_C10

(Sequéncia de nucleo
30 de Adnectina tendo
Sequéncia
AdNT1 (sublinhado) e
AdCT1

marcador His6)

terminal

(itdlicos) com

MGVSDVPRDLEVVAATPTSLLISWSLPS
SGVAHYYRITYGETGGNSPVQEFTVPG
RGVTATISGLKPGVDYTITVYAVTVTNT
GVIIYKPISINYRTEIDKPSQHHHHHH
(SEQ ID NO: 109)

ATGGGAGTTTCTGATGTGCCGCGCG
ACCTGGAAGTGGTTGCTGCCACCCC
CACCAGCCTGCTGATCAGCTGGTC
TCTGCCGAGCAGCGGTGTCGCCCAT
TATTACCGCATCACTTACGGCGAAA
CAGGAGGCAATAGCCCTGTCCAGGA
GTTCACTGTGCCTGGTCGTGGTGTTA
CAGCTACCATCAGCGGCCTTAAAC
CTGGCGTTGATTATACCATCACTGTG
TATGCTGTCACTGTCACTAACACTGG
TGTCATCATCTACAAACCAATTTCCAT
TAATTACCGCACAGAAATTGACAAAC
CATCCCAGCACCATCACCACCACCAC
(SEQ ID NO: 153)

3008_A03

(Sequéncia de nucleo
31 de Adnectina tendo
Sequéncia terminal
AdNT1 (sublinhado) e
AdCT1

marcador His6)

(itélicos) com

MGVSDVPRDLEVVAATPTSLLISWSLP
H
HGFGHYYRITYGETGGNSPVQEFTVPG
RGVTATISGLKPGVDYTITVYAVTVTAT
G IIYKPISINYRTE/DKPSQHHHHHH
(SEQ ID NO: 110)

ATGGGAGTTTCTGATGTGCCGCGCG
ACCTGGAAGTGGTTGCTGCCACCCC
CACCAGCCTGCTGATCAGCTGGTC
TCTGCCGCATCACGGTTTCGGCCAT
TATTACCGCATCACTTACGGCGAAA
CAGGAGGCAATAGCCCTGTCCAGGA
GTTCACTGTGCCTGGTCGTGGTGTTA
CAGCTACCATCAGCGGCCTTAAAC
CTGGCGTTGATTATACCATCACTGTG
TATGCTGTCACTGTCACTGCTACGGG
GATCATCATCTACAAACCAATTTCCAT
TAATTACCGCACAGAAATTGACAAAC
CATCCCAGCACCATCACCACCACCAC
(SEQ ID NO: 154)

3008_B08

(Sequéncia de nucleo
32 de Adnectina tendo
Sequéncia
AdNT1 (sublinhado) e
AdCT1

marcador His6)

terminal

(italicos) com

MGVSDVPRDLEVVAATPTSLLISWSLP
HAGDAHYYRITYGETGGNSPVQEFTVP
GRGVTATISGLKPGVDYTITVYAVTVTR
AGFYRYKPISINYRTEIDKPSQHHHHHH
(SEQ ID NO: 111)

ATGGGAGTTTCTGATGTGCCGCGCGA
CCTGGAAGTGGTTGCTGCCACCCCCA
CCAGCCTGCTGATCAGCTGGTCTCTG
CCGCACGCCGGTGACGCCCATTATTA
CCGCATCACTTACGGCGAAACAGGAG
GCAATAGCCCTGTCCAGGAGTTCACT
GTGCCTGGTCGTGGTGTTACAGCTAC
CATCAGCGGCCTTAAACCTGGCGTTG
ATTATACCATCACTGTGTATGCTGTCA
CTGTTACTAGAGCGGGTTTCTACCGC
TACAAACCAATTTCCATTAATTACCGC
ACAGAAATTGACAAACCATCCCAGCA
CCATCACCACCACCAC (SEQ ID NO:
155)
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3008_D04

(Sequéncia de nucleo
33 de Adnectina tendo
Sequéncia terminal
AdNT1 (sublinhado) e
AdCT1

marcador His6)

(italicos) com

MGVSDVPRDLEVVAATPTSLLISWSLP

HNGVAHYYRITYGETGGNSPVQEFTVP
GRGVTATISGLKPGVDYTITVYAVTVTR
EEVISYKPISINYRTEIDKPSQHHHHHH

(SEQ ID NO: 112)

ATGGGAGTTTCTGATGTGCCGCGCGA
CCTGGAAGTGGTTGCTGCCACCCCCA
CCAGCCTGCTGATCAGCTGGTCTCTG
CCGCATAATGGTGTCGCCCATTATTA
CCGCATCACTTACGGCGAAACAGGAG
GCAATAGCCCTGTCCAGGAGTTCACT
GTGCCTGGTCGTGGTGTTACAGCTAC
CATCAGCGGCCTTAAACCTGGCGTTG
ATTATACCATCACTGTGTATGCTGTCA
CTGTCACTCGGGAGGAAGTCATCAGC
TACAAACCAATTTCCATTAATTACCGC
ACAGAAATTGACAAACCATCCCAGCA
CCATCACCACCACCAC (SEQ ID NO:
156)

3008_F01

(Sequéncia de nucleo
34 de Adnectina tendo
Sequéncia terminal
AdNT1 (sublinhado) e
AdCT1

marcador His6)

(itélicos) com

MGVSDVPRDLEVVAATPTSLLISWSLP
RQGLANYYRITYGETGGNSPVQEFTVP
GRGVTATISGLKPGVDYTITVYAVTVTA
AGVIIYKPISINYRTE/DKPSQHHHHHH
(SEQ ID NO: 113)

ATGGGAGTTTCTGATGTGCCGCGCGA
CCTGGAAGTGGTTGCTGCCACCCCCA
CCAGCCTGCTGATCAGCTGGTCTCTG
CCGCGTCAGGGTCTCGCCAATTATTA
CCGCATCACTTACGGCGAAACAGGAG
GCAATAGCCCTGTCCAGGAGTTCACT
GTGCCTGGTCGTGGTGTTACAGCTAC
CATCAGCGGCCTTAAACCTGGCGTTG
ATTATACCATCACTGTGTATGCTGTCA
CTGTCACTGCTGCTGGGGTCATCATC
TACAAACCAATTTCCATTAATTACCGC
ACAGAAATTGACAAACCATCCCAGCA
CCATCACCACCACCAC (SEQ ID NO:
157)

3008_GO01

(Sequéncia de nucleo
35 de Adnectina tendo
Sequéncia terminal
AdNT1 (sublinhado) e
AdCT1

marcador His6)

(itélicos) com

MGVSDVPRDLEVVAATPTSLLISWSLP
GPGHFHYYRITYGETGGNSPVQEFTVP
GRGVTATISGLKPGVDYTITVYAVTVTA
NQPIIYKPISINYRTEIDKPSQHHHHHH
(SEQ ID NO: 114)

ATGGGAGTTTCTGATGTGCCGCGCGA
CCTGGAAGTGGTTGCTGCCACCCCCA
CCAGCCTGCTGATCAGCTGGTCTCTG
CCGGGACCGGGTCACTTCCATTATTA
CCGCATCACTTACGGCGAAACAGGAG
GCAATAGCCCTGTCCAGGAGTTCACT
GTGCCTGGTCGTGGTGTTACAGCTAC
CATCAGCGGCCTTAAACCTGGCGTTG
ATTATACCATCACTGTGTATGCTGTCA
CTGTCACTGCTAACCAGCCCATCATC
TACAAACCAATTTCCATTAATTACCGC
ACAGAAATTGACAAACCATCCCAGCA
CCATCACCACCACCAC (SEQ ID NO:
158)

3008_G03

(Sequéncia de nucleo
36 de Adnectina tendo
Sequéncia terminal
AdNT1 (sublinhado) e

AdCT1 (italicos) com

MGVSDVPRDLEVVAATPTSLLISWSLP
HPGLGHYYRITYGETGGNSPVQEFTVP
GRGVTATISGLKPGVDYTITVYAVTITPE
TIVYKPISINYRTEIDKPSQHHHHHH
(SEQ ID NO: 115)

ATGGGAGTTTCTGATGTGCCGCGCGA
CCTGGAAGTGGTTGCTGCCACCCCCA
CCAGCCTGCTGATCAGCTGGTCTCTG
CCGCACCCCGGTCTCGGCCATTATTA
CCGCATCACTTACGGCGAAACAGGAG
GCAATAGCCCTGTCCAGGAGTTCACT
GTGCCTGGTCGTGGTGTTACAGCTAC
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CATCAGCGGCCTTAAACCTGGCGTTG
ATTATACCATCACTGTGTATGCTGTCA
CTATCACTCCGGAAACGATCATCGTC
TACAAACCAATTTCCATTAATTACCGC
ACAGAAATTGACAAACCATCCCAGCA
CCATCACCACCACCAC (SEQ ID NO:
159)

3115_D04

(Sequéncia de nucleo
37 de Adnectina tendo
Sequéncia terminal
AdNT1 (sublinhado) e
AdCT1

marcador His6)

(itdlicos) com

MGVSDVPRDLEVVAATPTSLLISWDAP
RGLARYYRITYGETGGNSPVQEFTVFG
RGTTATISGLKPGVDYTITVYAVTIDRDG
TRSFDPISINYRTEIDKPSQHHHHHH
(SEQ ID NO: 116)

ATGGGAGTTTCTGATGTGCCGCGCGA
CCTGGAAGTGGTTGCTGCCACCCCCA
CCAGCCTGCTGATCAGCTGGGACGC
TCCGAGAGGTCTGGCTCGATATTACC
GCATCACTTACGGCGAAACAGGAGG
CAATAGCCCTGTCCAGGAGTTCACTG
TGTTCGGTCGTGGTACCACAGCTACC
ATCAGCGGCCTTAAACCTGGCGTTGA
TTATACCATCACTGTGTATGCTGTCAC
TATCGACCGTGACGGTACCCGCAGCT
TCGACCCAATTTCCATTAATTACCGCA
CAGAAATTGACAAACCATCCCAGCAC
CATCACCACCACCAC (SEQ ID NO:
160)

3115_E06

(Sequéncia de nucleo
38 de Adnectina tendo
Sequéncia terminal
AdNT1 (sublinhado) e
AdCT1

marcador His6)

(itélicos) com

MGVSDVPRDLEVVAATPTSLLISWDAP
AGLARYYRITYGETGGNSPVQEFTVVG
RGNTATISGLKPGVDYTITVYAVTIFRDG
PVTWDPISINYRTEIDKPSQHHHHHH
(SEQ ID NO: 117)

ATGGGAGTTTCTGATGTGCCGCGCGA
CCTGGAAGTGGTTGCTGCCACCCCCA
CCAGCCTGCTGATCAGCTGGGACGC
TCCGGCTGGTCTGGCTCGATATTACC
GCATCACTTACGGCGAAACAGGAGG
CAATAGCCCTGTCCAGGAGTTCACTG
TGGTCGGTCGTGGTAACACAGCTACC
ATCAGCGGCCTTAAACCTGGCGTTGA
TTATACCATCACTGTGTATGCTGTCAC
TATCTTCCGTGACGGTCCCGTCACCT
GGGACCCAATTTCCATTAATTACCGC
ACAGAAATTGACAAACCATCCCAGCA
CCATCACCACCACCAC (SEQ ID NO:
161)

3116_A06

(Sequéncia de nucleo
39 de Adnectina tendo
Sequéncia
AdNT1 (sublinhado) e
AdCT1

marcador His6)

terminal

(italicos) com

MGVSDVPRDLEVVAATPTSLLISWSLP
HQGKANYYRITYGETGGNSPVQEFTVP
GRGVTATISGLKPGVDYTITVYAVTVTD
TGYLKYKPISINYRTEIDKPSQHHHHHH
(SEQ ID NO: 118)

ATGGGAGTTTCTGATGTGCCGCGCGA
CCTGGAAGTGGTTGCTGCCACCCCCA
CCAGCCTGCTGATCAGCTGGTCTCTG
CCGCACCAAGGTAAAGCCAATTATTA
CCGCATCACTTACGGCGAAACAGGAG
GCAATAGCCCTGTCCAGGAGTTCACT
GTGCCTGGTCGTGGTGTTACAGCTAC
CATCAGCGGCCTTAAACCTGGCGTTG
ATTATACCATCACTGTGTATGCTGTCA
CTGTTACTGATACAGGGTACCTCAAG
TACAAACCAATTTCCATTAATTACCGC
ACAGAAATTGACAAACCATCCCAGCA
CCATCACCACCACCAC (SEQ ID NO:
162)
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3116_A07

(Sequéncia de nucleo
40 de Adnectina tendo
Sequéncia
AdNT1 (sublinhado) e
AdCT1

marcador His6)

terminal

(italicos) com

MGVSDVPRDLEVVAATPTSLLISWDAP
KGLARYYRITYGETGGNSPVQEFTVVG
RGNTATISGLKPGVDYTITVYAVTIFRDG
PVTWDPISINYRTEIDKPSQHHHHHH
(SEQ ID NO: 119)

ATGGGAGTTTCTGATGTGCCGCGCGA
CCTGGAAGTGGTTGCTGCCACCCCCA
CCAGCCTGCTGATCAGCTGGGACGC
TCCGAAGGGTCTGGCTCGATATTACC
GCATCACTTACGGCGAAACAGGAGG
CAATAGCCCTGTCCAGGAGTTCACTG
TGGTCGGTCGTGGTAACACAGCTACC
ATCAGCGGCCTTAAACCTGGCGTTGA
TTATACCATCACTGTGTATGCTGTCAC
TATCTTCCGTGACGGTCCCGTCACCT
GGGACCCAATTTCCATTAATTACCGC
ACAGAAATTGACAAACCATCCCAGCA
CCATCACCACCACCAC (SEQ ID NO:
163)

3116_COf1

(Sequéncia de nucleo
41 de Adnectina tendo
Sequéncia terminal
AdNT1 (sublinhado) e
AdCT1

marcador His6)

(itélicos) com

MGVSDVPRDLEVVAATPTSLLISWSLP
NPGIAHYYRITYGETGGNSPVQEFTVP
GRGVTATISGLKPGVDYTITVYAVTLTG
SDTIFYKPISINYRTEIDKPSQHHHHHH
(SEQ ID NO: 120)

ATGGGAGTTTCTGATGTGCCGCGCGA
CCTGGAAGTGGTTGCTGCCACCCCCA
CCAGCCTGCTGATCAGCTGGTCTCTG
CCGAATCCCGGTATCGCCCATTATTA
CCGCATCACTTACGGCGAAACAGGAG
GCAATAGCCCTGTCCAGGAGTTCACT
GTGCCTGGTCGTGGTGTTACAGCTAC
CATCAGCGGCCTTAAACCTGGCGTTG
ATTATACCATCACTGTGTATGCTGTCA
CTCTCACTGGCAGTGACACCATCTTC
TACAAACCAATTTCCATTAATTACCGC
ACAGAAATTGACAAACCATCCCAGCA
CCATCACCACCACCAC (SEQ ID NO:
164)

3116_C06

(Sequéncia de nucleo
42 de Adnectina tendo
Sequéncia terminal
AdNT1 (sublinhado) e
AdCT1

marcador His6)

(itélicos) com

MGVSDVPRDLEVVAATPTSLLISWSLP
RPGNAHYYRITYGETGGNSPVQEFTVP
GRGVTATISGLKPGVDYTITVYAVTVTG
KDVIKYKPISINYRTEIDKPSQHHHHHH
(SEQ ID NO: 121)

ATGGGAGTTTCTGATGTGCCGCGCGA
CCTGGAAGTGGTTGCTGCCACCCCC
ACCAGCCTGCTGATCAGCTGGTCTCT
GCCGCGGCCGGGTAACGCCCATTAT
T ACCGCATCACTTACGGCGAAACAGG
AGGCAATAGCCCTGTCCAGGAGTTCA
CTGTGCCTGGTCGTGGTGTTACAGCT
A CCATCAGCGGCCTTAAACCTGGCGT
TGATTATACCATCACTGTGTATGCTG
TCACTGTTACTGGCAAAGATGTCATC
AAGTACAAACCAATTTCCATTAATTAC
CGCACAGAAATTGACAAACCATCCCA
GCACCATCACCACCACCAC (SEQ ID
NO: 165)

3116_HO06

(Sequéncia de nucleo
43 de Adnectina tendo
Sequéncia terminal
AdNT1 (sublinhado) e

AdCT1 (italicos) com

MGVSDVPRDLEVVAATPTSLLISWDAP
AGLARYYRITYGETGGNSPVQEFTWV
GRGNTATISGLKPGVDYTITVYAVTIFR
DGVVNYGPISINYRTE/DKPSQHHHHHH
(SEQ ID NO: 122)

ATGGGAGTTTCTGATGTGCCGCGCGA
CCTGGAAGTGGTTGCTGCCACCCC
CACCAGCCTGCTGATCAGCTGGGAC
GCTCCGGCTGGTCTGGCTCGATATTA
CCGCATCACTTACGGCGAAACAGGAG
GCAATAGCCCTGTCCAGGAGTT
CACTGTGGTCGGTCGTGGTAACACA
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GCTACCATCAGCGGCCTTAAACCTG
GCGTTGATTATACCATCACTGTGTAT
GCTGTCACTATCTTCCGTGACGGTG
TCGTCAACTACGGCCCAATTTCCATTA
ATTACCGCACAGAAATTGACAAACCA
TCCCAGCACCATCACCACCACCAC
(SEQ ID NO: 166)

3146_A08

(Sequéncia de nucleo
44 de Adnectina tendo

MGVSDVPRDLEVVAATPTSLLISWSLP
NPGNAHYYRITYGETGGNSPVQEFTVP
GRGVTATISGLKPGVDYTITVYAVTVTD
TGFITYKPISINYRTEIDKPSQHHHHHH

ATGGGAGTTTCTGATGTGCCGCGCG
ACCTGGAAGTGGTTGCTGCCACCCC
CACCAGCCTGCTGATCAGCTGGTCT
CTGCCGAATCCGGGTAACGCCCATTA

Sequéncia terminal | (SEQ ID NO: 123) TTACCGCATCACTTACGGCGAAACAG
AdNT1 (sublinhado) e GAGGCAATAGCCCTGTCCAGGAGTT
AdCT1 (italicos) com CACTGTGCCTGGTCGTGGTGTTACA

GCTACCATCAGCGGCCTTAAACCTG
GCGTTGATTATACCATCACTGTGTATG
CTGTCACTGTTACTGACACAGGTTTC
A
TCACGTACAAACCAATTTCCATTAATT
ACCGCACAGAAATTGACAAACCATC
CCAGCACCATCACCACCACCAC (SEQ
ID NO: 167)

Adnectinas de Competicao Cruzada e/ou Adnectinas que se Ligam

marcador His6)

ao Mesmo Sitio de Ligagao da Adnectina
[00169]

(por exemplo, competi¢do cruzada) para a ligagao a miostatina com as

Em uma modalidade, Adnectinas da invengédo competem

Adnectinas antimiostatina particulares aqui descritas. Tais Adnectinas
concorrentes podem ser identificadas com base na sua capacidade para
inibir competitivamente a ligagcdo a miostatina de Adnectinas aqui
descritas em ensaios de ligagdo padréo de miostatina. Por exemplo, os
ensaios ELISA padrdo podem ser utilizados em que uma proteina
recombinante é da miostatina imobilizada na placa, uma das Adnectinas
€ marcada por fluorescéncia e a capacidade de Adnectinas nao
marcadas para competir com a ligagdo da Adnectina marcada é
avaliada.
[00170]

ser realizado para determinar se os sitios de miostatina duas Adnectinas

Em uma modalidade, um formato de ELISA competitiva pode

antimiostatina se ligam sobrepondo Adnectina. Em um formato,

Adnectina No. 1 é revestida sobre uma placa, que é entdo bloqueada e
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lavada. A esta placa é adicionada quer miostatina sozinha, ou miostatina
pré-incubada com uma concentracao saturante de Adnectina No. 2.
Apo6s um periodo de incubacgao adequado, a placa é lavada e sondada
com um anticorpo antimiostatina policlonal, tal como um anticorpo
policlonal antimiostatina de cabra biotinilado (R&D Systems), seguido
de detecgdo com conjugado streptavidina-HRP e os procedimentos de
desenvolvimento de tetrametilbenzidina padrdo. Se o sinal de OD € o
mesmo com ou sem pré-incubagdo com Adnectina No. 2, entdo as duas
Adnectinas se ligam independentemente uma da outra, e os seus sitios
de ligagcdo de Adnectina néo se sobrepbem. Se, no entanto, o sinal de
OD para pogos que receberam misturas de miostatina / Adnectina No.
2 € menor do que para aqueles que receberam apenas a miostatina, em
seguida, a ligagcao de Adnectina No. 2 é confirmada para bloquear a
ligacao de Adnectina No. 1 a miostatina.

[00171]  Alternativamente, uma experiéncia semelhante é conduzida
por ressonancia de plasmon de superficie (SPR, por exemplo, BlAcore).
Adnectina No. 1 é imobilizada sobre uma superficie do chip SPR,
seguida de inje¢cbes de miostatina sozinha ou miostatina pré-incubada
com uma concentracdo saturante de Adnectina No. 2. Se o sinal de
ligacdo para misturas de miostatina / Adnectina No. 2 € o mesmo ou
maior do que para miostatina sozinha, em seguida, os duas Adnectinas
se ligam independentemente uma da outra, e os seus sitios de ligagao
de Adnectina nao se sobrepbem. Se, no entanto, o sinal de ligagao para
misturas de miostatina / Adnectina No. 2 € menor do que o sinal de
ligagao para miostatina sozinha, em seguida, a ligagao de Adnectina No.
2 é confirmada para bloquear a ligagao de Adnectina No. 1 a miostatina.
Uma caracteristica destas experiéncias € a utilizagcao de concentragoes
saturantes de Adnectina No. 2. Se miostatina n&o esta saturada com
Adnectina No. 2, entdo as conclusdes acima nao procedem.

Experiéncias semelhantes podem ser utilizadas para determinar se
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quaisquer duas proteinas de ligagdo de miostatina se ligam a
sobreposigao de sitios de ligagao de Adnectina.

[00172] Ambos os ensaios acima exemplificados podem também ser
realizados na ordem inversa onde Adnectina No. 2 € imobilizada e
miostatina - Adnectina No.1 sdo adicionadas a placa. Alternativamente,
Adnectina No. 1 e/ou No. 2 pode ser substituida por um anticorpo
monoclonal e/ou proteina de fusdo soluvel do receptor de Fc.

[00173] Em uma outra modalidade, a competicdo pode ser
determinada utilizando um ensaio em sanduiche de HTRF, como
descrito no Exemplo 4.

[00174] Em outras modalidades, a Adnectina de competicdo é uma
Adnectina que se liga ao mesmo sitio de ligagdo de Adnectina sobre a
miostatina como uma Adnectina antimiostatina particular aqui descrita.
Técnicas de mapeamento padrao, tais como protease de mapeamento,
analise mutacional, cristalografia de raios x e ressonancia magnética
nuclear bidimensional podem ser usadas para determinar se uma
Adnectina se liga ao mesmo sitio de ligagcdo de Adnectina como uma
Adnectina de referéncia (vide, por exemplo, Epitope Mapping Protocols
in Methods in Molecular Biology, Vol. 66, G. E. Morris, Ed. (1996)).
[00175] Adnectinas antimiostatina de competicdo candidatas podem
inibir a ligagdo de Adnectinas antimiostatina da invengdo para a
miostatina de pelo menos 50%, pelo menos 55%, pelo menos 60%, pelo
menos 65%, pelo menos 70%, pelo menos 75%, pelo menos 80%, pelo
menos 85%, pelo menos 90%, pelo menos 95%, pelo menos 97%, pelo
menos 98%, ou, pelo menos, 99%. A % de competicdo pode ser
determinada utilizando os métodos descritos acima.

[00176] Em algumas modalidades, as moléculas que competem com
as Adnectinas antimiostatina da invengdo nao precisam de ser uma
Adnectina, mas pode ser qualquer tipo de molécula que se liga a

miostatina, tais como, mas nao limitados a, um anticorpo, uma molécula
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pequena, um peptideo, e semelhantes.

[00177] Em algumas modalidades, Adnectinas da invengéo ligam-se
a um sitio de ligagdo de Adnectina descontinuo em miostatina. Em
algumas modalidades, os polipeptideos se ligam a uma regido dentro
dos aminoacidos 55-66 da miostatina (SEQ ID NO: 3). Em algumas
modalidades, os polipeptideos se ligam uma regido dentro dos
aminoacidos 85-101 de miostatina (SEQ ID NO: 3). Em ainda outras
modalidades, os polipeptideos se ligam dentro de duas regides aos
aminoacidos 85-101 e 55-66 de miostatina (SEQ ID NO: 3).

[00178] Em algumas modalidades, os polipeptideos da invengao nao
competem para a ligagdo a miostatina com ActRIIB. Em algumas
modalidades, os polipeptideos da invengdo competem para a ligagao a
miostatina com ALK4 e/ou ALKS.

Il. Sequéncias de Extensao

[00179] Em certas modalidades, as moléculas de Adnectina
antimiostatina da presente invencdo podem ser modificadas para
compreender uma sequéncia de extensdo N-terminal e/ou uma
extensao C-terminal. Por exemplo, uma sequéncia de MG pode ser
colocada na extremidade N-terminal do '°Fn3 definida por SEQ ID NO:
4. O M ird normalmente ser removido por cisdo, deixando um G na
extremidade N-terminal. Como alternativa, os 10 primeiros aminoacidos
da Adnectinas antimiostatina mostrados na Tabela 2 podem ser
substituidos com uma sequéncia N-terminal alternativa, referida aqui
como extensdoes N-terminais, tal como mostrado na Tabela 7. Além
disso, um M, G ou MG também pode ser colocado no terminal N de
qualquer uma das extensdes N-terminais apresentadas na Tabela 7. As
Adnectinas antimiostatina aqui descritas podem também compreender
sequéncias da cauda C-terminal alternativas, aqui referidas como
sequéncias de extensdo C-terminal. Por exemplo, as sequéncias de

Adnectina antimiostatina mostradas na Tabela 2 podem ser truncadas
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na treonina correspondente a T94 da SEQ ID NO: 4 (isto &, truncado
apos porcao da sequéncia INYRT (SEQ ID NO: 168)). Tal versao
truncada pode ser usada como moléculas terapéuticas sob a forma
truncada, ou extensbes no terminal C alternativas podem ser
adicionadas apos o residuo de treonina. Sequéncias de extensado C-
terminal de Exemplos estdo apresentadas na Tabela 7. Adnectinas
antimiostatina exemplares que compreendem sequéncias de extensao
C-terminal sdo mostradas na Tabela 2 como SEQ ID NOs: 80-123. Por
exemplo, SEQ ID NO: 80 (clone 1979 _B06) compreende extensdo C-
terminal EIDKPSQ que ocorre naturalmente (SEQ ID NO: 211), seguida
de uma etiqueta His 6 (SEQ ID NO: 328). No entanto, deve ser
entendido que a marcador His6 € completamente opcional.

[00180] Em certas modalidades, as sequéncias de extensdo C-
terminal (também denominadas "caudas"), compreendem os residuos
de E e D, e pode situar-se entre 8 € 50, 10 € 30,10 e 20,5e 10,e 2 e
4 aminoacidos em comprimento. Em algumas modalidades, as
sequéncias da cauda incluem ligantes a base de ED em que a
sequéncia compreende repeticdes em tandem de ED. Em modalidades
exemplares, a sequéncia de cauda compreende 2-10, 2-7, 2-5, 3-10, 3-
7, 3-5, 3, 4 ou 5 repetigdes ED. Em certas modalidades, as sequéncias
da cauda a base de ED podem também incluir residuos de aminoacidos
adicionais, tais como, por exemplo: El, EID, ES, CE, EGS, e EGC. Tais
sequéncias sao baseadas, em parte, nas sequéncias da cauda de
Adnectina conhecidas, tais como EIDKPSQ (SEQ ID NO: 211), em que
os residuos D e K foram removidos. Em modalidades exemplares, a
cauda a base de ED compreende um residuo E, | ou El antes da
repeticao ED.

[00181] Em outras modalidades, as sequéncias de N- ou C-terminais
podem ser combinadas com sequéncias ligantes conhecidas (por

exemplo, SEQ ID NO: 181-227 na Tabela 4) como necessario, quando
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da concepcgao de uma molécula de fusdo de Adnectina antimiostatina.
Em algumas modalidades, as sequéncias podem ser colocadas na
extremidade C-terminal do dominio '°Fn3 para facilitar a ligagéo de uma
porcao farmacocinética. Por exemplo, um ligante contendo cisteina, tal
como GSGC (SEQ ID NO: 189) pode ser adicionado ao C-terminal para
facilitar a PEGilagdo dirigida a sitio sobre o residuo de cisteina.
Adnectinas antimiostatina exemplares que compreendem um ligante
contendo cisteina sdo mostrados na Tabela 5 como SEQ ID NOs: 228-
239.

lll. Porgées Farmacocinéticas

[00182] Em um aspecto, a aplicagdo prové Adnectinas antimiostatina
compreendendo ainda uma por¢ao farmacocinética (PK).
Farmacocinética melhorada pode ser avaliada de acordo com a
necessidade terapéutica percebida. Muitas vezes, é desejavel aumentar
a biodisponibilidade e/ou aumentar o tempo entre as doses,
possivelmente devido ao aumento do tempo que uma proteina
permanece disponivel no soro apos a administragdo. Em alguns casos,
€ desejavel melhorar a continuidade da concentragdo da proteina de
soro ao longo do tempo (por exemplo, diminuir a diferenga de
concentragcéo sérica da proteina logo apds a administragcdo e, pouco
antes da administragdo seguinte). A Adnectina antimiostatina pode ser
ligada a uma porgéo que reduz a taxa de depuragéo do polipeptideo em
um mamifero (por exemplo, camundongo, rato, ou humano) em mais do
que duas vezes, mais do que trés vezes, mais do que quatro vezes ou
mais do que cinco vezes em relagdo a Adnectina antimiostatina ndo
modificada. Outras medidas de farmacocinética melhorada podem
incluir uma meia-vida no soro, que é frequentemente dividida em uma
fase alfa e uma fase beta. Cada uma ou ambas as fases pode ser
significativamente melhorada pela adicdo de uma fragdo apropriada.

Por exemplo, a porcdo PK pode aumentar a meia-vida sérica do
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polipeptideo por mais do que 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100,
120, 150, 200, 400, 600, 800, 1000% ou mais em relacdo ao dominio
Fn3 sozinho.

[00183] As porcdes que a depuracdo lenta de uma proteina do
sangue, aqui referida como "por¢cdes PK", incluem porcdes de
polioxialquileno (por exemplo, polietileno glicol), agucares (por exemplo,
acido sialico) e as porc¢des de proteina bem toleradas (por exemplo, Fc
e fragmentos e suas variantes, transferrina ou albumina de soro). A
Adnectina antimiostatina pode também ser fundida com albumina ou um
fragmento (por¢do) ou variante de albumina, tal como descrito na
Publicacao US No. 2007/0048282, ou pode ser fundida a um ou mais
Adnectina de ligagao albumina de soro, como aqui descrito.

[00184] Outras porgdes PK que podem ser utilizadas na invengao
incluem aquelas descritas em Kontermann et al., (Current Opinion in
Biotechnology 2011;22:868-76), aqui incorporada por referéncia. Estas
porcdes PK incluem, mas nao estao limitadas a, fusées de albumina do
soro humano, conjugados de albumina de soro humano, ligantes de
albumina de soro humano (por exemplo, Adnectina PKE, AlbudAb,
ABD), fusdes XTen, fusdes PAS (ou seja, miméticos de PEG
recombinantes com base nos trés aminoacidos prolina, alanina, e
serina), conjugados de carboidratos conjugados (por exemplo, amido de
hidroxietila (HES)), glicosilagdo, acido polissialico, e conjugados de
acidos graxos.

[00185] Por conseguinte, em algumas modalidades, a invengao
proporciona uma Adnectina antimiostatina fundida com uma por¢ao PK
que é um acgucar polimérico. Em algumas modalidades, a porgéo PK é
uma porgao de polietileno glicol ou uma regido Fc. Em algumas
modalidades a por¢do PK €& uma proteina de ligacdo de albumina do
soro, tal como as descritas na Publicacdo US Nos. 2007/0178082 e

2007/0269422. Em algumas modalidades a por¢ao PK é albumina de
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soro humano. Em algumas modalidades, a por¢ao PK é transferrina.
Polietileno glicol

[00186] Em algumas modalidades, a Adnectina antimiostatina
compreende polietilenoglicol (PEG). O PEG é um polimero soluvel em
agua bem conhecido, que esta disponivel comercialmente ou pode ser
preparado por polimerizagdo de abertura de anel de etileno glicol de
acordo com meétodos bem conhecidos na técnica (Sandler e Karo,
Polymer Synthesis, Academic Press, Nova lorque, Vol. 3, paginas 138-
161). O termo "PEG" é utilizado amplamente para abranger qualquer
molécula de polietileno glicol, sem considerar o tamanho ou a
modificacdo em uma extremidade do PEG, e pode ser representado
pela férmula: X-O(CH2CH20)n-1CH2CH20H, em que n € 2022300 e X &
H ou uma modificagao do terminal, por exemplo, um C1.4 alquilo. PEG
pode conter outros grupos quimicos que Sao necessarios para as
reacdes, que resultam da sintese quimica da molécula de ligacéo; ou
que atuam como um espacgador para a distancia ideal de partes da
molécula. Além disso, tal PEG pode consistir em uma ou mais cadeias
laterais de PEG que estao ligadas entre si. PEGs com mais do que uma
cadeia de PEG sao chamados PEG multibracos ou ramificados. Os
PEGs ramificados sé&o descritos em, por exemplo, Publicado Europeu
No. 473084A e Pat. US No. 5932462.

[00187] Uma ou mais moléculas de PEG podem estar ligadas em
posicoes diferentes na proteina, e tal ligagdo pode ser conseguida por
reagcao com aminas, tidis ou outros grupos reativos adequados. O grupo
amina pode ser, por exemplo, uma amina primaria encontrada no N-
terminal de um polipeptideo ou um grupo amina presente em um
aminoacido, tal como lisina ou arginina. Em algumas modalidades, a
porcédo PEG esta ligada a uma posigcao sobre o polipeptideo selecionado
a partir do grupo consistindo em: a) os N-terminais; b) entre o N-terminal

e a da cadeia beta mais N-terminal ou como um filamento tipo beta; c)
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uma alga posicionada sobre uma face do polipeptideo oposto ao sitio
de ligagao alvo; d) entre a extremidade C-terminal e a cadeia beta mais
C-terminal ou cadeia tipo beta; e €) na extremidade C-terminal.

[00188] PEGuilagado pode ser alcangada por PEGilagcado dirigida a
sitio, em que um grupo reativo adequado € introduzido na proteina para
criar um local onde PEGilagdo preferivelmente ocorre. Em algumas
modalidades, a proteina € modificada para introduzir um residuo de
cisteina na posicéo desejada, permitindo PEGuilagao dirigida ao local
na cisteina. As mutagdes podem ser introduzidas em uma sequéncia de
codificagdo de proteina para gerar residuos de cisteina. Isto pode ser
conseguido, por exemplo, por mutacdo de um ou mais residuos de
aminoacidos na cisteina. Os aminoacidos preferidos para mutagao para
um residuo de cisteina incluem serina, treonina, alanina e outros
residuos hidrofilicos. De preferéncia, o residuo a ser mutado para
cisteina € um residuo exposto na superficie. Os algoritmos sdo bem
conhecidos na técnica para a previsao de acessibilidade a superficie de
residuos baseados na sequéncia primaria ou uma proteina.
Alternativamente, os residuos de superficie podem ser previstos através
da comparagao das sequéncias de aminoacidos de polipeptideos de
ligacéo, dado que a estrutura de cristal do quadro, com base no qual os
polipeptideos de ligacdo sao concebidos e desenvolvidos, foi resolvida
(vide Himanen et al., Nature 2001; 414:933-8) e, assim, os residuos
expostos a superficie identificados. PEGilacdo de residuos de cisteina
pode ser realizada utilizando, por exemplo, PEG-maleimida, PEG-
vinilsulfona, PEG-iodoacetamida, ou dissulfureto de PEG-ortopiridila.
[00189] A PEG é tipicamente ativada com um grupo adequado de
ativacdo adequado para o acoplamento a um sitio desejado no
polipeptideo. Métodos de PEGuilagado sdo bem conhecidos na técnica e
descritos em Zalipsky, S., et al., "Use of Functionalized Poly(Ethylene

Glycols) for Modificagdo of Polypeptides" in Polyethylene Glycol
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Chemistry: Biotechnical e Biomedical Applications, J. M. Harris, Plenus
Press, New York (1992), e in Zalipsky (1995) Advanced Drug Reviews
16: 157-182

[00190] PEG pode variar amplamente em peso molecular e pode ser
ramificada ou linear. Tipicamente, o peso molecular médio em peso de
PEG é entre cerca de 100 Daltons a cerca de 150.000 Daltons. Pesos
moleculares médios em peso exemplares para PEG incluem cerca de
20.000 Daltons, cerca de 40.000 daltons, cerca de 60.000 Daltons e
cerca de 80.000 Daltons. Em certas modalidades, o peso molecular do
PEG € 40.000 Daltons. Versoes ramificadas de PEG possuindo um peso
molecular total de qualquer um dos anteriores também podem ser
usadas. Em algumas modalidades, o PEG tem duas ramificagées. Em
outras modalidades, o PEG tem quatro ramificagbes. Em uma outra
modalidade, o PEG é um bis-PEG (NOF Corporation, DE-200MA), em
que duas Adnectinas sdo conjugadas (vide, por exemplo, Exemplo 1 e
ATI-1341 da Tabela 5).

[00191] Técnicas de separacdo e de purificagcdo convencionais
conhecidas na area podem ser utilizados para purificar Adnectinas
antimiostatina PEGuiladas, tais como exclusdao de tamanho (por
exemplo, filtragdo em gel) e cromatografia de troca iénica. Os produtos
também podem ser separados utilizando SDS-PAGE. Os produtos que
podem ser separados incluem Adnectinas mono-, di-, tri-, poli-e n&o-
PEGiladas, bem como livre de PEG. A percentagem de conjugados
mono-PEG pode ser controlada através do agrupamento de fragdes
mais amplas em torno do pico de eluigdo para aumentar a percentagem
de mono-PEG na composi¢ao. Cerca de 90% de conjugados mono-PEG
representam um bom equilibrio de rendimento e atividade.

[00192] Em algumas modalidades, as Adnectinas antimiostatina
PEGuiladas irdo reter de preferéncia pelo menos cerca de 25%, 50%,
60%, 70%, 80%, 85%, 90%, 95% ou 100% da atividade biolégica
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associada com a Adnectina antimiostatina ndo modificada. Em algumas
modalidades, a atividade bioldgica refere-se a sua capacidade de se
ligar a miostatina, tal como avaliado por KD, kon, OuU Koi. Em algumas
modalidades, a Adnectina antimiostatina PEGuilada mostra um
aumento na ligacdo de miostatina em relacdo ao Adnectina
antimiostatina ndo-PEGpeguilada.

[00193] Adnectinas antimiostatina modificadas por PEG exemplares
sdo mostradas na Tabela 5.

Dominio Fc de imunoglobulina (e fragmentos)

[00194] Em algumas modalidades, a Adnectina antimiostatina esta
fundida com um dominio Fc de imunoglobulina, ou um fragmento ou
variante do mesmo. Tal como aqui utilizado, uma "regido Fc funcional”
€ um dominio Fc ou um fragmento do mesmo que conserva a
capacidade de se ligar a FcRn. Em algumas modalidades, uma regiao
Fc funcional se liga a FcRn, mas nao possui a fungdo efetora. A
capacidade da regido Fc ou um fragmento do mesmo de se ligar a FcRn
pode ser determinada por ensaios de ligagdo padrédo conhecidos na
técnica. Em outras modalidades, a regido Fc ou um fragmento do
mesmo se liga a FcRn e possui pelo menos uma "fungao efetora" de
uma regiao Fc nativa. Exemplos de "fungdes efetoras" incluem ligagao
Clqg; citotoxicidade dependente de complemento (CDC); ligagdo de
Receptor Fc; citotoxicidade mediada por células dependente de
anticorpos (ADCC); fagocitose; regulagdo negativa de receptores de
superficie celular (por exemplo, receptor das células B; BCR), etc. Tais
fungdes efetoras requerem geralmente que a regido Fc seja combinada
com um dominio de ligagcdo (por exemplo, uma Adnectina
antimiostatina) e podem ser avaliadas utilizando varios ensaios
conhecidos na técnica para avaliacdo de tais fungdes efetoras de
anticorpos.

[00195] Uma "regido Fc de sequéncia nativa" compreende uma
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sequéncia de aminoacidos idéntica a sequéncia de aminoacidos de uma
regiao Fc encontrada na natureza. Uma "regido Fc variante"
compreende uma sequéncia de aminoacidos que difere de uma regiao
Fc de sequéncia nativa em virtude de pelo menos uma modificacao de
aminoacido. De preferéncia, a regido Fc variante tem pelo menos uma
substituicdo de aminoacidos em comparagao com uma regiao Fc de
sequéncia nativa ou com a regido Fc de um polipeptideo progenitor, por
exemplo, a partir de cerca de uma a cerca de dez substituigdes de
aminoacidos, e preferivelmente de cerca de uma a cerca de cinco
substituicdes de aminoacidos em uma regido Fc de sequéncia nativa ou
na regidao Fc do polipeptideo progenitor. A regidao Fc variante aqui ira,
de preferéncia possuir pelo menos cerca de 80% de identidade de
sequéncia com uma regiao Fc de sequéncia nativa e/ou com uma regiao
Fc de um polipeptideo progenitor, e mais preferivelmente pelo menos
cerca de 90% de identidade com esta sequéncia, mais preferivelmente
pelo menos cerca de 95% de identidade com esta sequéncia.

[00196] Em uma modalidade exemplar, o dominio Fc é derivado de
uma subclasse IgG1, no entanto, outras subclasses (por exemplo, 1IgG2,
IgG3, e 1gG4) podem também ser usadas. Abaixo € mostrada a
sequéncia de um dominio Fc de imunoglobulina IgGI humana:

[00197] DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVT
CVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVL
TVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPP
SRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLD
SDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLS
PGK (SEQ ID NO: 169)

[00198] A sequéncia de dobradica nucleo esta sublinhada, e as

regides CH2 e CH3 estdo em texto regular. Deve ser entendido que a
lisina C-terminal é opcional.

[00199] A fusdo pode ser formada pelo acoplamento de uma
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Adnectina antimiostatina a uma ou outra extremidade da molécula de
Fc, ou seja, arranjos de Adnectina Fc-antimiostatina ou Adnectina-Fc
antimiostatina. Em certas modalidades, a Adnectina Fc e antimiostatina
sao fundidas através de um ligante. Sequéncias ligantes exemplares
incluem GAGGGGSG (SEQ ID NO: 181), EPKSSD (SEQ ID NO: 182),
D, ESPKAQASSVPTAQPQAEGLA (SEQ ID NO: 183),
ELQLEESAAEAQDGELD (SEQ ID NO: 184), GQPDEPGGS (SEQ ID
NO: 185), GGSGSGSGSGSGS (SEQ ID NO: 186),
ELQLEESAAEAQEGELE (SEQ ID NO: 187), GSGSG (SEQ ID NO:
188), GSGC (SEQ ID NO: 189), AGGGGSG (SEQ ID NO: 190), GSGS
(SEQ ID NO: 191), QPDEPGGS (SEQ ID NO: 192), GSGSGS (SEQ ID
NO: 193), TVAAPS (SEQ ID NO: 194), KAGGGGSG (SEQ ID NO: 195),
KGSGSGSGSGSGS (SEQ ID NO: 196), KQPDEPGGS (SEQ ID NO:
197), KELQLEESAAEAQDGELD (SEQ ID NO: 198), KTVAAPS (SEQ
ID NO: 199), KAGGGGSGG (SEQ ID NO: 200), KGSGSGSGSGSGSG
(SEQ ID NO: 201), KQPDEPGGSG (SEQ ID NO: 202),
KELQLEESAAEAQDGELDG (SEQ ID NO: 203), KTVAAPSG (SEQ ID
NO: 204) AGGGGSGG (SEQ ID NO: 205), AGGGGSG (SEQ ID NO:
206), GSGSGSGSGSGSG (SEQ ID NO: 207), QPDEPGGSG (SEQ ID
NO: 208), e TVAAPSG (SEQ ID NO: 209).

[00200] Em algumas modalidades, a regiao Fc utilizada na fusédo de
Adnectina antimiostatina compreende a regido de dobradica de uma
molécula de Fc. Tal como aqui usado, a regidao de "dobradiga"
compreende os residuos de dobradica nucleo que abrangem as
posi¢coes 1-16 da SEQ ID NO: 169 (DKTHTCPPCPAPELLG; SEQ ID
NO: 170) da regidao Fc de IgG1. Em certas modalidades, a fusdo de
Adnectina-Fc antimiostatina adota uma estrutura multimérica (por
exemplo, dimero), devido, em parte, aos residuos de cisteina nas
posigdes 6 e 9 da SEQ ID NO: 169 dentro da regido de dobradi¢ca. Em

outras modalidades, a regido de dobradica, tal como aqui utilizada, pode
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incluir ainda os residuos da regidao CH1 e CH2, que flanqueiam a
sequéncia de dobradica nucleo, como mostrado na SEQ ID NO: 169.
Em ainda outras modalidades, a sequéncia de dobradica é
GSTHTCPPCPAPELLG (isto é, sequéncia da dobradiga para PRD-932;
SEQ ID NO: 180).

[00201] Em algumas modalidades, a sequéncia de dobradi¢a pode
incluir substituicbes que conferem propriedades farmacocinéticas,
biofisicas, e/ou biolégicas desejavel. Algumas sequéncias de dobradiga
exemplares incluem EPKSSDKTHTCPPCPAPELLGGPS (SEQ ID NO:
171; regido de dobradica nucleo sublinhada), EPKSSDKTHTCP
PCPAPELLGGSS (SEQ ID NO 172; regiao de dobradica nucleo
sublinhada), EPKSSGSTHTCPPCPAPELLGGSS (SEQ ID NO: 173;
regiao de dobradica nucleo sublinhada), DKTHTCPPCPAPELLGGPS
(SEQ ID NO: 174; regiao de dobradi¢a nucleo sublinhada), e DKTHTC
PPCPAPELLGGSS (SEQ ID NO: 175; regiao de dobradica nucleo

sublinhada). Em uma modalidade, o residuo P na posi¢cdo 18 da SEQ

ID NO: 169 foi substituido por S para a ablagdo da funcao efetora Fc;
esta substituicdo é exemplificada em dobradigas tendo qualquer uma
das SEQ ID NOs: 172, 173, e 175. Em uma outra modalidade, os
residuos nas posi¢gdes DK 1-2 de SEQ ID NO: 169 foram substituidos
por GS para remover um local de clipe potencial; esta substituicao é
exemplificada na SEQ ID NO: 173. Em uma outra modalidade, o C na
posicao 103 da SEQ ID NO: 176, que corresponde a regidao constante
da cadeia pesada de IgG1 humana (isto €, os dominios CH1-CH3),
foram substituidos por S para impedir a formagdo de uma ligagao
inadequada de cisteina na auséncia de uma cadeia leve; esta
substituicio é exemplificada na SEQ ID NOs: 171-173.

[00202] ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTV
SWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNV
NHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPK
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DTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPRE
EQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKA
KGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESN
GQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVM
HEALHNHYTQKSLSLSPGK (SEQ ID NO: 176)

[00203] Em certas modalidades, uma fusdo de Adnectina-Fc
antimiostatina pode ter as seguintes configuragdes: 1) Adnectina-
dobradiga-Fc  antimiostatina, ou 2) Adnectina dobradiga-Fc-
antimiostatina. Portanto, qualquer Adnectina antimiostatina da presente
invencédo pode ser fundida com uma regido Fc compreendendo uma
sequéncia de dobradica de acordo com estas configuragdes. Em
algumas modalidades, um ligante pode ser usado para unir a Adnectina
antimiostatina a por¢éo dobradi¢a-Fc, por exemplo, uma proteina de
fusdo exemplar pode ter a configuragdo Adnectina-ligante-dobradiga-Fc
antimiostatina ou Adnectina dobradiga-Fc-ligante-antimiostatina. Além
disso, dependendo do sistema em que o polipeptideo de fusdo é
produzido, uma sequéncia lider pode colocada no N-terminal do
polipeptideo de fusdo. Por exemplo, se a fusdo é produzida em um
sistema de mamifero, uma sequéncia lider, tal como
METDTLLLWVLLLWVPGSTG (SEQ ID NO: 177) pode ser adicionada
ao N-terminal da molécula de fusdo. Se a fuséo é produzida em E. coli,
a sequéncia de fusao ira ser precedida por uma metionina.

[00204] A seguinte sequéncia exemplifica um construto Adnectina-
dobradiga-Fc antimiostatina:

[00205] GVSDVPRDLEVVAATPTSLLISWTLPHAGRAHYYRITYGE
TGGNSPVQEFTVPGRGVTATISGLKPGVDYTITVYAVTVTTTKVIHY
KPISINYRTEIEPKSSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLM
ISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNS
TYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPRE
PQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYK
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TTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQ
KSLSLSPGK (PRD-1171; SEQ ID NO: 253). A sequéncia lider esta em
negrito, a sequéncia de Adnectina antimiostatina esta em itélico, e a
regiao da dobradiga esta sublinhada. Deve ser entendido que a lisina C-
terminal € opcional.

[00206] Aqui, o dominio Fc compreende as regides CH2 e CH3 de
IgG1 humano como se segue:

[00207] VFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWY
VDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKV
SNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKG
FYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRW
QQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK (SEQ ID NO: 178) e a
sequéncia de dobradica DKTHTCPPCPAPELLG (SEQ ID NO: 170).
[00208] A sequéncia a seguir exemplifica um construto de Adnectina
Fc-antimiostatina:

[00209] DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVT
CVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSV
LTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLP
PSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLD
SDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSP
ELQLEESAAEAQEGELEGVSDVPRDLEVVAATPTSLLISWSLPHQG
KANYYRITYGETGGNSPVQEFTVPGRGVTATISGLKPGVDYTITVYAV
TVTDTGYLKYKPISINYRTEI (PRD-1474; SEQ ID NO: 273). Aregidao de

dobradica é sublinhada, a sequéncia lider € em negrito, e a sequéncia

de Adnectina antimiostatina esta em italico.

[00210] Aqui, o dominio Fc compreende as regides CH2 e CH3 de
IgG1 humano como se segue:

[00211] VFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWY
VDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCK
VSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCL
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VKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVD
KSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSP (SEQ ID NO: 179) e
a sequéncia de dobradica DKTHTCPPCPAPELLG (SEQ ID NO: 170).
[00212] Fusbes de Adnectina-Fc antimiostatina exemplares e fusoes
de Adnectina Fc-antimiostatina sdo mostradas na Tabela 6 (SEQ ID
NOs: 252-273). Todas as sequéncias podem comegar com uma
metionina ou uma sequéncia de comando de mamifero (por exemplo,
SEQ ID NO: 177).

Adnectinas

[00213] Em algumas modalidades a por¢cédo PK é outra Adnectina
especifica, por exemplo, para uma proteina de soro (por exemplo,
albumina do soro humano), conforme descrito no documento US
2012/0094909, aqui incorporado por referéncia na sua totalidade.
Outras porgdes PK que podem ser utilizadas com as Adnectinas da
invencao sao reveladas em Kontermann et al. (Current Opinion in
Biotechnology 2011; 22: 868-76), como discutido acima. A titulo de
exemplo, tais por¢cdes PK baseadas em Adnectina podem ser direta ou
indiretamente ligadas a uma Adnectina antimiostatina através de um
polipeptideo ligante. Os ligantes adequados para unir dominios Fn3 sao
aqueles que permitem que os dominios separados dobrem
independentemente um do outro e formem uma estrutura tridimensional
que permite a ligagdo a uma molécula alvo de elevada afinidade.
Ligantes polipeptidicos exemplares incluem PSTSTST (SEQ ID NO:
210), EIDKPSQ (SEQ ID NO: 211), e ligantes GS, tais como
GSGSGSGSGS (SEQ ID NO: 213) e multimeros dos mesmos. Em
algumas modalidades, o ligante é um ligante baseado em glicina-serina.
Estes ligantes compreendem glicina e serina e podem situar-se entre 8
e 50, 10 e 30, e 10 e 20 aminoacidos de comprimento. Exemplos de
ligantes incluem aqueles tendo uma sequéncia de aminoacidos (GS)7
(SEQ ID NO: 215), G(GS)es (SEQ ID NO: 216), e G(GS)7G (SEQ ID NO:
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217). Outros ligantes contém acido glutamico, e incluem, por exemplo,
(GSE)s (SEQ ID NO: 218) e GGSEGGSE (SEQ ID NO: 219). Outros
ligantes exemplares incluem glicina-serina (GS)s (SEQ ID NO: 212),
(GGGGS)7 (SEQ ID NO: 220), (GGGGS)s (SEQ ID NO: 221), e
(GGGGS):G ( SEQ ID NO: 222). Em algumas modalidades, o ligante é
um ligante baseado em glicina-prolina. Estes ligantes compreendem
glicina e prolina e podem situar-se entre 3 e 30, 10 e 30, e 3 e 20
aminoacidos de comprimento. Exemplos incluem ligantes que possuem
uma sequéncia de aminoacidos (GP)3G (SEQ ID NO: 223), (GP)sG
(SEQ ID NO: 224), e GPG. Em outras modalidades, o ligante pode ser
um ligante baseado em prolina-alanina tendo entre 3 e 30, 10 € 30, ¢ 3
e 20 aminoacidos de comprimento. Exemplos de ligantes baseados em
prolina e alanina incluem, por exemplo, (PA)s (SEQ ID NO: 225), (PA)s
(SEQ ID NO: 226) e (PA)9 (SEQ ID NO: 227). Comprimento de ligante
ideal e composicdo de aminoacidos podem ser determinados por
experimentacdo de rotina, considerando 0s ensinamentos aqui
proporcionados. Em algumas modalidades, uma Adnectina
antimiostatina esta ligada, por exemplo, a ums Adnectina anti-HSA
através de um polipeptideo ligante possuindo um sitio de protease que
é clivavel por uma protease no sangue ou tecido alvo. Tais modalidades
podem ser usadas para liberar uma Adnectina antimiostatina para
melhor entrega ou propriedades terapéuticas ou produgcdo mais
eficiente.

[00214] Ligantes ou espagadores adicionais, podem ser introduzidos
no N-terminal ou C-terminal de um dominio Fn3 entre o dominio Fn3 e
o ligante de polipeptideos.

[00215] Em algumas modalidades, uma Adnectina antimiostatina
pode ser direta ou indiretamente ligada, por exemplo, a uma Adnectina
anti-HSA através de um ligante polimérico. Os ligantes poliméricos

podem ser utilizados para variar de forma ideal a distancia entre cada
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componente de fus&do para criar uma proteina de fusdo com uma ou
mais das seguintes caracteristicas: 1) o impedimento estérico reduzido
ou aumentado da ligagado de um ou mais dominios de proteinas quando
da ligagdo a uma proteina de interesse, 2) maior estabilidade proteica
ou solubilidade, 3) diminuicdo da agregacao de proteinas, e 4) maior
avidez ou afinidade global da proteina.

[00216] Em algumas modalidades, uma Adnectina antimiostatina
esta ligada, por exemplo, a uma Adnectina anti-HSA, através de um
polimero biocompativel, tal como um acgucar polimérico. O acgucar
polimérico pode incluir um sitio de clivagem enzimatica que é clivavel
por uma enzima no sangue ou no tecido alvo. Tais modalidades podem
ser usadas para liberar uma Adnectina antimiostatina para melhor
entrega ou propriedades terapéuticas ou produgao mais eficiente.
[00217] Um sumario de monoAdnectinas e suas formas modificadas
pela porcdo PK correspondentes (por exemplo, fusées PEGuiladas e

Fc) é apresentado na Tabela 3.

Tabela 3
Mono-Adnectina? | Cisteina mutante X-ligante-Fc® Fc-ligante-X¢
[modificagio]®
1979_B06 ATI-1107 (SEQ ID NO: 229)
(SEQ ID NO: 80) [40k 2-br]
2062_G02 ATI-1106 (SEQ ID NO: 228)
(SEQ ID NO: 81) [40k 2-br]
2522_C09
(SEQ ID NO: 82)
2523_G06
(SEQ ID NO: 83)
2524_C11
(SEQ ID NO: 84)
2524 _D09 ATI-1275 (SEQ ID NO: 231)

(SEQ ID NO: 85) [NEM];
ATI-1276 (SEQ ID NO: 231)

[40k 2-br]

2524 _E10

(SEQ ID NO: 86)

2524_HO5

(SEQ ID NO: 87)

2524 _HA11

(SEQ ID NO: 88)

2525_B01

(SEQ ID NO: 89)

2525_D02 ATI-1267 (SEQ ID NO: 230)

(SEQID NO:90) | [NEM];
ATI-1266 (SEQ ID NO: 230)
[40k 2-br]

2525_D05 ATI-1277 (SEQ ID NO: 232) PRD-932 [L1] (SEQ ID NO: 252)

(SEQIDNO:91) | [NEM];
ATI-1278 (SEQ ID NO: 232)
[40k 2-br]
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2525_F07

(SEQ ID NO:.:

92)

2987_A06

(SEQ ID NO:

93)

2987 _B04

(SEQ ID NO:

94)

2987 _B09

(SEQ ID NO:

95)

2987_C02

(SEQ ID NO:

96)

2987_D05

(SEQ ID NO:

97)

2987 _E03

(SEQ ID NO:

98)

2987_E08

(SEQ ID NO:

99)

2987_FO1
(SEQ ID NO

:100)

2987 _F06
(SEQ ID NO

:101)

2987_G04
(SEQ ID NO

£ 102)

2987_G09
(SEQ ID NO

:103)

2987_H02
(SEQ ID NO

£ 104)

2987_HO7
(SEQ ID NO

- 105)

ATI-1310 (SEQ ID NO: 233)
[nenhum];

ATI-1340 (SEQ ID NO: 233)
[NEM];

ATI-1338 (SEQ ID NO: 233)
[40k 2-br];

ATI-1359 (SEQ ID NO: 233)
[no His, 40k 2-br];

ATI-1339 (SEQ ID NO: 233)
[40k 4-br];

ATI-1341 (SEQ ID NO: 233)
[20k bis-PEG]

PRD-1171[L2]
(SEQ ID NO: 253);
PRD-1173[L3]
(SEQ ID NO: 254);
PRD-1174[L4]
(SEQ ID NO: 255)

PRD-1175[L1] (SEQ ID NO:
256); PRD-1177[L5] (SEQ ID
NO: 257); PRD-1178[L6] (SEQ
ID NO: 258); PRD-1180[L7]
(SEQ ID NO: 259); PRD-
1471[L8] (SEQ ID NO: 270)

3006_A10
(SEQ ID NO

: 106)

3007_B08
(SEQ ID NO

:107)

3007_C09
(SEQ ID NO

:108)

3007_C10
(SEQ ID NO

: 109)

3008_A03
(SEQ ID NO

:110)

3008_B08
(SEQ ID NO

:111)

3008_D04
(SEQ ID NO

:112)

3008_F01
(SEQ ID NO

:113)

3008_G01
(SEQ ID NO

:114)

3008_G03
(SEQ ID NO

£ 115)

3115_D04
(SEQ ID NO

:116)

ATI-1375 (SEQ ID NO: 235)
[40k 2-br]

PRD-1301[L2]
(SEQ ID NO: 265)

PRD-1284[L5] (SEQ ID NO:
260)

3115_E06
(SEQ ID NO

£ 117)

ATI-1376 (SEQ ID NO: 236)
[40k 2-br]

PRD-1302[L2]
(SEQ ID NO: 266)

PRD-1285]L5] (SEQ ID NO:
261); PRD-1472[L8] (SEQ ID
NO: 271)

3116_A06
(SEQ ID NO

:118)

ATI-1379 (SEQ ID NO: 239)
[40k 2-br];

ATI-1523 (SEQ ID NO: 239)
[NEM]

PRD-1305[L2]
(SEQ ID NO: 269)

PRD-1288[L5] (SEQ ID NO:
264); PRD-1474[L8] (SEQ ID
NO: 273)

3116_A07
(SEQ ID NO

:119)

ATI-1377 (SEQ ID NO: 237)
[40k 2-br]

PRD-1303[L2]
(SEQ ID NO: 267)

PRD-1286[L5] (SEQ ID NO:
262); PRD-1473[L8] (SEQ ID
NO: 272)

3116_C01
(SEQ ID NO

: 120)
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3116_C06
(SEQ ID NO: 121)
3116_H06

(SEQ ID NO: 122)
3146_A08 ATI-1378 (SEQ ID NO: 238) | PRD-1304[L2] PRD-1287[L5] (SEQ ID NO:
(SEQ ID NO: 123) | [40k 2-br] (SEQ ID NO: 268) 263)

[00218] @ MonoAdnectinas ndo modificadas tém uma sequéncia de

Adnectina nucleo precedida por uma sequéncia de extensao N-terminal
(MGVSDVPRDL; SEQ ID NO: 306) e seguida por uma cauda C-terminal
(EIDKPSQHHHHHH; SEQ ID NO: 325), como mostrado na Tabela 2. A
sequéncia de Adnectina nucleo corresponde a sequéncia de
monoAdnectina ausente nas sequéncias de extensdao N-terminal e
cauda e C-terminal.

[00219] ° Adnectinas com cisteina mutantes tem a sequéncia de
Adnectina nucleo da monoAdnectina na primeira coluna, e sé&o
precedidas por uma sequéncia de extensdo N-terminal
(MGVSDVPRDL; SEQ ID NO: 306) e seguida por uma cauda C-terminal
(GSGC [Modificagao] HHHHHH; SEQ ID NO: 326 ou EGSGC
[Modificagao] HHHHHH; SEQ ID NO: 327), como se mostra na Tabela
5.

[00220] °© Adnectinas com uma por¢ao Fc no C-terminal tem a
sequéncia de Adnectina nucleo da monoAdnectina na primeira coluna,
que €& precedida por uma sequéncia de extensdo N-terminal
(GVSDVPRDL; SEQ ID NO: 307), e seguida por uma cauda C-terminal
(El), que é seguida por uma sequéncia de ligante (Tabela 4) e a
sequéncia de regido Fc, tal como descrito na Tabela 6.

[00221] ¢ Adnectinas com uma por¢do Fc no N-terminal tem uma
sequéncia de regido Fc, que é precedida por uma sequéncia de
dobradi¢a N-terminal e seguida por um ligante (Tabela 4) e a sequéncia
de Adnectina nucleo da monoAdnectina na primeira coluna, que €
precedida por uma sequéncia de extensao N-terminal (GVSDVPRDL,;
SEQ ID NO: 307), e seguida por uma cauda C-terminal (El), como
mostrado na Tabela 6.

[00222] As SEQ ID NOs de ligantes exemplares da invengdo séo
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apresentadas na Tabela 4.

Tabela 4
SEQIDNO. | LIGANTE SEQUENCIA
181 L1 GAGGGGSG
182 L2 EPKSSD
--- L3 D
183 L4 ESPKAQASSVPTAQPQAEGLA
184 L5 ELQLEESAAEAQDGELD
185 L6 GQPDEPGGS
186 L7 GGSGSGSGSGSGS
187 L8 ELQLEESAAEAQEGELE
LIGANTES EXEMPLARES ADICIONAIS
188 L9 GSGSG
189 L10 GSGC
190 L11 AGGGGSG
191 L12 GSGS
192 L13 QPDEPGGS
193 L14 GSGSGS
194 L15 TVAAPS
195 L16 KAGGGGSG
196 L17 KGSGSGSGSGSGS
197 L18 KQPDEPGGS
198 L19 KELQLEESAAEAQDGELD
199 L20 KTVAAPS
200 L21 KAGGGGSGG
201 22 KGSGSGSGSGSGSG
202 L23 KQPDEPGGSG
203 24 KELQLEESAAEAQDGELDG
204 L25 KTVAAPSG
205 26 AGGGGSGG
206 L27 AGGGGSG
207 28 GSGSGSGSGSGSG
208 29 QPDEPGGSG
209 L30 TVAAPSG
210 L31 PSTSTST
211 L32 EIDKPSQ
212 L33 GSGSGSGS
213 L34 GSGSGSGSGS
214 L35 GSGSGSGSGSGS
215 L36 GSGSGSGSGSGSGS
216 L37 GGSGSGSGSGSGS
217 38 GGSGSGSGSGSGSGSG
218 L39 GSEGSEGSEGSEGSE
219 40 GGSEGGSE
220 41 GGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGS
221 42 GGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGS
222 43 GGGGSGGGGSGGGGSG
223 L44 GPGPGPG
224 L45 GPGPGPGPGPG
L46 GPG
225 L47 PAPAPA
226 148 PAPAPAPAPAPA
227 L49 PAPAPAPAPAPAPAPAPA

[00223] A SEQ ID NOs de Adnectinas antimiostatina PEGiladas
exemplares da invengao sédo apresentadas na Tabela 5.
Tabela 5

Adnectinas antimiostatina PEGuiladas
| SEQUENCIA
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Clone

Sequéncia de Aminoacido

Sequéncia de Acido Nucleico

ATI-1106 [40K 2-
ramificagéo PEG]

MGVSDVPRDLEVVAATPTSLLISWVSP
RGRARYYRITYGETGGNSPVQEFTVPG
RGSTATISGLKPGVDYTITVYAVTIYRDG
MSHHDPISINYRTGSGC  [Modificag&o]
HHHHHH (SEQ ID NO: 228)

ATGGGAGTTTCTGATGTGCCGCGCGACCT
GGAAGTGGTTGCTGCCACCCCCACCAGC
CTGCTGATCAGCTGGGTTTCTCCGCGTGG
TCGTGCTCGATATTACCGCATCACTTACG
GCGAAACAGGAGGCAATAGCCCTGTCCA
GGAGTTCACTGTGCCTGGTCGTGGTTCTA
CAGCTACCATCAGCGGCCTTAAACCTGG
CGTTGATTATACCATCACTGTGTATGCTG
TCACTATCTACCGTGACGGTATGTCTCAT
CATGACCCAATTTCCATTAATTACCGCAC
AGGTAGCGGTTGCCACCATCACCACCAT
CAC (SEQ ID NO: 240)

ATI-1107 [40K 2-
ramificagéo PEG]

MGVSDVPRDLEVVAATPTSLLISWSLP
HAGHVNYYRITYGETGGNSPVQEFTV
PGRGVTATISGLKPGVDYTITVYAVTLT
KSQMIHYMPISINYRTGSGC
[Modificagdo] HHHHHH (SEQ ID NO: 229)

ATGGGAGTTTCTGATGTGCCGCGCGACCT
GGAAGTGGTTGCTGCCACCCCCACCAGC
CTGCTGATCAGCTGGTCTCTGCCGCATGC
TGGTCATGTGAACTATTACCGCATCACTTA
CGGCGAAACAGGAGGCAATAGCCCTGTC
CAGGAGTTCACTGTGCCTGGTCGTGGTGT
TACAGCTACCATCAGCGGCCTTAAACCTG
GCGTTGATTATACCATCACTGTGTATGCT
GTCACTCTGACTAAATCTCAGATGATCCAT
TACATGCCAATTTCCATTAATTACCGCACA
GGTAGCGGTTGCCACCATCACCACCATCA
C (SEQ ID NO: 241)

ATI-1266 [40K 2-
ramificagdo PEG]
ATI-1267 [N-
etilmaleimida]

MGVSDVPRDLEVVAATPTSLLISWTLPH
AGRAHYYRITYGETGGNSPVQEFTVPG
RGVTATISGLKPGVDYTITVYAVTVTTTS
VILYKPISINYRTEGSGC[Modificacéo]
HHHHHH (SEQ ID NO: 230)

ATGGGAGTTTCTGATGTGCCGCGCGACCT
GGAAGTGGTTGCTGCCACCCCCACCAGC

CTGCTGATCAGCTGGACTTTGCCGCATGC
TGGTCGTGCGCACTATTACCGCATCACTT

ACGGCGAAACAGGAGGCAATAGCCCTGT

CCAGGAGTTCACTGTGCCTGGGCGGGGT
GTTACAGCTACCATCAGCGGCCTTAAACC
TGGCGTTGATTATACCATCACTGTGTATG

CTGTCACTGTGACGACAACTTCGGTGATC
CTTTACAAGCCAATTTCCATTAATTACCGC
ACAGAAGGTAGCGGTTGCCACCATCACCA
CCATCAC (SEQ ID NO: 242)

ATI-1275 [N-
etilmaleimida]

ATI-1276 [40K 2-
ramificagéo PEG]

MGVSDVPRDLEVVAATPTSLLISWYLPY
PAHMNYYRITYGETGGNSPVQEFTVPG
RGLTATISGLKPGVDYTITVYAVTLTKSQI
LHHRPISINYRTEGSGC[Modificagao]HH
HHHH (SEQ ID NO: 231)

ATGGGAGTTTCTGATGTGCCGCGCGACCT
GGAAGTGGTTGCTGCCACCCCCACCAGC

CTGCTGATCAGCTGGTACCTCCCGTATCC
TGCGCATATGAACTATTACCGCATCACTTA
CGGCGAAACAGGAGGCAATAGCCCTGTC

CAGGAGTTCACTGTGCCTGGGCGGGGTC

TGACAGCTACCATCAGCGGCCTTAAACCT
GGCGTTGATTATACCATCACTGTGTATGC

TGTCACTCTGACAAAATCTCAGATTCTCCA
TCATAGGCCAATTTCCATTAATTACCGCAC
AGAAGGTAGCGGTTGCCACCATCACCACC
ATCAC (SEQ ID NO: 243)

ATI-1277 [N-
etilmaleimida]

ATI-1278 [40K 2-
ramificagdo PEG]

MGVSDVPRDLEVVAATPTSLLISWSLP
YAGHLNYYRITYGETGGNSPVQEFTVP
GRGVTATISGLKPGVDYTITVYAVTLTKS
QLIHYMPISINYRTEGSGC[Modificagao]
HHHHHH (SEQ ID NO: 232)

ATGGGAGTTTCTGATGTGCCGCGCGACCT
GGAAGTGGTTGCTGCCACCCCCACCAGC
CTGCTGATCAGCTGGTCTCTTCCTTATGC
TGGTCATCTAAACTATTACCGCATCACTTA
CGGCGAAACAGGAGGCAATAGCCCTGTC
CAGGAGTTCACTGTGCCTGGTCGTGGTGT
GACAGCTACCATCAGCGGCCTTAAACCTG
GCGTTGATTATACCATCACTGTGTATGCT
GTCACTCTGACTAAGTCTCAGCTGATACA
TTACATGCCAATTTCCATTAATTACCGCAC
AGAAGGTAGCGGTTGCCACCATCACCACC
ATCAC (SEQ ID NO: 244)
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ATI-1310 [livre de

Cys]

ATI-1338 [40K 2-
ramificagdo
PEG]ATI-1339
[40K 4-
ramificagdo PEG]
ATI-1340 [N-
etilmaleimida]
ATI-1341 [20K
Bis-PEG]

MGVSDVPRDLEVVAATPTSLLISWTLPH
AGRAHYYRITYGETGGNSPVQEFTVPG
RGVTATISGLKPGVDYTITVYAVTVTTTK
VIHYKPISINYRTEGSGC[Modificagéo]
HHHHHH (SEQ ID NO: 233)

ATGGGTGTTAGTGATGTTCCGCGTGATCT
GGAAGTTGTTGCAGCAACCCCGACCAGC
CTGCTGATTAGCTGGACCCTGCCGCATGC
AGGTCGTGCACATTATTATCGTATTACCTA
TGGTGAAACCGGTGGTAATAGTCCGGTTC
AGGAATTCACCGTTCCGGGTCGTGGTGTT
ACCGCAACCATTAGCGGTCTGAAACCGG
GTGTTGATTACACCATTACCGTTTATGCAG
TTACCGTTACCACCACCAAAGTGATTCATT
ATAAACCGATTTCCATTAATTACCGCACAG
AAGGTAGCGGTTGCCACCATCACCACCAT
CAC (SEQ ID NO: 245)

ATI-1359 [40K 2-
ramificagdo PEG]

MGVSDVPRDLEVVAATPTSLLISWTLPH
AGRAHYYRITYGETGGNSPVQEFTVPG
RGVTATISGLKPGVDYTITVYAVTVTTTK
VIHYKPISINYRTEGSGC[Modificacéo]HH
HHHH (SEQ ID NO: 234)

ATGGGTGTTAGTGATGTTCCGCGTGATCT
GGAAGTTGTTGCAGCAACCCCGACCAG
CCTGCTGATTAGCTGGACCCTGCCGCA
TGCAGGTCGTGCACATTATTATCGTATTA
CCTATGGTGAAACCGGTGGTAATAGTCC
GGTTCAGGAATTCACCGTTCCGGGTCGT
GGTGTTACCGCAACCATTAGCGGTCTGA
AACCGGGTGTTGATTACACCATTACCGTT
TATGCAGTTACCGTTACCACCACCAAAG
TGATTCATTATAAACCGATTTCCATTAATT
ACCGAACAGAAGGTAGCGGTTGC (SEQ ID
NO: 246)

ATI-1375 [40K 2-
ramificagéo PEG]

MGVSDVPRDLEVVAATPTSLLISWDAPR
GLARYYRITYGETGGNSPVQEFTVFGR

GTTATISGLKPGVDYTITVYAVTIDRDGT

RSFDPISINYRTEGSGC[Modificagéo]HH

HHHH (SEQ ID NO: 235)

ATGGGAGTTTCTGATGTGCCGCGCGACCT
GGAAGTGGTTGCTGCCACCCCCACCAGC
CTGCTGATCAGCTGGGACGCTCCGAGAG
GTCTGGCTCGATATTACCGCATCACTTAC
GGCGAAACAGGAGGCAATAGCCCTGTC
CAGGAGTTCACTGTGTTCGGTCGTGGTAC
CACAGCTACCATCAGCGGCCTTAAACCT
GGCGTTGATTATACCATCACTGTGTATGC
TGTCACTATCGACCGTGACGGTACCCGC
AGCTTCGACCCAATTTCCATTAATTACCG
CACAGAAGGTAGCGGTTGCCACCATCAC
CACCATCAC (SEQ ID NO: 247)

ATI-1376 [40K 2-
ramificagéo PEG]

MGVSDVPRDLEVVAATPTSLLISWDAP
AGLARYYRITYGETGGNSPVQEFTVVG
RGNTATISGLKPGVDYTITVYAVTIFRDG
PVTWDPISINYRTEGSGC[Modificagao]
HHHHHH (SEQ ID NO: 236)

ATGGGAGTTTCTGATGTGCCGCGCGACC
TGGAAGTGGTTGCTGCCACCCCCACCAG
CCTGCTGATCAGCTGGGACGCTCCGGC
TGGTCTGGCTCGATATTACCGCATCACT
TACGGCGAAACAGGAGGCAATAGCCCTG
TCCAGGAGTTCACTGTGGTCGGTCGTGG
TAACACAGCTACCATCAGCGGCCTTAAAC
CTGGCGTTGATTATACCATCACTGTGTAT
GCTGTCACTATCTTCCGTGACGGTCCCG
TCACCTGGGACCCAATTTCCATTAATTAC
CGCACAGAAGGTAGCGGTTGCCACCAT
CACCACCATCAC (SEQ ID NO: 248)

ATI-1377 [40K 2-
ramificagao PEG]

MGVSDVPRDLEVVAATPTSLLISWDAP
KGLARYYRITYGETGGNSPVQEFTVVG
RGNTATISGLKPGVDYTITVYAVTIFRD
GPVTWDPISINYRTEGSGC[Modificagao]
HHHHHH (SEQ ID NO: 237)

ATGGGAGTTTCTGATGTGCCGCGCGACCT
GGAAGTGGTTGCTGCCACCCCCACCAGC

CTGCTGATCAGCTGGGACGCTCCGAAGG

GTCTGGCTCGATATTACCGCATCACTTAC

GGCGAAACAGGAGGCAATAGCCCTGTCC

AGGAGTTCACTGTGGTCGGTCGTGGTAAC
ACAGCTACCATCAGCGGCCTTAAACCTGG
CGTTGATTATACCATCACTGTGTATGCTGT
CACTATCTTCCGTGACGGTCCCGTCACCT
GGGACCCAATTTCCATTAATTACCGCACA

GAAGGTAGCGGTTGCCACCATCACCACCA
TCAC (SEQ ID NO: 249)
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ATI-1378 [40K 2-
ramificagéo PEG]

MGVSDVPRDLEVVAATPTSLLISWSLPN
PGNAHYYRITYGETGGNSPVQEFTVPG
RGVTATISGLKPGVDYTITVYAVTVTDTG
FITYKPISINYRTEGSGC[Modificagéo]

HHHHHH (SEQ ID NO: 238)

ATGGGAGTTTCTGATGTGCCGCGCGACC
TGGAAGTGGTTGCTGCCACCCCCACCAG
CCTGCTGATCAGCTGGTCTCTGCCGAAT
CCGGGTAACGCCCATTATTACCGCATCAC
TTACGGCGAAACAGGAGGCAATAGCC
CTGTCCAGGAGTTCACTGTGCCTGGTCG
TGGTGTTACAGCTACCATCAGCGGCCTT
AAACCTGGCGTTGATTATACCATCACTG
TGTATGCTGTCACTGTTACTGACACAGG
TTTCATCACGTACAAACCAATTTCCATTAA
TTACCGCACAGAAGGTAGCGGTTGCCAC
CATCACCACCATCAC (SEQ ID NO: 250)

ATI-1523

ATI-1379 [40K 2-
ramificagdo PEG]

etilmaleimida]

(N-

MGVSDVPRDLEVVAATPTSLLISWSLP
HQGKANYYRITYGETGGNSPVQEFTVP
GRGVTATISGLKPGVDYTITVYAVTVTDT
GYLKYKPISINYRTEGSGC[Modificagao]
HHHHHH (SEQ ID NO: 239)

ATGGGAGTTTCTGATGTGCCGCGCGACCT
GGAAGTGGTTGCTGCCACCCCCACCAGC
CTGCTGATCAGCTGGTCTCTGCCGCACCA
AGGTAAAGCCAATTATTACCGCATCACTTA
CGGCGAAACAGGAGGCAATAGCCCTGTC
CAGGAGTTCACTGTGCCTGGTCGTGGTGT
TACAGCTACCATCAGCGGCCTTAAACCTG
GCGTTGATTATACCATCACTGTGTATGCT
GTCACTGTTACTGATACAGGGTACCTCAA
GTACAAACCAATTTCCATTAATTACCGCAC
AGAAGGTAGCGGTTGCCACCATCACCACC
ATCAC (SEQ ID NO: 251)

[00224] A SEQ ID NOs de Adnectinas antimiostatina exemplares

fundidas com Fc da invengao sédo apresentadas na Tabela 6.

Tabela 6

Adnectinas Antimiostatina fundidas com Fc
SEQUENCIA

Clone Sequéncia de Dominio Ligante Dominio Sequéncia de
Aminoacido N-terminal C-terminal Acido Nucleico

PRD-932 EPKSSGSTHTCP EPKSSGSTHTCP GAGGGGSG GVSDVPRDLEVVA GAGCCCAAATC
PCPAPELLGG PCPAPELLGGSS (SEQ ID NO: ATPTSLLISWSLPYA TAGCGGGTCGA
SSVFLFPPKPK VFLFPPKPKDTLM | 181) GHLNYYRITYGETGGN CTCACACATGC
DTLMISRTPEVT ISRTPEVTCVVVD SPVQEFTVPG CCACCGTGCC
CVVVDVSHED VSHEDPEVKFNW RGVTATISGLKPGV CAGCACCTGAAC
PEVKFNWYVD YVDGVEVHNAKT DYTITVYAVTLTKSQ TCCTGGGGGGA
GVEVHNAKTK KPREEQYNSTYR LIHYMPISINYRTEI AGCTCAGTCTT
PREEQYNSTYR VVSVLTVLHQDW (SEQ ID NO: 282) CCTCTTCCCCC
VVSVLTVLHQD LNGKEYKCKVSN CAAAACCCAAG
WLNGKEYKCK KALPAPIEKTISKA GACACCCTCAT
VSNKALPAPIEK KGQPREPQVYTL GATCTCCCGGA
TISKAKGQPRE PPSRDELTKNQV CCCCTGAGGT
PQVYTLPPSR SLTCLVKGFYPSD CACATGCGTGG
DELTKNQVSL IAVEWESNGQPE TGGTGGACGT
TCLVKGFYPS NNYKTTPPVLDSD GAGCCACGAA
DIAVEWESNG GSFFLYSKLTVDK GACCCTGAGGT
QPENNYKTTPPVL | SRWQQGNVFSC CAAGTTCAACT
DSDGSFFLY SVMHEALHNHYT GGTACGTGGAC
SKLTVDKSRW QKSLSLSP (SEQ GGCGTGGAGG
QQGNVFSCSV ID NO: 274) TGCATAATGC
MHEALHNHY CAAGACAAAG
TQKSLSLSPGA CCGCGGGAGG
GGGGSGGVSD AGCAGTACAA
VPRDLEVVAA CAGCACGTAC
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TPTSLLISWSLPY
AGHLNYYR
ITYGETGGNSP
VQEFTVPGRG
VTATISGLKPGV
DYTITVYAVTLT
KSQLIHYMPIS
INYRTEI (SEQ ID
NO: 252)

CGTGTGGTCAG
CGTCCTCACCG
TCCTGCACCAG
GACTGGCTGAA
TGGCAAGGAGTA
CAAGTGCAA
GGTCTCCAACA
AAGCCCTCCCA
GCCCCCATCGAG
AAAACCATCTC
CAAAGCCAAAG
GGCAGCCCCG
AGAACCACAGG
TGTACACCCTG
CCCCCATCCCGG
GATGAGCTGACC
AAGAACCAGGTC
AGCCTGACCT
GCCTGGTCAAA
GGCTTCTATCC
CAGCGACATCG
CCGTGGAGTGG
GAGAGCAATG
GGCAGCCGGA
GAACAACTAC
AAGACCACGC
CTCCCGTGCTG
GACTCCGACGG
CTCCTTCTTCC
TCTACAGCAAG
CTCACCGTGGA
CAAGAGCAGG
TGGCAGCAGGG
GAACGTCTTCT
CATGCTCCGTG
ATGCATGAGG
CTCTGCACAAC
CACTACACGCAG
AAGAGCCTC
TCCCTGTCTCCC
GGCGCCGGAGG
CGGCGGATCC
GGTGGAGTTTCT
GATGTGCCGCG
CGACCTGGAAG
TGGTTGCTGCCA
CCCCCACCAG
CCTGCTGATCAG
CTGGTCTCTTC
CTTATGCTGGTC
ATCTAAACTATT
ACCGCATCACTT
ACGGCGAAACAG
GAGGCAATAGCC
CTGTCCAGGAG
TTCACTGTGCC
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TGGTCGTGGTGT
GACAGCTACCA
TCAGCGGCCTT
AAACCTGGCGT
TGATTATACCAT
CACTGTGTATGCT
GTCACTCTG
ACTAAGTCTCA
GCTGATACATTA
CATGCCAATTTC
CATTAATTACCG
GACCGAAATC
(SEQ ID NO: 284)
PRD-1171 GVSDVPRDLE GVSDVPRDLEWW | EPKSSD (SEQ | KTHTCPPCPAPELL GGCGTGAGCG
VVAATPTSLLIS AATPTSLLISWTL | ID NO: 182) GGPSVFLFPPKPKD ACGTGCCCCGGG
WTLPHAGRAH PHAGRAHYYRITY TLMISRTPEVTCVWV ATCTAGAAGTGGT
YYRITYGETGGNS | GETGGNSPVQEF DVSHEDPEVKFNW GGCTGCTACCCC
PVQEFTVP TVPGRGVTATISG YVDGVEVHNAKTK CACAAGCTTGCT
GRGVTATISGL LKPGVDYTITVYA PREEQYNSTYRWV GATCTCCTGGAC
KPGVDYTITV VTVTTTKVIHYKPI SVLTVLHQDWLNGKEY | ACTGCCTCACGC
YAVTVTTTKVI SINYRTEI (SEQ ID KCKVSNKALPA TGGCCGGGCTCA
HYKPISINYRTE NO: 275) PIEKTISKAKGQPR TTACTATAGAATT
IEPKSSDKTH EPQVYTLPPSRDE ACCTACGGGGAG
TCPPCPAPEL LTKNQVSLTCLVK ACAGGCGGGAAC
LGGPSVFLFP GFYPSDIAVEWESNGQ | TCTCCCGTGCAG
PKPKDTLMISR PENNYKTTPPVLDSDG | GAATTCACCGTG
TPEVTCVVVDV SFFLYSKL CCTGGAAGGGGC
SHEDPEVKFN TVDKSRWQQGNV GTGACTGCCACC
WYVDGVEVHN FSCSVMHEALHN ATCAGTGGGCTG
AKTKPREEQY HYTQKSLSLSPGK AAGCCAGGAGTG
NSTYRVVSVLTVL (SEQ ID NO: 283) GACTACACAATTA
HQDWLNGKEYKC CCGTGTACGCTG
KVSNKAL TGACTGTGACCA
PAPIEKTISKAKGQ CAACTAAAGTGAT
PREPQVY CCACTACAAACC
TLPPSRDELT CATCTCTATTAAT
KNQVSLTCLV TATCGGACCG
KGFYPSDIAVE AAATTGAGCCTA
WESNGQPEN AGAGCTCCGACA
NYKTTPPVLD AAACCCACACAT
SDGSFFLYSKL GCCCACCTTGTC
TVDKSRWQQ CAGCCCCCGAA
GNVFSCSVMHEA CTGCTGGGCGG
LHNHYTQKS CCCTTCAGTCTT
LSLSPGK (SEQ ID CCTCTTCCCCC
NO: 253) CAAAACCCAAG
GACACCCTCA
TGATCTCCCGG
ACCCCTGAGGT
CACATGCGTGG
TGGTGGACGTGA
GCCACGAAGAC
CCTGAGGTCAA
GTTCAACTGGT
ACGTGGACGG
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CGTGGAGGTG
CATAATGCCAA
GACAAAGCCG
CGGGAGGAGC
AGTACAACAG
CACGTACCGTG
TGGTCAGCGTC
CTCACCGTCCT
GCACCAGGAC
TGGCTGAATGGC
AAGGAGTACA
AGTGCAAGGTC
TCCAACAAAG
CCCTCCCAGC
CCCCATCGAGAA
AACCATCTCCA
AAGCCAAAGGG
CAGCCCCGAG
AACCACAGGTG
TACACCCTGCC
CCCATCCCGG
GATGAGCTGAC
CAAGAACCAGG
TCAGCCTGACC
TGCCTGGTCAA
AGGCTTCTATCC
CAGCGACATCG
CCGTGGAGTGG
GAGAGCAATGG
GCAGCCGGAGAA
CAACTACAAGAC
CACGCCTCC
CGTGTTGGACT
CCGACGGCTCC
TTCTTCCTCTAC
AGCAAGCTCAC
CGTGGACAAGA
GCAGGTGGCAG
CAGGGGAACGT
CTTCTCATGCTC
CGTGATGCATG
AGGCTCTGCAC
AACCACTACAC
GCAGAAGAGCC
TCTCCCTGTCTC
CCGGGAAA (SEQ
ID NO: 285)

PRD-1173

GVSDVPRDLE
VVAATPTSLLIS
WTLPHAGRAH
YYRITYGETGGNS
PVQEFTV
PGRGVTATIS
GLKPGVDYTIT
VYAVTVTTTKVI

GVSDVPRDLE
VVAATPTSLLI
SWTLPHAGRA
HYYRITYGETGGN
SPVQEFTV
PGRGVTATISGLK
PGVDYTIT
VYAVTVTTTKVI

KTHTCPPCPAPELL
GGPSVFLFPPKPK
DTLMISRTPEVTCV
VVDVSHEDPEVKF
NWYVDGVEVHNA
KTKPREEQYNSTY

RVVSVLTVLHQDWLNG

KEYKCKVSNKA

GGCGTGAGCGA
CGTGCCCCGGG
ATCTAGAAGTG
GTGGCTGCTACC
CCCACAAGCTTG
CTGATCTCCTG
GACACTGCCT
CACGCTGGC
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HYKPISINYRT
EIDKTHTCPP
CPAPELLGGP
SVFLFPPKPK
DTLMISRTPEVT
CVVVDVSHEDPE
VKFNWYVDGVEV
HNAKTKPREEQY
NSTYRVVSVLTVL
HQDWLNGKEYKC
KVSNKALPAPIEK
TISKAKGQPREPQ
VYTLPPSRDELTK
NQVSLTCLVKGFY
PSDIAVEWESNG
QPENNYKTTPPVL
DSDGSFFLYSKLT
VDKSRWQQGNVF
SCSVMHEALHNH
YTQKSLSLSPGK
(SEQ ID NO: 254)

HYKPISINYRTE
(SEQ ID NO: 275)

LPAPIEKTISKAKGQ
PREPQVYTLPPSR
DELTKNQVSLTCLV
KGFYPSDIAVEWE
SNGQPENNYKTTPPVL
DSDGSFFLYSKL
TVDKSRWQQGNVF
SCSVMHEALHNH
YTQKSLSLSPGK (SEQ
ID NO: 283)

CGGGCTCATT
ACTATAGAATT
ACCTACGGGGA
GACAGGCGGG
AACTCTCCCGT
GCAGGAATTCA
CCGTGCCTGGA
AGGGGCGTGAC
TGCCACCATCA
GTGGGCTGAAG
CCAGGAGTGGA
CTACACAATTAC
CGTGTACGCTG
TGACTGTGACC
ACAACTAAAG
TGATCCACTA
CAAACCCATCT
CTATTAATTATC
GGACCGAAAT
TGACAAGACC
CACACATGCCC
ACCTTGTCCAG
CCCCCGAGCTGC
TGGGCGGCCC
TTCAGTCTTCCT
CTTCCCCCCA
AAACCCAAGGA
CACCCTCATGA
TCTCCCGGACC
CCTGAGGTCACA
TGCGTGGTGGT
GGACGTGAGC
CACGAAGACCC
TGAGGTCAAGT
TCAACTGGTAC
GTGGACGGCG
TGGAGGTGCA
TAATGCCAAGA
CAAAGCCGCGG
GAGGAGCAGTA
CAACAGCACG
TACCGTGTGGTC
AGCGTCCTC
ACCGTCCTGC
ACCAGGACTGG
CTGAATGGCAA
GGAGTACAAGT
GCAAGGTCTCC
AACAAAGCCC
TCCCAGCCCC
CATCGAGAAAAC
CATCTCCAAAGC
CAAAGGGCAGCC
CCGAGAACC
ACAGGTGTACA
CCCTGCCCCCA
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TCCCGGGATGA
GCTGACCAAGA
ACCAGGTCAGC
CTGACCTGCC
TGGTCAAAGGC
TTCTATCCCAG
CGACATCGCCG
TGGAGTGGGAG
AGCAATGGGCA
GCCGGAGAAC
AACTACAAGAC
CACGCCTCCCG
TGTTGGACTCC
GACGGCTCCTT
CTTCCTCTACA
GCAAGCTCACCG
TGGACAAGA
GCAGGTGGCAG
CAGGGGAACGTC
TTCTCATGCT
CCGTGATGCATG
AGGCTCTGCACA
ACCACTACACGC
AGAAGAGCCT
CTCCCTGTCTC
CCGGGAAA (SEQ
ID NO: 286)
PRD-1174 | GVSDVPRDLEVV | GVSDVPRDLEVV | ESPKAQASSVP | KTHTCPPCPAPELLGG | GGCGTGAGCGA
AATPTSLLISWTLP | AATPTSLLISWTL | TAQPQAEGLA | PSVFLFPPKPKDTLMIS | CGTGCCCCGGGA
HAGRAHYYRITYG | PHAGRAHYYRITY | (SEQ ID NO: | RTPEVTCVVWDVSHED | TCTAGAAGTGGT
ETGGNSPVQEFT | GETGGNSPVQEF | 183) PEVKFNWYVDGVEVHN | GGCTGCT
VPGRGVTATISGL | TVPGRGVTATISG AKTKPREEQYNSTYRV | ACCCCCACAAGC
KPGVDYTITVYAV | LKPGVDYTITVYA VSVLTVLHQDWLNGKE | TTGCTGATC
TVTTTKVIHYKPISI | VTVTTTKVIHYKPI YKCKVSNKALPAPIEKTI | TCCTGGACACT
NYRTEIESPKAQA | SINYRTEI (SEQ ID SKAKGQPREPQVYTLP | GCCTCACGCTG
SSVPTAQPQAEG | NO: 275) PSRDELTKNQVSLTCLV | GCCGGGCTCAT
LAKTHTCPPCPAP KGFYPSDIAVEWESNG | TACTATAGAAT
ELLGGPSVFLFPP QPENNYKTTPPVLDSD | TACCTACGGGGA
KPKDTLMISRTPE GSFFLYSKLTVDKSRW | GACAGGC
VTCVVVDVSHED QQGNVFSCSVMHEALH | GGGAACTCTCC
PEVKFNWYVDGV NHYTQKSLSLSPGK CGTGCAGGAATT
EVHNAKTKPREE (SEQ ID NO: 283) CACCGTGCC
QYNSTYRVVSVLT TGGAAGGGGCG
VLHQDWLNGKEY TGACTGCCAC
KCKVSNKALPAPI CATCAGTGGGC
EKTISKAKGQPRE TGAAGCCAGGA
PQVYTLPPSRDEL GTGGACTACA
TKNQVSLTCLVKG CAATTACCGTG
FYPSDIAVEWESN TACGCTGTGAC
GQPENNYKTTPP TGTGACCACAA
VLDSDGSFFLYSK CTAAAGTGATC
LTVDKSRWQQGN CACTACAAACC
VFSCSVMHEALH CATCTCTATTAA
NHYTQKSLSLSPG TTATCGGACCGA
K (SEQ ID NO: 255) AATTGAGTCTC

Peti¢do 870220123725, de 30/12/2022, pag.

107/255




104/239

CAAAGGCTCAG
GCCAGCTCCG
TGCCTACCGCT
CAGCCACAGGCT
GAGGGCCTG
GCTAAGACCCA
CACATGCCCCC
CTTGTCCAGCT
CCCGAACTGCT
GGGCGGGCCT
TCAGTCTTCCTCT
TCCCCCCAAAAC
CCAAGGACACCC
TCATGATCTCCCG
GACCCCTGA
GGTCACATGCGT
GGTGGTGGACG
TGAGCCACGAAG
ACCCTGAGGTC
AAGTTCAACTGG
TACGTGGACGGC
GTGGAGGTGC
ATAATGCCAAG
ACAAAGCCGC
GGGAGGAGCAGT
ACAACAGC
ACGTACCGTGT
GGTCAGCGTC
CTCACCGTC
CTGCACCAGGAC
TGGCTGAATG
GCAAGGAGTAC
AAGTGCAAGGTC
TCCAACAAAGCC
CTCCCAGCC
CCCATCGAGAAA
ACCATCTCCA
AAGCCAAAGGG
CAGCCCCGA
GAACCACAGGTG
TACACCCTGCCC
CCATCCCGGGAT
GAGCTGACCAAG
AACCAGGTCAGC
CTGACCTGCCTG
GTCAAAGGCTTCT
ATC
CCAGCGACATCG
CCGTGGAGTGGG
AGAGCAATGGGC
AGCCGGAGAACA
ACTACAAGACCA
CGCCTC
CCGTGCTGGACT
CCGACGGCTCCT
TCTTCCTCTACAG
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CAAGCTCACCGT
GGACAAGAGCAG

GTGGCAGCAGGG
GAACGTCTTCTCA
TGCTCCGTGATG

CATGAGGCTCTG

CACAACCACTACA
CGCAGAAGAGCC
TCTCCCTGTCTCC
CGGGAAA (SEQ ID
NO: 287)

PRD-1175

DKTHTCPPCPAP
ELLGGPSVFLFPP
KPKDTLMISRTPE
VTCVVVDVSHED

PEVKFNWYVDGV
EVHNAKTKPREE

QYNSTYRVVSVLT
VLHQDWLNGKEY
KCKVSNKALPAPI

EKTISKAKGQPRE
PQVYTLPPSRDEL
TKNQVSLTCLVKG
FYPSDIAVEWESN
GQPENNYKTTPP

VLDSDGSFFLYSK
LTVDKSRWQQGN
VFSCSVMHEALH

NHYTQKSLSLSPG
AGGGGSGGVSDV
PRDLEVVAATPTS
LLISWTLPHAGRA
HYYRITYGETGGN
SPVQEFTVPGRG

VTATISGLKPGVD

YTITVYAVTVTTTK
VIHYKPISINYRTEI
(SEQ ID NO: 256)

DKTHTCPPCPAP
ELLGGPSVFLFPP
KPKDTLMISRTPE
VTCVVVDVSHED

PEVKFNWYVDGV
EVHNAKTKPREE

QYNSTYRVVSVLT
VLHQDWLNGKEY
KCKVSNKALPAPI
EKTISKAKGQPRE
PQVYTLPPSRDEL
TKNQVSLTCLVKG
FYPSDIAVEWESN
GQPENNYKTTPP
VLDSDGSFFLYSK
LTVDKSRWQQGN
VFSCSVMHEALH

NHYTQKSLSLSP

(SEQ ID NO: 276)

GAGGGGSG
(SEQ ID NO:
181)

GVSDVPRDLEVVAATP

TSLLISWTLPHAGRAHY
YRITYGETGGNSPVQE

FTVPGRGVTATISGLKP
GVDYTITVYAVTVTTTK

VIHYKPISINYRTEI (SEQ
ID NO: 275)

GACAAAACTCACA
CATGCCCACCGT
GCCCAGCACCTG
AACTCCTGGGGG
GACCGTCAGTCT
TCCTCTTCCCCCC
AAAACCCAAGGA
CACCCTCATGATC
TCCCGGACCCCT
GAGGTCACATGC
GTGGTGGTGGAC
GTGAGCCACGAA
GACCCTGAGGTC
AAGTTCAACTGGT
ACGTGGACGGCG
TGGAGGTGCATA
ATGCCAAGACAA
AGCCGCGGGAGG
AGCAGTACAACA
GCACGTACCGTG
TGGTCAGCGTCC
TCACCGTCCTGC
ACCAGGACTGGC
TGAATGGCAAGG
AGTACAAGTGCA
AGGTCTCCAACA
AAGCCCTCCCAG
CCCCCATCGAGA
AAACCATCTCCAA
AGCCAAAGGGCA
GCCCCGAGAACC
ACAGGTGTACAC
CCTGCCCCCATC
CCGGGATGAGCT
GACCAAGAACCA
GGTCAGCCTGAC
CTGCCTGGTCAA
AGGCTTCTATCCC
AGCGACATCGCC
GTGGAGTGGGAG
AGCAATGGGCAG
CCGGAGAACAAC
TACAAGACCACG
CCTCCCGTGTTG
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GACTCCGACGGC
TCCTTCTTCCTCT
ACAGCAAGCTCA

CCGTGGACAAGA
GCAGGTGGCAGC
AGGGGAACGTCT
TCTCATGCTCCGT
GATGCATGAGGC
TCTGCACAACCA

CTACACGCAGAA

GAGCCTCTCCCT

GTCTCCCGGCGC
CGGAGGCGGCG

GATCCGGTGGCG
TGTCCGACGTGC
CCCGGGATCTAG
AAGTGGTGGCTG
CTACCCCCACAA

GCTTGCTGATCTC
CTGGACACTGCC
TCACGCTGGCCG
GGCTCATTACTAT
AGAATTACCTACG
GGGAGACAGGCG
GGAACTCTCCCG
TGCAGGAATTCA

CCGTGCCTGGAA
GGGGCGTGACTG
CCACCATCAGTG

GGCTGAAGCCAG
GAGTGGACTACA

CAATTACCGTGTA
CGCTGTGACTGT

GACCACAACTAAA
GTGATCCACTACA
AACCCATCTCTAT
TAATTATCGGACC
GAAATC (SEQ ID
NO: 288)

PRD-1177

DKTHTCPPCPAP
ELLGGPSVFLFPP
KPKDTLMISRTPE
VTCVVVDVSHED
PEVKFNWYVDGV
EVHNAKTKPREE
QYNSTYRVVSVLT
VLHQDWLNGKEY
KCKVSNKALPAPI
EKTISKAKGQPRE
PQVYTLPPSRDEL
TKNQVSLTCLVKG
FYPSDIAVEWESN
GQPENNYKTTPP
VLDSDGSFFLYSK
LTVDKSRWQQGN

DKTHTCPPCPAP
ELLGGPSVFLFPP
KPKDTLMISRTPE
VTCVVVDVSHED
PEVKFNWYVDGV
EVHNAKTKPREE
QYNSTYRVVSVLT
VLHQDWLNGKEY
KCKVSNKALPAPI
EKTISKAKGQPRE
PQVYTLPPSRDEL
TKNQVSLTCLVKG
FYPSDIAVEWESN
GQPENNYKTTPP
VLDSDGSFFLYSK
LTVDKSRWQQGN

ELQLEESAAEA
QDGELD (SEQ
ID NO: 184)

GVSDVPRDLEVVAATP
TSLLISWTLPHAGRAHY
YRITYGETGGNSPVQE
FTVPGRGVTATISGLKP
GVDYTITVYAVTVTTTK
VIHYKPISINYRTEI (SEQ
ID NO: 275)

GACAAAACTCACA
CATGCCCACCGT
GCCCAGCACCTG
AACTCCTGGGGG
GACCGTCAGTCT
TCCTCTTCCCCCC
AAAACCCAAGGA
CACCCTCATGATC
TCCCGGACCCCT
GAGGTCACATGC
GTGGTGGTGGAC
GTGAGCCACGAA
GACCCTGAGGTC
AAGTTCAACTGGT
ACGTGGACGGCG
TGGAGGTGCATA
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VFSCSVMHEALH
NHYTQKSLSLSPE
LQLEESAAEAQD
GELDGVSDVPRD
LEVVAATPTSLLIS
WTLPHAGRAHYY
RITYGETGGNSPV
QEFTVPGRGVTA
TISGLKPGVDYTIT
VYAVTVTTTKVIH
YKPISINYRTEI
(SEQ ID NO: 257)

VFSCSVMHEALH
NHYTQKSLSLSP
(SEQ ID NO: 276)

ATGCCAAGACAA
AGCCGCGGGAGG
AGCAGTACAACA
GCACGTACCGTG
TGGTCAGCGTCC
TCACCGTCCTGC
ACCAGGACTGGC
TGAATGGCAAGG
AGTACAAGTGCA
AGGTCTCCAACA
AAGCCCTCCCAG
CCCCCATCGAGA
AAACCATCTCCAA
AGCCAAAGGGCA
GCCCCGAGAACC
ACAGGTGTACAC
CCTGCCCCCATC
CCGGGATGAGCT
GACCAAGAACCA
GGTCAGCCTGAC
CTGCCTGGTCAA
AGGCTTCTATCCC
AGCGACATCGCC
GTGGAGTGGGAG
AGCAATGGGCAG
CCGGAGAACAAC
TACAAGACCACG
CCTCCCGTGCTG
GACTCCGACGGC
TCCTTCTTCCTCT
ACAGCAAGCTCA
CCGTGGACAAGA
GCAGGTGGCAGC
AGGGGAACGTCT
TCTCATGCTCCGT
GATGCATGAGGC
TCTGCACAACCA
CTACACGCAGAA
GAGCCTCTCCCT
GTCTCCCGAGCT
GCAGCTGGAGGA
AAGCGCCGCTGA
GGCTCAGGACGG
AGAACTGGATGG
CGTGAGCGACGT
GCCACGGGATCT
AGAAGTGGTGGC
TGCTACCCCCAC
AAGCTTGCTGATC
TCCTGGACACTG
CCTCACGCTGGC
CGGGCTCATTAC
TATAGAATTACCT
ACGGGGAGACAG
GCGGGAACTCTC
CCGTGCAGGAAT

Peti¢do 870220123725, de 30/12/2022, pag. 111/255




108/239

TCACCGTGCCTG
GAAGGGGCGTGA
CTGCCACCATCA
GTGGGCTGAAGC
CAGGAGTGGACT
ACACAATTACCGT
GTACGCTGTGAC
TGTGACCACAACT
AAAGTGATCCACT
ACAAACCCATCTC
TATTAATTATCGG
ACCGAAATT (SEQ

ID NO: 289)
PRD-1178 DKTHTCPPCPAP DKTHTCPPCPAP GQPDEPGGS GVSDVPRDLEVVAATP GACAAAACTCACA
ELLGGPSVFLFPP ELLGGPSVFLFPP (SEQ ID NO: TSLLISWTLPHAGRAHY CATGCCCACCGT
KPKDTLMISRTPE KPKDTLMISRTPE 185) YRITYGETGGNSPVQE GCCCAGCACCTG
VTCVVVDVSHED VTCVVVDVSHED FTVPGRGVTATISGLKP AACTCCTGGGGG
PEVKFNWYVDGV PEVKFNWYVDGV GVDYTITVYAVTVTTTK GACCGTCAGTCT
EVHNAKTKPREE EVHNAKTKPREE VIHYKPISINYRTEI (SEQ TCCTCTTCCCCCC
QYNSTYRVVSVLT QYNSTYRVVSVLT ID NO: 275) AAAACCCAAGGA
VLHQDWLNGKEY VLHQDWLNGKEY CACCCTCATGATC
KCKVSNKALPAPI KCKVSNKALPAPI TCCCGGACCCCT
EKTISKAKGQPRE EKTISKAKGQPRE GAGGTCACATGC
PQVYTLPPSRDEL PQVYTLPPSRDEL GTGGTGGTGGAC
TKNQVSLTCLVKG | TKNQVSLTCLVKG GTGAGCCACGAA
FYPSDIAVEWESN | FYPSDIAVEWESN GACCCTGAGGTC
GQPENNYKTTPP | GQPENNYKTTPP AAGTTCAACTGGT
VLDSDGSFFLYSK | VLDSDGSFFLYSK ACGTGGACGGCG
LTVDKSRWQQGN | LTVDKSRWQQGN TGGAGGTGCATA
VFSCSVMHEALH | VFSCSVMHEALH ATGCCAAGACAA
NHYTQKSLSLSPG | NHYTQKSLSLSP AGCCGCGGGAGG
QPDEPGGSGVSD | (SEQ ID NO: 276) AGCAGTACAACA
VPRDLEVVAATPT GCACGTACCGTG
SLLISWTLPHAGR TGGTCAGCGTCC
AHYYRITYGETGG TCACCGTCCTGC
NSPVQEFTVPGR ACCAGGACTGGC
GVTATISGLKPGV TGAATGGCAAGG
DYTITVYAVTVTTT AGTACAAGTGCA
KVIHYKPISINYRT AGGTCTCCAACA
El (SEQ ID NO: AAGCCCTCCCAG
258) CCCCCATCGAGA
AAACCATCTCCAA
AGCCAAAGGGCA
GCCCCGAGAACC
ACAGGTGTACAC
CCTGCCCCCATC
CCGGGATGAGCT
GACCAAGAACCA
GGTCAGCCTGAC
CTGCCTGGTCAA
AGGCTTCTATCCC
AGCGACATCGCC
GTGGAGTGGGAG
AGCAATGGGCAG
CCGGAGAACAAC
TACAAGACCACG
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CCTCCCGTGCTG
GACTCCGACGGC
TCCTTCTTCCTCT
ACAGCAAGCTCA

CCGTGGACAAGA
GCAGGTGGCAGC
AGGGGAACGTCT
TCTCATGCTCCGT
GATGCATGAGGC
TCTGCACAACCA

CTACACGCAGAA

GAGCCTCTCCCT

GTCTCCCGGCCA
GCCCGACGAGCC
TGGCGGGAGCGG
CGTGAGCGACGT
GCCACGGGATCT
AGAAGTGGTGGC
TGCTACCCCCAC

AAGCTTGCTGATC
TCCTGGACACTG

CCTCACGCTGGC

CGGGCTCATTAC

TATAGAATTACCT
ACGGGGAGACAG
GCGGGAACTCTC
CCGTGCAGGAAT

TCACCGTGCCTG

GAAGGGGCGTGA
CTGCCACCATCA

GTGGGCTGAAGC
CAGGAGTGGACT
ACACAATTACCGT
GTACGCTGTGAC

TGTGACCACAACT
AAAGTGATCCACT
ACAAACCCATCTC
TATTAATTATCGG

ACCGAAATT (SEQ
ID NO: 290)

PRD-1180

DKTHTCPPCPAP
ELLGGPSVFLFPP
KPKDTLMISRTPE
VTCVVVDVSHED
PEVKFNWYVDGV
EVHNAKTKPREE
QYNSTYRVVSVLT
VLHQDWLNGKEY
KCKVSNKALPAP
EKTISKAKGQPRE
PQVYTLPPSRDEL
TKNQVSLTCLVKG
FYPSDIAVEWESN
GQPENNYKTTPP
VLDSDGSFFLYSK

DKTHTCPPCPAP
ELLGGPSVFLFPP
KPKDTLMISRTPE
VTCVVVDVSHED
PEVKFNWYVDGV
EVHNAKTKPREE
QYNSTYRVVSVLT
VLHQDWLNGKEY
KCKVSNKALPAP
EKTISKAKGQPRE
PQVYTLPPSRDEL
TKNQVSLTCLVKG
FYPSDIAVEWESN
GQPENNYKTTPP
VLDSDGSFFLYSK

GGSGSGSGSG
SGS (SEQ ID
NO: 186)

GVSDVPRDLEVVAATP

TSLLISWTLPHAGRAHY
YRITYGETGGNSPVQE

FTVPGRGVTATISGLKP
GVDYTITVYAVTVTTTK

VIHYKPISINYRTEI (SEQ
ID NO: 275)

GACAAAACTCACA
CATGCCCACCGT
GCCCAGCACCTG
AACTCCTGGGGG
GACCGTCAGTCT
TCCTCTTCCCCCC
AAAACCCAAGGA
CACCCTCATGATC
TCCCGGACCCCT
GAGGTCACATGC
GTGGTGGTGGAC
GTGAGCCACGAA
GACCCTGAGGTC
AAGTTCAACTGGT
ACGTGGACGGCG
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LTVDKSRWQQGN
VFSCSVMHEALH

NHYTQKSLSLSPG
GSGSGSGSGSGS
GVSDVPRDLEVV

AATPTSLLISWTLP
HAGRAHYYRITYG
ETGGNSPVQEFT

VPGRGVTATISGL
KPGVDYTITVYAV
TVTTTKVIHYKPISI
NYRTEI (SEQ ID
NO: 259)

LTVDKSRWQQGN
VFSCSVMHEALH
NHYTQKSLSLSP
(SEQ ID NO: 276)

TGGAGGTGCATA
ATGCCAAGACAA
AGCCGCGGGAGG
AGCAGTACAACA
GCACGTACCGTG
TGGTCAGCGTCC
TCACCGTCCTGC
ACCAGGACTGGC
TGAATGGCAAGG
AGTACAAGTGCA
AGGTCTCCAACA
AAGCCCTCCCAG
CCCCCATCGAGA
AAACCATCTCCAA
AGCCAAAGGGCA
GCCCCGAGAACC
ACAGGTGTACAC
CCTGCCCCCATC
CCGGGATGAGCT
GACCAAGAACCA
GGTCAGCCTGAC
CTGCCTGGTCAA
AGGCTTCTATCCC
AGCGACATCGCC
GTGGAGTGGGAG
AGCAATGGGCAG
CCGGAGAACAAC
TACAAGACCACG
CCTCCCGTGCTG
GACTCCGACGGC
TCCTTCTTCCTCT
ACAGCAAGCTCA
CCGTGGACAAGA
GCAGGTGGCAGC
AGGGGAACGTCT
TCTCATGCTCCGT
GATGCATGAGGC
TCTGCACAACCA
CTACACGCAGAA
GAGCCTCTCCCT
GTCTCCCGGCGG
CAGCGGGTCTGG
ATCTGGCAGTGG
GAGCGGCTCTGG
CGTGAGCGACGT
GCCACGGGATCT
AGAAGTGGTGGC
TGCTACCCCCAC
AAGCTTGCTGATC
TCCTGGACACTG
CCTCACGCTGGC
CGGGCTCATTAC
TATAGAATTACCT
ACGGGGAGACAG
GCGGGAACTCTC
CCGTGCAGGAAT
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TCACCGTGCCTG
GAAGGGGCGTGA
CTGCCACCATCA
GTGGGCTGAAGC
CAGGAGTGGACT
ACACAATTACCGT
GTACGCTGTGAC
TGTGACCACAACT
AAAGTGATCCACT
ACAAACCCATCTC
TATTAATTATCGG
ACCGAAATT (SEQ
ID NO: 291)
PRD-1284 DKTHTCPPCPAP DKTHTCPPCPAP ELQLEESAAEA GVSDVPRDLEVVAATP GACAAAACTCACA
ELLGGPSVFLFPP ELLGGPSVFLFPP QDGELD (SEQ TSLLISWDAPRGLARYY CATGCCCACCGT
KPKDTLMISRTPE KPKDTLMISRTPE ID NO: 184) RITYGETGGNSPVQEF GCCCAGCACCTG
VTCVVVDVSHED VTCVVVDVSHED TVFGRGTTATISGLKPG AACTCCTGGGGG
PEVKFNWYVDGV PEVKFNWYVDGV VDYTITVYAVTIDRDGT GACCGTCAGTCT
EVHNAKTKPREE EVHNAKTKPREE RSFDPISINYRTEI (SEQ TCCTCTTCCCCCC
QYNSTYRVVSVLT QYNSTYRVVSVLT ID NO: 277) AAAACCCAAGGA
VLHQDWLNGKEY VLHQDWLNGKEY CACCCTCATGATC
KCKVSNKALPAPI KCKVSNKALPAPI TCCCGGACCCCT
EKTISKAKGQPRE EKTISKAKGQPRE GAGGTCACATGC
PQVYTLPPSRDEL | PQVYTLPPSRDEL GTGGTGGTGGAC
TKNQVSLTCLVKG | TKNQVSLTCLVKG GTGAGCCACGAA
FYPSDIAVEWESN | FYPSDIAVEWESN GACCCTGAGGTC
GQPENNYKTTPP | GQPENNYKTTPP AAGTTCAACTGGT
VLDSDGSFFLYSK | VLDSDGSFFLYSK ACGTGGACGGCG
LTVDKSRWQQGN | LTVDKSRWQQGN TGGAGGTGCATA
VFSCSVMHEALH | VFSCSVMHEALH ATGCCAAGACAA
NHYTQKSLSLSPE | NHYTQKSLSLSP AGCCGCGGGAGG
LQLEESAAEAQD | (SEQ ID NO: 276) AGCAGTACAACA
GELDGVSDVPRD GCACGTACCGTG
LEVVAATPTSLLIS TGGTCAGCGTCC
WDAPRGLARYYR TCACCGTCCTGC
ITYGETGGNSPVQ ACCAGGACTGGC
EFTVFGRGTTATI TGAATGGCAAGG
SGLKPGVDYTITV AGTACAAGTGCA
YAVTIDRDGTRSF AGGTCTCCAACA
DPISINYRTE! AAGCCCTCCCAG
(SEQ ID NO: 260) CCCCCATCGAGA
AAACCATCTCCAA
AGCCAAAGGGCA
GCCCCGAGAACC
ACAGGTGTACAC
CCTGCCCCCATC
CCGGGATGAGCT
GACCAAGAACCA
GGTCAGCCTGAC
CTGCCTGGTCAA
AGGCTTCTATCCC
AGCGACATCGCC
GTGGAGTGGGAG
AGCAATGGGCAG
CCGGAGAACAAC
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TACAAGACCACG
CCTCCCGTGCTG
GACTCCGACGGC
TCCTTCTTCCTCT
ACAGCAAGCTCA

CCGTGGACAAGA
GCAGGTGGCAGC
AGGGGAACGTCT
TCTCATGCTCCGT
GATGCATGAGGC
TCTGCACAACCA

CTACACGCAGAA

GAGCCTCTCCCT

GTCTCCCGAGCT

GCAGCTGGAGGA
AAGCGCCGCTGA
GGCTCAGGACGG
AGAACTGGATGG
CGTGAGCGACGT
GCCACGGGATCT
AGAAGTGGTGGC
TGCTACCCCCAC

AAGCTTGCTGATC
AGCTGGGACGCT
CCGAGAGGTCTG
GCTCGATATTACC
GCATCACTTACG

GCGAAACAGGAG
GCAATAGCCCTG

TCCAGGAGTTCA

CTGTGTTCGGTC

GTGGTACCACAG

CTACCATCAGCG

GCCTTAAACCTG

GCGTTGATTATAC
CATCACTGTGTAT
GCTGTCACTATC

GACCGTGACGGT
ACCCGCAGCTTC

GACCCAATTTCCA
TTAATTACCGGAC
CGAAATT (SEQ ID
NO: 292)

PRD-1285

DKTHTCPPCPAP
ELLGGPSVFLFPP
KPKDTLMISRTPE
VTCVVVDVSHED
PEVKFNWYVDGV
EVHNAKTKPREE
QYNSTYRVVSVLT
VLHQDWLNGKEY
KCKVSNKALPAPI
EKTISKAKGQPRE
PQVYTLPPSRDEL
TKNQVSLTCLVKG
FYPSDIAVEWESN

DKTHTCPPCPAP
ELLGGPSVFLFPP
KPKDTLMISRTPE
VTCVVVDVSHED
PEVKFNWYVDGV
EVHNAKTKPREE
QYNSTYRVVSVLT
VLHQDWLNGKEY
KCKVSNKALPAPI
EKTISKAKGQPRE
PQVYTLPPSRDEL
TKNQVSLTCLVKG
FYPSDIAVEWESN

ELQLEESAAEA
QDGELD (SEQ
ID NO: 184)

GVSDVPRDLEVVAATP
TSLLISWDAPAGLARYY
RITYGETGGNSPVQEF
TVVGRGNTATISGLKPG
VDYTITVYAVTIFRDGP
VTWDPISINYRTEI (SEQ
ID NO: 278)

GACAAAACTCACA
CATGCCCACCGT
GCCCAGCACCTG
AACTCCTGGGGG
GACCGTCAGTCT
TCCTCTTCCCCCC
AAAACCCAAGGA
CACCCTCATGATC
TCCCGGACCCCT
GAGGTCACATGC
GTGGTGGTGGAC
GTGAGCCACGAA
GACCCTGAGGTC
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GQPENNYKTTPP
VLDSDGSFFLYSK
LTVDKSRWQQGN
VFSCSVMHEALH
NHYTQKSLSLSPE
LQLEESAAEAQD
GELDGVSDVPRD
LEVVAATPTSLLIS
WDAPAGLARYYRI
TYGETGGNSPVQ
EFTVVGRGNTATI
SGLKPGVDYTITV
YAVTIFRDGPVTW
DPISINYRTEI
(SEQ ID NO: 261)

GQPENNYKTTPP
VLDSDGSFFLYSK
LTVDKSRWQQGN
VFSCSVMHEALH
NHYTQKSLSLSP
(SEQ ID NO: 276)

AAGTTCAACTGGT
ACGTGGACGGCG
TGGAGGTGCATA
ATGCCAAGACAA
AGCCGCGGGAGG
AGCAGTACAACA
GCACGTACCGTG
TGGTCAGCGTCC
TCACCGTCCTGC
ACCAGGACTGGC
TGAATGGCAAGG
AGTACAAGTGCA
AGGTCTCCAACA
AAGCCCTCCCAG
CCCCCATCGAGA
AAACCATCTCCAA
AGCCAAAGGGCA
GCCCCGAGAACC
ACAGGTGTACAC
CCTGCCCCCATC
CCGGGATGAGCT
GACCAAGAACCA
GGTCAGCCTGAC
CTGCCTGGTCAA
AGGCTTCTATCCC
AGCGACATCGCC
GTGGAGTGGGAG
AGCAATGGGCAG
CCGGAGAACAAC
TACAAGACCACG
CCTCCCGTGCTG
GACTCCGACGGC
TCCTTCTTCCTCT
ACAGCAAGCTCA
CCGTGGACAAGA
GCAGGTGGCAGC
AGGGGAACGTCT
TCTCATGCTCCGT
GATGCATGAGGC
TCTGCACAACCA
CTACACGCAGAA
GAGCCTCTCCCT
GTCTCCCGAGCT
GCAGCTGGAGGA
AAGCGCCGCTGA
GGCTCAGGACGG
AGAACTGGATGG
CGTGAGCGACGT
GCCACGGGATCT
AGAAGTGGTGGC
TGCTACCCCCAC
AAGCTTGCTGATC
AGCTGGGACGCT
CCGGCTGGTCTG
GCTCGATATTACC
GCATCACTTACG

Peti¢do 870220123725, de 30/12/2022, pag. 117/255




114/239

GCGAAACAGGAG
GCAATAGCCCTG
TCCAGGAGTTCA
CTGTGGTCGGTC
GTGGTAACACAG
CTACCATCAGCG
GCCTTAAACCTG
GCGTTGATTATAC
CATCACTGTGTAT
GCTGTCACTATCT
TCCGTGACGGTC
CCGTCACCTGGG
ACCCAATTTCCAT
TAATTACCGGACC
GAAATT (SEQ ID
NO: 293)

PRD-1286

DKTHTCPPCPAP
ELLGGPSVFLFPP
KPKDTLMISRTPE
VTCVVVDVSHED
PEVKFNWYVDGV
EVHNAKTKPREE
QYNSTYRVVSVLT
VLHQDWLNGKEY
KCKVSNKALPAPI
EKTISKAKGQPRE
PQVYTLPPSRDEL
TKNQVSLTCLVKG
FYPSDIAVEWESN
GQPENNYKTTPP
VLDSDGSFFLYSK
LTVDKSRWQQGN
VFSCSVMHEALH
NHYTQKSLSLSPE
LQLEESAAEAQD
GELDGVSDVPRD
LEVVAATPTSLLIS
WDAPKGLARYYRI
TYGETGGNSPVQ
EFTVVGRGNTATI
SGLKPGVDYTITV
YAVTIFRDGPVTW
DPISINYRTEI
(SEQ ID NO: 262)

DKTHTCPPCPAP
ELLGGPSVFLFPP
KPKDTLMISRTPE
VTCVVVDVSHED
PEVKFNWYVDGV
EVHNAKTKPREE
QYNSTYRVVSVLT
VLHQDWLNGKEY
KCKVSNKALPAPI
EKTISKAKGQPRE
PQVYTLPPSRDEL
TKNQVSLTCLVKG
FYPSDIAVEWESN
GQPENNYKTTPP
VLDSDGSFFLYSK
LTVDKSRWQQGN
VFSCSVMHEALH
NHYTQKSLSLSP
(SEQ ID NO: 276)

ELQLEESAAEA
QDGELD (SEQ
ID NO: 184)

GVSDVPRDLEVVAATP
TSLLISWDAPKGLARYY
RITYGETGGNSPVQEF
TVVGRGNTATISGLKPG
VDYTITVYAVTIFRDGP
VTWDPISINYRTEI (SEQ
ID NO: 279)

GACAAAACTCACA
CATGCCCACCGT
GCCCAGCACCTG
AACTCCTGGGGG
GACCGTCAGTCT
TCCTCTTCCCCCC
AAAACCCAAGGA
CACCCTCATGATC
TCCCGGACCCCT
GAGGTCACATGC
GTGGTGGTGGAC
GTGAGCCACGAA
GACCCTGAGGTC
AAGTTCAACTGGT
ACGTGGACGGCG
TGGAGGTGCATA
ATGCCAAGACAA
AGCCGCGGGAGG
AGCAGTACAACA
GCACGTACCGTG
TGGTCAGCGTCC
TCACCGTCCTGC
ACCAGGACTGGC
TGAATGGCAAGG
AGTACAAGTGCA
AGGTCTCCAACA
AAGCCCTCCCAG
CCCCCATCGAGA
AAACCATCTCCAA
AGCCAAAGGGCA
GCCCCGAGAACC
ACAGGTGTACAC
CCTGCCCCCATC
CCGGGATGAGCT
GACCAAGAACCA
GGTCAGCCTGAC
CTGCCTGGTCAA
AGGCTTCTATCCC
AGCGACATCGCC
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GTGGAGTGGGAG
AGCAATGGGCAG
CCGGAGAACAAC
TACAAGACCACG
CCTCCCGTGCTG
GACTCCGACGGC
TCCTTCTTCCTCT
ACAGCAAGCTCA
CCGTGGACAAGA
GCAGGTGGCAGC
AGGGGAACGTCT
TCTCATGCTCCGT
GATGCATGAGGC
TCTGCACAACCA
CTACACGCAGAA
GAGCCTCTCCCT
GTCTCCCGAGCT
GCAGCTGGAGGA
AAGCGCCGCTGA
GGCTCAGGACGG
AGAACTGGATGG
CGTGAGCGACGT
GCCACGGGATCT
AGAAGTGGTGGC
TGCTACCCCCAC
AAGCTTGCTGATC
AGCTGGGACGCT
CCGAAGGGTCTG
GCTCGATATTACC
GCATCACTTACG
GCGAAACAGGAG
GCAATAGCCCTG
TCCAGGAGTTCA
CTGTGGTCGGTC
GTGGTAACACAG
CTACCATCAGCG
GCCTTAAACCTG
GCGTTGATTATAC
CATCACTGTGTAT
GCTGTCACTATCT
TCCGTGACGGTC
CCGTCACCTGGG
ACCCAATTTCCAT
TAATTACCGGACC
GAAATT (SEQ ID
NO: 294)

PRD-1287

DKTHTCPPCPAP
ELLGGPSVFLFPP
KPKDTLMISRTPE
VTCVVVDVSHED
PEVKFNWYVDGV
EVHNAKTKPREE
QYNSTYRVVSVLT
VLHQDWLNGKEY
KCKVSNKALPAPI

DKTHTCPPCPAP
ELLGGPSVFLFPP
KPKDTLMISRTPE
VTCVVVDVSHED
PEVKFNWYVDGV
EVHNAKTKPREE
QYNSTYRVVSVLT
VLHQDWLNGKEY
KCKVSNKALPAPI

ELQLEESAAEA
QDGELD (SEQ
ID NO: 184)

GVSDVPRDLEVVAATP

TSLLISWSLPNPGNAHY
YRITYGETGGNSPVQE

FTVPGRGVTATISGLKP
GVDYTITVYAVTVTDTG
FITYKPISINYRTEI (SEQ
ID NO: 280)

GACAAAACTCACA
CATGCCCACCGT
GCCCAGCACCTG
AACTCCTGGGGG
GACCGTCAGTCT
TCCTCTTCCCCCC
AAAACCCAAGGA
CACCCTCATGATC
TCCCGGACCCCT
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EKTISKAKGQPRE
PQVYTLPPSRDEL
TKNQVSLTCLVKG
FYPSDIAVEWESN
GQPENNYKTTPP
VLDSDGSFFLYSK
LTVDKSRWQQGN
VFSCSVMHEALH
NHYTQKSLSLSPE
LQLEESAAEAQD
GELDGVSDVPRD
LEVVAATPTSLLIS
WSLPNPGNAHYY
RITYGETGGNSPV
QEFTVPGRGVTA
TISGLKPGVDYTIT
VYAVTVTDTGFIT
YKPISINYRTEI
(SEQ ID NO: 263)

EKTISKAKGQPRE
PQVYTLPPSRDEL
TKNQVSLTCLVKG
FYPSDIAVEWESN
GQPENNYKTTPP
VLDSDGSFFLYSK
LTVDKSRWQQGN
VFSCSVMHEALH

NHYTQKSLSLSP

(SEQ ID NO: 276)

GAGGTCACATGC
GTGGTGGTGGAC
GTGAGCCACGAA
GACCCTGAGGTC
AAGTTCAACTGGT
ACGTGGACGGCG
TGGAGGTGCATA
ATGCCAAGACAA
AGCCGCGGGAGG
AGCAGTACAACA
GCACGTACCGTG
TGGTCAGCGTCC
TCACCGTCCTGC
ACCAGGACTGGC
TGAATGGCAAGG
AGTACAAGTGCA
AGGTCTCCAACA
AAGCCCTCCCAG
CCCCCATCGAGA
AAACCATCTCCAA
AGCCAAAGGGCA
GCCCCGAGAACC
ACAGGTGTACAC
CCTGCCCCCATC
CCGGGATGAGCT
GACCAAGAACCA
GGTCAGCCTGAC
CTGCCTGGTCAA
AGGCTTCTATCCC
AGCGACATCGCC
GTGGAGTGGGAG
AGCAATGGGCAG
CCGGAGAACAAC
TACAAGACCACG
CCTCCCGTGCTG
GACTCCGACGGC
TCCTTCTTCCTCT
ACAGCAAGCTCA
CCGTGGACAAGA
GCAGGTGGCAGC
AGGGGAACGTCT
TCTCATGCTCCGT
GATGCATGAGGC
TCTGCACAACCA
CTACACGCAGAA
GAGCCTCTCCCT
GTCTCCCGAGCT
GCAGCTGGAGGA
AAGCGCCGCTGA
GGCTCAGGACGG
AGAACTGGATGG
CGTGAGCGACGT
GCCACGGGATCT
AGAAGTGGTGGC
TGCTACCCCCAC
AAGCTTGCTGATC
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AGCTGGTCTCTG
CCGAATCCGGGT
AACGCCCATTATT
ACCGCATCACTTA
CGGCGAAACAGG
AGGCAATAGCCC
TGTCCAGGAGTT
CACTGTGCCTGG
TCGTGGTGTTACA
GCTACCATCAGC
GGCCTTAAACCT
GGCGTTGATTATA
CCATCACTGTGTA
TGCTGTCACTGTT
ACTGACACAGGT
TTCATCACGTACA
AACCAATTTCCAT
TAATTACCGGACC
GAAATT (SEQ ID
NO: 295)

PRD-1288

DKTHTCPPCPAP
ELLGGPSVFLFPP
KPKDTLMISRTPE
VTCVVVDVSHED
PEVKFNWYVDGV
EVHNAKTKPREE
QYNSTYRVVSVLT
VLHQDWLNGKEY
KCKVSNKALPAPI
EKTISKAKGQPRE
PQVYTLPPSRDEL
TKNQVSLTCLVKG
FYPSDIAVEWESN
GQPENNYKTTPP
VLDSDGSFFLYSK
LTVDKSRWQQGN
VFSCSVMHEALH
NHYTQKSLSLSPE
LQLEESAAEAQD
GELDGVSDVPRD
LEVVAATPTSLLIS
WSLPHQGKANYY
RITYGETGGNSPV
QEFTVPGRGVTA
TISGLKPGVDYTIT
VYAVTVTDTGYLK
YKPISINYRTEI
(SEQ ID NO: 264)

DKTHTCPPCPAP
ELLGGPSVFLFPP
KPKDTLMISRTPE
VTCVVVDVSHED
PEVKFNWYVDGV
EVHNAKTKPREE
QYNSTYRVVSVLT
VLHQDWLNGKEY
KCKVSNKALPAPI
EKTISKAKGQPRE
PQVYTLPPSRDEL
TKNQVSLTCLVKG
FYPSDIAVEWESN
GQPENNYKTTPP
VLDSDGSFFLYSK
LTVDKSRWQQGN
VFSCSVMHEALH
NHYTQKSLSLSP
(SEQ ID NO: 276)

ELQLEESAAEA
QDGELD (SEQ
ID NO: 184)

GVSDVPRDLEVVAATP
TSLLISWSLPHQGKANY
YRITYGETGGNSPVQE
FTVPGRGVTATISGLKP
GVDYTITVYAVTVTDTG
YLKYKPISINYRTEI
(SEQ ID NO: 281)

GACAAAACTCACA
CATGCCCACCGT
GCCCAGCACCTG
AACTCCTGGGGG
GACCGTCAGTCT
TCCTCTTCCCCCC
AAAACCCAAGGA
CACCCTCATGATC
TCCCGGACCCCT
GAGGTCACATGC
GTGGTGGTGGAC
GTGAGCCACGAA
GACCCTGAGGTC
AAGTTCAACTGGT
ACGTGGACGGCG
TGGAGGTGCATA
ATGCCAAGACAA
AGCCGCGGGAGG
AGCAGTACAACA
GCACGTACCGTG
TGGTCAGCGTCC
TCACCGTCCTGC
ACCAGGACTGGC
TGAATGGCAAGG
AGTACAAGTGCA
AGGTCTCCAACA
AAGCCCTCCCAG
CCCCCATCGAGA
AAACCATCTCCAA
AGCCAAAGGGCA
GCCCCGAGAACC
ACAGGTGTACAC
CCTGCCCCCATC
CCGGGATGAGCT
GACCAAGAACCA
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GGTCAGCCTGAC
CTGCCTGGTCAA

AGGCTTCTATCCC
AGCGACATCGCC
GTGGAGTGGGAG
AGCAATGGGCAG
CCGGAGAACAAC
TACAAGACCACG

CCTCCCGTGCTG
GACTCCGACGGC
TCCTTCTTCCTCT
ACAGCAAGCTCA

CCGTGGACAAGA
GCAGGTGGCAGC
AGGGGAACGTCT
TCTCATGCTCCGT
GATGCATGAGGC
TCTGCACAACCA

CTACACGCAGAA

GAGCCTCTCCCT

GTCTCCCGAGCT

GCAGCTGGAGGA
AAGCGCCGCTGA
GGCTCAGGACGG
AGAACTGGATGG
CGTGAGCGACGT
GCCACGGGATCT
AGAAGTGGTGGC
TGCTACCCCCAC

AAGCTTGCTGATC
AGCTGGTCTCTG

CCGCACCAAGGT
AAAGCCAATTATT
ACCGCATCACTTA
CGGCGAAACAGG
AGGCAATAGCCC

TGTCCAGGAGTT

CACTGTGCCTGG
TCGTGGTGTTACA
GCTACCATCAGC

GGCCTTAAACCT

GGCGTTGATTATA
CCATCACTGTGTA
TGCTGTCACTGTT
ACTGATACAGGG

TACCTCAAGTACA
AACCAATTTCCAT
TAATTACCGGACC
GAAATT (SEQ D
NO: 296)

PRD-1301

GVSDVPRDLEVV
AATPTSLLISWDA
PRGLARYYRITYG
ETGGNSPVQEFT
VFGRGTTATISGL

GVSDVPRDLEVV
AATPTSLLISWDA
PRGLARYYRITYG
ETGGNSPVQEFT
VFGRGTTATISGL

EPKSSD (SEQ
ID NO: 182)

KTHTCPPCPAPELLGG
PSVFLFPPKPKDTLMIS
RTPEVTCVVVDVSHED
PEVKFNWYVDGVEVHN
AKTKPREEQYNSTYRV

GGCGTGAGCGAC
GTGCCCCGGGAT
CTAGAAGTGGTG
GCTGCTACCCCC
ACAAGCTTGCTG
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KPGVDYTITVYAV
TIDRDGTRSFDPI
SINYRTEIEPKSSD
KTHTCPPCPAPEL
LGGPSVFLFPPKP
KDTLMISRTPEVT
CVVVDVSHEDPE
VKFNWYVDGVEV
HNAKTKPREEQY
NSTYRVVSVLTVL
HQDWLNGKEYKC
KVSNKALPAPIEK
TISKAKGQPREPQ
VYTLPPSRDELTK
NQVSLTCLVKGFY
PSDIAVEWESNG
QPENNYKTTPPVL
DSDGSFFLYSKLT
VDKSRWQQGNVF
SCSVMHEALHNH
YTQKSLSLSPGK
(SEQ ID NO: 265)

KPGVDYTITVYAV
TIDRDGTRSFDPI
SINYRTEI (SEQ ID
NO: 277)

VSVLTVLHQDWLNGKE
YKCKVSNKALPAPIEKT
SKAKGQPREPQVYTLP
PSRDELTKNQVSLTCLV
KGFYPSDIAVEWESNG
QPENNYKTTPPVLDSD
GSFFLYSKLTVDKSRW
QQGNVFSCSVMHEALH
NHYTQKSLSLSPGK
(SEQ ID NO: 283)

ATCAGCTGGGAC
GCTCCGAGAGGT
CTGGCTCGATATT
ACCGCATCACTTA
CGGCGAAACAGG
AGGCAATAGCCC
TGTCCAGGAGTT
CACTGTGTTCGG
TCGTGGTACCAC
AGCTACCATCAG
CGGCCTTAAACC
TGGCGTTGATTAT
ACCATCACTGTGT
ATGCTGTCACTAT
CGACCGTGACGG
TACCCGCAGCTT
CGACCCAATTTCC
ATTAATTACCGGA
CCGAAATTGAGC
CTAAGAGCTCCG
ACAAAACCCACA
CATGCCCACCTT
GTCCAGCCCCCG
AACTGCTGGGCG
GCCCTTCAGTCTT
CCTCTTCCCCCC
AAAACCCAAGGA
CACCCTCATGATC
TCCCGGACCCCT
GAGGTCACATGC
GTGGTGGTGGAC
GTGAGCCACGAA
GACCCTGAGGTC
AAGTTCAACTGGT
ACGTGGACGGCG
TGGAGGTGCATA
ATGCCAAGACAA
AGCCGCGGGAGG
AGCAGTACAACA
GCACGTACCGTG
TGGTCAGCGTCC
TCACCGTCCTGC
ACCAGGACTGGC
TGAATGGCAAGG
AGTACAAGTGCA
AGGTCTCCAACA
AAGCCCTCCCAG
CCCCCATCGAGA
AAACCATCTCCAA
AGCCAAAGGGCA
GCCCCGAGAACC
ACAGGTGTACAC
CCTGCCCCCATC
CCGGGATGAGCT
GACCAAGAACCA
GGTCAGCCTGAC
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CTGCCTGGTCAA
AGGCTTCTATCCC
AGCGACATCGCC
GTGGAGTGGGAG
AGCAATGGGCAG
CCGGAGAACAAC
TACAAGACCACG
CCTCCCGTGTTG
GACTCCGACGGC
TCCTTCTTCCTCT
ACAGCAAGCTCA
CCGTGGACAAGA
GCAGGTGGCAGC
AGGGGAACGTCT
TCTCATGCTCCGT
GATGCATGAGGC
TCTGCACAACCA
CTACACGCAGAA
GAGCCTCTCCCT
GTCTCCCGGGAA
A (SEQ ID NO: 297)

PRD-1302

GVSDVPRDLEVV
AATPTSLLISWDA
PAGLARYYRITYG
ETGGNSPVQEFT
VVGRGNTATISGL
KPGVDYTITVYAV
TIFRDGPVTWDPI
SINYRTEIEPKSSD
KTHTCPPCPAPEL
LGGPSVFLFPPKP
KDTLMISRTPEVT
CVVVDVSHEDPE
VKFNWYVDGVEV
HNAKTKPREEQY
NSTYRVVSVLTVL
HQDWLNGKEYKC
KVSNKALPAPIEK
TISKAKGQPREPQ
VYTLPPSRDELTK
NQVSLTCLVKGFY
PSDIAVEWESNG
QPENNYKTTPPVL
DSDGSFFLYSKLT
VDKSRWQQGNVF
SCSVMHEALHNH
YTQKSLSLSPGK
(SEQ ID NO: 266)

GVSDVPRDLEW
AATPTSLLISWDA
PAGLARYYRITYG
ETGGNSPVQEFT
VVGRGNTATISGL
KPGVDYTITVYAV
TIFRDGPVTWDPI
SINYRTEI (SEQ ID
NO: 278)

EPKSSD (SEQ
ID NO: 182)

KTHTCPPCPAPELLGG
PSVFLFPPKPKDTLMIS
RTPEVTCVVVDVSHED
PEVKFNWYVDGVEVHN
AKTKPREEQYNSTYRV
VSVLTVLHQDWLNGKE
YKCKVSNKALPAPIEKTI
SKAKGQPREPQVYTLP
PSRDELTKNQVSLTCLV
KGFYPSDIAVEWESNG
QPENNYKTTPPVLDSD
GSFFLYSKLTVDKSRW
QQGNVFSCSVMHEALH
NHYTQKSLSLSPGK
(SEQ ID NO: 283)

GGCGTGAGCGAC
GTGCCCCGGGAT
CTAGAAGTGGTG
GCTGCTACCCCC
ACAAGCTTGCTG
ATCAGCTGGGAC
GCTCCGGCTGGT
CTGGCTCGATATT
ACCGCATCACTTA
CGGCGAAACAGG
AGGCAATAGCCC
TGTCCAGGAGTT
CACTGTGGTCGG
TCGTGGTAACAC
AGCTACCATCAG
CGGCCTTAAACC
TGGCGTTGATTAT
ACCATCACTGTGT
ATGCTGTCACTAT
CTTCCGTGACGG
TCCCGTCACCTG
GGACCCAATTTC
CATTAATTACCGG
ACCGAAATTGAG
CCTAAGAGCTCC
GACAAAACCCAC
ACATGCCCACCTT
GTCCAGCCCCCG
AACTGCTGGGCG
GCCCTTCAGTCTT
CCTCTTCCCCCC
AAAACCCAAGGA
CACCCTCATGATC
TCCCGGACCCCT
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GAGGTCACATGC
GTGGTGGTGGAC
GTGAGCCACGAA
GACCCTGAGGTC
AAGTTCAACTGGT
ACGTGGACGGCG
TGGAGGTGCATA
ATGCCAAGACAA
AGCCGCGGGAGG
AGCAGTACAACA
GCACGTACCGTG
TGGTCAGCGTCC
TCACCGTCCTGC
ACCAGGACTGGC
TGAATGGCAAGG
AGTACAAGTGCA
AGGTCTCCAACA
AAGCCCTCCCAG
CCCCCATCGAGA
AAACCATCTCCAA
AGCCAAAGGGCA
GCCCCGAGAACC
ACAGGTGTACAC
CCTGCCCCCATC
CCGGGATGAGCT
GACCAAGAACCA
GGTCAGCCTGAC
CTGCCTGGTCAA
AGGCTTCTATCCC
AGCGACATCGCC
GTGGAGTGGGAG
AGCAATGGGCAG
CCGGAGAACAAC
TACAAGACCACG
CCTCCCGTGTTG
GACTCCGACGGC
TCCTTCTTCCTCT
ACAGCAAGCTCA
CCGTGGACAAGA
GCAGGTGGCAGC
AGGGGAACGTCT
TCTCATGCTCCGT
GATGCATGAGGC
TCTGCACAACCA
CTACACGCAGAA
GAGCCTCTCCCT
GTCTCCCGGGAA
A (SEQ ID NO: 298)

PRD-1303

GVSDVPRDLEVV

AATPTSLLISWDA
PKGLARYYRITYG
ETGGNSPVQEFT

VVGRGNTATISGL
KPGVDYTITVYAV
TIFRDGPVTWDPI

GVSDVPRDLEVV
AATPTSLLISWDA
PKGLARYYRITYG
ETGGNSPVQEFT
VVGRGNTATISGL
KPGVDYTITVYAV
TIFRDGPVTWDPI

EPKSSD (SEQ
ID NO: 182)

KTHTCPPCPAPELLGG
PSVFLFPPKPKDTLMIS
RTPEVTCVVVDVSHED
PEVKFNWYVDGVEVHN
AKTKPREEQYNSTYRV
VSVLTVLHQDWLNGKE
YKCKVSNKALPAPIEKTI

GGCGTGAGCGAC
GTGCCCCGGGAT
CTAGAAGTGGTG
GCTGCTACCCCC
ACAAGCTTGCTG
ATCAGCTGGGAC
GCTCCGAAGGGT
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SINYRTEIEPKSSD
KTHTCPPCPAPEL
LGGPSVFLFPPKP
KDTLMISRTPEVT
CVVVDVSHEDPE
VKFNWYVDGVEV
HNAKTKPREEQY
NSTYRVVSVLTVL
HQDWLNGKEYKC
KVSNKALPAPIEK
TISKAKGQPREPQ
VYTLPPSRDELTK
NQVSLTCLVKGFY
PSDIAVEWESNG
QPENNYKTTPPVL
DSDGSFFLYSKLT
VDKSRWQQGNVF
SCSVMHEALHNH
YTQKSLSLSPGK
(SEQ ID NO: 267)

SINYRTEI (SEQ ID
NO: 279)

SKAKGQPREPQVYTLP
PSRDELTKNQVSLTCLV
KGFYPSDIAVEWESNG
QPENNYKTTPPVLDSD
GSFFLYSKLTVDKSRW
QQGNVFSCSVMHEALH
NHYTQKSLSLSPGK
(SEQ ID NO: 283)

CTGGCTCGATATT
ACCGCATCACTTA
CGGCGAAACAGG
AGGCAATAGCCC
TGTCCAGGAGTT
CACTGTGGTCGG
TCGTGGTAACAC
AGCTACCATCAG
CGGCCTTAAACC
TGGCGTTGATTAT
ACCATCACTGTGT
ATGCTGTCACTAT
CTTCCGTGACGG
TCCCGTCACCTG
GGACCCAATTTC
CATTAATTACCGG
ACCGAAATTGAG
CCTAAGAGCTCC
GACAAAACCCAC
ACATGCCCACCTT
GTCCAGCCCCCG
AACTGCTGGGCG
GCCCTTCAGTCTT
CCTCTTCCCCCC
AAAACCCAAGGA
CACCCTCATGATC
TCCCGGACCCCT
GAGGTCACATGC
GTGGTGGTGGAC
GTGAGCCACGAA
GACCCTGAGGTC
AAGTTCAACTGGT
ACGTGGACGGCG
TGGAGGTGCATA
ATGCCAAGACAA
AGCCGCGGGAGG
AGCAGTACAACA
GCACGTACCGTG
TGGTCAGCGTCC
TCACCGTCCTGC
ACCAGGACTGGC
TGAATGGCAAGG
AGTACAAGTGCA
AGGTCTCCAACA
AAGCCCTCCCAG
CCCCCATCGAGA
AAACCATCTCCAA
AGCCAAAGGGCA
GCCCCGAGAACC
ACAGGTGTACAC
CCTGCCCCCATC
CCGGGATGAGCT
GACCAAGAACCA
GGTCAGCCTGAC
CTGCCTGGTCAA
AGGCTTCTATCCC
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AGCGACATCGCC
GTGGAGTGGGAG
AGCAATGGGCAG
CCGGAGAACAAC
TACAAGACCACG
CCTCCCGTGTTG
GACTCCGACGGC
TCCTTCTTCCTCT
ACAGCAAGCTCA
CCGTGGACAAGA
GCAGGTGGCAGC
AGGGGAACGTCT
TCTCATGCTCCGT
GATGCATGAGGC
TCTGCACAACCA
CTACACGCAGAA
GAGCCTCTCCCT
GTCTCCCGGGAA
A (SEQ ID NO: 299)

PRD-1304

GVSDVPRDLEWW
AATPTSLLISWSL
PNPGNAHYYRITY
GETGGNSPVQEF
TVPGRGVTATISG
LKPGVDYTITVYA
VTVTDTGFITYKPI
SINYRTEIEPKSSD
KTHTCPPCPAPEL
LGGPSVFLFPPKP
KDTLMISRTPEVT
CVVVDVSHEDPE
VKFNWYVDGVEV
HNAKTKPREEQY
NSTYRVVSVLTVL
HQDWLNGKEYKC
KVSNKALPAPIEK
TISKAKGQPREPQ
VYTLPPSRDELTK
NQVSLTCLVKGFY
PSDIAVEWESNG
QPENNYKTTPPVL
DSDGSFFLYSKLT
VDKSRWQQGNVF
SCSVMHEALHNH
YTQKSLSLSPGK
(SEQ ID NO: 268)

GVSDVPRDLEW
AATPTSLLISWSL

PNPGNAHYYRITY
GETGGNSPVQEF
TVPGRGVTATISG
LKPGVDYTITVYA

VTVTDTGFITYKPI
SINYRTEI (SEQ ID
NO: 280)

EPKSSD (SEQ
ID NO: 182)

KTHTCPPCPAPELLGG
PSVFLFPPKPKDTLMIS
RTPEVTCVVVDVSHED
PEVKFNWYVDGVEVHN
AKTKPREEQYNSTYRV
VSVLTVLHQDWLNGKE
YKCKVSNKALPAPIEKTI
SKAKGQPREPQVYTLP
PSRDELTKNQVSLTCLV
KGFYPSDIAVEWESNG
QPENNYKTTPPVLDSD
GSFFLYSKLTVDKSRW
QQGNVFSCSVMHEALH
NHYTQKSLSLSPGK
(SEQ ID NO: 283)

GGCGTGAGCGAC
GTGCCCCGGGAT
CTAGAAGTGGTG
GCTGCTACCCCC
ACAAGCTTGCTG
ATCAGCTGGTCT
CTGCCGAATCCG
GGTAACGCCCAT
TATTACCGCATCA
CTTACGGCGAAA
CAGGAGGCAATA
GCCCTGTCCAGG
AGTTCACTGTGC
CTGGTCGTGGTG
TTACAGCTACCAT
CAGCGGCCTTAA
ACCTGGCGTTGA
TTATACCATCACT
GTGTATGCTGTCA
CTGTTACTGACAC
AGGTTTCATCACG
TACAAACCAATTT
CCATTAATTACCG
GACCGAAATTGA
GCCTAAGAGCTC
CGACAAAACCCA
CACATGCCCACC
TTGTCCAGCCCC
CGAACTGCTGGG
CGGCCCTTCAGT
CTTCCTCTTCCCC
CCAAAACCCAAG
GACACCCTCATG
ATCTCCCGGACC
CCTGAGGTCACA
TGCGTGGTGGTG
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GACGTGAGCCAC
GAAGACCCTGAG
GTCAAGTTCAACT
GGTACGTGGACG
GCGTGGAGGTGC
ATAATGCCAAGAC
AAAGCCGCGGGA
GGAGCAGTACAA
CAGCACGTACCG
TGTGGTCAGCGT
CCTCACCGTCCT
GCACCAGGACTG
GCTGAATGGCAA
GGAGTACAAGTG
CAAGGTCTCCAA
CAAAGCCCTCCC
AGCCCCCATCGA
GAAAACCATCTCC
AAAGCCAAAGGG
CAGCCCCGAGAA
CCACAGGTGTAC
ACCCTGCCCCCA
TCCCGGGATGAG
CTGACCAAGAAC
CAGGTCAGCCTG
ACCTGCCTGGTC
AAAGGCTTCTATC
CCAGCGACATCG
CCGTGGAGTGGG
AGAGCAATGGGC
AGCCGGAGAACA
ACTACAAGACCA
CGCCTCCCGTGT
TGGACTCCGACG
GCTCCTTCTTCCT
CTACAGCAAGCT
CACCGTGGACAA
GAGCAGGTGGCA
GCAGGGGAACGT
CTTCTCATGCTCC
GTGATGCATGAG
GCTCTGCACAAC
CACTACACGCAG
AAGAGCCTCTCC
CTGTCTCCCGGG
AAA (SEQ ID NO:
300)

PRD-1305

GVSDVPRDLEVV
AATPTSLLISWSL
PHQGKANYYRITY
GETGGNSPVQEF
TVPGRGVTATISG
LKPGVDYTITVYA
VTVTDTGYLKYKP
ISINYRTEIEPKSS

GVSDVPRDLEVV
AATPTSLLISWSL
PHQGKANYYRITY
GETGGNSPVQEF
TVPGRGVTATISG
LKPGVDYTITVYA
VTVTDTGYLKYKP
ISINYRTEI (SEQ

EPKSSD (SEQ
ID NO: 182)

KTHTCPPCPAPELLGG
PSVFLFPPKPKDTLMIS
RTPEVTCVVVDVSHED
PEVKFNWYVDGVEVHN
AKTKPREEQYNSTYRV
VSVLTVLHQDWLNGKE
YKCKVSNKALPAPIEKTI
SKAKGQPREPQVYTLP

GGCGTGAGCGAC
GTGCCCCGGGAT
CTAGAAGTGGTG
GCTGCTACCCCC
ACAAGCTTGCTG
ATCAGCTGGTCT
CTGCCGCACCAA
GGTAAAGCCAATT
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DKTHTCPPCPAP
ELLGGPSVFLFPP
KPKDTLMISRTPE
VTCVVVDVSHED
PEVKFNWYVDGV
EVHNAKTKPREE
QYNSTYRVVSVLT
VLHQDWLNGKEY
KCKVSNKALPAP
EKTISKAKGQPRE
PQVYTLPPSRDEL
TKNQVSLTCLVKG
FYPSDIAVEWESN
GQPENNYKTTPP
VLDSDGSFFLYSK
LTVDKSRWQQGN
VFSCSVMHEALH
NHYTQKSLSLSPG
K (SEQ ID NO: 269)

ID NO: 281)

PSRDELTKNQVSLTCLV
KGFYPSDIAVEWESNG
QPENNYKTTPPVLDSD
GSFFLYSKLTVDKSRW
QQGNVFSCSVMHEALH
NHYTQKSLSLSPGK
(SEQ ID NO: 283)

ATTACCGCATCAC
TTACGGCGAAAC
AGGAGGCAATAG
CCCTGTCCAGGA
GTTCACTGTGCCT
GGTCGTGGTGTT
ACAGCTACCATCA
GCGGCCTTAAAC
CTGGCGTTGATTA
TACCATCACTGTG
TATGCTGTCACTG
TTACTGATACAGG
GTACCTCAAGTAC
AAACCAATTTCCA
TTAATTACCGGAC
CGAAATTGAGCC
TAAGAGCTCCGA
CAAAACCCACAC
ATGCCCACCTTGT
CCAGCCCCCGAA
CTGCTGGGCGGC
CCTTCAGTCTTCC
TCTTCCCCCCAAA
ACCCAAGGACAC
CCTCATGATCTCC
CGGACCCCTGAG
GTCACATGCGTG
GTGGTGGACGTG
AGCCACGAAGAC
CCTGAGGTCAAG
TTCAACTGGTACG
TGGACGGCGTGG
AGGTGCATAATG
CCAAGACAAAGC
CGCGGGAGGAGC
AGTACAACAGCA
CGTACCGTGTGG
TCAGCGTCCTCA
CCGTCCTGCACC
AGGACTGGCTGA
ATGGCAAGGAGT
ACAAGTGCAAGG
TCTCCAACAAAGC
CCTCCCAGCcCcC
CATCGAGAAAAC
CATCTCCAAAGC
CAAAGGGCAGCC
CCGAGAACCACA
GGTGTACACCCT
GCCCCCATCCCG
GGATGAGCTGAC
CAAGAACCAGGT
CAGCCTGACCTG
CCTGGTCAAAGG
CTTCTATCCCAGC
GACATCGCCGTG
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GAGTGGGAGAGC
AATGGGCAGCCG
GAGAACAACTAC
AAGACCACGCCT
CCCGTGTTGGAC
TCCGACGGCTCC
TTCTTCCTCTACA
GCAAGCTCACCG
TGGACAAGAGCA
GGTGGCAGCAGG
GGAACGTCTTCT
CATGCTCCGTGA
TGCATGAGGCTC
TGCACAACCACTA
CACGCAGAAGAG
CCTCTCCCTGTCT
CCCGGGAAA
(SEQ ID NO: 301)
PRD-1471 | DKTHTCPPCPAP | DKTHTCPPCPAP | ELQLEESAAEA | GVSDVPRDLEVVAATP | GACAAAACTCACA
ELLGGPSVFLFPP | ELLGGPSVFLFPP | QEGELE (SEQ | TSLLISWTLPHAGRAHY | CATGCCCACCGT
KPKDTLMISRTPE | KPKDTLMISRTPE | ID NO: 187) YRITYGETGGNSPVQE | GCCCAGCACCTG
VTCVWWDVSHED | VTCVVVDVSHED FTVPGRGVTATISGLKP | AACTCCTGGGGG
PEVKFNWYVDGV | PEVKFNWYVDGV GVDYTITVYAVTVTTTK | GACCGTCAGTCT
EVHNAKTKPREE | EVHNAKTKPREE VIHYKPISINYRTEI (SEQ | TCCTCTTCCCCCC
QYNSTYRVVSVLT | QYNSTYRVVSVLT ID NO: 275) AAAACCCAAGGA
VLHQDWLNGKEY | VLHQDWLNGKEY CACCCTCATGATC
KCKVSNKALPAPI | KCKVSNKALPAPI TCCCGGACCCCT
EKTISKAKGQPRE | EKTISKAKGQPRE GAGGTCACATGC
PQVYTLPPSRDEL | PQVYTLPPSRDEL GTGGTGGTGGAC
TKNQVSLTCLVKG | TKNQVSLTCLVKG GTGAGCCACGAA
FYPSDIAVEWESN | FYPSDIAVEWESN GACCCTGAGGTC
GQPENNYKTTPP | GQPENNYKTTPP AAGTTCAACTGGT
VLDSDGSFFLYSK | VLDSDGSFFLYSK ACGTGGACGGCG
LTVDKSRWQQGN | LTVDKSRWQQGN TGGAGGTGCATA
VFSCSVMHEALH | VFSCSVMHEALH ATGCCAAGACAA
NHYTQKSLSLSPE | NHYTQKSLSLSP AGCCGCGGGAGG
LQLEESAAEAQE | (SEQ ID NO: 276) AGCAGTACAACA
GELEGVSDVPRD GCACGTACCGTG
LEVVAATPTSLLIS TGGTCAGCGTCC
WTLPHAGRAHYY TCACCGTCCTGC
RITYGETGGNSPV ACCAGGACTGGC
QEFTVPGRGVTA TGAATGGCAAGG
TISGLKPGVDYTIT AGTACAAGTGCA
VYAVTVTTTKVIH AGGTCTCCAACA
YKPISINYRTEI AAGCCCTCCCAG
(SEQ ID NO: 270) CCCCCATCGAGA
AAACCATCTCCAA
AGCCAAAGGGCA
GCCCCGAGAACC
ACAGGTGTACAC
CCTGCCCCCATC
CCGGGATGAGCT
GACCAAGAACCA
GGTCAGCCTGAC
CTGCCTGGTCAA
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AGGCTTCTATCCC
AGCGACATCGCC
GTGGAGTGGGAG
AGCAATGGGCAG
CCGGAGAACAAC
TACAAGACCACG

CCTCCCGTGCTG
GACTCCGACGGC
TCCTTCTTCCTCT
ACAGCAAGCTCA

CCGTGGACAAGA
GCAGGTGGCAGC
AGGGGAACGTCT
TCTCATGCTCCGT
GATGCATGAGGC
TCTGCACAACCA

CTACACGCAGAA

GAGCCTCTCCCT

GTCTCCCGAGCT

GCAGCTGGAGGA
AAGCGCCGCTGA
GGCTCAGGAAGG
AGAACTGGAAGG
CGTGAGCGACGT
GCCACGGGATCT
AGAAGTGGTGGC
TGCTACCCCCAC

AAGCTTGCTGATC
TCCTGGACACTG

CCTCACGCTGGC
CGGGCTCATTAC

TATAGAATTACCT
ACGGGGAGACAG
GCGGGAACTCTC
CCGTGCAGGAAT

TCACCGTGCCTG

GAAGGGGCGTGA
CTGCCACCATCA

GTGGGCTGAAGC
CAGGAGTGGACT
ACACAATTACCGT
GTACGCTGTGAC

TGTGACCACAACT
AAAGTGATCCACT
ACAAACCCATCTC
TATTAATTATCGG
ACCGAAATT (SEQ
ID NO: 302)

PRD-1472

DKTHTCPPCPAP
ELLGGPSVFLFPP
KPKDTLMISRTPE
VTCVVVDVSHED
PEVKFNWYVDGV
EVHNAKTKPREE
QYNSTYRVVSVLT

DKTHTCPPCPAP
ELLGGPSVFLFPP
KPKDTLMISRTPE
VTCVVVDVSHED
PEVKFNWYVDGV
EVHNAKTKPREE
QYNSTYRVVSVLT

ELQLEESAAEA
QEGELE (SEQ
ID NO: 187)

GVSDVPRDLEVVAATP
TSLLISWDAPAGLARYY
RITYGETGGNSPVQEF
TVVGRGNTATISGLKPG
VDYTITVYAVTIFRDGP
VTWDPISINYRTEI (SEQ
ID NO: 278)

GACAAAACTCACA
CATGCCCACCGT
GCCCAGCACCTG
AACTCCTGGGGG
GACCGTCAGTCT
TCCTCTTCCCCCC
AAAACCCAAGGA
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VLHQDWLNGKEY
KCKVSNKALPAPI
EKTISKAKGQPRE
PQVYTLPPSRDEL
TKNQVSLTCLVKG
FYPSDIAVEWESN
GQPENNYKTTPP
VLDSDGSFFLYSK
LTVDKSRWQQGN
VFSCSVMHEALH
NHYTQKSLSLSPE
LQLEESAAEAQE
GELEGVSDVPRD
LEVVAATPTSLLIS
WDAPAGLARYYRI
TYGETGGNSPVQ
EFTVVGRGNTATI
SGLKPGVDYTITV
YAVTIFRDGPVTW
DPISINYRTEI
(SEQ ID NO: 271)

VLHQDWLNGKEY
KCKVSNKALPAP
EKTISKAKGQPRE
PQVYTLPPSRDEL
TKNQVSLTCLVKG
FYPSDIAVEWESN
GQPENNYKTTPP
VLDSDGSFFLYSK
LTVDKSRWQQGN
VFSCSVMHEALH
NHYTQKSLSLSP
(SEQ ID NO: 276)

CACCCTCATGATC
TCCCGGACCCCT
GAGGTCACATGC
GTGGTGGTGGAC
GTGAGCCACGAA
GACCCTGAGGTC
AAGTTCAACTGGT
ACGTGGACGGCG
TGGAGGTGCATA
ATGCCAAGACAA
AGCCGCGGGAGG
AGCAGTACAACA
GCACGTACCGTG
TGGTCAGCGTCC
TCACCGTCCTGC
ACCAGGACTGGC
TGAATGGCAAGG
AGTACAAGTGCA
AGGTCTCCAACA
AAGCCCTCCCAG
CCCCCATCGAGA
AAACCATCTCCAA
AGCCAAAGGGCA
GCCCCGAGAACC
ACAGGTGTACAC
CCTGCCCCCATC
CCGGGATGAGCT
GACCAAGAACCA
GGTCAGCCTGAC
CTGCCTGGTCAA
AGGCTTCTATCCC
AGCGACATCGCC
GTGGAGTGGGAG
AGCAATGGGCAG
CCGGAGAACAAC
TACAAGACCACG
CCTCCCGTGCTG
GACTCCGACGGC
TCCTTCTTCCTCT
ACAGCAAGCTCA
CCGTGGACAAGA
GCAGGTGGCAGC
AGGGGAACGTCT
TCTCATGCTCCGT
GATGCATGAGGC
TCTGCACAACCA
CTACACGCAGAA
GAGCCTCTCCCT
GTCTCCCGAGCT
GCAGCTGGAGGA
AAGCGCCGCTGA
GGCTCAGGAAGG
AGAACTGGAAGG
CGTGAGCGACGT
GCCACGGGATCT
AGAAGTGGTGGC
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TGCTACCCCCAC
AAGCTTGCTGATC
AGCTGGGACGCT
CCGGCTGGTCTG
GCTCGATATTACC
GCATCACTTACG

GCGAAACAGGAG
GCAATAGCCCTG

TCCAGGAGTTCA

CTGTGGTCGGTC
GTGGTAACACAG

CTACCATCAGCG

GCCTTAAACCTG

GCGTTGATTATAC
CATCACTGTGTAT
GCTGTCACTATCT
TCCGTGACGGTC
CCGTCACCTGGG
ACCCAATTTCCAT
TAATTACCGGACC
GAAATT (SEQ ID
NO: 303)

PRD-1473

DKTHTCPPCPAP
ELLGGPSVFLFPP
KPKDTLMISRTPE
VTCVVVDVSHED
PEVKFNWYVDGV
EVHNAKTKPREE
QYNSTYRVVSVLT
VLHQDWLNGKEY
KCKVSNKALPAP
EKTISKAKGQPRE
PQVYTLPPSRDEL
TKNQVSLTCLVKG
FYPSDIAVEWESN
GQPENNYKTTPP
VLDSDGSFFLYSK
LTVDKSRWQQGN
VFSCSVMHEALH
NHYTQKSLSLSPE
LQLEESAAEAQE
GELEGVSDVPRD
LEVVAATPTSLLIS
WDAPKGLARYYRI
TYGETGGNSPVQ
EFTVVGRGNTATI
SGLKPGVDYTITV
YAVTIFRDGPVTW
DPISINYRTEI
(SEQ ID NO: 272)

DKTHTCPPCPAP
ELLGGPSVFLFPP
KPKDTLMISRTPE
VTCVVVDVSHED
PEVKFNWYVDGV
EVHNAKTKPREE
QYNSTYRVVSVLT
VLHQDWLNGKEY
KCKVSNKALPAP
EKTISKAKGQPRE
PQVYTLPPSRDEL
TKNQVSLTCLVKG
FYPSDIAVEWESN
GQPENNYKTTPP
VLDSDGSFFLYSK
LTVDKSRWQQGN
VFSCSVMHEALH
NHYTQKSLSLSP
(SEQ ID NO: 276)

ELQLEESAAEA
QEGELE (SEQ
ID NO: 187)

GVSDVPRDLEVVAATP
TSLLISWDAPKGLARYY
RITYGETGGNSPVQEF
TVVGRGNTATISGLKPG
VDYTITVYAVTIFRDGP
VTWDPISINYRTEI (SEQ
ID NO: 279)

GACAAAACTCACA
CATGCCCACCGT
GCCCAGCACCTG
AACTCCTGGGGG
GACCGTCAGTCT
TCCTCTTCCCCCC
AAAACCCAAGGA
CACCCTCATGATC
TCCCGGACCCCT
GAGGTCACATGC
GTGGTGGTGGAC
GTGAGCCACGAA
GACCCTGAGGTC
AAGTTCAACTGGT
ACGTGGACGGCG
TGGAGGTGCATA
ATGCCAAGACAA
AGCCGCGGGAGG
AGCAGTACAACA
GCACGTACCGTG
TGGTCAGCGTCC
TCACCGTCCTGC
ACCAGGACTGGC
TGAATGGCAAGG
AGTACAAGTGCA
AGGTCTCCAACA
AAGCCCTCCCAG
CCCCCATCGAGA
AAACCATCTCCAA
AGCCAAAGGGCA
GCCCCGAGAACC
ACAGGTGTACAC
CCTGCCCCCATC
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CCGGGATGAGCT
GACCAAGAACCA

GGTCAGCCTGAC
CTGCCTGGTCAA

AGGCTTCTATCCC
AGCGACATCGCC
GTGGAGTGGGAG
AGCAATGGGCAG
CCGGAGAACAAC
TACAAGACCACG

CCTCCCGTGCTG
GACTCCGACGGC
TCCTTCTTCCTCT
ACAGCAAGCTCA

CCGTGGACAAGA
GCAGGTGGCAGC
AGGGGAACGTCT
TCTCATGCTCCGT
GATGCATGAGGC
TCTGCACAACCA

CTACACGCAGAA

GAGCCTCTCCCT

GTCTCCCGAGCT

GCAGCTGGAGGA
AAGCGCCGCTGA
GGCTCAGGAAGG
AGAACTGGAAGG
CGTGAGCGACGT
GCCACGGGATCT
AGAAGTGGTGGC
TGCTACCCCCAC

AAGCTTGCTGATC
AGCTGGGACGCT
CCGAAGGGTCTG
GCTCGATATTACC
GCATCACTTACG

GCGAAACAGGAG
GCAATAGCCCTG

TCCAGGAGTTCA

CTGTGGTCGGTC
GTGGTAACACAG

CTACCATCAGCG

GCCTTAAACCTG

GCGTTGATTATAC
CATCACTGTGTAT
GCTGTCACTATCT
TCCGTGACGGTC
CCGTCACCTGGG
ACCCAATTTCCAT
TAATTACCGGACC
GAAATT (SEQ ID
NO: 304)

PRD-1474

DKTHTCPPCPAP
ELLGGPSVFLFPP
KPKDTLMISRTPE

DKTHTCPPCPAP
ELLGGPSVFLFPP
KPKDTLMISRTPE

ELQLEESAAEA
QEGELE (SEQ
ID NO: 187)

GVSDVPRDLEVVAATP
TSLLISWSLPHQGKANY
YRITYGETGGNSPVQE

GACAAAACTCACA
CATGCCCACCGT
GCCCAGCACCTG
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VTCVVVDVSHED
PEVKFNWYVDGV
EVHNAKTKPREE
QYNSTYRVVSVLT
VLHQDWLNGKEY
KCKVSNKALPAPI
EKTISKAKGQPRE
PQVYTLPPSRDEL
TKNQVSLTCLVKG
FYPSDIAVEWESN
GQPENNYKTTPP
VLDSDGSFFLYSK
LTVDKSRWQQGN
VFSCSVMHEALH
NHYTQKSLSLSPE
LQLEESAAEAQE
GELEGVSDVPRD
LEVVAATPTSLLIS
WSLPHQGKANYY
RITYGETGGNSPV
QEFTVPGRGVTA
TISGLKPGVDYTIT
VYAVTVTDTGYLK
YKPISINYRTEI
(SEQ ID NO: 273)

VTCVVVDVSHED
PEVKFNWYVDGV
EVHNAKTKPREE
QYNSTYRVVSVLT
VLHQDWLNGKEY
KCKVSNKALPAPI
EKTISKAKGQPRE
PQVYTLPPSRDEL
TKNQVSLTCLVKG
FYPSDIAVEWESN
GQPENNYKTTPP
VLDSDGSFFLYSK
LTVDKSRWQQGN
VFSCSVMHEALH
NHYTQKSLSLSP
(SEQ ID NO: 276)

FTVPGRGVTATISGLKP
GVDYTITVYAVTVTDTG
YLKYKPISINYRTEI
(SEQ ID NO: 281)

AACTCCTGGGGG
GACCGTCAGTCT
TCCTCTTCCCCCC
AAAACCCAAGGA
CACCCTCATGATC
TCCCGGACCCCT
GAGGTCACATGC
GTGGTGGTGGAC
GTGAGCCACGAA
GACCCTGAGGTC
AAGTTCAACTGGT
ACGTGGACGGCG
TGGAGGTGCATA
ATGCCAAGACAA
AGCCGCGGGAGG
AGCAGTACAACA
GCACGTACCGTG
TGGTCAGCGTCC
TCACCGTCCTGC
ACCAGGACTGGC
TGAATGGCAAGG
AGTACAAGTGCA
AGGTCTCCAACA
AAGCCCTCCCAG
CCCCCATCGAGA
AAACCATCTCCAA
AGCCAAAGGGCA
GCCCCGAGAACC
ACAGGTGTACAC
CCTGCCCCCATC
CCGGGATGAGCT
GACCAAGAACCA
GGTCAGCCTGAC
CTGCCTGGTCAA
AGGCTTCTATCCC
AGCGACATCGCC
GTGGAGTGGGAG
AGCAATGGGCAG
CCGGAGAACAAC
TACAAGACCACG
CCTCCCGTGCTG
GACTCCGACGGC
TCCTTCTTCCTCT
ACAGCAAGCTCA
CCGTGGACAAGA
GCAGGTGGCAGC
AGGGGAACGTCT
TCTCATGCTCCGT
GATGCATGAGGC
TCTGCACAACCA
CTACACGCAGAA
GAGCCTCTCCCT
GTCTCCCGAGCT
GCAGCTGGAGGA
AAGCGCCGCTGA
GGCTCAGGAAGG
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AGAACTGGAAGG
CGTGAGCGACGT
GCCACGGGATCT
AGAAGTGGTGGC
TGCTACCCCCAC

AAGCTTGCTGATC
AGCTGGTCTCTG

CCGCACCAAGGT
AAAGCCAATTATT
ACCGCATCACTTA
CGGCGAAACAGG
AGGCAATAGCCC
TGTCCAGGAGTT

CACTGTGCCTGG
TCGTGGTGTTACA
GCTACCATCAGC

GGCCTTAAACCT

GGCGTTGATTATA
CCATCACTGTGTA
TGCTGTCACTGTT
ACTGATACAGGG

TACCTCAAGTACA
AACCAATTTCCAT
TAATTACCGGACC
GAAATT (SEQ ID
NO: 305)

[00225] [208]JAs SEQ ID NOs de lider exemplar (N-terminal
extension) e C-terminal tail SEQUENCIAs da invencdo sao

apresentadas na Tabela 7.

Tabela 7

Sumario de Sequéncias Exemplares
SEQ ID | Descricdo Nome SEQUENCIA
NO
306 Lider exemplar AdNT1 MGVSDVPRDL
307 Lider exemplar AdNT2 GVSDVPRDL
308 Lider exemplar AdNT3 VSDVPRDL
309 Lider exemplar AdNT4 SDVPRDL
310 Lider exemplar AdNTS DVPRDL
311 Lider exemplar AdNT6 VPRDL
312 Lider exemplar AdNT7 PRDL
- Lider exemplar AdNT8 RDL
- Lider exemplar AdNT9 DL
211 Cauda exemplar AdCT1 EIDKPSQ
- Cauda exemplar AdCT2 El
313 Cauda exemplar AdCT3 EIEPKSS
314 Cauda exemplar AdCT4 EIDKPC
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315 Cauda exemplar AdCT5 EIDKP

316 Cauda exemplar AdCT6 EIDK

317 Cauda exemplar AdCT7 EIDKPS

318 Cauda exemplar AdCT8 EIEKPSQ

319 Cauda exemplar AdCT9 EIDKPSQLE

320 Cauda exemplar AdCT10 EIEDEDEDEDED
321 Cauda exemplar AdCT11 EGSGS

322 Cauda exemplar AdCT12 EIDKPCQ

189 Cauda exemplar AdCT13 GSGC

323 Cauda exemplar AdCT14 EGSGC

324 Cauda exemplar AdCT15 EIDKPCQLE

325 Cauda exemplar AdCT16 EIDKPSQHHHHHH
326 Cauda exemplar AdCT17 GSGCHHHHHH
327 Cauda exemplar AdCT18 EGSGCHHHHHH
328 Tag T1 HHHHHH

IV. Tecnologia de Fusdo de Acido Nucleico-Proteina

[00226] Em um aspecto, a invengcao proporciona uma Adnectina
compreendendo dominios de fibronectina de tipo Ill, que se ligam a
miostatina. Uma maneira de rapidamente preparar e testar dominios fn3
com propriedades de ligacao especificas € a tecnologia de fusao de
acido nucleico-proteina Adnexus, Bristol-Myers Squibb R&D Company.
Esta divulgacéo utiliza a expressao in vitro e tecnologia de colocagao de
etiquetas, designada 'profuséo’' que explora as fusdes de proteina-acido
nucleico (fusdbes de RNA- e DNA-proteina) para identificar novos
polipeptideos e motivos de aminoacidos que sao importantes para a
ligacao as proteinas. A tecnologia de fusdo do acido nucleico-proteina é
uma tecnologia que covalentemente acopla uma proteina a sua
informacgéo genética de codificagdo. Para uma descricdo detalhada da
tecnologia de fusdo RNA-proteina e métodos de triagem de bibliotecas
de proteina arcabougco com base em fibronectina vide Szostak et al.,
U.S. Pat. Nos. 6,258,558, 6,261,804, 6,214,553, 6,281,344, 6,207,446,
6,518,018 e 6,818,418; Roberts et al., Proc. Natl. Acad. Sci.,
1997;94:12297-12302; e Kurz et al., Molecules, 2000;5:1259-64, todos
0S quais sao aqui incorporados por referéncia.

V. Vetores e Polinucleotideos
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[00227] Os acidos nucleicos que codificam qualquer uma das
diversas proteinas ou polipeptideos aqui descritos podem ser
sintetizados quimicamente. Utilizagdo de cédons pode ser selecionada
de modo a melhorar a expressao em uma célula. Tal utilizacdo do cédon
dependera do tipo de célula selecionada. Padrdes de utilizacdo de
cddons especializados foram desenvolvidos para E. coli e outras
bactérias, bem como células de mamifero, células vegetais, células de
levedura e células de inseto. Vide, por exemplo: Mayfield et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 100(2):438-442 (Jan. 21, 2003); Sinclair et al.,
Protein Expr. Purif., 26(1):96-105 (Outubro, 2002); Connell, N.D., Curr.
Opin. Biotechnol., 12(5):446-449 (Outubro, 2001); Makrides et al.,
Microbiol. Rev., 60(3):512-538 (Setembro, 1996); e Sharp et al., Yeast,
7(7):657-678 (Outubro ,1991).

[00228] As técnicas gerais para a manipulagéo de acido nucleico sao
descritas em, por exemplo, Sambrook et al., Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, 2nd Edition, Vols. 1-3, Cold Spring Harbor
Laboratory Press (1989), ou Ausubel, F. et al., Current Protocols in
Molecular Biology, Green Publishing e Wiley-Interscience, New York
(1987) e atualizagdes periddicas, aqui incorporadas por referéncia.
Geralmente, o DNA que codifica o polipeptideo esta operacionalmente
ligado a transcrigdo adequada ou elementos reguladores translacionais
derivados de genes de mamifero, virais ou de insetos. Tais elementos
reguladores incluem um promotor da transcricdo, uma sequéncia
operadora opcional para controlar a transcrigdo, um sitio de ligagao
ribossomal de mRNA adequado que codifica sequéncia, e sequéncias
que controlam a terminagéao da transcricdo e da tradugao. A capacidade
para replicar em um hospedeiro, normalmente conferida por uma origem
de replicagao, e um gene de selegao para facilitar o reconhecimento de
transformantes é adicionalmente incorporada.

[00229] As proteinas aqui descritas podem ser produzidas de forma
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recombinante ndo so6 diretamente, mas também como um polipeptideo
de fusdo com um polipeptideo heterdlogo, que é preferivelmente uma
sequéncia de sinal ou outro polipeptideo possuindo um sitio de clivagem
especifico no N-terminal da proteina madura ou polipeptideo. A
sequéncia de sinal heterdloga preferivelmente selecionada € uma que é
reconhecida e processada (isto €, clivada por uma peptidase de sinal)
pela célula hospedeira. Uma sequéncia lider N-terminal exemplar para
a producao de polipeptideos em um sistema de mamifero é:

[00230] METDTLLLWVLLLWVPGSTG (SEQ ID NO: 177), que é
removida pela célula hospedeira de expressao seguinte.

[00231] Para células hospedeiras procariotas que nao reconhecem e
processam a sequéncia de sinal nativa, a sequéncia sinal é substituida
por uma sequéncia de sinal procariotica selecionada, por exemplo, a
partir do grupo da fosfatase alcalina, penicilinase, 1 pp, lideres de ou
enterotoxina Il estavel ao calor.

[00232] Para a secregao em levedura a sequéncia de sinal nativa
pode ser substituida por, por exemplo, uma lider da invertase de
levedura, uma lider de fator (incluindo lideres de fator alfa de
Saccharomyces e Kluyveromyces), ou lider de fosfatase acida, lider da
glucoamilase de C. albicans, ou a sequéncia de sinal descrita na Pat.
No. 5631144. Na expressao em células de mamifero, as sequéncias de
sinal de mamifero bem como lideres de secrec¢ao viral, por exemplo, o
sinal gD de herpes simplex, estao disponiveis. O DNA para estas
regides precursoras pode ser ligado em quadro de leitura ao DNA que
codifica a proteina.

[00233] Ambos os vetores de expressao e de clonagem contém uma
sequéncia de acido nucleico que permite ao vetor replicar em uma ou
mais células hospedeiras selecionadas. Geralmente, em vetores de
clonagem, esta sequéncia € uma que permite ao vetor replicar

independentemente do DNA cromossémico do hospedeiro, e inclui
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origens de replicagdo ou sequéncias de replicagdo autbnoma. Tais
sequéncias sao bem conhecidas para uma variedade de bactérias,
leveduras e virus. A origem de replicagdo do plasmideo pBR322 é
adequada para a maioria das bactérias Gram-negativas, a origem do
plasmideo 2 micron € adequada para leveduras, e varias origens virais
(SV40, polioma, adenovirus, VSV ou BPV) séo uteis para vetores de
clonagem em células de mamifero. Geralmente, a origem do
componente de replicagdo nao € necessaria para vetores de expressao
de mamifero (a origem de SV40 pode ser tipicamente utilizada apenas
porque contém o promotor precoce).

[00234] Os vetores de expressao e clonagem podem conter um gene
de selecao, também denominado um marcador selecionavel. Os genes
de selegao tipicos codificam proteinas que (a) conferem resisténcia a
antibidticos ou outras toxinas, por exemplo, ampicilina, neomicina,
metotrexato, ou traciclina, (b) complementam deficiéncias auxotréficas,
ou (c) fornecem nutrientes criticos ndo disponiveis a partir de meios
complexos, por exemplo, o gene que codifica D-alanina racemase para
Bacilli.

[00235] Os vetores de expressao e clonagem contém normalmente
um promotor que é reconhecido pelo organismo hospedeiro e esta
operativamente ligado ao acido nucleico que codifica a proteina da
invengao, por exemplo, uma proteina arcabouco a base de fibronectina.
Promotores adequados para utilizacdo com hospedeiros procarioticos
incluem os sistemas promotores de phoA, beta-lactamase e lactose,
promotor de fosfatase alcalina, um sistema promotor do triptofano (trp),
e promotores hibridos tais como o promotor de bronzeado. No entanto,
outros promotores bacterianos conhecidos sdo adequados. Os
promotores para utilizacdo em sistemas bacterianos também irdo conter
uma sequéncia de Shine-DalgRNAo (SD) operativamente ligada ao

DNA que codifica a proteina da invencdo. Sao conhecidas sequéncias
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promotoras para eucariotas. Virtualmente todos os genes eucariéticos
tém uma regiao rica em AT localizada aproximadamente 25 a 30 bases
a montante do local onde a transcricdo € iniciada. Outra sequéncia
encontrada 70 a 80 bases a montante do inicio da transcricdo de muitos
genes € uma regido CNCAAT onde N pode ser qualquer nucleotideo.
Na extremidade 3' da maioria dos genes eucaridticos estd uma
sequéncia AATAAA que pode ser o sinal para a adigao da cauda poli A
a extremidade 3' da sequéncia de codificagao. Todas estas sequéncias
sdo adequadamente inseridas em vetores de expressao eucarioticos.
[00236] Exemplos de sequéncias promotoras adequadas para
utilizagdo com hospedeiros de levedura incluem os promotores para 3-
fosfoglicerato quinase ou outras enzimas glicoliticas, tais como enolase,
desidrogenase de gliceraldeido-3-fosfato, hexocinase, piruvato
descarboxilase, fosfofrutocinase, isomerase de glicose-6-fosfato, 3-
fosfoglicerato-mutase,  piruvato-quinase,  triosefosfato-isomerase,
fosfoglicose-isomerase e glucoquinase.

[00237] A transcri¢do a partir de vetores em células hospedeiras de
mamifero pode ser controlada, por exemplo, por promotores obtidos a
partir dos genomas de virus tais como o virus de polioma, poxvirus de
aves, adenovirus (tais como Adenovirus 2), virus do papiloma bovino,
virus de sarcoma aviario, citomegalovirus, um retrovirus, virus da
hepatite B e mais preferivelmente Virus Simio 40 (SV40), de promotores
de mamifero heterdlogos, por exemplo, o promotor da actina ou um
promotor de imunoglobulina, de promotores de choque térmico, desde
que estes promotores sejam compativeis com os sistemas da célula
hospedeira.

[00238] A transcricao de um DNA que codifica a proteina da invencgao
por eucariotas superiores é muitas vezes aumentada inserindo uma
sequéncia potenciadora no vetor. Muitas sequéncias potenciadoras sao

agora conhecidas de genes de mamifero (globina, elastase, albumina,
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a-fetoproteina e insulina). Tipicamente, contudo, alguém ira utilizar-se
de um potenciador de um virus de células eucaridticas. Exemplos
incluem o potenciador de SV40 no lado precoce da origem de replicagéo
(pb 100-270), o potenciador do promotor precoce de citomegalovirus, o
potenciador de polioma no lado precoce da origem de replicagéo, e
potenciadores de adenovirus. Vide também Yaniv, Nature, 297:17-18
(1982) sobre elementos de intensificacdo para ativagao de promotores
eucarioticos. O potenciador pode ser unido no vetor em uma posicao a
5" ou 3' da sequéncia de codificacdo do peptideo, mas esta
preferivelmente localizado em um local a ' do promotor.

[00239] Os vetores de expressao utilizados em células eucariéticas
hospedeiras (por exemplo, células de leveduras, fungos, insetos,
plantas, animais, humanas ou nucleadas de outros organismos
multicelulares) conterdo também sequéncias necessarias para a
terminagdo da transcricdo e para a estabilizacggo do mRNA. Tais
sequéncias estdo comumente disponiveis a partir da extremidade 5’ e,
ocasionalmente a 3', regides nao traduzidas dos DNA ou cDNA
eucarioticos ou virais. Estas regides contém segmentos de nucleotideos
transcritos como fragmentos poliadenilados na porgéao nao traduzida do
mRNA que codifica a proteina da invengdo. Um componente de
terminagao da transcrigao util é a regido de poliadenilagdo do horménio
de crescimento bovino. Vide WO 94/11026 e o vetor de expressao aqui
divulgado.

[00240] O DNA recombinante pode também incluir qualquer tipo de
sequéncia de marcacdo de proteinas que possa ser util para a
purificacdo da proteina. Exemplos de marcadores de proteinas incluem,
mas n&o estdo limitados a, um marcador de histidina, um marcador
FLAG, um marcador myc, um marcador HA, ou um marcador GST. Os
vetores de clonagem e expressdo apropriados para utilizagdo com

hospedeiros celulares de bactérias, fungos, leveduras e mamiferos
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podem ser encontrados em Cloning Vetors: A Laboratory Manual,
(Elsevier, Nova lorque (1985)), cuja descricdo relevante é aqui
incorporada por referéncia.

[00241] O construto de expressao € introduzido na célula hospedeira
utilizando um método apropriado para a célula hospedeira, como sera
evidente para um versado na técnica. Uma variedade de métodos para
a introdugdo de acidos nucleicos em células hospedeiras sao
conhecidos na técnica, incluindo, mas nao limitado a, eletroporacgao;
transfeccdo emprego de cloreto de calcio, cloreto de rubidio, fosfato de
calcio, DEAE-dextrano, ou outras substancias; bombardeamento de
microprojéteis; lipofeccao; e infeccao (quando o vetor € um agente
infeccioso).

[00242] Células hospedeiras adequadas incluem procariotas,
leveduras células de mamiferos, ou células bacterianas. Bactérias
adequadas incluem organismos gram negativos ou gram positivos, por
exemplo, E. coli ou Bacillus spp. Levedura, preferivelmente das
espécies de Saccharomyces, tal como S. cerevisiae, podem também
ser utilizadas para a producédo de polipeptideos. Varios sistemas de
cultura de células de mamifero ou de inseto podem também ser
empregues para expressar as proteinas recombinantes. Os sistemas de
baculovirus para producdo de proteinas heterdlogas em células de
inseto sdo revistos por Luckow et al. (Bio/Technology 6:47 (1988)).
Exemplos de linhagens celulares hospedeiras de mamifero adequadas
incluem as células endoteliais, s células COS-7 de rim de macaco, CV-
1, células L, C127, 3T3, ovario de hamster chinés (CHO), células
embrionarias de rim humano, HelLa, 293, 293T, e linhagens celulares
BHK. Polipeptideos purificados sao preparados por cultura de sistemas
de vetor / hospedeiro adequados para expressar as proteinas
recombinantes. Para muitas aplicagdes, o pequeno tamanho de muitos

dos polipeptideos aqui descritos iria tornar a expressao em E. coli como
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o método preferido para a expressdao. A proteina € em seguida
purificada a partir de meios de cultura ou extratos celulares.

VL. Producgao de Proteinas

[00243] A presente invengao é também dirigida a linhagens celulares
que expressam um anticorpo Adnectina antimiostatina ou polipeptideo
de fusdo. Criagdo e isolamento de linhagens celulares que produzem
uma Adnectina antimiostatina podem ser realizados utilizando técnicas
padrao conhecidas na area, tais como as aqui descritas.

[00244] As células hospedeiras sado transformadas com os vetores
de clonagem ou expressao aqui descritos ou com a produgao de
proteinas e cultivadas em meios de nutrientes convencionais
modificados conforme apropriado para induzir promotores, selecionar
transformantes, ou amplificar os genes que codificam as sequéncias
desejadas. Nos exemplos aqui apresentados, as células hospedeiras
utilizadas para a produgao de proteinas de alto rendimento (HTPP) e
producdo em média escala, foram os da cepa bacteriana HMS174.
[00245] Adnectinas da presente invengao também podem ser obtidas
na forma aglicosilada produzindo as Adnectinas em, por exemplo,
células procaridticas (por exemplo, E. coli). Notavelmente, as formas
aglicosiladas de Adnectinas da invencédo exibem a mesma afinidade,
poténcia, e mecanismo de acdo que Adnectinas glicosiladas quando
testadas in vitro.

[00246] As células hospedeiras utilizadas para produzir as proteinas
da presente invencdo podem ser cultivadas em uma variedade de
meios. Os meios comercialmente disponiveis tais como F10 de Ham
(Sigma), Meio Essencial Minimo ((MEM), (Sigma), RPMI-1640 (Sigma),
e meio Dulbecco modificado de Eagle ((DMEM), Sigma)) sao
adequados para cultura das células hospedeiras. Além disso, muitos
dos meios descritos em Ham et al., Meth. Enzymol., 58:44 (1979),
Barites et al., Anal. Biochem., 102:255 (1980), U.S. Pat. Nos. 4,767,704,
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4,657,866, 4,927,762, 4,560,655, 5,122,469, 6,048,728, 5,672,502, ou
Pat. U.S. No. RE 30,985 podem ser utilizados como meio de cultura para
as células hospedeiras. Qualquer um destes meios pode ser
suplementado conforme necessario com horménios e/ou outros fatores
de crescimento (tais como insulina, transferrina, ou fator de crescimento
epidérmico), sais (tais como cloreto de sodio, célcio, magnésio, e
fosfato), tampdes (tais como HEPES), nucleotideos (tais como
adenosina e timidina), antibidticos (tais como a droga gentamicina),
elementos vestigiais (definidos como compostos inorganicos
usualmente presentes em concentragées finais na gama micromolar), e
glicose ou uma fonte de energia equivalente. Quaisquer outros
suplementos necessarios podem também ser incluidos nas
concentragbes apropriadas que seriam conhecidas dos versados na
técnica. As condi¢cdes de cultura, tais como temperatura, pH e
semelhantes, s&o as previamente utilizadas com a célula hospedeira
selecionada para expressdo, e serdo evidentes para o versado na
técnica.

[00247] As proteinas aqui reveladas podem também ser produzidas
usando sistemas de traducdo de células. Para estes fins os acidos
nucleicos que codificam o polipeptideo devem ser modificados para
permitir a transcricdo in vitro para produzir mRNA e para permitir a
traducao isenta de células de mRNA no sistema isento de células
particular a ser utilizado (eucariético tal como sistema de traducéo livre
de células de levedura ou de mamifero ou procariético, tal como um
sistema de traducéo livre de células bacterianas).

[00248] As proteinas da presente invencdo também podem ser
produzidas por sintese quimica (por exemplo, pelos métodos descritos
em Solid Phase Peptide Synthesis, 2nd Edition, The Pierce Chemical
Co., Rockford, 111. (1984)). Modifica¢cdes na proteina também podem

ser produzidas por sintese quimica.
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[00249] As proteinas da presente invencdo podem ser purificadas
por métodos de isolamento / purificagdo de proteinas em geral
conhecidos na area da quimica de proteinas. Os exemplos nao
limitativos incluem extracdo, recristalizagdo, dessalinizagdo (por
exemplo, com sulfato de aménio ou sulfato de sédio), centrifugacéo,
dialise, ultrafiltracdo, cromatografia de adsorg¢ao, cromatografia de troca
ibnica, cromatografia hidrofébica, cromatografia de fase normal,
cromatografia de fase reversa, filtracdo em gel, cromatografia de
permeacdo em gel, cromatografia de afinidade, eletroforese,
distribuicdo em contracorrente ou quaisquer combinacdes destes. Apds
purificacdo, os polipeptideos podem ser trocados em diferentes
tampdes e/ou concentrados por qualquer um de uma variedade de
métodos conhecidos na técnica, incluindo, mas nao limitado a, a
filtracdo e didlise.

[00250] O polipeptideo purificado é de preferéncia pelo menos 85%
puro, ou, de preferéncia, pelo menos, 95% puro, e mais de preferéncia
pelo menos 98% puro. Independentemente do valor numérico exato da
pureza, o polipeptideo é suficientemente puro para utilizacdo como um
produto farmacéutico.

VII. Caracterizagao Biofisica e Bioquimica

[00251] A ligagdo de um anticorpo Adnectina antimiostatina da
presente invengdo a uma molécula alvo (por exemplo, a miostatina)
pode ser avaliada em termos de constantes de equilibrio (por exemplo,
dissociacdo, Kp) e em termos de constantes cinéticas (por exemplo, em
taxa constante, kon € sem taxa constante, ko). Uma Adnectina
geralmente liga-se a uma molécula alvo com uma Kp inferior a 500 nM,
100 nM, 10 nM, 1 nM, 500 pM, 200 pM, ou 100 pM, valores de Kp mais
elevados podem ser tolerados quando a kort € suficientemente baixa ou
a kon, € suficientemente alta.

Ensaios in vitro para Afinidade de Ligagcao
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[00252] Adnectinas antimiostatina que se ligam a e antagonizam
miostatina podem ser identificadas utilizando varios ensaios in vitro.
Preferivelmente, os ensaios sdo ensaios de elevado rendimento que
permitem triar multiplos candidatos de Adnectinas simultaneamente. Em
algumas modalidades, BMP-11, que compartilha identidade de
aminoacidos de 90% com a miostatina, pode ser utilizado como um
substituto para a miostatina, em ensaios in vitro, quando o ensaio €
realizado sob condigdes de saturacdo. Notavelmente, Adnectinas
antimiostatina fundidas com dominios Fc podem ligar-se a ambos
miostatina e BMP-11, ao passo que monoAdnectinas ligam-se
preferivelmente a miostatina. Sem estar limitado pela teoria, isto pode
refletir a maior avidez de Adnectinas fundidas com Fc bivalente em
comparagao com Adnectinas monovalentes. Semelhante ligagao
aumentada a BMP11 é observada com Adnectinas bivalentes
PEGuiladas, tais como ATI-1341, as quais compreendem Adnectinas
fundidas com duas extremidades de uma porcao de 20 kDa de PEG.
[00253] Exemplos de ensaios para a determinacao da afinidade de
ligacdo do Adnectinas antimiostatina estdo descritos nos exemplos
infra, e incluem, mas nao estao limitados a, métodos de fase de solucéo,
tais como o ensaio de excluséo cinética (KinExA) (Blake et al., JBC
1996;271:27677-85; Drake et al., Anal Biochem 2004;328:35-43),
ressonancia de plasmon de superficie (SPR) com o sistema de Biacore
(Uppsala, Suécia) (Welford et al., Opt. Quant. Elect. 1991;23:1; Morton
e Myszka, Methods in Enzymology 1998;295:268) e ensaios de
fluorescéncia resolvida em tempo homogéneo (HTRF) (Newton et al., J
Biomol Screen 2008;13:674-82; Patel et al., Assay Drug Dev Technol
2008;6:55-68).

[00254] Em algumas modalidades, as interagbes biomoleculares
podem ser monitoradas em tempo real com o sistema Biacore, que

utiliza SPR para detectar alteragdes no angulo de ressonancia de luz na
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superficie de um filme fino de ouro sobre um suporte de vidro, devido a
alteracdes no indice de refracao da superficie até 300 nm de distancia.
Analise Biacore gera constantes de taxa de associacao, constantes de
taxa de dissociacdo, constantes de dissociacdo de equilibrio, e
constantes de afinidade. A afinidade de ligacdo € obtida por meio da
avaliacao de constantes de taxa de associacao e dissociagao usando
um sistema de ressonancia de plasmon de superficie Biacore (Biacore,
Inc.). Um chip biossensor € ativado por acoplamento covalente do alvo.
O alvo é em seguida diluido e injetado sobre o chip para obter um sinal
em unidades de resposta de material imobilizado. Dado que o sinal em
unidades de ressonancia (RU) é proporcional a massa de material
imobilizado, este representa uma gama de densidades alvo
imobilizadas sobre a matriz. Dados de associacdo e dissociagcao sao
ajustados simultaneamente em uma andlise global para resolver a
expressao da taxa liquida para uma interagdo biomolecular de 1:1,
obtendo-se valores de melhor ajuste para kon, Kot € Rmax (resposta
maxima de saturagao). As constantes de equilibrio de dissociacao para
a ligagao, Kpo's s&o calculados a partir das medicbes de SPR como
Koft/Kon.

[00255] Em algumas modalidades, as Adnectinas antimiostatina da
invencado exibem uma Kp no ensaio de afinidade de SPR descrito no
Exemplo 6 de 500 nM ou menos, 400 nM ou menos, 300 nM ou menos,
200 nM ou menos, 150 nM ou menos, 100 nM ou menos, 90 ou menos
nM, 80 nM ou menos, 70 ou menos nM, 60 nM ou menos, de 50 nM ou
menos, de 40 nM ou menos, 30 ou menos nM, 20 nM ou menos, ou 15
nM menos, 10 nm ou menos, 5 nm ou menos, ou 1 nm ou menos. De
preferéncia, a Kp é de 15 nM ou menos. Mais preferivelmente, a Kp é de
2,0 nM ou menos.

[00256] Em algumas modalidades, o Adnectinas antimiostatina da

presente invencdo exibem um IC50 no ensaio de HTRF descrito no
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Exemplo 4 de 5 nM ou menos, 4 ou menos nM, 3 nM ou menos, de 2,5
nM ou menos, de 2 nM ou menos, 1,5 nM ou menos, de 1 nM ou menos,
de 0,5 nM ou menos, de 0,2 nM ou menos, ou de 0,1 nM ou menos. De
preferéncia, a IC50 é de 1,5 nM ou menos. Mais de preferéncia, a IC50
é de 0,5 nM ou menos.

[00257] Em algumas modalidades, as Adnectinas antimiostatina da
invencéo exibem Kp no ensaio de exclusao cinético descrito no Exemplo
7 de 2 nM ou menos, de 1,5 nM ou menos, 1 nM ou menos, 900 pM ou
menos, 850 pM ou menos , 800 pM ou menos, 750 pM ou menos, 700
pM ou menos, 650 pM ou menos, 600 pM ou menos, 550 pM ou menos,
500 pM ou menos, 450 pM ou menos, 400 pM ou menos, 350 pM ou
menos , 340 pM ou menos, 330 pM ou menos, 300 pM ou menos, 250
pM ou menos, 200 pM ou menos, 150 pM ou menos, ou 100 pM ou
menos. De preferéncia, a Kp € de 850 pM ou menos.

[00258] Deve ser entendido que os ensaios aqui descritos acima sao
exemplares, e que qualquer método conhecido na técnica para
determinar a afinidade de ligacdo entre as proteinas (por exemplo,
transferéncia baseada em  fluorescéncia (FRET), ensaio
imunossorvente ligado a enzima, e ensaios de ligagdo competitiva (por
exemplo, radioimunoensaios)) pode ser utilizado para avaliar as
afinidades de ligagdo das Adnectinas antimiostatina da invengéo.
Ensaios in vitro para Atividade Antagonista

[00259] A capacidade de Adnectinas antimiostatina para antagonizar
a atividade da miostatina pode ser facilmente determinada utilizando
varios ensaios in vitro. Preferivelmente, os ensaios sdo ensaios de
elevado rendimento que permitam triar multiplos candidatos de
Adnectinas simultaneamente. Em algumas modalidades, os efeitos
antagonistas de Adnectinas antimiostatina sobre a atividade da
miostatina podem ser determinados em ensaios de reporter de elemento

responsivo de activina (ARE)-luciferase baseado em célula, tal como
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descrito no Exemplo 3. Em certas modalidades, as Adnectinas
antimiostatina da invengdo diminuem a atividade ARE-luciferase
induzida por miostatina em pelo menos 10%, pelo menos 20%, pelo
menos 30%, pelo menos 40%, pelo menos 50%, pelo menos 60%, pelo
menos 70%, pelo menos 80 %, pelo menos 90% ou mais em relagéo a
um controle ao coincubar miostatina com uma Adnectina antimiostatina
antes da estimulagdo das células com a mistura. Uma reacédo de
controle exemplar envolve o tratamento de células com miostatina
sozinha ou miostatina pré-incubada com um excesso de um inibidor de
miostatina de referéncia, tais como Quimera Humana de Activina RIIB
Fc (R&D Systems) ou ActRIIb-Fc, tal como descrito em Morrison et al.
(Experimental Neurology 2009; 217:258-68). Em outras modalidades,
as Adnectinas antimiostatina da invengéao inibem a atividade de repérter
ARE-luciferase com um IC50 de 500 nM ou menos, 400 nM ou menos,
300 nM ou menos, 200 nM ou menos, 100 nM ou menos, ou 50 nM
menos, 10 nm ou menos, 5 nm ou menos, 1 Nm, 0,5 nm ou menos, 0,4
nm ou menos, 0,3 nm ou menos, 0,2 nm ou menos, ou 0,170 nm ou
menos, como descrito no Exemplo 3.

[00260] Em outras modalidades, os efeitos antagonistas de
Adnectinas antimiostatina sobre a atividade da miostatina podem ser
determinados através da medicao da extensdo da SMAD fosforilagao
nas células tratadas com a miostatina, como descrito no Exemplo 5. Em
certas modalidades, as Adnectinas antimiostatina da invencio
diminuiram fosforilagdo de SMAD induzida por miostatina em pelo
menos 10%, pelo menos 20%, pelo menos 30%, pelo menos 40%, pelo
menos 50%, pelo menos 60%, pelo menos 70%, pelo menos 80 %, pelo
menos 90%, pelo menos 95%, ou, pelo menos, 97% ou mais em relagao
a um controle com a coincubagao de miostatina com uma Adnectina
antimiostatina antes da estimulagdo das células com a mistura. Uma

reacdo de controle exemplar envolve o tratamento de células com
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miostatina sozinha ou miostatina pré-incubada com um excesso de um
inibidor de miostatina de referéncia, tais como Quimera Humana de
Activina RIIB Fc (R&D Systems) ou ActRIIb-Fc, tal como descrito em
Morrison et al. (Experimental Neurology 2009; 217:258-68). Em
algumas modalidades, as Adnectinas antimiostatina da invencao inibem
a fosforilacdo de SMAD com uma IC50 de 1 nM ou menos, de 0,8 nM
ou menos, de 0,6 nM ou menos, de 0,4 nM ou menos, de 0,3 nM ou
menos, de 0,2 nM ou menos, ou 0,1 nM ou menos em uma resposta de
inibicdo de 12 pontos ou 4 pontos, tal como descrito no Exemplo 5. Em
outras modalidades, as Adnectinas antimiostatina da invengao inibem
10 nM de fosforilagdo de SMAD por miostatina em pelo menos 50%,
pelo menos 60%, pelo menos 70%, pelo menos 80%, pelo menos 90%,
pelo menos 91%, pelo menos 92%, pelo menos 93%, pelo menos 94%,
pelo menos 95%, pelo menos 96%, pelo menos 97%, ou, pelo menos,
98% ou mais, tal como descrito no Exemplo 5.

[00261] Além disso, varios sistemas in vitro modelo sdo conhecidos
que usam celulas, cultura de tecidos e métodos histoldégicos para
estudar a doenga do neurbnio motor. Por exemplo, uma parte
organotipica da medula espinhal de rato submetida a excitotoxicidade
de glutamato é util como um sistema modelo para testar a eficacia de
Adnectinas antimiostatina na prevencédo da degeneragao de neurdnios
motores. Corse et al., Neurobiol. Dis. (1999) 6: 335 346. Para uma
discussao de sistemas in vitro para uso no estudo do ALS, vide, por
exemplo, Bar, P. R., Eur. J. Pharmacol. (2000) 405:285 295; Silani et al.,
J. Neurol. (2000) 247 Suppl 1:128 36; Martin et al., Int. J. Mol. Med.
(2000) 5:3 13.

[00262] Deve ser entendido que os ensaios aqui descritos sao
exemplares e que qualquer método conhecido na técnica que possa
servir como uma leitura para a atividade da miostatina € adequado para

utilizacdo em testes de efeito antagonizantes de miostatina das
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Adnectinas antimiostatina da invengao (p.ex., RT-PCR em tempo real
de mRNA de genes alvo SMAD (por exemplo, Smad 7;. Ciarmela et al.,
Journal of Clinical Endocrinology & Metabolism 2011; 96; 755-65) ou
mRNA de genes contendo ARE).

Modelos In vivo

[00263] Varios modelos animais reconhecidos na técnica existentes
que recapitulam os sintomas de doencgas, disturbios e condi¢des
associadas com perda de massa muscular, por exemplo, com disturbios
musculares, neuromusculares, neurolégicas e metabdlicas. Estes
modelos podem ser utilizados para testar a eficacia das Adnectinas
antimiostatina da invencéo.

[00264] Por exemplo, exemplos nao limitativos de tais modelos
animais incluem, por exemplo, o modelo de camundongo com distrofia
muscular ligado a X (mdx) (US2011/0008375, Gehrig et al., Nature
2012; 484: 394-8), incluindo quatro cepas adicionais de mdx de
camundongo - mdx2cv, mdx3cv, mdxdcv, ou mdx5cv mouse (Phelps et
al., Human Molecular Genetics. 1996;5(8):1149-1153), o mdx de
camundongo com ablag&o adicional da utrofina homdloga de distrofina
utrophin (mdx/utr”") (Deconinck et al., Cell. 1997;90(4):717-727), o
camundongo C57BL/6 alfa-SG-nulo (Duclos et al.i(1998) J. Cell Biol.
142, 1461-1471), e aqueles recentemente revistos em Nakamura et al.,
(J Biomed Biotechnol. 2011; Article ID No: 184393), por exemplo, o
camundongo mdx52, em que o éxon 52 do gene DMD de murino &
excluido, o modelo de distrofia muscular de Golden Retriever (GRMD),
o modelo canino de Distrofia Muscular ligado ao X (CXMDj), e o modelo
de Hipertrofia de Distrofia Muscular de Felino (HFMD) (por exemplo,
Shelton et al., Neuromuscular Disorders. 2005;15(2):127-138).

[00265] Modelos animais para o estudo de doencas de neurbnios
motores, tais como ALS sdo camundongos transgénicos com um gene
(mSODIG93A e/ou mSODIG37R) de superéxido dismutase (SOD1)
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Cu/Zn mutante ligado a ALS. Estes camundongos desenvolvem um
disturbio paralitico na idade adulta dominante herdado com muitas das
caracteristicas clinicas e patolégicas de familial ALS. (Por exemplo,
Gurney et al., Science (1994) 264: 1772 1775; Nagano et al., Life Sci
(2002) 72: 541 548). Outros modelos animais incluem dois modelos
murinos que ocorrem naturalmente para neuronopatia motora
progressiva (PMN) e wobbler (Haegggeli and Kato, Neurosci Lett (2002)
335: 39 43). Para uma revisao de varios modelos animais para uso em
estudo de doengas de neurdnios motores, como ALS, vide, por exemplo,
Jankowsky et al., Curr Neurol Neurosci. Rep. (2002) 2:457 464; Elliott,
J. L., Neurobiol. Dis. (1999) 6:310 20; e Borchelt et al., Brain Pathol.
(1998) 8:735 757.

[00266] Modelos animais de outras doengas neurodegenerativas ou
neuropatolégicas, além de ALS incluem um modelo de camundongo
transgénico para avaliar atrofia muscular espinhal e bulbar (SBMA)
(Katsuno et al., Neuron (2002). 35: 843 854), modelos animais para a
poliomielite paralitica humana (Ford et al., Microb. Pathog. (2002) 33:97
107), modelos animais da atrofia muscular espinhal (Schmid et al., J.
Child Neurol. 22, 1004-1012, 2007), modelos animais para a miopatia
distal e miopatia de corpo de inclusdo hereditario (Malicdan et al., Acta
Myol 2007 Dezembro; 26 (3): 171-175), modelo murino de doenca
desmielinizante genética (Suzuki et al., Microsc Res tecnologia 1995;
32: 204 -214), e aquelas descritas por Meyer ZuHorste et al. (Curr. Opin.
Neurol. 2006; 19: 464-473).

[00267] Os modelos animais para testar a eficacia das Adnectinas
antimiostatina da invencéo contra a perda de volume devido a atrofia
e/ou inatividade muscular incluem, mas nao estao limitados a, modelos
de camundongo de imobilizagao unilateral Madaro et al., Basic Applied
Myology 2008;18:149-153), laceragao do tendao de aquiles (tenotomia)
(Bialek et al., Physiol Genomics 2011;43:1075-86), e aqueles descritos
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em Powers et al. (Am J Physiol Regul Integr Comp Physiol
2005;288:R337-44), tais como, a suspensao dos membros posteriores
dos animais, imobilizacdo do membro, e ventilagdo mecanica
controlada.

[00268] Modelos animais relevantes para testar a eficacia da
Adnectinas antimiostatina da invengao no tratamento de disturbios
metabdlicos incluem, mas ndo estdo limitados a, os divulgados na
Ramaro et al. (Indian J Med Res 2007;125:451-472) e Kennedy et al.
(Disease Models & Mechanisms 2010;3:156-166),ambos os quais sao
aqui incorporados por referéncia na sua totalidade). Exemplos nao
limitantes de tais modelos animais incluem include camundongos
Lep°be®, camundongos Lepr®, camundongos Kuo Kondo,
camundongos KK/A, camundongos Obesos da Nova Zelandia (NZO),
camundongos NONcNZO10, camundongos Obesos de Diabetes
Tsumara Suzuki (TSOD) e Nao Obesos Tsumara Suzuki (TSNO),
camundongos M16, ratos gordos Zucker, ratos gordos diabéticos
Zucker, ratos SHR/N-cp, ratos JCR/LA —cp, ratos gordos Otsuka Long
Evans Tokushima, macacos rhesus Obesos, ratos ratos diabéticos
Cohen, ratos Goto-Kakizaki, e camundongos C57 BL/6 (Akita) nao
obesos mutantes. A diabetes do tipo 2 também pode ser induzida por
dieta por, por exemplo, alimentar camundongos nao obesos, C57BL6
nao diabéticos com alimentagdo com alto teor de gordura (Surwit et al.,
Diabetes 1988; 37:1163-7). A diabetes do tipo 2 também pode ser
quimicamente induzida com, por exemplo, goldtioglicose (Le Marchand
Brustel et al., Am J Physiol 1978; 234: E348-58) ou estreptozotocina, ou
induzida cirurgicamente (por exemplo, animais diabéticos parcialmente
pancreatomizados) (McNeil JH., Experimental models of diabetes.
Florida, US: CRC Press LLc; 1999; Sasaki et al., In Vivo 2000;14:535-
41). Varios modelos animais genéticos sao também conhecidos para

recapitular os sintomas e fenétipos de disturbios metabdlicos, tais como
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aqueles revistos em Kennedy et al., 2010 (supra).

[00269] Em algumas modalidades, a eficacia das Adnectinas
antimiostatina da invengéo para aumentar a massa muscular ou volume
pode ser testada por injegdo subcutdnea de camundongos, como
descrito no Exemplo 9. Dado que a inibicdo da miostatina aumenta a
massa muscular, as Adnectinas antimiostatina da invengao sao
esperadas para aumentar o peso corporal e massa muscular, a medida
que podem ser utilizadas para determinar a poténcia das Adnectinas.
[00270] Em algumas modalidades, particularmente quando as
Adnectinas antimiostatina sao imunogénicas em camundongos (por
exemplo, devido ao uso do dominio de fibronectina humana tipo Ill) e
tratamentos cronicos sdo desejados, as Adnectinas antimiostatina da
invencao podem ser administrados a camundongos SCID, que séao
incapazes de montar as respostas imunes celulares ou humorais. Em
algumas modalidades, os camundongos SCID podem ser cruzados com
outros modelos genéticos, tais como os aqui descritos (por exemplo,
camundongos diabéticos), para desenvolver um modelo de
camundongo imunocomprometido passivel de tratamento crénico com
as Adnectinas antimiostatina da invengao.

VIIl. Aplicagoes Terapéuticas

[00271] Em um aspecto, a presente invencdo proporciona
Adnectinas antimiostatina uteis para o tratamento de doenca
relacionadas com miostatina ou disturbios, por exemplo, disturbios de
perda muscular, atrofia muscular, disturbios metabdlicos, e disturbios
degenerativos 6sseos. Assim, em certas modalidades, a invengao
proporciona métodos para atenuar ou inibir uma doenga ou um disturbio
relacionado com a miostatina em um individuo que compreende a
administracdo de uma quantidade eficaz de polipeptideo de ligagao a
miostatina, ou seja, uma Adnectina antimiostatina, a um individuo. Em

algumas modalidades, o individuo € um ser humano. Em algumas
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modalidades, as Adnectinas antimiostatina sdo farmaceuticamente
aceitaveis para um mamifero, em particular um humano. Um
polipeptideo "farmaceuticamente aceitavel" refere-se a um polipeptideo
que é administrado a um animal sem consequéncias médicas adversas
significativas, tais como os niveis essencialmente livres de endotoxina,
ou endotoxina muito baixa.

[00272] Em algumas modalidades, as Adnectinas antimiostatina da
presente invengdo irdo ser administradas a um individuo em
combinacao (simultanea ou separadamente) com um agente conhecido
na técnica como sendo util para o disturbio particular ou doenca a ser
tratada.

[00273] Em algumas modalidades, a populagéo de pacientes alvo
para a terapia com Adnectina antimiostatina € uma que nao é favoravel
a terapia padrao para a doenca, disturbio ou estado a ser tratado devido
a, por exemplo, idade, condi¢des pré-existentes, composicdo genética
elou co-morbidades. As Adnectinas antimiostatina da invengao podem
servir como alternativas as terapias existentes que estdo associadas
com efeitos colaterais substanciais (por exemplo, desempenho
reprodutivo) ou preocupagoes de seguranca.

[00274] Exemplos de doencas, disturbios e condi¢des para as quais
as Adnectinas antimiostatina da presente invengao irdo ser uteis sao
descritas em mais detalhe abaixo.

Doencgas e Disturbios Musculares, Neurolégicos, e Metabdlicos
[00275] As Adnectinas antimiostatina da presente invengcao podem
ser utilizadas para tratar disturbios musculares, neurologicos e
metabdlicos associados com a perda de massa muscular e/ou a atrofia
muscular. Por exemplo, a sobre-expressao da miostatina in vivo induz
sinais e sintomas caracteristicos de caquexia, e agentes ligantes de
miostatina podem resolver parcialmente o efeito de perda muscular de

miostatina (Zimmers et al., Science 2002; 296: 1486-8). Pacientes com
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AIDS também apresentam aumento dos niveis séricos de material
imunorreativo de miostatina comparados aos pacientes sem AIDS ou
pacientes com AIDS que nédo apresentam perda de peso (Gonzalez-
Cadavid et al., PNAS 1998; 95: 14938-43). Também tem sido observado
que eliminacao especifica de coragdo de miostatina reduz a atrofia do
musculo esquelético em camundongos com insuficiéncia cardiaca, e,
inversamente, especificamente sobre-expressar miostatina no coragéao
é suficiente para induzir a perda de massa muscular (Breitbart et al.,
AJP-Heart; 2011; 300:H1973-82). Em contraste, os camundongos
knockout de miostatina mostraram aumento da massa muscular, e uma
diminuicdo dependente de idade do acumulo de gordura em
comparagao com os seus homoélogos do tipo selvagem (McPherron et
al., J. Clin Invest 2002; 109: 595-601).

[00276] Exemplos de disturbios que podem ser tratados de acordo
com os meétodos da invengao incluem miopatias e neuropatias,
incluindo, por exemplo, doenga do neurdnio motor, e disturbios
neuromusculares e neurologicos.

[00277] Por exemplo, Adnectinas antimiostatina podem ser usadas
para tratar miopatias hereditarias e doengcas neuromusculares (por
exemplo, distrofia muscular (Gonzalez-Kadavid et al., PNAS, 1998; 95:
14938-43), disturbios dos neurbnios motores, (miopatias congénitas,
miopatias inflamatodrias e miopatias metabdlicas), bem como miopatias
adquiridas (por exemplo, miopatia induzida por drogas, miopatia
induzida por toxina, miopatia induzida por infecgcdo, miopatia
paraneoplasica e outras miopatias associadas com as doengas criticas).
[00278] Tais disturbios incluem, mas nao estao limitados a, distrofia
muscular de Duchenne, distrofia muscular progressiva, distrofia
muscular tipo Becker, distrofia muscular de Dejerine-Landouzy, distrofia
muscular de Erb, distrofia muscular de Emery Dreifuss, distrofia

muscular de cintura e membros, distrofia muscular oculofaringea
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(OPMD), distrofia muscular facioscapulohumeral, distrofia muscular
congénita, distrofia muscular neuroaxonal infantil, distrofia mioténica
(doengca de Steinert), distrofia muscular distal, miopatia nemalina,
paralisia periddica familiar, miotonia nao distrofica, paralisias periddicas,
atrofia muscular espinhal, atrofia muscular espinhal (AME), esclerose
lateral amiotréfica (ELA), esclerose lateral primaria (PLS), atrofia
muscular progressiva (PMA), miopatia distal, miopatia miotubular /
centronuclear, miopatia nemalina, doenca de mini nucleo, doenca de
nucleo central, desminopatia, miosite de corpos de inclusdo,
dermatomiosite, polimiosite, miopatia mitocondrial, sindrome miasténica
congénita, miastenia grave, disfungdo muscular pds-pélio, miopatia
esterdide, miopatia alcodlica, atrofia muscular perioperatério e
neuromiopatia UTI.

[00279] Neuropatias e radiculopatias herdadas e adquiridas que
podem ser tratadas com Adnectinas antimiostatina incluem, mas nao
estdo limitadas a, sindrome da espinha rigida, doenga cerebral do
musculo do olho, neuropatia sensorial e motora hereditaria, doenga de
dente de Carcot-Marie, neuropatia inflamatéria crénica, neuropatia
hipertréfica progressiva, neuropatia tomaculous, lupus, sindrome de
Guillain-Barre, polineuropatia desmielinizante inflamatéria crénica,
esclerose multipla, sarcoidose, neuropatia diabética, neuropatia
alcoodlica, neuropatias relacionadas com doengas (por exemplo,
VIH/AIDS, doenca de Lyme), neuropatias relacionadas a toxina (por
exemplo, metais pesados, quimioterapia), neuropatias de compressao
(por exemplo, tumores, neuropatia de aprisionamento), e neuropatias
associadas com uma lesdo ou trauma (por exemplo, sindrome da cauda
equina, paraplegia, tetraplegia).

[00280] Em algumas modalidades, as Adnectinas antimiostatina da
invencdo podem ser utilizadas para tratar distrofias musculares (por

exemplo, distrofia muscular de Duchenne, distrofia muscular tipo
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Becker), ALS, e sarcopenia.

[00281] Disturbios adicionais associados com perda de massa
muscular que podem ser tratadas com os Adnectinas antimiostatina da
invengao incluem caquexia, sindrome de perda, sarcopenia, doenca
pulmonar obstrutiva congestiva, fibrose cistica (caquexia pulmonar),
doenga cardiaca ou insuficiéncia (caquexia cardiaca), cancer, perda
devido a AIDS, perda por insuficiéncia renal, doenga renal, claudicagao,
caquexia associada com a didlise, uremia, artrite reumatdide, lesao
muscular, cirurgia, reparacdo de danos musculares, fraqueza, atrofia
por desuso, osteoporose, osteoartrite, crescimento do ligamento e
reparagao.

[00282] Os métodos da invengao também podem ser usados para
aumentar o volume muscular nos individuos que sofrem de atrofia
muscular devido ao desuso. Atrofia por desuso pode resultar de varias
causas, incluindo qualquer doenga ou estado que leve a imobilidade ou
desuso prolongado, incluindo, mas nao limitado a repouso absoluto,
sendo cadeira de rodas prolongada, imobilizagdo dos membros,
descarga do diafragma através de ventilagdo mecanica, transplante de
orgao solido, substituicdo de articulagbes, acidente vascular cerebral,
fraqueza relacionada a danos no CNS, lesdo medular, recuperacao de
queimaduras graves, hemodialise cronica sedentaria, recuperagao pos-
trauma, recuperacéo pos-sepsia e exposi¢ao a microgravidade (Powers
et al., Am J Physiol Regul Integr Comp Physiol 2005; 288: R337-44).
[00283] Além disso, os aumentos relacionados com a idade em
gordura para relagdo muscular e atrofia muscular relacionada com a
idade parecem estar relacionados com a miostatina. Por exemplo, a
proteina de soro imunorreativa a miostatina média aumentou com a
idade em grupos de jovens (19-35 anos de idade), meia-idade (36-75
anos de idade) e idosos (76-92 anos de idade) homens e mulheres,

enquanto a massa muscular média e massa isenta de gordura diminuiu
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com a idade nestes grupos (Yarasheski et al J Nutr Aging 6 (5): 343-8
(2002)). Assim, individuos com atrofia muscular devido ao
envelhecimento, e/ou individuos que sao frageis devido a, por exemplo,
sarcopenia, também se beneficiariam de tratamento com estatina, as
Adnectinas antimiostatina da invengao.

[00284] Também contemplados sdo os métodos para aumentar a
massa muscular em animais para consumo humano pela administracao
de uma dosagem eficaz das Adnectinas antimiostatina a estes animais.
Uma vez que o polipeptideo de miostatina madura C-terminal é idéntico
em todas as espécies, Adnectinas antimiostatina seriam esperadas para
aumentar eficazmente a massa muscular e reduzir gordura em
quaisquer espécies agronomicamente importantes, por exemplo, mas
nao se limitando a, gado, galinha, peru, e suinos.

[00285] A eficacia da Adnectina antimiostatina no tratamento de
disturbios de perda muscular ou atrofia muscular pode ser determinada,
por exemplo, por um ou mais métodos para medir um aumento da
massa muscular ou volume, um aumento no numero de células
musculares (hiperplasia), um aumento do tamanho das células
musculares (hipertrofia) e/ou um aumento na forga muscular. Por
exemplo, efeitos de aumento do volume muscular das Adnectinas
antimiostatina da presente invencao sdo demonstrados nos exemplos
descritos infra. Os métodos para determinar a "aumento da massa
muscular" sdo bem conhecidos na técnica. Por exemplo, o conteudo do
musculo pode ser medido antes e depois da administracdo de uma
Adnectina  antimiostatina da  invencdo, utilizando técnicas
convencionais, tais como pesagem debaixo de agua (vide, por exemplo,
Bhasin et al. New Eng. J. Med. (1996) 335:1-7) e absortiometria de raio
x de energia dupla (vide, por exemplo, Bhasin et al. Mol. Endocrinol.
(1998) 83:3155-3162). Um aumento no tamanho do musculo pode ser

evidenciado pelo ganho de peso de, pelo menos, cerca de 5-10%, de

Peti¢do 870220123725, de 30/12/2022, pag. 160/255



157/239

preferéncia pelo menos cerca de 10-20% ou mais.

Disturbios Metabdlicos

[00286] As Adnectinas antimiostatina da presente invencéo, que
reduzem a atividade da miostatina e/ou sinalizacdo, sao uteis para o
tratamento de perturbagdes metabdlicas, tais como obesidade, diabetes
mellitus tipo Il, disturbios associados a diabetes, sindrome metabdlica,
e hiperglicemia.

[00287] A miostatina estd envolvida na patogénese da diabetes
mellitus tipo II. A miostatina é expressa no tecido adiposo e
camundongos deficientes de miostatina exibem reduzido acumulo de
gordura a medida que envelhecem. Além disso, a carga de glicose,
acumulo de gordura, e o peso total do corpo é reduzido em miostatina
ausente em camundongos letal cutia amarelo e obeso (Lep®°®) (Yen et
al., FASEB J. 8: 479, 1994; McPherron et al., 2002). Tal como divulgado
em US2011/0008375, antagonistas de miostatina podem diminuir a
propor¢gao gordura / musculo em um modelo de rato com idade,
preservar a massa muscular esquelética e massa corporal magra, e
atenuar a hipertrofia renal em camundongos diabéticos induzidos por
STZ.

[00288] Tal como aqui utilizado, "obesidade" é uma condi¢ao na qual
0 excesso de gordura corporal se acumulou de tal forma que a saude
pode ser afetada negativamente. Ela € comumente definida como um
indice de massa corporal (IMC) de 30 kg/m? ou superior que o distingue
de estar acima do peso, tal como definido por um IMC de 25 kg/m? ou
superior (vide, por exemplo, World Health Organization (2000) (PDF).
Technical report series 894: Obesity: Preventing e managing the global
epidemic. Geneva: World Health Organization). Excesso de peso
corporal esta associado a varias doencgas, principalmente doencas
cardiovasculares, diabetes mellitus tipo I, apnéia obstrutiva do sono,

alguns tipos de cancer e osteoartrite.
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[00289] Um individuo com a obesidade pode ser identificado, por
exemplo, por determinacédo do IMC (IMC é calculado dividindo-se a
massa do objeto pelo quadrado da sua altura), relacdo entre as
circunferéncias da cintura e cintura-quadril (a circunferéncia da cintura
absoluta (> 102 cm nos homens e >88 cm nas mulheres) e relagao
cintura-quadril (a circunferéncia da cintura dividida pela dos quadris de
>0,9 para homens e >0,85 para mulheres) (vide, por exemplo, Yusuf S,
et al., (2004). Lancet 364: 937-52), e/ou a percentagem de gordura
corporal (gordura corporal total, expressa como uma percentagem do
peso corporal total: os homens com mais de 25% de gordura corporal e
mulheres com mais de 33% de gordura corporal sdo obesos;
percentagem de gordura corporal pode ser estimada a partir de IMC de
uma pessoa através da seguinte férmula: % de gordura corporal = (1.2
*IMC) + (0,23 * idade) - 5,4 - (10,8 * género), onde o género é 0 se do
sexo feminino e 1 se do sexo masculino). Técnicas de medigdo de
percentual de gordura corporal incluem, por exemplo, a tomografia
computadorizada (TC), ressonancia magnética (MRI), e absor¢cao do
raio X de dupla energia (DEXA).

[00290] O termo "diabetes tipo II" refere-se a uma doenca cronica, de
longa vida, que resulta quando a insulina do corpo n&do funciona
eficazmente. O principal componente da diabetes tipo Il é "resisténcia a
insulina", em que a insulina produzida pelo pancreas ndo consegue se
conectar com as células de gordura e dos musculos para permitir que a
glicose dentro produza energia, causando a hiperglicemia (glicose no
sangue). Para compensar, o pancreas produz mais insulina, e as
células, percebendo essa enxurrada de insulina, tornam-se ainda mais
resistentes, resultando em um ciclo vicioso de altos niveis de glicose e
os niveis elevados de insulina, muitas vezes.

[00291] A frase "disturbios associados com a diabetes" ou "disturbios

associados a diabetes" ou "disturbios relacionados a diabetes", como

Peti¢do 870220123725, de 30/12/2022, pag. 162/255



159/239

usado aqui, refere-se as condi¢gdbes e outras doengas que sao
comumente associadas ou relacionadas com a diabetes. Exemplo de
disturbios associados com diabetes incluem, por exemplo,
hiperglicemia, hiperinsulinemia, hiperlipidemia, resisténcia a insulina,
metabolismo de glicose deficiente, obesidade, retinopatia diabética,
degeneracéao macular, cataratas, nefropatia diabética,
glomeruloesclerose, neuropatia diabética, disfungdo erétil, sindrome
pré-menstrual, restenose vascular, colite ulcerativa, doenga cardiaca
coronaria, hipertensao, angina de peito, enfarte do miocardio, acidente
vascular cerebral, disturbios de pele e tecidos conjuntivos, ulceragdes
dos pés, acidose metabdlica, artrite, e osteoporose.

[00292] A eficacia das Adnectinas antimiostatina no tratamento de
disturbios metabdlicos pode ser determinada, por exemplo, por um ou
mais métodos de medir um aumento da sensibilidade a insulina, um
aumento na captacgao de glicose pelas células a partir do individuo, uma
diminuicdo dos niveis de glicose no sangue, e uma diminuicdo na
gordura corporal.

[00293] Por exemplo, em individuos com diabetes tipo I, ou que
estdo em risco de desenvolvimento de niveis de HbAlc diabetes pode
ser monitorizado. O termo "1AC hemoglobina" ou "HbAIc" como aqui
utilizado refere-se ao produto de uma glicagdo nao enzimatica da cadeia
B da hemoglobina. A faixa alvo desejada de niveis HbAlc para pessoas
com diabetes pode ser determinada a partir de orientacdes de American
Diabetes Association (ADA), ou seja, Padrées de Cuidado Médico em
Diabetes (Diabetes Care 2012; 35 (Suppl 1): S511-563). Niveis alvo de
HbAIlc atuais sdo geralmente <7,0 para as pessoas com diabetes, e as
pessoas que nao tém diabetes geralmente tém valores HbAlc de menos
de 6%. Por conseguinte, a eficacia das Adnectinas antimiostatina da
presente invencao pode ser determinada por um decréscimo observado

no nivel de HbAlc em um individuo.
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[00294] Os métodos da invencao incluem ainda a administragcdo de
uma Adnectina antimiostatina sozinha, ou em combinagdo com outros
agentes que sao conhecidos na técnica para o controle da glicemia (por
exemplo, insulina, GLP1) ou para o tratamento de complicagbes
relacionadas com a diabetes reconhecidas na técnica.

Outros disturbios

[00295] Camundongos knockout de miostatina exibem aumento da
massa muscular, bem como aumento do conteudo mineral e densidade
do umero do camundongo, e aumento do conteudo mineral do osso
trabecular e cortical em regides onde os musculos se ligam (Hamrick et
al Calcif Intl Tissue 2002; 71: 63-8). Isto sugere que 0 aumento da massa
muscular pode ajudar a melhorar a resisténcia 6ssea e reduzir a
osteoporose e outras doengas 6sseas degenerativas.

[00296] Doencas ou disturbios adicionais para os quais as
Adnectinas antimiostatina da presente invencao sido uteis incluem a
cicatrizacdo de ferida, doenca antifibrética, Sindrome de Lambert-
Eaton, e Doenca de Parkinson.

Terapias de combinacgéao

[00297] As Adnectinas antimiostatina aqui proporcionadas podem
ser utilizadas em combinagdo com agentes antidiabéticos, agentes anti-
hiperglicémicos, agentes anti-hiperinsulinémicas, agentes anti-
retinopaticos, agentes antineuropaticas, agentes
antineurodegenerativos, agentes antinefropatica, agentes
antiateroscleréticos, agentes  anti-isquémicos, agentes  anti-
hipertensivos, agentes antiobesidade, agentes antidislipidicos, agentes
antidislipidicos, agentes  anti-hiperlipidémicos, agentes anti-
hipertrigliceridémicos, agentes anti-hipercolesterolémicos, agentes anti-
reestenose, agentes anti-pancreaticos, agentes de abaixamento de
lipidios, agentes anorécticos, agentes de reforgo da memoaria, agentes

antideméncia, ou agentes de promocao da cogni¢do, supressores de
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apetite, tratamentos neuro- ou musculo-reparadores, tratamentos para
a insuficiéncia cardiaca, tratamentos para a doenca arterial periférica e
agentes anti-inflamatérios.

[00298] Os agentes antidiabéticos usados em combinagdo com as
Adnectinas antimiostatina incluem, mas n&o estdo limitados a,
secretagogos de insulina ou sensibilizadores de insulina, moduladores
do receptor GPR40, ou outros agentes antidiabéticos. Estes agentes
incluem, mas nao estao limitados a, inibidores de dipeptidil-peptidase IV
(DP4) (por exemplo, sitagliptina, saxagliptina, alogliptina, vildagliptina e
semelhantes), biguanidas (por exemplo, metformina, fenformina e
semelhantes), sulfonilureias (por exemplo, gliburide, glimepirida,
glipizida e similares), inibidores de glucosidase (por exemplo, acarbose,
miglitol, e semelhantes), agonistas de PPARy, tais como
tiazolidinodionas (por exemplo, rosiglitazona, pioglitazona, e
semelhantes), agonistas duplos de PPAR al/y (por exemplo,
muraglitazar, tesaglitazar, aleglitazar, e semelhantes), ativadores da
glucocinase (como descrito no Fyfe et al.,, Drugs of the Future, 34
(8):641-653 (2009) e aqui incorporado por referéncia), moduladores do
receptor de GPR119 (CDC-2952, PSN821, APD597 e semelhantes),
inibidores de SGLT2 (dapagliflozina, canagliflozin, remagliflozin e
semelhantes), analogos de amilina, tais como pramlintida, e/ou insulina.
Revisdes de terapias emergentes e atuais para o tratamento da diabetes
podem ser encontradas em: Mohler et al., Medicinal Research Reviews,
29(1):125-195 (2009), e Mizuno et al., Current Medicinal Chemistry,
15:61-74 (2008).

[00299] As Adnectinas antimiostatina da presente invencao também
podem ser facultativamente utilizadas em combinagdo com um ou mais
agentes hipofagicos tais como dietilpropiona, fendimetrazina,
fentermina, orlistat, sibutramina, lorcaserina, pramlintida, topiramato,

antagonistas do receptor de MCHR1, oxintomodulina, naltrexona,
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peptideo Amilina, moduladores do receptor de NPY Y5, moduladores do
receptor de NPY Y2, moduladores do receptor NPY Y4, Cetilistat,
moduladores de receptores 5SHT2c, e semelhantes. As Adnectinas
antimiostatina da presente invengao podem também ser utilizadas em
combinagdo com um agonista do receptor de peptideo 1 tipo glucagon
(GLP-1R), tal como exenatida, liraglutida, GPR-1 (1-36) amida, GLP-1
(7-36) amida, GLP-1 (7-37) (como descrito na Pat. US No. 5.614.492
para Habener, cuja descrigdo € aqui incorporada por referéncia), que
pode ser administrada através de injeg¢ao, por via intranasal, ou por
dispositivos transdérmicos ou bucais. Revisdes de terapias emergentes
e atuais para o tratamento de obesidade podem ser encontradas em:
Melnikova et al., Nature Reviews Drug Discovery, 5:369-370 (2006);
Jones, Nature Reviews: Drug Discovery, 8:833-834 (2009); Obici,
Endocrinology, 150(6):2512-2517 (2009); e Elangbam, Vet. Pathol.,
46(1):10-24 (2009).

[00300] As Adnectinas antimiostatina da presente invengao também
podem ser administradas com um ou mais agentes terapéuticos
adicionais, conforme apropriado para a doenga ou o disturbio em
particular a ser tratada. Exemplos nao limitativos de agentes adicionais
incluem aqueles que sao uteis para o tratamento de disturbios
metabdlicos, tais como diabetes tipo Il e sarcopenia e incluem, mas nao
estdo limitados a, GLP-1, tipo GLP-1, amilina, e FGF21; aqueles que
sdo uteis para o tratamento de doencas antifibroticas, doencas
neuromusculares, doencas dos neurbnios motores, e sarcopenia e
incluem, mas nao estdo limitados a, grelina, SARM, Riluzole,
testosterona, androg”nios, horménio do crescimento, terapia de
substituicdoormonal, inibidores de COX-2, ativadores de troponina,
agonistas (32, anticorpos de CTLA4-Ig (por exemplo, abetacept,
belatacept) e anti-TGFp; aqueles que sédo uteis para o tratamento da

caquexia e outras sindromes de perda e incluem, mas nao estao
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limitados a, inibidores da quinase do receptor de TGFP, anti-IL-6, e
inibidores de ubiquitina-proteassoma; aqueles que sao uteis para tratar
caibras musculares associadas com miotonia PLS e incluem, mas nao
estao limitados a fitoin, quinina, baclofeno e tizanidina; aqueles que sao
Uteis para neuropatias incluem antidepressivos (por exemplo, triciclicos
e inibidores seletivos de recaptacdao de serotonina-norepinefrina
(SNRI’s)), anticonvulsivantes, cannbinoids, toxina botulinica tipo A,
antagonistas de NMDA (por exemplo, cetamina), suplementos
alimentares (por exemplo, acido alfa-lipdico e Benfotiamina); aqueles
que sao uteis para o tratamento de neuropatias crbénicas inflamatérias
incluem, mas nao estao limitados a, corticosteroides, imunoglobulina
intravenosa, e imunossupressores (por exemplo, ciclofosfamida,
ciclosporina, azatiprina, mofetil micofenolato, globulina antitimécito,
rituximab); e aqueles que s&o uteis para o tratamento da sindrome de
Guillain-Barré, sarcopenia, fratura, e a perda éssea e incluem, mas nao
estdo limitados a, Boniva (ibandronato) e PTH.

[00301] As Adnectinas antimiostatina da presente invengao podem
ser administradas com um ou mais agentes adicionais utilizados na
terapia sintomatica. Exemplos n&o limitativos de tais agentes para tratar
os sintomas de ALS incluem ativadores de poro da transicdo de
permeabilidade mitocondrial (MPT), ativadores rapidos de troponina
esqueléticos, reguladores de macrofagos (por exemplo, NP001),
agentes de tratamento de doengas de armazenamento lisossomal (por
exemplo, NP003), e antagonistas do receptor de acetilcolina nicotinico
(nAchR). Um exemplo n&o limitativo de um agente adicional para o uso
no tratamento dos sintomas de DMD / BMD é um agente que aumenta
os niveis de ATP.

[00302] As Adnectinas antimiostatina da presente invencao também
podem ser administradas com um ou mais agentes adicionais utilizados

na terapia de modificacdo da doenga. Exemplos ndo limitativos de tais
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agentes para o tratamento de ALS incluem sequestrantes de radicais
livres (por exemplo, edaravona (norfenazona), CV-3611), agonistas de
VEGF (por exemplo, sNN0029), proteina | Nogo-A (por exemplo,
GSK122324), inibidores de SOD1 (p.ex. , ISIS-SODIRX), e inibidores de
sintase 1 PGE, (por exemplo, AAD-2004). Exemplos nao limitativos de
tais agentes para o tratamento de DMD / BMD incluem aquelas que
promovem pulo de éxon (por exemplo, moléculas antissentido, tais
como drisapersen (PRO051 / GSK2402968), PRO044, Eteplirsen, AVI-
4658, AVI-5038, Ataluren (PTC 124)), agentes de terapia genética,
agentes anti-inflamatérios (por exemplo, CRDO007), e agentes
antifibroticos (por exemplo, HT-100).

[00303] Como discutido acima, os agentes que promovem o pulo do
éxon podem ser usados em combinagcdo com as Adnectinas
antimiostatina da presente invencao para o tratamento de distrofia
muscular de Duchenne e distrofia muscular de tipo Becker. Exemplos
de éxons especificos que podem ser direcionados para restaurar
distrofina funcional incluem éxons 7, 8, 17, 43, 44, 45, 46, 50, 51, 52, 53
e 55 (vide, por exemplo, Lu et al., Molecular Therapy 2011; 19: 9-15).
Em algumas modalidades, mais do que um agente, por exemplo,
oligonucleotideos antissentido, podem ser utilizados para induzir pulo
multi-éxon.

IX. Composicoes Farmacéuticas

[00304] A presente invencdo proporciona ainda composicdes
farmacéuticas que compreendem uma Adnectina antimiostatina ou
proteinas de fusdo das mesmas aqui descritas, em que a composicao &
essencialmente livre de endotoxina, ou, pelo menos, ndo contém mais
do que niveis aceitaveis de endotoxina, como determinado pela agéncia
reguladora apropriada (por exemplo, a FDA).

[00305] As composicdes da presente invencado podem estar na forma

de uma pilula, comprimido, capsula, liquido, ou em comprimidos de
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liberagdo prolongada para administracdo oral; um liquido para
administracao intravenosa, subcutadnea ou administracido parentérica;
ou um gel, lo¢do, pomada, creme, ou um polimero ou outro veiculo de
liberacao sustentada para administragao local.

[00306] Métodos bem conhecidos na técnica para a preparagao de
composi¢ées sao encontrados, por exemplo, em "Remington: The
Science e Practice of Pharmacy" (20th ed., ed. A. R. Gennaro AR., 2000,
Lippincott Williams & Wilkins, Philadelphia, Pa.). As composigbes para
administragdo parentérica podem, por exemplo, conter excipientes,
agua estéril, solugdo salina, polialquilenoglicéis tais como
polietilenoglicol, 6leos de origem vegetal, ou naftalenos hidrogenados.
Polimero de lactida biocompativel, biodegradavel, copolimero de lactida
/ glicolida, ou copolimeros de polioxietileno-polioxipropileno podem ser
utilizados para controlar a liberacdo dos compostos. Composicoes
nanoparticuladas (por exemplo, nanoparticulas biodegradaveis,
nanoparticulas de lipidios sdlidas, lipossomas) podem ser utilizadas
para controlar a biodistribuicdo dos compostos. Outros sistemas de
entrega parentérica potencialmente uteis incluem particulas de
copolimero de acetato de vinil-etileno, bombas osmaticas, sistemas de
infusdo implantaveis e lipossomas. A concentracdo do composto na
composicao varia, dependendo de um numero de fatores, incluindo a
dosagem da droga a ser administrado, e a via de administracéo.
[00307] Veiculos, excipientes ou estabilizantes aceitaveis sdo nao
toxicos para os receptores nas dosagens e concentragdes empregues,
e incluem tampdes tais como fosfato, citrato, e outros acidos organicos;
antioxidantes incluindo acido ascorbico e metionina; conservantes (tais
como cloreto de octadecildimetilbenzilamonio; cloreto de hexametdnio;
cloreto de benzalcbnio, cloreto de benzetbnio; fenol, alcool butilico ou
benzilico; alquil parabenos tais como metil ou propilparabeno; catecol,;

resorcinol; ciclo-hexanol; 3-pentanol; e m-cresol); polipeptideos de
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baixo peso molecular (menos do que cerca de 10 residuos); proteinas,
tais como albumina do soro, gelatina, ou imunoglobulinas; polimeros
hidréfilos tais como polivinilpirrolidona; aminoacidos tais como glicina,
glutamina, asparagina, histidina, arginina, ou lisina; monossacarideos,
dissacarideos, e outros carboidratos incluindo glicose, manose ou
dextranos; agentes quelantes tais como EDTA; agucares tais como
sacarose, manitol, trealose ou sorbitol; sal de formagao de contraions
tais como sddio; complexos metalicos (por exemplo, complexos de
proteina Zn); elou surfactantes ndo ibnics tais como Tween,
PLURONIC™ ou polietilenoglicol (PEG).

[00308] Os polipeptideos da presente invengao podem ser
administrados, opcionalmente, como um sal farmaceuticamente
aceitavel, tal como sais de adicdo de acido ndo toxicos ou complexos
de metais que sdao comumente utilizados na industria farmacéutica.
Exemplos de sais de adicdo de acidos incluem acidos organicos tais
como acido acético, lactico, pamaéico, maleico, citrico, malico, ascoérbico,
succinico, benzdico, palmitico, subérico, salicilico, tartarico,
metanossulfénico, toluenossulfénico, ou acidos trifluoroacético ou
similares; acidos poliméricos tais como acido tanico, carboximetil
celulose, ou outros do género; e acido inorganico tais como acido
cloridrico, acido bromidrico, acido fosférico, acido sulfurico, ou similares.
Complexos de metais incluem zinco, ferro, e outros semelhantes. Em
um exemplo, o polipeptideo é formulado na presenga de acetato de
sbédio para aumentar a estabilidade térmica.

[00309] Os ingredientes ativos podem também ser aprisionados em
uma microcapsula preparada, por exemplo, por técnicas de
coacervacdao ou por polimerizacado interfacial, por exemplo,
hidroximetilcelulose ou gelatina e microcapsula de poli-
(metilmetacrilato), respectivamente, em sistemas de entrega de drogas

coloidais (por exemplo, lipossomas, microesferas de albumina,
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microemulsdes, nanoparticulas e nanocapsulas) ou em
macroemulsdes. Tais técnicas sédo divulgadas na edigao de Remington
Pharmaceutical Sciences 16, Osol, A. Ed. (1980).

[00310] Preparagcdes de |liberacdo sustentada podem ser
preparadas. Exemplos adequados de preparagdes de liberagao
sustentada incluem matrizes semipermeaveis de polimeros hidréfobos
sélidos que contém as proteinas da invengéo, matrizes essas que estao
na forma de artigos moldados, por exemplo, filmes ou microcapsula.
Exemplos de matrizes de liberacdo sustentada incluem poliésteres,
hidrogéis (por exemplo, poli (2-hidroxietil-metacrilato), ou poli (alcool
vinilico)), polilactidos (Pat. U.S. 3.773.919), copolimeros de acido L-
glutdmico e vy etil-L-glutamato, acetato de vinil-etileno ndo degradavel,
copolimeros degradaveis de acido glicolico acido lactico tais como o
LUPRON DEPOT ™ (microesferas injetaveis compostas de copolimero
de acido lactico-acido glicélico e acetato de leuprolida) e acido poli-D-(-
)-3- hidroxibutirico. Enquanto polimeros tais como acetato de vinil-
etileno e acido lactico-acido glicdlico permitem a liberacdo de moléculas
durante mais de 100 dias, certos hidrogéis liberam proteinas durante
periodos de tempo mais curtos. Quando as proteinas encapsuladas da
invengdo podem permanecer no corpo durante um longo tempo, elas
podem desnaturar ou agregar como resultado de exposi¢cdo a umidade
a 37 °C, resultando em uma perda de atividade bioldgica e possiveis
alteragbes na imunogenicidade. Estratégias racionais podem ser
concebidas para a estabilizagdo dependendo do mecanismo envolvido.
Por exemplo, se o0 mecanismo de agregacao € para ser formagao de
ligacdo S-S intermolecular através de intertoca de tio-dissulfureto, a
estabilizacdo pode ser alcancada modificando residuos de sulfidrila,
liofilizando a partir de solugdes acidas, controlando o teor de umidade,
utilizando aditivos apropriados e desenvolvendo composi¢gbes matriz

polimérica especificas.
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[00311] As composi¢des da presente invengdo para utilizagao oral
incluem comprimidos contendo o ingrediente ativo (s) em uma mistura
com excipientes ndo téxicos farmaceuticamente aceitaveis. Estes
excipientes podem ser, por exemplo, diluentes inertes ou
preenchedores (por exemplo, sacarose e sorbitol), agentes de
deslizamento, agentes antiadesivos e lubrificantes (por exemplo,
estearato de magnésio, estearato de zinco, acido estearico, silicas,
Oleos vegetais hidrogenados, ou talco). As composigdes para utilizagao
oral também podem ser fornecidas na forma de comprimidos
mastigaveis, ou como capsulas de gelatina dura em que o ingrediente
ativo € misturado com um diluente solido inerte, ou como capsulas de
gelatina mole em que o ingrediente ativo € misturado com agua ou um
meio oleoso.

[00312] A composicdo farmacéutica a ser utilizada para
administragcdo in vivo deve ser tipicamente estéril. Isto pode ser
conseguido por filtragdo através de membranas de filtracdo estéreis.
Quando a composicao € liofilizada, a esterilizacdo utilizando este
método pode ser realizada antes ou apds liofilizagéo e reconstituigdo. A
composi¢ao para administracdo parentérica pode ser armazenada na
forma liofilizada ou em solugdo. Além disso, as composicdes
parentéricas sao geralmente colocadas em um recipiente possuindo
uma porta de acesso estéril, por exemplo, um saco de solugao
intravenosa ou frasco tendo uma rolha perfuravel por uma agulha de
injecdo hipodérmica.

[00313] Uma vez que a composicao farmacéutica foi formulada, ela
pode ser armazenada em frascos estéreis como uma solucio,
suspensao, gel, emulsdo, ou um poé desidratado ou liofilizado sdlido.
Tais formulagdes podem ser armazenadas quer em uma forma pronta
para utilizagdo ou em uma forma (por exemplo, liofilizada) requerendo

reconstituicdo antes da administragao.
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[00314] As composi¢cdes aqui também podem conter mais do que um
composto ativo conforme necessario para a indicacao particular a ser
tratada, preferivelmente aqueles com atividades complementares que
nao afetam adversamente uns aos outros. Tais moléculas estdo
adequadamente presentes em combinacdo em quantidades que sao
eficazes para a finalidade pretendida.

X. Administragao

[00315] Uma composicao farmacéutica compreendendo uma
Adnectina antimiostatina da presente invengéo pode ser administrada a
um individuo em risco de ou que exibe patologias como aqui descritas
usando técnicas de administracdo convencionais incluindo oral,
parentérica, pulmonar, transdérmica, intramuscular, intranasal, bucal,
sublingual, ou supositério. De preferéncia, a administragcdo das
Adnectinas antimiostatina da invengcdo €& parentérica. O termo
parenteérico, tal como aqui utilizado inclui a administragéo intravenosa,
intramuscular, subcuténea, retal, vaginal ou intraperitoneal. Entrega
sistémica periférica por injecdo intravenosa ou intraperitoneal ou
subcutanea € a preferida.

[00316] Uma dose terapeuticamente eficaz refere-se a uma dose que
produz os efeitos terapéuticos para os quais € administrada. Uma
quantidade eficaz de uma composi¢cao farmacéutica a ser utilizada
terapeuticamente dependera, por exemplo, do contexto e dos objetivos
terapéuticos. Um versado na técnica apreciara que os niveis de
dosagem apropriados para o tratamento irdo, assim, variar dependendo,
em parte, da molécula entregue, da indicagao para a qual a molécula de
agente de ligagdo esta sendo utilizada, a via de administragéo, e o
tamanho (peso corporal, superficie corporal ou tamanho do 6rgao) e
estado (a idade e estado geral de saude) do paciente.

[00317] Por exemplo, a dose terapeuticamente eficaz pode ser

estimada inicialmente em ensaios de cultura celular ou em modelos
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animais tais como camundongos, ratos, coelhos, caes, porcos, ou
macacos. Um modelo animal também pode ser utilizado para determinar
o intervalo de concentragdo apropriada e a via de administragdo. Tal
informacgéo pode entdo ser utilizada para determinar as doses Uteis e
vias de administracdo em seres humanos.

[00318] A dosagem exata serd determinada a luz de fatores
relacionados com o individuo que necessita de tratamento, e pode ser
determinada utilizando técnicas padrdo. A dosagem e a administragao
sao ajustadas para proporcionar niveis suficientes do composto ativo ou
para manter o efeito desejado. Os fatores que podem ser considerados
incluem a severidade do estado da doencga, o estado geral de saude do
individuo, a idade, peso e sexo do individuo, tempo e frequéncia de
administragcao, combinacao (6es) de drogas, sensibilidades de reacao
e, em resposta a terapia. Em geral, as Adnectinas antimiostatina da
presente invengao sao administrados a cerca de 0,01 mg/kg a cerca de
50 mg/kg por dia, de preferéncia 0,01 mg/kg a cerca de 30 mg/kg por
dia, mais preferivelmente de 0,01 mg/kg a cerca de 20 mg/kg por dia.
Em algumas modalidades, as Adnectinas antimiostatina da presente
invengao sdo administradas em doses semanais de cerca de 1 a 50 mg,
mais preferivelmente cerca de 10-50 mg. Em outras modalidades, as
Adnectinas antimiostatina da presente invencao sao administradas em
doses mensais de 30-200 mg, preferivelmente 50-150 mg, e mais
preferivelmente 60-120 mg.

[00319] A frequéncia de dosagem dependera dos parametros
farmacocinéticos da molécula de agente de ligagdo na formulagao
utilizada. Tipicamente, uma composi¢cdo € administrada até se atingir
uma dosagem que alcance o efeito desejado. A composigao pode, por
conseguinte, ser administrada como uma dose unica ou como doses
multiplas (na mesma ou em diferentes concentragbes / dosagens) ao

longo do tempo, ou como uma infusdo continua. Refinamento adicional
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da dosagem apropriada é feito rotineiramente. As dosagens apropriadas
podem ser acertadas através da utilizacido dos dados de dose-resposta
adequados. Por exemplo, a Adnectina antimiostatina pode ser
administrada diariamente (por exemplo, uma vez, duas vezes, trés
vezes ou quatro vezes ao dia) ou com menor frequéncia (por exemplo,
uma vez em dias alternados, uma ou duas vezes semanalmente, ou
mensalmente). Além disso, como é conhecido na técnica, os ajustes
para a idade assim como o peso corporal, saude geral, sexo, dieta,
tempo de administracdo, interacdo medicamentosa, e a gravidade da
doenca pode ser necessario, € sera determinavel com rotina de
experimentacio pelos versados na técnica. A Adnectina antimiostatina
€ adequadamente administrada ao paciente uma vez ou durante uma
série de tratamentos.

[00320] A administracdo de uma Adnectina antimiostatina ou uma
fusdo da mesma, e um ou mais agentes terapéuticos adicionais, pode
ocorrer se coadministrados ou administrados sequencialmente, tal
como descrito acima para aplicagdes terapéuticas. Os veiculos
adequados farmaceuticamente aceitaveis, diluentes e excipientes para
a coadministracdo serdo entendidos pelo versado na técnica como
dependendo da identidade do agente terapéutico particular a ser
administrado.

XI. Métodos de detecgao e diagnéstico

[00321] As Adnectinas antimiostatina da invencado também sao uteis
em uma variedade de aplicagbes de diagnostico. Por exemplo, uma
Adnectina antimiostatina da invengcdao pode ser utilizada para
diagnosticar um disturbio ou uma doenga associada a niveis elevados
de miostatina. De um modo semelhante, uma Adnectina antimiostatina
pode ser utilizada em um ensaio para monitorizar os niveis de miostatina
em um individuo a ser tratado para uma condigao associada miostatina.

As Adnectinas antimiostatina podem ser usadas com ou sem
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modificagao, e sdo rotuladas por ligagao covalente ou ndo covalente de
uma porcao detectavel. A porcao detectavel pode ser qualquer uma que
seja capaz de produzir, quer direta ou indiretamente, um sinal
detectavel. Por exemplo, a porcéo detectavel pode ser um radioisétopo,
tal como H3, C14 ou 13, P32, S35, ou 1131; um composto fluorescente
ou quimioluminescente, tal como isotiocianato de fluoresceina,
rodamina ou luciferina; ou uma enzima, tal como fosfatase alcalina,
beta-galactosidase ou peroxidase de rabano.

[00322] Qualquer método conhecido na técnica para conjugar uma
proteina com a porcao detectavel pode ser empregue, incluindo os
meétodos descritos por Hunter, et al., Nature 144:945 (1962); David, et
al., Biochemistry 13:1014 (1974); Pain, et al., J. Immunol. Meth. 40:219
(1981); e Nygren, J. Histochem. e Cytochem. 30:407 (1982). Os
métodos in vitro incluem a conjugagdo quimica bem conhecida na
técnica, incluindo a quimica compativel com proteinas, tais como a
quimica de aminoacidos especificos, tais como a Cys e Lys. A fim de
ligar uma porgao (tal como o PEG) a uma proteina da invengao, um
grupo de ligagdo ou grupo reativo € utilizado. Grupos de ligagao
adequados sdo bem conhecidos na técnica e incluem grupos dissulfito,
grupos tioéter, grupos de acido labeis, grupos fotolabeis, grupos
peptidase labeis e grupos esterase labeis. Os grupos de ligagao
preferidos sdo os grupos dissulfito e grupos tioéteres, dependendo da
aplicagao. Para polipeptideos sem um aminoacido Cis, um Cys pode ser
manipulado em um local para permitir que a atividade da proteina exista
enquanto cria um local para a conjugagao.

[00323] Adnectinas antimiostatina ligadas com uma porgéo
detectavel também sao uteis para imagiologia in vivo. O polipeptideo
pode ser ligado a um agente radio-opaco ou radioisétopo, administrado
a um individuo, de preferéncia na corrente sanguinea e a presencga e

localizac&o da proteina marcada no individuo é ensaiada. Esta técnica
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de imagem é util para estagios e tratamento de doencas malignas. A
proteina pode ser marcada com qualquer parte que é detectavel em um
individuo, quer por ressonancia magnética nuclear, radiologia ou outros
meios de deteccao conhecidos na técnica.

[00324] Adnectinas antimiostatina também sao uteis como agentes
de purificagdo por afinidade. Neste processo, os polipeptideos sao
imobilizados em um suporte adequado, tal como uma resina Sephadex
ou papel de filtro, utilizando métodos bem conhecidos na técnica.
[00325] Adnectinas antimiostatina podem ser empregues em
qualquer método de ensaio conhecido, tal como ensaios de ligagao
competitiva, ensaios em sanduiche diretos e indiretos e ensaios de
imunoprecipitagdo (Zola, Monoclonal Antibodies: A Manual of
Techniques, pp. 147-158 (CRC Press, Inc., 1987)).

[00326] Em certos aspectos, a invengao proporciona métodos para a
detecgdo de uma molécula alvo em uma amostra. Um método pode
ainda compreender contatar a amostra com uma Adnectina
antimiostatina aqui descrita, em que o referido contato é efetuado sob
condicbes que permitem a formacdo do complexo Adnectina
antimiostatina alvo; e detecg¢ao do referido complexo, detectando assim
o referido alvo na referida amostra. A detecgdo pode ser realizada
utiizando qualquer técnica reconhecida na area, tais como, por
exemplo, radiografia, ensaio imunoldgico, detecgdo de fluorescéncia,
espectroscopia de massa, ou ressonancia de plasma de superficie. A
amostra pode ser de um humano ou outro mamifero. As Adnectinas
antimiostatina podem ser marcadas com uma porgao de rotulagem, tal
como um radical radioativo, um grupo fluorescente, um radical
cromogénico, uma porgdo quimioluminescente, ou uma porgao de
hapteno. As Adnectinas antimiostatina podem ser imobilizadas em um
suporte solido.

XIl. Kits e artigos de Fabricagao
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[00327] A Adnectina antimiostatina da invencdo pode ser
proporcionada em um kit, uma combinagcdo embalada de reagentes em
quantidades predeterminadas com instru¢gdes para utilizacdo nos
métodos terapéuticos ou de diagndstico da invencgéo.

[00328] Por exemplo, em uma modalidade da invencao, um artigo de
fabricacdo contendo materiais Uteis para o tratamento ou prevencao de
disturbios ou condi¢gbes acima descritos. O artigo de fabricagao
compreende um recipiente e um rotulo. Os recipientes adequados
incluem, por exemplo, garrafas, frascos, seringas, e tubos de ensaio. Os
recipientes podem ser formados a partir de uma variedade de materiais
tais como vidro ou plastico. O recipiente contém uma composicao da
invencao que € eficaz para prevenir ou tratar o disturbio ou a condigéo
e pode ter uma porta de acesso estéril (por exemplo, o recipiente pode
ser um saco de solucgao intravenosa ou um frasco possuindo uma rolha
perfuravel por uma agulha de injecao hipodérmica). O agente ativo na
composicao € uma Adnectina antimiostatina da invencao. O rétulo no,
ou associado com, o recipiente indica que a composi¢ao € utilizada para
tratar a condicdo de escolha. O artigo de fabricagdo pode ainda
compreender um segundo recipiente compreendendo um tampao
farmaceuticamente aceitavel, tal como solugao salina tamponada com
fosfato, solugdo de Ringer e solucdo de dextrose. Pode ainda incluir
outros materiais desejaveis de um ponto de vista comercial e do
utilizador, incluindo outros tampdes, diluentes, filtros, agulhas, seringas
e inser¢gdes de embalagem com instrugdes para utilizagéo.
Incorporagao por Referéncia

[00329] Todos os documentos e referéncias, incluindo documentos
de patentes e sites, aqui descritos sdo incorporados individualmente em
relacdo a este documento, na mesma medida, como se tivessem sido
escritos neste documento, no todo ou em parte.

EXEMPLOS
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[00330] A invencado € agora descrita por referéncia aos seguintes
exemplos, que sao apenas ilustrativos e ndo se destinam a limitar a
presente invengcdo. Embora a invengao tenha sido descrita em detalhe
e com referéncia a modalidades especificas da mesma, sera evidente
para um versado na técnica que varias alteragdes e modificacdes
podem ser feitas sem se afastar do espirito e &mbito da mesma.
Exemplo 1 - Producgao de Proteinas

Producéo de Proteinas de Alta Capacidade (HTPP)

[00331] Aglutinantes selecionados clonados no vetor PET9d a
montante de um Hisstag e transformados em células de E. coli BL21
DE3 pLysS foram inoculados em 5 ml de meio LB contendo 50 ug ml de
canamicina, num formato de 24 pocos e cultivadas a 37 °C durante a
noite. 5 ml de meio LB fresco (50 pg/ml de canamicina) as culturas foram
preparadas para a expressao induzivel por aspiracdo de 200 ul a partir
da cultura durante a noite e dispensando-as no pogo apropriado. As
culturas foram cultivadas a 37 °C até Aeoo 0,6-0,9. Apds indugédo com 1
mM de isopropil-tiogalactosideo (IPTG), a cultura foi expressa durante
6 horas a 30 °C e coletada por centrifugagéo durante 10 minutos a 2750
ga4°C.

[00332] Os péletes de células (em formato de 24 pocgos) foram
lisados por ressuspensao em 450 ul de tampao de lise de NaH (50 mM
de NaH:PO4, 0,5 M de NaCl, 1x de Coquetel Inibidor de Prtease
Complete™ - livre de EDTA (Roche), 1 mM de PMSF, 10 mM de
CHAPS, 40 mM de imidazol, 1 mg/ml de lisozima, 30 ug/ml de DNAase,
2 mg/ml de aprotonina, pH 8,0) e agitados a temperatura ambiente
durante 1-3 horas. Os lisados foram limpos e re-extraidos para um
formato de 96 pocos, por transferéncia para um Unifiltro GF/D de 96
pocos Whatman equipado com uma placa de 96 pogos, 1,2 ml de
captura e filtrados por pressdo positiva. Os lisados limpidos foram

transferidos para uma placa quelante de 96 pogos de niquel ou de
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cobalto que tinha sido equilibrada com tamp&o de equilibrio (50 mM de
NaH2PO4, 0,5 M de NaCl, 40 mM de imidazol, pH 8,0) e foram incubados
durante 5 min. O material ndo ligado foi removido por pressao positiva.
A resina foi lavada duas vezes com 0,3 ml / po¢go com tampédo de
lavagem No. 1 (50 mM de NaH2POs4, 0,5 M de NaCl, 5 mM de CHAPS,
40 mM de imidazol, pH 8,0). Cada lavagem foi removida por pressao
positiva. Antes da eluicdo, cada poco foi lavado com 50 ul de tampéao de
eluicdo (PBS + 20 mM de EDTA), incubado durante 5 min, e esta
lavagem foi descartada por pressao positiva. A proteina foi eluida por
aplicagao de mais 100 pl de tampao de eluicdo a cada pogo. Apds uma
incubacdo de 30 minutos a temperatura ambiente, a placa (s) foi
centrifugada durante 5 minutos a 200 g e a proteina eluida coletada em
placas de captacédo de 96 pogos contendo 5ul de MgCl. a 0,5 M para
adicionados ao fundo da placa de captacgao de eluigao antes da eluicao.
Proteina eluida foi quantificada usando um ensaio de proteina total com
o dominio "9Fn3 tipo selvagem como o padrio de proteina.

Expressao e purificagao de aglutinantes de proteina arcabouco
baseadas em fibronectina insoluvel

[00333] Para a expressao, o clone selecionado (s), seguido pelo
HIS6tag, foi clonado em um vetor pET9d e foi expresso em células de
E. coli BL21 DE3 pLysS. Vinte ml de uma cultura de inéculo (gerada a
partir de uma unica col6énia chapeada) foram usados para inocular 1 litro
de meio LB ou Meio de Expressdo TB durante a noite (indugéo
automatica) contendo 50 pg/ml de canamicina e 34 pg/ml de
cloranfenicol. As culturas em meio LB foram incubadas a 37 °C até Asoo
0,6-1,0, altura em que foram induzidas com 1 mM de isopropil-
tiogalactosideo (IPTG) e cultivadas durante 4 horas a 30 °C. As culturas
cultivadas nos meios de Expressao TB durante a noite foram incubadas
a 37 °C durante 5 horas, altura em que a temperatura foi baixada para

18 °C e cultivadas durante 19 horas. As culturas foram coletadas por
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centrifugacado durante 30 minutos a = 10.000 g, a 4 °C. Os péletes de
células foram congelados a -80 °C. Depois de descongelar, o pélete
celular foi ressuspenso em 25 ml de tampao de lise (20 mM de
NaH:PO4, 0,5 M de NaCl, 1x de Coquetel Inibidor de Prtease
CompleteTM - livre de EDTA (Roche), pH 7,4) usando um
homogeneizador Ultra-Turrax (IKA works) em gelo. A lise celular foi
conseguida por homogeneizagao de alta pressao (= 18.000 psi) usando
um modelo MI 10S (Microfluidics). A fragao insoluvel foi separada por
centrifugacao durante 30 minutos a =223.300 g, a4 °C. O pélete insoluvel
recuperado a partir da centrifugagao do lisado foi lavado com 20 mM de
fosfato de sodio / 500 mM de NaCl, pH 7,4. O pélete foi ressolubilizado
em 6 M de cloridrato de guanidina em 20 mM de fosfato de sodio / 500
mM de NaCl pH 7,4 com sonicagao, seguido de incubacao a 37 graus
durante 1-2 horas. O pélete foi ressolubilizado foi filtrado com um filtro
de 0,45 ym e carregado em uma coluna HisTrap equilibrada com 20 mM
de fosfato de sédio / 500 mM de NaCl / tampéo de guanidinaa 6 M a pH
7,4. Apos o carregamento, a coluna foi lavada por mais 25 volumes de
coluna com o mesmo tampao. A proteina ligada foi eluida com 50 mM
de imidazol em 20 mM de fosfato de sédio / 500 mM de NaCl / guanidina-
HCla6 M apH 7,4. A proteina purificada foi redobrada através de didlise
contra 50 mM de acetato de sédio / 150 mM de NaCl, pH 4,5 ou PBS,
pH 7,2.

Expressao e purificagdo de ligantes de proteina a base de
arcabouco fibronectina soluveis

[00334] Como uma alternativa a purificagdo de aglutinantes
insoluveis, purificacdo de aglutinantes soluveis pode também ser
utilizada. Para a expressao, o clone selecionado (s), seguido pelo
HIS6tag, foram clonados em um vetor pET9d e expresso em células de
E. coli BL21 DE3 pLysS. Vinte ml de uma cultura de inéculo (gerada a

partir de uma unica colénia banhada) foram utilizados para inocular 1
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litro de meio LB ou meio de Expressao de TB durante a noite (indugédo
automatica) contendo 50 pg/ml de canamicina e 34 ug/ml de
cloranfenicol. As culturas em meio LB foram incubadas a 37 °C até Asoo
0,6-1,0, seguido de indugdo com 1 mM de isopropil-tiogalactosideo
(IPTG) e cultivadas durante 4 horas a 30 °C. As culturas cultivadas no
meio de Expresséo TB durante a noite foram incubadas a 37 °C durante
5 horas, apds o que a temperatura foi baixada para 18 °C e foram
cultivadas durante 19 horas. As culturas foram coletadas por
centrifugacao durante 30 minutos a = 10.000 g, a 4 °C. Os péletes de
células foram congelados a -80 °C. O pélete de células descongelado
foi ressuspenso em 25 ml de tampao de lise (20 mM de NaH2POa4, 0,5
M de NaCl, 1x de Coquetel Inibidor de Prtease Complete™ - livre de
EDTA (Roche), pH 7,4) usando um homogeneizador Ultra-Turrax (IKA
work) sobre gelo. A lise celular foi conseguida por homogeneizagéo de
alta pressao (= 18.000 psi) utilizando um microfluidizador Modelo M-
110S (Microfluidcs). A fragao soluvel foi separada por centrifugagao
durante 30 minutos a = 23.300 g, a 4 °C. O sobrenadante foi clarificado
utilizando um filtro de 0,45 um. O ligado clarificado € carregado em uma
coluna HisTrap (GE) pré-equilibrada com 20 mM de fosfato de sédio /
500 mM de NaCl, pH 7,4. A coluna foi entdo lavada com 25 volumes de
coluna do mesmo tampéao, seguido de 20 volumes de coluna de 20 mM
de fosfato de sddio / 500 mM de NaCl / 25 mM de imidazol, pH 7,4 e,
em seguida, 35 volumes de coluna de 20 mM de fosfato de sédio / 500
mM de NaCl / 40 mM de imidazol, pH 7,4. A proteina foi eluida com 15
volumes de coluna de 20 mM de fosfato de sédio / 500 mM de NaCl /
500 mM de imidazol, pH 7,4, as fragdes foram reunidas com base na
absorvancia A2so, e dialisadas contra PBS 1x ou 50 mM de Tris, 150 mM
de NaCl, pH 8,5 ou 50 mM de NaOAc, 150 mM de NaCl, pH 4,5. Os
precipitados foram removidos por filtracdo com um filtro de 0,22 pm.

PEGuilagcdao Especifica de Sitio de Adnectinas com polietileno
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glicol (PEG)

[00335] Adnectinas contendo um residuo de cisteina foram
conjugadas com PEG ou reagente de bloqueio de cisteina via quimica
de adigao de Michael entre o grupo tiol na cisteina e o grupo funcional
maleimida de PEG ou n-etiimaleimida (NEM). Para PEGuilagdo com
PEG de 2 ramificagées de 40kDa (NOF Corporation, P/N GL2-400MA),
o PEG foi adicionado em excesso molar a solugdo de proteina sob
condigbes ligeiramente acidas a pH neutro. A reacgdo foi deixada
prosseguir a temperatura ambiente durante 2 horas por uma noite. A
reacao foi entdo aplicada a uma coluna de permuta de ions para separar
a Adnectina PEGuilada da PEG-maleimida que nao reagiu e Adnectina
nao PEGilada. Para PEGuilagdo com PEG de 4 ramificagdes de 40 kDa
(NOF, P/N GL4-400MA) ou bis-PEG de 20 kDa (NOF Corporation, P/N
DE-200MA), a Adnectina foi purificada a partir de SP FF em tampao de
citrato, pH 6,5. Apds a redugédo com DTT, a amostra foi dessalinizada
em uma coluna G25 no mesmo tampao para remover o DTT e reagida
com 20 kDa de bis-PEG ou PEG de 4 ramificagdes de 40K na proporg¢ao
de 2:1 (PEG:adnectina) durante 2 horas a temperatura ambiente, e a
reagao parou com a adicao de excesso de BME. A amostra foi purificada
por uma coluna Resource 15S (GE No. 17-0944-10) para remover
seletivamente espécies ndo PEGiladas (e espécies mono-PEGiladas
em caso de reagdo de bis-PEG de 20 kDa). Uma coluna de SEC
preparativa final (GE No. 17-1071-01, Superdex200, 26/60) foi usada
(se necessario) para remover espécies de elevado peso molecular e
Adnectina nao reativa. Para preparar uma Adnectina CYS-bloqueada,
um excesso molar de 10 vezes de NEM (Pierce Chemical) foi adicionado
imediatamente apds a etapa acima mencionada de dessalinizacao G25
em tampao de citrato (pH 6,5). Isto foi incubado durante 1 hora a
temperatura ambiente e a reacdo foi interrompida pela adicdo de

excesso de BME. A amostra foi em seguida extensivamente dialisada
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contra PBS. Os conjugados de Adnectinas purificadas foram analisados
por SDS-PAGE e cromatografia de exclusao de tamanho.

Purificagdao e PEGuilagao de aglutinantes de proteina arcaboucgo
baseados em fibronectina ndo marcada

[00336] Aglutinantes selecionados foram clonados em um vetor
pET9d sem Hisetag e expressos em células de E. coli BL21 DE3 pLysS.
25 ml de uma cultura de inéculo previamente isolada a partir de uma
unica colénia plaqueada foram cultivados em um frasco de 125 ml até
OD 600 nm atingir 1-2, usando meios de pH 6,85 + 50 ug/ml de
canamicina (cloreto de aménio, acido citrico, citrato de amdnio férrico,
sulfato de magnésio, fosfato de sdédio monobasico monohidratado,
dextrose anidra, glicerol, Fitona peptona, extrato de levedura granulada,
sulfato de canamicina, sulfato de aménio para ajuste do pH). Um
fermentador de 10 L (7,5 L de partida volume de meio de batelada) foi
inoculado a uma OD 600 nm final de 0,003. A cultura foi crescida
durante a noite a 25 °C com agitagao constante a 650 rpm e niveis de
O2 dissolvidos de > 30%, enquanto se mantém o pH. No dia seguinte, a
temperatura foi mudada para 37 °C e a cultura foi crescida até OD 600
nm atingir 20-25. Uma vez que o didmetro externo do alvo foi alcangado,
a temperatura foi mudada para 30 °C e a cultura induzida com IPTG
(concentragao final: 1 mM). Um meio de alimentagéo (glicerol, Phytone
peptona, extrato de levedura granulada, sulfato de canamicina, e acido
fosforico para ajuste do pH) foi adicionado a uma velocidade de 40 ml
de formacao de meio/L de volume/h. As células foram coletadas por
centrifugacédo a 10.000 g durante 30 min a 4 °C. Os péletes de células
foram congelados a -80 °C.

[00337] A pasta celular foi descongelada em 1x PBS, a uma
proporcdo de 10 ml de tampdo / g de pasta celular. Uma vez
descongelada, a amostra foi interrompida com um homogeneizador

UltraTurrax (IKA works) até se tornar homogénea. A solucgéao foi entédo
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passada duas vezes através de um microfluidizador a 18.000 psi. A
fragdo soluvel foi separada por centrifugacéo durante 30 minutos a =
10.000 g, a 4 °C. O sobrenadante foi diluido 1:1 com acetato de sédio
(pH 4,5), e clarificado com um filtro de 0,2 um. O lisado clarificado foi
carregado em uma coluna de SP FF (SP1; GE) pré-equilibrada com 50
mM de acetato de sddio (pH 4,5). A coluna foi em seguida lavada com
2 volumes de coluna do mesmo tampao, seguido de 8 volumes de
coluna de 50 mM de acetato de sddio / 350 mM de NaCl, pH 4,5. A
proteina foi eluida com 50 mM de acetato de sédio / 700 mM de NaCl,
pH 4,5. Eluigdes foram reunidas com base na absorvancia a Axso.
[00338] A eluicao SP1 foi diluida 1:5 com 20 mM de fosfato de sddio
(pH 6,7) e carregada em uma coluna de SP FF (SP2) pré-equilibrada
com 20 mM de fosfato de sédio / 100 mM de NaCl, pH 6,7. A coluna foi
em seguida lavada com 2 volumes de coluna do mesmo tampao. A
proteina foi eluida a partir da coluna com 20 mM de fosfato de sédio /
0,5 M de NaCl, pH 6,7. Eluicbes foram reunidas com base na
absorvancia a A2so.

[00339] A eluicao SP2 foi diluida a 100 mM de NaCl com 20 mM de
fosfato de sodio (pH 6,7) e carregada em uma coluna Q FF (GE) pré-
equilibrada com 20 mM de fosfato de sédio / 100 mM de NaCl, pH 6,7.
O pico FT (contendo produto) foi recolhido. A coluna foi lavada com
tampao de equilibrio até o pico FT retornar a linha de base.

[00340] Adnectinas contendo um residuo de cisteina engenheirado
foram conjugadas com PEG via adi¢do quimica de Michael entre o
grupo tiol na cisteina e o grupo funcional maleimida do reagente PEG.
A fracdo Q FT foi PEGuilada com PEG ramificado de 40 kDa em uma
razao molar de 2:1 de PEG para proteinas. A amostra foi incubada
durante a noite a temperatura ambiente. A reacdo de PEGuilagao foi
diluida com 2 partes de 50 mM de acetato de sddio (pH 4,5) e carregada

em uma coluna de SP FF (GE) pré-equilibrada com 50 mM de acetato
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de sédio (pH 4,5). A coluna foi lavada com dois volumes de coluna do
mesmo tampao. Proteina PEGuilada foi eluida a partir da coluna com
50 mM de acetato de sddio / 200 mM de NaCl, pH 4,5). Elui¢ées foram
reunidas com base na absorvancia a Azso. Proteina PEGuilada foi
concentrada utilizando uma membrana de 30kDa da Millipore Biomax.
A amostra foi filtrada através de um filtro de 0,22 ym e armazenada a,
por exemplo, 4 °C, -20 °C ou -80 °C.

Expressado transitéria e purificacdo de proteinas arcabouco
ligantes a base de fibronectina Fc-formatados

[00341] Para a geragao de DNA, os candidatos selecionados foram
clonados em um PDV-16 a partir dos quais o plasmideo a partir de
células de E. coli Top 10 foram transformados. PDV-16 é uma versao
modificada de pTT5 (Yves Durocher, NRC Canada), em que a
sequéncia de codificagao de IgG1-Fc humano foi introduzida, precedida
pela sequéncia de sinal e sitios de restricao foram incluidos para permitir
a insercao de sequéncias de codificacao de Adnectina em qualquer um
dos terminais de Fc. As células transformadas foram expandidas
através da inoculagao de 1 L de caldo de Luria contendo 100 ug/ml de
ampicilina e incubadas em um incubador rotativo a 225 rpm durante 18
horas a 37 °C. Os péletes bacterianos foram coletados por centrifugagéo
a >10000g durante 30 minutos a 4 °C. DNA de plasmideo purificado foi
isolado utilizando um kit Qiagen Plasmid Mega Plus (QIAGEN) como
descrito no protocolo do fabricante. O DNA purificado foi quantificado
utilizando a absorvancia a 260 nm e congelado a -80 °C antes de usar.
[00342] Células HEK 293-EBNA 1 (clone 6E) (Yves Durocher, NRC
Canada) foram expandidas para 2x108 células / ml em 2 L de meios F17
em um saco de de 10 L da GE Healthcare Wave a 37 °C, 5% de CO., e
misturadas agitando com um angulo de 8 graus a 18 rpm.

[00343] DNA foi preparado para transfecgdo como se segue: Meios

F17 foram aquecidos a 37 °C. DNA e um reagente de transfeccao de
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PEI foram descongelados em uma capa biosegurancga estéril. DNA (2,25
mgq) foi adicionado a 100 ml de meio F17 aquecido em um frasco de
cultura de polipropileno estéril e misturado suavemente, através de
agitagdo. Em um frasco separado, 6,75 mg de PEI (1 mg/ml) foi
combinado com 100 ml de meios F17 pré-aquecido e misturado
suavemente, através de agitagdo Os frascos foram deixados a
descansar durante 5 minutos antes da combinagao dos conteudos por
adicdo da solugao de PEI ao frasco contendo o DNA e misturando
suavemente por redemoinho.

[00344] Os conteudos do frasco contendo a mistura de DNA: PEI
foram adicionados ao saco contendo wave as células HEK 293-6E apos
incubagcdo a temperatura ambiente durante 15 minutos na capa de
biosseguranca. O saco contendo as células HEK 293-6E transfectadas
foi incubado durante vinte e quatro horas a 37 °C, 5% de CO., e
misturado por um angulo de balango em 8 graus a 18 RPM. Apos 24
horas, 100 ml de 20% de triptona de N1 filtrado estéril (Organotechnie,
Canada) dissolvido em meio F17 foi assepticamente adicionado a
cultura. As células e os meios foram colhidos apds um periodo adicional
de 72 horas de incubacgao, tal como descrito acima. Alternativamente, a
expressao de HEK transiente em frascos de agitagao (0,5 L meio em
um frasco de 2 L) pode ser realizada com uma relagdo DNA:PEI de 1:2.
As células foram separadas do meio condicionado por centrifugagcéo a
6000g durante 30 minutos a 4 °C. O meio condicionado foi retido, filtrado
através de um filtro de 0,2 yM, e armazenado a 4 °C.

[00345] O meio condicionado foi aplicado a uma coluna de
cromatografia de 10 ml contendo resina Sure MabSelect GE preé-
equilibrada com PBS a uma taxa de 5 ml / minuto. Depois de colocar os
meios condicionados filtrados, a coluna foi lavada com pelo menos 100
ml de PBS a temperatura ambiente. O produto purificado foi eluido a

partir da coluna com a aplicagdo de 100 mM de glicina / 100 mM de
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NaCl, pH 3,0. As fragdes foram neutralizadas em pH, quer por coletaem
tubos contendo 1/6 de volume de 1M de Tris, pH 8, ou através do
agrupamento de acordo com absorvancia A280, seguido pela adi¢ao de
1 M de Tris pH 8 a 100 mm. Se o teor de espécies de elevado peso
molecular € superior a 5% apods eluicdo da Proteina A, em seguida, a
amostra é ainda mais purificada por uma coluna 200 (26/60) Superdex
(GE Healthcare) em PBS. As fragdes SEC contendo monémeros sao
reunidas e concentradas. A proteina A ou grupo SEC resultante foi
exaustivamente dialisada contra PBS a 4 °C, e esterilizada por filtragao
usando um filtro de corte de 0,22 ym antes de congelar a -80 °C.
Fabricacao em Massa: Expressdao de Mamifero e Recuperagado
Primaria: Sistema UCOE CHO

[00346] Um Banco de Célula de Pesquisa (RCB) de mamiferos foi
criado por transfecgéo de fusdes Adnectina antimiostatina-Fc clonadas
no vetor pUCOE contendo o Elemento de Abertura de Cromatina
Ubiquo (UCOE) [vetor UCOE modificado da MiUipore] em células CHO-
S. Um RCB foi estabelecido por expansao de células em meio de
selegao (0,04% (v/v), L-Glutamina (Invitrogen) e 0,01 (v/v) Suplemento
HT (Invitrogen) em meio CHO CD (Invitrogen)), contendo 12,5 ug/ml de
puromicina. Numero de células de baixa passagem foi assepticamente
isolado através de centrifugacdo, ressuspensas em meio de banco
(0,04% (v/v), L-glutamina (Invitrogen), 0,01% (v/v) Suplemento HT
(Invitrogen) e 7,5% (v/v) de DMSO em meio CHO CD (Invitrogen)) a uma
concentragdo final de 1 x 107 células / mL. Estas células foram
inicialmente congeladas em um banho de alcool isopropilico a 70% a -
80 °C durante a noite e, em seguida, transferidas para nitrogénio liquido
durante a armazenagem a longo prazo no dia seguinte.

[00347] A cultura celular foi iniciada por descongelamento de um
frasco de RCB em 25 mL de meio de selegdo contendo 12,5 ug/ml de

puromicina e expandindo a cultura no mesmo meio. As células foram
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deixadas atingir uma concentragdo entre 1-2 x 108 células / ml, antes de
serem divididas de volta para 0,2 x 108 células / mL. As células foram
geralmente mantidas entre 2-4 semanas antes de semear um biorreator.
A expansao da cultura foi passada por um tempo final e deixada crescer
até o ponto em que um biorreator de 15 L contendo 8 L de meios de
producao (meios CD CHO Invitrogen contendo 0,01% (v/v) Suplemento
HT (Invitrogen), 0,04% (v/v) Glutamax (Gibco), e 0,005% (v/v) de
Pluronic F-68 (Gibco)) pudesse ser semeado a uma densidade final de
0,2 x 108 células / mL. O biorreator cultura foi monitorizado diariamente
para VCD (densidade de células viaveis), percentagem de viabilidade,
pH, e concentragao de glicose. A cultura do biorreator foi alimentada
nos dias 3 e 6, com um volume total de 10% de adic¢cao de bolus de
meio de alimentacao. A cultura foi coletada entre o dia 7 e o dia 9, com
uma viabilidade percentual > 70%. Durante a cultura, a cultura do
biorreator foi controlada a um pH de 7,1, temperatura de 37 °C, %DO0O2
de 40%, e uma constante de 100 RPM.

[00348] No dia da colheita, as culturas de biorreator foram passadas
diretamente através de um filtro de profundidade 6.0 / 3.0 ym seguido
de uma filtracao estéril de 0,8 / 0,2 um em um saco estéril. Cultura estéril
clarificada foi armazenada durante a noite a 2-8 °C. A cultura clarificada
foi entdo concentrada através de flatsheet TFF utilizando uma
membrana de 30.000 kDa. A concentragdo aproximada foi 6x,
dependendo da titulacdo coletada. Sobrenadante concentrado foi
depois filtrado para esterilizagdo em garrafas de PETG e ou
processados diretamente ou guardados a -80 °C.

Purificagao de Fusao de Antimiostatina-Adnectina-Fc

[00349] Sobrenadante da cultura coletado (puro ou concentrado) é
carregado em uma coluna de Proteina A MabSelect previamente
equilibrada com PBS. A coluna é lavada com 5CV de 50 mM de Tris pH
8,0, 1 M de ureia, 10% de PG. Fusao de Adnectina-Fc é eluida com 100
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mM de glicina pH 3,3, coletando o pico em um recipiente que é
previamente carregado com 1CV de 200 mM de Acetato de sddio de pH
4.,5. Eluicdo de pico é baseada na absorvancia a A280.

[00350] A eluicao da Proteina A é diluida a pH 3,0 com a adicao de
2 M de acido citrico e deixada a temperatura ambiente durante 1 hora,
para inativagao viral. A amostra é entado diluida com 200 mM de fosfato
de sddio tribasico até pH 4,5 ser atingido. Se necessario, a solugéao &
ainda diluida com agua para baixar a condutividade abaixo de 10
ms/cm.

[00351] A eluicdo da proteina A diluida é passada sobre um Tosoh Q
600C AR (Tosoh Bioscience), previamente condicionado com 50 mM de
acetato de sddio pH 4,5, em um modo de captura negativa. O pico de
capacidade de vazao é recoletado, com base na absorvancia a A280. A
coluna é lavada com 50 mM de acetato de sodio e removida com NaOH
a 0,2N.

[00352] A capacidade de vazao Q 600C AR é formulada por meio da
filtracdo de fluxo tangencial utilizando uma membrana de fibra oca 30K
NMWCO (GE), com mistura muito suave do retido. A fuséo de
Adnectina-Fc é diafiltrada em 25 mM de fosfato de sddio, 150 mM de
Trealose pH 7,0 durante 6 diavolumes, e depois concentrada para uma
concentracao de proteina alvo.

Exemplo 2 - Avaliagao Biofisica de Proteinas Antimiostatina
[00353] Cromatografia de exclusao de tamanho: Cromatografia de
exclusdo de tamanho (SEC) padrdo foi realizada em Adnectinas
candidatas resultantes do processo de meia escala. SEC de material de
meia escala foi realizado utilizando uma coluna Superdex 200 10/30 ou
sobre uma coluna Superdex 75 10/30 (GE Healthcare) em um sistema
HPLC 1100 ou 1200 da Agilent com deteccdo UV a A214 nm e A280 nm
e com deteccgao de fluorescéncia (excitagdo 280 nm, emissao 350 nm).

Um tampéao de 100 mM de sulfato de sédio / 100 mM de fosfato de sédio
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/ 150 mM de cloreto de sddio, pH 6,8 foi utilizado a uma taxa de fluxo
apropriada para a coluna SEC empregue. Padrbes de filtragdo em gel
(BioRad Laboratories, Hercules, CA) foram utilizados para a calibragao
de peso molecular. Os resultados da SEC sobre Adnectinas purificadas
de meia escala mostraram Adnectina predominantemente monoméricas
e eluicdo no intervalo aproximado de 10 kDa vs. padrbes de Filtragao
em Gel globulares (BioRad), conforme mostrado nas tabelas 9 e 10.

[00354] Termoestabilidade: Analise de Fluorescéncia de Varredura
Térmica (TSF) de Adnectinas de HTPP foi realizada para seleciona-las
para estabilidade térmica relativa. As amostras foram normalizadas para
0,2 mg/ml em PBS. 1 ul de corante laranja Sypro diluido 1:40 com PBS
foi adicionado a 25 ul de cada amostra e a placa foi selada com um selo
adesivo de microplaca de 96 pocos claro. As amostras foram varridas
utilizando uma maquina de RT-PCR BioRad aumentando a temperatura
de 25 °C-95 °C, a uma taxa de 2 graus por minuto. Os dados foram
analisados utilizando o software 2.0 gerenciador CFX BioRad. Os
valores obtidos com GST foram mostrados correlacionando-se bem
com os valores de Tm obtidos por DSC em uma faixa de fusédo de 40 °C
a 70 °C. Esta é considerada a faixa de trabalho aceitavel para esta
técnica. Um resultado de ND ("Sem Dados") é obtido quando a
inclinacao da curva de transi¢cao € demasiada pequena para permitir que
0 seu pico derivado (a taxa de variagao na fluorescéncia com o tempo)
deve ser distinguido do ruido. Um resultado "ND" n&o pode ser
interpretado como uma indicagao de estabilidade térmica. Analise de
Calorimetria de Varredura Diferencial (DSC) de HTPP'd dialisado e
Adnectinas de meia escala foi realizada para determinar os seus
respectivos Tm,S. Um solugdo de 0,5 mg/ml foi digitalizada em um
calorimetro de Varredura Diferencial Capilar de VP (Microcal GE) pela
elevagao da temperatura de 15 °C a 110 °C, a uma taxa de 1 grau por

minuto sob 70 psi de pressdo. Os dados foram analisados vs. uma
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execucao de controle do tampéo adequado usando um melhor ajuste
usando Origin Software (OriginLab Corp). Os resultados das analises
de DSC e TSF est&o resumidos nas Tabelas 8-10. Como mostrado nas
Tabelas 8-10, muitos dos clones exibiram temperaturas nao
desdobradas superiores a 60 °C, indicando uma estrutura altamente e
biofisicamente estavel apropriada para a formulagdo farmacéutica.
Adnectinas eram geralmente tolerantes com PEGuilagédo ou formatacéo
de Fc sem perda aparente de estabilidade. Em alguns casos, estes
formatos proporcionaram uma estabilidade melhorada. Por exemplo,
3116_A07 como uma Adnectina ndo modificada tem uma Tm com GST
de 60 °C, mas quando PEGuilado (ATI-1377) a Tm por DSC foi 68°C, e
em um formato de Fc-X (PRD-1286) a Tm por DSC foi 66 °C.

Exemplo 3 - Ensaio de Luciferase Baseado em Célula

[00355] Um plasmideo reporter de luciferase, Elemento Responsivo
a Activina (ARE)-luc, foi gerado por ligagao de nove repeticdes do ARE
em tandem para a reporter luciferase de vagalume. O plasmideo foi
transfectado transientemente em células HepG2. O plasmideo pGL4.74
[hRIuc/TK] foi cotransfectada para normalizar para a eficiéncia de
transfeccdo. 10.000 células foram plaqueadas por cavidade de uma
placa de 96 pogos. Quando uma proteina, tal como a miostatina,
activina, ou BMP-11, € adicionada as células e se liga ao seu receptor
cognato, a SMAD de sinalizagao jusante é disparada, levando a ligagao
de um complexo SMAD fosforilado para o ARE. A quantidade de, por
exemplo, a miostatina, exposto as células é diretamente proporcional a
quantidade de proteina luciferase produzida e, por conseguinte, a
atividade da luciferase medida. Quando um antagonista da miostatina
(por exemplo, uma Adnectina antimiostatina) é adicionado em
simultdneo com a miostatina para as células, a ativacdo do ARE diminui,
conduzindo a uma producao e a atividade de luciferase diminuida.

[00356] Nesta experiéncia, (1) Adnectina antimiostatina e miostatina,
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(2) Adnectina antimiostatina e activina A, ou (3) Adnectina antimiostatina
e BMP-11 foram pré-incubados previamente a adigcao as células. A
miostatina (R&D Systems) foi utilizada a 10-500 pM, ativina A (R&D
Systems) a 10-500 pM, e BMP-11 (R&D Systems) a 10-500 pM. Apéds
incubacdo durante a noite com varias combinagdes destes, as células
foram lisadas e a atividade da luciferase (luminescéncia) medidas com
o sistema ensaio de luciferase Dual-Glo ® (En Vision). O IC50 é definido
como a concentracao de Adnectina necessaria para alcancar 50% de
inibicdo da atividade da luciferase induzida por miostatina ARE.
[00357] Como mostrado nas Tabelas 8-10, Adnectinas antimiostatina
inibiram os aumentos mediados por atividade de miostatina em reporter
ARE-luc.

Exemplo 4 - Ensaio de Ligagao de HTRF

[00358] Um ensaio de HTRF foi usado para medir as afinidades de
ligacao das Adnectinas antimiostatina a miostatina. O ensaio foi um ensaio
HTRF competitivo usando etiqueta Eu-W 1024 como um fluor6foro doador
e Alexa Fluor ® 647 como um fluoréforo aceitador. O biotinilado Adnectina
1889E01 e Alexa Fluor® 647 rotulado rhActRIIb-Fc pode ligar miostatina
simultaneamente em dois sitios de ligacdo distintos. A Streptavidina
rotulada com EU-W1024 é usada para ligar 1889E01 biotinilado. Os dois
fluoroforos, Eu-W1024 e Alexa Fluor ® 647, estao reunidos pela formacéao
de um complexo 1889E01 / miostatina / ActRIIb-Fc, e o sinal de HTRF
pode ser lida em um leitor de placas En Vision (Perkin Elmer) utilizando
um protocolo de HTRF . Na presenca de uma Adnectina competitiva, o
sinal de HTRF diminui. IC50s sao apresentados nas Tabelas 8-10.
Tabela 8: Caracterizacao biofisica, ensaio de repérter ARE-luciferase,
e resultados de ensaio de ligagdo de HTRF para monoAdnectinas

antimiostatina.

Ensaio ARE-luciferase HTRF
ID Tm - Tm-DSC Mio IC50 | BMP-111C50 | Activina A | Mio IC50
TSF (nM) (nM) IC50 (nM) | (nM)
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1979_B06 48 0,11 3,3 194 ND
2062_G02 48 205 1500 >1500 ND
2522_C09 40 0,06 1,6 1000 ND
2523 _G06 49 49 4,2 46 >2000 ND
2524_C11 ND 55 0,1 0,89 765 ND
2524_D09 54 49 0,06 0,55 84 ND
2524_E10 ND 0,09 5,6 >1000 ND
2524 _HO05 40 0,09 7,3 >1000 ND
2524 H11 49 0,03 6,2 >1000 ND
2525 _B01 ND 0,11 3,2 73 ND
2525_D02 58 55 0,05 1.1 345 ND
2525_D05 ND 69 0,11 3,9 >1000 ND
2525 FO7 46 0,13 3,4 >1000 ND
2987_A06 50 0,10 23 283 ND
2987_B04 48 0,12 3,3 239 ND
2987_B09 52 0,01 0,92 172 ND
2987_C02 50 0,06 71 464 ND
2987_D05 49 0,11 2,4 2000 ND
2087_EO03 51 0,.10 2,3 224 ND
2987_EO08 52 0,05 2,8 352 ND
2987_F01 49 0,05 6,5 594 ND
2987_F06 52 0,08 20 538 ND
2987_G04 49 0,09 3,3 171 ND
2987_G09 54 0,05 0,91 >2000 ND
2987_H02 51 0,.05 1" 794 ND
2087_HO07 57 0,02 55 >400 ND
3006_A10 62 0,08 2,0 >2000 0,15
3007_B08 57 0,06 0,23 423 0,14
3007_C09 63 0,04 0,89 417 0,14
3007_C10 66 0,03 1,0 >2000 0,14
3008_A03 59 0,11 22,6 >2000 0,22
3008_B08 57 0,35 9,3 254 0,37
3008_D04 56 0,09 1.2 720 0,14
3008_F01 63 0,08 0,12 >2000 0,21
3008_GO01 57 0,03 0,31 >2000 0,11
3008_G03 58 0,09 1,3 >2000 0,13
3115_D04 64 0,16 3,6 >1000 0,20
3115_E06 62 0,07 2,0 >1000 0,14
3116_A06 64 0,14 13 >1000 0,15
3116_A07 60 0,04 0,5 >1000 0,11
3116_CO01 60 0,10 6,7 1000 0,35
3116_C06 61 0,14 8,9 >1000 0,18
3116_HO06 60 0,10 1,6 >1000 0,13

Peti¢do 870220123725, de 30/12/2022, pag. 194/255




191/239

3146_A08 69 0,70 48 >1000 0,26

ATI-1267 60 0,06 0,50 644 0,12

ATI-1275 53 0,03 0,14 19 0,19

ATI-1277 Nenhuma 0,14 1,18 2000 0,38
transicao

ATI-1340 54 0,05 4,87 324 0,16

Tabela 9: Caracterizagao Biofisica, ensaio de reporter ARE-luciferase,
e resultados de ensaio de ligacdo de HTRF para Adnectinas

antimiostatina PEGuiladas.

Ensaio ARE-luciferase HTRF

ID Tm - Tm- % de mon6- | MioIC50 | BMP-11 Activina A | MioIC50

TSF DSC | mero (SEC) | (nM) IC50 (nm) | IC50 (nM) | (nM)
ATI-1106 177 1414 >2000
ATI-1107 63 98 19 888 >2000 ND
ATI-1266 60 97,8 0,12 0,89 2000 0,21
ATI-1276 56 94,6 0,08 0,15 110 0,28
ATI-1278 46 93,7 0,27 1,1 >2000 0,54
ATI-1338 59 0,28 5,8 >1000 0,24
ATI-1339 61 0,28 6,0 >1000 0,28
ATI-1341 53 0,03 0,14 14 0,13
ATI-1359 57 96,5 0,26 3,1 >1000 0,36
ATI-1375 67 >99 0,17 1,6 >1000 0,76
ATI-1376 70 >99 0,03 0,83 >1000 0,32
ATI-1377 68 >99 0,05 0,78 >1000 0,15
ATI-1378 74 >99 0,29 5,4 >1000 1,29
ATI-1379 69 >99 0,10 4,3 >1000 0,28

[00359]
Tabela 10: Caracterizagao Biofisica, ensaio de repérter ARE-luciferase,

e resultados de ensaio de ligacdo de HTRF para Adnectinas

antimiostatina fundidas com Fc.

Ensaio ARE-luciferase HTRF
ID Tm- | Tm- % de Mo- Mio IC50 BMP-11 Activina A | Mio IC50
TSF DSC némero (SEC) (nM) IC50 (nm) 1IC50 (nM) (nM)
PRD-932 0,24 ND ND ND
PRD-1171 0,08 0,20 19 0,14
PRD-1173 0,02 0,10 6 0,12
PRD-1174 Tm1 61 0,04 0,10 4 0,09
Tm2 67
Tm3 83
PRD-1175 0,10 0,28 19 0,15
PRD-1177 0,16 0,28 21 0,64
PRD-1178 Tm1 60 0,08 0,25 16 0,27
Tm2 69
Tm3 84
PRD-1180 Tm1 68 0,07 0,11 14 0,13
Tm2 83
PRD-1284 0,02 0,04 44 0,62
PRD-1285 Tm167 97 0,05 0,03 216 0,49
Tm2 68
Tm3 80
PRD-1286 Tm1 66 | 99 0,10 0,11 94 0,73
Tm2 68
Tm3 81
PRD-1287 0,30 0,80 >1000 2,70
PRD-1288 Tm1 65 93 0,08 0,10 >1000 0,47
Tm2 69
Tm3 81
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PRD-1301 0,06 0,06 15 0,07
PRD-1302 0,03 0,02 14 0,12
PRD-1303 0,02 0,03 314 0,11
PRD-1304 0,05 0,07 45 0,24
PRD-1305 0,06 0,07 113 0,10
PRD-1471 Tm1 62 99 0,16 0,16 60 0,47
Tm2 68
Tm3 81
PRD-1472 Tm1 62 100 0,07 0,05 1000 0,41
Tm2 69
Tm3 80
PRD-1473 Tm1 63 100 0,07 0,06 125 0,73
Tm2 69
Tm3 81
PRD-1474 Tm1 63 100 0,08 0,09 >1000 0,45
Tm2 69
Tm3 81

Exemplo 5- Inibicaio mediada por Adnectina antimiostatina de
fosforilagdo de SMAD2 induzida por miostatina

[00360] Células de rabdomiossarcoma RH41 humano (DSMZ,
Braunschweig, Alemanha) foram utilizadas para a anélise de resposta
de inibicdo 12-, 2-, e 4 pontos descrita abaixo. As células foram
removidas do meio de cultura e lavadas para remover o soro e
desativadas em meio de ensaio contendo BSA durante 4 horas. As
células foram levantadas do frasco usando verseno e transferidas para
placas de polipropileno de fundo em V de 96 pogos a 5x10° células /
poco. Para a resposta de inibicdo de 12 pontos, 100 pM de miostatina
recombinante (R&D Systems), pré-incubados durante 1 hora com uma
faixa de concentracdes de diluicdo de 5 vezes de Adnectinas a partir de
1000 nM (ou seja, 1000 nM, 200 nM, 40 nM, 8 nM, 1,6 nM, 0,32 nM,
0,064 nM, 0,0128 nM, 0,00256 nM, 0,000512 nM, 0,000102 nM,
0,0000204 nM), foi adicionado as células. Para a inibicdo de resposta
de 4 pontos, 100 pM de miostatina, pré-incubados durante 1 hora com
uma faixa de concentragdo de Adnectinas (30 nM, 3 nM, 0,1 nM ou
0,001 nM), foi adicionado as células. Para a resposta de inibicdo de 2
pontos, 100 pM de miostatina, pré-incubados durante 1 hora com um
intervalo de concentragdo de Adnectinas (10 mM ou 0,5 nM), foi
adicionado as células. As células foram tratadas com a mistura
miostatina - Adnectina durante 1 hora a 37 °C para induzir a fosforilagéo

de SMAD2 (pSMADZ2). A estimulacdo foi interrompida colocando as
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células em gelo e adicionando PBS gelado. As células foram
sedimentadas e lisadas de acordo com protocolos padrao e fosforilacéo
de SMAD2 detectada utilizando um ensaio ELISA (Cell Signaling
Technologies). A inibigdo conseguida pela faixa de concentragdes de
Adnectinas foi representada graficamente utilizando o Software
GraphPad Prism e normalizando pontos de dados para controles que
deram 100% e 0% de inibigdo. O IC50 é definido como a concentragao
de Adnectina necessaria para alcancar 50% de inibicdo da fosforilagao
de SMAD2 induzida por miostatina. Os dados apresentados na Tabela
11 indicam que Adnectinas derivadas de optimizacdo de afinidade de
clones parentais 1979 B06 e 2062 _GO02 tanto de forma potente quanto
completamente inibiram fosforilagdo de pSMAD induzida por miostatina
e os valores de IC50 demonstrados variando de 0,78 nM a 0,06 nM. Isto
representa uma melhoria de 16-75 vezes maior do que em valores de
IC50 nos clones parentais 1979 B06 (IC50 = 12,8 nM) e 2062_G02
(IC50 = 59,1 nM).

Tabela 11. Inibicdo da fosforilacgo de SMAD2 (pSMAD2) por

Adnectinas antimiostatina

Ensaio de pSmad2

ID Mio IC50 (nM) Mio IC50 (nM) | Mio % de
12-pontos 4-pontos Inibicao

a10 nM

1979 _BO06(aka ATI-1133) 12,8+2,4

2062_G02(aka ATI-1134) 59,1+16,2

2522 C09 0,13

2523 G06 0,78

2524 C11 0,14

2524 D09 0,11

2524 E10 0,13

2524 HO05 0,13

2524 H11 0,11

2525 B01 0,14

2525 D02 0,36

2525 D05 0,20

2525 F07 0,27

3006_A10 51

3007 _B08 97

3007_C09 80

3007_C10 76

3008_A03 87

3008 _B08 90
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3008_D04 92
3008 _FO01 86
3008_GO1 98
3008 _G03 91
3115_D04 0,06
3115_E06 0,06
3116_A06 0,27
3116_A07 0,06
3116_CO01 0,26
3116_C06 0,73
3116_HO06 0,06
3146_A08 0,78

Exemplo 6 - Medicoes de afinidade de SPR para Adnectinas
antimiostatina - Cinéticas de ligagcao de Adnectinas usando o
formato de SPR A

[00361] Anticorpo Fc anti-humano (Biacore / GE) foi imobilizado em
um chip CM5 Biacore através acoplamento NHS / EDC de acordo com
as instrugdes do fabricante. ActRIIb-Fc (R&D Systems) foi capturado em
ambas as células de referéncia e de fluxo ativo, seguido pela captura de
miostatina humana (R&D Systems), BMP-11 humano (GDF-11; R&D
Systems), ou Activina A humana (R&D Systems) em células de fluxo
ativos apenas (cada uma solubilizada de acordo com o protocolo
sugerido pelo fabricante e diluida em tamp&o de operagéo de HBSP). A
faixa de concentracdo de Adnectina antimiostatina foi aplicada em todas
as células de fluxo em tampé&o de execugdo HBSP. A regeneracao da
superficie do chip entre os ciclos foi realizada com dois pulsos de 30
segundos de MgCl, a 3M. Vestigios de cinéticas de sensorgramas
subtraido de referéncia foram ajustados para um modelo de ligagao 1:1
utilizando o software BlAevaluation. Um resumo dos dados de cinética
da Biacore é mostrado na Tabela 12. Os dados apresentados na Tabela
12 indicam que Adnectinas progénie optimizadas se ligam a miostatina
firmemente, com KDs, na faixa de 0,06-1,47 nM, em comparagao com
Adnectinas parentais 1979 _B06 e 2062_G02, que exibiram KDs de 29
e 49 nM, respectivamente.

[00362] Apds a PEGuilagéo, existe alguma perda de afinidade de

miostatina, com KDs variando 0,76-14,4 nM, embora nao haja efeito da
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PEGuilagao sobre a poténcia no ensaio de ARE-luciferase (vide Tabelas
8e9).

[00363] Seletividade de Adnectina sobre BMP-11 varia de totalmente
nao seletiva até 17 vezes, enquanto que a ligagdo a activina ou é
extremamente fraca ou inexistente, o que sugere alta seletividade sobre
activina.

Cinéticas de ligacao de Adnectina usando formato de SPR B (util
para Adnectinas com formato de Fc)

[00364] Miostatina humana (R&D Systems), BMP-11 humano
(GDF-11; R&D Systems), ou Activina A humana (R&D Systems)
foram solubilizados acordo com o protocolo sugerido pelo
fabricante e imobilizados em um chip CM5 da Biacore em 1-10
mg/ml em tampao de acetato (pH 4.0 ou 4.5) usando o padrao de
acoplamento NHS / EDC. Uma faixa de concentragcbes de
Adnectinas antimiostatina foi aplicada em tampao de execucgéao de
HBSP. A regeneragado da superficie do chip entre os ciclos foi
realizada com 60 segundos de 10-50 mM de NaOH. Vestigios de
cinéticas de sensorgramas subtraido de referéncia foram ajustados
a um modelo de ligacdo 1:1 utilizando o software BlAevaluation.
Para Adnectinas com formato de Fc, cinética de interacdo sao
acionadas por avidez de Fc bivalente e miostatina dimérica mesmo
a baixa densidade de imobilizacdo. Um resumo dos dados de
cinética de Biacore € mostrado na Tabela 12. Os dados mostrados
na Tabela 12 indicam que algumas das Adnectinas executadas
neste formato SPR se ligam a miostatina e BMP-11 e também
activina com afinidades semelhantes. A seletividade substancial
sobre activina no ensaio ARE-luciferase, no entanto, sugere que a
afinidade para activina pode ser acentuada artificialmente neste
formato de ensaio de SPR.

Tabela 12. Sumario de dados de cinética de SPR para adectinas
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antimiostatina. Formatos A e B s&o descritos no Exemplo 6.

ID Mio KD BMP-11 KD | Activina A KD Formato
(nM) (nM) (nM)
1979 BO06 (aka ATI-1133) 29 489 sem ligagéo A, 25C
2062_GO02 (aka ATI-1134) 48,8 697 sem ligagéo A, 25C
2522 C09 0,51 0,45 sem ligagéo / fraca A, 25C
2523 G06 1,465 10,65 sem ligagéo A, 25C
2524 C11 0,62 0,67 sem ligagéo A, 25C
2524 D09 0,64 0,81 ligacdo fraca A, 25C
2524 E10 1,34 1,42 sem ligagéo A, 25C
2524 HO5 0,88 0,87 ligacao fraca A, 25C
2524 H11 1,12 1,22 sem ligagéo A, 25C
2525 B0O1 1,29 1,58 ligagéo fraca A, 25C
2525 D02 0,24 0,30 sem ligagdo /fraca | A, 25C
2525 D05 1,28 1,99 sem ligagédo A, 25C
2525 FO7 0,79 0,97 sem ligagdo/fraca | A, 25C
2987 HO7 0,99 2.25 ligacao fraca A, 25C
ATI-1267 0,057 0,065 ligacao fraca A, 25C
ATI-1275 0,15 0,15 ligacao fraca A, 25C
ATI-1277 0,16 0,14 ligacao fraca A, 25C
ATI-1107 128 ~300 sem ligagéao A, 25C
ATI-1266 0,76 2,57 ligacao fraca A, 25C
ATI-1276 418 8,8 sem ligagéao A, 25C
ATI-1278 6,04 3,3 sem ligagéao A, 25C
ATI-1338 1,9 3,8 4,6 B, 37C
ATI-1339 3,6 6,9 6,5 B, 37C
ATI-1359 7,9 35,45 ligacao fraca A, 25C
ATI-1375 12,6 33,2 ligacao fraca A, 25C
ATI-1376 8,21 13,4 ligacao fraca A, 25C
ATI-1377 8,21 14,2 ligacdo fraca A, 25C
ATI-1378 14,4 59,6 ligacdo fraca A, 25C
ATI-1379 9,5 21,6 ligacao fraca A, 25C
PRD-932 1,43 ND ND B, 25C
PRD-1474 (aka ATI-1465) 0,59 ND ND B, 37C

Exemplo 7- Solugao de Afinidade de Fase para Adnectinas
Antimiostatina

[00365] A afinidade de solugcdo de PRD-1474, uma Adnectina
antimiostatina fundida com Fc, para a miostatina foi medida utilizando
um Ensaio de Exclusao Cinética (KinExA). Titulagbes em quadruplicado
de PRD-1474 foram realizadas com a miostatina, a uma concentracao
de monémerode 2 nM (n=2), 1T nM (n=1),e 0,7 nM (n = 1). A
concentracdo relativa de miostatina ndo ligada foi medida por captura
sobre uma matriz solida ATI-1310 (acoplado a esferas de poliacrilamida
através de uma cisteina livre construida) seguido por detec¢ado com um
construto marcado com fluorescéncia do co-receptor de miostatina,

ActRIIB-lg, que pode ligar-se a miostatina simultaneamente com a
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Adnectina. ATI-1310 é uma Adnectina relacionada que compete com
PRD-1474 para a ligagao a miostatina e permite a captura de miostatina
nao ligada. A analise global de Kp apresentada na Tabela 13 da um Kp
de 170 pM com um intervalo de confiangca de 95% de 330-60 pM. As
afinidades de PRD-1177 e ATI-1338 também foram medidas utilizando
o mesmo formato de ensaio. Titulagbes em triplicado de PRD-1177
foram realizadas com a miostatina, a uma concentragcdo de mondémero
de 1 nM (n=2)e 0,8 nM (n = 1). Titulagbes em triplicado de ATI-1338
foram realizadas com a miostatina, a uma concentracdo de mondémero
de5nM(n=1),1,6 nM(n=1),e 1,4 nM (n = 1). Estas analises indicam
que PRD-1177 liga miostatina com um valor Kp global de 250 pM e um
intervalo de confianga de 95% dos 340-130 pM (Tabela 13). ATI-1338
liga miostatina com um valor Kp global de 850 pM e um intervalo de
confianga de 95% dos 1400-330 pM.

Tabela 13. Medigdes de afinidade de fase de solugao de KinExA para a

miostatina.
95% de intervalo de confianga:
Adnectina Kd
Kd alto Kd baixo
PRD-1474 170 pM 330 pM 60 pM
PRD-1177 250 pM 340 pM 130 pM
ATI-1338 850 pM 1400 pM 330 pM

Exemplo 8 - Analise mutacional de 3116_A06

[00366] A fim de compreender a tolerancia relativa de posi¢cdes de
alca para mutacgao, dois estudos semelhantes, mas separados foram
realizados. O primeiro era uma varredura de alanina tradicional, em que
a ligacao e a eficacia de mutagdes de alanina discretas nas algas de
Adnectina 3116_A06 (SEQ ID NO: 118) foram avaliados em ensaios
bioquimicos e a base de células. O segundo estudo consistiu em
profunda varredura mutacional em que criou-se uma biblioteca de
mutagdes de unico sitio nas mesmas posigdes de 3116_A06 (ID SEQ

118), mas substituido cada posicdo com 20 dos aminoacidos possiveis.
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Estes componentes da biblioteca foram entdo expressos como fusdes
de mRNA-proteina e submetidos a um unico ciclo de exibicado de mRNA
(como descrito na Secgao V), separando os componentes da biblioteca
com a miostatina associados biotinilada daqueles restantes nao ligados
utilizando esferas magnéticas com estreptavidina. Nesta abordagem,
sequenciamento de proxima geragao de entrada e populagdes ligadas
permitiu a determinacédo da relacdo de enriquecimento / exaustdo de
cada sequéncia, refletindo sua afinidade intrinseca para a miostatina.

[00367] Varredura de Alanina: Mutagénese dirigida a sitio de PCR
foi usada para criar mutacées pontuais no local de alanina 3116_A06
(SEQ ID NO: 118) na alga BC (residuos 25-33), alga DE (residuos 55-
58), e alga FG (residuos 80-89). Os clones foram expressos em E. coli
e purificados por HTPP como descrito no Exemplo 1. Cromatografia de
exclusao de tamanho (SEC, tal como descrito no Exemplo 2) confirmou
que todas as proteinas substituidas por alanina eram
predominantemente monomeéricas (Tabela 14). Ambos ensaios ARE-
luciferase (Exemplo 3) e HTRF (Exemplo 4) foram realizados. No ensaio
de ligacdo de competicdo de HTRF, poténcias variaram de IC50 = 1,5
nM e > 100 nM (Tabela 14). A maioria das posigdes tolerou substituicao
de alanina no ensaio de HTRF, até certo ponto, com a excecédo de
Gly55, Arg56, e Gly57 da alga DE, para cuja ligagao foi drasticamente
reduzida (IC50 > 100 nM). Um efeito menor ocorreu em posigdes Gly30
na alga BC, e Val80, Thr81 e Tyr88 na al¢ca FG, ainda que mostrasse
ligacdo, mas com um aumento de > 10 vezes na IC50 em relagdo a
sequéncia parental ("WT"). No ensaio de base celular de ARE-
luciferase, a poténcia de mutantes variou de IC50 = 0,6 nM a > 100 nM
(Tabela 14). O impacto das mutag¢des de alanina foi geralmente maior
no ensaio baseado em células em relacdo ao ensaio de HTRF. Gly55,
Arg56, e Gly57 da alga DE e Val80 e Tyr88 da al¢ca FG todos exibiram

poténcia drasticamente reduzida neste ensaio, com valores de IC50 >
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100 nM. Um efeito mais moderado foi observado para as posi¢des BC
Leu26, Pro27, His28, Gly30, e Asn33, Thr81 e posi¢des FG, Tyr85, e
Leu86, onde todos tinham valores de IC50 > 10 vezes o0 da sequéncia
parental.

Tabela 14: Caracterizagdo bioquimica e poténcias a base de células

para mutantes de alanina de 3116_A06

Miostatina HTRF | Miostatina ARE-luc
Mutacao SEC*
IC50 (nM) IC50 (nM)
WT parental 1 0,3 0,6
S25A 1 0,8 2,9
L26A 1 2,3 16
P27A 1 1,0 10
H28A 1 0,8 6,2
BC
Q29A 1 0,7 1,5
G30A 2 51 40
K31A 1 0,6 2,2
N33A 1 2,0 9,8
G55A 2 >100 >100
R56A 1 55 >100
DE
G57A 1 >100 >100
V58A 2 1,6 3,3
V80A 1 4,0 >100
T81A 1 4,9 32
D82A 1 0,8 1,8
T83A 1 1,3 1,8
G84A 1 2,0 3,6
FG
Y85A 1 2,0 5,5
L86A 2 1,4 12
K87A 1 0,8 2,0
Y88A 1 11 >100
K89A 1 0,7 1,6
[00368] SEC1: Altamente monomérico; SEC 2; a maioria
monomeérico

[00369] Varredura Mutacional Profunda: Sequenciamento de alta
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capacidade de vazao foi combinado com apresentagao de proteina para
permitir a medicao simultanea da aptidao relativa de cada possivel
mutante de al¢a de unico local, em uma escala que seria onerosa para
uma abordagem tradicional, como descrito acima (para revisdo de
abordagens de "Varredura mutacional profunda", vide Araya et al.,
Trends in Biotechnology 29: 435-442, 2011 uma abordagem semelhante
€ ainda exemplificada em Forsyth et al., mAbs 5 523-532, 2013).

[00370] Construciao e Selecdo de Biblioteca: Trés bibliotecas

separadas foram criadas que continham cada possivel mutacao de local
unico, em cada um dos trés alcas de 3116_A06 (SEQ ID NO: 118): alca
BC (posigdes 25-33), alca DE (posigcdes 55-58) e alca FG (posicdes 80-
89). Para cada alga, foram concebidos varios oligonucleotideos que
individualmente incorporaram um cédon de NNK em cada posi¢éo, onde
N=AC,G TeK=G,T. O uso destes codons degenerados para
permitir a codificacdo de todos os 20 aminoacidos (mais um cédon de
paragem) na posicdo em que estd incorporado o NNK. Os
oligonucleotideos foram montados via sobreposicédo de extensdo de
PCR para gerar as bibliotecas de Adnectina completos, onde Lib-BC
continha cada unica mutagcdo de alca de BC de aminoacido de
3116_A06, Lib-DE continha cada unica mutacdo de alca de DE de
aminoacido de 3116_AO06, e Lib-FG continha cada unica mutagéo de
alca de FG de aminoacido de 3116_A06. As trés bibliotecas foram
expressas como moléculas de fusdo mRNA-proteina utilizando profusao
de acordo com Xu et al.,, Chemistry & Biology 9:. 933-942, 2002.
Moléculas de profusédo Lib-BC, Lib-DE, e Lib-FG foram selecionadas
separadamente contra 3 nM de miostatina biotinilada, e moléculas de
ligacdo foram posteriormente capturadas em esferas magnéticas de
estreptavidina. Os aglutinantes foram eluidos a partir das esferas
utilizando 100 mM de KOH. As moléculas eluidas a partir das pérolas

representam variantes de 3116_A06 que ainda podem se ligar a
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miostatina, enquanto que aqueles presentes na biblioteca inicial, mas
nao foi encontrado na eluigao representam variantes de 3116_A06 que
nao se ligam bem a miostatina.

[00371] Cédigo de barra e mistura de NGS: Duas populagoes,

entrada (antes da ligacdo da miostatina) e ligantes (eluigcdo dos granulos
pos-selecdo), derivadas cada uma das trés bibliotecas (Lib-BC, DE-Lib,
e Lib-FG) foram recoletadas e amplificadas separadamente. Cada
populacdo foi anexada com um Adaptador 5'TruSeq Universal,
Adaptador Il 3'Truseq, e um unico codigo de barras de 6 de nucleotideo
por PCR. Um total de seis populagdes de codigo de barras, em seguida,
foram quantificadas individualmente e misturadas (Lib-BC: Lib-DE: Lib-
FG = 9: 4. 10) com base no numero de residuos aleatérios em cada
alca, de forma a obter um numero semelhante de sequéncias por
posicao estatisticamente aleatéria. A amostra coletiva foi sequenciada
por sequenciamento MiSeq de 150bp pareado-final (lllumina) de ultima
geragao.

[00372] Analise de dados de NGS: Sequéncias de leitura direta

provenientes de sequenciamento de préxima geragao foram finalmente

resolvidas de acordo com a populagdo, a posicdo de mutagao, e
identidade do aminoacido mutado. Todas as sequéncias de ma
qualidade e aquelas contendo varios sitios de mutacdo foram
eliminadas da andlise. Em seguida, a frequéncia de cada sequéncia na
populacao pos-selecao foi dividida pela sua frequéncia na populagao de
entrada para derivar uma relagédo de enriquecimento (ER). Comparagao
de ERs das sequéncias parentais (WT, que funciona como um controle
positivo) e as sequéncias que contém um codon de parada (que
funcionam como um controle negativo, 0 que representa o ruido de
fundo de sobrevivéncia por acaso) mostrou que a razdo de sinal para
fundo (S/B) variou entre as trés algas, presumivelmente porque cada

biblioteca de alca foi colocada através em sele¢des individualmente. Por
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esta raz&o, cada sequéncia foi normalizada para a parada média e ERs

em peso médio para seu propria alga especifico, para derivar ER™™2,
ER — ERpm'ada

ERRorm —
ERps - ERpa'mda

[00373] A varredura mutacional profunda foi validada através da
comparagao da aptidao relativa dos mutantes de alanina de sitio unico
com os dados bioquimicos da varredura de alanina tradicional. Em
geral, a correlagao foi muito forte (Figura 8). ERs NGS definem um perfil
de enriquecimento e esgotamento dos mutantes de alanina através das
algcas que se correlaciona bem com o impacto observado em ensaios de
HTRF e ARE-luciferase. O IC50 HTRF bioquimico também foi
representado diretamente versus o ER"™™2 NGS para cada mutante de
alanina, tal como mostrado na Figura 9.

[00374] Com base nas correlagdes de alanina, trés categorias foram
estabelecidas para que todas as mutagcbes de aminoacidos do sitio
unico pudessem ser finalmente resolvidas via suas relagbes de
enriquecimento de NGS: A maioria das mutagdes preferiveis (ER"™™2 >
0,8), mutagdes mais preferiveis (ER"™™2 > 0,5) e mutagdes preferiveis
(ER™™™a > 3 desvios padrdo da média de alga ERP¥2%) Os limites
inferiores de ER"™™2 definem a ultima categoria diferente para as trés
alcas: BC = 0,25; DE = 0,15; FG = 0,35. Todos os mutantes de sitio
unico nas algas de 3116_A06 foram finalmente resolvidos de acordo
com as suas proporgdes de enriquecimento normalizadas para
determinar a tolerancia relativa de cada posigao de mutacéo (Tabela
15).

Tabela 15: Mutacbes de sitio uUnico nas sequéncias de alga de

3116_A06 que mantém ligagao de miostatina

Posicao Mutagdes Preferiveis Mutagdes mais Mutagdes mais
Preferiveis Preferiveis

25 | Xs1 | ACDFHIKLNQRSTVWY CFISVWY FSW

26 Xs2 LMV L L

27 Xss ACDEIKLMNPQRSTVY P P
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28

ACDEFGHIKLMNQRSTVWY

CDEFGHIKLMNQRSTVWY

CFGIKLMNRSTVWY

29

ACDEFGHIKLMNPQRSTVWY

ACDEFGHIKLMNPQRSTVWY

ACEFHIKLMPQRSTVY

30

GS

G

G

31 Xs7 ACDEFGHIKLMNQRSTVWY ACGHIKLMNQRSVWY ACHKLMNRVWY
32 | Xss ACGLMST AGLMS AGL

33 | Xse ACFHNPQRSY CHNQSY HNQ

55 G G G

56 R R R

57 G G G

58 | Xeo ACDEFIKLMNQSTV CEILMQTV CEILMV

80 | Xer ACFILMQTVWY ACILMV [\

81 Xe2 ACFGHIKLMNQRSTVWY CFHILMQRSTVWY CFILMTVWY

82

ACDEFGHIKLMNPQRSTVWY

ACDEFGHILMNPQSTVWY

ACDEFGHILMNQSTV

83

ACDEFGHIKLMNPQRSTVWY

ACDEFGHIKLMNQRSTVWY

ACDFGILMNQSTVWY

84 | Xes ACDEFGHIKLMNQRSTVWY ADEFGHILMNQSTVWY AGSTW

85 | Xes ACFHILMNPSTVWY CFILMPTVWY FIVWY

86 | Xer ACEFHIKLMNQRSTVWY CFHIKLMNQRTVWY FHILMVWY

87 | Xes ACDEFGHIKLMNPQRSTVWY ACEFGIKLMNPQRSTVWY ACFGIKLMTVW
88 | Xeo FWY WY WY

89 | Xno ACDEFGHIKLMNPQRSTVWY ACDEGHKLMNPQRSTV AGKLMPQR

[00375]

Usando os dados de varredura mutacional

profunda

completos, posi¢cdes de algca BC 25, 26, 27, 30, 32 e 33, Posicbes de
alca DE 55, 56 e 57, e posicoes de alca FG 80 e 88 parecem ser as
mais conservadas, onde apenas um unico ou alguns tipos de
aminoacidos nestas posigcdes mantém ligagado a miostatina. Por outro
lado, as outras posi¢cdes sao altamente tolerantes a mutacéo, incluindo
posicoes de alca BC 28, 29 e 31, e posicdes de alca FG 82, 83, e 87.
Exemplo 9 - Avaliagcdo de Farmacocinética de Adnectina
Antimiostatina

[00376]
diferentes formatos PEGuilados, Adnectina antimiostatina 2987 _HO7 foi
formatada com PEG 40 Kp de 2 ramificagdes (ATI-1338), PEG 40 Kp de
4 ramificagdes (ATI-1339), e Bis PEG 20 Kp (ATI-1341). Estudos de

dose unica de administragcdo subcutdnea com estas trés Adnectinas

Para investigar o perfil farmacocinético de Adnectinas com

PEGuiladas foram realizados em camundongos C57BL6. As
concentragbes totais de droga foram determinadas por ensaio de

ELISA. Imunoensaio PK bioanalitico para a quantificacao de ATI-1338
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utilizou um ensaio de ELISA padrao em formato de sanduiche, em que
o 1338 foi capturado com um anticorpo monoclonal para proteina HIS-
TAG, entdo detectado com um anticorpo policlonal anti-PEG. Como
mostrado na Tabela 16, os dois formatos PEGuilados 40 KD, ATI-1338
e ATI-1339, proveram potenciagao farmacocinética mais proeminente
(ou seja, mais da metade da vida (t12) e maior exposicao normalizada
de dose) que o formato de Bis-20 Kp PEGylado, ATI-1341.

Tabela 16. Comparagao de Farmacocinética de Trés Formatos

PEGuilados para Adnectina

Parametros PK ATI-1338 ATI-1339 ATI-1341
Dose (mg/kg) 5 3.9 4
Cmax/Dose (nM/(mg/kg)) 547 370 113
Tmax (h) 24 24 4
AUC/Dose (nM*h/(mg/kg)) 32 23 21
t12 (h) 25 31 16

[00377] Estudos de dose Unica seguintes a administracdo
intravenosa ou subcutanea, Adnectinas antimiostatina fundidas com Fc
(PRD-1177, PRD-1286, e PRD-1474) foram realizados em
camundongos C57BL6 para avaliar os efeitos de fusdo de Fc nos
parametros farmacocinéticos. As concentragdes totais de droga foram
determinadas por ensaios de ELISA. Imunoensaio PK bioanalitico para
a quantificacdo dos conjugados de Fc para PRD1177, 1474, e 1286
todos usaram um ensaio de ELISA em formato de sanduiche padrao
utilizando tecnologia ECL, em que o 1177 foi capturado com um
anticorpo policlonal para a Adnectina arcabougo, entdo detectada com
um anticorpo IgG anti-humano. Como mostrado na Tabela 17, todas as
trés Adnectinas fundidas com Fc possuiam um tempo de meia-vida (58-
172 h) do que a Adnectina PEGuilada ATI-1338 (25 h). A
biodisponibilidade SC inferior provavelmente reflete a protedlise durante
o transito intersticial e linfatico da molécula biologica. A

biodisponibilidade SC das Adnectinas fundidas com Fc estdo dentro de

Peti¢do 870220123725, de 30/12/2022, pag. 208/255



205/239

um intervalo razoavel baseado na literatura publicada (por exemplo,
Richter et al., AAPS J. 2012; 14:. 559-70).
Tabela 17. Comparacdo de farmacocinética de trés Adnectinas

antimiostatina fundidas com Fc

Parametros PK PRD-1177 PRD-1286 PRD-1474
Dose (mg/kg) 2 2 2
Clareza (mL/min/kg) 0,017 0,016 0,014
Vdss (L/kg) 0,093 0,190 0,054
t12 () 68 172 58
Biodisponibilidade SC 60% 100% 94%

Exemplo 10 - Mecanismo de Inibicao de Adnectina antimiostatina

[00378] ELISA competitivo: Ensaios de ligacdo competitivos para
avaliar a capacidade dos Adnectinas antimiostatina para competir com
o receptor ActRIIB de ligagdo a miostatina foram realizados utilizando o
método ELISA competitivo. Placas Nunc Maxisorp foram revestidas com
2 ng/ml de ActRIIb-Fc (R&D Systems) em carbonato de sodio a 0,2 M
pH 9,6 tampé&o durante a noite a 4 °C. Apds lavagem com PBS-T (PBS
contendo 0,05% de Tween-20), os pogos foram bloqueados com
tampéao de OptEIA (BD Biosciences) durante 1 h a 25 °C com agitagao.
A miostatina (10 nM; R & D Systems) foi pré-incubada com um intervalo
de concentragdo de Adnectina ou ActRIIb-Fc competidor (0,2 pM a 1
MM) em tampao OptEIA durante 1 h a 25 °C com agitagado. A placa de
ensaio revestida e bloqueada foi lavada com PBS-T, e em seguida
foram adicionadas misturas miostatina / competidor e incubadas
durante 30 min a 25 °C com agitagéo. A placa de ensaio foi lavada com
PBS-T, apés o que a miostatina ligada foi detectada com 1:1000 de
cabra biotinilado policlonal antimiostatina (R&D Systems) diluida em
OptEIA, durante 1 h a 25 °C com agitagao. Apos lavagem com PBS-T,
1:5000 de estreptavidina-HRP (Thermo / Pierce), diluida em OptEIA foi
adicionado, seguido de incubac¢ao durante 30 min a 25 °C com agitagao.

A placa de ensaio foi desenvolvida com TMB (BD Biosciences),
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arrefecida com acido sulfurico a 2N, e lida a absorvancia A450. Como
mostrado na Fig. 10, ActRlIb-Fc em solugéo bloqueia completamente a
miostatina ActRIIb-Fc revestida na placa, como esperado. Em contraste,
no entanto, PRD-1288 (difere de PRD-1474 apenas na sequéncia
ligante), PRD-1285, e PRD-1286 em concentracdes de até 1 yM nao
bloqueiam miostatina da ligagdo com ActRlIIb.

[00379] Competicdo de SPR: ensaios de ligacdo competitiva para
avaliar a capacidade dos Adnectinas antimiostatina para competir com
o receptores Tipo | e Tipo Il para ligagao a miostatina ou BMPI 1, como
um substituto para a miostatina, também foram realizados utilizando
SPR em um instrumento Biacore T100, em dois formatos experimentais
diferentes. Em "Formato SPR A", superficies de chip sensor foram
preparadas através da imobilizagao de 100 ug/ml de proteina A (Pierce)
em 10 mM de acetato, pH 4,5-4500 RU de um chip sensor CM5
(Biacore/GE Healthcare) utilizando quimica etil (dimetilaminopropil)
carbodiimida (EDC) / N-hidroxissuccinimida (NHS), com bloqueio de
etanolamina. ALK4-Fc (R&D Systems), ALK5-Fc (R&D Systems),
ActRIIB-Fc (produzida em casa), um anticorpo monoclonal
antimiostatina / BMPI1 (mAb-A) que compete para a ligagdo da
miostatina com ActRIIB mas ndo faz compete com 3116A06 para a
ligacdo a miostatina (produzida em casa), ou Adnectina Fc-PRD-1474
em concentragdes de 7-13 ng/ml foram capturados por meio da cauda
Fc para densidades de superficie de 1600-4300 RU utilizando injecoes
de 60 s a 10 pl/min. As experiéncias de competicdo foram realizadas
fazendo passar 100 nM de miostatina (R&D Systems) ou BMPI 1 (R&D
Systems) sobre essas superficies, na auséncia ou presenga de 200 nM
de Adnectina ATI-1523 a uma taxa de fluxo de 30 pl/min com tempos de
180 s de associagao e dissociagdo. O tampao de execucgdo para as
experiéncias de competicao e de imobilizacao foi de 10 mM de HEPES,
150 mM de NaCl, 3 mM d EDTA, e 0,05% v/v de surfactante P20, pH
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7,4, e as superficies foram regeneradas usando ciclos entre duas
injecbes de 10 mM de glicina de pH 1,5 por 30 s em 30 pl/min.

[00380] Em Formato SPR A, BMP11 ligou-se especificamente a Fc-
ALK4, ALK5-Fc, ActRIIB-Fc, mAb-A, e superficies PRD-1474, enquanto
gue a miostatina ligou-se especificamente a ActRIIB-Fc, mAb-A, e PRD-
1474, mas ndo a ALK4-Fc ou ALKS-Fc. Para avaliar o efeito da
miostatina sobre ligacdo ATI-1523 ou BMPI 1, as respostas de ligagao
para cada proteina no final da fase de associacdo a 180 s cada uma
foram normalizadas para 100%, e em comparagao com as respostas de
ligacédo para a miostatina ou BMPI 1 na presenga de ATI-1523 (Tabela
18). ATI-1523 bloqueou completamente a ligacdo de miostatina ou
BMP11 a superficie PRD-1474 de controle, como esperado. Nos
ensaios para avaliar a capacidade de ATI-1523 para bloquear a
interagdo da miostatina com ALK4-Fc ou ALK5-Fc, BMP-11, que
também se liga a Fc-ALK4 e ALK5-Fc, foi utilizado como um substituto
para a miostatina, uma vez que a miostatina sozinha ndo se liga de
forma significativa a ALK4-Fc e ALK5-Fc sob este formato experimental.
ATI-1523 reduziu significativamente o sinal de ligagédo para BMPI 1 para
ALK4-Fc (98% de reducgao) e ALK5-Fc (69% de reducgao), sugerindo que
a Adnectina compete para a ligacdo da miostatina com os receptores
Tipo I. Em contraste, uma resposta aumentada de ligagao foi observada
para os complexos miostatina / ATI-1523 ou BMPI 1 / ATI-1523 sobre
superficies ActRIIB-Fc ou mAb-A, sugerindo que os complexos
miostatina / ATI-1523 ou BMPI 1/ ATI-1523 sédo capazes de se ligar a
estas superficies, ou seja, a Adnectina nao é competitiva com ActRIIB-
Fc ou mAb-A. O grande aumento da resposta de ligacao (>1000% de
aumento) ao complexo miostatina / ATI-1523 em superficies ActRIIB-Fc
e mAb-A é consistente com a Adnectina tendo um efeito solubilizante
sobre a miostatina.

Tabela 18: Resposta de ligagcdo de SPR para 100 nM ou 100 nM de
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miostatina BMPI 1 na auséncia ou na presencga de 200 nM ATI-1523 em
superficies ALK4-Fc, ALK5-Fc, ActRIIB-Fc, mAb-A, ou PRD-1474.

Analito ALK4-Fc | ALK5-Fc | ActRIIB-Fc | mAb-A | PRD-1474
Miostatina 100% 100% 100%
Miostatina + ATI-1523 1313% 1544% 2%
BMP11 100% 100% 100% 100% 100%
BMP11 + ATI-1523 2% 31% 189% 258% -1%
[00381] Competicdo de Adnectina usando "formato SPR B": O

mecanismo de ag¢ao para Adnectinas antimiostatina foi ainda avaliado
em "Formato SPR B", onde a miostatina ou BMPI 1 (10 pg/ml em 10 mM
de acetato, pH 4,5) foi diretamente imobilizada em uma superficie CM5
do chip sensor através de quimica de acoplamento EDC / NHS a uma
densidade de 985 RU (miostatina) ou 530 RU (BMPI 1). Aqui, a resposta
de ligacado para os receptores de ALK4-Fc (R&D Systems), ALK5-Fc
(R&D Systems), ou ActRIIB-monomer (produzido em casa), injetados
por si s6 (2 yM durante 180 s a 30 ul/min), foi comparada com as
respostas de ligagao para estes receptores apos pré-ligagao de fusao
Adnectina- Fc PRD-1474 a superficie (1 uM durante 480 s a 30 pl/min).
O tampédo de execucdo para as experiéncias de competicdo e de
imobilizagao foi de 10 mM de HEPES, 150 mM de NaCl, 3 mM de EDTA,
e 0,05% v/iv de surfactante P20, pH 7,4, e as superficies foram
regeneradas entre ciclos, utilizando 4 injecées de NaOH 50 mM durante
15 s em 30 pl/min.

[00382] Na auséncia de PRD-1474,

especificamente a BMPI 1 imobilizado, enquanto que apenas ALK5-Fc

cada receptor ligou-se
e ActRIIB-mondémero, mas n&o ALK4-Fc, se ligou a miostatina
imobilizada. Pré-ligacdo de PRD-1474 reduziu significativamente o sinal
de ligagao para ALK4-Fc no sentido BMPI 1 (70% de redugao) e também
reduziu a ligagdo de Fc-ALK5 no sentido da miostatina ou BMPI 1 (35-
41 % de redugéo), mas teve um impacto minimo em ligagdo ActRIIB-

mondémero para superficies de miostatina ou BMPI, Tabela 19. Estes
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dados, em conjunto com os dados de competicdo de SPR "Formato
SPR A" (Tabela 18), os dados de ELISA competitivos (Fig. 10), e a
inibicdo completa de sinalizagdo de miostatina observada no ensaio
ARE-luciferase (Fig. 11), demonstram que o mecanismo Adnectina de
agao é bloqueio do recrutamento de receptores de sinalizagdo Tipo |
(ALK4/5), e que as Adnectinas ndo competem com ligagao ao receptor
Tipo Il (ActRIIB).

Tabela 19: Resposta de ligagdo de SPR para 1 yM de ALK4-Fc, ALK5-
Fc, ou ActRIIB-mondmero em superficies de miostatina imobilizada ou
BMP11 com ou sem PRD-1474 pré-ligado.

Superficie Pré-ligacdo PRD-1474 | ALK4-Fc | ALK5-Fc | ActRIIB-monémero
Miostatina Nao 100% 100%

Sim 55% 111%
BMP11 Nao 100% 100% 100%

Sim 30% 65% 92%
[00383] Uma vez que estas Adnectinas representam as familias de

sequéncias exemplificadas na presente invengdo, e o0s clones
individuais dentro de uma familia de sequéncia bem definida mantendo
o mesmo sitio de ligacdo, as sequéncias abrangidas pela invengao
atuam por bloqueio atual de recrutamento de ALK4/5 para o complexo
miostatina-ActRIIb.

[00384]

complexos de miostatina-Adnectina se acumulam com o tempo e que

Os dados farmacocinéticos indicam ainda que niveis

estes complexos se ligam a ActRIIb, agindo, assim, como um inibidor
negativo dominante de sinalizagdo independente da droga livre. Este
mecanismo exclusivo distingue as Adnectinas antimiostatina da
presente invencdo de anticorpos antimiostatina descritos na literatura
(por US 7.632.499), e

antimiostatina da invencao tem atividade aumentada.

exemplo, indicam que as Adnectinas

Exemplo 11: Mapeamento do sitio de ligacao a Adectina em

miostatina usando HDX-MS:
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[00385] O sitio de ligacdo de Adnectina em miostatina foi avaliado
ainda utilizando espectrometria de massa de troca de hidrogénio-
deutério (HDX-MS).

[00386] O método de espectrometria de massa de troca de
hidrogénio / deutério (HDX-MS) sonda a conformacédo da proteina e
dindmicas conformacionais em solucdo monitorando a taxa de troca de
deutério e extensédo nos hidrogénios de amida da estrutura principal. O
nivel de HDX depende da acessibilidade do solvente de hidrogénios de
amida de estrutura principal e da conformacgao da proteina. O aumento
da massa da proteina sobre HDX pode ser medido com precisao por
MS. Quando esta técnica é emparelhada com a digestdo enzimatica, as
caracteristicas estruturais ao nivel do peptideo podem ser obtidas,
permitindo uma diferenciacdo de peptideos expostos na superficie
daqueles dobrados dentro, ou daqueles sequestrados na interface de
um complexo proteina-proteina. Tipicamente, a rotulagem de deutério e
experiéncias de inibicdo subsequentes sdo realizadas, seguido por
digestdao com pepsina em linha, separagao de peptideos, e analise por
MS.

[00387] Porque miostatina sozinha foi encontrada para ter
inadequadamente baixa solubilidade para HDX-MS sob condi¢des de
pH fisiologicamente relevantes (<10 ug/ml), foi utilizada uma estratégia
alternativa para aumentar a solubilidade de miostatina através da
complexagao com a proteina do fragmento Fab do mAb-A (Fab-A), que
foi demonstrado ser ndo competitivo com a Adnectina usando as
experiéncias de SPR descritas no Exemplo 10. O estado oligomérico
das amostras de HDX-MS foi caracterizado por cromatografia de
exclusdo de tamanho acoplada a um detector multidngulo de de
dispersao de luz laser (SEC-MALS), onde a massa determinada por
MALS do complexo de miostatina / Fab-A (~120 kDa) foi consistente

com a estequiometria esperada de um homodimero de miostatina ligado
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a duas moléculas de Fab-A, e a massa determinada por MALS do
complexo de miostatina / Fab-A / 3116_A06 (142 kDa) era consistente
com a estequiometria esperada de um homodimero de miostatina ligado
a duas moléculas Fab-A mais duas moléculas 3116_A06.

[00388] Antes de mapear o sitio de ligacdo sobre a miostatina
Adnectina reconhecida por Adnectina 3116 _A06 por HDX-MS, as
experiéncias ndo deuteradas foram realizadas para gerar uma lista de
peptideos pépticos comuns para a miostatina a partir de miostatina /
Fab-A (1:1:1 de razdo molar a cada 30 pM) e miostatina / Fab-A /
3116_A06 (1:1 de razdo molar a cada 30 uyM) as amostras, atingindo
uma cobertura sequéncia de 83,5% para a miostatina. Nesta
experiéncia, 10 mM de tampéo de fosfato (pH 7,0) foi usado durante a
etapa de rotulagem, seguido por adicdo de tampao de arrefecimento
(200 mM de tampéo de fosfato com GdnCl a 4M e TCEP a 0,5 M, pH
2,5, 1:1, v/v). Para experiéncias de mapeamento de sitio de ligacao de
Adnectina, 5 gL de cada amostra (miostatina / Fab-A ou miostatina /
Fab-A / 3116_A06) foi misturado com 65 ul de tampao de marcagao
HDX (10 mM de tampao de fosfato em D20, pD 7,0) para iniciar as
reagoes de rotulagem a temperatura ambiente (~ 25 °C). As reacgdes
foram realizadas por diferentes periodos de tempo: 20 s, 1 min, 10 min,
60 min e 240 min. No final de cada periodo de reagéo de rotulagem, a
reacao foi arrefecida pela adicdo de tampao de arrefecimento (1:1, v/v)
e a amostra arrefecida foi injetada no sistema Waters HDX-MS para
analise. Os peptideos pépticos comuns observados foram
monitorizados para os seus niveis de captagao de deutério na auséncia
/ presenca de 3116_A06.

[00389] Os dados experimentais obtidos a partir de medicbdes de
HDX-MS indicam que Adnectina 3116_A06 reconhece um sitio de
ligagcdo de Adnectina descontinua compreendido por duas regides

peptidicas em miostatina:
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[00390] Regiao 1: LYFNGKEQIIYGKIPAM (85-101); SEQ ID NO: 329
[00391] Regiao 2: PHTHLVHQANP (56-66); SEQ ID NO: 330
[00392] Com base em niveis de captacao de deutério relativos, as
duas regides de peptideos podem ser classificadas como regido 1 > 2,
com a regiao 1 tendo as mudancgas mais significativas na captacéo de
deutério.

Exemplo 12 - ancoragem in silico de Adnectina 3116_A06 para
miostatina

[00393] Uma abordagem computacional foi utilizada para gerar um
modelo estrutural do complexo 3116 _AO06-miostatina que era
consistente com os dados de HDX-MS (Fig. 13). A proteina de
ancoragem de 3116_AO06 na estrutura da miostatina humana (PDB
3HH2 retirada do Banco de Dados de Proteina, www.rcsb.org; Cash et
al., EMBO J. 28: 2662-2676, 2009.) foi realizada utilizando ZDOCK
(Chen e Wang, Proteins 47:281-294, 2002), como implementado no

software Accelrys Discovery Studio v3.5 (Accelrys). O protocolo ZDOCK
utiliza acoplamento de corpo rigido de duas estruturas de proteinas
(ligando = 3116_A06 e receptor = miostatina). As doses ancoradas
foram filtradas para complexos que continham conformacdes de algas
3116_A06 FG (residuos Thr79 a Tyr88) e BC (residuos Ser25 a N33).
Um complexo preferido foi selecionado com base na
complementaridade dos residuos de interface acoplados com
correlacdo das substituicbes favoraveis de alca identificadas por
mutagénese de Adnectina. Fig. 13A mostra o sitio de ligacdo de ALK4
e o sitio de ligacao de ActRIIB mapeado sobre a estrutura da miostatina
(cinza). Regides 1 e 2, as quais foram identificadas por experiéncias de
HDX-MS tal como descrito no Exemplo 11, estdo indicadas em preto.
Fig. 13B mostra um complexo preferido de anxoragem, com a al¢a BC,
DE e FG de 3116_AO06 (preto) proferido em barra, e Regides 1 e 2 da

miostatina (cinza) representadas no espaco de preenchimento. Varios
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residuos que foram identificados como mutagdes favoraveis de alca
mostram as contribui¢cdes fundamentais. Por exemplo, na algca BC de
3116_AO06, os residuos Ser25, Leu26, e Pro27 sao importantes como
restrigdes estruturais para manter a conformacgéo de alga geral. Em
contraste Ala32 se encaixa em uma pequena fenda hidrofébica formada
na interface complexa e a estrutura principal do residuo e forma ligagbes
de hidrogénio com a miostatina. As substituicdes mais preferidas na
posigado 32 € Gly ou Leu, e elas sao previstas para se encaixar bem no
lugar da alanina. Da mesma forma, Asn33 esta envolvida com ligacbes
de hidrogénio para residuos de triptofano vizinhos de miostatina. As
substituicdes mais preferidas na posicao 33 sao His e Gin, que também
contém cadeias laterais que podem contribuir como doadores de ligagao
de hidrogénio. Os residuos na algca DE sao criticos: as substituicbes
mais favoraveis estdo limitadas a Gly55, Arg56, e Gli 57, e apenas
substituicdes conservadoras sao preferiveis para Val58. Na estrutura do
modelo, Arg56 € um residuo critico contribuindo interagdes cations pi
com Y86 da miostatina na Regido 1, bem como liga¢des de hidrogénio
adicionais com a estrutura principal e cadeia lateral de outros residuos
de regiao 1. Para muitos residuos de alga FG, as substituicbes mais
preferiveis eram substituicdes conservadoras. Uma posicédo critica
identificada foi Tyr88, que tem interagdes de cation pi e interagcdes pi-pi
com Y55 e outros residuos da Regido 2 da miostatina. A alga FG
também esta envolvido com diversas interacdes hidrofébicas com
ambas as Regides 1 e 2 identificadas a partir das experiéncias de
mutagénese. Estes calculos mostram boa concordancia com dados da
experiéncia de HDX-MS e de SPR.

Exemplo 13 - Modelo de camundongo in vivo de eficacia musculo-
esquelética

[00394] Camundongos B6 SCID machos (9-13 semanas de idade,

Jackson Laboratories, Bar Harbor, Maine) foram alojados em um quarto
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com temperatura controlada, com um ciclo luz / escuro de 12 horas
invertidas. Agua e ragéo de comida padrdo estavam disponiveis ad
libitum. Os camundongos foram distribuidos aleatoriamente e divididos
entre os grupos de tratamento para receber controle ou compostos de
teste da presente invengdo com base no peso corporal (cerca de 20-22
g). A fim de demonstrar a eficacia in vivo dos compostos da presente
invengdo, os compostos foram administrados quer semanalmente
(fusdo Fc Adnectinas antimiostatina) ou duas vezes por semana
(Adnectinas antimiostatina PEGiladas) por injegcdo subcutanea. Os
compostos de teste foram administrados aos animais em Solugéo Salina
Tamponada com Fosfato (PBS). Os controles foram tratados apenas
com tampao de reconstituicdo. Os animais de teste (n = 8-10
camundongos / grupo) foram doseados por via subcutanea durante uma
janela de tempo de 14 dias, por exemplo, com, 5, 6 ou 10 mg/kg/semana
de um composto da invencao. As medi¢cdes de peso do corpo foram
registradas pré-aleatorizagdo, no dia da aleatorizagédo, e duas a trés
vezes por semana durante os periodos de tratamento e no final do
estudo. Massa muscular da perna foi gravada a partir de carcagas corpo
no final do estudo por analise de imagem de ressonancia magnética
quantitativa (MRI, Echo Medical Systems, Tex). Os grupos de teste
foram comparados com o grupo de controle. Os resultados mostram que
Adnectinas antimiostatina da invengcdo aumentaram percentual de peso
corporal a partir da linha de base (Fig. 14) e teve efeitos anabdlicos
significativos no volume do musculo esquelético (Fig. 15), em
comparagao com camundongos de controle (por exemplo,
aproximadamente 7-10% de um aumento do volume muscular em
relacdo ao controle.

Imagem de ressonancia magnética (MRI)

[00395] MRI para medigcdes de volume muscular da perna foi

realizada em um Bruker PharmaScan 4.7 Tesla com um furo de 16 cm
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(Bruker Biospin, Billerica, Ma. EUA). Uma bobina de 62 mm de volume
foi utilizada para o transmissor e receptor. Apos a coleta de imagens
localizadoras da perna, imagens ponderadas T2 foram obtidas
utilizando um plano de corte axial. A sequéncia de spin-echo rapido
(RARA) consistiu em um pulso Hermite de 90° seguido de um pulso
Hermite de 180° com um TR/TE = 2000/23ms. Onze cortes axiais foram
coletados a partir do topo do joelho até o tornozelo com uma dimensao
da matriz de 256 x 128 pontos de dados. O campo de visao foi de 5 cm
por 2,5 cm, com uma espessura de corte de 1,25 mm e um fator RARO
de 4 e 8 médias de sinal. Volumes do musculo da perna foram
calculados pela soma de todas as areas de corte axial multiplicadas pela
espessura de corte 1,25 mm para o volume total do musculo em cada
perna. As imagens foram analisadas como uma média de area da regiao
de interesse (ROI), por Analise de Sequéncia de Imagens (ISA, Bruker
Biospin, Billerica, Ma.). ROIs manuais foram elaborados em torno do
musculo da perna excluindo a pele e area de gordura subcutanea. O
volume do musculo médio total para as duas pernas é mostrado na Fig.
15.

[00396] MRI para volumes do coragdo como um ponto final de
seguranga também foi realizado com o mesmo scanner de MRI. Apés a
obtencdo de imagens localizadoras iniciais da regido toracica, 9
imagens axiais foram coletadas a partir dos grandes frascos para o
apice do coracdo. Semelhante a analise dos musculos das pernas, as
areas axiais foram adicionadas e multiplicadas pela espessura do corte
de 1,25 mm, para obter o volume de coragao total para cada animal.
Nenhuma mudanga significativa no volume do coragao foi observada
por MRI.

Estatisticas

[00397] Diferengas entre os grupos foram avaliadas por meio de

analise pareada de cauda de teste t de Student 2.
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Exemplo 14 - Eficacia de PRD-1474 em crescimento muscular in
vivo

[00398] Camundongos B6 SCID machos (n = 10 / grupo) foram
mantidos e tratados como descrito no Exemplo 10, com a excecao de
que PRD-1474 foi administrado nas doses diferentes conforme indicado
na Fig. 16, e a duragdo do tratamento foi de 28 dias. PRD-1474 a 1
mg/kg mostrou um aumento significativo de 11,1% em volume do
musculo da perna menor em comparagao com o grupo de controle PBS
(p <0,0001). Aumentos significativos no volume do musculo da perna
menor de 27,7%, 29,7%, e 32,8% foram também observados com PRD-
1474 a 10 mg/kg, 30 mg/kg, e 100 mg/kg, respectivamente. Nenhuma
mudanga no volume do coragao foi observada em todos os grupos de
dose de tratamento em relacdo ao de controle. Os dados sao
apresentados como média + desvio padrdo. Os varios grupos de
dosagem foram comparados usando ANOVA. (*p <0,0001; # néo
significante entre os grupos).

[00399] Os dados demonstram que as Adnectinas antimiostatina da
invencéo sao eficazes em dosagens significativamente mais baixas do
que os inibidores da miostatina anteriormente descritos (por exemplo,
US 7.632.499, J. Clin. Onclo. 30 (Suppl): Abstr. 2.516, de 2012).
[00400] Assim, as Adnectinas antimiostatina da invencgao
proporcionam uma maior eficacia em doses mais baixas combinadas
com menores efeitos colaterais indesejaveis, quando administradas
sozinhas ou em combinagdo com outros inibidores da miostatina ou
outras drogas, para o tratamento de perda de massa muscular e
doencas metabdlicas aqui descritos.

MODALIDADES

[00401] Um polipeptideo compreendendo o décimo dominio tipo Il
de fibronectina ("°Fn3) em que o ""Fn3 tem pelo menos uma alga

selecionada a partir da algca BC, DE, e FG com uma Sequéncia de
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Aminoacido alterada em relacdo a sequéncia da al¢a correspondente
do dominio '"°Fn3 humano, e em que o polipeptideo liga miostatina.
[00402] O polipeptideo da modalidade 1, em que o polipeptideo liga
miostatina com uma Kp de menos do que 500 nM.

[00403] O polipeptideo das modalidades 1 ou 2, em que a alga BC
compreende uma sequéncia de aminoacido de acordo com a férmula
X1-L-P-X2-X3-X4-Xs5-X6-X7, €M que,

[00404] X1 é selecionado a partir do grupo consistindoem S, Te Y;
[00405] X2 é selecionado a partir do grupo consistindoem H, Y, N, R,
F,G,SeT,;

[00406] X3¢ selecionado a partir do grupo consistindo em A, P, Q, S,
F,H NeR;

[00407] X4 é selecionado a partir do grupo consistindo em G e A;

[00408] Xs é selecionado a partir do grupo consistindoemH, L, R, V,

N,D, F, leK;
[00409] Xs € selecionado a partir do grupo consistindo em A, L, G, M,
F,leV;e

[00410] X7 é selecionado a partir do grupo consistindo em H e N.
[00411] O polipeptideo da modalidade 3, em que X; é S.

[00412] O polipeptideo das modalidades 3 ou4,em que X2é Hou Y.
[00413] O polipeptideo de qualquer uma das modalidades 3-5, em
que X3 é Aou P.

[00414] O polipeptideo de qualquer uma das modalidades 3-6, em
que X4 é G.

[00415] O polipeptideo de qualquer uma das modalidades 3-7, em
que Xsé H, LouR.

[00416] O polipeptideo de qualquer uma das modalidades 3-8, em
que Xs € Aou L.

[00417] O polipeptideo de qualquer uma das modalidades 3-9, em
que X7 é H.
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[00418] O polipeptideo da modalidade 3, em que a algca BC
compreende uma sequéncia de aminoacido selecionada a partir do
grupo consistindo em SEQ ID NOs: 7, 11-21, 23-31, 34, e 36-38.
[00419] O polipeptideo da modalidade 11, em que a alca BC
compreende a sequéncia de aminoacido estabelecida em SEQ ID NO:
34.

[00420] O polipeptideo de qualquer uma das modalidades
precedentes, em que a alca DE compreende uma sequéncia de
aminoacido de acordo com a férmula G-R-G-Xs, em que Xs é V ou L.
[00421] O polipeptideo de qualquer uma das modalidades
precedentes, em que a alca DE compreende um aminoacido
selecionado a partir do grupo consistindo em SEQ ID NOs: 39 e 42.
[00422] O polipeptideo da modalidade 14, em que a algca DE
compreende a sequéncia de aminoacido estabelecida em SEQ ID NO:
39.

[00423] O polipeptideo de qualquer uma das modalidades
precedentes, em que a alga FG compreende uma sequéncia de
aminoacido de acordo com a férmula Xo-X10-X11-X12-X13-X14-X15-X16-X17-
X1, €m que

[00424] Xo é selecionado a partir do grupo consistindoem L, V e |;
[00425] Xi1o € selecionado a partir do grupo consistindoem T e S;
[00426] X411 € selecionado a partir do grupo consistindo em K, R, A,
G,S,D,H,N, TeP;

[00427] Xi2 € selecionado a partir do grupo consistindo em S, T, A,

E,H, KeN;

[00428] Xi3 é selecionado a partir do grupo consistindo em K, G, Q,
D,E,N, TeS;

[00429] Xi4 é selecionado a partir do grupo consistindoem V, |, F, L,
M,P, TeY;

[00430] X5 é selecionado a partir do grupo consistindoem |, L e Y;
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[00431] X6 € selecionado a partir do grupo consistindoem H, I, V, K,
LLR,F,G,SeT;

[00432] Xi7 é selecionado a partir do grupo consistindoem Y e H; e
[00433] Xis € selecionado a partir do grupo consistindo em K, M, L,
ReV.

[00434] O polipeptideo da modalidade 16, em que X9 é L ou V.
[00435] O polipeptideo das modalidades 16 ou 17, em que X0 € T.
[00436] O polipeptideo de qualquer uma das modalidades 16-18, em
que X11 é Kou R.

[00437] O polipeptideo de qualquer uma das modalidades 16-19, em
que X12éSouT.

[00438] O polipeptideo de qualquer uma das modalidades 16-20, em
que X13 € K, G ou Q.

[00439] O polipeptideo de qualquer uma das modalidades 16-21, em
que X14 € Vou l.

[00440] O polipeptideo de qualquer uma das modalidades 16-22, em
que Xis e l.

[00441] O polipeptideo de qualquer uma das modalidades 16-23, em
que Xie€ H, louV.

[00442] O polipeptideo de qualquer uma das modalidades 16-24, em
que Xi7 €Y.

[00443] O polipeptideo de qualquer uma das modalidades 16-25, em
que Xig € Kou M.

[00444] O polipeptideo de qualquer uma das modalidades
precedentes, em que a alca FG compreende uma sequéncia de
aminoacido selecionada a partir do grupo consistindo em SEQ ID NOs:
46, 50-62, 64-72, 75-77, e 79.

[00445] O polipeptideo da modalidade 27, em que a al¢ca FG
compreende a sequéncia de aminoacido estabelecida em SEQ ID NO:
75.
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[00446] O polipeptideo das modalidades 1 ou 2, em que a alga BC
compreende uma sequéncia de aminoacido de acordo com a férmula
X19-X20-P-X21-G-X22-A, em que

[00447] Xi1o € selecionado a partir do grupo consistindoem D, E, V e
Wi

[00448] X2 € selecionado a partir do grupo consistindoem A, Se V;
[00449] X21 é selecionado a partir do grupo consistindo em R, A, G,
Kel;e

[00450] X2z é selecionado a partir do grupo consistindo em L e R.
[00451] O polipeptideo da modalidade 29, em que X49 € D.

[00452] O polipeptideo das modalidades 29 ou 30, em que X2 € A.
[00453] O polipeptideo de qualquer uma das modalidades 29-31, em
que X21 € Rou A.

[00454] O polipeptideo de qualquer uma das modalidades 29-32, em
que X2 é L.

[00455] O polipeptideo de qualquer uma das modalidades 29-33, em
que a alga BC compreende uma sequéncia de aminoacido selecionada
a partir do grupo consistindo em SEQ ID NOs: 8-10, 22, 32, 33, e 35.
[00456] O polipeptideo de qualquer uma das modalidades 1, 2 e 27-
34, em que a alca DE compreende e Sequéncia de Aminoacido de
acordo com a formula X23-G-R-G-X24, em que

[00457] X23 é selecionado a partir do grupo consistindoem V, P, F, |
el;e

[00458] X4 é selecionado a partir do grupo consistindoem S, Ne T.
[00459] O polipeptideo da modalidade 35, em que a alca DE
compreende e sequéncia de aminoacido selecionada a partir do grupo
consistindo em SEQ ID NOs: 40, 41, e 43-45.

[00460] O polipeptideo de qualquer uma das modalidades 1, 2 e 29-
36, em que a alga FG compreende uma sequéncia de aminoacido de

acordo com a férmula X25-X26-R-X27-G-Xo8-X29-X30-X31-X32, €m que
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[00461] X25 é selecionado a partir do grupo consistindo em | e V;
[00462] Xo6 € selecionado a partir do grupo consistindoem F, D e Y,
[00463] X2z é selecionado a partir do grupo consistindoem D e T;
[00464] Xos € selecionado a partir do grupo consistindo em P, M, V e
T;

[00465] X2 € selecionado a partir do grupo consistindoem V, L, N, R
e S;

[00466] X3o € selecionado a partir do grupo consistindo em H, T, L,
N,QeS;

[00467] X31 é selecionado a partir do grupo consistindo em F, W, Y,
Hel;e

[00468] Xs32 é selecionado a partir do grupo consistindo em D, A e G.
[00469] O polipeptideo da modalidade 37, em que Xas € .

[00470] O polipeptideo das modalidades 37 ou 38, em que X2 € F.
[00471] O polipeptideo de qualquer uma das modalidades 37-39, em
que Xz7 é D.

[00472] O polipeptideo de qualquer uma das modalidades 37-40, em
que Xzs é P.

[00473] O polipeptideo de qualquer uma das modalidades 37-41, em
que X9 € V.

[00474] O polipeptideo de qualquer uma das modalidades 37-42, em
que XsoéHouT.

[00475] O polipeptideo de qualquer uma das modalidades 37-43, em
que X31 é Fou W.

[00476] O polipeptideo de qualquer uma das modalidades 37-44, em
que Xsz2 € D.

[00477] O polipeptideo de qualquer uma das modalidades 37-45, em
que a alga FG compreende uma sequéncia de aminoacido selecionada
a partir do grupo consistindo em SEQ ID NOs: 47-49, 63, 73, 74, e 78.
[00478] O polipeptideo de qualquer uma das modalidades
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precedentes, em que o polipeptideo compreende uma alga BC e uma
alca DE.

[00479] O polipeptideo da modalidade 47, em que a alca BC
compreende uma sequéncia de aminoacido selecionada a partir do
grupo consistindo em SEQ ID NOs: 7-38, e a alga DE compreende e
sequéncia de aminoacido selecionada a partir do grupo consistindo em
SEQ ID NOs: 39-45.

[00480] O polipeptideo de qualquer uma das modalidades 1-46, em
gue o polipeptideo compreende uma alga BC e alga FG.

[00481] O polipeptideo da modalidade 49, em que a alca BC
compreende uma sequéncia de aminoacido selecionada a partir do
grupo consistindo em SEQ ID NOs: 7-38, e a alga FG compreende uma
sequéncia de aminoacido selecionada a partir do grupo consistindo em
SEQ ID NOs: 46-79.

[00482] O polipeptideo de qualquer uma das modalidades 1-46, em
que o polipeptideo compreende uma alga DE e uma alca FG.

[00483] O polipeptideo da modalidade 51, em que a alga DE
compreende uma sequéncia de aminoacido selecionada a partir do
grupo consistindo em SEQ ID NOs: 39-45, e a alga FG compreende e
sequéncia de aminoacido selecionada a partir do grupo consistindo em
SEQ ID NOs: 46-79.

[00484] O polipeptideo de qualquer uma das modalidades
precedentes, em que o polipeptideo compreende uma alca BC, uma
alca DE e uma alca FG.

[00485] O polipeptideo da modalidade 53, em que a alca BC
compreende uma sequéncia de aminoacido selecionada a partir do
grupo consistindo em SEQ ID NOs: 7-38, a alca DE compreende uma
sequéncia de aminoacido selecionada a partir do grupo consistindo em
SEQ ID NOs: 39-45, e a alca FG compreende uma sequéncia de

aminoacido selecionada a partir do grupo consistindo em SEQ ID NOs:
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46-79.

[00486] O polipeptideo da modalidade 54, em que a alca BC
compreende a sequéncia de aminoacido de SEQ ID NO: 34, a alga DE
compreende SEQ ID NO: 39, e a alga FG compreende SEQ ID NO: 75.
[00487] O polipeptideo da modalidade 55, em que o sequéncia de
alca BC tem 1, 2, 3, 4, 5, ou 6 substituicbes de aminoacido; a alca DE
tem 1 substituicdo de aminoacido, e aalga FGtem 1, 2, 3,4,5,6, 7, ou
8 substituicdes de aminoacido.

[00488] O polipeptideo da modalidade 56, em que

[00489] a alga BC compreende uma sequéncia de aminoacido de
acordo com a formula Xzsz-L-P-X34-X35-X36-X37-X38-X39, €M qUE,

[00490] Xs3 é selecionado a partir do grupo consistindoem T e Y;
[00491] (i) X34 € selecionado a partir do grupo consistindo em Y, N,
R,F,G, S, eT,;

[00492] (iii) X35 ¢ selecionado a partir do grupo consistindo em A, P,
S,F,H N, eR;

[00493] (iv) X3s € A;

[00494] (v) X37 é selecionado a partir do grupo consistindo em H, L,
R,V,N,D,F, el

[00495]  (vi) X3s € selecionado a partir do grupo consistindo em L, G,
M, F, l,eV;e

[00496]  (vii) X30 € H;

[00497] (b) a alga DE compreende uma sequéncia de aminoacido de
acordo com a formula G-R-G-Xs0, em que Xs0 € L; €

[00498] (c) a alga FG compreende uma sequéncia de aminoacido de
acordo com a férmula X41-X42-Xa3-X44-Xa5-Xa6-X47-Xa8-Xa9-Xs50, €M qUE
[00499] Xs1 é selecionado a partir do grupo consistindoem L e |;
[00500] (i) Xs2 € S;

[00501]  (iii) X43 € selecionado a partir do grupo consistindo em K, R,
A, G S HN,T eP;
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[00502] (iv) Xas € selecionado a partir do grupo consistindo em S, A,
E,H K, eN;

[00503] (v) X4s5 é selecionado a partir do grupo consistindo em K, Q,
D,E,N,T,eS;

[00504]  (vi) X46 € selecionado a partir do grupo consistindo em V, |,
F,L,M,P,eT;

[00505]  (vii) X47 é selecionado a partir do grupo consistindoem | e Y;
[00506]  (viii) X4g é selecionado a partir do grupo consistindo em H, |,
V,L,R,F,G,S,eT;

[00507] (ix) X490 € H; e

[00508] (x) Xs0 € selecionado a partir do grupo consistindo em M, L,
R, e V.

[00509] 58. O polipeptideo das modalidades 1 ou 2, em que a alga
BC compreende uma sequéncia de aminoacido de acordo com a
férmula Xs1-Xs2-Xs3-Xs4-Xs5-Xs56-X57-X58-X59, €M qUE,

[00510] Xs1 € selecionado a partir do grupo consistindo em A, C, D,
FFHLKLNQRSTVWeY,;

[00511]  Xs2 € selecionado a partir do grupo consistindoem L, M, e V,
[00512] Xsseselecionado a partir do grupo consistindoem A, C, D, E,
LK, L,M,N,P,Q,R,S, T,V,eY,;

[00513] Xs4 € selecionado a partir do grupo consistindo em A, C, D,
E,F,G,H, LKL, M,N,Q,R,S, T,V,W, eY;

[00514] Xss5 € selecionado a partir do grupo consistindo em A, C, D,
E,F,G,H, LKL, M,N,P,Q,R,S, T,V,W,eY;

[00515] Xs6 € selecionado a partir do grupo consistindoem G e S;
[00516] Xs7 € selecionado a partir do grupo consistindo em A, C, D,
E,F,G,H, LKL, M\,N,Q,R,S, T,V,W, eY;

[00517] Xsg € selecionado a partir do grupo consistindo em A, C, G,
L,M,S,eT;e

[00518] Xso € selecionado a partir do grupo consistindo em A, C, F,
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H,N,P,Q, R, S,eY.

[00519] 59. O polipeptideo da modalidade 58, em que:

[00520] Xs1 € selecionado a partir do grupo consistindoem C, F, |, S,
V,W,eY,;

[00521]  Xs2 € selecionado a partir do grupo consistindo em L;
[00522] Xs3¢selecionado a partir do grupo consistindo em P;
[00523] Xs4 € selecionado a partir do grupo consistindo em C, D, E,
F,GH LK,L,M,N,QR,S, T,V,W,eY;

[00524] Xss5 € selecionado a partir do grupo consistindo em A, C, D,
E,F,G,H, LKL, M,N,P,Q,R,S, T,V,W,eY;

[00525] Xse € selecionado a partir do grupo consistindo em G;
[00526] Xs7 € selecionado a partir do grupo consistindo em A, C, G,
HI1LKLMNQRS VW,eY,

[00527] Xss € selecionado a partir do grupo consistindo em A, G, L,
M,eS;e

[00528] Xso € selecionado a partir do grupo consistindo em C, H, N,
Q,S,eY.

[00529] 60. O polipeptideo da modalidade 59, em que:

[00530] Xs1 € selecionado a partir do grupo consistindoem F, S, e W;
[00531] Xs2 é selecionado a partir do grupo consistindo em L;
[00532] Xs3¢selecionado a partir do grupo consistindo em P;
[00533] Xs4 € selecionado a partir do grupo consistindo em C, F, G,
LK,L,M,N,R, S, T,V,W,eY;

[00534] Xss5 € selecionado a partir do grupo consistindo em A, C, E,
F.HLKLMP,QR,ST,V,eY;

[00535] Xs6 € selecionado a partir do grupo consistindo em G;
[00536] Xs7 é selecionado a partir do grupo consistindo em A, C, H,
K,L,LM,N,R,V,W, eY,

[00537] Xss € selecionado a partir do grupo consistindo em A, G, e L;

e

Peti¢do 870220123725, de 30/12/2022, pag. 229/255



226/239

[00538] Xso € selecionado a partir do grupo consistindo em H, N, e Q.
[00539] 61. O polipeptideo de qualquer uma das modalidades 58-60,
em que Xs1 € S.

[00540] 62. O polipeptideo da modalidade 58, em que Xs2 é L.
[00541] 63. O polipeptideo da modalidade 58, em que Xs3 é P
[00542] 64. O polipeptideo de qualquer uma das modalidades 58, 59,
e 61-63, em que Xs4 & H.

[00543] 65. O polipeptideo de qualquer uma das modalidades 58-64,
em que Xss € Q.

[00544] 66. O polipeptideo da modalidade 58, em que Xss € G.
[00545] 67. O polipeptideo de qualquer uma das modalidades 58-66,
em que Xs7 é K.

[00546] 68. O polipeptideo de qualquer uma das modalidades 58-67,
em que Xsg¢A.

[00547] 69. O polipeptideo de qualquer uma das modalidades 58-68,
em que Xso é N.

[00548] 70. O polipeptideo da modalidade 58, em que a alga BC
compreende uma sequéncia de aminoacido selecionada a partir do
grupo consistindo em SEQ ID NOs: 7, 11-21, 23-31, 34, e 36-38.
[00549] 71. O polipeptideo da modalidade 70, em que a algca BC
compreende a sequéncia de aminoacido estabelecida em SEQ ID NO:
34.

[00550] 72. O polipeptideo de qualquer uma das modalidades 58-71,
em que a algca DE compreende uma sequéncia de aminoacido de acordo
com a férmula G-R-G-Xso, em que Xe0 € A, C, D, E, F, |, K, L, M, N, Q,

S, T,eV.
[00551] 73. O polipeptideo da modalidade 72, em que Xeo € C, E, |,
LM Q,T,eV.

[00552] 74. O polipeptideo da modalidade 73, em que Xeo € C, E, |,
L, M, eV.
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[00553] 75. O polipeptideo de qualquer uma das modalidades 72-74,
em que Xeo € V.

[00554] 76. O polipeptideo de qualquer uma das modalidades 58-75,
em que a alga DE compreende um aminoacido selecionado a partir do
grupo consistindo em SEQ ID NOs: 39 e 42.

[00555] 77. O polipeptideo da modalidade 76 em que a alca DE
compreende a sequéncia de aminoacido estabelecida em SEQ ID NO:
39.

[00556] 78. O polipeptideo de qualquer uma das modalidades 58-77,
em que a alca FG compreende uma sequéncia de aminoacido de acordo
com a formula Xe1-Xe2-Xe3-Xe4-Xes5-Xes-Xe7-Xes-Xe9-X70, €M quUE

[00557] X1 € selecionado a partir do grupo consistindoem A, C, F, |,
LM QT,V,W, eY,;

[00558] Xs2 € selecionado a partir do grupo consistindo em A, C, F,
GHILKLMNQR,ST,V,W,eY,;

[00559] Xe3 € selecionado a partir do grupo consistindo em A, C, D,
E.F,GH LKL MNP QR,ST,V,WeY,

[00560] X4 € selecionado a partir do grupo consistindo em A, C, D,
E.F,GH LKL MNP QR,ST,VWeY,

[00561] Xes5 € selecionado a partir do grupo consistindo em A, C, D,
E.F,GH LKL, M,N,Q,R,S, T,V,W,eY;

[00562] X6 € selecionado a partir do grupo consistindo em A, C, F,
H I,L,M,N,P,S, T,V,W,eY;

[00563] X7 € selecionado a partir do grupo consistindo em A, C, E,
FHLKLMNQR,ST,V,WeY,;

[00564] Xes € selecionado a partir do grupo consistindo em A, C, D,
E.F,GH LK LMNP QR,STV,WeY,

[00565] Xso € selecionado a partir do grupo consistindoem F, W, eY;
e

[00566] X7o € selecionado a partir do grupo consistindo em A, C, D,
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E.F,GH LK L,M,N,P,QR,S, T,V,W,eY.

[00567] 79. O polipeptideo da modalidade 78, em que:

[00568] X1 € selecionado a partir do grupo consistindoem A, C, |, L,
M, eV;

[00569] Xs2 € selecionado a partir do grupo consistindo em C, F, H, |,
LLM,QR,S,T,V,W,eY,;

[00570] Xe3 € selecionado a partir do grupo consistindo em A, C, D,
E,F,G,H,,LLLM,N,P,Q,S, T,V,W, e,

[00571] Xe4 € selecionado a partir do grupo consistindo em A, C, D,
E,F,G,H, LKL, M,N,Q,R,S, T,V,W, eY;

[00572] Xes5 € selecionado a partir do grupo consistindo em A, D, E,
F.GHILLMNQST,VWeY,;

[00573] Xes € selecionado a partir do grupo consistindoem C, F, |, L,
M,P, T,V,W,eY,;

[00574] Xe7 € selecionado a partir do grupo consistindoem C, F, H, I,
K,.LLM,N,Q, R, T,V,W, eY,;

[00575] Xes € selecionado a partir do grupo consistindo em A, C, E,
F,GLKLMNPQR,ST,VWeY,

[00576] X9 € selecionado a partir do grupo consistindoem W e Y; e
[00577] X7o € selecionado a partir do grupo consistindo em A, C, D,
E,.GH K, LLMN,P,QR,ST,eV.

[00578] 80. O polipeptideo da modalidade 79, em que:

[00579] Xs1 € selecionado a partir do grupo consistindo em | e V;
[00580] Xs2 € selecionado a partir do grupo consistindoem C, F, |, L,
M, T,V,W,eY,;

[00581] Xe3 € selecionado a partir do grupo consistindo em A, C, D,
E,F,G,H,I,LLM,N,Q, S, T,eV;

[00582] Xs4 € selecionado a partir do grupo consistindo em A, C, D,
F,.G,I,LLM,N,Q, S, T,V,W, eY,;

[00583] Xss5 € selecionado a partir do grupo consistindo em A, G, S,
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T,eW;

[00584] Xee6 € selecionado a partir do grupo consistindoem F, I, V, W,
eY;

[00585] Xe7 € selecionado a partir do grupo consistindoem F, H, |, L,
M,V,W,eY,

[00586] Xes € selecionado a partir do grupo consistindo em A, C, F,
GLKLMT,V,eW,

[00587] Xeo € selecionado a partir do grupo consistindoem W e Y; e
[00588] X7o é selecionado a partir do grupo consistindo em A, G, K,
L, M, P,Q,eR.

[00589] 81. O polipeptideo de qualquer uma das modalidades 78-80,
em que Xe1 € V.

[00590] 82. O polipeptideo de qualquer uma das modalidades 78-81,
emque Xs2 € T.

[00591] 83. O polipeptideo de qualquer uma das modalidades 78-82,
em que Xe3 € D.

[00592] 84. O polipeptideo de qualquer uma das modalidades 78-83,
em que Xes € T.

[00593] 85. O polipeptideo de qualquer uma das modalidades 78-84,
em que Xes € G.

[00594] 86. O polipeptideo de qualquer uma das modalidades 78-85,
em que Xes € Y.

[00595] 87. O polipeptideo de qualquer uma das modalidades 78-86,
em que Xe7 € L.

[00596] 88. O polipeptideo de qualquer uma das modalidades 78-87,
em que Xes € K.

[00597] 89. O polipeptideo de qualquer uma das modalidades 78-88,
em que Xeo € Y.

[00598] 90. O polipeptideo de qualquer uma das modalidades 78-89,

em que X7o é K.
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[00599] 91. O polipeptideo da modalidade 1 ou 2, em que

[00600] a alga BC compreende uma sequéncia de aminoacido de
acordo com a férmula Xs1-Xs2-Xs3-Xs54-X55-Xs56-Xs57-X58-X59, €M qUE,
[00601] Xs1 é selecionado a partir do grupo consistindo em A, C, D,
F,HLKLNQR,S T, V,W,eY,;

[00602] (i) Xs2 € selecionado a partir do grupo consistindo em L, M,
eV,

[00603] (iii) Xs3 ¢ selecionado a partir do grupo consistindo em A, C,
D,E,LK,L,M,N,P,Q,R,S, T, V,eY;

[00604] (iv)Xs4€A,C,D,E,F,G,H,LK,L,M,N,Q,R,S, T,V,W,
ey,

[00605] (v) Xs5 € selecionado a partir do grupo consistindo em A, C,
D,E,F,G,H, LK,L,M,N,P,Q,R,S, T,V,W, eY,;

[00606] (vi) Xse € selecionado a partir do grupo consistindo em G e
S;

[00607] (vi)Xs7éA,C,D,E,F, G, H, I,K,L,M,N,Q,R,S, T,V, W,
ey,

[00608] (vii) Xss € A,C, G,L,M,S,eT;e

[00609] (ix)Xs0€A,C,F,H,N,P,Q,R,S,eY;

[00610] (b) a alga DE compreende uma sequéncia de aminoacido de
acordo com a férmula G-R-G-X30, em que Xeo € selecionado a partir do
grupo consistindoem A, C,D,E,F,,K,L,M,N,Q, S, T,e V;e
[00611] (c) a alga FG compreende uma sequéncia de aminoacido de
acordo com a férmula Xe1-Xe2-Xe3-Xe4-Xe5-Xee-Xe7-Xes-Xe9-X70, €M quUE
[00612] X1 € selecionado a partir do grupo consistindoem A, C, F, |,
LM, QT,V,W,eY,;

[00613] (ii)Xe2€ A, C,F,G,H,I,K,L,M,N,Q,R,S, T,V,W, eY;
[00614]  (iii) Xe3 € selecionado a partir do grupo consistindo em A, C,
D,E,F,G,H, LK,LLM,N,P,Q,R,S, T,V,W, eY,;

[00615]  (iv) Xes € selecionado a partir do grupo consistindo em A, C,
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D,E,F,G,H, LKL, M,N,P,Q,R,S, T,V,W, eY;

[00616] (v) Xes € selecionado a partir do grupo consistindo em A, C,
D,E,F,G,H ILK,L,M,N,Q,R, S, T,V,W, eY,;

[00617]  (vi) Xes € selecionado a partir do grupo consistindo em A, C,
F,HILLLM,N,P,S, T,V,W,eY,;

[00618]  (vii) Xe7 € selecionado a partir do grupo consistindo em A, C,
E,F,HLKLMNQR,ST,V,W,eY,;

[00619]  (viii) Xes € selecionado a partir do grupo consistindo em A, C,
D,E,F,G,H, LKL, M,N,P,Q,R,S, T,V,W, eY;

[00620] (ix) Xs9 € selecionado a partir do grupo consistindo em F, W,
eY;e

[00621]  (X) X70 € selecionado a partir do grupo consistindo em A, C,
D,E,F,G,H, LK,L,M,N,P,Q,R,S, T,V,W, eY.

[00622] 92. O polipeptideo da modalidade 91, em que:

[00623] (i) Xs1 € selecionado a partir do grupo consistindoem C, F, |,
S,V,W, eY;

[00624] (i) Xs2 € L;

[00625]  (iii) X536 P;

[00626] (iv) Xs4 € selecionado a partir do grupo consistindo em C, D,
E,.F,GH, LKL, M,N,Q,R,S, T,V,W,eY;

[00627] (v) Xs5 € selecionado a partir do grupo consistindo em A, C,
D,E,F,G,H, LK,L,M,N,P,Q,R,S, T,V,W, eY;

[00628]  (vi) Xs6 € G;

[00629]  (vii) Xs7 € selecionado a partir do grupo consistindo em A, C,
G HILKLMN,QR,S,V,W,eY;

[00630]  (viii) Xsg é selecionado a partir do grupo consistindo em A, G,
L,M,eS;e

[00631]  (ix) Xs9 € selecionado a partir do grupo consistindo em C, H,
N,Q,S,eY;

[00632] (b) Xeo € selecionado a partir do grupo consistindo em C, E,
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LLMQT,eV;e

[00633] (c) (i) Xe1 € selecionado a partir do grupo consistindo em A,
C,ILL,M,eV;

[00634] (i) Xe2€ C,F,H,I,L,M,Q,R, S, T,V,W,eY;

[00635] (iii) Xe3 € selecionado a partir do grupo consistindo em A, C,
D,E,F,G,HI,L,LM,N,P,Q,S, T,V,W, eY,;

[00636] (iv) Xes € selecionado a partir do grupo consistindo em A, C,
D,E,F,G,H LKL, M,N,Q,R,S, T,V, W, eY,;

[00637] (v) Xes € selecionado a partir do grupo consistindo em A, D,
E,F,G,H,,LL,M,N,Q,S, T,V,W, eY,;

[00638] (vi) Xes € selecionado a partir do grupo consistindo em C, F,
LL,MP,T,V,W,eY,

[00639]  (vii) Xe7 € selecionado a partir do grupo consistindo em C, F,
HLKLMNQRTV,W,eY,;

[00640]  (viii) Xes € selecionado a partir do grupo consistindo em A, C,
E,F,G LKL MN,P,QR,ST,V,W,eY,

[00641] (ix) Xeo € selecionado a partir do grupo consistindo em W e
Y; e

[00642] (x) X70 € selecionado a partir do grupo consistindo em A, C,
D,E,F,G,H, LKL, M,N,P,Q,R,S, T,V,W, eY.

[00643] 93. O polipeptideo da modalidade 92, em que:

[00644] (i) Xs1 € selecionado a partir do grupo consistindoem F, S, e
Wi

[00645] (i) Xs2 € L;

[00646]  (iii) X536 P;

[00647] (iv) Xss4 € selecionado a partir do grupo consistindo em C, F,
GLKLMNRST,V,W,eY,;

[00648] (v) Xs5 é selecionado a partir do grupo consistindo em A, C,
E,F,HLK,LLM,P,Q,R,S,T,V,eY,;

[00649]  (vi) Xs6 € G;
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[00650]  (vii) Xs7 € selecionado a partir do grupo consistindo em A, C,
H K,LLM,N R V,W,eY,;

[00651]  (viii) Xsg é selecionado a partir do grupo consistindo em A, G,

elL;

[00652] (ix) Xs9 € selecionado a partir do grupo consistindo em H, N,
e Q;

[00653] (b) Xeo € selecionado a partir do grupo consistindo em C, E,
ILL,M,eV;e

[00654] (c) (i) Xe1 € selecionado a partir do grupo consistindo em | e
Vi

[00655] (i) Xe2€ C,F,I,L,M, T,V,W,eY;

[00656] (iii) Xe3 € selecionado a partir do grupo consistindo em A, C,
D,E,F,G,H,I,L,LM,N,Q,S, T, eV;

[00657] (iv) Xes € selecionado a partir do grupo consistindo em A, C,
D,F,G, ILL,M,N,Q,S, T,V,W, eY;

[00658] (V) Xes € selecionado a partir do grupo consistindo em A, G,
S, T,eW;

[00659] (vi) Xes € selecionado a partir do grupo consistindo em F, |,
V,W,eY,;

[00660]  (vii) Xe7 € selecionado a partir do grupo consistindo em F, H,
ILL,M,V,W,eY,;

[00661]  (viii) Xes € selecionado a partir do grupo consistindo em A, C,
F,G LK L MT,V,eW;

[00662] (ix) Xeo € selecionado a partir do grupo consistindo em W e
Y;e

[00663] (x) X7o0 é selecionado a partir do grupo consistindo em A, G,
K,L,M,P,Q,eR.

[00664] 94. O polipeptideo da modalidade 92, em que:

[00665] (i) Xs1 € S;

[00666] (i) Xs2 € L;
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[00667]  (iii) X536 P;

[00668]  (iv) Xs4 € H;

[00669] (V) Xs5 € Q;

[00670] (vi) Xs6 € G; e

[00671]  (vii) Xs7 € K;

[00672]  (viii) Xss € A; e

[00673]  (ix) Xs9 € N;

[00674] (b)Xe0 € V;e

[00675] (c) (i) Xe1 €V,

[00676] (i) Xe2€ T;

[00677]  (iii) Xe3 € D;

[00678] (iv) Xes € T;

[00679] (V) Xes € G;

[00680] (vi)Xes €Y;

[00681]  (vii) Xe7 € L;

[00682]  (viii) Xes € K;

[00683] (ix)Xeo € Y; e

[00684] (x) X70 € K.

[00685] 95. O polipeptideo da modalidade 1 ou 2, em que o
polipeptideo compreende uma sequéncia de aminoacido pelo menos
80%, 85%, 90%, 95%, 98%, 99% ou 100% idénticas as regides de alca
sem BC, DE, e FG de SEQ ID NO: 118, 273, 281, ou 331.

[00686] 96. O polipeptideo da modalidade 1 ou 2, em que a
sequéncia de aminoacido das algas BC, DE, ou FG é pelo menos 80%
idénticas a qualquer uma de SEQ ID NOs: 7-38, 39-45, e 46-79,
respectivamente.

[00687] 97. O polipeptideo da modalidade 1, em que o polipeptideo
compreende uma sequéncia de aminoacido que é pelo menos 80%,
85%, 90%, 95%, 98%, ou 99% idéntica a qualquer uma de SEQ ID NOs:
80-123, 228-239, 252-273, 281, e 331.
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[00688] 98. O polipeptideo da modalidade 97, em que o polipeptideo
compreende uma sequéncia de aminoacido que é pelo menos 80%,
85%, 90%, 95%, 98%, ou 99% idéntica a SEQ ID NO: 331.

[00689] 99. O polipeptideo da modalidade 97, em que o polipeptideo
compreende uma sequéncia de aminoacido que é pelo menos 80%,
80%, 85%, 90%, 95%, 98%, ou 99% idéntica a SEQ ID NO: 273.
[00690] 100. O polipeptideo da modalidade 1, em que o polipeptideo
compreende uma sequéncia de aminoacido selecionada a partir do
grupo consistindo em SEQ ID NOs: 80-123, 228-239, 252-273, 281, e
331.

[00691] 101. O polipeptideo da modalidade 100, em que o
polipeptideo compreende uma sequéncia de aminoacido estabelecida
em SEQ ID NO: 331.

[00692] 102. O polipeptideo da modalidade 101, em que o
polipeptideo compreende uma sequéncia de aminoacido estabelecida
em SEQ ID NO: 273.

[00693] 103. O polipeptideo de qualquer uma das modalidades
precedentes, em que o sitio de ligacdo a Adectina sobre a miostatina é
descontinuo.

[00694] 104. O polipeptideo da modalidade 103, em que o
polipeptideo se liga a uma regido dentro de aminoacidos 56-66.
[00695] 105. O polipeptideo da modalidade 103, em que o
polipeptideo se liga a uma regido dentro de aminoacidos 85-101.
[00696] 106. O polipeptideo da modalidade 103, em que o
polipeptideo se liga a uma regiao dentro de aminoacidos 85-101 e 56-
66 of SEQ ID NO: 3.

[00697] 107. O polipeptideo de qualquer uma das modalidades
precedentes, em que o polipeptideo ndo compete para ligagdo a
miostatina com ActRIIB.

[00698] 108. O polipeptideo de qualquer uma das modalidades
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precedentes, em que o polipeptideo competes for binding to myostatin
with ALK4 e/ou ALKS.

[00699] 109. O polipeptideo de qualquer uma das modalidades
precedentes, adicionalmente compreendendo uma ou mais porg¢oes
farmacocinéticas (PK) selecionadas a partir do grupo consistindo em
polietileno glicol, acido sialico, Fc, fragmento Fc, transferrina, albumina
do soro, uma albumina do soro ligando proteina, e uma imunoglobulina
sérica ligando proteina.

[00700] 110. O polipeptideo da modalidade 109, em que a porgédo PK
e o polipeptideo sao ligados via pelo menos uma ligagéao dissulfureto,
uma ligagao de peptideo, um polipeptideo, um agucar polimérico ou uma
porcao de polietileno glicol.

[00701] 111. O polipeptideo da modalidade 109, em que a porgédo PK
e o polipeptideo séo ligados via um ligante com uma sequéncia de
aminoacido selecionada a partir do grupo consistindo em SEQ ID NOs:
181-227.

[00702] 112. O polipeptideo da modalidade 109, em que the
albumina do soro ligando proteina compreende o décimo dominio tipo
Il de fibronectina ('°Fn3).

[00703] 113. O polipeptideo da modalidade 109, em que o déminio
°Fn3 liga HSA.

[00704] 114. O polipeptideo da modalidade 109, em que a por¢ao PK
é Fc.

[00705] 115. O polipeptideo da modalidade 114, em que o Fc esta no
N-terminal do polipeptideo.

[00706] 116. O polipeptideo da modalidade 115, em que the Fc € no
C-terminal do polipeptideo.

[00707] 117. O polipeptideo de qualquer uma das modalidades 114-
116, em que o polipeptideo forma um dimero.

[00708] 118. O polipeptideo da modalidade 109, em que a por¢ao PK
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€ polietileno glicol.

[00709] 119. Uma composicdo farmacéutica compreendendo um
polipeptideo de qualquer uma das modalidades anteriores, e um veiculo
farmaceuticamente aceitavel.

[00710] 120. A composicdo da modalidade 118, em que a
composicao é essencialmente livre de endotoxina.

[00711] 121. Uma molécula de acido nucleico isolada que codifica o
polipeptideo de qualquer uma das modalidades 1-116.

[00712] 122. A molécula isolada de acido nucleico da modalidade
121, em que a molécula de acido nucleico tem uma sequéncia
selecionada a partir do grupo consistindo em SEQ ID NOs: 124-167,
240- 251, e 284-305.

[00713] 123. Um vetor de expressao compreendendo uma sequéncia
de nucleotideos que codifica o polipeptideo de qualquer uma das
modalidades 1-116.

[00714] 124. Uma célula que compreende um acido nucleico que
codifica o polipeptideo de qualquer uma das modalidades 1-115.
[00715] 125. Um método de produgao de um polipeptideo de ligagao
de miostatina, compreendendo a cultura da célula da modalidade 124,
sob condicbes adequadas para a expressdao do polipeptideo, e
purificacdo do polipeptideo.

[00716] 126. Um método de atenuar ou inibir uma doenga ou um
disturbio relacionado com a miostatina em um individuo que
compreende a administracdo de uma quantidade eficaz do polipeptideo
ou composicao de acordo com qualquer uma das modalidades 1-120.
[00717] 127. O processo da modalidade 126, em que a doenga ou 0
disturbio é selecionado a partir do grupo que consiste em: distrofia
muscular, esclerose lateral amiotréfica, doenga pulmonar obstrutiva
congestiva, insuficiéncia cardiaca crénica, cancer, AIDS, insuficiéncia

renal, doenca renal crdnica, uremia, artrite reumatdide, sarcopenia,
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perda de massa muscular devido ao repouso absoluto prolongado,
lesdo da medula espinhal, acidente vascular cerebral, fratura dssea,
envelhecimento, diabetes, obesidade, hiperglicemia, caquexia,
osteoartrite, osteoporose, enfarte do miocardio e fibrose.

[00718] 128. Um método de atenuar ou inibir a disfungdo associada
com a degeneragdo ou perda de musculos em um individuo,
compreendendo a administracdo de uma quantidade eficaz do
polipeptideo ou composic¢ao de qualquer uma das modalidades 1-120.
[00719] 129. O processo da modalidade 128, em que o disturbio &
selecionado a partir do grupo consistindo em distrofia muscular, esclerose
lateral amiotrofica, doenga pulmonar obstrutiva congestiva, insuficiéncia
cardiaca crbnica, cancer, AIDS, caquexia, insuficiéncia renal, doenga renal
cronica, uremia, artrite artrite, sarcopenia, perda de massa muscular devido
ao repouso absoluto prolongada, lesdo da medula espinhal, lesao
traumatica, acidente vascular cerebral, fratura do osso, e o envelhecimento.
[00720] 130. O processo da modalidade 129, em que a doenca € a
distrofia muscular.

[00721] 131. O processo da modalidade 128, em que a
administragao do polipeptideo ao individuo resulta em pelo menos um
dos seguintes efeitos biologicos:

[00722] um aumento da massa muscular;

[00723] um aumento no numero de células do musculo;

[00724] um aumento do tamanho das células musculares; e

[00725] um aumento na forga muscular.

[00726] 132. Um método de atenuar ou inibir um disturbio metabdlico
em um individuo, compreendendo a administracédo de uma quantidade
eficaz do polipeptideo ou composicdo de qualquer uma das
modalidades 1-120.

[00727] 133. O processo da modalidade 132, em que o individuo tem

uma doencga ou um disturbio selecionado a partir do grupo que consiste
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em diabetes, hiperglicemia, hiperinsulinemia, hiperlipidemia, resisténcia
a insulina, metabolismo de glicose deficiente, obesidade, e sindrome
metabdlica.

[00728] 134. O processo da modalidade 132, em que a doenga ou 0
disturbio € a diabetes do tipo II.

[00729] 135. O processo da modalidade 134, que adicionalmente
compreende a administracdo de uma segunda composicao terapéutica
para o tratamento de diabetes.

[00730] 136. O método de qualquer uma das modalidades 131-135,
em que a administracdo do polipeptideo ao individuo resulta em pelo
menos um dos seguintes efeitos bioldgicos:

[00731] um aumento na sensibilidade a insulina;

[00732] um aumento na captagdo de glicose pelas células no
individuo;

[00733] uma diminuigdo nos niveis de glicose no sangue; e

[00734] uma diminuigdo na gordura corporal.

[00735] 137. Um método para aumentar a massa muscular magra em
um individuo, que compreende administrar uma quantidade eficaz do
polipeptideo ou composig¢ao de qualquer uma das modalidades 1-120.
[00736] 138. Um método de aumentar a proporcdo de massa
muscular magra para gorda em um individuo, que compreende
administrar uma quantidade eficaz do polipeptideo ou composicdo de
qualquer uma das modalidades 1-120.

[00737] 139. Um kit que compreende o polipeptideo ou composicéo
de qualquer uma das modalidades 1-120, e instrugdes para utilizagao.
140. Um método de deteccdo ou medicdo da miostatina numa amostra
que compreende contatar a amostra com o polipeptideo de qualquer
uma das modalidades 1-117, e detectar ou medir a ligacdo do

polipeptideo a miostatina.
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REIVINDICAGOES

1. Polipeptideo, caracterizado pelo fato de que compreende
o décimo dominio tipo Ill de fibronectina ('°Fn3), caracterizado pelo fato
de que:

(i) o polipeptideo se liga a miostatina com um Kp inferior a
500 nM; e

(ii) as sequéncias de aminoacidos das al¢cas BC, DE e FG do
dominio "°Fn3 compreendem as sequéncias de aminoacidos de SEQ ID
NOs: 34, 39 e 75, respectivamente, em que uma alga das alcas BC, DE
e FG do dominio '"Fn3 tem opcionalmente uma substituicdo de
aminoacido em relacéo as respectivas algas BC, DE e FG de SEQ ID
NO: 34, 39 e 75.

2. Polipeptideo, de acordo com a reivindicagao 1, carac-
terizado pelo fato de que:

(i) a serina na posigdo 3 da alga BC (SEQ ID NO: 34) é
substituida por um aminoacido selecionado a partir do grupo consistindo
de A,C,D,F, H,LK,L,N,Q,R, T,V,W, eY;

(ii)) a leucina na posigéo 4 da alca BC (SEQ ID NO: 34) é
substituida por um aminoacido selecionado a partir do grupo consistindo
deMeV;

(iii) a prolina na posicao 5 da alga BC (SEQ ID NO: 34) é
substituida por um aminoacido selecionado a partir do grupo consistindo
de A,C,D,E,I,K,L,M,N,Q,R,S, T, V,eY;

(iv) a histidina na posigéo 6 da alga BC (SEQ ID NO: 34) é
substituida por um aminoacido selecionado a partir do grupo consistindo
de A, C,D,E,F,G ILK,L,M,N,Q,R,S, T,V,W, eY,;

(v) a glutamina na posigao 7 da algca BC (SEQ ID NO: 34) é
substituida por um aminoacido selecionado a partir do grupo consistindo
deAC,D,E,F,G,HILK,LLM,N,P,R, S, T,V,W, eY,;

(vi) a glicina na posicao 8 da alga BC (SEQ ID NO: 34) é
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substituida por o aminoacido S;

(vii) a lisina na posigdo 9 da alga BC (SEQ ID NO: 34) é
substituida por um aminoacido selecionado a partir do grupo consistindo
de A C,D,E,F,G,H,I,LLM,N,QR,S, T,V,W, e,

(viii) a alanina na posicéao 10 da algca BC (SEQ ID NO: 34) é
substituida por um aminoacido selecionado a partir do grupo consistindo
deC,G,L,M,S,eT;ou

(ix) a asparagina na posic¢ao 11 da alga BC (SEQ ID NO: 34)
€ substituida por um aminoacido selecionado a partir do grupo
consistindode A, C,F, H,P,Q,R,SeY.

3. Polipeptideo, de acordo com a reivindicagdo 1, carac-
terizado pelo fato de que a valina na posi¢ao 5 da alga DE (SEQ ID NO:
39) é substituida com uma sequéncia de aminoacido selecionada a
partir do grupo consistindode A,C,D,E, F,,K,L,M,N, Q, S, e .

4. Polipeptideo, de acordo com a reivindicagado 1, carac-
terizado pelo fato de que:

(i) a valina na posi¢ao 2 da alga FG (SEQ ID NO: 75) é
substituida por um aminoacido selecionado a partir do grupo consistindo
de A,C,F,I,LLLM,Q, T,W,eY,;

(i) a treonina na posi¢ao 3 da algca FG (SEQ ID NO: 75) é
substituida por um aminoacido selecionado a partir do grupo consistindo
de A,C,F,G,H, LKL, M,N,Q,R,S,V,W,eY,;

(iii) o acido aspartico na posi¢ao 4 da alga FG (SEQ ID NO:
75) é substituida por um aminoacido selecionado a partir do grupo
consistindode A,C,E,F,G,H,,K,L,M,N,P,Q,R,S, T,V,W, eY;

(iv) a treonina na posicao 5 da alga FG (SEQ ID NO: 75) é
substituida por um aminoacido selecionado a partir do grupo consistindo
de A,C,D,E,F,G,H,LK,L,M,N,P,Q,R,S,V,W, e,

(v) a glicina na posigao 6 da alga FG (SEQ ID NO: 75) é

substituida por um aminoacido selecionado a partir do grupo consistindo
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de A,C,D,E,F, H,,K,L, M,N,Q,R, S, T,V,W, eY,;

(vi) a tirosina na posi¢ao 7 da alga FG (SEQ ID NO: 75) é
substituida por um aminoacido selecionado a partir do grupo consistindo
de A C,F,G,H,I,LLM,N,P,S, T,VeW;

(vii) a leucina na posicao 8 da alca FG (SEQ ID NO: 75) é
substituida por um aminoacido selecionado a partir do grupo consistindo
de A, CE,F,H LK, MN,Q,R,S,T,V,WeY,;

(viii) a lisina na posicdo 9 da alga FG (SEQ ID NO: 75) é
substituida por um aminoacido selecionado a partir do grupo consistindo
de A, C,D,E,F,G,H,,LLM,N,P,QR,S, T,V,WeY,;

(ix) a tirosina na posicao 10 da alca FG (SEQ ID NO: 75) é
substituida por um aminoacido selecionado a partir do grupo consistindo
de F ouW; ou

(x) a lisina na posigdo 11 da alga FG (SEQ ID NO: 75) é
substituida por um aminoacido selecionado a partir do grupo consistindo
deA,C,D,E,F,G,H, LKL, M,N,P,Q,R,S, T,VouW.

5. Polipeptideo, de acordo com a reivindicagédo 1, carac-
terizado pelo fato de que as alcas BC, DE e FG compreendem,
respectivamente, as sequéncias de aminoacidos SEQ ID NO: 34, 39, e
75.

6. Polipeptideo, de acordo com qualquer uma das reivin-
dicacbes 1 a 5, caracterizado pelo fato de que o polipeptideo
compreende a sequéncia de aminoacido de SEQ ID NOs: 331, 273, 281
ou 118.

7. Polipeptideo, de acordo com a reivindicagdo 6, carac-
terizado pelo fato de que compreende a sequéncia de aminoacido de
SEQ ID NO: 331.

8. Polipeptideo, de acordo com a reivindicagdo 6, carac-
terizado pelo fato de que compreende a sequéncia de aminoacido de
SEQ ID NO: 273.
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9. Polipeptideo, de acordo com a reivindicagdo 6, carac-
terizado pelo fato de que compreende a sequéncia de aminoacido de
SEQ ID NO: 281.

10. Polipeptideo, de acordo com qualquer uma das reivin-
dicagdes 1 a 9, caracterizado pelo fato de que se liga a uma regiao
dentro dos aminoacidos 56-66 de SEQ ID NO: 3.

11. Polipeptideo, de acordo com qualquer uma das reivin-
dicagbdes 1 a 10, caracterizado pelo fato de que se liga a uma regiao
dentro dos aminoacidos 85-101 e 56-66 de SEQ ID NO: 3.

12. Polipeptideo, de acordo com qualquer uma das reivin-
dicagdes 1 a 11, caracterizado pelo fato de que o polipeptideo nao
compete para ligacdo a miostatina com ActRIIB e/ou o polipetideo
compete para ligacdo a miostatina com ALK4 e/ou ALKS.

13. Polipeptideo, de acordo com qualquer uma das reivin-
dicagdes 1 a 12, caracterizado pelo fato de que compreende ainda uma
ou mais porgdes farmacocinéticas (PK) selecionadas a partir do grupo
que consiste em polietileno glicol, acido sialico, Fc, fragmento Fc,
transferrina, albumina do soro, uma albumina do soro de ligacdo a
proteina, e uma imunoglobulina sérica de ligagao a proteina.

14. Polipeptideo, de acordo com a reivindicagdo 13,
caracterizado pelo fato de que a fragdo PK e o polipeptideo estéo
ligados por meio de um ligante com a sequéncia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 187.

15. Polipeptideo, de acordo com a reivindicacdo 13,
caracterizado pelo fato de que a fracdo PK é um Fc.

16. Polipeptideo, de acordo com a reivindicacdo 15,
caracterizado pelo fato de que o polipeptideo compreende a sequéncia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 269.

17. Polipeptideo, caracterizado pelo fato de que consiste na
sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 273.
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18. Composicao farmacéutica, caracterizada pelo fato de
que compreende um polipeptideo, como definido em qualquer uma das
reivindicagcbes 1 a 17, e um veiculo.

19. Molécula de acido nucleico isolada, caracterizada pelo
fato de que compreende a sequéncia de nucleotideos de SEQ ID NO:
162, SEQ ID NO: 296 ou SEQ ID NO: 305.

20. Célula hospedeira, caracterizada pelo fato de que
compreende a molécula de acido nucleico isolada, com definida na
reivindicacdo 19, em que a referida célula hospedeira € uma célula
procariota, bacteriana ou levedura.

21. Polipeptideo, de acordo com qualquer uma das reivin-
dicacdes 1 a 17, ou composicédo, de acordo com a reivindicagcao 18,
caracterizado pelo fato de que é para uso em um método de tratamento
de um distarbio muscular, neurolégico ou metabdlico que esta
associado com atrofia muscular e/ou atrofia muscular ou um disturbio
degenerativo 6sseo.

22. Polipeptideo ou composicéo para uso, de acordo com a
reivindicacdo 21, caracterizado pelo fato de que a administracdo do
polipeptideo ao individuo resulta em pelo menos um dos seguintes
efeitos bioldgicos:

(a) um aumento na massa ou volume muscular;

(b) um aumento no numero de células musculares;

(c) um aumento no tamanho das células musculares; e

(d) um aumento da forga muscular.

23. Polipeptideo ou composi¢ao para uso, de acordo com a
reivindicagcédo 21 ou 22, caracterizado pelo fato de que o individuo tem
miopatia ou neuropatia.

24. Polipeptideo ou composigao para uso, de acordo com
qualquer uma das reivindicag¢des 21 a 23, caracterizado pelo fato de que

o individuo tem uma distrofia muscular.
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25. Polipeptideo ou composig¢ao para uso, de acordo com a
reivindicacao 24, caracterizado pelo fato de que o individuo tem distrofia
muscular de Duchenne.

26. Polipeptideo, de acordo com qualquer uma das
reivindicagbes 1 a 17, ou composi¢cédo, de acordo com a reivindicagao
18, caracterizado pelo fato de que é para uso no tratamento de um
disturbio metabdlico selecionado de obesidade, diabetes mellitus tipo Il,
disturbios associados a diabetes, sindrome metabdlica e hiperglicemia.

27. Polipeptideo ou composi¢ao para uso, de acordo com a
reivindicacdo 26, caracterizado pelo fato de que a administracido do
polipeptideo ao individuo resulta em pelo menos um dos seguintes
efeitos bioldgicos:

(a) um aumento na sensibilidade a insulina;

(b) um aumento na captacédo de glicose pelas células no
individuo;

(c) uma diminuigao nos niveis de glicose no sangue; e

(d) diminuicao da gordura corporal.

28. Método de deteccdo ou medicdo da miostatina em uma
amostra, caracterizado pelo fato de que compreende contatar a amostra
com o polipeptideo como definido em qualquer uma das reivindicacbes
1 a 17, e detectar ou medir a ligagéo do polipeptideo a miostatina

29. Uso de um polipetido ou composicao, como definidos em
qualquer uma das reivindicacdes 1 a 17, caracterizado pelo fato de que
€ na preparacao de um medicamento adequado para tratar uma doencga
ou disturbio relacionado com miostatina.

30. Uso, de acordo com a reivindicagao 29, caracterizado
pelo fato de que o medicamento é adequado para tratar uma doenca ou
disturbio relacionado a miostatina através de pelo menos um dos
seguintes efeitos bioldgicos:

(a) um aumento da massa muscular;
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(b) um aumento no numero de células musculares;

(c) um aumento do tamanho das células musculares; e

(d) um aumento na forga muscular.

31. Uso, de acordo com a reivindicacdo 29, caracterizado
pelo fato de que o medicamento é adequado para tratar uma doencga ou
disturbio relacionado com miostatina através de pelo menos um dos
seguintes efeitos bioldgicos:

(a) um aumento na sensibilidade a insulina;

(f) um aumento na captacdo de glicose pelas células do
individuo;

(g) uma diminuicdo dos niveis de glicose no sangue; e

(h) uma diminuicdo na gordura corporal.

32. Uso de um polipeptideo ou composicao, como definidos
em qualquer uma das reivindicagdes 1 a 17, caracterizado pelo fato de
que € na preparagao de um medicamento indicado para aumentar a
massa muscular.

33. Uso, de acordo com a reivindicacdo 29, caracterizado
pelo fato de que a doenca ou disturbio relacionado com miostatina é
uma desordem do neurdnio motor, uma desordem neuromuscular ou
uma desordem neuroldgica.

34. Uso, de acordo com a reivindicacdo 29, caracterizado
pelo fato de que a doenca ou disturbio relacionado com miostatina &

distrofia muscular de Duchene.

Peti¢do 870220123725, de 30/12/2022, pag. 250/255



117

fET
LEES
FRES
el
LETT
(513
LLTT
51 -
(-5
TFIT
'S &
(T1%
(113
[k &
54
Le0T
femz
[k
(=0T
CRDE
(E0y
[HT
L0
[k

&8

(=15

(=)

L1

158

[

IEE

[F

LTE

£
(1]
]
I35
153
[§-3-]
[EZ
LE§
(1]
Iog

LOK JI OEE)
e i ]
-om I DEE)
nok QT AEE
0 JI DER)
Toie AT DEEl
K 91 DER)
O a1 DEE)
I T DES)
tOR JI DEE)
ok JI D38
0l I DEs)
TR QI QZE)
i dI DER)
Lo 3T AER)
IGH JI DEF)
of ar FEm)
G JI 025
G JI DESR)
ok dI O3S
0l a1 Baw)
Lo JI DEEN
ol a1 BEw)
QK QI DEE)
IOH JI DEE)
O T AER)
o an DEsl
K 91 DER)
tofE ar SEm)
I JI DESF)
LOR JI DEE)
o A1 DEF)
Lo dI DEE)
10K dI DED)
o dI DEsR)
2K 3T BER)
I0H JI DES)
toiE ar OEm)
10 JI 0E5F)
SOR JI DEE)
POl T OE5)
LOK dI DEE]
LOK JI 0EE)
o a1 DaEw)

| 614

HHHHERCE A 511 3145 KT8 TaNAL T4 A AL AW ZA T T LA Ted W D8 T DLt AL I AT ERSSLAOL LTH L LY MEn K2 T2 2 T TIE Id IWH ul ITIEE AATE S0
MM AT A 10 T L M S S AN ARANS AL L L AL D A A DS E DA s L0 A ML 50 LY A - T T S e 1 T IR LA L A AT e s A
HHEHEHEDE S50 1 S0 K S AR AN LNADE L Ll D L s D S D 0 B LS S0 A8 S L S L LI H A e o B = 1SS A D A I T A S B A
HHHHEESE R T AT AR I8 TR TR LT LA AL TS AT DS AT OF T DN LA DN AL S0 LI FROOLA0E LTNALEE D BRI TEME I TI6 L4 IV AL I TT e AMIE DA
HAHEHSEOE 2 802 31 4T K wuLEEmhuH.ftﬂPranEm.—_am.m DErS S AL S A BN LS LId LA -d'y [d TS T TEIE LA I s 3T T 82 A1 E A
W R S T AL AR 15 T SR A IR DA MR LAY AR T S A DS T TOE T DL AT o LE B A S s LT A% e B A TR E 1 Ta5La T A A s A A
HHHHHIECS 4217 314A K18 TAAREAS DI AL Y T 1 T L NI AN AT DS T DL Hoa AL S0 A SR DL A0E LT AA - T IO RN a T TS I T A8 T T84 08 AT
SIS0 S50 5 R K 25 D ST LA A £ S A S WL L D] TR £ L8 S0 A s s LS WA - T T A MRS 5 12502 L A AP0 s
HHERFE S AR T3 ER SR DR A T TARE ST LAY A L T L AT S AT D8 T AT H A TS 0 A SR L L DA LT AT BRI T HI T S S T TER A IV A =T =4 AT AT
HHHHEECS A8 2147 K18 TaRAT TaUP ALY Al I L AL S HT o8 T e aAneed ALd 30 A SSa L A00 LT A FEEEd S 1B S T TS L4 T ¥l FT S I8 A5
HHEHESCE 3530 I3 45K 35 IORAT IO LALAY AN L T LA SS T D8 L IS Al o AL S A Al ERE S 300 LI LI K TO0YdS TENE I TEE L I s AT E2 A0 6]
WIS A 30 T BT AR 15 CAR AR AN EAL T 20 L T 2 A A T O T DL S o Al B0 A SR A S LT H A A P A e T s T TR A I A A s A S A
HHHHERCE IR] T HAK T8 TR A R BA L AN AAL TSRO DI AT DT INSADET AL 0 AL ERD LA DE LT AL QTVHA TER S I TIF L] ITN AL I TS AdE A0
HAHEE D = Al IS TR A L L T N LAl A A L T L D e d ST S S D S ESs L3 Sl A Snsrt LSS LI g A e frdm T e T TR LA AT S nd = hlad
HHHEHECEY A D F1 43 KIE TEAAT TATKIM &AL AT AT T & S e T O 8T I ASE T L B0 A R LA TE LT A R A DS R T R BT TR I I AL 3T T3 TS0
HAHHEECE IR0 I314EH I8 IR AL INMWD L TLAY AL T LR ASS T OET INLAOHE Ald 30 A EMErnl 05 LIH AR N ASEHd TENS T TTBId IV A TS A AEEH
IR T 90 S LA K TS TR AT SR L AT T S A S W T O L DY LA B A L A T A SR LT s LS M2 P s L I EE 1 T IR L I A A S A0S 0
HHEHER AR I3 dER I DN AR NN T L A L S L A A AT e L L ST T A 30 AL T L A D LT A N - IS IS I TR LA IV e AT T TS A0S AH
HHHHEEGS 4211 SIHEK I DEE RH L Sl el 0 L T L TS T DL DELATHEE AL 30 88 SRO LA DE LI AR S T HI T AN S T TIG I IR LA I T TS E AT ATH
HHEHESDE 3] I3LHAK 28 TdMil TS LT LAY AL T L A0ASS T 8L IR ASHDS AL S0 AL SRSl 300 LI e 2 ERE I TTELE IV s 3T 23 A08 aGd
RS A B0 T TFHE KI5 T TAR TR AR BAL Y L LT L A as HT 0 5 T DL Ao AL 20 AL SR DA L A R T I T RS T TT5 S AN AT o A0 5An
=|.._=u.=m.uﬂ_m.uﬁnuuhﬁ?pwEEhHHLdHﬂHl.ﬁﬁ?E-_.._”uw IHIASED AL 3N AT SRS L AL LT AN Bied L2 T2 2 I TTE Id Wl TTI S AR A0
HEM IS A R0 T LT A 5 TAEA R AN S M LL T 0L T A A T DS L DL AT T A LE R0 AL S ML 0 L A A ER I I 2R T TIE LA I P A AT T a A0S Ans
HHHEHECE 132 NPEHHNEHHEEHB‘H&PrIEHﬁHM B Sy b PR R B B R S ot T Ee o T o i Pl e B O
HAHEEBRDE IRI 31 dRKISE EH.N TANASEALA Y Al TL RN AT SE L [HEADESE ALd S0 A2 ENSELASE LI A B0 o ad 1IN E T TS 14 IV a3 T TEE 05 A0
HHHEHESE 89 T F14A KI5 TEMAR LT e mH R T LAY LA T 2 A TS T Tl AR A3 20 A S LA E LT A AN T A T ole T T IS 1 AR A0 8 240800
G HIERE AR T LA T5 TAMAILT T RIETLAY A0S T S AR AT WT S5 T DL AR AL T A STl A s LT L A F I N T ER S TR e T L Aot AT el
HAHHESCE 3] S S IR K IR TAMAR I T WS L A L T L DA AT DT DELATHEE AL 30 A SR LA Da LI RA RN T L T AR I TIE LI I A 3T T L A2 AT
IR DT 90 S DL TS TAMAR T DAl A T AL T S AL S WL S T T LA E LA T A TR LT o LS M2 B e M 3 AN S TR L I A AT S A S 0
HHEHERCT A BII3HER IR DERAE I THAH AT L AT T LA A ME BT D8 L ILADHDY ATS 30 AL S0 L DA LI AR RT B0 RIS S T TR I IV AT T T8 TR ADH
HHHEERCEd 512 31 di KIS CdMAH I I HEN LT LAY ZAL T L A0 Gd T S8 T Il AC et A L3 I A BNE S L A0 LT R A Hr i Ha I e s T TR Id 1WAl T 82 A8 A5G
:.:.:::..uﬂﬂnqﬁw.u..wm_.ﬁ.:mangabﬂnﬂ_aq.ﬂtﬂﬁnh..ﬂn?ﬂ.mﬁu“n._...hh_.._.“.a.u._......Eﬂﬁuﬁaugbwguﬂmaﬂudﬂhﬂuﬂﬂﬁy......_.____..ml.u.%u....du_._hﬁn
m.u...:ﬂ—__m,u_m.mﬁuum.“_..ﬂ....,.wnuwHE:H..._mﬂﬂ._”r.._...-..__.|.._..H...hH_H.E.-_.._”..u_wnHﬂh..._h._ndmbhhmnmqmm_wﬂ.mﬂwhug.ﬁ_.hﬁmw.nmwdﬁmﬂﬂmH.mH.-..m“._hH.l.u.m.m..u.um..__...H.m
HTH S0 30 T LA 15 E ARAT LS b ARl AL LA RSN S SIS E DT AR HO A LS00 A e 21 500, L3 o, T T TR 1 T 5.L4 I e s IS e 1 A
HAHHHEDT S R IR A RIS IaNAT L1 S LT 4 L T LA ST S E IS E Al S0 A B DL A S L AR T R 1IN S TS A D AR IS0 B A S A
HHHEHEDE A0 1 3147 K IF T8 TRA AR AL A AT I S R e T O 5 T DA LA S A r SR LA TE [T LA Y B DT TR E T TTR I TN AL 3T 3 A0EL0H
HAHHHSCE 3] T 31 4AK 18 TAARE L LM DL LAl L LRI AS3 TS0 T INLADESE Ald B0 A5 EXEEL 355 LI AR N 16 Ad 1EME 1 TIELA IFE A T TI 2 A02 AEH
IR S50 T TL A K TE TAMAR T T el ST LAY A 1 T S A T S T DL A R £ L8 0 AL s S LS W7 LI R RN T TG L T AL AP 0 AT ok
HHEHESoS 41T 31 4EK 10 TSR 1L DN AL Y Al 1 T AT ADS T DS [ DEL T 0o ALS 30 A0 SN DL 303 LT AR A AT 1AME 1 TTELA IEe A TTTS4 MO8 AN
IS0 330 5 SA MK 15 ZARAT L L M L AL £ 5 A Wi L DT A B AL S0 e L5 LS W AT L e 0 L 1715 L 1 e A AP0 0 e
HHEHESCE AR T 1T HAK TR T 0 A AR R AT L Y AN 1 T AT S ST O E T DL Ao AL 30 A SR DL 303 LTHAT - AW To LI VARE 1 TTRLS DA I 1T 208 AN
HAHEHECE 281 31 A KIS TaW T TId M AAL A 1A T 2 R0 el WO AT I SR T T A LI S0 A Bk S LA LI LA - Y T ed A ol BT TTR Id IW R Al ITT 34 S8 A 56
HHHEERCE 481 I II4E KIS TAJHH BRI T LAR FAT I LGS T D8 T IR St AT S0 AT ERES LIS LI AL g ¥dSds BAMS T TEE Id IW s IS ST ASH
MR A R0 T AT AEK T5 T A MAR TR DL T 0L T L A A E T DS T DL 0 e ALS R A G 7 5, L2 42 P e T TSRS T TE5.LS I LA Tl A0S ARGl

nesd_ 0w TE
sos_HLiE
Wl NMELA
109 _STIE
L LI
FF_9TTE
09 §TIE
Bodl 501k
E0E_A0E
166 AGOE
T0d_RtoE
BOR1_BO0E
BOE_B00E
o A
OTI_LG0E
00 LG0T
oAl LO0E
aTY B00E
LOH_LEEE
RGH LBEZ
&0 LAGE
Bod_LREE
Fod LEGE
Tod_LEGE
H0E LERE
08 LERE
FoAl_LRGE
E0D LEEE
oSl LBGE
vod_LEEE
ON_LREE
LOdA_SE5E
fod_ngas
£ol_5ELE
10 S b
TIH_FESE
GOH_BEGE
03A_pESE
£040_BEST
1 pEsE
JE_EEST
g0 ERAE
ZoO_anng
FoA GLET



e
— —_— w75

- I

—u N AL

— —— 11 S

a2
L
V- ame —










Fig. 5






Ak

RQHA
TSSL.G

ol

Fig. 7

\"4



10

Bl

1.4

prasaussasiraannsydiananss

et

8/17

E-LLIC MGty

wolon HTRE BCG ab )
wnnann T (HTEF}

- L

- T ARELUCE

(nu) 0sdl

== 4= ENriquecimento de NGS

e me T WG5S

PR
Ll

.
gt L 1T

————

wesi
wiso

jt:.-d] vasH
Jm&,,..':ﬁ L

L0

limalzex

. woED

Yitd

Ll
WLEN
w38l

TEEA
TrED

TEEN

YTEN

weTh
TEIH

wsEl

YEIs



917

sieseualed

6 ‘614

(AL} 053] SHLH

(L0 | Ly | L dbird

sepeled
EYNIETEY S
[oAlIage.d siep

e * " [eAlIBge.d slew O

Q00

=)
)
=

(i

wtiould3



10/17

e ==
821-044
98C1l-04d
28c1-0dd

0L ‘bi4

wu [ Jopnedwon ] Boj
t & 0 i

B
.
-
|.I.

BUNE)SOIN 9P gIIdIdY ap oednadwod ap vyS|13

L L
8 (=]
oednedwod ap 9,

:

3




11/17

L b4

AU ‘[ eunosupy ] Boj
L ¢ I 0 L= ¢ £ ¥
]

o
e

207108 Y
a7 ld4d = ) - 001
GazLd4d »

T T T T T
L= [ L o
o w = it

-0<l

eune)solp ap oN-Jyy olesus

Iqlul ap %

oedl



12/17

Complexo de sinalizagao nativo

ActRIB

Miostatina

Miostatina

Miostatina

ActRHB

Fig. 12
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