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RESUMO
"MEMBRO DE LIGAGAO PARA O RECETOR DE GM-CSF"

Membros de ligacdo para a cadeia alfa do recetor para o
fator de estimulacdo de coldénias de granuldcitos macrdfagos
(GM-CSFR), especialmente moléculas de anticorpo. Utilizacéo
dos membros de ligacéo no tratamento de doencas
inflamatérias e autoimunes, por exemplo artrite reumatoide,
asma, resposta alérgica, esclerose multipla, leucemia

mieloide e aterosclerose.



DESCRICAO
"MEMBRO DE LIGACAO PARA O RECETOR DE GM-CSF"

A presente invencdo refere-se a membros de ligacdo para a
cadeia alfa do Recetor do Fator de Estimulacdo de Coldnias
de Granuldécitos/Macrdéfagos (GM-CSFRa) , especialmente
moléculas de anticorpo anti-GMCSFRa. Refere-se também a
utilizacdo destes membros de ligacdo no tratamento de
doencas inflamatdérias, respiratdrias e autoimunes mediadas
pelo GMCSFRa, incluindo artrite reumatoide, doenca pulmonar

obstrutiva crénica e esclerose multipla.

0O GM-CSF é uma citocina prdé-inflamatdria de tipo I que
melhora a sobrevivéncia, proliferacdo e/ou diferenciacdo de
uma grande gama de tipos de células hematopoiéticas
incluindo neutrdéfilos, eosindéfilos, macrbéfagos e suas
células progenitoras. O recetor de GM-CSF é um membro da
superfamilia de recetores de hematopoietina. E
heterodimérico, consistindo de uma subunidade alfa e uma
beta. A subunidade alfa ¢é altamente especifica para o GM-
CSF, enquanto que a subunidade beta é partilhada com outros
recetores de citocinas, incluindo IL3 e IL5. Isto reflete-
se numa distribuicdo mais ampla no tecido da subunidade
recetora beta. A subunidade alfa, GM-CSFRa, é
principalmente expressada em células mieloides e células
ndo hematopoiéticas, tais como neutréfilos, macrdfagos,
eosindéfilos, células dendriticas, células endoteliais e
células epiteliais resgpiratdrias. O GM-CSFRa inteiro é uma
glicoproteina de membrana de tipo I com 400 aminoadcidos que
faz parte da familia de recetores de citocina de tipo I, e
consiste de um péptido sinal de 22 aminoacidos (posicdes 1-
22), um dominio extracelular de 298 aminoédcidos (posicdes

23-320), um dominio transmembranar das posic¢cdes 321 - 345 e



um dominio intracelular curto de 55 aminoécidos. O péptido
sinal é dissociado para proporcionar a forma madura de GM-
CSFRa como uma proteina de 378 aminodcidos. Encontram-se
disponiveis clones de ADNc do GM-CSFRa humano e murideo e,
ao nivel da proteina, as subunidades do recetor tém 36% de
identidade. O GM-CSF ¢é capaz de ligar-se com afinidade
relativamente baixa & subunidade o sozinha (Kd 1-5 nM) mas
de modo nenhum a subunidade [ sozinha. No entanto, a
presenca de ambas as subunidades o e B resulta num complexo
ligando-recetor de afinidade elevada (Kd = 100pM). A
sinalizacdo de GM-CSF ocorre através da sua ligacdo inicial
a cadeia o do GM-CSFR e, em seguida, reticulacdo com uma
subunidade maior a cadeia [ comum para gerar a interacdo de
afinidade elevada, que fosforila a via JAK-STAT. A ligacéo
do GM-CSFR ao GMCSEF é revista na ref. [1l]. Esta interacéo
também ¢é capaz de sinalizar através da fosforilacdo da

tirosina e ativacdo da via de MAP-cinase.

Patologicamente, foi demonstrado que o GM-CSFEF desempenha um
papel na exacerbacéo de doencas inflamatoérias,
respiratédrias e autoimunes. A neutralizacdo da ligacédo de
GM-CSF ao GM-CSFRa €&, por conseguinte, uma abordagem
terapéutica para o tratamento de doencas e condicdes

mediadas pelo GM-CSFR.

Nicola et al. [2] descreveram um anticorpo murideo contra o
GM-CSFRa humano, designado 2B7-17-A ou "2B7", o qual foi
descrito como tendo uma afinidade relativamente elevada
para o GM-CSFRa humano e como sendo um inibidor potente da
acdo Dbioldgica do GM-CSF humano em varios bioensaios
diferentes. O anticorpo 2B7 encontra-se comercialmente
disponivel de Chemicon como MAB1037, e a Folha de Dados de
Produto para o MAB1037 indica gque é um inibidor potente da
acdo bioldgica do GM-CSF. O 2B7 foi também divulgado na
WO094/09149.



Utilizando uma combinacdo de selecdes de bibliotecas de
fagos de scFv naturais, mutagénese aleatdéria e ensaios
bioguimicos e bioldgicos apropriadamente concebidos (ver a
Parte Experimental abaixo), ndés identificédmos moléculas de
anticorpo altamente potentes que se ligam ao GM-CSFRax
humano e inibem a acdo do GM-CSF humano no seu recetor. 0s
resultados aqui apresentados indicam gue 0s nossos
anticorpos ligam uma regido ou epitopo diferente do GM-
CSFRa em comparacdo com o anticorpo anti-GM-CSFRa conhecido
2B7, e surpreendentemente sdo ainda mais potentes do que o

2B7 como demonstrado numa variedade de ensaios bioldgicos.

Um aspeto da invencdo é uma composicdo compreendendo uma
molécula de anticorpo isolada e um excipiente
farmaceuticamente aceitédvel, em que a molécula de anticorpo
compreende um dominio VH de anticorpo e um dominio VL de
anticorpo, compreendendo o dominio VH de anticorpo regides
determinantes de complementaridade (CDRs) de cadeia pesada
HCDR1, HCDR2 e HCDR3 e compreendendo o dominio VL as CDRs
de cadeia leve LCDR1, LCDR2 e LCDR3, em que as sequéncias
de aminoadcidos das CDRs séo:

HCDR1 SEQ ID NO: 53

HCDRZ2 SEQ ID NO: 54

HCDR3 SEQ ID NO: 55

LCDR1 SEQ ID NO: 58

LCDR2 SEQ ID NO: 59, e

LCDR3 SEQ ID NO: 60.

Os anticorpos da invencdo sédo particularmente valiosos na
ligacdo e neutralizacdo de GM-CSFRa e, deste modo, sé&o
GUteis em tratamentos para doencas mediadas pelo GM-CSFRa,
incluindo doencas inflamatdérias e autoimunes, como indicado
pelas experiéncias agqui contidas e literatura técnica
comprovante. Por exemplo, ndés demonstrdmos em ensaios
baseados em células que os anticorpos da invencdo sé&o

capazes de inibir a libertacdo de citocinas (por exemplo



IL-6 e TNFa) induzida pela ligacdo de GM-CSF nativo ao seu
recetor. Como explicado em mais pormenor abaixo, a inibicédo
da atividade do GM-CSF através do bloqueio da ligacdo ao
GM-CSFRa é uma abordagem terapéutica para o tratamento de
doencas tais como artrite reumatoide (RA), asma, inflamacéo
das vias aéreas induzida por fumo, doenca pulmonar
obstrutiva crénica (COPD), resposta alérgica, esclerose

multipla (MS), leucemia mieloide e aterosclerose.

Os membros de ligacdo de acordo com a invencdo geralmente
ligam o) dominio extracelular de GM-CSFRa.
Preferencialmente, um membro de ligacdo da invencdo liga
pelo menos um residuo de Tyr-Leu-Asp-Phe-Gln (YLDFQ), SEQ
ID NO: 201, nas posicdes 226 a 230 do GM-CSFRa humano
maduro (SEQ ID NO: 206). O membro de ligacdo pode ligar
pelo menos um residuo na sequéncia YLDFQ do GM-CSFRax
humano, por exemplo ele pode ligar um, dois, trés ou quatro
residuos da sequéncia YLDFQ. Assim, o membro de ligacéo
pode reconhecer um ou mais residuos dentro desta sequéncia,
e opcionalmente pode também ligar residuos flanqueadores
adicionais ou residuos estruturalmente prdéximos no dominio

extracelular de GM-CSFRo.

A  ligacdo pode ser determinada por qualgquer método
adequado, por exemplo, pode ser utilizado um varrimento de
ligacdo de péptidos, tal como um imunoensaio ligado a
enzima (ELISA) baseado em PEPSCAN, como descrito em
pormenor aqui noutro sitio. Numa varrimento de ligacdo de
péptidos, tal como o tipo proporcionado pelos Sistemas
PEPSCAN, péptidos sobrepostos curtos derivados do antigénio
sdo sistematicamente rastreados no que se refere a ligacéo
a um membro de ligacéo. Os péptidos podem ser
covalentemente acoplados a uma superficie de suporte para
formar uma matriz de péptidos. Resumidamente, um varrimento

de ligacdo de péptidos (por exemplo "PEPSCAN") envolve a



identificacéo (por exemplo, utilizando ELISA) de um
conjunto de péptidos ao qual o membro de ligacdo se liga,
em que o0s péptidos tém sequéncias de aminodcidos que
correspondem a fragmentos de SEQ ID NO: 206 (por exemplo,
péptidos de cerca de 15 residuos contiguos de SEQ ID NO:
206), e o alinhamento dos péptidos para determinar uma
impressdo de residuos ligada pelo membro de ligacdo, em que
a impressdo compreende residuos comuns aos péptidos
sobrepostos. De acordo <com a invencéo, a 1impresséo
identificada pelo varrimento de ligacdo de péptidos ou
PEPSCAN pode compreender pelo menos um residuo de YLDFQ que
corresponde as posicdes 226 a 230 de SEQ ID NO: 206. A
impressdo pode compreender um, dois, trés, quatro ou todos
0s residuos de YLDFQ. Um membro de ligacdo de acordo com a
invencdo pode ligar um fragmento de péptido (por exemplo de
15 residuos) de SEQ ID NO: 206 compreendendo um ou mais,
preferencialmente todos os residuos YLDFQ correspondentes
as posicdes 226 a 230 de SEQ ID NO: 206, por exemplo como
determinado por um varrimento de ligacdo de péptidos ou
método PEPSCAN aqui descrito. Assim, um membro de ligacédo
da invencdo pode ligar um péptido possuindo uma sequéncia
de aminodcidos de 15 residuos contiguos de SEQ ID NO: 2060,
em que a sequéncia de 15 residuos compreende pelo menos um
residuo de, ou, pelo menos, sobrepde-se parcialmente com,
YLDFQ nas posicdes 226 a 230 de SEQ ID NO: 206. Os detalhes
de um método de varrimento de ligacdo de péptidos adequado
para determinar a ligacdo sdo explicitados em pormenor aqui
noutro sitio. Outros métodos que sdo bem conhecidos na
técnica e poderiam ser utilizados para determinar oS
residuo ligados por um anticorpo, e/ou para confirmar os
resultados do varrimento de ligacdo de péptidos (por
exemplo PEPSCAN), incluem a mutagénese especifica de um
locus, troca hidrogénio deutério, espetrometria de massa,

RMN e cristalografia de raios X.



Por conseguinte, um membro de ligacdo da invencéo
neutraliza preferencialmente o GM-CSFRa. Neutralizacéo
significa reducdo ou inibicdo da atividade bioldgica de GM-
CSFRa, por exemplo reducdo ou inibicdo da ligacdo do GM-CSF
ao GM-CSFRa, ou da sinalizacdo pelo GM-CSFRa, por exemplo
como medido pelas respostas mediadas pelo GM-CSFRa. A
reducdo ou inibicdo da atividade bioldégica pode ser parcial
ou total. O grau em gque um anticorpo neutraliza o GM-CSFRx
¢ referido como a sua poténcia de neutralizacdo. A poténcia
pode ser determinada ou medida utilizando wum ou mais
ensaios conhecidos do especialista e/ou como descrito ou
referido aqui. Por exemplo, o membro de ligacdo pode ter

atividade de neutralizacdo em um ou mais dos seguintes

ensaios:

o Ensaio bioquimico de ligacdo a ligando

o Ensaio de proliferacédo de TF-1

o Ensaio de alteracdo da forma de granuldécitos humanos

. Ensaio de alteracdo da forma de granuldbdcitos de

primatas ndo humanos em Cynomolgus

. Ensaio de libertacdo de TNFu de mondcitos
o Ensaio de sobrevivéncia de granuldcitos
. Ensaio de formacéo de colébnias (inibicéo da

diferenciacéo mediada por GM-CSF in vitro de
progenitores de células sanguineas)

o Inibicdo da bioatividade de GM-CSF in vivo por exemplo
em ratos qgquiméricos com medula &ssea transgénica que
expressa o GM-CSFR humano

. Ensaio de libertacéo de citocinas de células

mononucleares do sangue periférico

A poténcia ¢ normalmente expressada como um valor de ICS50,
em pM salvo indicacdo em contrdrio. Nos ensaios funcionais,

a IC50 é a concentracdo que reduz uma resposta bioldgica em



50 % do seu méximo. Nos estudos de ligacdo a ligando, a
IC50 & a concentracdo que reduz a ligacdo ao recetor em
50 % do nivel méximo de ligacdo especifica. A IC50 pode ser
calculada representando graficamente a % de resposta
bioldbgica maxima (representada, por exemplo, pela
proliferacdo celular, a qual pode ser medida como a
incorporacdo de 3H timidina em c¢pm, num ensaio de
proliferacéo, pela alteracdo de forma num ensaio de
alteracdo de forma, pela libertacdo de TNFa num ensaio de
libertacdo de TNFo, pela sobrevivéncia num ensaio de
sobrevivéncia, pelo nUmero de coldnias num ensaio de
formacdo de coldnias, ou pelo aumento do peso do baco ou
pela diminuicdo dos mondécitos circulantes em ratos
quiméricos com medula déssea transgénica que expressa o GM-
CSFR humano num teste de biocatividade) ou % de 1ligacéo
especifica ao recetor como uma funcdo do log da
concentracdo do membro de ligacdo, e utilizando um programa
de software tal como o Prism (GraphPad) para ajustar uma

funcédo sigmoide aos dados para gerar valores de IC50.

Um valor de IC50 pode representar a média de uma
multiplicidade de medicdes. Assim, por exemplo, os valores
de IC50 podem ser obtidos a partir dos resultados de
experiéncias em triplicado, e pode ser depois calculado um

valor de IC50 médio.

No ensaio de proliferacdo de TF-1, os membros de ligacdo da
invencdo tém normalmente uma IC50 inferior a 1500 pM. Por
exemplo, a IC50 pode ser < 300, < 60, < 10 ou < 1,5 pM, por
exemplo, cerca de 1,0 pM. Normalmente, a IC50 é pelo menos
0,5 ou 1,0 nM. O anticorpo murideo conhecido 2B7 tinha uma
IC50 de <cerca de 1600 pM neste ensaio. O ensaio de
proliferacéao de TF-1 aqui utilizado foi com  uma
concentracdo final de 7 pM de GM-CSF humano. Assim, a

poténcia de neutralizacdo IC50 no ensaio de proliferacédo de



TF-1 representa a aptidido de um membro de ligacdo para
inibir a proliferacdo de células TF-1 induzida por 7 pM de
GM-CSF humano. Para mais detalhes ver a seccdo de Métodos

de Ensaio e Materiais.

Umn membro de ligacdo da invencdo pode ter uma pA; mais
negativa do que -6, -7, -8, -9, -10, -10,5 ou -11 no ensaio
de proliferacdo de TF-1. Por exemplo, a phA; pode ser de
cerca de -10,5 ou -11. O <cé&lculo e o significado dos
valores de ©pA, sdo discutidos em pormenor na Parte

Experimental sob Métodos de Ensaio e Materiais.

No ensaio de alteracdo da forma de granuldécitos humanos, os
membros de ligacdo da invencdo tém normalmente uma IC50
inferior a 100 pM, por exemplo inferior a 50 pM ou inferior
a 30, 25, 20, 15 ou 10 pM. Normalmente, a IC50 & pelo menos
5, 6 ou 7 pM. Em contraste, o anticorpo murideo conhecido
2B7 é menos potente com uma IC50 medida de 477 pM neste
ensaio. O ensaio de alteracdo da forma de granuldbcitos
humanos aqui utilizado foi com uma concentracdo final de
7 pM de GM-CSF humano. Assim, a poténcia de neutralizacéo
IC50 no ensaio de alteracdo da forma de granuldcitos
humanos representa a aptiddo de um membro de ligacdo para
inibir a alteracdo de forma de granuldcitos humanos
induzida por 7 pM de GM-CSF humano. Para mais detalhes ver

a seccdo de Métodos de Ensaio e Materiais.

No ensaio de alteracdo da forma de granuldcitos de
cynomolgus, os membros de ligacdo da invencdo tém
normalmente uma IC50 de menos de 20 pM, tipicamente
inferior a 10, 5 ou 2,5 pM. A IC50 pode ser de pelo menos
0,5, 1 ou 1,5 pM. O anticorpo murideo conhecido 2B7 tinha
uma IC50 de 26 pM quando testado neste ensaio. O ensaio de
alteracdo da forma de granuldcitos de cynomolgus aqui

utilizado foi com uma concentracdo final de 7 pM de GM-CSF



humano. Assim, a poténcia de neutralizacdo IC50 no ensaio
de alteracdo da forma de granuldécitos de cynomolgus
representa a aptiddo de um membro de ligacdo para inibir a
alteracdo de forma de granuldécitos de cynomolgus induzida
por 7 pM de GM-CSF humano. Para mais detalhes ver a seccéo

de Métodos de Ensaio e Materiais.

Um membro de ligacdo da invencdo pode ter uma pA; mais
negativa do que -6, -7, -8, -9, -10, -10,5 ou -11 no ensaio
de alteracéao de forma humano e/ou cynomologus.

Preferencialmente a pA; é de cerca de -10 ou -11.

No ensaio de libertacdo de TNFa de mondcitos, os membros de
ligacdo da invencdo tém normalmente uma IC50 inferior a 150
pM, tipicamente inferior a 110 pM, por exemplo, inferior a
100pM. A IC50 pode ser pelo menos 30 ou 40 pM. O ensaio de
libertacdo de TNFa de mondcitos agqui utilizado foi com uma
concentracdo final de 1 nM de GM-CSF humano. Assim, a
poténcia de neutralizacdo IC50 no ensaio de libertacdo de
TNFa de mondcitos representa a aptiddo de um membro de
ligacdo para 1inibir a libertacdo de TNFa a partir de
mondécitos humanos estimulados com 1 nM de GM-CSEF humano.
Para mais detalhes ver a seccgdo de Métodos de Ensaio e

Materiais.

No ensaio de sobrevivéncia de granuldcitos, os membros de
ligacdo da invencdo tém normalmente uma IC50 inferior a
1000 pM, tipicamente inferior a 850 pM. A IC50 pode ser
inferior a 500, 250, 150, 100, 50, 30, 20 ou 10 pM. A IC50
pode ser de pelo menos 5 pM. O anticorpo murideo conhecido
2B7 & inativo neste ensaio até uma concentracdo de 83nM. O
ensaio de sobrevivéncia de granuldcitos agqui utilizado foi
com uma concentracdo final de 7 pM de GM-CSF humano. Assim,
a poténcia de neutralizacdo IC50 no ensaio de sobrevivéncia

de granuldbdcitos representa a aptiddo de um membro de
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ligacdo para inibir a sobrevivéncia de granuldécitos humanos
induzida por 7 pM de GM-CSF humano. Para mais detalhes ver

a seccdo de Métodos de Ensaio e Materiais.

No ensaio de formacdo de colédbnias, os membros de ligacdo da
invencdo podem ter uma IC50 inferior a 5, inferior a 2,5,
inferior a 1 ou inferior a 0,3 pg/mL. Preferencialmente, a
IC50 é 0,25 pg/mL ou menos, por exemplo inferior a
0,1 pg/mL. A IC50 pode ser de pelo menos 0,05 pg/mL. O
anticorpo murideo conhecido 2B7 tem pouca, se é que alguma,
atividade neste ensaio até uma concentracdo de 10pg/mL
(67/nM) . O ensaio de formacdo de coldénias aqui utilizado foi
com uma concentracdo final de 10 ng/mL de GM-CSF humano.
Assim, a poténcia de neutralizacdo IC50 no ensaio de
formacdo de coldnias representa a aptiddo de um membro de
ligacdo para inibir a formacdo de coldénias induzida por
10 ng/mL de GM-CSF humano. Para mais detalhes ver a seccédo

de Métodos de Ensaio e Materiais.

Umn membro de ligacdo da invencdo pode apresentar uma
aptiddo dependente da dose para inibir o aumento de peso do
baco e/ou para 1inibir uma diminuicdo dos mondcitos
circulantes induzida por GM-CSF em ratos quiméricos com
medula éssea transgénica que expressa o GM-CSFR humano, que
sdo tratados com GM-CSF humano. A IC50 para a inibicdo do
aumento de peso do baco pode ser inferior a 5, inferior a
2,5, inferior a 2, inferior a 1 ou inferior a 0,75 mg/kg.
Nalgumas formas de realizacdo, a IC50 pode ser de pelo

menos 0,5 mg/kg.

Adicionalmente, a cinética e afinidade de ligacédo de
membros de ligacdo para o GM-CSFRa humano podem ser
determinadas, por exemplo por ressonédncia plasmdbnica
superficial, por exemplo, utilizando BIAcore. 0Os membros de

ligacdo da invencédo tém normalmente uma KD inferior a 5 nM
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e mais preferencialmente inferior a 4, 3, 2 ou 1 nM.
Preferencialmente, a KD ¢é inferior a 0,9, 0,8, 0,7, 0,6,
0,5, 0,4, 0,3, 0,2 ou 0,15 nM.

Os membros de ligacdo da invencdo normalmente ligam o GM-
CSFRa de primatas ndo humanos, por exemplo GM-CSFRa de
cynomolgous além de GM-CSFRa humano. Como existe uma
homologia baixa entre o recetor de GM-CSF humano e murideo
(aproximadamente 36%), os membros de ligacdo da invencéo
geralmente ndo se ligardo ou reagirdo de forma cruzada com

O recetor murideo.

Um membro de ligacdo da invencdo compreende uma molécula de
anticorpo, por exemplo um anticorpo inteiro ou fragmento de
anticorpo, como discutido em mais pormenor abaixo.
Preferencialmente, uma molécula de anticorpo da invencédo é

uma molécula de anticorpo humano.

Um membro de ligacdo da invencdo compreende um dominio VH
e/ou VL de anticorpo. Dentro de cada um dos dominios VH e
VL encontram-se regides determinantes de complementaridade
("CDRs") e regides estruturais ("FRs"). Um dominio VH
compreende um conjunto de HCDRs e um dominio VL compreende
um conjunto de LCDRs. Uma molécula de anticorpo compreende
tipicamente um dominio VH de anticorpo compreendendo uma
CDR1, CDR2 e CDR3 e uma estrutura de VH. Aquela pode,
alternativa ou adicionalmente, compreender um dominio VL de
anticorpo compreendendo uma CDR1, CDR2 e CDR3 e uma
estrutura de VL. Uma estrutura do dominio VH ou VL
compreende quatro regides estruturais, FR1, FR2, FR3 e FR4,

interpoladas com CDRs na estrutura seguinte:

FR1 - CDR1 FR2 - CDR2 - FR3 - CDR3 - FR4.
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Os exemplos de dominios VH e VL de anticorpo, FRs e CDRs
sdo como listados na listagem de sequéncias apensas dque
fazem parte da presente divulgacdo. Um "conjunto de CDRs"
compreende CDR1, CDR2 e CDR3. Assim, um conjunto de HCDRs
significa HCDR1, HCDR2 e HCDR3, e um conjunto de LCDRs
significa LCDRI, LCDR2 e LCDR3. Salvo indicacdo em
contrario, um "conjunto de CDRs"™ inclui HCDRs e LCDRs.
Tipicamente, 0s membros de ligacdo da invencdo séo

anticorpos monoclonais (mAb).

Como descrito em mais pormenor na Parte Experimental, néds
identificdmos um painel de moléculas de anticorpo que ligam
0 GM-CSFRo. Nos também identificamos certos residuos dentro
das regides determinantes de complementaridade (CDRs) dos
dominios VH e VL que sé&o especialmente importantes para a
ligacdo ao recetor e para a poténcia de neutralizacdo. Uma
vez que as CDRs s&do o0s responsaveis primadrios pela
determinacdo da ligacdo e especificidade de um membro de
ligacdo, uma ou mais CDRs possuindo os residuos apropriados
como aqui definidos podem ser utilizadas e incorporadas em
qualguer estrutura adequada, por exemplo uma estrutura do
dominio VH e/ou VL de anticorpo, ou uma armacdo proteica
ndo anticorpo, como descrita em mais pormenor agqui noutro
sitio. Por exemplo, uma ou mais CDRs ou um conjunto de CDRs
de um anticorpo podem ser enxertadas numa estrutura (por
exemplo estrutura humana) para proporcionar uma molécula de
anticorpo ou diferentes moléculas de anticorpo. Por
exemplo, uma molécula de anticorpo pode compreender CDRs
como aqui divulgadas e regides estruturais de sequéncias de
segmentos do gene da linha germinal humana. Pode ser
proporcionado um anticorpo com um conjunto de CDRs dentro
de uma estrutura que pode ser sujeita a manipulacédo
germinal, onde um ou mais residuos dentro da estrutura séo
alterados ©para condizer com os <residuos na posicgédo

equivalente na estrutura da linha germinal humana mais
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semelhante. Assim, as regides estruturais do anticorpo sé&o

preferencialmente de linhas germinais e/ou humanas.

N6és realizamos uma investigacdo para determinar gquais os
residuos de um anticorpo candidato eram importantes para
reconhecimento do antigénio, seguindo o método explicitado
na seccdo experimental, e em seguida realizdmos a anédlise
da sequéncia de 160 clones que exibiram uma poténcia pelo
menos 5 vezes superior a do clone de anticorpo parental num
ensaio bioldégico. O0Os resultados indicaram as seguintes
posicdes como contribuindo para a ligacdo ao antigénio:
residuos Kabat 27a, 27B, 27C, 32, 51, 52, 53, 90, 92 e 96
no dominio VL e residuos Kabat 17, 34, 54, 57, 95, 97, 99 e
100B no dominio VH.

A nossa analise indicou 4 posicdes de residuos nas CDRs que
tém uma influéncia particularmente forte na ligacdo do
recetor: H97, H100B, L90 e L92 (numeracdo Kabat). O residuo
de serina na posicédo posicdo H97 de VHCDR3 foi observado em
todos os 160 clones e, por conseguinte, representam um

residuo importante para reconhecimento do antigénio.

O residuo Kabat H17 na estrutura do dominio VH &
preferencialmente S. O residuo Kabat H94 é
preferencialmente I ou uma substituicdo conservadora do

mesmo (por exemplo L, V, A ou M). Normalmente, o H94 & I.

A molécula de anticorpo é preferencialmente uma molécula de
anticorpo humano possuindo um dominio VH compreendendo um
conjunto de HCDRs num estrutura de linha germinal humana,
por exemplo estrutura de linha germinal humana da familia
da cadeia pesada VH1 ou VH3. Numa forma de realizacédo
preferida, a molécula de anticorpo humano isolada tem um
dominio VH compreendendo um conjunto de HCDRs numa

estrutura de linha germinal humana VH1 DP5 ou VH3 DP47.
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Assim, as regides estruturais do dominio VH podem
compreender regibdes estruturais do segmento VH1 DP5 ou VH3
DP47 do gene da 1linha germinal humana. A sequéncia de
aminoadcidos da FR1 de VH pode ser a SEQ ID NO: 251. A
sequéncia de aminodcidos da FR2 de VH pode ser a SEQ ID NO:
252. A sequéncia de aminoacidos da FR3 de VH pode ser a SEQ
ID NO: 253. A sequéncia de aminodcidos da FR4 de VH pode
ser a SEQ ID NO: 254.

A  molécula de anticorpo também tem um dominio VL
compreendendo um conjunto de LCDRs, preferencialmente numa
estrutura de linha germinal humana por exemplo uma
estrutura de linha germinal humana da cadeia leve da
familia Vlambda 1 ou Vlambda 6. Numa forma de realizacédo
preferida, a molécula de anticorpo humano isolada tem um
dominio VL compreendendo um conjunto de LCDRs numa
estrutura de linha germinal humana VLambda 1 DPL8 ou
VLambda 1 DPL3 ou VLambda 6 6a. Assim, a estrutura do
dominio VL pode compreender regides estruturais do segmento
VLambda 1 DPL8, VLambda 1 DPL3 ou VLambda 6 6a do gene da
linha germinal humana. A FR4 do dominio VL pode compreender
uma regido estrutural do segmento JL2 do gene da linha
germinal humana. A sequéncia de aminoadcidos da FR1 de VL
pode ser a SEQ ID NO: 255. A sequéncia de aminocacidos da
FR2 de VL pode ser a SEQ ID NO: 256. A sequéncia de
aminodcidos da FR3 de VL pode ser a 257. A sequéncia de

aminodcidos da FR4 de VL pode ser a SEQ ID NO: 258.

Um anticorpo de nédo-linha germinal tem as mesmas CDRs, mas
estruturas diferentes, em comparacdo com um anticorpo de

linha germinal.

Um membro de ligacdo da invencdo pode competir pela ligacédo
ao GM-CSFRa com qualquer membro de ligacdo agqui divulgado,

por exemplo o anticorpo 3 ou quaisquer dos anticorpos 1, 2
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ou 4-20. Assim, um membro de ligacdo pode competir pela
ligacdo ao GM-CSFRa com uma molécula de anticorpo
compreendendo o dominio VH e o dominio VL de qualguer um
dos anticorpos 1, 2 ou 4-20. A competicdo entre membros de
ligacdo pode ser facilmente analisada in vitro, por exemplo
adicionando uma molécula repbdérter a um membro de ligacéo
que pode ser detetado na presenca de um ou mais de outros
membros de ligacdo ndo marcados, para possibilitar a
identificacdo de membros de ligacdo que ligam o mesmo

epitopo ou um epitopo sobreposto.

Por exemplo, a competicdo pode ser determinada utilizando
um ELISA, no qual, por exemplo, o dominio extracelular de
GM-CSFRq, ou um péptido do dominio extracelular, &
imobilizado numa placa e é adicionado a placa um primeiro
membro de ligacdo marcado Jjuntamente com um ou mais de
outros membros de ligacdo ndo marcados. A presenca de um
membro de ligacdo ndo marcado que compete com o membro de
ligacdo marcado ¢é observada por uma diminuicdo no sinal
emitido pelo membro de ligacdo marcado. Analogamente, pode
ser utilizado um  ensaio de ressondncia plasmdénica
superficial para determinar a competicdo entre membros de

ligacéo.

Ao testar gquanto a competicdo pode ser wutilizado um
fragmento de péptido do antigénio, especialmente um péptido
incluindo ou consistindo essencialmente de um epitopo ou
regido de 1ligacdo de interesse. Pode ser utilizado um
péptido possuindo o epitopo ou a sequéncia alvo juntamente
com um ou mais aminoacidos em quaisquer das extremidades.
Os membros de ligacdo de acordo com a presente invencédo
podem ser de tal forma que a sua ligacdo ao antigénio é

inibida por um péptido com ou incluindo a sequéncia dada.
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0Os membros de ligacdo que ligam um péptido podem ser
isolados, por exemplo, a partir de uma Dbiblioteca de

apresentacdo de fagos por combinacdo com o(s) péptido(s).

Um membro de ligacdo como acima pode ser utilizado para
medir niveis de antigénio num ensaio de competicdo, ou seja
um método de medicdo do nivel de antigénio numa amostra
utilizando um membro de ligacdo como proporcionado pela
presente invencdo num ensaio de competicdo. Isto pode ser o
caso quando ndo é necessdria separacdo fisica do antigénio
ligado do ndo ligado. A ligacdo de uma molécula repdrter ao
membro de ligacdo de modo que ocorra uma alteracdo fisica
ou 6tica aquando da ligacdo é uma possibilidade. A molécula
repbérter pode gerar direta ou indiretamente sinais
detetédveis, e preferencialmente mensurédveis. A ligacdo de
moléculas repdrter pode ser direta ou indiretamente, de
forma covalente, por exemplo via uma ligacdo peptidica, ou
ndo covalente. A ligacdo via uma ligacdo peptidica pode ser
o0 resultado da expressdo recombinante de uma fusido de gene

que codifica o anticorpo e a molécula repdrter.

Os niveis de antigénio também  podem ser medidos
diretamente, utilizando um membro de ligacdo de acordo com

a invencédo, por exemplo, num sistema biossensor.

A ligacdo de um membro de ligacdo como aqui proporcionado
ao GM-CSFRa pode ocorrer in vivo, por exemplo apds
administracdo de um membro de ligacdo, ou &cido nucleico
que codifica um membro de ligacdo, ou pode ocorrer 1in
vitro, por exemplo em ELISA, transferéncia de Western,
imunocitoquimica, imunoprecipitacéo, cromatografia de
afinidade, ou ensaios baseados em células tal como um

ensaio de TF-1.
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Pode determinar-se a quantidade de ligacdo do membro de
ligacdo ao GM-CSFRoa. A quantificacdo pode ser relacionada
com a guantidade de antigénio numa amostra de ensaio, a

qual pode ser de interesse diagndéstico ou progndstico.

E também descrito um kit compreendendo um membro de ligacéao
ou molécula de anticorpo de acordo com qualgquer aspeto ou
forma de realizacdo da presente invencdo. No kit, o membro
de ligacdo ou molécula de anticorpo pode ser marcado para
permitir que se determine a sua reatividade numa amostra,
por exemplo como descrito mais abaixo. Os componentes de um
kit s&do geralmente estéreis e estdo em frascos selados ou
outros recipientes. Os kits podem ser utilizados em anédlise
de diagndstico ou outros métodos para o0s quais sdo Uteis as
moléculas de anticorpo. Um kit pode conter instrugdes de
utilizacdo dos componentes num método. Num kit da invencéo
podem ser incluidos materiais auxiliares para ajudar ou

permitir a realizacdo de um tal método.

As reatividades dos anticorpos numa amostra podem ser
determinadas por qualquer meio apropriado. o)
radioimunoensaio (RIA) ¢é uma possibilidade. Antigénio
marcado radicativo é misturado com antigénio ndo marcado (a
amostra de ensaio) e deixado ligar-se ao anticorpo. O
antigénio ligado ¢é fisicamente separado do antigénio néo
ligado e determinada a quantidade de antigénio radioativo
ligado ao anticorpo. Quanto mais antigénio existe na
amostra de ensaio, tanto menos antigénio radicativo se
ligard ao anticorpo. Pode ser também utilizado um ensaio de
ligacéao competitiva com antigénio nao radicativo,
utilizando o antigénio ou um andlogo ligado a uma molécula
repbrter. A molécula repdrter pode ser um fluorocromo,
corante de fésforo ou para laser com caracteristicas de
absorcdo ou emissdo espetralmente isoladas. Os fluorocromos

adequados incluem fluoresceina, rodamina, ficoeritrina e
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Vermelho do Texas. O0s corantes cromogénicos adequados
incluem diaminobenzidina. Outros repdrteres incluem
particulas coloidais macromoleculares ou material em
particulas tais como esferas de latex qgque sdo coloridas,
magnéticas ou paramagnéticas, e agentes Dbioldgica ou
quimicamente ativos que podem originar, direta ou
indiretamente, sinais detetédveis que podem ser observados
visualmente, detetados eletronicamente ou registados de
outro modo. Estas moléculas podem ser enzimas, as quais,
por exemplo, catalisam reacdes que desenvolvem ou alteram
cores, ou originam alteracdes nas propriedades elétricas.
Elas podem ser molecularmente excitédveis, de tal forma que
transicdes eletrdnicas entre estados de energia resultam em
absorcdes ou emissdes espetrais caracteristicas. Elas podem
incluir entidades quimicas wutilizadas em conjunto com
biossensores. Podem ser utilizados sistemas de detecdo de
biotina/avidina ou Dbiotina/estreptavidina e fosfatase

alcalina.

Os sinais gerados por conjugados anticorpo-repdbrter
individuais podem ser utilizados para obter dados absolutos
ou relativos quantificdveis da 1ligacdo do anticorpo

relevante em amostras (normal e ensaio).

E também descrito um &cido nucleico isolado que compreende
uma sequéncia que codifica um membro de ligacdo, dominio VH
e/ou dominio VL como aqui explicitado. O &cido nucleico
pode incluir ADN e/ou ARN, e pode ser total ou parcialmente
sintético. A referéncia a uma sequéncia de nucledtidos como
aqui explicitada abrange uma molécula de ADN com a
sequéncia especificada e abrange uma molécula de ARN com a
sequéncia especificada na qual T é substituida por U, a
menos que o contexto exija de outro modo. O &acido nucleico
pode codificar um CDR ou conjunto de CDRs ou dominio VH ou

dominio VL ou sitio de ligacdo de antigénio de anticorpo ou
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molécula de anticorpo, por exemplo sckFv ou IgGl ou IgG4, da
invencdo como aqui definida. As construcdes podem ser
proporcionadas na forma de plasmideos, vetores, cassetes de
transcricdo ou expressdo que compreendem pelo menos um

polinucledtido como acima.

Uma célula hospedeira pode ser transformada com, ou pode
conter, o &cido nucleico. Uma tal célula hospedeira pode

estar in vitro e pode estar em cultura.

Esse 4acido nucleico pode ser introduzido numa célula
hospedeira. A introducdo pode utilizar qualguer técnica
disponivel. Para células eucaridticas, as técnicas
adequadas podem incluir transfecdo com fosfato de célcio,
DEAE-Dextrano, electroporacéo, transfecdo mediada por
lipossomas e transducdo utilizando retrovirus ou outros
virus, por exemplo vaccinia ou, para células de 1inseto,
baculovirus. A introducdo de 4&cido nucleico na célula
hospedeira, em particular uma célula eucaridtica, pode
utilizar um sistema viral ou baseado em plasmideo. O
sistema de plasmideo pode ser mantido epissomicamente ou
pode ser incorporado na célula hospedeira ou num cromossoma
artificial. A incorporacdo pode ser por integracéo
aleatdéria ou dirigida de uma ou mais cdépias em gsitios
inicos ou maltiplos. No caso de células bacterianas, as
técnicas adequadas podem incluir transformacdo com cloreto
de calcio, electroporacéo e transfecéo utilizando

bacteridéfagos.

A introducdo pode ser seguida de originar ou permitir a
expressdo do acido nucleico, por exemplo cultivando as

células hospedeiras sob condicdes para expressdo do gene.

Numa forma de realizacdo, o &cido nucleico da invencdo é

integrado no genoma (por exemplo cromossoma) da célula



20

hospedeira. A integracdo pode ser promovida pela incluséo
de sequéncias que promovem a recombinacdo com o genoma, de

acordo com técnicas correntes.

A presente invencdo também proporciona um método que
compreende a utilizacdo de uma construcdo como especificada
acima num sistema de expressdo para expressar um membro de
ligacdo como acima. Um método pode compreender a expressao
do referido &cido nucleico sob condic¢des para provocar a
producdo do referido membro de ligacdo e recuperéd-lo. Um
tal método pode compreender cultivar as células hospedeiras

sob condigdes para produzir o referido membro de ligacédo.

Um método de producdo pode compreender um passo de
isolamento e/ou purificacdo do produto. Um método de
producdo pode compreender a formulacdo do produto numa
composicdo incluindo pelo menos um componente adicional,

tal como um excipiente farmaceuticamente aceitéavel.

Os sistemas para clonagem e expressdo de um polipéptido
numa variedade de células hospedeiras diferentes sdo bem
conhecidos. As células hospedeiras adequadas incluem
bactérias, células de mamifero, células vegetais, levedura
e sistemas de baculovirus e plantas e animais transgénicos.
A expressdo de anticorpos e fragmentos de anticorpo nas
células procaridticas estd bem estabelecido na técnica [3].

Um hospedeiro bacteriano comum, preferido é a E. coli.

A expressdo em células eucaridticas em cultura estd também
disponivel para os especialistas na técnica como uma oOpgao
para a produgdo de um membro de ligacdo [4,5,6]. As linhas
de células de mamiferos disponiveis na técnica para
expressdo de um polipéptido heterdlogo incluem células de
ovdrio de hamster Chinés (CHO), células Hela, células

renals de cria de hamster, células de melanoma de rato NSO,
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células de mieloma de ratazana YB2/0, células de rim
embriondrio humano, células de retina embriondria humana e

muitas outras.

Podem ser escolhidos ou construidos vetores adequados,
contendo sequéncias reguladoras apropriadas, incluindo
sequéncias promotoras, sequéncias de terminacdo, sequéncias
de poliadenilacéo, sequéncias intensificadoras, genes
marcadores e outras sequéncias, consoante apropriado. Os
vetores podem ser plasmideos por exemplo fagomideo, ou
virais por exemplo 'fago, consocante apropriado [7]. Muitas
técnicas e protocolos conhecidos para a manipulacdo de
dcido nucleico, por exemplo na preparacdo de construcgdes de
4dcido nucleico, mutagénese, sequenciacédo, introducdo de ADN
em células e expressdo de genes, e analise de proteinas,

sdo descritos em pormenor em Ausubel et al. [8].

Um ou mais membros de ligacdo capazes de ligar o antigénio
podem ser obtidos por um método que inclui pdr em contacto
uma biblioteca de membros de ligacdo de acordo com a
invencdo e o referido antigénio, e selecionar um ou mais
membros de ligacdo da biblioteca capazes de ligar o

referido antigénio.

A Dbiblioteca pode ser apresentada sobre particulas ou
complexos moleculares, por exemplo pacotes genéticos
replicéveis tais como particulas de levedura, bacterianas
ou de bacteridéfagos (por exemplo T7), ou sistemas de
apresentacdo in vitro covalentes, ribossémicos ou outros,
contendo <cada particula ou complexo molecular o éacido
nucleico que codifica o dominio varidvel VH de anticorpo
apresentado sobre o mesmo e, opcionalmente, também um
dominio VL apresentado, se presente. Apds selecdo dos
membros de ligacdo —capazes de ligar o antigénio e

apresentacdo em Dbacteridéfagos ou outras particulas ou
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complexos moleculares da biblioteca, o &cido nucleico pode
ser retirado de um bacteridéfago ou outra particula ou
complexo molecular que apresente o referido membro de
ligacdo selecionado. Esse acido nucleico pode ser utilizado
na producdo posterior de um membro de ligacdo ou um dominio
variavel VH ou VL de anticorpo por expressdo a partir de
dcido nucleico com a sequéncia de 4&cido nucleico retirada
de um bacteridéfago ou outra particula ou complexo molecular

que apresenta o referido membro de ligacdo selecionado.

Um dominio wvariadvel VH de anticorpo com a sequéncia de
aminoacidos de um dominio varidvel VH de anticorpo de um
referido membro de ligacéao selecionado pode ser
proporcionado na forma isolada, como pode um membro de

ligacdo compreendendo um tal dominio VH.

Um dominio wvaridvel VL de anticorpo com a sequéncia de
aminocacidos de um dominio variavel VL de anticorpo de um
referido membro de ligacéo selecionado pode ser
proporcionado na forma isolada, como pode um membro de

ligacdo compreendendo um tal dominio VL.

A aptiddo para ligar o GM-CSFRa pode ser adicionalmente
testada, bem como a aptiddo para competir com quaisquer dos
anticorpos 1 a 20 (por exemplo no formato de scFv e/ou
formato de IgG, por exemplo IgGl ou IgG4) para se ligar ao
GM-CSFRa. Pode ser testada a aptiddo para neutralizar o GM-

CSEFRa.

As variantes dos dominios VH e VL e das CDRs da presente
invencéo, incluindo aquelas ©para as quais sdo aqui
explicitadas sequéncias de aminoacidos, podem ser obtidas
por meio de métodos de alteracdo de sequéncia ou mutacdo e
selecdo, e podem ser utilizadas em membros de ligacdo para

o GM-CSFRa. Seguindo a orientacdo da guimica computacional



23

na aplicacdo de técnicas de andlise multivariada de dados
as relacdes estrutura/propriedade-atividade [9], as
relacdes atividade quantitativa-propriedade dos anticorpos
podem ser derivadas utilizando técnicas matematicas bem
conhecidas tais como regressédo estatistica, reconhecimento
e classificacéao de padrdes [10,11,12,13,14,15]. As
propriedades dos anticorpos podem ser derivadas a partir de
modelos empiricos e tedricos (por exemplo, andlise de
residuos de contacto provavel ou propriedade fisico-quimica
calculada) de sequéncia de anticorpos, estruturas
funcionais e tridimensionais e estas propriedades podem ser

consideradas isoladamente e em combinacéo.

Um sitio de ligacdo de antigénio de anticorpo constituido
por um dominio VH e um dominio VL é constituido por seis
ansas de polipéptido: trés do dominio wvariavel de cadeia
leve (VL) e trés do dominio variédvel de cadeia pesada (VH).
A anédlise de anticorpos de estrutura atdémica conhecida
esclareceu relacdes entre a sequéncia e estrutura
tridimensional de sitios de combinacdo dos anticorpos
[16,17]. Estas relacbes implicam que, exceto para a
terceira regido (ansa) nos dominios VH, as ansas do sitio
de ligacdo possuam uma de um numero pequeno de conformacdes
da cadeia principal: estruturas candénicas. Foi demonstrado
que a estrutura candnica que se forma numa ansa particular
é determinada pelo seu tamanho e pela presenca de certos

residuos em sitios chave tanto na ansa como em regides

estruturais [16,17].

Este estudo da relacdo sequéncia-estrutura pode ser
utilizado para prever os residuos num anticorpo de
sequéncia conhecida, mas de uma estrutura tridimensional
desconhecida, gque sido importantes para manter a estrutura
tridimensional das suas ansas de CDR e, deste modo, manter

a ligacdo. Estas previsdes podem ser corroboradas pela
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comparacdo das previsdes com o resultado de experiéncias de
otimizacdo de lider. Numa abordagem estrutural pode ser
criado um modelo da molécula de anticorpo [18] utilizando
qualguer pacote comercial ou livremente disponivel tal como
o WAM [19]. Um pacote de software de visualizacdo e andlise
de proteinas tal como o Insight II (Accelerys, Inc.) ou
Deep View [20] pode ser depois utilizado para avaliar as
substituicdes possiveis em cada posicdo da CDR. Esta
informacéo pode ser depois utilizada para fazer
substituicdes com probabilidade de ter um efeito minimo ou

benéfico na atividade.

As técnicas necessarias para fazer substituicdes nas
sequéncias de aminodcidos de CDRs, dominios VH ou VL de
anticorpo e membros de ligacdo estdo geralmente disponiveis
na técnica. Podem ser preparadas sequéncias variantes, com
substituicdes que podem ou ndo ser previstas como tendo um
efeito minimo ou benéfico na atividade, e testadas quanto a
aptiddo para ligarem e/ou neutralizarem o GM-CSFRa e/ou

quanto a qualquer outra propriedade desejada.

Como discutido, de acordo com a presente invencdo podem ser
utilizadas variantes da sequéncia de aminocacidos do dominio
variadvel de qualquer um dos dominios VH e VL, cujas
sequéncias sé&o aqui especificamente divulgadas. As
variantes particulares podem incluir uma ou mais alteracgdes
da sequéncia de aminoacidos (adicéo, supresséao,
substituicdo e/ou insercdo de um residuo de aminoacido),
podem ser menos de cerca de 20 alteracdes, menos de cerca
de 15 alteracdes, menos de cerca de 10 alteracdes ou menos
de cerca de 5 alteracdes, podem ser 5, 4, 3, 2 ou 1. Podem
ser feitas alteracdes em uma ou mais regides estruturais

e/ou uma ou mais CDRs.
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Preferencialmente, as alteracdes ndo resultam na perda de
funcédo, pelo que um membro de ligacdo compreendendo uma
sequéncia de aminoacidos assim alterada retém
preferencialmente uma aptidido para ligar e/ou neutralizar o
GM-CSFRa. Mais preferencialmente, ele retém a mesma ligacédo
quantitativa e/ou aptiddo de neutralizacdo que um membro de
ligacdo em que ndo é feita a alteracdo, por exemplo como
medida num ensaio aqui descrito. Muito preferencialmente, o
membro de ligacéo compreendendo uma sequéncia de
aminodcidos assim alterada tem uma melhor aptiddo para
ligar ou neutralizar o GM-CSFRa em comparacdo com um membro
de ligacdo em que ndo é feita a alteracdo, por exemplo como

medida num ensaio agqui descrito.

A alteracdo pode compreender substituir um ou mais residuos
de aminodcido por um aminoacido ndo natural ou néo
corrente, modificar um ou mais residuos de aminodcido em
uma forma ndo natural ou ndo corrente, ou inserir um ou
mais aminodcidos ndo naturais ou ndo correntes na
sequéncia. Os numeros e as localizacdes preferidas das
alteracdes nas sequéncias da invencdo sdo aqui descritas
noutro sitio. Os aminoadcidos naturais incluem os 20 L-
aminodcidos "correntes" identificados como G, A, V, L, I,
M, P, ¥, W, S, T, N, Q, Y, C, K, R, H, D, E pelos seus
cbébdigos padrdo de uma letra. Os aminoadcidos ndo correntes
incluem gualquer outro residuo gue possa ser incorporado
numa estrutura de polipéptido ou resulte da modificacido de
um residuo de aminodcido existente. Os aminodcidos néo
correntes ©pode ser naturais ou ndo naturais. Varios
aminoacidos ndo correntes naturais sdo conhecidos na
técnica, tais como 4-hidroxiprolina, 5-hidroxilisina, 3-
metil-histidina, N-acetilserina, etc. [217. Aqueles
residuos de aminodcido gue estdo derivatizados na sua
posicdo N-alfa encontrar-se-&o apenas localizados na

extremidade N-terminal de uma sequéncia de aminodcidos.
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Normalmente, na presente invencdo um aminoidcido é um L-
aminocdcido, mas nalgumas formas de realizacdo pode ser um
D-aminodcido. Por conseguinte, alteracdo pode compreender
modificar um L-aminodcido em, ou substitui-lo por, um D-
aminoacido. S&o também conhecidas formas metiladas,
acetiladas e/ou fosforiladas dos aminoacidos, e 0s
aminodcidos na presente invencdo podem ser sujeitos a esse

tipo de modificacéo.

As sequéncias de aminoidcidos nos dominios de anticorpo e
membros de ligacdo da invencdo podem compreender 0S8
aminodcidos ndo naturais ou ndo correntes descritos acima.
Nalgumas formas de realizacdo, os aminodcidos ndo correntes
(por exemplo D-aminoacidos) podem ser incorporados numa
sequéncia de aminodcidos durante a sintese, enquanto
noutras formas de realizacdo o0s aminodcidos ndo correntes
podem ser introduzidos por modificacdo ou substituicdo dos
aminodcidos correntes "originais" apds sintese da sequéncia

de aminoéacidos.

A utilizacdo de amino&dcidos ndo correntes e/ou ndo naturais
aumenta a diversidade estrutural e funcional, e podem,
deste modo, aumentar o potencial para conseguir as
propriedades de ligacdo e neutralizacdo do GM-CSFRax
desejadas num membro de ligacdo da invencdo. Além disso,
foi demonstrado que os D-aminocdcidos e andlogos tém
melhores perfis farmacocinéticos em comparacdo com os L-
aminodcidos correntes, devido a degradacdo in vivo dos
polipéptidos possuindo L-aminodcidos apds administracdo a

um animal.

Como assinalado acima, uma sequéncia de aminoadcidos de CDR
substancialmente como aqui explicitada é preferencialmente
transportada como uma CDR num dominio variavel de anticorpo

humano ou uma porcdo substancial do mesmo. As sequéncias de
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HCDR3 substancialmente como aqui explicitadas representam
formas de realizacdo preferidas da presente invencdo e ¢é
preferido que cada uma destas seja transportada como uma
HCDR3 num dominio varidvel de cadeia pesada humana ou numa

porcdo substancial do mesmo.

Os dominios vwvaridveis wutilizados na invengdo podem ser
obtidos ou derivados de qualquer linha germinal ou dominio
varidvel humano rearranjado, ou pode ser um dominio
variavel sintético baseado em sequéncias consenso ou reais
de dominios variadveis humanos conhecidos. Uma sequéncia CDR
da invencdo (por exemplo CDR3) pode ser introduzida num
reportdério de dominios varidveis que carecem de uma CDR
(por exemplo CDR3), utilizando tecnologia de ADN

recombinante.

Por exemplo, Marks et al. (1992) [22] descrevem métodos de
producdo de reportdrios de dominios varidveis de anticorpo
em que sdo utilizados iniciadores consenso dirigidos para
ou adjacentes a extremidade 5' da &rea do dominio variavel
em conjunto com iniciadores consenso para a terceira regido
estrutural dos genes de VH humano para proporcionar um
reportdério de dominios variaveis VH que carecem de uma
CDR3. Marks et al. descrevem ainda como este reportdrio
pode ser combinado com uma CDR3 de um anticorpo particular.
Utilizando técnicas andlogas, as sequéncias derivadas de
CDR3 da presente invencdo podem ser misturadas de forma
aleatdéria com reportdrios de dominios VH ou VL que carecem
de uma CDR3, e os dominios VH ou VL completos misturados de
forma aleatdria combinados com um dominio VL ou VH cognato
para proporcionar membros de ligacdo da invencdo. O
reportdédrio pode ser depois apresentado num sistema
hospedeiro adequado tal como o sistema de apresentacdo em
fago da W092/01047 ou qualquer um de um grande corpo de

literatura posterior, incluindo ref. [23], de modo dque
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possam ser selecionados membros de ligacdo adequados. Um
reportério pode consistir de qualquer coisa como desde 10°
membros individuais para cima, por exemplo desde 10° a 10°
ou 10" membros. Outros sistemas hospedeiros adequados
incluem apresentacdo em levedura, apresentacdo bacteriana,
apresentacdo em T7, apresentacdo viral, apresentacdo em
células, apresentacéao em ribossomas e apresentacdo
covalente. Técnicas de mistura aleatdria ou combinatdrias
andlogas sdo também divulgadas por Stemmer (1994) [24], o
qual descreve a técnica em relacdo a um gene de B-lactamase
mas refere que a abordagem pode ser utilizada para a

geracdo de anticorpos.

Uma outra alternativa consiste em gerar novas regides VH ou
VL portadoras de sequéncias derivadas de CDR da invencéo
utilizando mutagénese aleatdédria de um ou mais genes de VH
e/ou VL selecionados para gerar mutacdes dentro de todo o
dominio wvariédvel. Uma técnica desse tipo é descrita por
Gram et al. (1992) [25], os quais utilizaram PCR propensa a
erro. Em formas de realizacdo preferidas s&do feitas uma ou
duas substituicdes de aminocdcidos dentro de um conjunto de
HCDRs e/ou LCDRs. Outro método que pode ser utilizado ¢ a
mutagénese dirigida a regides CDR de genes de VH ou VL

[26,27].

Um outro aspeto da invencdo proporciona um método para
produzir uma molécula de anticorpo para GM-CSRFoa, como
explicitada na reivindicacéo 13, que compreende
proporcionar, por meio de adicédo, supressdo, substituicédo
ou 1insercdo de um ou mais aminoadcidos na sequéncia de
aminodcidos de um dominio VH explicitado na reivindicacéo
13, um dominio VH que ¢é uma variante da sequéncia de
aminodcidos do dominio VH, combinando o dominio VH assim
proporcionado com um ou mais dominios VL como explicitados

na reivindicacdo 13, e testando o dominio VH ou combinacéao
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ou combinac¢des VH/VL para identificar um membro de ligacédo
ou um sitio de ligacdo de antigénio de anticorpo para o
antigénio de GM-CSFRa e, opcionalmente, com uma ou mais
propriedades preferidas, ©preferencialmente aptiddo para

neutralizar a atividade do GM-CSFRo.

Um membro de ligacdo para o antigénio de GM-CSFRa pode ser

preparado por um método compreendendo

(a) proporcionar um vreportdédrio de partida de Acidos
nucleicos que codificam um dominio VH, os gquais incluem uma
CDR3 a ser substituida ou carecem de uma regido de
codificacdo de CDR3;

(b) combinar o referido reportdédrio com um é&cido nucleico
dador que codifica uma sequéncia de aminoacidos
substancialmente como aqui explicitada para uma CDR3 de VH
de tal forma que o referido &cido nucleico dador é inserido
na regido CDR3 no reportdrio, de forma a proporcionar um
reportério-produto de &cidos nucleicos que codificam um
dominio VH;

(c) expressar os &cidos nucleicos do referido reportdrio-
produto;

(d) selecionar um membro de ligacdo para o GM-CSFRa; e

(e) recuperar o referido membro de ligacdo ou &cido

nucleico que o codifica.

Mais uma vez, pode utilizar-se um método andlogo em gque uma
CDR3 de VL da invencdo é combinada com um reportdrio de
dcidos nucleicos que codificam um dominio VL gque incluem
uma CDR3 a ser substituida ou carecem de uma regido de

codificacdo de CDR3.

Analogamente, uma ou mais, ou todas as trés CDRs podem ser

enxertadas num reportdrio de dominios VH ou VL que sé&o
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depois pesquisados guanto a um membro de ligacdo ou membros

de ligacdo para o GM-CSFR«x.

Uma  porcéo substancial de um dominio  variavel de
imunoglobulina compreenderd pelo menos as trés regides de
CDR, em conjunto com a suas regiodes estruturais
intermédias. Preferencialmente, a porcdo incluird também
pelo menos cerca de 50% de uma ou de ambas das primeira e
quarta regides estruturais, sendo os 50% os 50% da
extremidade C-terminal da primeira regido estrutural e os
50% da extremidade N-terminal da quarta regido estrutural.
Os residuos adicionais na extremidade N-terminal ou C-
terminal da parte substancial do dominio variavel podem ser
aqueles gque ndo estdo normalmente associados a regides
naturais do dominio wvaridvel. Por exemplo, a construcdo de
membros de ligacdo da presente invencédo feitos por técnicas
de ADN recombinante pode resultar na introducdo de residuos
N- ou C-terminais codificados por unidades de ligacéo
introduzidas para facilitar a clonagem ou outros passos de
manipulacdo. Os outros passos de manipulacdo incluem a
introducdo de unidades de ligacdo para unir dominios
varidveis da invencdo a outras sequéncias de proteinas
incluindo regides constantes de anticorpo, outros dominios
variaveis (por exemplo na producdo de diacorpos) ou
etiquetas detetédveis/funcionais como discutido em mais

pormenor aqui noutro sitio.

Sabe-se que dominios de imunoglobulina simples,
especialmente dominios VH, s&do capazes de ligar antigénios
alvo. Por exemplo, ver a discussdo de dAbs agqui noutro

sitio.

No caso de qualguer um dos dominios de ligacdo individuais,
estes dominios ©podem ser utilizados para selecionar

dominios complementares capazes de formar um membro de
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ligacdo de dois dominios capaz de ligar o GM-CSFRa. Isto
pode ser conseguido por métodos de selecdo de apresentacédo
em fago utilizando a chamada abordagem combinatdéria dupla
hierdrquica como divulgada na WO092/01047, na gqual uma
coldénia individual contendo um clone da cadeia H ou L ¢é
utilizada para infetar uma biblioteca completa de clones
que codificam a outra cadeia (L ou H) e o membro de ligacéo
de duas cadeias resultante é selecionado de acordo com as
técnicas de apresentacdo em fago tais como as descritas

nessa referéncia e [22].

Outros aspetos da presente invencéo proporcionam
composicdes contendo membros de ligacdo da invencdo e pelo
menos um componente adicional, por exemplo uma composicdo
compreendendo um membro de ligagcdo e um excipiente
farmaceuticamente aceitavel. Tais composicdes podem ser
utilizadas em métodos de inibicdo ou neutralizacdo de GM-
CSFRa, incluindo métodos de tratamento do corpo humano ou

animal por terapia.

A invencéao proporciona preparacdes heterogéneas
compreendendo moléculas de anticorpo anti-GM-CSFRoa. Por
exemplo, tals preparacdes podem ser misturas de anticorpos
com cadeias pesadas inteiras e cadeias pesadas que carecem
da lisina C-terminal, com varios graus de glicosilacdo e/ou
com aminodcidos derivatizados, tal como ciclizacdo de um
dcido glutdmico N-terminal para formar um residuo de &acido

piroglutdmico.

Sdo aqui descritos métodos de tratamento compreendendo a
administracdo de um membro de ligacdo como proporcionado,
composicdes farmacéuticas compreendendo um tal membro de
ligacdo e a utilizacdo desse membro de ligacdo no fabrico
de um medicamento, por exemplo num método de preparacido de

um medicamento ou composicdo farmacéutica compreendendo a



32

formulacdo do membro de ligacdo com um excipiente

farmaceuticamente aceitével.

O tratamento anti-GM-CSFRa pode ser dado por via oral (por
exemplo nanocorpos), Ppor injecdo (por exemplo, por via
subcuténea, intravenosa, intra-arterial, intra-articular,
intraperitoneal ou intramuscular), por inalacdo, pela via
intravesicular (instilacdo na bexiga urinédria) ou por via
tépica (por exemplo intraocular, intranasal, retal, em
feridas, sobre a pele). O tratamento pode ser administrado
por infusdo pulsada, particularmente com doses decrescentes
do membro de 1ligacdo. A via de administracdo pode ser
determinada pelas caracteristicas fisico-quimicas do
tratamento, por consideracdes especiais quanto a doenca ou
pelo requisito de otimizar a eficdcia ou minimizar efeitos
secundarios. Prevé-se que o tratamento anti-GM-CSFRa ndo se
restrinja a utilizacdo clinica. Por conseguinte, ¢é também
preferida a injecdo subcutdnea utilizando um dispositivo

sem agulha.

Uma composicdo pode ser administrada sozinha ou em
associacdo com outros tratamentos, quer simultaneamente ou
sequencialmente dependendo da condicdo a ser tratada. Podem
ser utilizados tratamentos de associag¢do para proporcionar
efeitos sinérgicos significativos, em particular a
associacdo de um membro de ligacdo anti-GM-CSFRa com um ou
mais de outros farmacos. Um membro de ligacdo de acordo com
a presente invencdo pode ser proporcionado em associacdo ou
adicionalmente a um ou mais dos seguintes: NSAIDs (por
exemplo inibidores de cox tais como Celecoxib e outros

inibidores de cox2 semelhantes), corticosteroides (por

exemplo, prednisona) e farmacos antirreumaticos
modificadores da doenca (DMARDs) por exemplo Humira
(adalimumab), metotrexato, Arava, Enbrel (Etanercept),

Remicade (Infliximab), Kineret (Anakinra), Rituxan
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(Rituximab), Orencia (abatacept), sais de ouro,
antimalédricos, sulfassalazina, d-penicilamina, ciclosporina

A, diclofenac, ciclofosfamida e azatioprina.

De acordo com a presente invencéao, as composicdes
proporcionadas podem ser administradas a individuos. A
administracédo é preferencialmente numa "quantidade
terapeuticamente eficaz", sendo esta suficiente ©para
mostrar beneficios para um doente. Esse beneficio pode ser
pelo menos a melhoria de pelo menos um sintoma. A
quantidade efetiva administrada, e a taxa e duracdo da
administracdo, dependerd da natureza e gravidade do gue
estd a ser tratado. A prescricgdo do tratamento, por exemplo
decisdo sobre dosagem etc, estd dentro da responsabilidade
dos clinicos gerais e outros médicos, e pode depender da
gravidade dos sintomas e/ou progressdo de uma doenca a ser
tratada. As doses apropriadas de anticorpo sdo bem
conhecidas na técnica [28,29]. Podem ser utilizadas
dosagens especificas indicadas agqui ou no Physician's Desk
Reference (2003) consoante apropriado para o tipo de
medicamento a ser administrado. Uma quantidade
terapeuticamente eficaz ou dose adequada de um membro de
ligacdo da invencdo pode ser determinada comparando a sua
atividade in vitro e atividade in vivo num modelo animal.
Os métodos de extrapolacdo das dosagens eficazes em ratos e
outros animais de ensaio para os humanos s&do conhecidos. A
dose exata dependerd de um numero de fatores, incluindo se
o anticorpo ¢é para diagnéstico ou para tratamento, o
tamanho e localizacdo da &rea a ser tratada, a natureza
exata do anticorpo (por exemplo anticorpo inteiro,
fragmento ou diacorpo), e a natureza de qualquer etiqueta
detetavel ou de outra molécula ligada ao anticorpo. Uma
dose de anticorpo tipica situar-se-4 na gama de 100ug a 1 g
para aplicacdes sistémicas, e 1lpg a 1Img para aplicacdes

tépicas. Tipicamente, 0 anticorpo serd um anticorpo
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inteiro, preferencialmente IgGl, IgG2 ou mais
preferencialmente IgG4. Esta é uma dose para um tratamento
inico de um doente adulto, que pode ser ajustada
proporcionalmente para criancas e bebés, e também ajustada
para outros formatos de anticorpo em proporcdo ao peso
molecular. Os tratamentos podem ser repetidos em intervalos
didrios, de duas vezes por semana, semanais ou mensais, a
discricdo do médico. Em formas de realizacdo preferidas da
presente invencdo, o tratamento ¢é periddico e o periodo
entre administracdes é de cerca de duas semanas ou mais,
preferencialmente cerca de trés semanas ou mais, mais
preferencialmente cerca de quatro semanas ou mais, ou cerca
de uma vez por més. Noutras formas de realizacdo preferidas
da invencdo, o tratamento pode ser dado antes e/ou apds
cirurgia, e, mais preferencialmente, pode ser administrado
ou aplicado diretamente no sitio anatdémico do tratamento

cirargico.

Os membros de ligacdo da presente invencdo serdo geralmente
administrados na forma de uma composicdo farmacéutica, a
qual pode compreender pelo menos um componente além do
membro de ligacdo. Assim, as composicdes farmacéuticas de
acordo com a presente invencdo, e para serem utilizadas de
acordo com a presente invencdo, podem compreender, além do
ingrediente ativo, um excipiente, transportador, tampéo,
estabilizante ou outros materiais farmaceuticamente
aceitdveis bem conhecidos dos especialistas na técnica.
Esses materiais devem ser ndo tdéxicos e ndo devem
interferir com a eficdcia do ingrediente ativo. A natureza
exata do transportador ou outro material dependerda da via
de administracdo, a qual pode ser oral ou por injecdo, por
exemplo intravenosa. As composicdes farmacéuticas para
administracdo oral podem estar na forma de comprimido,
cdpsula, pd, ligquido ou semissdlido. Um comprimido pode

compreender um transportador sélido tal como gelatina ou um
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adjuvante. As composicdes farmacéuticas liquidas
compreendem geralmente um veiculo liquido tal como é&gua,
vaselina, O6leos animais ou vegetais, 6leo mineral ou déleo
sintético. Pode ser incluidos soro fisioldgico, solucdo de
dextrose ou outro sacéarido, ou glicdis tais como etileno
glicol, propileno glicol ou polietileno glicol. No caso de
injecdo intravenosa, ou injecdo no sitio afetado, o
ingrediente ativo estard na forma de uma solucdo aquosa
aceitdvel por via parentérica, a qual é apirogénica e tem
PH, isotonicidade e estabilidade adequados. Os
especialistas com pericia relevante na técnica sabem como
preparar solucdes adequadas utilizando, por exemplo,
veiculos isotdédnicos tais como injecdo de Cloreto de Sdédio,
injecdo de Ringer, injecdo de Ringer Lactada. Podem ser
incluidos conservantes, estabilizantes, tampdes,
antioxidantes e/ou outros aditivos, consoante necessario.
Os membros de ligacdo da presente invencdo podem ser
formulados em formas liquidas, semissdélidas ou sdlidas
dependendo das propriedades fisico-quimicas da molécula e
da via de administracdo. As formulacdes podem incluir
excipientes, ou associacdes de excipientes, por exemplo:
acucares, aminodcidos e tensiocativos. As formulacdes
liqguidas podem incluir uma vasta gama de concentracdes de
anticorpo e pH. As formulacdes s6lidas podem ser
produzidas, por exemplo, por liofilizacdo, secagem por
pulverizacéo ou secagem por tecnologia de fluido
supercritico. As formulacdes de anti-GM-CSFRa dependerdo da
via de administracéo pretendida: por exemplo, as
formulacdes para administracdo pulmonar podem consistir de
particulas com propriedades fisicas que garantem a
penetracdo no pulmdo profundo apds inalacdo; as formulacdes
tépicas podem incluir agentes de modificacéo da
viscosidade, gque prolongam o tempo que o farmaco reside no
sitio de acdo. Em certas formas de realizacdo, o membro de

ligacdo pode ser preparado com um veiculo que protegerd o
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membro de ligacdo contra libertacdo réapida, tal como uma
formulacdo de libertacdo controlada, incluindo implantes,
adesivos transdérmicos e sistemas de administracéo
microencapsulados. Podem ser utilizados polimeros
biocompativeis, biodegraddveis, tais como acetato de vinilo
etileno, polianidridos, poli(édcido glicdélico), colagénio,
poliortoésteres e poli(adcido léctico). Muitos métodos para
a preparacdo de tais formulacdes sdo conhecidos dos
especialistas na técnica. Ver, por exemplo, Robinson, 1978
[30].

Os membros de ligacdo de acordo com a invencdo podem ser
utilizados num método de tratamento ou diagndstico do corpo
humano ou animal, tal como um método de tratamento (o qual
pode incluir tratamento profildtico) de uma doenca ou
distirbio num doente humano, o qual compreende administrar
ao referido doente uma quantidade eficaz de um membro de
ligacdo da invencédo. As condicdes que podem ser tratadas de
acordo com a presente invencdo incluem qualquer uma em Jgue
o0 GM-CSFRa desempenha um papel. A literatura técnica
publicada indica um papel para o GM-CSF em varias doencas e
condicdes, como se resume abaixo. Uma vez que o GM-CSF se
liga especificamente ao GM-CSFRoa, os efeitos patoldgicos
e/ou sintomaticos do GM-CSF podem ser neutralizados
inibindo a ligacdo do GM-CSF ao GM-CSFRa. Assim, a
evidéncia publicada, além dos dados farmacoldgicos in vivo
e in vitro apresentados para as moléculas de anticorpo aqui
descritas na Parte Experimental, indica que os membros de
ligacdo da invencdo podem ser utilizados no tratamento de
condicodes, doencas e distiarbios autoimunes e/ou
inflamatérios, por exemplo artrite reumatoide, asma,
resposta alérgica, esclerose multipla, leucemia mieloide e
aterosclerose. A evidéncia publicada sobre estas condicgdes

¢ resumida abaixo:
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Asma e Respostas Alérgicas

A asma brdédnquica é um disturbio inflamatdério persistente
comum do pulmdo, gue se caracteriza por hipersensibilidade
das vias aéreas, producdo excessiva de muco, fibrose e
niveis elevados de IgE. A hipersensibilidade das vias
aéreas (AHR) ¢é a constricdo exagerada das vias aéreas a
estimulos ndo especificos. Julga-se que tanto a AHR como a
producdo excessiva de muco sSejam responsaveis pela
obstrucéo variavel das vias aéreas que leva as
caracteristicas de falta de ar dos ataques de asma
(exacerbacdes) e que ¢é responsavel pela mortalidade
associada a esta doenca (cerca de 2000 mortes/ano no Reino

Unido) .

Estudos recentes demonstraram que o GM-CSF e o seu recetor
estdo regulados positivamente tanto ao nivel da proteina
como do ARNm na asma. Além disso, os niveis de expresséo
correlacionam com a gravidade da doenca. Foi medido um
aumento de producdo de GM-CSF no liquido de lavagem
broncoalveolar (BAL), células do BAL, expetoracdo, células
epiteliais bronguiolares e células mononucleares de sangue
periférico estimuladas com antigénio de doentes asmaticos
quando comparado com individuos ndo asmaticos [31,32]. Além
disso foi demonstrado que o nivel de expressdo de GM-CSF
nas vias aéreas apds exposicdo a alergénio correlaciona com
o grau de eosinofilia tecidular e a gravidade da resposta
asmatica de fase tardia [33]. Estudos posteriores
relacionaram a expressdo regulada positivamente do GM-CSFR
com asma intrinseca ou ndo atdpica, correlacionando oS
niveis de expressdo com os dados da funcdo pulmonar [34].
Num modelo de rato de exposicdo e sensibilizacdo a
ovalbumina, a neutralizacdo da atividade do GM-CSEF com um
anticorpo policlonal de cabra, por administracdo intranasal

antes da exposicéo a ovalbumina, preveniu a
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hipersensibilidade das vias aéreas e reduziu tanto a
infiltracdo de eosinéfilos como a secrecdo de muco nas vias
aéreas [35]. Analogamente, num modelo de rato de doenca
respiratédria alérgica iniciada pela administracéao
intranasal de particulas de exaustdo de diesel, a
neutralizacdo do GM-CSF mais uma vez pela administracédo
intranasal de um anticorpo policlonal de cabra preveniu a
hipersensibilidade das vias aéreas a metacolina, reduziu a
contagem de eosinéfilos no BAL e também diminuiu a
expressdo de células caliciformes produtoras de muco no

epitélio das vias aéreas [36].

0O papel do GM-CSF nas respostas alérgicas foi ainda
investigado em modelos murideos de tolerédncia induzida.
Ratos expostos a doses didrias repetidas de ovalbumina
nebulizada sem sensibilizacédo anterior desenvolvem
tolerdncia a ovalbumina e ndo desencadeiam inflamacéao
eosinofilica das vias aéreas. A expressdo pulmonar de GM-
CSF via wuma construcdo adenoviral altera as respostas
destes animais e favorece o influxo de eosindéfilos para o
BAL, a geracdo de histologia fenotipicamente alérgica e
hiperplasia associada das células caliciformes. Esta
geracdo de uma resposta Th2 tipica é ainda evidenciada pelo
aumento das concentracdes de IL-5 no soro e BAL e de IL-4
no soro. Trabalho adicional neste modelo, wutilizando um
rato com MHC II anulada indica gque o GM-CSF modula a
interacdo entre as células apresentadoras de antigénio e as
células T nas vias aéreas, facilitando desse modo as
respostas mediadas por células T a ovalbumina [37]. De modo
significativo, a atividade do GM-CSF como um ativador
potente de respostas Th2 também pode ser demonstrada em
ratos que carecem de IL-13 e/ou IL-4, indicando qgue a
neutralizacdo da atividade do GM-CSF apresenta uma via
terapéutica alternativa distinta da atividade destas

citocinas.
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Foram feitas observacgdes semelhantes noutro modelo murideo
em gque a exposicdo intranasal repetida a tasneira resulta
em sensibilizacdo de tipo Th2 e inflamacdo ligeira das vias
aéreas quando da reexposicdo ao antigénio [38]. A
administracdo de anticorpos anti-GM-CSF em conjunto com a
tasneira diminui a producdo de citocinas associadas a Th2,
presumivelmente pela inibicdo do GM-CSF enddbgeno. Em
contraste, a administracdo de tasneira a um microambiente
das vias aéreas enriquecido com GM-CSF, quer por
coadministracdes multiplas de GM-CSF recombinante ou uma
administracdo uUnica de um vetor adenoviral portador do
transgene de GM-CSF, resultou em inflamacdo eosinofilica
das vias aéreas consideravelmente aumentada e respostas de

membéria de Th2 especificas para a tasneira.

Artrite Reumatoide (RA)

A RA ¢é uma doenca articular inflamatdéria e destrutiva
crdénica que afeta aproximadamente 1% da populacdo do mundo
industrializado. A RA caracteriza-se por hiperplasia e
inflamacdo da membrana sinovial, inflamacdo no liquido
sinovial e destruicdo progressiva do o0sso e cartilagem
circundantes que conduz geralmente a incapacidade

significativa.

Embora a causa da RA permaneca desconhecida, hé& evidéncia
acumulada para o papel do GM-CSF no progressdo da RA.
Julga-se que a RA ¢é iniciada e conduzida através de um
processo especifico ao antigénio, mediado por células T. Em
resumo, Jjulga-se gque a presenca de um antigénio néo
identificado num hospedeiro suscetivel inicia uma resposta
de células T gque leva a producdo de citocinas de células T
com o recrutamento consequente de células inflamatdrias,

incluindo neutréfilos, macréfagos e células B.
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Muitas citocinas prdé- e anti-inflamatdérias sdo produzidas
na articulacdo reumatoide. Além do mais, a progresséao,
reativacdo e silenciamento da doenca sdo mediados via
alteracdes dindmicas na producdo de citocinas dentro da
articulacdo. Em particular, considera-se que o TNF-a e a
IL-1 exercem papéis essenciais na patogénese da RA e muitas
das terapias desenvolvidas mais recentes, ou em
desenvolvimento, para a doenca visam 1inibir a atividade

destas duas citocinas pré-inflamatdrias.

Estudos recentes em modelos de roedores sugeriram um papel
central e ndo redundante para o GM-CSF no desenvolvimento e
progressdo da RA. A administracdo de GM-CSF recombinante
exbgeno intensifica a patologia em dois modelos de rato
diferentes de artrite RA induzida por colagénio (CIA) [39]
e num modelo de artrite monocarticular [40]. Além disso foi
demonstrado que ratos com GM-CSEF anulado (GM—CSF'*) sao
resistente ao desenvolvimento de CIA e gque os niveis de IL-
1 e do fator de necrose tumoral (TNFoa) encontrados no
liquido sinovial da articulacdo estavam reduzidos em
comparacao com 0S8 ratos de tipo selvagem [41,42].
Analogamente, a inducdo de monoartrite utilizando injecédo
intra-articular de albumina de soro bovino metilada e IL-1
em ratos GM-CSF/” resulta em gravidade de doenca reduzida

em comparacdo com oS8 ratos de tipo selvagem [43].

Além disso, a administracdo de mAb murideo anti-GM-CSF
melhora significativamente a gravidade da doenca em modelos
de CIA e artrite monoarticular. No modelo de CIA, o
tratamento com mAb foi eficaz no tratamento da progresséio
de doenca estabelecida, histopatologia e reduziu
significativamente 0s niveis de IL-1 e TNE-o na

articulacdo. Além disso, o tratamento com mAb antes do
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inicio da artrite diminuiu a gravidade da doenca de CIA

[44,43].

Um numero de estudos analisou os niveis de citocinas e
recetores presentes em amostras de liquido sinovial
artritico e bidpsia da membrana de tecido humano. As
células mononucleares circulantes em 27 doentes com RA, 13
voluntdrios saudéveis e 14 doentes com osteoporose foram
avaliadas quanto aos niveis de GM-CSFR utilizando GM-CSF
marcado com PE [45]. Neste estudo foi demonstrado que foi
detetado o dobro das células positivas para recetor em
doentes com RA (53%), em comparacdo com controlos saudéaveis
(20%) e doentes sujeitos a investigacdo no que se refere a
osteoporose (25%), sugerindo com isso que os mondcitos
podem ser preparados para responder a GM-CSF produzido
localmente. A expressdo de genes de citocinas a partir de
doentes com RA [46] wutilizando hibridizacdo in situ de
células SF demonstrou niveis elevados de GM-CSF, IL-1, TNF-
o e IL-06. Além disso, sinovidcitos derivados de
fibroblastos isolados e cultivados de voluntédrios normais
demonstraram niveis elevados de proteina de GM-CSF em
resposta a IL-1a, IL-1R, TNF-o e TNE-03 [47]. A
quantificacdo dos niveis de GM-CSF no soro em doentes com
RA [48] mostrou que o0s niveis de ©proteina estavam
aumentados em doentes com RA grave (366 pg/mL, n=26) e
moderada (376 pg/mL, n=58) em comparacdo com O Jgrupo de
controlo (174 pg/mL, n=43), além disso foi também mostrado
que o GM-CSF estava significativamente aumentado nas SF de

doentes com RA (1300 pg/mL).

Foi anteriormente observado que a administracdo de GM-CSF
recombinante a doentes que estdo a ser tratados para a
neutropenia poderia provocar uma exacerbacdo da RA [49].

Foram feitas observacdes semelhantes para um doente com
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sindrome de Felty apds tratamento com GM-CSF recombinante

[507].

Doenca Pulmonar Obstrutiva Crdénica (COPD)

A Doenca Pulmonar Obstrutiva Crdénica (COPD) é definida como
um estado patoldégico caracterizado por limitacdo do fluxo
de ar que ndo é completamente reversivel. A limitacdo de
fluxo de ar crdénica é€ geralmente progressiva e associada a
uma resposta inflamatdéria anormal dos pulmdes a particulas
ou gases nocivos. Esta limitacdo de fluxo de ar é provocada
por uma mistura de doenca das vias aéreas peqguenas
(bronquiolite obstrutiva) e destruicdo do parénguima
(enfisema), cujas contribuic¢des relativas variam de pessoa
para pessoa. 0Os sintomas caracteristicos resultantes da
COPD sdo tosse, producdo de expetoracdo e dispneia ao
exercicio. A COPD é um problema de sautde publica importante
e ¢é a quarta causa principal de morbidade crdénica e
mortalidade nos EUA. A doenca ¢é atualmente tratada com
farmacos originariamente desenvolvidos para a asma tais
como ©Os corticosteroides orais ou inalados com ou sem
broncodilatadores incluindo agonistas . No entanto, nenhum
destes farmacos mostrou abrandar a progressdo da COPD [51].
Por exemplo, 0s corticosteroides que suprimem
acentuadamente a inflamacdo eosinofilica na asma nao
parecem ter qualguer efeito na inflamacdo observada na
COPD, a qual ¢é predominantemente mediada por neutrdéfilos
[52]. Por conseguinte, hé& uma necessidade de desenvolver
novos tratamentos para a COPD gue visem especificamente os
processos inflamatdérios subjacentes a fisiopatologia desta
doenca. O GM-CSF, através do seu papel na funcdo de
neutré6filos e macrdfagos, pode desempenhar um papel

importante na patogénese da COPD.
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Num estudo utilizando PCR quantitativa foi demonstrado que
o0 numero de coépias de GMCSF na expetoracdo de fumadores com
COPD versus expetoracdo de fumadores ndo obstruidos com
idade condizente estava significativamente aumentado [53].
Além disso, num modelo de roedor de inflamacdo pulmonar
induzida por fumo de cigarro, animais tratados por via
intranasal com um anticorpo contra o GM-CSF 2 dias, 4 h e
1 h antes da exposicdo ao fumo demonstraram uma reducido
significativa nos niveis de neutrdéfilos, macrédfagos e MMP-9
do BAL quando comparados com o anticorpo de controlo de
isotipo 5 dias apdbds exposicdo [b4]. Estes estudos séo
também corroborados pelas nossas proéprias observacdes ao
investigar os niveis de GM-CSF em expetoracdo induzida de
doentes com uma gama de gravidades de COPD. Nestes estudos
ndés mostramos que o GM-CSEF era elevado na expetoracdo de
aproximadamente 40% dos doentes com COPD testados
independentemente da gravidade da doenca, com niveis de
GMCSF que se aproximavam dos 500pg/mL em alguns casos. O
GMCSF n&do parecia estar aumentado em doentes de controlo
ndo fumadores e fumadores equiparados. Estes dados sugerem
que o GM-CSF pode ser um dos mediadores chave na inflamacéo

das vias aéreas induzida por fumo e COPD.

Esclerose multipla (MS)

O GM-CSF foi dimplicado na doenca autoimune esclerose
maltipla. Através da administracdo de antigénio de
glicoproteina de oligodendrécitos de mielina (MOG) a
roedores pode ser induzido um modelo de esclerose multipla
humana que demonstra muitos dos fendtipos de MS, tal como a
inflamacdo e desmielinizacdo do sistema nervoso central que
pode resultar numa paralisia semelhante a MS. Em ratos sem
GM-CSF, a MOG foi incapaz de induzir o fendtipo EAE [55].
Além disso, foi demonstrado que estes ratos tinham uma

menor proliferacdo de células T relativamente ao antigénio
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de MOG e uma menor producdo das citocinas de Thl, IL-6 e
IFN-y. A administracdo de anticorpos neutralizantes de GM-
CSF ao mesmo tempo que a exposicdo ao antigénio preveniu o
inicio da doenca durante 10 dias apds tratamento com
evidéncia de lesdes reduzidas. Se administrados apds o
inicio da doenca, o0s ratos recuperaram completamente em

menos de 20 dias de tratamento [55].

Leucemia

O GM-CSF foi também implicado na leucemia mieloide,
leucemia mieloide crénica juvenil (JCML). Esta condicdo é
um distuirbio mieloproliferativo que afeta principalmente
doentes com menos de 4 anos de idade. Os progenitores de
granuldécitos—-macréfagos do sangue periférico (CFU-GM) de
JCML.  in vitro demonstram proliferacdo espontédnea a
densidades celulares baixas, uma observacdo que ndo tinha
sido anteriormente descrita para outros distarbios
mieloproliferativos. Além disso, a deplecdo de mondcitos
destas culturas anulou esta proliferacéo. Foi
subsequentemente demonstrado que esta proliferacéo
espontdnea ¢é mediada via uma hipersensibilidade dos
progenitores de JCML a citocina derivada de mondcitos GM-
CSF [56,57,58,59,60,61]. Ao invés de uma producdo excessiva
ou niveis elevados de GM-CSF em doentes com JCML, a
hipersensibilidade dos progenitores de JCML parece ocCOrrer
através de uma via de transducdo de sinal Ras induzida por
GM-CSF desregulada [62]. Estudos recentes com um anédlogo de
GM-CSF (E21R), gque antagoniza a acdo de GM-CSF em estudos
de ligacdo e ensaios funcionais, mostrou gue ao inibir a
acdo do GM-CSF ¢é possivel reduzir significativamente a
carga de células JCML num modelo de xenoenxerto de JCML em
rato imunodeficiente / diabético obeso combinado grave
(SCID/NOD) [63]. A administracdo sistémica profildtica de

E21R na altura do enxerto impediu gue os progenitores de
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JCML se estabelecessem na medula é6ssea e a administracdo de
E21R 4 semanas apds o enxerto induziu a remissdo de JCML,
com uma reducéo da carga celular. Além disso, a
administracdo de E21R a ratos SCID/NOD co-enxertados com
medula &ssea humana normal e medula éssea com JCML provocou
uma reducdo da carga de JCML, contudo as células da medula

b6ssea normal permaneceram ndo afetadas.

Aterosclerose

A doenca cardiaca isquémica é a causa mais comum de morte
em todo o mundo. Nos ultimos anos tem aumentado o conceito
de que a inflamacdo desempenha um papel significativo na
patogénese da aterosclerose, ocorrendo a acumulacdo de
células inflamatdérias a par com a acumulacdo de lipidos nas

paredes das artérias.

Uma vez residentes na parede arterial, as células
inflamatérias, tais como os mondbécitos e macrdédfagos,
participam e perpetuam a resposta inflamatdéria local. Estes
macréfagos também expressam recetores de depuracdo para uma
gama de lipoproteinas e contribuem, deste modo, para a
diferenciacdo das células em 'células vacuolizadas'. E a
morte destas 'células vacuolizadas' que contribui para o
desenvolvimento do nucleo 1lipidico, wuma caracteristica
classica destas lesdes. A medida que a inflamacdo prossegue
nestas placas aterosclerdticas, estas células inflamatdrias
ativadas libertam mediadores fibrogénicos e fatores de
crescimento gque promovem a proliferacdo de células do
misculo liso (SMC) e a fibrose da placa. Além de promover a
fibrose, estas células também libertam enzimas
proteoliticas, tais como metaloproteinases da matriz
(MMPs), que contribuem para um enfraquecimento da placa
fibrética, tornando-as assim propensas a rutura. Uma vez

rompidas, estas placas libertam fragmentos celulares e
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fatores de coagulacdo, tal como o fator tecidular, para os
vasos sanguineos estimulando a cascata de coagulacdo e o
desenvolvimento de trombos. A trombose arterial resultante

pode depois levar a isquemia ou enfarte do miocéardio.

Recentemente, o GM-CSF foi implicado em muitos aspetos da
progressao da doenca na aterosclerose. Nas lesdes
aterosclerdticas de coelhos alimentados com colesterol,
constatou-se que o GM-CSF se co-localiza com macrdéfagos e,
em menor grau, com células endoteliais e SMC [64]. Além
disso, demonstrou-se também que a expressdo de GM-CSF esta
aumentada em vasos aterosclerdticos humanos nos sitios de
acumulacdo de macréfagos e em SMCs centrais e células
endoteliais [65]. Este aumento dos niveis de GM-CSF ¢&
atribuido, em parte, ao contacto direto célula-célula de
monécitos/macrdéfagos e células endoteliais durante a
formacdo e patogénese da lesdo aterosclerdtica [66]. Outro
elemento chave na lesdo aterdtica é a 'célula vacuolizada',
isto ¢é macréfagos gue captaram lipoproteinas de baixa
densidade (LDL) oxidadas via recetores de depuracdo na
superficie. In vitro, esta captacdo de LDL-0Ox pode
estimular ainda mais os macrdéfagos para proliferar via um
mecanismo dependente de GM-CSF [67]. Como a aterosclerose é
um processo inflamatdrio crédénico foram investigados agentes
anti-inflamatdérios tais como os glucocorticoides. A
dexametasona, um glucocorticoide anti-inflamatdério, suprime
o desenvolvimento de aterosclerose em varios modelos
animais experimentais [68,69,70,71]. A eficdcia da mesma
foi atribuida a inibicdo da migracdo [72] e proliferacéo
[73] de SMC, e a reducdo da qgquimiotaxia dos mondcitos e
leucdcitos circulantes [74]. Estudos recentes mostraram que
a LDL-ox pode induzir a libertacdo de GM-CSF a partir de
macréfagos peritoneais de rato [75]. Além disso, apds
tratamento com dexametasona, esta libertacdo de GM-CSEF foi

inibida de forma dependente com a dose, sugerindo que os
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efeitos anti-inflamatdérios da dexametasona sdo mediados
pela inibicdo da producdo de GM-CSF induzida pela LDL-oXx.
Como o GM-CSF parece ter um papel central na aterosclerose,
uma alternativa aos glucocorticoides poderia ser a inibicédo

da atividade do GM-CSF nesta indicacéo.

Terminologia

"E/ou" onde aqui utilizado é para ser considerado como uma
divulgacdo especifica de cada uma das duas caracteristicas
ou componentes especificados com ou sem o outro. Por
exemplo "A e/ou B" ¢é para ser considerado como uma
divulgacédo especifica de cada um de (i) A, (ii) B e (iii) A
e B, como se cada um fosse aqui explicitado

individualmente.

GM-CSFRa e GM-CSF

GM-CSFRa é a cadeia alfa do recetor para o fator de
estimulacdo de <coldénias de granuldcitos macrdfagos. A
sequéncia inteira do GM-CSFRa humano encontra-se depositada
sob o Numero de acesso 506945 (gi:106355) [76] e é aqui
explicitada como SEQ ID NO: 202. A forma madura do GM-CSFR«
humano, isto ¢é, com o péptido sinal dissociado, ¢é aqui
explicitada como SEQ ID NO: 206. Salvo indicacdo em
contrario pelo contexto, as referéncias aqui a GM-CSFRax
referem-se ao GM-CSFRa humano ou de primata ndo humano (por
exemplo cynomolgus), normalmente humano. O GM-CSFRa pode

ser GM-CSFRa natural ou GM-CSFRoa recombinante.

0O dominio extracelular com 298 aminodcidos do recetor de
GM-CSF o humano tem a sequéncia de aminodcidos SEQ ID NO:
205.
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Salvo indicacdo em contrario pelo contexto, as referéncias
aqui a GM-CSF referem-se ao GM-CSF humano ou de primata né&o

humano (por exemplo cynomolgus), normalmente humano.

0O GM-CSF liga-se normalmente ao dominio extracelular (SEQ
ID NO: 205) da cadeia alfa do recetor de GM-CSF maduro (SEQ
ID NO: 206). Como descrito aqui noutro sitio, esta ligacédo

¢ inibida pelo membros de ligacdo da invencé&o.

Foram identificadas variantes de excisdo-unido naturais do
GM-CSFRa - ver, por exemplo, refs. [77 e 78]. O dominio
extracelular ¢ altamente conservado nestas variantes de
excisdo-unido. 0s membros de ligacdo da invencdo podem, ou
ndo, ligar-se a uma ou mais variantes de excisdo-unido do
GM-CSFRa, e podem, ou ndo, inibir a ligacdo do GM-CSF a uma

ou mais variantes de excisdo-unido do GM-CSFRo.

Membro de 1ligacdo

Isto descreve um membro de um par de moléculas que se ligam
uma a outra. Os membros de um par de ligacdo podem ser
derivados naturalmente ou produzidos total ou parcialmente
por via sintética. Um membro do par de moléculas tem uma
drea na sua superficie, ou uma cavidade, que se liga e ¢&,
portanto, complementar a uma organizacdo espacial e polar
particular do outro membro do par de moléculas. Os exemplos
de tipos de pares de 1ligacdo sdo antigénio-anticorpo,
biotina-avidina, hormona-recetor da hormona, recetor-
ligando, enzima-substrato. A presente invencdo refere-se a

reacdes de tipo antigénio-anticorpo.

Um membro de ligacdo de acordo com a invencdo compreende
uma molécula de anticorpo gque compreende um sSitio de

ligacdo de antigénio.
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Além das sequéncias de anticorpo e/ou um sitio de ligacdo
de antigénio, um membro de ligacdo de acordo com a presente
invencdo pode compreender outros aminodcidos, por exemplo
para formar um péptido ou polipéptido, tal como um dominio
dobrado, ou para conferir a molécula outra caracteristica
funcional além da aptiddo para ligar o antigénio. Os
membros de ligacdo da invencdo podem ter uma etiqueta
detetével, ou podem ser conjugados com um toxina ou uma
unidade de orientacdo ou enzima (por exemplo via uma
ligacdo peptidilo ou unidade de ligacédo). Por exemplo, um
membro de ligacdo pode compreender um sitio catalitico (por
exemplo, num dominio enzimadtico) bem como um sitio de
ligacdo de antigénio, em que o sitio de ligacdo de
antigénio se liga ao antigénio e direciona, deste modo, o
sitio catalitico para o antigénio. O sitio catalitico pode
inibir a funcdo bioldégica do antigénio, por exemplo, por

dissociacéo.

Embora, como referido, as CDRs possam ser transportadas por
armacdes tais como fibronectina ou citocromo B [80, 81,
82], a estrutura para transportar uma CDR ou um conjunto de
CDRs da invencdo seréd geralmente de uma sequéncia de cadeia
pesada ou leve do anticorpo ou uma porcdo substancial da
mesma em que a CDR ou conjunto de CDRs estd localizado num
local correspondente a CDR ou conjunto de CDRs dos dominios
variaveis VH e VL naturais de anticorpo codificados por
genes de imunoglobulina rearranjados. As estruturas e
localizacdes dos dominios varidveis de imunoglobulina podem
ser determinadas por referéncia a (Kabat, et al., 1987
[9817, e atualizacdes da mesma, agora disponiveis na
Internet (http://immuno.bme.nwu.edu ou pesquisar "Kabat"

utilizando qualquer motor de busca).

Os membros de ligacéo da presente invencéo podem

compreender regides constantes de anticorpos ou partes das
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mesmas, preferencialmente regides constantes de anticorpos
humanos ou partes das mesmas. Por exemplo, um dominio VL
pode estar ligado na sua extremidade C-terminal aos
dominios constantes da cadeia leve de anticorpo incluindo
as cadeias Ck ou CA humanas, preferencialmente cadeias CA.
Analogamente, um membro de ligacdo baseado num dominio VH
pode estar ligado na sua extremidade C-terminal a
totalidade ou parte (por exemplo um dominio CH1l) de uma
cadeia pesada de imunoglobulina derivada de qualquer
isotipo de anticorpo, por exemplo IgG, IgA, IgE e IgM e de
qualguer uma das subclasses de isotipo, em particular IgGl,
IgG2 e IgG4. E preferida a IgGl, IgG2 ou IgG4. A IgG4 é
preferida porque ndo se liga ao complemento e nédo cria
funcdes efetoras. Qualquer variante sintética ou outra da
regido constante gque possua estas propriedades e estabilize
as regides variaveis também é preferida para ser utilizada

em formas de realizacdo da presente invencéo.

Os membros de ligacdo da invencdo podem ser marcados com
uma etiqueta detetavel ou funcional. As etiquetas

BT oou

detetédveis incluem etiquetas radioativas tais como
*Tc, as quais podem ser ligadas aos anticorpos da invencédo
utilizando qguimica convencional conhecida na técnica de
visualizacdo de anticorpos. As etiquetas incluem também
etiquetas enzimaticas, tal como a peroxidase de réabano
silvestre. As etiquetas incluem ainda unidades quimicas
tais como biotina que podem ser detetadas via ligacdo a uma
unidade detetéavel cognata especifica, por exemplo avidina
marcada. Assim, um membro de ligacdo ou molécula de
anticorpo da presente invencdo pode estar na forma de um
conjugado compreendendo o membro de ligacdo e uma etiqueta,
opcionalmente ligada através de uma unidade de ligacédo tal
como um péptido. O membro de ligacdo pode ser conjugado,
por exemplo, com enzimas (por exemplo peroxidase, fosfatase

alcalina) ou com uma etiqueta fluorescente incluindo, mas
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nao se limitando a, biotina, fluorocromo, proteina
fluorescente verde. Além disso, a etiqueta pode compreender
uma unidade de toxina tal como uma unidade de toxina
selecionada de um grupo de exotoxina de Pseudomonas (PE ou
um fragmento citotdxico ou mutante da mesma), toxina da
Difteria (um fragmento citotdxico ou mutante da mesma), uma
toxina botulinica de A a F, ricina ou um fragmento
citotdéxico da mesma, abrina ou um fragmento citotdxico da
mesma, saporina ou um fragmento citotdxico da mesma, toxina
antiviral da erva-tintureira ou um fragmento citotdxico da
mesma e briodina 1 ou um fragmento citotdéxico da mesma. Nos
casos em que o membro de ligacdo compreende uma molécula de
anticorpo, o membro de ligacdo marcado pode ser referido

como um imunoconjugado.

Molécula de anticorpo

Isto descreve uma imunoglobulina natural ou produzida
parcial ou totalmente por via sintética. O termo também
abrange qualgquer polipéptido ou proteina compreendendo um
sitio de ligacdo de antigénio de anticorpo. Os fragmentos
de anticorpo gque compreendem um sitio de 1ligacdo de
antigénio de anticorpo sdo moléculas tais como Fab,

F(ab'),, Fab', Fab'-SH, scFkv, Fv, dAb, Fd; e diacorpos.

E possivel selecionar anticorpos monoclonais e outros e
utilizar técnicas de tecnologia de ADN recombinante para
produzir outros anticorpos ou moléculas quiméricas que
retém a especificidade do anticorpo original. Tais técnicas
podem envolver a introducdo de ADN que codifica a regiédo
variavel de imunoglobulina, ou as CDRs, de um anticorpo nas
regides constantes, ou regides constantes mais regides
estruturais, de uma imunoglobulina diferente. Ver, por
exemplo, EP-A-184187, GB 2188638A ou EP-A-239400, e um

grande corpo de literatura posterior. Um hibridoma ou outra
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célula gue produz um anticorpo pode ser submetida a mutacéo
genética ou outras alteracgdes, as gquais podem, ou néao,

alterar a ligacdo ao alvo dos anticorpos produzidos.

Como o0s anticorpos podem ser modificados de um numero de
maneiras, 0o termo "molécula de anticorpo" deve ser
interpretado como abrangendo qualgquer membro de ligacdo ou
substédncia possuindo um sitio de ligacdo de antigénio de
anticorpo. Assim, este termo abrange fragmentos e derivados
de anticorpo, incluindo qualguer polipéptido compreendendo
um sitio de ligacdo de antigénio de anticorpo, quer natural
ou total ou ©parcialmente sintético. Portanto, estédo
incluidas moléculas quiméricas compreendendo um sitio de
ligacdo de antigénio de anticorpo, ou equivalentes,
fundidas com outro polipéptido. A clonagem e expressdo de
anticorpos quiméricos sdo descritas em EP-A-0120694 e EP-A-

0125023, e um grande corpo de literatura posterior.

Outras técnicas disponiveis na técnica de manipulacdo de
anticorpos tornaram possivel isolar anticorpos humanos e
humanizados. Os anticorpos humanos e humanizados sdo formas
de realizacdo preferidas da invencéo, e podem ser
produzidos utilizando qualguer método adequado. Por
exemplo, podem ser preparados hibridomas humanos [83]. A
apresentacdo em fago, outro técnica estabelecida para gerar
membros de ligacdo foi descrita em pormenor em muitas
publicacdes tais como a ref. [83] e W092/01047 (discutida
mais abaixo). Ratos transgénicos em que o0s genes de
anticorpo de rato séo inativados e substituidos
funcionalmente por genes de anticorpo humano, engquanto se
deixam intactos outros componentes do sistema imunitédrio do
rato, podem ser utilizados para isolar anticorpos humanos
[84]. Os anticorpos humanizados podem ser produzidos
utilizando técnicas conhecidas na técnica tais como aquelas

divulgadas, por exemplo, em W091/09967, US 5,585,089,
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EP592106, UsS 565,332 e W093/17105. Além disso, a
W02004/006955 descreve métodos para humanizar anticorpos,
com base na selecdo de seguéncias estruturais da regido
variavel de genes de anticorpo humano comparando tipos
estruturais candénicos de CDR para sequéncias de CDR da
regido variavel de um anticorpo ndo humano com tipos
estruturais candnicos de CDR para as CDRs correspondentes
de uma biblioteca de sequéncias de anticorpos humanos, por
exemplo segmentos de genes de anticorpos de linha germinal.
As regides varidveis de anticorpos humanos que tém tipos
estruturais candénicos de CDR semelhantes as CDRs né&o
humanas formam um subconjunto de sequéncias de anticorpos
humanos do membro, a partir do qual se seleciona as
sequéncias estruturais humanas. 0Os membros do subconjunto
podem ser ainda classificados por semelhanca de aminoacidos
entre as sequéncias da CDR humana e ndo humana. No método
da WO02004/006955, as sequéncias humanas com melhor
classificacéo sédo selecionadas para proporcionar as
sequéncias estruturais para construir um anticorpo
quimérico que substitui funcionalmente as sequéncias da CDR
humana pelas CDR ndo humanas correspondentes utilizando as
estruturas humanas do membro do subconjunto selecionado,
proporcionando desse modo um anticorpo humanizado com alta
afinidade e baixa imunogenicidade sem a necessidade de
comparar as sequéncias estruturais entre os anticorpos néo
humanos e humanos. Sdo também divulgados anticorpos

quiméricos preparados de acordo com o método.

As moléculas de anticorpo sintético podem ser criadas pela
expressdo de genes gerados por meio de oligonucledtidos
sintetizados e reunidos dentro de vetores de expressédo

adequados [85, 86].

Foi demonstrado que fragmentos de um anticorpo inteiro

podem realizar a funcdo de 1ligacdo de antigénios. Os
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exemplos de fragmentos de ligacdo sdo (i) o fragmento Fab
consistindo dos dominios VL, VH, CL e CH1l; (ii) o fragmento
Fd consistindo dos dominios VH e CH1l; (iii) o fragmento Fv
consistindo dos dominios VL e VH de um uUnico anticorpo;
(iv) o fragmento dAb [87, 88, 89] o qual consiste de um
dominio VH ou um dominio VL; (v) regides de CDR isoladas;
(vi) fragmentos F(ab') 2, um fragmento divalente
compreendendo dois fragmentos Fab ligados (vii) moléculas
de Fv de cadeia simples (scFv), em gue um dominio VH e um
dominio VL estdo ligados por uma unidade de ligacéo

peptidica que permite que os dois dominios se associem para

formar um sitio de ligacdo de antigénio [90, 91]; (viii)
dimeros de Fv de cadeia simples biespecificos
(PCT/US92/09965) e (ix) "diacorpos", fragmentos

multivalentes ou multiespecificos construidos por fusédo de
genes (W094/13804; [92]). As moléculas de Fv, scFv ou
diacorpo podem ser estabilizadas pela incorporacédo de
pontes de dissulfureto a ligar os dominios VH e VL [93].
Podem ser também preparados minicorpos compreendendo um

scFv ligado a um dominio CH3 [94].

Um dAb (anticorpo de dominio) ¢é um pequeno fragmento
monomérico de ligacdo de antigénio de um anticorpo,
nomeadamente a regido variadvel de uma cadeia pesada ou leve
do anticorpo [89]. Os dAbs de VH ocorrem naturalmente em
camelideos (por exemplo, camelo, lama) e podem ser
produzidos imunizando um camelideo com um antigénio alvo,
isolando células B especificas para o antigénio e clonando
diretamente o0s genes de dAb de células B individuais. Os
dAbs também podem ser produzidos em culturas de células. O
seu tamanho pequeno, boa solubilidade e estabilidade a
temperatura torna-os particularmente UGteis em termos
fisioldgicos e adequados para selecdo e maturacdo por
afinidade. Um membro de ligacdo da presente invencdo pode

ser um dAb compreendendo um dominio VH ou VL
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substancialmente como aqui explicitado, ou um dominio VH ou
VL compreendendo um conjunto de CDRs substancialmente como
aqui explicitado. Por "substancialmente como explicitado"
entende-se que a CDR ou o dominio VH ou VL relevante da
invencdo serd idéntico ou altamente semelhante as regides
especificadas cuja sequéncia ¢é aqui explicitada. Por
"altamente semelhante" considera-se que podem ser feitas
desde 1 a 5, preferencialmente desde 1 a 4, tal como 1 a 3
ou 1 ou 2, ou 3 ou 4, substituicdes de aminoadcidos na CDR

e/ou no dominio VH ou VL.

Nos casos em que forem utilizados anticorpos biespecificos,
estes podem ser anticorpos biespecificos convencionais, os
quais podem ser fabricados de varias maneiras [95], por
exemplo preparados gquimicamente ou a partir de hibridomas
hibridos, ou podem ser quaisquer dos fragmentos de
anticorpo biespecifico mencionados acima. 0Os exemplos de
anticorpos biespecificos incluem aqueles da tecnologia
BiTE" em que podem ser utilizados os dominios de ligacio de
dois anticorpos com especificidade diferente e ligados
diretamente através de péptidos flexiveis curtos. Esta
combina dois anticorpos numa Unica cadeia polipeptidica
curta. Os diacorpos e scFv podem ser construidos sem uma
regido Fc, utilizando apenas os dominios variaveis,
reduzindo potencialmente os efeitos de reacdo anti-

idiotipica.

Os diacorpos biespecificos, por oposicdo aos anticorpos
inteiros Dbiespecificos, também podem ser particularmente
Uteils porgue podem ser facilmente construidos e expressados
em E.coli. Os diacorpos (e muitos outros polipéptidos tais
como fragmentos de anticorpo) com especificidades de
ligacdo apropriadas podem ser facilmente selecionados
utilizando apresentacéo em fago (WO94/13804) de

bibliotecas. Se um braco do diacorpo tiver de ser mantido
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constante, por exemplo, dirigido contra GM-CSFRo, pode ser
entdo preparada uma biblioteca em que o outro braco &
modificado e selecionado um anticorpo de ligacdo ao alvo
apropriado. Os anticorpos inteiros biespecificos podem ser

preparados por engenharia botdes-em-buracos [96].

Sitio de ligacdo de antigénio

Isto descreve a parte de uma molécula que se liga e é
complementar a todo ou parte do antigénio alvo. Numa
molécula de anticorpo, é referido como o sitio de ligacéo
de antigénio de anticorpo, e compreende a parte do
anticorpo que se liga e é complementar a todo ou parte do
antigénio alvo. No caso de um antigénio ser grande, um
anticorpo pode ligar-se apenas a uma parte particular do
antigénio, parte essa que é denominada um epitopo. Um sitio
de ligacdo de antigénio de anticorpo pode ser proporcionado
por um ou mais dominios variaveis de anticorpo.
Preferencialmente, um sitio de 1ligacdo de antigénio de
anticorpo compreende uma regido variavel da cadeia leve
(VL) de anticorpo e uma regido varidvel da cadeia pesada

(VH) de anticorpo.

Numeracdo de Kabat

Os residuos das sequéncias de anticorpo s&do aqui geralmente
referidos utilizando a numeracdo de Kabat como definida em

Kabat et al., 1971 [97]. Ver também refs. [98, 99].

Isolado

Isto refere-se ao estado em que os membros de ligacdo da
invencdo, ou &cido nucleico que codifica tais membros de
ligacdo, estardo geralmente de acordo com a presente

invencdo. 0Os membros isolados e A&cido nucleico isolado
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estardo isentos ou substancialmente isentos de material com
o gqual estdo naturalmente associados, tais como outros
polipéptidos ou &cidos nucleicos com 0SS guais estédo
presentes no seu ambiente natural ou no ambiente em que sé&o
preparados (por exemplo, cultura de células) guando essa
preparacdo é pela tecnologia de ADN recombinante praticada
in vitro ou in vivo. 0s membros e &cido nucleico podem ser
formulados com diluentes ou adjuvantes e, mesmo assim, para
fins préticos, estarem isolados - por exemplo, o0s membros
serdo normalmente misturados com gelatina ou outros
veiculos se utilizados para revestir placas microtitulo a
serem utilizadas em imunoensaios, ou serdo misturados com
veiculos ou diluentes farmaceuticamente aceitdveis quando
utilizados em diagndstico ou terapia. Os membros de ligacédo
podem ser glicosilados, gquer naturalmente ou por sistemas
de células eucaridbdticas heterdlogas (por exemplo, células
CHO ou NSO (ECACC 85110503)), ou podem permanecer néao
glicosilados (por exemplo, se produzidos por expressdo numa

célula procaridtica).

Breve Descricdo dos Desenhos

Figura 1. Andlise de pA; de dois anticorpos anti-GM-CSFRx
no ensaio de proliferacdo de TF-1. A proliferacdo de
células TF-1 foi induzida com concentracdes crescentes de
GM-CSF na presenca de concentracdes crescentes de duas I1gG4
otimizadas, Anticorpo 6 (Figura 1A) e Anticorpo 1 (Figura
1B), respetivamente. Para os dados mostrados no grafico 1A
e grafico 1B foi medida a incorporacédo de timidina tritiada
e foi calculada a EC50 de GM-CSF a cada concentracdo de
anticorpo. Para os dados mostrados no grafico 1C e gréafico
1D, as relacdes de dose foram em seguida calculadas e
analisadas por regressdo de Schild a fim de obter os

valores de pA;.
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Figura 2. Anadlise de pA, de um anticorpo anti-GM-CSFR«,
Anticorpo 6, nos ensaios de alteracdo de forma de
granuldécitos. Os granuldcitos humanos (grafico 2A e 2C) ou
de cynomolgus (2B e 2D) foram tratados com concentracdes
crescentes de GM-CSF na presenca de concentracdes
crescentes de IgG4. A alteracdo na forma dos granuldbdcitos
foi medida utilizando citometria de fluxo e foi calculada a
EC50 de GM-CSF a cada concentracdo de anticorpo (grafico 2A
e grafico 2B). As relacgdes de dose foram em seguida
calculadas e analisadas por regressdo de Schild a fim de

obter os valores de pA; (grafico 2C e grafico 2D).

Figura 3. Poténcia antagonista de dois anticorpos,
Anticorpos 1 e 6, respetivamente, como IgG4s num ensaio que
mede a proliferacdo de células TF-1 induzida por 7pM de GM-
CSF humano. S&do também mostrados os dados para o controlo
positivo IgG4 2B7 e para um controlo de isotipo IgG4. Os
dados representam a média com barras de desvio padrido de

determinacdes em triplicado na mesma experiéncia.

Figura 4. Poténcia antagonista de dois anticorpos,
Anticorpos 1 e 6, respetivamente, como IgG4s num ensaio que
mede a alteracdo de forma de granuldécitos humanos induzida
por 7pM de GM-CSF humano. Sdo também mostrados os dados
para o controlo IgG4 2B7 e para um controlo de isotipo
IgG4. 0Os dados representam a média com barras de desvio

padrdo de determinacdes em triplicado na mesma experiéncia.

Figura 5. Poténcia antagonista de dois anticorpos,
Anticorpos 1 e 6, respetivamente, como IgG4s num ensaio que
mede a libertacdo de TNFx a partir de mondécitos humanos
estimulados com 1nM de GM-CSF humano. S&o também mostrados
os dados para o anticorpo de controlo 2B7 e para um

controlo de isotipo IgG4. Os dados representam a média com
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barras de desvio padrdo de determinacdes em triplicado na

mesma experiéncia.

Figura 6. Poténcia antagonista de dois anticorpos,
Anticorpos 1 e 6, respetivamente, como IgG4s num ensaio que
mede a sobrevivéncia de granuldécitos humanos induzida por
7pM de GM-CSF humano. S&o também mostrados os dados para o
anticorpo de controlo 2B7 e para um controlo de isotipo
IgG4. 0Os dados representam a média com barras de desvio

padrdo de determinacdes em triplicado na mesma experiéncia.

Figura 7. 0Os mAbs humanos amadurecidos por afinidade,
Anticorpo 1 e Anticorpo 6, mas ndo o mAb humano parental
28G5 (Anticorpo 3) ou o anticorpo murideo conhecido 2B7,
inibem a diferenciacéo estimulada por GM-CSF de
progenitores hematopoiéticos humanos. 5x10* células
mononucleares descongeladas de uma amostra de aférese foram
cultivadas em &gar semissdlido na presenca de 10 ng/mL de
GM-CSF e a concentracdo indicada de mAb. As coldénias foram
contadas no dia 14. O grafico mostra o numero de coldnias

contra a concentracdo de mAb em ug/mL.

Figura 8. Anédlise dose-resposta da eficédcia do mAb
amadurecido por afinidade em ratos quiméricos Tg huGM-CSFR.
Grupos de 5 ratos quiméricos Tg foram tratados com 500 ng
de huGM-CSF (ou PBS) s.c. duas vezes por dia durante 4 dias
(D.1-D.4) e com controlo (CAT001) ou mAb de ensaio
(Anticorpo 6) as concentracdes indicadas no D.0. Os pesos

dos bacos foram avaliados no D.5.

Figura 9. Anédlise dose-resposta da eficédcia do Anticorpo 6
num ensaio de libertacdo de citocinas endbgenas a partir de
células mononucleares de sangue periférico humano. 1x10°

células foram cultivadas durante 72 h na ©presenca e



60

auséncia de anticorpo e foi realizado um ELISA para a IL-6
e TNFa nos sobrenadantes. 0s dados representam a inibicédo
média com barras de desvio padrdo de determinacdes em

duplicado na mesma experiéncia.

Parte Experimental

Antecedentes

Os fragmentos de anticorpo humano podem ser selecionados in
vitro a partir de reportdrios apresentados na superficie de
bacteridéfagos filamentosos. Este processo é conhecido como
apresentacdo em fago e proporciona um meio para obter
fragmentos de anticorpo humano. O processo pode ser
utilizado para isolar especificidades anti-humanas humanas
e pode ser ajustado para obter anticorpos com

caracteristicas de afinidade particulares.

Os fragmentos de anticorpo consistindo apenas dos dominios
variavel da cadeia pesada (VH) e variédvel da cadeia leve
(VL) 1ligados em conjunto por uma unidade de ligacéo
peptidica curta contém toda a informacdo que é necessaria
para determinar a ligacdo ao antigénio. Tais fragmentos sé&o
conhecidos como Fv de cadeia simples (scFv). Foi mostrado
que, quando apresentados na superficie do fago, os scFv
dobram-se corretamente e ligam-se ao antigénio. Reportdrios
grandes de scFv humano foram construidos deste modo e
proporcionaram uma fonte, a partir da gqual podem ser
isolados clones individuais ©para desenvolvimento como
candidatos a farmacos. Os scFv candidatos sdo em seguida
reformatados como moléculas de IgG inteira (tipicamente IgG

humana) para aplicacdes terapéuticas.

Sumario
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Foram realizadas selec¢des numa biblioteca de apresentacéo
de fagos de scFv obtida a partir de linfécitos de bacgo
humano para enrigquecer relativamente a populacdes de fagos
que se ligam ao GM-CSFRa humano. Nés isolamos anticorpos de
scFv possuindo caracteristicas selecionadas e convertemos
estes scFv em IgGs. Utilizando uma variedade de ensaios, um
painel de anticorpos foi isolado, otimizado e tratado com
linha germinal ©para produzir IgG4 com especificacéo

apropriada para um anticorpo terapéutico.

Foram obtidos 19 clones de anticorpo, cujas sequéncias séo
mostradas como anticorpos 1, 2 e 4-20 na listagem de
sequéncias, a partir de um anticorpo parental. O anticorpo
parental ¢é mostrado como anticorpo 3 na listagem de
sequéncias e é também agqui referido como 28G5. Os 19 clones
foram selecionados como exibindo propriedades
particularmente boas numa gama de ensaios bioldgicos, como
descrito na Parte Experimental, e foram designados com oS

numeros de anticorpos 1, 2 e 4 a 20.

Os Dbiocensaios foram concebidos para espelhar a natureza
inflamatdéria de doencas tals como a artrite reumatoide. Por
exemplo, a alteracdo de forma dos neutrédfilos necessaria
para o seu recrutamento para o sitio de acdo, a libertacédo
de fatores pré-inflamatdérios por mondécitos e o aumento da
sobrevivéncia dos tipos de células inflamatdrias em
resposta a sSinais particulares. O0s anticorpos exibem

atividade de neutralizacdo potente nestes ensaios.
Os protocolos detalhados dos métodos de ensaio utilizados
sdo proporcionados abaixo na seccdo intitulada "Materiais e

Métodos de Ensaio".

Isolamento do lider de anticorpo
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Foi utilizada uma biblioteca grande de anticorpos humanos
de FV de cadeia simples (scFv) para as selecgdes. Esta foi
obtida a partir de linfécitos do Dbaco de 20 dadores
saudaveis e clonada num vetor de fagomideo. Os ScFv que
reconheceram o GM-CSFRa foram isolados a ©partir da
biblioteca de apresentacdo de fagos numa série de ciclos de
selecdo repetidos em GMCSF-Ra purificado obtido a partir da
sobreexpressdo de um dominio extracelular, soltvel, marcado
para purificacdo do recetor em células HEK293T. Isto foi
conseguido essencialmente como descrito em Vaughan et al
[102]. Em resumo, apds exposicdo do recetor biotinilado a
biblioteca de fagos, a proteina com o fago ligado foi
capturada sobre esferas magnéticas revestidas com
estreptavidina. Os fagos ndo ligados foram eliminados por
lavagem. Os fagos ligados foram em seguida recuperados como
descrito por Vaughan et al e o processo de selecdo foi
repetido. Foram realizados trés ciclos de selecdo a
concentracdes cada vez menores de antigénio. Uma proporcéo
representativa dos scFvs resultantes dos ciclos de selecédo

foram submetidos a sequenciacdo de ADN.

Apbds estas selecgdes iniciais a partir da biblioteca de
apresentacdo de fagos, foi identificado um painel de scFv
inicos num ensaio de 1ligacdo a ligando, o gqual foi
concebido para identificar fagos que expressam anticorpos
scFv que eram capazes de inibir a ligac&do de GM-CSEF ao
dominio extracelular de GM-CSFRa purificado. A poténcia de
neutralizacdo destes scFv no ensaio de ligacdo a ligando

variou desde 0,65 a 3,3 nM.

Os anticorpos que foram ativos no ensaio biogquimico de
ligacdo a 1ligando foram avaliados quanto a atividade
bioldégica num ensaio de proliferacdo de TF-1, que mediu a
poténcia de neutralizacéo avaliando a aptidéo dos

anticorpos para inibir a proliferacdo de células TF-1
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estimuladas com GM-CSF. A TF-1 é& uma linha de células pré-
mieloides humanas provenientes de um doente com
eritroleucemia. Esta linha de células ¢ dependente de fator
para sobrevivéncia e ©proliferacdo e ¢é rotineiramente
mantida em GM-CSF humano. A inibicdo da proliferacédo
dependente de GM-CSF foi determinada medindo a reducdo na
incorporacdo de timidina tritiada no ADN sintetizado de
novo de células em divisdo. Todos os scFv tinham poténcia
mensuravel neste ensaio, com valores de IC50 que variam

desde cerca de 180 a 1200 nM.

Os clones de scFv mais potentes foram reformatados como
moléculas de anticorpo de IgG4 humana com um dominio
constante da cadeia pesada gama 4 humana e um dominio
constante da cadeia leve lambda humana. Foram construidos
vetores para o0s clones de scFv mais potentes para permitir
a expressido dos anticorpos como anticorpo de IgG4 inteiro
como descrito por Persic et al. [100] com algumas
modificacdes. Foi incluido um fragmento oriP nos vetores
para facilitar a utilizacdo com as células HEK-EBNA 293 e
para permitir a replicacdo epissdédmica. O dominio varidvel
VH foi clonado no poliligador entre a sequéncia lider de
secrecdo e o dominio constante gama 4 humano do vetor de
expressdo pEU8.1(+). O dominio wvaridvel VL foi clonado no
poliligador entre a sequéncia lider de secrecdo e o dominio
constante lambda humano do vetor de expressdo pEU4.1(-). As
células HEK-EBNA 293 foram co-transfetadas com as
construcdes que expressam a cadeia pesada e leve, e o0
anticorpo inteiro foi purificado do media condicionado
utilizando cromatografia de afinidade de proteina A. As
preparacdes de anticorpo purificadas foram esterilizadas
por filtracdo e conservadas a 4°C em soro fisioldgico
tamponado com fosfato (PBS) antes da avaliacéo. A
concentracéao de proteina foi determinada medindo a

absorvidncia a 280nm utilizando o método BCA (Pierce).
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As IgG reformatadas foram comparadas com o anticorpo
murideo conhecido 2B7 no ensaio de proliferacdo de TF-1. As
IgG4s conservaram ou ganharam atividade neste ensaio, com

valores de IC50 que variam desde 6 até cerca de 1600 nM.

Na doenca inflamatdéria ¢é necessidria a alteracdo de forma
dos neutrdéfilos para o seu recrutamento para o sitio de
acdo. Foil concebido um ensaio de alteracdo da forma de
granulécitos humanos para imitar esta resposta bioldgica
utilizando triagem celular ativada por fluorescéncia (FACS)
para medir a alteracdo da forma dos granuldcitos isolados
do sangue apds a sSua exposicdo a GM-CSF. Foi avaliada a
aptiddo dos anticorpos de IgG4 anti-GM-CSFRa para inibir a
resposta de alteracdo de forma dos neutrdéfilos ao GM-CSFEF, e
os valores de IC50 de clones selecionados variou desde
cerca de 15 a 350 nM. Um anticorpo representativo 28G5
neutralizou o GMCSF-R de cynomolgus no ensaio de alteracédo
de forma granuldcitos de cynomolgous com uma IC50 de cerca
de 5 nM. O anticorpo murideo conhecido 2B7 foi também capaz
de neutralizar a resposta bioldgica resultante da ligacédo

do GM-CSF ao recetor de cynomolgus.

A afinidade de ligacdo ao recetor dos anticorpos foi entédo
medida utilizando BIAcore, com valores de Kp calculados a

variar desde 32 a 377 nM.

Otimizacéao

Num esforco para melhorar a poténcia do 28G5 foi iniciado
um programa de otimizacdo. Foram produzidas bibliotecas de
anticorpos onde se realizou a mutagénese aleatdria das
CDR3s de VH ou VL. Cada CDR3 foi aleatorizada em dois
blocos de 6 aminodcidos para cobrir toda a CDR, produzindo

as bibliotecas H1 (bloco N-terminal de 6 aa da CDR3 de VH),
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H2 (bloco C-terminal de 6 aa da CDR3 de VH), L1 (bloco N-
terminal de 6 aa da CDR3 de VL) e L2 (bloco C-terminal de 6
aa da CDR3 de VL). As Dbibliotecas resultantes foram
submetidas a ciclos de selecdo repetidos quanto a ligacéo
ao GM-CSFRa humano. Os clones isolados deste processo de
selecdo foram em seguida utilizados para construir uma
biblioteca de fagos combinada que continha scFv com CDR3s
da cadeia pesada mutadas e CDR3s da cadeia leve mutadas.
Estas bibliotecas foram também submetidas ao mesmo

procedimento de selecédo.

Em cada fase do processo de otimizacdo, as scFv gque foram
capazes de inibir a ligacdo da IgG4 de 28G5 ao recetor de
GM-CSF  foram identificadas utilizando um ensaio de
competicdo de epitopos com o 28G5 e o recetor, e foram em
seguida avaliadas no ensaio de proliferacdo de TF-1, como

descrito abaixo.

Apbds mutagénese aleatdria das sequéncias CDR3 da cadeia
pesada de 28G5 foi identificado wum painel de scFv com
poténcia de neutralizacdo mensuravel no ensaio de TF-1. A
maioria das melhorias de poténcia foram obtidas quando foi

aleatorizada a extremidade 3' da CDR3 de VH.

Apbds mutagénese aleatdria das sequéncias CDR3 da cadeia
leve de 28G5, foi identificado um painel de gscFv com
poténcia de neutralizacdo mensuravel no ensaio de TF-1.
Todas as melhorias de poténcia foram obtidas quando foi

aleatorizada a extremidade 3' da CDR3 de VL.

Apds combinacdo das bibliotecas de mutagénese aleatdria da
CDR3 da cadeia pesada e leve, foi identificado um painel de
scFvs com poténcia melhorada no ensaio de proliferacdo de
TF-1 relativamente ao scFv parental 28G5. Foram isoladas as

ScFv com melhorias de poténcia >60000 vezes relativamente
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ao 28G5 parental. Todas as combinacdes das bibliotecas
resultaram em scFv melhorados, isto é H1/Ll1, H1/L2, H2/L1,
H2/L2. Isto é particularmente interessante porque ndo foram
isolados quaisquer scFvs melhorados a partir da biblioteca

Ll.

Um painel de 19 scFv identificados durante a otimizacdo do
28G5 foi reformatado e expressado como IgG4s, utilizando os
métodos descritos acima. O painel era constituido pelos
clones de anticorpo 1, 2 e 4 a 20. Alguns dos clones mais
potentes neste painel foram obtidos das bibliotecas mutadas
de CDR3 de H e L combinadas. 0Os anticorpos de IgG4 neste
painel foram avaliados quanto a sua atividade no ensaio de
proliferacdo de TF-1 e foram comparados com o anticorpo
murideo conhecido 2B7. Todas as IgG4s otimizadas eram mais
potentes do que o 2B7 neste ensaio. Nesta ocasido, o 2B7
tinha uma IC50 calculada de cerca de 1,6 nM, enquanto gue
os clones tinham valores de IC50 calculadas qgque variavam
desde cerca de 1 pm até cerca de 1100 pM. Os dados sé&o

apresentados no Quadro 1 abaixo e resumidos como se segue:

IC50 <1500 pM Anticorpos 1, 2 e 4 a 20

IC50 <300 pM Anticorpos 1, 2, 4-12 e 14-20

IC50 <60 pM Anticorpos 1, 2, 4-6, 8-11, 14 e 16-20
IC50 <10 pM Anticorpos 1, 5, 6, 11 e 20.

A  Figura 3 ilustra a poténcia antagonista de dois
anticorpos representativos da invencdo, Anticorpo 1 e
Anticorpo 6, em comparacdo com o anticorpo conhecido 2B7 no

ensaio de proliferacdo de TF-1.

O sistema BIAcore 2000 (Pharmacia Biosensor) foi utilizado
para avaliar os parametros cinéticos da interacdo de
algumas das IgG4s otimizadas para o lider com o dominio

extracelular de recetor de GM-CSF marcado para purificacéo
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recombinante. A afinidade dos anticorpos foi muito
melhorada, com valores de Kp calculados desde 0,127 nM até
cerca de 5 nM. Os dados sdo mostrados no Quadro 2. Foram
obtidas melhorias tanto nas velocidades de ativacgdo como
nas velocidades de desativacdo. A correlacdo entre a
afinidade das IgG4s para o dominio extracelular soltvel do
GM-CSFR o e o seu desempenho no ensaio de TF-1 foi muito
boa com um coeficiente de Pearson de 0,85 (p<0,0001). A
titulo de comparacéao, a KD do 2B7 foi calculada

separadamente e era de cerca de 7 nM.

Os anticorpos de IgG4 identificados durante a otimizacédo do
28G5 foram avaliados no ensaio de alteracdo da forma de
granulécitos humanos e foram comparados com o anticorpo
murideo conhecido 2B7. Todos os anticorpos gque foram
avaliados neste ensaio (anticorpos 1, 2, 5, 6, 9-11, 16 e
20) foram muito potentes com IC50s que vdo desde 7,8 a 90
pM. Destes, os anticorpos 1, 2, 5, 6, 9, 16 e 20 tinham
IC50s inferiores a 50 pM, e os anticorpos 1, 2, 6, 16 e 20
tinham IC50s inferiores a 25 pM. Os nossos anticorpos foram
mais potentes do que o 2B7, o qual tinha uma IC50 de 477pM.
Os dados sdo mostrados no Quadro 3. A Figura 4 ilustra a
poténcia antagonista de dois anticorpos representativos da
invencdo, Anticorpo 1 e Anticorpo 6, em comparagcdo com O
anticorpo conhecido 2B7 no ensaio de alteracdo da forma de

granulé4citos humanos.

Os anticorpos de IgG4 identificados durante a otimizacédo do
28G5 foram avaliados no ensaio de alteracdo da forma de
granulécitos de cynomolgus. Todos os anticorpos foram
capazes de neutralizar a atividade do GM-CSF no recetor do
cynomolgus bem como no recetor humano, e todos o0s
anticorpos foram mais potentes do que o 2B7. O 2B7 tinha

uma IC50 de 26 pM enquanto que anticorpos representativos
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(Anticorpo 6, Anticorpo 1 e Anticorpo 2) do painel tinham

valores de IC50 de 1,73, 2,03 e 3,2 pM, respetivamente.

Um painel das IgG4s identificadas durante a otimizacdo do
28G5 foi avaliado gquanto a sua poténcia de neutralizacdo no
ensaio de libertacdo de TNFa de mondcitos. Este ensaio
testa a aptiddo para inibir a libertacdo do fator proé-
inflamatério TNFa a partir de mondécitos humanos quando
estes sdo tratados com GM-CSF. Os anticorpos 1, 2, 5, 6, 9
e 10 foram testados e foram todos ativos neste ensaio e
foram capazes de neutralizar completamente a acdo do GM-CSF
no seu recetor (IC50 gque vdo desde cerca de 43 a 139)
enquanto que a uma concentracdo de 333nM o 2B7 sé conseguiu
50% de inibicdo da libertacdo de TNFa induzida por GM-CSF,
indicando que este anticorpo é apenas um inibidor parcial
neste ensaio. A Figura 5 ilustra a poténcia antagonista de
dois anticorpos representativos da invencdo em comparacdo
com o anticorpo conhecido 2B7 no ensaio de libertacdo de
TNFo de mondécitos. Os dados sdo mostrados no Quadro 4 e séo

resumidos como se segue:

<150 pM Anticorpo nos 1, 2, 5, 6, 9 e 10
<110 pM Anticorpo nos 1, 2, 5, 6 e 9
<100 pM Anticorpo nos 1, 5, 6 e 9

Uma marca distintiva da doenca inflamatdéria & o aumento da
sobrevivéncia dos tipos de células inflamatdrias em
resposta a sinais particulares. Os granuldcitos sdo capazes
de sobreviver durante mais tempo na presenca de GM-CSFEF e,
deste modo, avaliou-se a aptiddo dos anticorpos de IgG4
isolados durante a otimizacdo do 28G5 para inibir esta
resposta, num ensaio de sobrevivéncia de granuldcitos.
Todas as IgG4s anti-GM-CSFRa da otimizacdo de lider foram
ativas neste ensaio e as poténcias de neutralizacdo (IC50)

representativas variaram desde 7,0 a 843,7 pM. Isto



69

contrasta com o anticorpo murideo conhecido 2B7 que foi
completamente inativo até uma concentracdo de 83 nM. A
Figura © ilustra a poténcia antagonista de dois anticorpos
representativos da invencdo, Anticorpo 1 e Anticorpo 6, em
comparacdo com o anticorpo conhecido 2B7 no ensaio de

sobrevivéncia de granuldcitos.

Como ilustrado nas Figuras 3 a 6, estes dados indicam que
08 nossos anticorpos tém propriedades significativamente
diferentes em comparacdo com o anticorpo murideo conhecido
2B7. Por exemplo, os anticorpos representativos da invencéo
inibiram a sobrevivéncia de granuldcitos e a proliferacéo
de TF-1 estimulada com 7 pM de GM-CSF nos ensaios de
sobrevivéncia de granuldcitos e proliferacdo de TF-1
respetivamente, enquanto que o 2B7 nao inibiu a
sobrevivéncia de granuldécitos mas inibiu a proliferacdo de
TF-1 (se bem que em menor grau do dgue O0S NOSSOS
anticorpos). Os dados indicam que os membros de ligacédo da
invencdo tém maior afinidade e melhor aptiddo para inibir
uma variedade de efeitos bioldgicos mediados através do GM-
CSF-R em comparacédo com anticorpos anti-GM-CSFRx

conhecidos.

As sequéncias de aminoadcidos derivada de 28G5 e dos seus
derivados foram alinhadas com as sequéncias conhecidas da
linha germinal humana na base de dados VBASE e a 1linha
germinal mais prdéxima identificada pela semelhanca de
sequéncia. A linha germinal mais préxima para o dominio VH
de 28G5 e seus derivados foi identificado como VH1 DP5. A
VH do 28G5 tem 14 alteracdes relativamente a linha germinal
Vg 1-24 (DP5) em regides estruturais. A linha germinal mais
préxima para o dominio VL é a Vlambdal VL 1-e (DPL8), que
tem apenas 5 alteragdes relativamente a linha germinal nas
regides estruturais. As regides estruturais do 28G5 e seus

derivados foram restituidos a linha germinal por mutagénese
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especifica de um locus para condizer identicamente com
anticorpos humanos nativos. Todos, a excecdo de um
aminodcido, poderiam ser convertidos na linha germinal
apenas com alteracdes modestas na poténcia do anticorpo. O
aminodcido isoleucina na posicdo 94 da cadeia pesada
(utilizando a numeracdo de Kabat, Kabat et al. 1971) né&o
podia ser modificado para a treonina da linha germinal sem
uma perda total de atividade. Por conseguinte, esta Unica
alteracdo relativamente a linha germinal foi mantida na

regido estrutural do anticorpo.

Foi realizada uma andlise pA, completa de dois dos
anticorpos anti-GM-CSFRa, Anticorpo 6 e Anticorpo 1, no
ensaio de proliferacdo de TF-1. 0Os dados confirmam que
estes anticorpos sdo antagonistas altamente potentes neste
sistema com valores de ©pA, calculados de -11,3%0,2 e

-11,0%0,2, respetivamente (Figura 1).

Foi realizada uma andlise pA; completa de um dos anticorpos
anti-GM-CSFRa, Anticorpo 6, nos ensaios de alteracdo de
forma de granuldécitos humanos e de cynomolgus. Os dados
confirmam gque este anticorpo ¢ um antagonista altamente
potente nestes sistemas com valores de pA, calculados de
-10,58 e -10,78 nos ensaios humano e de cynomolgus,

respetivamente (Figura 2).

0O GM-CSF estimula a diferenciacdo de células progenitoras
hematopoiéticas em coldénias de granuldcitos e macrdfagos em
ensaios em agar semissdlido. Por conseguinte, o Anticorpo 6
e Anticorpo 1 amadurecidos por afinidade, o mAb parental
Anticorpo 3 (28Gb5) e um controlo negativo (CAT001l) foram
avaliados quanto a sua aptiddo para antagonizar esta
atividade especifica do GM-CSF utilizando células
progenitoras derivadas de sangue periférico, num ensaio de

formacdo de colébénias. Os dados apresentados na Figura 7
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demonstram que ambos 0s mAbs representativos amadurecidos
por afinidade foram inibidores potentes da formacdo de
coldénias hematopoiéticas in vitro mediada pelo GM-CSF

humano.

Os valores de ICsy; aproximados foram 0,08 ug/mL (Anticorpo
6) e 0,25 ng/mL (Anticorpo 1) para o mAb amadurecido por
afinidade. Curiosamente, o anticorpo murideo conhecido 2B7
pareceu ter pouca, se ¢é gue alguma, atividade inibidora

neste ensaio até uma concentracdo de 66nM.

Em experiéncias de controlo, 0 mAb amadurecido por
afinidade n&o tinha qualgquer efeito na formacdo de coldnias
mediada pela combinacdo de SCF + IL-3 + G-CSF como esperado
e, na auséncia de citocinas, a formacdo de coldnias foi

insignificante (<4 coldénias / cultura).

Para a analise 1in vivo da atividade antagonista do mAb
especifico para huGM-CSFRa, pode ser utilizado o
transplante de medula déssea de ratos transgénicos (Tg) que
expressam ambas as cadeias o e $ do GM-CSFR humano em ratos
de tipo selvagem para gerar animais quiméricos em que a
expressdo de huGM-CSFR transgénico esteja limitada as
células hematopoiéticas derivadas da medula 6ssea e, deste
modo, se assemelhe mais de perto com o perfil de expresséio
do recetor endbgeno. Nestes ratos quiméricos Tg a
administracdo de huGM-CSF leva a um aumento do peso do baco
e a marginalizacdo dos mondcitos sanguineos circulantes. O
Anticorpo 6 amadurecido por afinidade e um mAb de controlo
negativo, CAT001, foram avaliados quanto a sua aptiddo para
antagonizar estas respostas in vivo mediadas por GM-CSF.
Para a anéalise dose-resposta, 6 grupos de 5 ratos
quiméricos Tg foram tratados com 500 ng de huGM-CSF s.c.
duas vezes por dia durante 4 dias (dia 1-4) e um sétimo

grupo de controlo de c¢inco animais recebeu apenas PBS.



72

Quatro dos 6 grupos de animais tratados com huGM-CSF
receberam mAb de ensaio (Anticorpo 6) a 16 mg/kg,
5,3 mg/kg, 1,78 mg/kg ou 0,59 mg/kg no D.0 enguanto que um
qgquinto grupo dos animais tratados com huGM-CSF recebeu o
controlo CAT001 a 16 mg/kg no D.O. Os resultados
apresentados na Figura 8 demonstram que, em comparagdo com
o controlo de PBS, o tratamento com huGM-CSF induziu um
aumento significativo no peso do baco e uma diminuicdo dos
mondcitos sanguineos circulantes. Como esperado, o
tratamento com 16 mg/kg do controlo CAT001 ndo teve
qualguer efeito sobre o aumento de peso do baco ou sobre a
diminuicdo dos mondécitos sanguineos. Em contraste, houve um
efeito dose-resposta claro apds tratamento com o mAb de
ensaio Anticorpo 6, Jja que a 16 mg/kg este anticorpo anulou
o aumento de peso do baco e, embora ainda evidente, o
efeito foi fortemente reduzido a 0,59 mg/kg de mAb. A ICsg
parecia situar-se algures entre 0,59 mg/kg e 1,78 mg/kg. Um
resultado semelhante foi observado para a diminuicéo
induzida por GM-CSF nos mondcitos circulantes - o
tratamento com o mAb de ensaio Anticorpo 6 a 16 mg/kg
anulou a diminuicdo, enquanto o mAb a 0,59 mg/kg teve
apenas um impacto menor nesta resposta. Estes dados mostram
que o anticorpo anti-GM-CSFRa é um antagonista de GM-CSFRa

humano in vivo.

A fim de investigar adicionalmente as propriedades anti-
inflamatdérias destes anticorpos anti-GM-CSFRa, o Anticorpo
6 foi avaliado numa ensaio de libertacdo de citocinas de
células mononucleares do sangue periférico. Neste ensaio, o
TNFox e a IL-6 podem ser libertados endogenamente,
dependendo do dador. Neste ensaio, o GM-CSF também ¢&
produzido endogenamente pelas células, ao invés de
adicionado exogenamente, e, por conseguinte, os resultados

observados neste ensaio representam a inibicdo dos efeitos
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bioldégicos da ligacdo do GM-CSEF enddgeno nativo ao seu

recetor.

Apbds administracdo do anticorpo 6, ambas estas citocinas
foram inibidas de forma dependente com a dose, como
ilustrado na figura 9. Estes dados indicam que estes
anticorpos podem inibir a atividade de GM-CSF nativo e que
ao inibir a sinalizacdo de GM-CSF ¢é ©possivel inibir
citocinas pré-inflamatdérias chave, tais como IL-6 e TNFa,
as guais estdo ambas implicadas num numero de indicacdes

inflamatdérias tais como a artrite reumatoide.

Além disso, com base neste resultado com o Anticorpo 6 pode
esperar-se que cada um dos anticorpos 1 a 20 também poderia
demonstrar inibicdo neste ensaio, uma vez que se acredita
que todos os anticorpos 1 a 20 se ligam a mesma regido do

GM-CSFRao.

Mapeamento de Residuos Importantes para o Reconhecimento do

Antigénio, e Andlise da Sequéncia

Nés determinado a variabilidade de residuos em posicdes da
sequéncia do scFv do Anticorpo 6 tratado com linha germinal
para identificar quais as posicdes que sdo normalmente
conservadas para ligacdo a ligando e quais as posicdes que
sdo variédveis num anticorpo que conserva ainda atividade de

ligacdo a ligando.

As posicdes que contribuem para a ligacdo ao antigénio
parecem ser os residuos Kabat 27A, 27B, 27C, 32, 51, 52,
53, 90, 92 e 96 no dominio VL e os residuos Kabat 17, 34,
54, 57, 95, 97, 99 e 100B no dominio VH.

Foram identificadas sete posicdes que pareceram ser

importantes para ligacdo ao antigénio: H95, H97, H99,
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H100B, 190, L92 e L96. Noés analisamos em seguida os
residuos nestas posicdes em sequéncias de 160 wvariantes
isoladas durante o processo de otimizacdo do anticorpo
28G5, as quals exibiram todas uma melhoria minima de 5

vezes na poténcia no ensaio de proliferacdo de TF-1.

Os dados no Quadro 5 abaixo resumem os diferentes
aminodcidos (dos 20 possiveis) que foram observados em cada
uma destas posicdes e em L95A. Quando as posicgdes séo
fortemente conservadas em relacdo aos aminodcidos presentes
no 28G5 e/ou Anticorpo 6, isto é uma boa evidéncia de que
aqueles aminoédcidos s&o chave para ligar o antigénio. Por
exemplo, o0s residuos nas seguintes posicdes sdo fortemente

conservados: H97, H100B, L90, L92.

Método

A sequéncia de ADN que codifica o scFv do Anticorpo 6
tratado com linha germinal e amadurecido por afinidade foi
convertida no formato de apresentacdo de ribossoma,
essencialmente como descrito na ref. [101]. Foi realizada
PCR propensa a erro na sequéncia do Anticorpo 6, utilizando
as condicbes de alta mutacdo (7,2 mutacdes per 1 000 bp) do
protocolo do fabricante (BD Bioscience), para criar uma
biblioteca de sequéncias 574D04 variantes contendo mutacdes
pontuais aleatdrias. Esta biblioteca foi expressada em
ribossomas e incubada com GM-CSFRa marcado para purificacéo
para permitir a ocorréncia de ligagdo. As variantes capazes
de se ligarem ao GM-CSFRax marcado foram capturadas e
removidas utilizando esferas paramagnéticas revestidas com
proteina G (Dynal) . As variantes ndo ligadas que
permaneceram na populacdo foram adicionadas a uma mistura
de quatro anticorpos anti-idiotipicos Dbiotinilados, os
quais tinham sido previamente obtidos a partir da grande

biblioteca de apresentacdo de fagos de anticorpos humanos
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descrita na ref. [102] e que se sabia que se ligavam ao
scFv do Anticorpo 6. As variantes ligadas pelos anticorpos
anti-idiotipicos biotinilados foram capturadas com esferas
de estreptavidina, enquanto gque as variantes ndo ligadas
foram eliminadas por lavagem. Este processo foi repetido
durante mais dois ciclos de selecdo de apresentacdo de

ribossoma, seguindo a metodologia geral da ref. [101].

Uma proporcdo representativa das variantes resultantes da
selecdo foi clonada num vetor de fagomideo e as variantes
de scFv foram expressadas em fago para avaliacdo por ELISA,
utilizando o mesmo método como descrito em Edwards BM et al
(2003) Journal of Molecular Biology Vol 334:103. Aqgquelas
variantes gque nédo exibiram ligacdo ao GM-CSFRa marcado para
purificacdo foram avaliadas quanto a ligacdo a mistura de
quatro anticorpos anti-idiotipicos que foram utilizados na
selecdo. As variantes que, no ensaio de ligacdo anti-
ididétipo, demonstraram ligacdo que era igual ou superior a
do scFv do Anticorpo 6 foram sequenciadas e as sequéncias
foram analisadas para encontrar posicdes em que havia uma

alta frequéncia de mutacgéo.

Constatou-se que a taxa de mutacdo média da populacdo de
variantes era de 3,05 aminodcidos por cadeia Vg ou Vi,
utilizando 486 sequéncias para as cadeias Vg e 451
sequéncias para as cadeias Vy. Elas foram analisadas guanto
a presenca de pontos gquentes mutacionais, representando
graficamente a frequéncia de mutacdo em relacdo a sua
posicdo ao longo do scFv. A anédlise centrou-se naqueles
clones com pelo menos uma mutacdo na CDR por Vg e Vp e
menos de 4 mutacdes por Vy e Vy. A partir deste painel de
123 sequéncias Vg e 148 seqguéncias Vi, o0s pontos quentes
foram definidos como aqueles que tinham uma fregquéncia

mutacional de 5% ou mais.



76

Destacaram-se sete posicdes nas VyCDR3 e VCDR3 do
Anticorpo 6 como posicdes putativas importantes para
ligacdo ao antigénio wutilizando o método de selecédo
negativa de apresentacdo de ribossoma. Foi entdo realizada
uma andlise sobre 160 wvariantes de sequéncia isoladas
durante o processo de otimizacdo do anticorpo 28G5, na qual
as sequéncias inteiras das VzCDR3 e ViCDR3 foram
aleatorizadas e selecionadas relativamente a uma maior
afinidade. Todas as sequéncias (incluindo o Anticorpo ©6)
sdo variantes de 28G5 que exibiram uma melhoria minima de 5
vezes em termos de poténcia no ensaio de proliferacédo de

TE-1.

Determinacdo do Epitopo Linear

Nés rastreamos o Anticorpo 6 e o anticorpo conhecido 2B7
contra 2442 péptidos, representando cada um regides curtas
da sequéncia de aminoacidos da porcdo extracelular do GM-
CSFR-o, wutilizando um método PEPSCAN. Foi determinada a
média dos sinais de ligacdo para cada anticorpo contra
todos os péptidos para gerar um sinal de fundo médio e para
cada péptido foi calculada uma razdo sinal / ruido. Para
ambos, Anticorpo 6 e 2B7, uma razdo sinal / ruido de quatro
ou mais foi contado como um sinal positivo especifico. As
sequéncias de péptidos que originaram um sinal positivo
especifico foram analisadas quanto a presenca de motivos de
ligacdo conservados e verificou-se que o Anticorpo 6 se
ligava preferencialmente a um motivo YLDFQ, que corresponde
aos residuos 226 a 230 do GM-CSFRa humano maduro, e o0
anticorpo 2B7 ligava-se preferencialmente a um motivo DVRI,
que corresponde aos residuos 278 a 281 do GM-CSFRa humano
maduro. A numeracdo da sequéncia de aminoacidos para o

recetor maduro é como indicada na SEQ ID NO: 206.

Método PEPSCAN (varrimento de ligacdo de péptidos)
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Foram sintetizados péptidos sintéticos 15-meros na maioria
sobrepostos possuindo sequéncias derivadas de GMCSE e
rastreados utilizando cartdes mini-PEPSCAN em formato de
cartdo de crédito (placa de 455 pocos com pocos de 3 ul)
como anteriormente descrito [103]. A ligacdo de anticorpos
a cada péptido foi testada num imunoensaio ligado a enzima
(ELISA) baseado em PEPSCAN. 0Os cartdes de polipropileno em
formato de cartdo de crédito de 455 pocos contendo os
péptidos covalentemente ligados foram incubados com amostra
(por exemplo 10 ug/mL de anticorpo ou soro diluido a 1/1000
numa solucdo de PBS que contém 5% de soro de cavalo (v/v) e
5% de ovalbumina (p/v)) e 1% de Tween80 ou no caso de
bloqueio suave numa solucdo de PBS com 4% de soro de cavalo
(v/v) e 1% de Tween80 (4°C, de um dia para o outro). Depois
de lavar, os péptidos foram incubados com uma peroxidase
anti-anticorpo (diluicdo a 1/1000, por exemplo peroxidase
anti-rato de coelho, Dako) (1 h, 25°C) e, subsequentemente,
depois de lavar, foram adicionados o substrato de
peroxidase sulfonato de 2,2'-azino-di-3-etilbenzotiazolina
(ABTS) e 2 uL/mL de H202 a 3%. Apbés 1 h, mediu-se o
desenvolvimento de cor. O desenvolvimento de cor do ELISA
foi quantificado com wuma camara CCD e um sistema de
processamento de imagem. A montagem consiste de uma cémara
CCD e uma lente de 55 mm (Sony CCD Video Camara XC-77RR,
Nikon micro-nikkor, lente de 55 mm f£/2,8), um adaptador de
cédmara (Sony Camara adaptor DC-77RR) e o pacote de Software
de Processamento de Imagem Optimas, versdo 6.5 (Media
Cybernetics, Silver Spring, MD 20910, E.U.A.). O Optimas

corre num sistema computador pentium.

Materiais e Métodos de Ensaio

Ensaio bioquimico de ligacdo a ligando
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Foram preparadas preparacdes de scFv purificado como
descrito no Exemplo 3 da W001/66754 [104]. As concentracgdes
de proteina das preparacdes de sckFv purificado foram
determinadas wutilizando o método BCA [105]. Placas
microtitulo de 96 pocos Fluoronunc foram revestidas de um
dia para o outro a 4°C com 50pL/poco de IgG4 anti-humana
diluida a 2,5pg/mL em PBS. As placas foram lavadas 3 vezes
com 300pL/poco de PBS/0,1% de Tween-20, antes de serem
bloqueadas durante 1 hora a temperatura ambiente com
300uL/poco de 3% de BSA em PBS. As placas foram novamente
lavadas 3 vezes com 300pL/poco de PBS/0,1% de Tween-20 e em
seguida foram adicionados 50uL de GM-CSFRa humano diluido a
62,5ng/mL em 1% de BSA/PBS a cada poco e as placas foram
incubadas durante 1 hora a temperatura ambiente. Depois de
lavar 3 vezes como descrito acima, foram adicionados 25uL
de material de amostra a cada poco, seguidos de 25uL de GM-
CSF biotinilado diluido a 2nM em 1% de BSA/PBS. Para
definir a ligacdo total foi utilizado apenas tampdo como ©
material de amostra. Para definir a ligacdo ndo especifica
foi utilizado GM-CSF n&o marcado diluido a 100nM em 1% de
BSA como o material de amostra. As placas foram incubadas
durante 1 hora a temperatura ambiente, antes de se lavar 3
vezes como descrito acima. Foram adicionados 50 pL de
estreptavidina marcada com eurdpio (PerkinElmer) diluida a
100ng/mL em tampdo de ensaio DELFIA  a cada poco da placa e
foi incubada durante 30-60 minutos a temperatura ambiente,
antes de se lavar 7 vezes com tampdo de lavagem DELFIA .
Foram adicionados 50uL/poco de solucdo de otimizacédo
DELFIA" &s placas e as amostras foram lidas a 615nm num

leitor de placas.

Ensaio de proliferacdo de TF-1

Células TF-1, obtidas de R&D Systems e conservadas

Q

rotineiramente em RPMI 1640, 10% de FBS, piruvato de sédio
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1mM e 4ng/mL de GM-CSF, foram privadas de nutriente lavando
3 vezes em meio de ensaio (RPMI 1640, 5% de FBS, piruvato
de sdébdio 1ImM), ressuspendendo em ensaio meio e incubando

durante 7-24 horas a 37°C em 5% de CO,. As células foram em

seguida ressuspensas a 1x10°/mL em meio de ensaio e foram
adicionados 100 pL a cada poco de uma placa de cultura de
tecidos de fundo plano de 96 pocos. As amostras de ensaio
foram preparadas por filtracdo estéril da amostra-mde antes
da diluicdo em meio de ensaio. Foram entdo adicionados 50uL
de material de ensaio a cada poco de células e estas foram
incubadas durante 45-60 min a 37°C em 5% de CO;. Foram
entdo adicionados 50pL de GM-CSF diluido ao valor de ECgg
em meio de ensaio (ou 0,4ng/mL para alguns lotes de GM-CSF)
a cada poco e as placas foram incubadas durante 16 horas a
37°C em 5% de CO, numa cémara humidificada. Isto representa
uma concentracdo final de 7 pM de GM-CSF. A fim de medir a
proliferacdo das células, foram adicionados 20uL de °H-
timidina diluida a 5,0puCi/mL em meio de ensaio a cada pogo
da placa e as placas foram incubadas durante 4 horas * 30
min a 37°C em 5% de CO,. As células foram em seguida
colhidas em placas GF/C Unifilter de 96 pocos utilizando
um coletor de placas e lavadas. Depois de adicionar 50uL de
MicroScint 20" a cada poco da placa de filtracdo, as placas

foram seladas e contadas num leitor de placas TopCount.

Ensaio de alteracdo da forma de granuldcitos humanos

Camadas leucocitérias humanas (bolsa de sangue humano do
Servico de Transfusdo de Sangue) foram misturadas num
volume igual de 3% de Dextrano T-500 em NaCl a 0,9%. A
mistura foi entdo incubada numa posicdo vertical até se
formar uma interface. A camada superior foi colhida e
aplicada sobre um gradiente de densidade histopagque 1.077,

o qual foi em seguida centrifugado a 400g durante 40
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minutos e deixado parar sem travar. As camadas superiores
deste gradiente foram removidas deixando o sedimento de
granuldécitos. Quaisquer gldbulos vermelhos remanescentes no
sedimento foram submetidos a lise ressuspendendo as células
em 20 mL de &gua gelada durante 30s, seguida de adicéo
imediata de cloreto de sédio a 1,8% gelado. As células
foram em seguida re-sedimentadas a 1200rpm e ressuspensas
em meio de ensaio (RPMI1640, 10% de FBS, 100u/mL de
Penicilina, 100ug/mL de estreptomicina, HEPES 25 mM) a
1x10°/mL. Foram entdo adicionados 100pL de células a cada
poco de uma placa de cultura de tecidos de fundo plano de
96 pocos. As amostras de ensaio foram preparadas por
filtracdo estéril das amostras-mde e diluicdo, consoante

apropriado, em meio de ensaio.

Para isolamento do lider, foram entdo adicionados 50uL de
amostra de ensaio as células e as placas foram incubadas
durante 45-60 min a 37°C em 5% de CO,. Isto representa uma
concentracdo final de 7 pM de GM-CSF. Isto foi seguido da
adicdo de 50pL de GM-CSF diluido a 0,4ng/mL em meio de
ensaio a cada poco e de uma incubacdo de 4 horas a 37°C em

5% de CO; numa camara humidificada.

Para otimizacdo do lider, as IgG4s filtradas diluidas em
meio de ensaio foram misturadas com um volume igual de GM-
CSF a 0,4ng/mL em meio de ensaio. Isto representa uma
concentracdo final de 7 pM de GM-CSF. Foram entao
adicionados 100pL da mistura anticorpo/GM-CSF a cada poco.
Isto foi seguido de uma incubacdo de 3 horas a 37°C em 5%

de CO; numa cédmara humidificada.

Foi adicionado formaldeido frio a uma concentracdo final de
1,25% e as células foram fixadas de um dia para o outro a

4°C. Foram analisados 2000-5000 eventos por pogco por
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citometria de fluxo. A média geométrica da dispersdo direta
(FSC) para cada amostra foi entdo obtida wutilizando
CellQuest. As células foram controladas para excluir
populacdes irrelevantes (por exemplo células

mortas/detritos) quando se calcula a média geométrica.

Ensaio de alteracdo da forma de granuldcitos de cynomolgus

Os anticorpos foram avaliados num ensaio que mede a
alteracdo da forma de granuldcitos de cynomolgus apds
estimulacdo com GM-CSF. O granuldécitos foram purificados de
sangue completo de cynomolgus e o ensaio foi realizado
essencialmente como descrito para o ensaio de alteracdo da

forma de granuldécitos humanos.

Dados de afinidade de ligacdo wutilizando andlise em

biossensor

O sistema BIAcore 2000 (Pharmacia Biosensor) foi utilizado
para avaliar os paradmetros cinéticos da interacdo entre
scFvs e IgG4s com 0s recetores recombinantes. O Biossensor
utiliza os efeitos o6ticos da ressondncia plasmdnica
superficial para estudar alteracdes na concentracéao
superficial resultantes da interacdo de uma molécula de
analito com wuma molécula de 1ligando que esta ligada
covalentemente a uma matriz de dextrano. Tipicamente, a
espécie do analito em solucdo livre é feita passar sobre o
ligando acoplado e qualquer ligacdo ¢é detetada como um
aumento no sinal de SPR local. Isto é€ seguido de um periodo
de lavagem, durante o qual a dissociacdo da espécie do
analito €& observada como uma diminuicdo no sinal de SPR,
apds o gue qualgquer analito remanescente ¢é retirado do
ligando e o procedimento repetido a varias concentracdes
diferentes de analito. E geralmente utilizada uma série de

controlos durante uma experiéncia para garantir gue nem a
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capacidade de 1ligacdo absoluta nem o perfil cinético do
ligando acoplado se alteram significativamente. Um soro
fisioldgico tamponado com hepes patenteado (HBS-EP) ¢
tipicamente utilizado como o diluente principal da amostras
de analito e o solvente da fase de dissociacdo. 0Os dados
experimentais sdo registados em unidades de ressonédncia
(correspondendo diretamente ao sinal de SPR) em relacdo ao
tempo. As unidades de ressonidncia sdo diretamente
proporcionais ao tamanho e quantidade de analito ligado. O
pacote de software BIAevaluation pode ser depois utilizado
para atribuir constantes de velocidade a fase de
dissociacdo (unidades da velocidade de dissociacdo s™%) e
fase de associacdo (unidades da velocidade de associacéo
M s™). Estes valores permitem, em seguida, calcular as

Constantes de Afinidade de Associacdo e Dissociacédo.

A afinidade da IgG4 foi estimada utilizando um Unico ensaio
em que a IgG4 foi <capturada nédo covalentemente pela
superficie amina da proteina A. Uma série de diluigdes do
dominio extracelular do recetor de GM-CSF marcado para
purificacdo recombinante, desde 100 a 6,25nM, foi em
seguida feita passar sequencialmente sobre a IgG4. A
molaridade do recetor foi calculada utilizando a
concentracéao (Bradford) e a massa prevista para o
polipéptido maduro ndo modificado apobs a traducéo
(39,7 kDa). Cada um dos dois conjuntos de dados separados
foi analisado em formatos idénticos. Os dados corrigidos em
relacdo a célula de referéncia foram submetidos a ajuste
utilizando o modelo de langmuir 1:1 ajustado para célculo
global simultaneo das velocidades de associacéo e
dissociacgdo, com o valor de Rmax ajustado para global. O
nivel de IgG4 capturada durante cada ciclo foi avaliado
para assegurar que a quantidade capturada permanecia
estdvel durante toda a experiéncia. Adicionalmente, a

velocidade de dissociacdo da IgG4 foi avaliada para
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determinar se era necessiaria uma correcdo para a deriva da
linha de base. No entanto, ambas as interacdes da proteina
A provaram ser suficientemente reprodutiveis e estéaveis. A
validade dos dados foi restringida pelos valores de chi2 e
T calculados (valor/desvio do pardmetro), os quais tinham

de ser <2 e >100, respetivamente.

Producdo do dominio extracelular de GM-CSFRa marcado para
purificacdo: Foi utilizado um vetor de expressdo pEFBOS
[106] gue incorpora uma sequéncia gque codifica o dominio
extracelular do recetor de GM-CSF o humano (SEQ ID NO: 205,
que representa os aminodcidos 1 a 298 do GM-CSFR maduro)
com uma sequéncia sinal de IL-3 de murideo e que incorpora
uma etiqueta de purificacdo N-terminal para produzir o
polipéptido do dominio extracelular (ECD) do recetor de GM-
CSF marcado na extremidade N-terminal recombinante. O
polipéptido de ECD marcado foi expressado nas células CHO
utilizando o vetor PEFBOS utilizando procedimentos
correntes. Este polipéptido também pode ser referido como
dominio extracelular de GM-CSFRa purificado ou como o

dominio extracelular soluvel de GM-CSFRa.

Pode ser utilizada <qualquer etiqueta de ©purificacéo
adequada, por exemplo, péptido Flag (DYKDDDE - SEQ ID NO:
204), Fc, biotina ou etiqueta de his. A purificacdo pode
ser realizada utilizando qualquer técnica apropriada, por
exemplo um polipéptido de ECD marcado com Flag (SEQ ID NO:
203) pode ser purificado numa coluna de cromatografia de

afinidade M2 e eluido com o péptido FLAG.

Ensaio de libertacdo de TNFa de mondcitos

Purificacdo de Mondcitos (Kit de Isolamento de Mondcitos -

Miltenyi Biotec - 130-053-301):
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Camadas leucocitdrias humanas (bolsas de sangue humano do
Servico de Transfusdo de Sangue) foram aplicadas sobre um
gradiente de densidade histopaque 1.077 (Sigma, N° cat.
1077-1) e as células foram centrifugadas a 400xg durante 40
minutos. N&o foi aplicada gqualgquer travagem quando se
parava a centrifugadora. As células PBMC foram em seguida

colhidas da interface. As células foram lavadas em PBS e

sedimentadas a 300xg durante 10 min, antes dos gldbulos
vermelhos remanescentes serem submetidos a lise
ressuspendendo em 20mlL de agua gelada durante 15s, seguida
da adicdo imediata de NaCl a 1,8% gelado. As células foram
em seguida sedimentadas a 1200rpm durante 5 min e
ressuspensas em 600pL de tampdo MACS (PBS, EDTA 2mM). Foram
adicionados 200uL do reagente de bloqueio de Fc
proporcionado com o kit as células e misturados, antes da
adicdo de 200uL de cocktail de Hapteno-anticorpo (também
proporcionou com o kit) e mistura. As células foram em
seguida incubadas a 4°C durante 15 min, antes de lavar duas
vezes em 50mL de tampdo de MACS. O sedimento celular foi
ressuspenso em 600pL de tampdo de MACS, antes da adicédo de
200pL de reagente de bloqueio de Fc e mistura, seguidos de
200uL de microesferas anti-hapteno MACS e mistura. As
células foram incubadas durante 45 min a 4°C, antes de
lavar em 50mL de tampdo de MACS e ressuspender em 500uL de
tampdo de MACS. Foi preparada uma Unica coluna (Miltenyi
Biotec 130-042-401) lavando com 3mL de tampdo de MACS antes
da suspensédo celular ter sido aplicada a coluna. O efluente
foi recolhido como a fracdo de mondécitos enriquecida. A
coluna foi lavada com 2x3mL de tampdo de MACS e o efluente
foi recolhido. A pureza dos mondécitos foi verificada por
revelacdo com anti-CD14-PE utilizando métodos correntes de
citometria de fluxo. As células foram finalmente
ressuspensas a 4 x 10°/mL em meio de ensaio (RPMI 1640, 10%

de FCS, 100U/mL de penicilina, 100pg/mL de estreptomicina).
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Estimulacdo de Mondcitos:

Foram adicionados 50uL de células a cada poco de uma placa
de cultura de tecidos de fundo plano de 96 pocos Costar.
Foram adicionados 25pL de 150pg/mL de rhIFNy (R&D Systems)
a todos os pocos. As IgG4s filtradas diluidas em meio de
ensaio foram misturadas com um volume igual de GM-CSF a
56ng/mL  (4nM) em meio de ensaio. Isto representa uma
concentracdo final de 1 nM de GM-CSF. Foram entédo
adicionados 75uL de mistura de anticorpo/GM-CSEF a cada
poco. Os controlos foram pocos apenas com GM-CSFEF ou sem GM-
CSF e sem anticorpo. As placas foram em seguida incubadas
durante 18 horas a 37°C com 5% de CO, num camara
humidificada. O sobrenadante foi entdo colhido para ser

testado gquanto ao niveis de TNF-a por ELISA.

ELISA para TNFoa (R&D Systems Sistema de Desenvolvimento de
ELISA DY210): Placas de ELISA Immunosorb Fluoronunc foram
revestidas de um dia para o outro a temperatura ambiente
com 100pL de anticorpo de captura a 4upg/mL em PBS. As
placas foram em seguida lavadas trés vezes com PBS/0,1% de
Tween e Dbloqueadas com 300pL/poco de 3% de Marvel em PRBS
durante 1 hora a temperatura ambiente. As placas foram
lavadas 3 vezes com PBS/0,1% de Tween. Foram transferidos
100uL do sobrenadante das placas de ensaio para a placa de
ELISA e foi adicionada uma titulacdo de TNF-o diluido em
meio de ensaio aos pocgos de controlo. As placas foram
incubadas a temperatura ambiente durante 2 horas, antes de
serem lavadas 4-5 vezes com PBS/0,1% de Tween. Foram
adicionados 100uL de anticorpo de detecdo diluida a
300 ng/mL em 1% de Marvel/PBS a cada poco da placa e as
placas foram incubadas durante mais 2 horas a temperatura
ambiente, antes de serem lavadas 4-5 vezes com PBS/0,1% de

Tween. Estreptavidina-Eurdépio (PerkinElmer 1244-360) foi
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diluida a 1:1000 em tampdo de ensaio DELFIA (PerkinElmer
4002-0010) e adicionada a 100uL/poco antes da incubacédo
durante 45min & temperatura ambiente. As placas foram em
seguida lavadas 7 vezes em tampdo de lavagem DELFIA, antes
da adicéo de 100uL/poco de solucéo de otimizacédo
(PerkinElmer 4001-0010) e leitura a 615nm num leitor de

placas.

Ensaio de sobrevivéncia de granuldcitos

As células foram purificadas de camadas leucocitéarias
humanas como descrito para o ensaio de ativacdo de
neutrdéfilos (ensaio de alteracdo de forma), lavadas em meio
de ensaio (RPMI-1640 Glutamax, 10% de FBS, 100U/mL de
Penicilina, 100pg/mL de estreptomicina) e ressuspensas a
1 x 10°/mL em meio de ensaio. Foram adicionados 100uL de
células a cada poco de uma placa de cultura de tecidos de
fundo plano de 96 pocos Costar. 0Os lotes filtrados de
anticorpo foram diluidos em meio de ensaio e misturados com
um volume igual de GM-CSF a 0,4ng/mL. Isto representa uma
concentracdo final de 7 pM de GM-CSF. 0Os pocos de controlo
continham apenas meio ou GM-CSF sozinho. Foram entéo
adicionados 100pL da mistura amostra de ensaio/GM-CSF a
cada poco numa placa e as células foram incubadas durante
68 horas a 37°C/5% de CO, num camara humidificada. Foram
adicionados 20uL de AlamarBlue a cada poco e as placas
foram incubadas durante mais 24 horas a 37°C/5% de CO; numa
cédmara humidificada. As placas foram em seguida lidas a

560nm e 590nm num leitor de placas.

Andlise pA, de anticorpos anti-GM-CSFRax no ensaio de
proliferacdo de TF-1 e nos ensaios de alteracdo da forma de

granuldcitos humanos e de cynomolgus
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A principal ferramenta farmacoldgica para quantificar a
afinidade de um antagonista competitivo é a anédlise de
Schild. Utilizando esta abordagem pode ser determinado um
meio independente do sistema para estimar a afinidade
antagonista num ensaio funcional. O método baseia-se no
conceito de que a concentracdo do antagonista e a sua
afinidade determina o antagonismo da resposta agonista. Uma
vez que o) antagonismo pode ser quantificado e a
concentracdo do antagonista ¢é conhecida pode determinar-se
a afinidade do antagonista. Este antagonismo é quantificado
medindo a razdo de concentracdes igualmente ativas de
agonistas, medidas na presenca e auséncia do antagonista, e

referido como relacdes de dose (DR).

As relacdes de dose podem ser calculadas determinando a
razdo da EC50 do agonista (tipicamente GM-CSF) na auséncia
do membro de ligacdo relativamente a EC50 do agonista na
presenca de uma Unica concentracdo do membro de ligacédo. As
relacdes de dose, exprimidas como 1log(DR-1), podem ser
depois utilizadas numa regressdo linear do log [membro de
ligacdo] para produzir uma regressdo de Schild. Assim, para
cada concentracdo do membro de ligacdo haverd um valor de
DR correspondente; estes sdo representados graficamente
como a regressdo de log(DR-1) em funcdo do log [membro de
ligacédo]. Se o antagonismo ¢é competitivo, haverd uma
relacdo 1linear entre o log (DR-1) e o 1log [membro de
ligacédo] de acordo com a equacdo de Schild em gque a equacéo

é como se segue

Log(DR-1) = log [A] - log Ka

Nestas circunstédncias, um valor de zero para a ordenada
dard uma intercecdo do eixo dos x em que log [a] = log K.
Por conseguinte, a concentracdo do membro de ligacdo que

produz um log (DR-1) = 0 serd igual ao log K,, a constante
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de dissociacdo de equilibrio do complexo membro de ligacéo
- recetor. Esta é uma quantificacdo independente do sistema
da afinidade do membro de ligacdo que deve ser exata para

todos o0s sistemas celulares contendo o recetor.

Uma vez que o0s valores de K, sdo obtidos a partir de uma
representacdo gréafica logaritmica, eles sdo logaritmos
normalmente distribuidos. O logaritmo negativo desta
concentracdo particular é referido empiricamente como pAZ,
a concentracdo de antagonista gue produz um desvio duplo da
curva de resposta em funcdo da dose. A poténcia antagonista
pode ser quantificada calculando pA2 a partir de uma Unica
concentracdo de antagonista que produz um Unico valor para

a relacdo de dose a partir da equacdo, em que

PA; = log (DR-1) - log[al]

[a] = concentracdo molar de antagonista gue torna
necesséario duplicar a concentracdo de agonista ©para

desencadear a resposta submaxima original.

DR = a relacdo de dose é quantificada medindo a relacdo de
concentracdes de agonista igualmente ativas, medidas na

presenca e auséncia do antagonista.

pPA; pode ser calculado a partir dos dados de ensaio dose-

resposta.

Inibicdo da diferenciacdo mediada por GM-CSF in vitro de
progenitores de células sanguineas no ensaio de formacdo de

coldnias

As células mononucleares de sangue periférico enriquecidas

em células progenitoras hematopoiéticas foram obtidas de
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dadores que sofreram mobilizacdo de células progenitoras e
aférese como parte do seu tratamento clinico padrdo. As

amostras foram desidentificadas e as células ndo foram

conservadas criogenicamente antes da wutilizacdo. 5x10°
células mononucleares foram cultivadas em &gar semissdlido
[107] na presenca de GM-CSF humano a uma concentracdo final
de 10 ng/mL. Os mAbs humanos amadurecidos por afinidade de
ensaio, e o anticorpo murideo conhecido 2B7, foram
adicionados a culturas de &gar a uma concentracdo final de
10, 5, 1, 0,5, 0,1 ou 0,05 pg/mL. O mAb humano parental
28G5 e um mAb humano de controlo negativo de isotipo
condizente, CATO001, foram avaliados a uma unica
concentracdo de 10 pg/mL. Para efeitos de controlo, os mAbs
foram também avaliados quanto a sua aptiddo para bloguear a
formacdo de coldnias estimulada por uma combinacdo de SCF,
IL-3 e G-CSF (Croker et al., 2004) e gquanto ao seu impacto
na formacdo de coldénias na auséncia de citocinas. A
formacdo de <coldénias (agregados de > 40 células) foi
avaliada apds 14 dias de incubacdo a 37°C com 10% de CO, em
ar. As coldbnias foram fixadas com gluteraldeido e contadas
utilizando um microscédpio de disseccdo a uma ampliacdo de

35X.

Inibicdo da atividade bioldgica do GM-CSF in vivo em ratos

transgénicos com GM-CSFRoaf3 humano

Foram gerados ratos transgénicos (Tg) que expressam ambas
as cadeias o e R do GM-CSFR humano sob o controlo de um
promotor de MHC de classe I e foram descritas as respostas
do baco e células sanguineas in vivo a administracdo de
huGM-CSF [108]. Para a analise 1in vivo da atividade
antagonista de mAbs especificos para huGM-CSFRa, pode
utilizar-se o transplante da medula o6ssea de ratos Tg em

ratos de tipo selvagem para gerar animais quiméricos de tal
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forma que a expressdo de huGM-CSFRaf transgénico esté
limitada as células hematopoiéticas derivadas da medula
6ssea, assemelhando-se, deste modo, mais de perto ao perfil
de expressdo do recetor enddgeno. Nestes ratos quiméricos
Tg com huGM-CSFRaf a administracdo de huGM-CSF leva a um
aumento do peso do baco e a marginalizacdo dos mondbcitos

sanguineos circulantes.

Geracdo de ratos quiméricos Tg:

Os fémures e tibias de ratos Tg dadores foram removidos e a
medula Ossea retirada com PBS estéril contendo 3% de soro
fetal de vitelo (FCS). Os tampdes de medula éssea foram em
seguida sugados através de uma agulha 23G para obter uma
suspensdo de células simples, em seguida as células foram
lavadas uma vez com PBS + 3% de FCS frio e feitas passar
através de uma malha de aco inoxidavel. 0s gldbulos
vermelhos foram em seguida removidos por lise em tampdo de
cloreto de amdédnio 0,168 M, apds o que as células foram
lavadas mais duas vezes com soro fisioldgico tamponado com
fosfato (PBS) + 3% de FCS, antes de terem sido feitas
novamente passar através de uma malha de aco inoxidéavel.
Para remover melhor as células mortas e os detritos
celulares a suspensdo foi centrifugada através de um leito

de FCS. As células viédveis sdo recuperadas no sedimento,

lavadas uma vez com PBS e ressuspensas em PBS a 2,5 x
10’/mL. Ratos C57/BL6 recetores com 5 a 8 semanas de idade
foram irradiados letalmente com 2 doses de 550 Rad, com um
intervalo de 3 horas. 0Os ratos recetores foram injetados
por via intravenosa (i.v) com 0,2 mL da suspensdo de
células (isto &, 5 x 10° células/rato) e subsequentemente
alojados em caixas cobertas com 0,02 M de neomicina na &agua
de abeberamento durante 3 semanas. A reconstituicdo foi

avaliada apds 6 semanas através da andlise de sangue
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periférico por FACS utilizando mAbs especificos para as

cadeias o e F do huGMCSFR.

Tratamento com GM-CSF e anadlise subsequente de ratos

quiméricos Tg:

Ratos quiméricos Tg foram tratados duas vezes por dia por
via subcutédnea (s.c.) com 500 ng de huGM-CSF durante 4
dias. Para andlise da atividade antagonista do anticorpo,
grupos de 5 ratos foram administrados com doses
selecionadas de mAb (ver abaixo) por via intraperitoneal
(i.p.) 1 dia antes do inicio do tratamento com GM-CSF. No
dia 5, <colheu-se 0,2 mL de sangue para analise das
populacdes de leucodcitos circulantes, em particular
mondécitos sanguineos, utilizando um sistema de hematologia
ADVIA™ (Bayer Diagnostics). Os animais foram em seguida

sacrificados e os bacos retirados para medicdo dos pesos.

Inibicdo de TNFa e IL-6 humanos expressados endogenamente a
partir de células mononucleares de sangue periférico
humano: Camadas leucocitdrias humanas (bolsa de sangue
humano do Servico de Transfusdo de Sangue) foram aplicadas
sobre um gradiente de densidade histopaque 1.077 (Sigma, N°
cat. 1077-1) e as células foram centrifugadas a 400xg
durante 40 minutos. N&o foi aplicada gqualquer travagem para
parar a centrifugadora. As células PBMC foram em seguida

colhidas da interface. As células foram lavadas em PBS e

sedimentadas a 300xg durante 10 min, antes de os gldbulos
vermelhos remanescentes terem sido submetidos a 1lise
ressuspendendo em 20mL de &gua gelada durante 15s, seguida
da adicdo imediata de NaCl a 1,6% gelado. As células foram
em seguida sedimentadas a 1200rpm durante 5 min e

ressuspensas em 10mL de 10% de FBS/RPMI e 1% de penicilina

estreptomicina. As células foram em seguida diluida a 5 x
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10°/mL. Foram fornecidos 110pL de células por poco (5,5 x
10°/poco) e as células deixadas depositar durante 1 h a
37°C, 5% de CO,. Os seguintes reagentes foram adicionados
como controlos de concentracdo final tunica; PHA (5ug/mL),
LPS (25pg/mL), GM-CSF (10ng/mL) e controlo de isotipo
(50pug/mL) . O Anticorpo 6 foi adicionado a uma concentracdo
de partida final de 50pg/mL com uma diluicgdo sucessiva de
cinco vezes. As placas foram em seguida incubadas durante
72h a 37°C, 5% de CO,. Os sobrenadantes foram colhidos apbs
72h e os niveis de TNFa e IL-6 foram calculados utilizando
0os seguintes kits R&D ELISA (sistema de desenvolvimento
ELISA para hTINF-a R&D Duoset DY210 e sistema de
desenvolvimento ELISA para hIL-6 R&D Duoset DY206). Os
ELISA foram realizados de acordo com as recomendacdes dos

fornecedores.

Quadro 1: Inibicdo da proliferacdo de células TF-1 induzida
por GM-CSF pelos anticorpos de IgG4 de ndo-linha germinal
isolados a partir da otimizacdo de 28G5. A proliferacdo de
células TF-1 foi induzida com uma Unica concentracdo de GM-
CSF na presenca de concentracdes crescentes de anticorpos
de IgG4. Foi medida a incorporacdo de timidina tritiada e
foram calculados os valores de IC50 para os anticorpos. Os
dados sdo representativos de n23. E mostrado o SEM (erro

padrdo da média).

IgG4 IC50 + SEM (pM)
2B7 15754490, 5
anticorpo 1 5,3%+0, 33
anticorpo 2 15,0%£4,71
anticorpo 4 48, 0+£8, 33
anticorpo 5 9, 3%5,39
anticorpo 6 0,97+0,033
anticorpo 7 93,8%+24,06
anticorpo 8 34,5%£2,63
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IgG4 IC50 + SEM (pM)
anticorpo 9 40,8%£7,15
anticorpo 10 55,3%3,73
anticorpo 11 9,0£1,0
anticorpo 12 246,3%£19,8
anticorpo 13 1106,0+£174,9
anticorpo 14 16,3%4,9
anticorpo 15 163,8x7,3
anticorpo 16 12,8+3,3
anticorpo 17 14,3%£2,8
anticorpo 18 13,343,4
anticorpo 19 23,8%4,3
anticorpo 20 9,8+%2,8

Quadro 2: Andlise cinética de anticorpos de IgG4 de ndo-

linha germinal anti-GM-CSFRa isolados durante a otimizacdo

do 28G5. 0Os anticorpos de IgG4 foram imobilizados na

superficie de um chip revestido com proteina-A e uma série

de diluic¢des de ECD de GM-CSF Ra marcados para purificacdo

foram feitas passar sobre a IgG4.

Os dados foram sujeitos a

ajuste utilizando a Langmuir 1:1 simultdnea k. kg com

permissdo de transporte de massa.

IgG4 KD (nM)
anticorpo 1 0,204
anticorpo 2 0,376
anticorpo 4 4,07
anticorpo 5 0,847
anticorpo 6 0,139
anticorpo 7 3,93
anticorpo 8 0,552
anticorpo 10 1,50
anticorpo 12 3,02
anticorpo 14 0,502
anticorpo 15 1,03
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IgG4 KD (nM)
anticorpo 16 1,14
anticorpo 17 0,193
anticorpo 19 0,388
anticorpo 20 0,127

Os dados para os anticorpos 9 e 11 foram difésicos

Quadro 3: Inibicdo da alteracdo da forma de granuldcitos
humanos induzida por GM-CSF pelos anticorpos de IgG4 de
ndo-1linha germinal isolados durante a otimizacdo do 28G5.
Os granuldcitos humanos foram tratados com uma uUnica
concentracdo de GM-CSF na presenca de concentracdes
crescentes de anticorpo de IgG4. A alteracdo na forma dos
granuldécitos foi medida utilizando citometria de fluxo e

foram calculados os valores de IC50 para os anticorpos.

IgG4 IC50 + SD (pM)
2B7 477+491
anticorpo 1 12,6%8,0
anticorpo 2 20,7+£11,0
anticorpo 5 30,0
anticorpo 6 13,3%+11,8
anticorpo 9 44,0
anticorpo 10 62,0
anticorpo 11 90,0
anticorpo 16 16,0
anticorpo 20 7,8

Quadro 4: Inibicdo de libertacdo de TNFa a partir de
monécitos induzida por GM-CSFE. 0Os mondécitos humanos foram
tratados com uma Unica concentracdo de GM-CSF na presenca
de concentracbes crescentes de anticorpo de IgG4 de ndo-

linha germinal. A libertacdo de TNFoa foi medida por ELISA e

foram calculados os valores de IC50 para os anticorpos.
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IgG4 IC50 £ SD (pM)
anticorpo 1 78,8+54,06
anticorpo 2 103,3%+063,1
anticorpo 5 67,0
anticorpo 6 43,0+19,7
anticorpo 9 74,0

anticorpo 1 139,0
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Chave para a Listagem de Sequéncias

Na listagem de sequéncias apensa sdo listadas as sequéncias
de &cidos nucleicos e aminoédcidos ("PRT") para 20 clones de
anticorpo, compreendendo o clone parental e os 19 clones do
painel de otimizacdo. Os anticorpos sdo numerados Abl a
Ab20. O clone parental & o anticorpo 3, representado pelas

SEQ ID NOS: 21-30 e SEQ ID NOS: 211-212.

A lista seguinte identifica por numero as SEQ ID NOS nas
quais s&do mostradas as sequéncias das moléculas indicadas:
(nt = sequéncia de nucledtido; aa = sequéncia de

aminodcidos

nt de VH de Anticorpo 01
aa de VH de Anticorpo 01
aa de CDR1 de VH de Anticorpo 01
aa de CDR2 de VH de Anticorpo 01
aa de CDR3 de VH de Anticorpo 01
nt de VL de Anticorpo 01
aa de VL de Anticorpo 01
aa de CDR1 de VL de Anticorpo 01
9 aa de CDR2 de VL de Anticorpo 01
10 aa de CDR3 de VL de Anticorpo 01
11 nt de VH de Anticorpo 02
12 aa de VH de Anticorpo 02
13 aa de CDR1 de VH de Anticorpo 02
14 aa de CDR2 de VH de Anticorpo 02
15 aa de CDR3 de VH de Anticorpo 02
16 nt de VL de Anticorpo 02

O 1 oy O w Nd

17 aa de VL de Anticorpo 02

18 aa de CDR1 de VL de Anticorpo 02
19 aa de CDR2 de VL de Anticorpo 02
20 aa de CDR3 de VL de Anticorpo 02



21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55

nt
aa
aa
aa
aa
nt
aa
aa
aa
aa
nt
aa
aa
aa
aa
nt
aa
aa
aa
aa
nt
aa
aa
aa
aa
nt
aa
aa
aa
aa
nt
aa
aa
aa

aa

de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de

VH de Anticorpo 03
VH de Anticorpo 03
CDR1 de VH de Anticorpo
CDR2 de VH de Anticorpo
CDR3 de VH de Anticorpo
VL de Anticorpo 03
VL de Anticorpo 03
CDR1 de VL de Anticorpo
CDR2 de VL de Anticorpo
CDR3 de VL de Anticorpo
VH de Anticorpo 04
VH de Anticorpo 04
CDR1 de VH de Anticorpo
CDR2 de VH de Anticorpo
CDR3 de VH de Anticorpo
VL de Anticorpo 04
VL de Anticorpo 04
CDR1 de VL de Anticorpo
CDR2 de VL de Anticorpo
CDR3 de VL de Anticorpo
VH de Anticorpo 05
VH de Anticorpo 05
CDR1 de VH de Anticorpo
CDR2 de VH de Anticorpo
CDR3 de VH de Anticorpo
VL de Anticorpo 05
VL de Anticorpo 05
CDR1 de VL de Anticorpo
CDR2 de VL de Anticorpo
CDR3 de VL de Anticorpo
VH de Anticorpo 06
VH de Anticorpo 06
CDR1 de VH de Anticorpo
CDR2 de VH de Anticorpo
CDR3 de VH de Anticorpo

03
03
03

03
03
03

04
04
04

04
04
04

05
05
05

05
05
05

06
06
06

98



56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90

nt
aa
aa
aa
aa
nt
aa
aa
aa
aa
nt
aa
aa
aa
aa
nt
aa
aa
aa
aa
nt
aa
aa
aa
aa
nt
aa
aa
aa
aa
nt
aa
aa
aa

aa

de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de

VL de Anticorpo 06
VL de Anticorpo 06
CDR1 de VL de Anticorpo
CDR2 de VL de Anticorpo
CDR3 de VL de Anticorpo
VH de Anticorpo 07
VH de Anticorpo 07
CDR1 de VH de Anticorpo
CDR2 de VH de Anticorpo
CDR3 de VH de Anticorpo
VL de Anticorpo 07
VL de Anticorpo 07
CDR1 de VL de Anticorpo
CDR2 de VL de Anticorpo
CDR3 de VL de Anticorpo
VH de Anticorpo 08
VH de Anticorpo 08
CDR1 de VH de Anticorpo
CDR2 de VH de Anticorpo
CDR3 de VH de Anticorpo
VL de Anticorpo 08
VL de Anticorpo 08
CDR1 de VL de Anticorpo
CDR2 de VL de Anticorpo
CDR3 de VL de Anticorpo
VH de Anticorpo 09
VH de Anticorpo 09
CDR1 de VH de Anticorpo
CDR2 de VH de Anticorpo
CDR3 de VH de Anticorpo
VL de Anticorpo 09
VL de Anticorpo 09
CDR1 de VL de Anticorpo
CDR2 de VL de Anticorpo
CDR3 de VL de Anticorpo

06
06
06

07
07
07

07
07
07

08
08
08

08
08
08

09
09
09

09
09
09

99
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92

93

94

95

96

97

98

99

100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125

nt
aa
aa
aa
aa
nt
aa
aa
aa
aa
nt
aa
aa
aa
aa
nt
aa
aa
aa
aa
nt
aa
aa
aa
aa
nt
aa
aa
aa
aa
nt
aa
aa
aa

aa

de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de

VH de Anticorpo 10
VH de Anticorpo 10
CDR1 de VH de Anticorpo
CDR2 de VH de Anticorpo
CDR3 de VH de Anticorpo
VL de Anticorpo 10
VL de Anticorpo 10
CDR1 de VL de Anticorpo
CDR2 de VL de Anticorpo
CDR3 de VL de Anticorpo
VH de Anticorpo 11
VH de Anticorpo 11
CDR1 de VH de Anticorpo
CDR2 de VH de Anticorpo
CDR3 de VH de Anticorpo
VL de Anticorpo 11
VL de Anticorpo 11
CDR1 de VL de Anticorpo
CDR2 de VL de Anticorpo
CDR3 de VL de Anticorpo
VH de Anticorpo 12
VH de Anticorpo 12
CDR1 de VH de Anticorpo
CDR2 de VH de Anticorpo
CDR3 de VH de Anticorpo
VL de Anticorpo 12
VL de Anticorpo 12
CDR1 de VL de Anticorpo
CDR2 de VL de Anticorpo
CDR3 de VL de Anticorpo
VH de Anticorpo 13
VH de Anticorpo 13
CDR1 de VH de Anticorpo
CDR2 de VH de Anticorpo
CDR3 de VH de Anticorpo

10
10
10

10
10
10

11
11
11

11
11
11

12
12
12

12
12
12

13
13
13

100



126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154
155
156
157
158
159
160

nt
aa
aa
aa
aa
nt
aa
aa
aa
aa
nt
aa
aa
aa
aa
nt
aa
aa
aa
aa
nt
aa
aa
aa
aa
nt
aa
aa
aa
aa
nt
aa
aa
aa

aa

de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de

VL de Anticorpo 13
VL de Anticorpo 13
CDR1 de VL de Anticorpo
CDR2 de VL de Anticorpo
CDR3 de VL de Anticorpo
VH de Anticorpo 14
VH de Anticorpo 14
CDR1 de VH de Anticorpo
CDR2 de VH de Anticorpo
CDR3 de VH de Anticorpo
VL de Anticorpo 14
VL de Anticorpo 14
CDR1 de VL de Anticorpo
CDR2 de VL de Anticorpo
CDR3 de VL de Anticorpo
VH de Anticorpo 15
VH de Anticorpo 15
CDR1 de VH de Anticorpo
CDR2 de VH de Anticorpo
CDR3 de VH Anticorpo 15
VL de Anticorpo 15
VL de Anticorpo 15
CDR1 de VL de Anticorpo
CDR2 de VL de Anticorpo
CDR3 de VL de Anticorpo
VH de Anticorpo 16
VH de Anticorpo 16
CDR1 de VH de Anticorpo
CDR2 de VH de Anticorpo
CDR3 de VH de Anticorpo
VL de Anticorpo 16
VL de Anticorpo 16
CDR1 de VL de Anticorpo
CDR2 de VL de Anticorpo
CDR3 de VL de Anticorpo

13
13
13

14
14
14

14
14
14

15
15

15
15
15

16
16
16

16
16
16

101



161l
162
163
164
165
166
167
168
169
170
171
172
173
174
175
176
177
178
179
180
181
182
183
184
185
186
187
188
189
190
191
192
193
194
195

nt
aa
aa
aa
aa
nt
aa
aa
aa
aa
nt
aa
aa
aa
aa
nt
aa
aa
aa
aa
nt
aa
aa
aa
aa
nt
aa
aa
aa
aa
nt
aa
aa
aa

aa

de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de

VH de Anticorpo 17
VH de Anticorpo 17
CDR1 de VH de Anticorpo
CDR2 de VH de Anticorpo
CDR3 de VH de Anticorpo
VL de Anticorpo 17
VL de Anticorpo 17
CDR1 de VL de Anticorpo
CDR2 de VL de Anticorpo
CDR3 de VL de Anticorpo
VH de Anticorpo 18
VH de Anticorpo 18
CDR1 de VH de Anticorpo
CDR2 de VH de Anticorpo
CDR3 de VH de Anticorpo
VL de Anticorpo 18
VL de Anticorpo 18
CDR1 de VL de Anticorpo
CDR2 de VL de Anticorpo
CDR3 de VL de Anticorpo
VH de Anticorpo 19
VH de Anticorpo 19
CDR1 de VH de Anticorpo
CDR2 de VH de Anticorpo
CDR3 de VH de Anticorpo
VL de Anticorpo 19
VL de Anticorpo 19
CDR1 de VL de Anticorpo
CDR2 de VL de Anticorpo
CDR3 de VL de Anticorpo
VH de Anticorpo 20
VH de Anticorpo 20
CDR1 de VH de Anticorpo
CDR2 de VH de Anticorpo
CDR3 de VH de Anticorpo

17
17
17

17
17
17

18
18
18

18
18
18

19
19
19

19
19
19

20
20
20

102



196
197
198
199
200
201
202
203

204
205

206
207
208
209
210
211
212
213
214
215
216
217
218
219
220
221
222
223
224
225
226
227
228

nt
aa
aa
aa

aa

de
de
de
de
de
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VL de Anticorpo 20
VL de Anticorpo 20
CDR1 de VL de Anticorpo 20
CDR2 de VL de Anticorpo 20
CDR3 de VL de Anticorpo 20

Sequéncia de residuos linear de GM-CSFRo

Sequéncia de aminodcidos completa de GM-CSFRa humano

Dominio extracelular de GM-CSFRa humano marcado com
FLAG
Péptido FLAG

Sequéncia de aminoacidos do dominio extracelular de

GM-CSFRo humano

GM-CSFRo maduro

nt
aa
nt
aa
nt
aa
nt
aa
nt
aa
nt
aa
nt
aa
nt
aa
nt
aa
nt
aa
nt

aa

de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de
de

VL de Anticorpo
VL de Anticorpo
VL de Anticorpo
VL de Anticorpo
VL de Anticorpo
VL de Anticorpo
VL de Anticorpo
VL de Anticorpo
VL de Anticorpo
VL de Anticorpo
VL de Anticorpo
VL de Anticorpo
VL de Anticorpo
VL de Anticorpo
VL de Anticorpo
VL de Anticorpo

W 0 0 ~1 ~1J oo o U1 U b w w NN

VL de Anticorpo

Ne)

VL de Anticorpo

[
(@]

VL de Anticorpo

[
(]

VL de Anticorpo

[
=

VL de Anticorpo

=
=

VL de Anticorpo
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229 nt de VL de Anticorpo 12
230 aa de VL de Anticorpo 12
231 nt de VL de Anticorpo 13
232 aa de VL de Anticorpo 13
233 nt de VL de Anticorpo 14
234 aa de VL de Anticorpo 14
235 nt de VL de Anticorpo 15
236 aa de VL de Anticorpo 15
237 nt de VL de Anticorpo 16
238 aa de VL de Anticorpo 16
239 nt de VL de Anticorpo 17
240 aa de VL de Anticorpo 17
241 nt de VL de Anticorpo 18
242 aa de VL de Anticorpo 18
243 nt de VL de Anticorpo 19
244 aa de VL de Anticorpo 19
245 nt de VL de Anticorpo 20
246 aa de VL de Anticorpo 20
247 nt de VH de Anticorpo 6

248 aa de VH de Anticorpo 6

249 nt de VL de Anticorpo 6

250 aa de VL de Anticorpo 6

251 aa de VH de FRI1

252 aa de VH de FR2

253 aa de VH de FR3

254 aa de VH de FR4

255 aa de VL de FRI1

256 aa de VL de FR2

257 aa de VL de FR3

258 aa de VL de FR4

As sequéncias de nucledtidos do dominio VL dos anticorpos 1
a 20 n&do incluem o coddo gcg mostrado na extremidade 3' nas
SEQ ID NOS: 6, le6, 26, 36, 46, 56, 66, 76, 86, 96, 106,
116, 126, 136, 146, 156, 166, 176, 186 e 196. Em



105

conformidade, as sequéncias de aminoédcidos do dominio VL
ndo incluem o residuo Ala C-terminal (residuo 113) nas SEQ
Ip ~Nos:. 7, 17, 27, 37, 47, 57, o7, 77, 87, 97, 107, 117,
127, 137, 147, 157, 167, 177, 187 e 197, respetivamente. O
residuo Alall3 e coddo gcg correspondente ndo foram
expressados nos Anticorpos 1 a 20. Uma comparacdo das
sequéncias escritas com os segmentos de genes da linha
germinal, especialmente JL2, indica que o residuo Ala e o

coddo gcg correspondente ndo fazem parte do dominio VL.

O residuo de Gly na posicdo 112 estava presente nas
sequéncias de scFv e IgG expressadas. No entanto, este
residuo ndo estd presente nas sequéncias do segmento J da
linha germinal humana que formam a regido estrutural 4 do
dominio VL, por exemplo JL2. O residuo de Gly ndo &

considerado como parte do dominio VL.

Para expressar a cadeia leve da IgG foi proporcionada uma
sequéncia de nucledtidos que codifica a cadeia leve de
anticorpo, compreendendo um primeiro exdo que codifica o
dominio VL, um segundo exdo que codifica o dominio CL, e um
intrdo que separa o primeiro exdo e o segundo exdo. Em
circunsténcias normais, o intrdo é excisado pela maquinaria
de processamento do ARNm celular, unindo a extremidade 3'
do primeiro com a extremidade 5' do segundo exdo. Assim,
quando o ADN que possui a referida sequéncia de nucledbtidos
foi expressado como ARN, o primeiro e segundo exdes foram
unidos em conjunto. A traducdo do ARN unido produz um
polipéptido compreendendo os dominios VL e CL. Apdbs
excisdo-unido, a Gly na posicdo 112 ¢é codificada pela
Ultima base (g) da sequéncia da estrutura 4 do dominio VL e

pelas duas primeiras bases (gt) do dominio CL.

As sequéncias do dominio VL dos Anticorpos 1 a 20 sdo as

SEQ ID NOS: 186 a 246, como indicado acima. As sequéncias
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de nucledtidos do dominio VL terminam com cta como o coddo
final, e a Leu ¢ o residuo de aminodcido final nas

sequéncias de aminodcidos correspondentes do dominio VL.

As sequéncias dos dominios VH e VL ndo tratados com linha
germinal do Anticorpo 6 sdo mostradas nas SEQ ID NOS: 247 -
250, além das sequéncias dos dominios VH e VL tratados com
linha germinal mostradas nas SEQ ID NOS: 51, 52, 56, 57,
216 e 217.
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caggtgeage

tcatgtaaag

cccggaaaag

geacagaggt

atggaactga
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Thr
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<212> PRT
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<212> PRT

Leu val Gln
)

val Ser Cys
20

Trp val Arg

Asp Pro Glu

val Thr met
70

Ser Ser Leu
85

Gly Ser Phe
100

val Thr val

<213> Homo sapiens

Ser

Lys

Gln

Glu

55

Thr

Arg

Ser

Ser

125

Gly Ala Glu val Lys Lys Pro Gly Ala

Ile

Ser Gly His Ser Leu Ser Glu Leu

Thr Pro Thr Lys Gly Phe Glu Trp Met

40

Asn

Glu

Ser

Gly

Ser

120

Glu Ile val Tyr Ala Gln Arg Phe

Asp Thr Ser Ile Asp Thr Ala Tyr

80

Asp Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys

Trp Ala Phe Asp Tyr Trp Gly Lys



126

<220>
<223> Ab3

<400> 23
Glu Leu Ser Ile His
S

<210> 24
<211> 17
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> ADb3

<400> 24
Gly Phe Asp Pro Glu Glu Asn Glu Ile val Tyr Ala GIn Arg Phe Gln
5 10 15

Gly

<210> 25
<211> 11
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> ADb3

<400> 25
val Gly Ser Phe Ser Gly Trp Ala Phe Asp Tyr

5 10

<210> 26



<211>
<212>
<213>

339
ADN

<220>

<223> Ab3

<400> 206
caggctgtgce

tcctgtactg

cttccaggaa

cctgaccgat

caggctgacg

gttttcgggg

<210>
<211>
<212>
<213>

27
113
PRT

<220>
<223> Ab3

<400> 27

tgactcagcc

ggagcggctc

cagcccccaa

tctctgecte

atgaggctga

gagggaccaa

Homo sapiens

gtcctcagtg

caacatcggg

actcctcatc

caagtctggc

ttattactgc

ggtcaccgtc

Homo sapiens

tctggggece

gcaccttatg

tatcataaca

acctcagcct

cagtcctatg

ctaggtgceg

cagggcagag

atgtaagctg

acaagcggcc

ccctggecat

acagcagcct

ggtcaccatc

gtaccagcag

ctcaggggtc

cactgggctc

gagtggttcg

G1ln Ala val Leu Thr GIn Pro Ser Ser val Ser Gly Ala Pro Gly Gln

5

10

15

Arg val Thr Ile Ser Cys Thr Gly Ser Gly Ser Asn Ile Gly Ala Pro
30

20

25

127

60

120

180

240

300

339



Tyr Asp

Leu Ile

50

Ser Ala
65

GIn Ala

Leu Ser

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

val ser Trp Tyr
35

Tyr His Asn Asn

Ser Lys Ser Gly

70

Asp Asp Glu Ala
85

Gly Ser val Phe
100

28
14
PRT

Homo sapiens

Ab3

28

GlIn

Lys

55

Thr

Asp

Gly

Gln

40

Arg

Ser

Tyr

Gly

Leu

Pro

Ala

Tyr

Gly
105

Pro

Ser

Ser

Cys

90

Thr

Gly

Gly

Leu

75

Gln

Lys

Thr

val

60

Ala

Ser

val

Ala

45

Pro

Ile

TYr

Thr

Pro

Asp

Thr

Asp

val
110

Thr Gly Ser Gly Ser Asn Ile Gly Ala Pro Tyr Asp val Ser

<210>
<211>
<212>
<213>

5

29
7
PRT

Homo sapiens

10

Lys

Arg

Gly

Ser

95

Leu

Leu

Phe

Leu

80

Ser

Gly

128



129

<220>
<223> ADb3

<400> 29
His Asn Asn Lys Arg Pro Ser
5

<210> 30
<211> 11
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Ab3

<400> 30
GIn Ser Tyr Asp Ser Ser Leu Ser Gly Ser val
5 10

<210> 31
<211> 360
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Ab4

<400> 31



caggtgcagc

tcatgtaaaa

cccCacaaaag

gcacagaggt

ctgaccctga

tctttcagtc

<210>
<211>
<212>
<213>

32

<220>
<223>

<400> 32

Gln val Gln Leu val Gln Ser Gly Ala Glu val Lys Lys Pro Gly Ala

Ser val Lys val Ser Cys Lys Ile Ser Gly His Ser Leu Ser Glu Leu

tggtgcaatc

tttccggaca

gatttgagtg

tccagggcag

gcagcctgag

ccccgaccta

120
PRT

Ab4

S

20

tggggctgag

cagcctcagt

gatgggagga

agtcaccatg

atccgacgac

cgggtactgg

Homo sapiens

gtgaagaagc

gaactgtcca

tttgatcctg

accgaggaca

acggccgttt

ggcaaaggga

10

25

ctggggectc

tccactgggt

aagagaatga

catctataga

attattgtgc

caatggtcac

agtgaaggtc

gcgacagact

aatagtctac

cacggcctac

aatagtgggg

cgtctcgagt

15

30

130

60

120

180

240

300

360



ser Ile His Trp val Arg
35

Gly Gly Phe Asp Pro Glu
50

Gln Gly Arg val Thr Met
65 70

Leu Thr Leu Ser Ser Leu
85

Ala Ile val Gly Ser Phe
100

Gly Thr Met val Thr val
115

<210> 33
<211> 5
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Ab4

<400> 33
Glu Leu Ser Ile His

5

<210> 34
<211> 17
<212> PRT

<213> Homo sapiens

Gln

Glu

55

Thr

Arg

Ser

Ser

Thr

40

Asn

Glu

Ser

Pro

Ser
120

Pro

Glu

Asp

Asp

Pro

105

Thr

Ile

Thr

Asp

90

Thr

Lys

val

Ser

75

Thr

Tyr

Gly

Tyr

60

Ile

Ala

Gly

Phe

45

Ala

Asp

val

Tyr

Glu

Gln

Thr

Tyr

Trp
110

Trp

Arg

Ala

Tyr

95

Gly

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Lys

131



<220>
<223> Ab4

<400> 34

Gly Phe Asp Pro Glu Glu Asn Glu Ile val Tyr Ala GIn Arg Phe Gln

5 10

Gly

<210> 35
<211> 11
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Ab4

<400> 35
val Gly Ser Phe Ser Pro Pro Thr Tyr Gly Tyr
5 10

<210> 36
<211> 339
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Ab4

<400> 36

15

132



caggotgrge

tectgtactg

cttocaggaa

cctgacegat

caggctgacy

gritteggeg

<210>
<211>
<212>
<213>

37
113

<220>
<223> Ab4

<400> 37

tgactcagec

ggageggctc

cageocecaa

tetetgecte

atgaggctga

gagggaccaa

PRT

gtccteageg

caacatcgog

actecreate

caagtetggc

trattactge

ggtcaccgte

Homo sapiens

tetygggeec

gcaccttatg

tatcataaca

acctcagect

cagtcctatg

ctaggtygcy

cagggcagag ggtcaccatce

atgtaagctg graccagcag

acaageggee crcaggggte

ccctggeeat cactgggotc

acagcagecet gagtggricy

133

60

120

180

240

300
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GIn Ala val

Arg val

Thr

Tyr Asp val

35

Leu Ile Tyr

50

Ser Ala Ser

65

Gln Ala Asp

Leu Ser Gly

Ala

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

38
14
PRT

Leu

Ile

20

Ser

His

Lys

Asp

Ser
100

Thr

Ser

Trp

Asn

Ser

Glu

85

val

Gln

Cys

TYyr

Asn

Gly

70

Ala

Phe

Homo sapiens

Ab4

38

Pro

Thr

Gln

LysS

55

Thr

Asp

Gly

Ser

Gly

Gln

40

Arg

Ser

Tyr

Gly

Ser

Ser

25

Leu

Pro

Ala

TYyr

Gly
105

val

10

Gly

Pro

Ser

Ser

Cys

90

Thr

Ser

Ser

Gly

Gly

Leu

75

GlIn

Lys

Gly

Asn

Thr

val

60

Ala

Ser

val

Ala

Ala

45

Pro

Ile

TYyr

Thr

Pro

Gly

30

Pro

Asp

Thr

Asp

val
110

Thr Gly Ser Gly Ser Asn Ile Gly Ala Pro Tyr Asp val Ser

5

10

Gly
15

Ala

Lys

Arg

Gly

Ser

95

Leu

Glin

Pro

Leu

Phe

Leu

80

Ser

Gly

134



135

<210> 39
<211> 7
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Ab4

<400> 39

His Asn Asn Lys Arg Pro Ser
5

<210> 40
<211> 11
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Ab4

<400> 40
Gln Ser Tyr Asp Ser Ser Leu Ser Gly Ser val
5 10

<210> 41
<211> 360
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Abb

<400> 41



136

caggtgcagc tggtgcaatc tggggctgag gtgaagaagc ctggggcctc agtgaaggtc 60
tcatgtaaaa tttccggaca cagcctcagt gaactgtcca tccactgggt gcgacagact 120
cccacaaaag gatttgagtg gatgggagga tttgatcctg aagagaatga aatagtctac 180
gcacagaggt tccagggcag agtcaccatg accgaggaca catctataga cacggcctac 240
ctgaccctga gcagcctgag atccgacgac acggccgttt attattgtgc aatagtgggg 300
tctttcagtg gctaccctta ccgcccgtgg ggccaaggga caatggtcac cgtctcgagt 360
<210> 42

<211> 120

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<223> AbS

<400> 42

Gln val Gin Leu val GIn Ser Gly Ala Glu val Lys Lys Pro Gly Ala
§ 10 15

ser val Lys val Ser Cys Lys Ile Ser Gly His Ser Leu Ser Glu Leu
20 25 30

Ser Ile His Trp val Arg GIn Thr Pro Thr Lys Gly Phe Glu Trp Met
35 40 45

Gly Gly Phe asp Pro Giu Glu Asn Glu Ile val Tyr Ala Gln Arg Phe
50 55 60



GIn Gly Arg val Thr Met Thr Glu Asp Thr Ser Ile asp Thr Ala Tyr

65

70

80

teu Thr Leu Ser Ser Leu Arg Ser Asp Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys

85

95

Ala ITe val Gly ser Phe Ser Gly Tyr Pro Tyr Arg Pro Trp Gly Gln

100 105

Gly Thr met val Thr val Ser Ser

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

115 120

43
5
PRT

Homo sapiens

Ab5

43

Glu Leu Ser Ile His

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

5

44
17
PRT

Homo sapiens

Ab5S

44

110

137



Gly Phe Asp Pro Glu Glu Asn Glu Ile val Tyr Ala GIn Arg Phe Gln

5 10

Gly

<210> 45
<211> 11
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> AlbS

<400> 45
val Gly Ser Phe Ser Gly Tyr Pro Tyr Arg Pro
5 10

<210> 46
<211> 339
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<223> ADb5

<400> 46

15

138



caggetgtge

tcctgtactg

cttccaggaa

cctgacegat

caggetgacy

gtritcggey

<210> 47

113
PRT

<211>
<212>
<213>

<220>
<223> Ab5

<400> 47

Gin ala val

Arg val Thr

Tyr Asp val

35

Leu Ile Tyr

50

tgacteagec

ggageggctc

cageeeccaa

retetgecte

atgaggctga

gagggaccaa

5

20

gtecrcagty

caacatcggg

actecetreate

caagtetyge

ttattactge

ggtcaccgtc

Homo sapiens

teu Thr Glin Pro Ser

Ile ser Cys Thr Gly

Ser Trp Tyr Gin Glin

40

His Asn Asn Lys Arg

55

totggggecc

gcaccttatg

tatcataaca

acctecagect

cagtectaty

ctaggtgey

ser val ser Gly Ala Pro Gly Gln

10

ser Gly Ser Asn Ile Gly Ala pPro

25

Leu Pro Gly Thr Ala Pro Lys Leu

Pro Ser Gly val Pro Asp Arg Phe

cagggcagag ggtcaccatce

argtaagctyg gtaccageag

acaageggec ctcaggggte

cectggccat cactgggetc

acagcagect gagtggtteg

15

30

45

60

139
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180

240

300
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ser Ala Ser Lys Ser Gly Thr Ser ala Ser Leu Ala Ile Thr Gly Leu

65

70

80

Gln Ala Asp Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Gin Ser Tyr Asp Ser Ser

as

a5

Leu Ser Gly Ser val phe Gly Gly Gly Thr Lys val Thr val Leu Gly

Ala

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

160 105

48
14
PRT

Homo sapiens

Abb

48

110

Thr Gly Ser Gly Ser Asn Ile Gly Ala Pro Tyr Asp val Ser

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

5

49
7
PRT

Homo sapiens

Ab5

49

His Asn Ash Lys Arg Pro Ser

5

140



<210>
<211>
<212>
<213>

50
11

<220>
<223> ADb5

<400> 50

Homo sapiens

Gln Ser Tyr Asp Ser Ser Leu Ser Gly Ser val

<210>
<211>
<212>
<213>

51
360

<220>

<223> Ab6

<400> 51

caggtccagce

tcatgtaaag

cccggaaaag

gcacagaggt

atggaactga

tctttcagtc

<210> 52
<211> 120

ADN

5

tggtgcaatc

tttccggata

gacttgagtg

tccagggcag

gcagcctgag

ccttgacctt

Homo sapiens

tggggctgag

caccctcact

gatgggagga

agtcaccatg

atccgaggac

gggcctctgg

10

gtgaagaagc

gaactgtcca

tttgatcctg

accgaggaca

acggccgttt

ggccaaggga

ctggggcctc

tccactgggt

aagagaatga

catctacaga

attattgtgc

caatggtcac

agtgaaggtc

gcgacaggcet

aatagtctac

cacggcctac

aatagtgggg

cgtctcctca

141

PRT

60

120

180

240

300

360



Homo sapiens

<212> PRT
<213>
<220>
<223> Ab6
<400> 52
Gin val Gln
Ser val Lys
ser Ile His
35
Gly Gly Phe
50
Gin Gly Arg
65
Met Glu Leu
Ala ITe val
Gly Thr Met
118
<210> 53
<211> 5
<212> PRT
<213>

Leu val

val ser
20

Trp val

Asp Pro

val Thr

ser Ser
85

Gly Ser
100

val Thr

Glin

Cys

Arg

Glu

Met

70

Leu

Phe

val

Homo sapiens

ser

Lys

Glin

Glu

55

Thr

Arg

Sear

Ser

Gly

val

Ala

40

Asn

Glu

Ser

Pro

Sar
120

Ala

ser

25

Pro

Glu

Asp

Glu

Leuy
105

Glu

10

Gly

Gly

Ile

Thr

Asp

90

Thr

val

Tyr

Lys

val

Ser

75

Thr

Leu

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

aAla

Gly

Lys

Leuy

Ley

45

Ala

ASD

val

Ley

Pro

Thr

30

Glu

Gin

Thr

Tyr

Trp
110

Gly

15

Glu

Trp

Arg

Ala

Tyr

95

Gly

Ala

Ley

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Gln

142



143

<220>
<223> Ab6

<400> 53
Glu Leu Ser Ile His

5

<210> 54
<211> 17
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Ab6

<400> 54
Gly Phe Asp Pro Glu Glu Asn Glu Ile val Tyr Ala GIn Arg Phe GlIn
5 10 15

Gly

<210> 55
<211> 11
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Ab6

<400> 55
val Gly Ser Phe Ser Pro Leu Thr Leu Gly Leu
5 10

<210> 56



<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400> 56

cagtctgtgce

tcctgtactg

cttccaggaa

cctgaccgat

Caggctgagg

gttttcggcg

<210>
<211>
<212>
<213>

57

<220>
<223>

<400> 57

339
ADN

Ab6

tgactcagcc

ggagcggctc

cagcccccaa

tctctggctce

atgaggctga

gagggaccaa

113
PRT

Abb

Homo sapiens

gccctcagtg

caacatcggg

actcctcatc

caagtctggc

ttattactgc

gctgaccgtc

Homo sapiens

tctggggecc

gcaccttatg

tatcataaca

acctcagcct

gcgaccgttg

ctaggtgcg

cagggcagag

atgtaagctg

acaagcggcc

ccctggecat

aggccggect

ggtcaccatc

gtaccagcag

ctcaggggtc

cactgggctc

gagtggttcg

144

60

120

180

240

300

339



Gln Ser

Arg val

Tyr Asp

Leu Ile

50

Ser Gly
65

Gln Ala

Leu Ser

Ala

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Thr Gly Ser Gly Ser Asn Ile Gly Ala Pro Tyr Asp val Ser

val

Thr

val

35

TYr

Ser

Glu

Gly

58

14
PRT

Leu

Ile

20

Ser

His

Lys

Asp

Ser

100

Thr

Ser

Trp

Asn

Ser

Glu

85

val

Gln

Cys

Tyr

Asn

Gly

70

Ala

Phe

Homo sapiens

Ab6

58

5

Pro

Thr

Gln

Lys

55

Thr

Asp

Gly

Pro

Gly

Gln

40

Arg

Ser

Tyr

Gly

Ser

Ser

25

Leu

Pro

Ala

Tyr

Gly
105

val

10

Pro

Ser

Ser

Cys

90

Thr

10

Ser

Ser

Gly

Gly

Leu

75

Ala

Lys

Gly

Asn

Thr

val

60

Ala

Thr

Leu

Ala

Ile

Ala

45

Pro

Ile

val

Thr

Pro

Gly

30

Pro

Asp

Thr

Glu

val
110

Gly

15

Ala

Lys

Arg

Gly

Ala

95

Leu

Gln

Pro

Leu

Phe

Leu

80

Gly

Gly

145



146

<210> 59
<211> 7
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Ab6

<400> 59
His Asn Asn Lys Arg Pro Ser
5

<210> 60
<211> 11
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Ab6

<400> 60
Ala Thr val Glu Ala Gly Leu Ser Gly Ser val
5 10

<210> 61
<211> 360
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Ab7

<400> o1



caggtgcagc tggtgcaatc

tcatgtaaaa tttccggaca

cccacaaaag gatttgagtg

gcacagaggt tccagggcag

ctgaccctga gcagcctgag

tctttcagtg gecccgtgta

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Glin val Gln Leu val GIn Ser Gly Ala Glu val Lys Lys Pro Gly Ala

ser val Lys val Ser Cys Lys Ile Ser Gly His Ser Leu Ser Glu Leu

Ser Ile His Trp val Arg Gln Thr Pro Thr Lys Gly Phe Glu Trp Met
40

62
120
PRT

tggggctgag

cagcctcagt

gatgggagga

agtcaccatg

atccgacgac

cggcctctyg

Homo sapiens

Ab7

62

5

20

35

gtgaagaagc

gaactgtcca

tttgatcctg

accgaggaca

acggccgttt

ggcaaaggga

10

25

ctggggcctc

tccactgggt

aagagaatga

catctataga

attattgtgc

caatggtcac

45

agtgaaggtc

gcgacagact

aatagtctac

cacggcctac

aatagtggagg

cgtctcgagt

15

30

147

60

120

180

240

300

360



Gly Gly Phe Asp Pro

50

GIn Gly Arg val Thr

85

Leu Thr Leu Ser Ser

Ala Ile val Gly Ser

Gly Thr Met val Thr

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

85

100

115

63
5
PRT

Homo sapiens

Ab7

63

Glu Leu Ser Ile His

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

5

64
17
PRT

Homo sapiens

Ab7

Glu

Met

70

Leu

Phe

val

Glu asn Glu Ile val Tyr Ala GIn Arg phe
55 60

Thr Glu Asp Thr Ser Ile Asp Thr Ala Tyr
75 80

Arg Ser Asp Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys
80 35

Ser Gly Pro val Tyr Gly Leu Trp Gly Lys
105 110

Ser Ser
120

148



149

<400> 64
Gly Phe Asp Pro Glu Glu Asn Glu Ile val Tyr Ala Gln Arg Phe Gln
5 10 15

Gly

<210> 65
<211> 11
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Ab7

<400> 65
val Gly Ser Phe Ser Gly Pro val Tyr Gly Leu
5 10

<210> 66
<211> 339
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Ab7

<400> 66

caggctgtgc tgactcagcc gtcctcagtg tctggggccc cagggcagag ggtcaccatc 60
tcctgtactg ggagcggctc caacatcggg gcaccttatg atgtaagctg gtaccagcag 120

cttccaggaa cagcccccaa actcctcatc tatcataaca acaagcggcc ctcaggggtc 180



150

cctgaccgat tctctgectc caagtctggc acctcagect ccctggccat cactgggctc 240
caggctgacg atgaggctga ttattactgc cagtcctatg acagcagcect gagtggttcg 300
gttttcggcg gagggaccaa ggtcaccgtc ctaggtgcg 339
<210> 67

<211> 113

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Ab7

<400> 67

Gln Ala val Leu Thr GIn Pro Ser Ser val Ser Gly Ala Pro Gly Gin

Aarg val Thr Ile Ser Cys Thr Gly Ser Gly Ser Asn Ile Gly Ala Pro

20 25 30

Tyr Asp Val Ser Trp Tyr GIn Glin Leu Pro Gly Thr Ala Pro Lys Leu
35 40 45

Leu ITe Tyr His Asn Asn Lys Arg Pro Ser Gly val pro Asp Arg phe
50 59 60

ser Ala Ser Lys Ser Gly Thr Ser Ala Ser teu Ala Ile Thr Gly Leu
65 70 75 80

GIn Ala Asp Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr €ys Gln Ser Tyr Asp Ser Ser



Leu Ser Gly Ser val Phe Gly Gly Gly Thr Lys val Thr val Leu Gly

Ala

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

85

100 105

68
14
PRT

Homo sapiens

Ab7

68

110

Thr Gly Ser Gly Ser Asn Ile Gly Ala Pro Tyr Asp val Ser

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

5

69
7
PRT

Homo sapiens

Ab7

69

His Asn Asn Lys Arg Pro Ser

<210>
<211>
<212>
<213>

5

70
11
PRT

Homo sapiens

151



<220>

<223> Ab7

<400> 70

GIn Ser Tyr Asp Ser Ser Leu Ser Gly Ser val

<210> 71
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400> 71
caggtgcagc

tcatgtaaaa

cccacaaaag

gcacagaggt

ctgaccctga

tctttcagtc

<210> 72
<211>
<212>
<213>

5

360
ADN

AbS8

tggtgcaatc

tttccggaca

gatttgagtg

tccagggeag

gcagcctgag

ccccggecta

120
PRT

10

Homo sapiens

tggggctgag gtgaagaagc

cagcctcagt gaactgtcca

gatgggagga tttgatcctg

agtcaccatg accgaggaca

atccgacgac acggccgttt

ccgccecctgg ggcaaaggga

Homo sapiens

ctggggcctc

tccactgggt

aagagaatga

catctataga

attattgtgc

caatggtcac

agtgaaggtc

gcgacagact

aatagtctac

cacggcctac

aatagtgggg

cgtctcgagt

152

60

120

180

240

300

360



153

<220>
<223> AbS8

<400> 72
Gln val GIn Leu val GIn Ser Gly Ala Glu val Lys Lys Pro Gly Ala

Ser val Lys val Ser Cys Lys Ile Ser Gly His Ser Leu Ser Glu Leu
20 25 30

Ser Ile His Trp val Arg GIn Thr Pro Thr Lys Gly Phe Glu Trp Met
35 40 45

Gly Gly phe Asp Pro Glu Glu Asn Glu Ile val Tyr Ala Gln Arg Phe
50 55 60

GIn Gly Arg val Thr Met Thr Glu Asp Thr Ser Ile Asp Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Leu Thr Leu Ser Ser Leu Arg Ser Asp Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Ile val Gly Ser Phe Ser Pro Pro Ala Tyr Arg Pro Trp Gly Lys
100 105 110

Gly Thr met val Thr val Ser Ser
115 120

<210> 73
<211> 5
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> ADbS



<400>

<210>
<211>

73
Glu Leu Ser Ile His
5
74
17
PRT

<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Gly Phe Asp Pro Glu Glu Asn Glu Ile val Tyr Ala GIn Arg Phe Gln

Gly

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

val Gly Ser Phe Ser Pro Pro Ala Tyr Arg Pro

<210>
<211>
<212>
<213>

Homo sapiens

AbS

74

5

75
11
PRT

Homo sapiens

AbS

75

5

76
339
ADN

Homo sapiens

154



155

<220>

<223> AbS8

<400> 7o

caggctgtgc tgactcagcc gtcctcagtg tctggggccc cagggcagag ggtcaccatc 60
tcctgtactg ggagcggctc caacatcggg gcaccttatg atgtaagctg gtaccagcag 120
cttccaggaa cagcccccaa actcctcatc tatcataaca acaagcggcc ctcaggggtc 180
cctgaccgat tctctgcctc caagtctggc acctcagcct ccctggccat cactgggetc 240
caggctgacg atgaggctga ttattactgc cagtcctatg acagcagcct gagtggttcg 300
gttttcggcg gagggaccaa ggtcaccgtc ctaggtgcg 339
<210> 77

<211> 113

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> AbS8

<400> 77



Gln Ala

Arg val

Tyr Asp

Leu Ile

50

Ser Ala
65

Gln Ala

Leu Ser

Ala

val

Thr

val

35

Tyr

Ser

Asp

Gly

<210> 78
<211> 14
<212> PRT

Leu

Ile

20

Ser

His

Lys

Asp

Ser

100

Thr

Ser

Trp

Asn

Ser

Glu

85

val

156

Gln Pro Ser Ser val Ser Gly Ala Pro Gly Gln
10 15

Cys Thr Gly Ser Gly Ser Asn Ile Gly Ala Pro
25 30

Tyr Gln Gln Leu Pro Gly Thr Ala Pro Lys Leu
40 45

Asn Lys Arg Pro Ser Gly val Pro Asp Arg Phe
55 60

Gly Thr Ser Ala Ser Leu Ala Ile Thr Gly Leu
70 75 80

Ala Asp Tyr Tyr Cys GIn Ser Tyr Asp Ser Ser
90 95

Phe Gly Gly Gly Thr Lys val Thr val Leu Gly
105 110

<213> Homo sapiens

<220>

<223> AbS

<400> 78
Thr Gly Ser Gly Ser Asn Ile Gly Ala Pro Tyr Asp val Ser

5

10



157

<210> 79
<211> 7
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> ADbS

<400> 79
His Asn Asn Lys Arg Pro Ser
5

<210> 80
<211> 11
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> ADbS

<400> 80
Gln Ser Tyr Asp Ser Ser Leu Ser Gly Ser val
5 10

<210> 81
<211> 360
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Ab9

<400> 81



158

caggtgcagc tggtgcaatc tggggctgag gtgaagaagc ctggggcctc agtgaaggtc 60
tcatgtaaaa tttccggaca cagcctcagt gaactgtcca tccactgggt gcgacagact 120
cccacaaaag gatttgagtg gatgggagga tttgatcctg aagagaatga aatagtctac 180
gcacagaggt tccagggcag agtcaccatg accgaggaca catctataga cacggcctac 240
ctgaccctga gcagcctgag atccgacgac acggccgttt attattgtgc aatagtgggg 300
tctttcagtc cggtcacgta cggcctctgg ggccaaggga caatggtcac cgtctcgagt 360
<210> 82

<211> 120

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Ab9

<400> 82
Gin val Gin Leu val GIn Ser Gly ala Glu val Lys Lys Pro Gly Ala
5 10 15

ser val Lys val Ser Cys Lys Ile Ser Gly His Ser Leu Ser Glu teu
20 25 30

Ser Ile His Trp Val Arg Gin Thr Pro Thr Lys Gly Phe Glu Trp Met
35 40 45



159

Gly Gly Phe Asp Pro Glu Glu Asn Glu Ile val Tyr aAla Gin Arg Phe
50 55 60

GIn Gly Arg val Thr Met Thr Glu Asp Thr Ser Ile Asp Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Leu Thr Leu Ser Ser Leu Arg Ser Asp Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys
85 30 95

ala 1le val Gly Ser phe Ser Pro val Thr Tyr Gly Leu Trp Gly Glin
100 105 110

Gly Thr Met val Thr val Ser Ser
118 120

<210> 83
<211> 5
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Ab9

<400> 83
Glu Leu Ser Ile His
5

<210> 84
<211> 17
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Ab9



<400> 84

Gly Phe Asp Pro Glu Glu Asn Glu Ile val Tyr Ala GIn Arg Phe Gln

5 10

Gly

<210> 85
<211> 11
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Ab9

<400> 85
val Gly Ser Phe Ser Pro val Thr Tyr Gly Leu
5 10

<210> 86
<211> 339
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<223> AbY

<400> 86

15

160



161

caggctgtgc tgactcagcc gtcctcagtg tctggggccc cagggcagag ggtcaccatc 60
tcctgtactyg ggagcggctc caacatcggg gcaccttatg atgtaagctg gtaccagcag 120
cttccaggaa cagcccccaa actcctcatc tatcataaca acaageggec ctcaggggtce 180
cctgaccgat tctctgcctc caagtctgge acctcagcct ccctggecat cactgggctc 240
caggctgacg atgaggctga ttattactgc cagtcctatg acagcagcct gagtggttcg 300
gttttcggcg gagggaccaa ggtcaccgtc ctaggtgcg 339
<210> 87

<211> 113

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Ab9

<400> 87
GIn Ala val Leu Thr Gin Pro Ser Ser val Ser Gly Ala pro Gly Gin

5 10 15

Arg val Thr Ile Ser Cys Thr gly ser Gly Ser Asn Ile Gly Ala Pro



20

Tyr Asp val Ser Trp Tyr

35

Leu Lle Tyr His Asn Asn

50

Ser Ala Ser Lys Ser Gly

65

70

Gin Ala Asp Asp Glu Ala

85

Leu Ser Gly Ser val phe

Ala

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

100

88
14
PRT

Homo sapiens

Ab9

88

Gln

Lys

55

Thr

ASp

Gly

Gln

40

Arg

ser

Tyr

Gly

25

Leu

Pro

Ala

Tyr

Gly
105

Pro

Ser

Ser

Cys

90

Thr

Gly

Gly

Leu

75

Gln

Lys

30

Thr Ala Pro Lys
45

val Pro Asp Arg
60

Ala 1le thr Gly

ser Tyr Asp Ser

95

val Thr val Leu
110

Thr Gly Ser Gly Ser Asn Ile Gly Ala Pro Tyr Asp val Ser

<210>
<211>
<212>
<213>

5

89
7
PRT

Homo sapiens

10

l.ey

Phe

Leuy

80

Sar

Gly

162



163

<220>
<223> Ab9

<400> 89
His Asn Asn Lys Arg Pro Ser
5

<210> 90
<211> 11
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Ab9

<400> 90
Gln Ser Tyr Asp Ser Ser Leu Ser Gly Ser val
5 10

<210> 91
<211> 360
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Abl0

<400> 91



caggtgcagc

tcatgtaaaa

cccacaaaag

gcacagaggt

ctgaccctga

tctttcagtg

<210> 92
<211>
<212>
<213>

<220>

tggtgcaatc

tttccggaca

gatttgagtg

tccagggcag

gcagcctgag

gcctcgegta

120
PRT

tggggctgag

cagcctcagt

gatgggagga

agtcaccatg

atccgacgac

caggccctgg

Homo sapiens

gtgaagaagc

gaactgtcca

tttgatcctg

accgaggaca

acggcecgttt

ggcaaaggga

ctggggectc

tccactgggt

aagagaatga

catctataga

attattgtgc

caatggtcac

agtgaaggtc

gcgacagact

aatagtctac

cacggcctac

aatagtgggg

catctcgagt

<223> Abl0
<400> 92
Gln val GIn Leu val Gln Ser Gly Ala Glu val Lys Lys Pro Gly Ala

) 10 15
ser val tys val Ser Cys Lys Ile Ser Gly His Ser Leu Ser Glu Leu

20 25 30

Ser Ile His Trp val Aarg Gin Thr Pro Thr Lys Gly phe Glu Trp Met
35 40 45

Gly Gly phe Asp Pro Glu Glu Asn Glu Ile val Tyr Ala Gln Arg Phe
50 55 60

164

60

120

180

240

300

360



GIn Gly Arg val Thr Met Thr Glu Asp Thr Ser Ile Asp Thr Ala Tyr

65

70 75 80

Leu Thr Leu Ser Ser Ley Arg Ser Asp Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys

85 90 95

Ala ITe val Gly Ser Phe Ser Gly Leu Ala Tyr Arg Pro Trp Gly Lys

100 105 110

Gly Thr met val Thr Ile Ser Ser

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

115 120

93
5
PRT

Homo sapiens

Abl10

93

Glu Leu Ser Ile His

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

5
94
17

PRT

Homo sapiens

Abl10

94

165



Gly Phe Asp Pro Glu Glu Asn Glu Ile val Tyr Ala GIn Arg Phe Gln

Gly

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
val Gly

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

5 10

95
11
PRT

Homo sapiens

AblO

95
Ser Phe Ser Gly Leu Ala Tyr Arg Pro
5 10

96
339
ADN

Homo sapiens

Abl0

96

15

166



caggctgtge

tectgtacty

ctrecaggaa

cergacegat

caggetgacy

gttttoggeg

<210>
<211>
<212>
<213>

97
113
PRT

<220>
<223> Abl

<400> 97

GIn Ala val Leu Thr Gln Pro Ser Ser val Ser Gly Ala pPro Gly Gin

Arg val Thr Ile Ser Cys Thr Gly Ser Gly Ser Asn Ile Gly Ala Pro

Tyr Asp val Ser Trp Tyr Gin 6In Leuy Pro Gly Thr Ala Pro Lys Leu

35

Leu Ile Tyr His Asn Asn Lys Arg Pro Ser Gly val Pro Asp Arg Phe

50

tgactcagoed

ggageggete

cagooaccasa

teretgecte

atgaggetga

gagggaccaa

0

5

20

grecteagty

caacatcggy

actecteatc

caagtetygge

ttattactge

ggtcaccgtc

Homo sapiens

40

55

tctggggeee

gcaccttaty

tatcataaca

accteagect

cagteectaty

ctagytgey

10

25

caggucagag ggtcaccate

atgtaagctg gtaccageag

acaageggee crcaggggte

ceotggecat cactgggotc

acagcagecot gagtggtreg

15

30

45

60

167

60

120

180

240

300
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Ser Ala Ser Lys Ser Gly Thr Ser Ala Ser Leu Ala Ile Thr Gly Leu
65 70 75 80

Gln Ala Asp asp Glu Ala Asp Tvyr Tyr Cys Gln Ser Tyr Asp Ser Ser
85 80 95

Leu Ser Gly Ser val phe Gly Gly Gly Thr Lys val Thr val Leu Gly
100 105 110

Ala

<210> 98
<211> 14
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Abl0

<400> 98
Thr Gly Ser Gly Ser Asn Ile Gly Ala Pro Tyr Asp val Ser
5 10

<210> 99
<211> 7
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Abl0

<400> 99
His Asn Asn Lys Arg Pro Ser
5

168



<210> 100
<211> 11

<212>
<213>

PRT

<220>

<223> Abl0

<400> 100

Homo sapiens

GIn Ser Tyr Asp Ser Ser Leu Ser Gly Ser val

5

<210>
<211>
<212>
<213>

101
360
ADN

<220>

<223> Abll

<400> 101
caggtgcagc tggtgcaatc

tcatgtaaaa ttccgggaca

cccacaaaag gatttgagtg

gcacagaggt tccagggcag

ctgaccctga gcagcctgag

tctttcagtc cgatcacgta

<210> 102
<211> 120

Homo sapiens

tggcgctgag

cagcctcagt

gatgggagga

agtcaccatg

atccgacgac

cggectctgg

10

gtgaagaagc

gaactgtcca

tttgatcctg

accgaggaca

acggccgttt

ggcaaaggga

ctgaggcctc

tccactgggt

aagagaatga

catctataga

attattgtgc

caatggtcac

agtgaaggtc

gcgacagact

aatagtctac

cacggcctac

aatagtgggg

cgtctcgagt

169
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120
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240
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360



<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

GIn val

Ser val

Ser Ile

Gly Gly

50

Gln Gly
65

Leu Thr

Ala Ile

Gly Thr

<210>
<211>
<212>
<213>

PRT

Homo sapiens

Abll

102

Gln

Lys

His

35

Phe

Arg

Leu

val

Met

115

103
5
PRT

Leu

val

20

Trp

Asp

val

Ser

Gly

100

val

val

Ser

val

Pro

Thr

Ser

85

Ser

Thr

Gln

Cys

Arg

Glu

Met

70

Leu

Phe

val

Homo sapiens

Ser

Lys

Gln

Glu

55

Thr

Arg

Ser

Ser

Gly

Ile

Thr

40

Asn

Glu

Ser

Pro

Ser

120

Ala

Pro

25

Pro

Glu

Asp

Asp

Ile

105

Glu

10

Gly

Thr

Ile

Thr

Asp

90

Thr

val

His

Lys

val

Ser

75

Thr

TYyr

Lys

Ser

Gly

Tyr

60

Ile

Ala

Gly

Lys

Leu

Phe

45

Ala

Asp

val

Leu

Pro

Ser

30

Glu

Glin

Thr

TYyr

Trp
110

Glu

15

Glu

Trp

Arg

Ala

Tyr

95

Gly

Ala

Leu

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Lys

170



171

<220>
<223> Abll

<400> 103
Glu Leu Ser Ile His
5

<210> 104
<211> 17
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Abll

<400> 104
Gly Phe Asp Pro Glu Glu Asn Glu Ile val Tyr Ala GIn Arg Phe GlIn
5 10 15

Gly

<210> 105
<211> 11
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Abll

<400> 105
val Gly Ser Phe Ser Pro Ile Thr Tyr Gly Leu

5 10

<210> 106



<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

caggctgtge tgactcagec

tcctgtactg ggagcggctc

cttccaggaa cagcccccaa

cctgaccgat tctctgectc

caggctgacg atgaggctga

gttttcggcg gagggaccaa

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

339

ADN

Homo sapiens

Abl1l

106

107
113
PRT

Homo sapiens

Abl1l

107

gtcctcagtg tctggggtec

caacatcggg gcaccttatg
actcctcatc tatcataaca
caagtctggc acctcagect
ttattactgc

cagtcctatg

ggtcaccgtc ctaggtgcg

cagggcagag

atgtaagctg

acaagcggcc

ccctggecat

acagcagcct

ggtcaccatc

gtaccagcag

ctcaggggtc

cactgggctc

gagtggttcg

172

60

120

180

240

300

339



Gln Ala

Arg val

Tyr Asp

Leu Ile

S0

Ser Ala
65

Gln Ala

Leu Ser

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

val

Thr

val

35

Tyr

Ser

Asp

Gly

108

14
PRT

Leu

20

Ser

His

Lys

Asp

Ser

100

Thr

Ser

Trp

ASn

Ser

Glu

85

val

Gln

Cys

Tyr

AsSn

Gly

70

Ala

Phe

Homo sapiens

Abll

108

Pro

Thr

Gln

Lys

55

Thr

Asp

Gly

Ser

Gly

Gln

40

Arg

Ser

Tyr

Gly

Ser

Ser

25

Leu

Pro

Ala

Tyr

Gly
105

val

10

Gly

Pro

Ser

Ser

Cys

90

Thr

ser

Ser

Gly

Gly

Leu

75

Gln

Lys

Gly

Asn

Thr

val

60

Ala

Ser

val

val

Ile

Ala

45

Pro

Ile

Tyr

Thr

Pro

Gly

30

Pro

Asp

Thr

Asp

val
110

Thr Gly Ser Gly Ser Asn Ile Gly Ala Pro Tyr Asp val Ser

5

10

Gly

15

Ala

Lys

Arg

Gly

Ser

95

Leu

Pro

Leu

Phe

Leu

80

Ser

Gly

173



<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

His Asn Asn Lys Arg Pro Ser

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

GIn Ser Tyr Asp Ser Ser Leu Ser Gly Ser val

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

109
7
PRT

Homo sapiens

Abll

109

5

110
11
PRT

Homo sapiens

Abll

110

5

111
360
ADN

Homo sapiens

Abl2

111

174



caggtgcagce

tcatgtaaaa

cccacaaaag

gcacagaggt

ctgaccctga

tctttcagtg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

tggtgcaatc

tttccggaca

gatttgagtg

tccagggcag

gcagcctgag

gctgggectt

112
120
PRT

Abl2

<400> 112

Gin val Gin teu val Gln Ser

ser val Lys val Ser Cys Lys

Ser Ile His Trp val Arg Gln

35

Gly Gly phe Asp Pro Glu Glu

50

5

20

tggggctgag

cagcctcagt

gatgggagga

agtcaccatg

atccgacgac

tgactactgg

Homo sapiens

gtgaagaagc

gaactgtcca

tttgatcctg

accgaggaca

acggccgttt

ggcaaaggga

ctggggcctc

tccactgggt

aagagaatga

catctataga

attattgttc

caatggtcac

agtgaaggtc

gcgacagact

aatagtctac

cacggcctac

aatagtgggg

cgtctcgagt

Gly Ala Glu val Lys Lys Pro Gly Ala
10 15

Ile Ser Gly His Ser Leu Ser Glu Leu
25 30

Thr Pro Thr Lys Gly Phe Glu Trp Met
40 45

Asn Glu Ite val Tyr Ala Gin Arg phe
55 60

175

60

120

180

240

300

360



Gln Gly Arg val Thr met Thr Glu Asp Thr Ser Ile Asp Thr Ala Tyr

65

Leu Thr Leu

ser Ile val

Ser

Gly
100

70 75 86

Ser teu Arg Ser Asp Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys
85 S0 95

ser Phe Ser Gly Trp Ala Phe Asp Tyr Trp Gly Lys
105 110

Gly Thr Met val Thr val Ser Ser

115

<210> 113
<211> 5
<212> PRT

120

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Abl2

<400> 113

Glu Leu Ser Ile His

<210> 114
<211> 17
<212> PRT

5

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Abl2

<400> 114

176



Gly Phe Asp Pro Glu Glu Asn Glu Ile val Tyr Ala Gln Arg Phe Gln

5 10

Gly

<210> 115
<211> 11
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Abl2

<400> 115
val Gly Ser Phe Ser Gly Trp Ala Phe Asp Tyr
5 10

<210> 116
<211> 339
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Abl2

<400> 116

15

177



178

caggctgtgc tgactcagcc gtcctcagtg tctggggccc cagggcagag ggtcaccatc 60
tcctgtactg ggagcggctc caacatcggg gcaccttatg atgtaagctg gtaccagcag 120
cttccaggaa cagcccccaa actcctcatc tatcataaca acaagcggcc ctcaggggtce 180
cctgaccgat tctctgecctc caagtctgge acctcagcct ccctggccat cactgggcetc 240
caggctgacg atgaggctga ttattactgc cagtcctatg acagcgagcc gaccgagatc 300
cgcttcgggg gagggaccaa gctcaccgtc ctaggtgceg 339
<210> 117
<211> 113
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Abl2

<400> 117
Gin Ala val Leu Thr Gla Pro Ser Ser val Ser Gly Ala Pro Gly Gin
5 10 15

Arg val thr Ile Ser Cys Thr Gly Ser Gly Ser Asn Ile Gly Ala Pro
20 25 30

Tyr Asp val Ser Trp Tyr GIn Gln Leu Pro Gly Thr Ala Pro Lys Leu
35 40 45

teu Ile Tyr His Asn Asn Lys Arg Pro Ser Gly val Pro Asp Arg Phe
50 55 60



Ser Ala Ser Lys Ser Gly Thr Ser Ala Ser teu Ala Ile Thr Gly Leu
65 70 75 80

GIn Ala Asp Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Glin Ser Tyr Asp Ser Glu
85 90 g5

Pro Thr Glu Ile Arg phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr val Leu Gly
100 105 110

Ala

<210> 118
<211> 14
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Abl2

<400> 118
Thr Gly Ser Gly Ser Asn Ile Gly Ala Pro Tyr Asp val Ser
5 10

<210> 119
<211> 7
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Abl2

<400> 119
His Asn Asnh Lys Arg Pro Ser
5

179



<210> 120
<211> 11

<212> PRT
<213>

<220>
<223> Abl2

<400> 120

Homo sapiens

Gln Ser Tyr Asp Ser Glu Pro Thr Glu Ile Arg

5

<210>
<211>
<212>
<213>

121
360
ADN

<220>

<223> Abl3

<400> 121

caggtgcagc tggtgcaatc

tcatgtaaaa tttccggaca

cccacaaaag gatttgagtg

gcacagaggt tccagggcag

ctgaccctga gcagcctgag

tctttcagtg gctgggectt

<210> 122
<211> 120

Homo sapiens

tggggctgag

cagcctcagt

gatgggagga

agtcaccatg

atccgacgac

tgactactgg

10

gtgaagaagc

gaactgtcca

tttgatccty

accgaggaca

acggccgttt

ggcaaaggga caatggtcac

ctggggcctc

tccactgggt

aagagaatga

catctataga

attattgttc

agtgaaggtc

gcgacagact

aatagtctac

cacggcctac

aatagtgggg

cgtctcgagt

180

60

120

180

240

300

360



<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Abl3

<400> 122

GlIn val Gln

ser val Lys

Ser Ile His

35

Gly Gly Phe
50

GIn Gly Arg
65

Leu Thr Leu

Ser Ile val

Leu

val

20

Trp

Asp

val

Ser

Gly
100

val

Ser

val

Pro

Thr

Ser

85

Ser

Gln

Cys

Arg

Glu

Met

70

Leu

Phe

Ser

Lys

Gln

Glu

55

Thr

Arg

Ser

Gly

Ile

Thr

40

Asn

Glu

Ser

Gly

Gly Thr Met val Thr val Ser Ser

115

<210> 123
<211> 5
<212> PRT

<213> Homo sapiens

120

Ala

Ser

25

Pro

Glu

Asp

Asp

Trp
105

Glu

10

Gly

Thr

Ile

Thr

Asp

90

Ala

val

His

Lys

val

Ser

75

Thr

Phe

Lys

Ser

Gly

Tyr

60

Ile

Ala

Asp

Lys

Leu

Phe

45

Ala

Asp

val

Tyr

Pro

Ser

30

Glu

Gln

Thr

TYr

Trp
110

Gly

15

Glu

Trp

Arg

Ala

Tyr

95

Gly

Ala

Leu

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Lys

181



182

<220>
<223> Abl3

<400> 123
Glu Leu Ser Ile His

5

<210> 124
<211> 17
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Abl3

<400> 124
Gly phe Asp Pro Glu Glu Asn Glu Ile val Tyr Ala Gln Arg Phe Gln
5 10 15

<210> 125
<211> 11
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Abl3

<400> 125
val Gly Ser Phe Ser Gly Trp Ala Phe Asp Tyr
5 10

<210> 126
<211> 339
<212> ADN



<213> Homo sapiens

183

<220>
<223> Abl3
<400> 126
caggctgtgc tgactcagcc gtcctcagtg tctggggccc cagggcagag ggtcaccatc 60
tcctgtactg ggagcggctc caacatcggg gcaccttatg atgtaagctg gtaccagceag 120
cttccaggaa cagcccccaa actcctcatc tatcataaca acaagcggcc ctcaggggtc 180
cctgaccgat tctctgcctc caagtctggc acctcagect ccctggecat cactgggetce 240
caggctgacg atgaggctga ttattactgc cagtcctatg acagcaggac gggcatcatc 300
gtcttcgggg gagggaccaa ggtcaccgtc ctaggtgcg 339
<210> 127
<211> 113
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220>
<223> Abl3
<400> 127
GIn Ala val Leu Thr Gin Pro Ser Ser val Ser Gly Ala Pro Gly GlIn

5 10 15

arg val Thr Ile Ser Cys Thr Gly Ser Gly Ser Asn Ile Gly Ala Pro
20 25 30

Tyr Asp val Ser Trp Tyr Gin GlIn Leu Pro Gly Thr Ala Pro Lys Leu
35 40 45



Leu Ile Tyr His Asn Ash Lys Arg Pro Ser Gly val Pro Asp Arg Phe
50 55 60

Ser Ala Ser Lys Ser Gly Thr Ser Ala Ser teu Ala Ile Thr Gly Leu
65 70 75 80

Gln Ala Asp Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Gln Ser Tyr Asp Ser Arg
85 90 95

Thr Gly Ile 1le val Phe Gly Gly Gly Thr Lys val Thr val Leu Gly
100 105 110

Ala

<210> 128
<211> 14
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Abl3

<400> 128
Thr Gly Ser Gly Ser Asn Ile Gly Ala Pro Tyr Asp val Ser
5 10

<210> 129
<211> 7
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Abl3

<400> 129

184



His Asn Asn Lys Arg Pro Ser
5

<210> 130
<211> 11
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Abl3

<400> 130
GIn Ser Tyr Asp Ser Arg Thr Gly Ile Ile val
5 10

<210> 131
<211> 360
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Abl4

<400> 131

caggtgcagc tggtgcaatc tggggctgag gtgaagaagc ctggggcctc agtgaaggtc

tcatgtaaaa tttccggaca cagcctcagt gaactgtcca tccactgggt gcgacagact

cccacaaaag gatttgagtg gatgggagga tttgatcctg aagagaatga

gcacagaggt tccagggcag agtcaccatg accgaggaca catctataga

ctgaccctga gcagcctgag atccgacgac acggccgttt attattgttc

agcgtgaccg cctgggcctt tgactactgg ggcaaaggga caatggtcac

aatagtctac

cacggcctac

aatattgggg

cgtctcgagt

185

60

120

180

240

300

360



<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Gln val

Ser val

Ser Ile

Gly Gly

50

Gln Gly
65

Leu Thr

Ser Ile

Gly Thr

<210>

132
120
PRT

Homo sapiens

Abl4

132
Gln

Lys

His

35

Phe

Arg

Leu

Leu

Met

115

133

Leu

val

20

Trp

Asp

val

ser

Gly
100

val

val Gln Ser Gly Ala Glu val Lys Lys Pro Gly Ala
) 10 15

Ser Cys Lys Ile Ser Gly His Ser Leu Ser Glu Leu
25 30

val Arg Gln Thr Pro Thr Lys Gly Phe Glu Trp Met
40 45

Pro Glu Glu Asn Glu Ile val Tyr Ala GIn Arg Phe
55 60

Thr Met Thr Glu Asp Thr Ser Ile Asp Thr Ala Tyr
70 75 80

Ser Leu Arg Ser Asp Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ser val Thr Ala Trp Ala Phe Asp Tyr Trp Gly Lys
105 110

Thr val Ser Ser
120

186



187

<211> 5
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Abl4

<400> 133
Glu Leu Ser Ile His
5

<210> 134
<211> 17
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Abl4

<400> 134
Gly Phe Asp Pro Glu Glu Asn Glu Ile val Tyr Ala Gln Arg Phe Gln
S5 10 15

Gly
<210> 135
<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Abl4

<400> 135



188

Leu Gly Ser val Thr Ala Trp Ala Phe Asp Tyr
5 10

<210> 136
<211> 339
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Abl4

<400> 136

caggctgtgc tgactcagcc gtcctcagtg tctggggccc cagggcagag ggtcaccatc 60
tcctgtactg ggagcggctc caacatcggg gcaccttatg atgtaagctg gtaccagcag 120
cttccaggaa cagcccccaa actcctcatc tatcataaca acaagcggcc ctcaggggtc 180
cctgaccgat tctctgcctc caagtctggc acctcagcct ccctggccat cactgggctc 240
caggctgacg atgaggctga ttattactgc cagtcctatg acagcgagga caggatgacg 300
gagttcgggg gagggaccaa ggtcaccgtc ctaggtgceg 339
<210> 137

<211> 113

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Abl4

<400> 137



GIn Ala val

Arg val

Tyr Asp

Leu Ile

50

Ser Ala

65

Thr

val

35

Tyr

Ser

GIn Ala Asp

Asp Arg

Ala

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Met

138
14
PRT

Leu

Ile

20

Ser

His

Lys

Asp

Thr
100

Thr

Ser

Trp

Asn

Ser

Glu

85

Glu

Gln

Cys

Tyr

Asn

Gly

70

Ala

Phe

Homo sapiens

Abl4

138

Pro

Thr

GlIn

Lys

55

Thr

ASp

Gly

Ser

Gly

Gln

40

Arg

Ser

Tyr

Gly

Ser

Ser
25

Leu

‘Pra

Ala

TYyr

Gly
105

val

10

Gly

Pro

Ser

Ser

Cys

90

Thr

Ser

Ser

Gly

Gly

Leu

75

Gln

Lys

Gly Ala

Asn Ile

Thr Ala

45

val Pro

60

Ala Ile

Ser Tyr

val Thr

Pro

Gly

30

Pro

Asp

Thr

ASp

val
110

Thr Gly Ser Gly Ser Asn Ile Gly Ala Pro Tyr Asp val Ser

5

10

Gly
15

Ala

Lys

Arg

Gly

Ser

95

Leu

Pro

Leu

Phe

Leu

80

Glu

Gly

189



190

<210> 139
<211> 7
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Abl4

<400> 139
His Asn Asn Lys Arg Pro Ser
5

<210> 140
<211> 11
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Abl4

<400> 140
GIn Ser Tyr Asp Ser Glu Asp Arg Met Thr Glu
5 10

<210> 141
<211> 360
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Abl5

<400> 141



191

caggtgcagc tggtgcaatc tggggctgag gtgaagaagc ctggggcctc agtgaaggtc 60
tcatgtaaaa tttccggaca cagcctcagt gaactgtcca tccactgggt gcgacagact 120
cccacaaaag gatttgagtg gatgggagga tttgatcctg aagagaatga aatagtctac 180
gcacagaggt tccagggcag agtcaccatg accgaggaca catctataga cacggcectac 240
ctgaccctga gcagcctgag atccgacgac acggccgttt attattgttc aatagcecggg 300
agcatccccg gcetgggectt tgactactgg ggcaaaggga caatggtcac cgtctcgagt 360
<210> 142
<211> 120
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> AblS

<400> 142
GIn val GIn Leu val GIn Ser Gly Ala Glu val Lys Lys Pro Gly Ala
) 10 15

Ser val Lys val Ser Cys Lys Ile Ser Gly His Ser Leu Ser Glu Leu
20 25 30

Ser Ile His Trp val Arg GIn Thr Pro Thr Lys Gly Phe Glu Trp Met
35 40 45



Gly Gly
50

GIn Gly
65

Leu Thr

Ser Ile

Gly Thr

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Phe Asp Pro Glu

Arg val Thr Met
70

Leu Ser Ser Leu

85

Ala Gly Ser Ile
100

Met val Thr val
115

143
5
PRT

Homo sapiens

Ablb

143

Glu Leu Ser Ile His

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

5

144
17
PRT

Homo sapiens

Abl>5

Glu Asn

55

Thr Glu

Arg Ser

Pro Gly

Ser Ser

120

Glu Ile val Tyr Ala GIn Arg Phe

Asp Thr Ser Ile Asp Thr Ala Tyr

Asp Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys

Trp Ala Phe Asp Tyr Trp Gly Lys

105

90

75

60

110

95

80

192



<400> 144

Gly Phe Asp Pro Glu Glu Asn Glu Ile val Tyr Ala GIn Arg Phe GIn

5 10

Gly

<210> 145
<211> 11
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> AblS

<400> 145
Ala Gly Ser Ile Pro Gly Trp Ala Phe Asp Tyr
5 10

<210> 146
<211> 339
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<223> AblS

<400> 146

15

193



194

caggctgtgc tgactcagcc gtcctcagtg tctggggccc cagggcagag ggtcaccatc 60
tcctgtactg ggagcggctc caacatcggg gcaccttatg atgtaagctg gtaccagcag 120
cttccaggaa cagcccccaa actcctcatc tatcataaca acaagcggcc ctcaggggtc 180
cctgaccgat tctctgcctc caagtctggc acctcagcct ccctggccat cactgggete 240
caggctgacg atgaggctga ttattactgc cagtcctatg acagccagtt gattagcgcec 300
gccttcgggg gagggaccaa ggtcaccgtc ctaggtgceg 339
<210> 147
<211> 113
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> AblS

<400> 147
Gln Ala val Leu Thr GIn Pro Ser Ser val Ser Gly Ala Pro Gly GIn
5 10 15

Arg val Thr Ile Ser Cys Thr Gly Ser Gly Ser Asn Ile Gly Ala Pro
20 25 30

Tyr Asp val Ser Trp Tyr GIn GIn Leu Pro Gly Thr Ala Pro Lys Leu
35 40 45

Leu Ile Tyr His Asn Asn Lys Arg Pro Ser Gly val Pro Asp Arg Phe
50 55 60

ser Ala Ser Lys Ser Gly Thr Ser Ala Ser Leu Ala Ile Thr Gly Leu
65 70 75 80



195

Gin Ala Asp Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cvs GlIn Ser Tyr Asp Ser Gln
85 80 95

Leu Ile Ser Ala Ala pPhe Gly Gly Gly Thr Lys val Thr val Leu Gly
100 105 110

Ala

<210> 148
<211> 14
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Abl5

<400> 148
Thr Gly Ser Gly Ser Asn Ile Gly Ala Pro Tyr Asp val Ser
S 10

<210> 149
<211> 7
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Abl5

<400> 149
His Asn Asn Lys Arg Pro Ser
5

<210> 150
<211> 11
<212> PRT



196

<213> Homo sapiens

<220>
<223> AblS

<400> 150
GIn Ser Tyr Asp Ser Gln Leu Ile Ser Ala Ala
5 10

<210> 151
<211> 360
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Ablé6

<400> 151

caggtgcagc tggtgcaatc tggggctgag gtgaagaagc ctggggcctc agtgaaggtc 60
tcatgtaaaa tttccggaca cagcctcagt gaactgtcca tccactgggt gcgacagact 120
cccacaaaag gatttgagtg gatgggagga tttgatcctg aagagaatga aatagtctac 180
gcacagaggt tccagggcag agtcaccatg accgaggaca catctataga cacggcctac 240
ctgaccctga gcagcctgag atccgacgac acggccgttt attattgttc aatagtgggg 300
tctttcagtc cgttgaccat gggcctctgg ggcaaaggga caatggtcac cgtctcgagt 360
<210> 152

<211> 120

<212> PRT

<213> Homo sapiens



197

<220>
<223> Ablo

<400> 152
Gln val GlIn teu val GIn Ser Gly Ala Glu val Lys Lys Pro Gly Ala
5 10 15

Ser val Lys val Ser Cys Lys Ile Ser Gly His Ser Leu Ser Glu Leu
20 25 30

Ser Ile His Trp val Arg Gln Thr Pro Thr Lys Gly Phe Glu Trp Met
35 40 45

Gly Gly Phe Asp Pro Glu Glu Asn Glu Ile val Tyr Ala Gln Arg Phe
50 55 60

Gln Gly Arg val Thr Met Thr Glu Asp Thr Ser Ile Asp Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Leu Thr Leu Ser Ser Leu Arg Ser Asp Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ser Ile val Gly Ser Phe Ser Pro Leu Thr Met Gly Leu Trp Gly Lys
100 105 110

Gly Thr Met val Thr val Ser Ser
115 120

<210> 153
<211> 5
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Abl6



198

<400> 153

Glu Leu Ser Ile His
5

<210> 154

<211> 17

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Abl6

<400> 154
Gly Phe Asp Pro Glu Glu Asn Glu Ile val Tyr Ala Gln Arg Phe Gln
5 10 15

Gly

<210> 155
<211> 11
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Abl6

<400> 155
val Gly Ser Phe Ser Pro Leu Thr Met Gly Leu
5 10

<210> 156
<211> 339
<212> ADN

<213> Homo sapiens



199

<220>

<223> Ablob

<400> 156

caggctgtgc tgactcagcc gtcctcagtg tctggggccc cagggcagag ggtC&CC&tC 60
tcctgtactg ggagcggctc caacatcggg gcaccttatg atgtaagctg gtaccagcag 120
cttccaggaa cagcccccaa actcctcatc tatcataaca acaagcggcc ctcaggggtc 180
cctgaccgat tctctgcctc caagtctgge acctcagcct ccctggccat cactgggctc 240
caggctgagg atgaggctga ttattactgc gcgacctccg acgagatcct gagtggttcg 300
gttttcgggg gagggaccaa ggtcaccgtc ctaggtgcg 339
<210> 157

<211> 113

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Ablo

<400> 157
GIn Ala val Leu Thr Gln Pro Ser Ser val Ser Gly Ala Pro Gly Gln
5 10 15

Arg val Thr Ile Ser Cys Thr Gly Ser Gly Ser Asn Ile Gly Ala pro
20 25 30

Tyr Asp val Ser Trp Tyr GlIn Gin Leu Pro Gly Thr Ala Pro Lys Leu
35 40 45



Leu Ile Tyr His Asn Asn Lys Arg Pro Ser Gly val Pro Asp Arg Phe
50 55 60

Ser Ala Ser Lys Ser Gly Thr Ser Ala Ser Leu Ala Ile Thr Gly Leu
65 70 75 80

Gln Ala Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Ala Thr Ser Asp Glu Ile
85 30 95

teu Ser Gly Sser val phe Gly Gly Gly Thr Lys val Thr val teu Gly
100 105 110

Ala

<210> 158
<211> 14
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Abl6

<400> 158
Thr Gly Ser Gly Ser Asn Ile Gly Ala Pro Tyr Asp val Ser
5 10

<210> 159
<211> 7
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Abl6

<400> 159

200



His Asn Asn Lys Arg Pro Ser

<210>
<211>
<212>
<213>

11

<220>
<223>

5

160

PRT

Ablé

<400> 160
Ala Thr Ser Asp Glu Ile Leu Ser Gly Ser val

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

5

161l
360
ADN

Abl7

<400> 161

caggtgcagc

tcatgtaaaa

cccacCaaaag

gcacagaggt

ctgaccctga

tctttcagtc

tggtgcaatc

tttccggaca

gatttgagtg

tccagggceag

gcagcctgag

ccctgacgat

Homo sapiens

Homo sapiens

tggggctgag:

cagcctcagt

gatgggagga

agtcaccatg

atccgacgac

ggggttgtgg

10

gtgaagaagc

gaactgtcca

tttgatcctg

accgaggaca

acggccgttt

ggcaaaggga

ctggggcctce

tccactgggt

aagagaatga

catctataga

attattgttc

caatggtcac

agtgaaggtc

gcgacagact

aatagtctac

cacggcctac

aatagtgggg

cgtctcgagt

201

60

120

180

240

300

360



<210> 162
<211> 120
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Abl7

<400> 162

GIn val

Ser val

Ser Ile

Gly Gly

50

Gln Gly
65

Leu Thr

Ser Ile

Gly Thr

<210> 1
<211> 5

Glin

Lys

His

35

Phe

Arg

Leu

val

Met

115

63

Leu

val

20

Trp

Asp

val

Ser

Gly

100

val

val

Ser

val

Pro

Thr

Ser

85

Ser

Thr

Gln

Cys

Arg

Glu

Met

70

Leu

Phe

val

Ser

Lys

Gln

Glu

55

Thr

Arg

Ser

Ser

Gly

Ile

Thr

40

Asn

Glu

Ser

Pro

Ser

120

Ala

Ser

25

Pro

Glu

Asp

Asp

Leu

105

Glu

10

Gly

Thr

Ile

Thr

Asp

90

Thr

val

His

Lys

val

Ser

75

Thr

Met

Lys

Ser

Gly

Tyr

60

Ile

Ala

Gly

Lys

Leu

Phe

45

Ala

Asp

val

Leu

Pro

Ser

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Trp
110

Gly

15

Glu

Trp

Arg

Ala

Tyr

95

Gly

Ala

Leu

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Lys

202



<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Abl7

<400> 163
Glu Leu Ser Ile His
5

<210> 164
<211> 17
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Abl7

<400> 164

Gly Phe Asp Pro Glu Glu Asn Glu Ile val Tyr Ala GIn Arg Phe Gln

5

Gly

<210> 165
<211> 11
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Abl7

<400> 165

val Gly Ser Phe Ser Pro Leu Thr Met Gly Leu

5

10

10

15

203



<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

caggctgtgc tgactcagcc

tcctgtactg ggageggetc

cttccaggaa cagcccccaa

cctgaccgat tctctgectc

caggctgacg atgaggctga

gttttcgggg gagggaccaa

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

166
339
ADN

Homo sapiens

Abl17

166

167
113
PRT

Homo sapiens

Ab17

167

gtcctcagtg tctggggccc cagggcagag

caacatcggg gcaccttatg atgtaagctg

actcctcatc tatcataaca acaagcggcc

caagtctggc acctcagect ccctggecat

ttattactgc gcgaccgtcg aggacggect

ggtcaccgtc

ggtcaccatc

gtaccagcag

ctcaggggtc

cactgggctc

gagtggttcg

204

60

120

180

240

300

339



Gln Ala val
Arg val Thr
Tyr Asp val
35
Leu Ile Tyr
50
Ser Ala Ser
65
Gln Ala Asp
Leu Ser Gly
Ala
<210> 168
<211> 14
<212> PRT
<213>
<220>
<223> Abl7
<400> 168

Leu

Ile

20

Ser

His

Lys

Asp

Ser

100

Thr

Ser

Trp

Asn

Ser

Glu

85

val

Gln

Cys

Tyr

AsSn

Gly

70

Ala

Phe

Homo sapiens

Pro

Thr

Gln

Lys

55

Thr

Asp

Gly

Ser

Gly

Gln

40

Arg

Ser

Tyr

Gly

Ser

Ser

25

Leu

Pro

Ala

Tyr

Gly
105

val

10

Gly

Pro

Ser

Ser

Cys

90

Thr

Ser

Ser

Gly

Gly

Leu

75

Ala

Lys

Gly

Asn

Thr

val

60

Ala

Thr

val

Ala

Ile

Ala

45

Pro

Ile

val

Thr

Pro

Gly

30

Pro

Asp

Thr

Glu

val

110

Thr Gly Ser Gly Ser Asn Ile Gly Ala Pro Tyr Asp val Ser

5

10

Gly
15

Ala

Lys

Arg

Gly

Asp

95

Leu

Glin

Pro

Leu

Phe

Leu

80

Gly

Gly

205



206

<210> 169
<211> 7
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Abl7

<400> 169
His Asn Asn Lys Arg Pro Ser
5

<210> 170
<211> 11
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Abl7

<400> 170
Ala Thr val Glu Asp Gly Leu Ser Gly Ser val
5 10

<210> 171
<211> 360
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<223> AblS

<400> 171



caggtgcagc tggtgcaatc tggggctgag gtgaagaagc ctggggcctc agtgaaggtc

tcatgtaaaa tttccggaca cagcctcagt gaactgttca tccactgggt gcgacagact

cccacaaaag gatttgagtg gatgggagga tttgatcctg aagagaatga aatagtctac

gcacagaggt tccagggcag agtcaccatg accgaggaca catctataga cacggcctac

ctgaccctga gcagcctgag atccgacgac acggccgttt attattgttc aacagtgggg

tctttcagtg ggcccgccct tcacctctgg ggcaaaggga caatggtcac cgtctcgagt

<210> 172

<211> 120

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<223> AblS8

<400> 172

Gln val GIn Leu val Gin Ser Gly Ala Glu val Lys Lys Pro Gly Ala
S 10 15

Ser val Lys val Ser Cys Lys Ile Ser Gly His Ser Leu Ser Glu Leu
20 25 30

Phe Ile His Trp val Arg GIn Thr Pro Thr Lys Gly pPhe Glu Trp Met
35 40 45

Gly Gly phe Asp Pro Glu Glu Asn Glu Ile val Tyr ala Gln Arg Phe
50 55 60

207

60

120

180

240

300

360



Gin Gly Arg val Thr Met Thr Glu asp Thr Ser Ile Asp Thr Ala Tyr

65

70 75 80

Leu Thr Leu Ser Ser Leu Arg Ser Asp Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys

85 90 a5

ser Thr val Gly Ser phe Ser Gly Pro Ala Leu His teu Trp Gly Lys

160 105 110

Gly Thr met val Thr val Ser Ser

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

115 120

173
5
PRT

Homo sapiens

Ab18

173

Glu Leu Phe Ile His

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

5

174
17
PRT

Homo sapiens

Ab18

174

208



209

Gly Phe Asp Pro Glu Glu Asn Glu Ile val Tyr Ala GIn Arg Phe Gln
5 10 15

Gly

<210> 175
<211> 11
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> ADblS8

<400> 175
val Gly Ser Phe Ser Gly Pro Ala Leu His Leu
5 10

<210> 176
<211> 339
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<223> AblsS8

<400> 176

caggctgtgc tgactcagcc gtcctcagtg tctggggccc cagggcagag ggtcaccatc 60
tcctgtactg ggagcggctc caacatcggg gcaccttatg atgtaagctg gtaccagcag 120
cttccaggaa cagcccccaa actcctcatc tatcataaca acaagcggcc ctcaggggtc 180
cctgaccgat tctctgcctce caagtctgge acctcagcct ccctggcecat cactgggcetc 240

caggctgacg atgaggctga ttattactgc cagtcctatg acagccagtg gaaccagccc 300



ctcttcgggg gagggaccaa ggtcaccgtc ctaggtgeg

<210> 177
<211> 113
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Abl8

<400> 177

Gln Ala val

Arg val Thr

Tyr Asp val
35

Leu Ile Tyr
50

Ser Ala Ser

65

Gln Ala Asp

Trp Asn Gln

Ala

Leu

Ile

20

Ser

His

Lys

Asp

Pro
100

Thr

Ser

Trp

Asn

Ser

Glu

85

Leu

Gln

Cys

Tyr

Asn

Gly

70

Ala

Phe

Pro

Thr

Gln

Lys

55

Thr

Asp

Gly

Ser

Gly

Gln

40

Arg

ser

Tyr

Gly

Ser

Ser

25

Leu

Pro

Ala

Tyr

Gly
105

val

10

Gly

Pro

Ser

Ser

Cys

90

Thr

ser

Ser

Gly

Gly

Leu

75

Gln

Lys

Gly

Asn

Thr

val

60

Ala

Ser

val

Ala

Ile

Ala

45

Pro

Tyr

Thr

Pro

Gly

30

Pro

Asp

Thr

Asp

val
110

Gly

15

Ala

Lys

Arg

Gly

Ser

95

Leu

Gln

Pro

Leu

Phe

Leu

80

Gln

Gly

210

339



211

<210> 178
<211> 14
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> AblS8

<400> 178
Thr Gly Ser Gly Ser Asn Ile Gly Ala Pro Tyr Asp val Ser
5 10

<210> 179
<211> 7
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Abl8

<400> 179
His Asn Asn Lys Arg Pro Ser
5

<210> 180
<211> 11
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Abl8

<400> 180



Gln Ser Tyr Asp Ser Gin Trp Asn GIn Pro Leu

5

<210>
<211>
<212>
<213>

181
360
ADN

<220>

<223> Abl9

<400> 181

caggtgcagc tggtgcaatc

tcatgtaaaa tttccggaca

cccacaaaag gatttgagtg

gcacagaggt tccagggcag

ctgaccctga gcagcctgag

tctgtcagtc gcatcacgta

<210>
<211>
<212>
<213>

182
120
PRT

<220>
<223> Abl9

<400> 182

Homo sapiens

tggggctgag

cagcctcagt

gatgggagga

agtcaccatg

atccgacgac

cggcttctyg

Homo sapiens

10

gtgaagaagc ctggggectc

gaactgtcca tccactgggt

tttgatcctg aagagaatga

accgaggaca catctataga

acggccgttt attattgtgce

ggcaaaggga caatggtcac

agtgaaggtc

gcgacagact

aatagtctac

cacggcctac

aatagtgggg

cgtctcgagt

212

60

120

180

240

300

360



Gln val

Ser val

GIn Leu val Gln
)

Lys val Ser Cys
20

Ser Ile His Trp val Arg

Gly Gly
50

35

Phe Asp Pro Glu

GIn Gly Arg val Thr Met

65

Leu Thr

Ala Ile

Gly Thr

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

70

Leu Ser Ser Leu
85

val Gly Ser val
100

Met val Thr val
115

183
5
PRT

Homo sapiens

Abl9

183

Glu Leu Ser Ile His

5

Ser

Lys

Gln

Glu

55

Thr

Arg

Ser

ser

Gly

Ile

Thr

40

Asn

Glu

Ser

Arg

Ser
120

Ala

Ser

25

Pro

Glu

Asp

Asp

Ile
105

Glu

10

Gly

Thr

Ile

Thr

Asp

90

Thr

val

His

Lys

val

Ser

75

Thr

Tyr

Lys

Ser

Gly

Tyr

60

Ala

Gly

LysS

Leu

Phe

45

Ala

Asp

val

Phe

Pro

Ser

30

Gln

Thr

Tyr

Trp
110

Gly

15

Glu

Trp

Arg

Ala

Tyr

95

Gly

Ala

Leu

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Lys

213



214

<210> 184
<211> 17
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Abl9

<400> 184
Gly Phe Asp Pro Glu Glu Asn Glu Ile val Tyr Ala GIn Arg Phe GIn

5 10 15

Gly

<210> 185
<211> 11
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Abl9

<400> 185
val Gly Ser val Ser Arg Ile Thr Tyr Gly Phe
5 10

<210> 186
<211> 339
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Abl9
<400> 186



caggctgtgce

tcctgtactg

cttccaggaa

cctgaccgat

caggctgacg

atcttcgggg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Arg val Thr

Tyr Asp val
35

teu Ile Tyr

50

Ser Ala Ser

65

tgactcagec

ggagcggetc

cagcccccaa

tctctgecte

atgaggctga

gagggaccaa

187
113
PRT

Abl9

187
GIn Ala val

teu Thr
S

Ile Ser

20

Ser Trp

His Asn

Lys Ser

gtcctcagtg

caacatcggg

actcctcatc

caagtctggce

ttattactgc

gctcaccgtc

Homo sapiens

Gln Pro

Cys Thr

Tyr Gin

40
Asn Lys
55
Gly Thr
70

Ser

Gly

Gln

Arg

Ser

tctggggecc

gcaccttatg

tatcataaca

acctcagcct

cagtcctatg

ctaagtgceg

Ser val
10

Ser Gly

25

Leu Pro

Pro Ser

Ala Ser

cagggcagag ggtcaccatc

atgtaagctg gtaccagcag

acaagcggcc ctcaggggtc

ccctggecat cactgggctc

acagccggaa cccccacgtc

ser Gly Ala ero Gly

15
Ser Asn

1te Gly Ala Pro

30
Gly Thr Ala Pro Lys
45

Leu

Gly val Phe

60

Pro Asp Arg

teu Ala
75

Ile Thr Gly Leu

80

215

60

120

180

240

300

339



216

GIn Ala Asp Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys GIn Ser Tyr Asp Ser Arg

85

95

Asn Pro His val 1le pPhe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr val Leu Ser

Ala

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

100 105

188
14
PRT

Homo sapiens

Abl9

188

110

Thr Gly Ser Gly Ser Asn Ile Gly Ala Pro Tyr Asp val Ser

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

<210>

5

189
7
PRT

Homo sapiens

Abl9
189
His Asn Asn Lys Arg Pro Ser
)
190
11

<211>

<212> PRT



217

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Abl9

<400> 190
GIn Ser Tyr Asp Ser Arg Asn Pro His val Ile
S 10

<210> 191
<211> 360
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Ab20

<400> 191

caggtgcagc tggtgcaatc tggggctgag gtgaagaagc ctggggcctc agtgaaggtc 60
tcatgtaaaa tttccggaca cagcctcagt gaactgtcca tccactgggt gcgacagact 120
cccacaaaag gatttgagtg gatgggagga tttgatcctg aagagaatga aatagtctac 180
gcacagaggt tccagggcag agtcaccatg accgaggaca catctataga cacggcctac 240
ctgaccctga gcagcctgag atccgacgac acggccgttt attattgttc aatagtgggg 300
tctttcagtc ccctgacgct gggcctctgg ggcaaaggga caatggtcac cgtctcgagt 360
<210> 192

<211> 120

<212> PRT

<213> Homo sapiens



218

<220>
<223> Ab20

<400> 192
Gln val Gln teu val Gln Ser Gly Ala Glu val Lys Lys Pro Gly Ala
5 10 15

Ser val Lys val Ser Cys Lys Ile Ser Gly His Ser Leu Ser Glu Leu
20 25 30

Ser Ile His Trp val Arg GIn Thr Pro Thr Lys Gly Phe Glu Trp Met
35 40 45

Gly Gly phe Asp Pro Glu Glu Asn Glu Ile val Tyr Ala Gln Arg Phe
50 55 60

Gin Gly Arg val Thr Met Thr Glu Asp Thr Ser Ile Asp Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Leu Thr Leu Ser Ser Leu Arg Ser Asp Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ser Ile val Gly Ser Phe Ser Pro Leu Thr Leu Gly Leu Trp Gly Lys
100 105 110

Gly Thr met val Thr val Ser Ser
115 120

<210> 193
<211> 5
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Ab20



219

<400> 193
Glu Leu Ser Ile His
S

<210> 194
<211> 17
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Ab20

<400> 194
Gly Phe Asp Pro Glu Glu Asn Glu Ile val Tyr Ala Gln Arg Phe Gln
5 10 15

Gly

<210> 195
<211> 11
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Ab20

<400> 195
val Gly Ser Phe Ser Pro Leu Thr Leu Gly Leu
5 10

<210> 196
<211> 339
<212> ADN

<213> Homo sapiens



220

<220>

<223> Ab20

<400> 196

caggctgtgc tgactcagcc gtcctcagtg tctggggccc cagggcagag ggtcaccatc 60
tcctgtactg ggagcggctc caacatcggg gcaccttatg atgtaagctg gtaccagcag 120
cttccaggaa cagcccccaa actcctcatc tatcataaca acaagcggcc ctcaggggtc 180
cctgaccgat tctctgcctc caagtctggc acctcagcct ccctggccat cactgggcetce 240
caggctgacg atgaggctga ttattactgc gcgaccgtgg acgaggccct gagtggttcg 300
gttttcggcg gagggaccaa ggtcaccgtc ctaagtgceg 339
<210> 197

<211> 113

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Ab20

<400> 197
GIn Ala val Leu Thr Gln Pro Ser Ser val Ser Gly Ala Pro Gly Gln
5 10 15

Arg val Thr Ile Ser Cys Thr Gly Ser Gly Ser Asn Ile Gly Ala Pro
20 25 30

Tyr Asp val Ser Trp fyr GIn GIn Leu Pro Gly Thr Ala Pro Lys Leu
35 40 45



Leu Ile Tyr His Asn Ash Lys Arg Pro Ser Gly val Pro Asp Arg Phe
50 55 60

ser Ala Ser Lys Ser Gly Thr Ser Ala Ser Leu Ala Ile Thr Gly Leu
65 70 75 80

Gln Ala Asp Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Ala Thr val Asp Glu Ala
85 90 95

Leu Ser Gly Ser Vval phe Gly Gly Gly Thr Lys val Thr val Leu Ser
100 105 110

Ala

<210> 198
<211> 14
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Ab20

<400> 198
Thr Gly Ser Gly Ser Asn Ile Gly Ala Pro Tyr Asp val Ser
5 10

<210> 199
<211> 7
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Ab20

<400> 199

221



222

His Asn Asn Lys Arg Pro Ser
5

<210> 200
<211> 11
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Ab20

<400> 200
Ala Thr val Asp Glu Ala Leu Ser Gly Ser val
5 10

<210> 201
<211> 5
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 201

Tyr Leu Asp Phe GIn
5

<210> 202

<211> 385

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 202



Met

Ala

Ala

Trp

Lys

65

Cys

His

Asn

TYr

Pro

145

Arg

Leu Leu

Phe Leu

Ser Ser

35

Asp Cys
50

Lys Asn

Thr Phe

val Asn

Ser Gly

115

Asn Ala

130

Arg Asp

Glu Ile

Leu

Leu

20

Leu

Gln

Arg

Arg

Thr

val

Ile

Asn

Glu

val

Glu

85

Ser

100

Arg

Asp

val

Glu

Leuy

Gglin

Arg Cys

165

Thr

Pro

val

Asn

val

70

Ile

Gln

Gly

Met

Tyr

150

Pro

Ser

Glu

Arg

Thr

55

Glu

Cys

Arg

Thr

Asn

135

Phe

Tyr

Leu

Lys

Phe

40

Thr

Pro

Leu

Gly

Ala

120

Cys

Leu

Tyr

Leu

Ser

25

Asp

Phe

Arg

His

Phe

105

Ala

Thr

Tyr

Ile

Leu

10

Asp

Ser

Ser

Leu

Glu

90

Gln

Gln

Trp

Ile

Glin
170

Cys

Leu

Arg

Lys

Ser

75

Gly

GlIn

Asn

Ala

Arg
155

Asp

Glu

Arg

Thr

Cys

60

Asn

val

Lys

Phe

Arg

140

Asn

Ser

Leu

Thr

Met

45

Phe

Asn

Thr

Leu

Ser

125

Gly

Ser

Gly

Pro

val

30

Asn

Leu

Glu

Phe

Leu

110

Cys

Pro

Lys

Thr

His

15

Ala

Leu

Thr

Cys

Glu

95

Tyr

Phe

Thr

Arg

His
175

Pro

Pro

Ser

Asp

Ser

80

val

Pro

Ile

Ala

Arg

160

val

223



Gly

Leu

Leu

Thr

225

Arg

val

val

Arg

Ash

305

Ash

val

Cys

val

Leu

210

val

Thr

His

Ser

Ala
290

Trp

Leu

Cys

His

Asn

195

AsSp

Arg

Tyr

ATg

Gly

275

LYS

Sar

Gly

Gly

Leu
18¢

Gly

Thr

Cys

Gin

LyS

260

Asp

His

ser

ser

Ile
340

Asp

Thr

Lys

Asn

Lys

245

Asn

Leu

Ser

Trp

val

325

val

Asn

Sar

Lys

Thr

230

Leu

Thr

Glu

val

Ser
310

Tyt

Leu

Leu

Arg

Ile

215

Thr

ser

Gln

Ash

Lys

295

Glu

Ile

Gly

Ser

Glu

200

Glu

His

Tyr

Pro

Arg

280

Ile

Ala

Tyr

rhe

Gly

185

Ile

Arg

Cys

Lay

Gly

265

Tyr

Arg

Ile

val

Leu
345

Leu

Gly

Phe

Leu

ASD

250

Thr

Asnh

Ala

Glu

Leu
330

Phe

Thr

Ile

Asn

val

235

phe

Glu

Phe

Ala

Phe
315

Leu

Lys

Ser

Glin

Pro

220

Arg

Gln

Asn

Pro

Asp
300

Gly

Ile

Arg

Arg

phe

205

Pro

Trp

Tyr

Leu

Ser

285

val

Ser

val

Phe

Ash

190

FPhe

Ser

Lys

Gln

Leu

270

Ser

Arg

Asp

Gly

Leu
350

Tyr

Asp

Asn

Glin

Ley

255

Ile

Glu

Ile

Asp

Thr

335

Arg

Phe

Ser

val

Pro

240

Asp

Ash

Pro

Leu

Gly

320

Leu

Ile

224



GIn Arg Leu Phe Pro Pro val Pro Gln Ile Lys Asp Lys Leu Asn Asp

355

360 365

Asn His Glu val Glu Asp Glu Ile Tle Trp Glu Glu Phe Thr Pro Glu

370

Glu
385

<210> 203
<211> 316
<212> PRT

<213> Homo Sapiens

<220>

375 380

<223> Humano sequéncia com FLAG etiqueta

<400> 203
Ala Ser Ile Ser Ala Arg
1 5

Arg Gln Glu Lys Ser Asp
20

Asn val Arg Phe Asp Ser
35

Glu Asn Thr Thr Phe Ser
50

val val Glu Pro Arg Leu
65 70

Gln Asp Tyr Lys Asp Asp Asp Asp Lys Thr
10 15

Leu Arg Thr val Ala Pro Ala Ser Ser Leu
25 30

Arg Thr Met Ash Leu Ser Trp Asp Cys GlIn
40 45

Lys Cys Phe Leu Thr Asp Lys Lys Asn Arg
55 60

ser Asn Asn Glu Cys Ser Cys Thr Phe Arg
75 80

225



Glu

Ser

Glu

Leu

Glin

145

Cys

ASD

Thr

Lys

Asn

225

Lys

Asn

Ile

Glin

Gly

Met

130

Tyr

Pro

Asn

ser

Lys

210

Thr

Leu

Thr

Cys

Arg

Thr

115

Asn

rhe

Tyr

Leu

ArTg

185

Ile

Thr

ser

GIn

Leu

Gly

100

Ala

Cys

Leu

Tyr

ser

180

Gly

Glu

His

Tyr

Pro

260

His

85

Phe

Ala

Thr

Tyr

Ile

165

Gly

Ile

Arg

Cys

Leu

245

Gly

Glu

Gln

GIn

Trp

Ile

150

Gln

Ley

Gly

rhe

Leuy
230

Asp

Thr

Gly

Gln

Asn

Ala

135

Arg

Asp

Thr

Ile

Asn

215

val

Phe

Glu

val

Lys

rhe

120

Arg

Asn

Ser

Ser

Gln
200

Pro

Arg

Gin

Asn

Thr

Leu

105

Ser

Gly

Ser

Gly

Arg

185

Phe

Pro

Trp

Tyr

Leu
265

phe

Leu

Cys

Pro

Lys

Thr

170

Ash

phe

Ser

Lys

Glin

250

Leu

Glu

TYr

rhe

Thr

Arg

155

His

Tyr

Asp

Ash

Gln

235

Leu

Ile

val

Pro

1le

Ala

140

Arg

val

Phe

Ser

val

220

Pro

ASp

Asn

His

Asn

Tyr

125

Pro

Arg

Gly

Leu

Ley

205

Thr

Arg

val

val

val

ser

110

Ast

Arg

Glu

Cys

val

190

Ley

val

Thr

His

ser
270

ASh

95

Gly

Ala

Asp

Ile

His

173

ASn

Asp

Arg

Tyr

Arg

255

Gly

Thr

Arg

Asp

val

Arg

160

Leu

Gly

Thr

Cys

Glin

240

Lys

Asp

226



Leu Glu Asn Arg Tyr Asn Phe Pro Ser Ser Glu Pro Arg Ala Lys His

275 280 285

ser val tvs Ile Arg Ala Ala Asp val Arg Ile Leu Asn Trp Ser Ser
290 295 300

Trp ser Glu Ala Ile Glu Phe Gly Ser Asp Asp Gly
305 310 315

<210> 204

<211> 8

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Sintético FLAG péptido

<400> 204
Asp Tyr Lys Asp Asp Asp Asp Lys
1 5

<210> 205
<211> 298
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 205
Glu Lys Ser Asp Leu Arg Thr val Ala Pro Ala Ser Ser Leu Asn val
1 5 10 15

Arg Phe Asp Ser Arg Thr Met Asn teu Ser Trp Asp Cys Gin Glu Asn
20 25 30

Thr Thr Phe Ser Lys Cys Phe Leu Thr Asp Lys Lys Asn Arg val val
35 40 45

227



Glu

Cys

65

Arg

Thr

ASN

Phe

TYr

145

Leu

Arg

Ile

Thr

Ser
225

Pro
50

Leu

Gly

Ala

Cys

Leu

130

Tyr

ser

Glu

Glu

His

210

Tyr

Arg

His

Phe

Ala

Thr

115
Tyr

Ile

Gly

Ile

Arg

195

Cys

Leu

Leu

Glu

Gln

Gln
100

Trp

Ile

Glin

Leu

Gly

180

Fhe

Leu

ASp

Ser

Gly

Gin

85

Asn

Ala

Arg

ASpP

Thr

165

Ile

AsSn

va'l

Phe

Asn

val

70

Lys

Phe

Arg

Asn

ser

150

ser

GIn

Pra

Arg

Gin
230

Asn
35

Thr

Ley

ser

Gly

Ser

135

Gly

Arg

phe

Pro

Trp

215

Tyr

Glu

Phe

Leu

Cys

Pro

120
Lys

Thr

Asn

Phe

Ser

200

Lys

Gin

Cys

Glu

Tyr

Phe
108§

Thr

Arg

His

Tyr

Asp

185

Asn

Gin

teuy

Ser

val

Pro

920

Ile

Ala

Arg

val

Phe

170

Ser

val

Pro

Asp

Cys

His

7%

ASH

Tyr

Pro

Arg

Gly

155

Leu

Leu

Thr

Arg

val
238

Thr
60

val

Ser

Asn

Arg

Glu

140

Cys

val

Leu

val

Thr

220

His

Phe

Asn

Gly

Ala

Asp

125
Ite

His

Asn

ASp

Arg

205

Tyr

Arg

Arg

Thr

Arg

ASp
110

val

Arg

Leu

Gly

Thr

190

Cys

Glin

Lys

Glu

Ser

Glu

95

Leu

Gln

Cys

ASD

Thr

175

Lys

Asn

Lys

Ash

Ile

GIn

80

Gly

Met

Tyr

Pro

AsSn

160

Ser

Lys

Thr

Leu

Thr
240

228



Gln Pro Gly Thr Glu Asn

245

Asn Arg Tyr Asn Phe Pro

260

Leu

Ser

Lys Ile Arg Ala Ala Asp val

275

Glu Ala 1le Glu Phe Gly

290

<210> 206
<211> 378
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 206
Glu Lys Ser
1

Arg Phe Asp

Thr Thr phe

35

Glu Pro Arg
50

Cys Leu His
65

Arg Gly pPhe

Asp

ser

20

ser

Leu

Glu

GlIn

Leu

Arg

Lys

ser

Gly

Gin
85

Arg

Thr

cys

Asn

val

70

Lys

ser
295

Thr

Met

Phe

Asn
55

Thr

Ley

Leu

Ser

Arg

280

Asp

val

Asn

Leu

40

Glu

Phe

Leu

Ile

Glu

265

Ile

Asp

Ala

Leu

25

Thr

Cys

Glu

Tyr

Asn val
250

Pro Arg

Leu Ash

Gly

Pro Ala
10

Ser Trp

ASp Lys

ser Cys

val His

75

Pro Asn
80

ser

Ala

Trp

Ser

Asp

Lys

Thr
60

val

ser

Gly

Lys

Ser

285

Ser

Cys

Ash

45

Phe

Asn

Gly

AsSp

His

270

Ser

Leu

Gin

30

Arg

Arg

Thr

Arg

229

Leu Glu
255

Ser val

Trp Ser

Asn val
15

Glu Asn

val val

Glu Ile

ser Gln

80

Glu Gly
95



Thr

Asn

Phe

Tyr
145

Leu

Arg

Ile

Thr

Ser

225

Gln

Asn

Ala

Cys

Leu
130

Tyr

Ser

Glu

Glu

His

210

Tyr

Pro

Arg

ala

Thr

115

Tyr

Ile

Gly

Ile

Arg
195

cys

Leu

Gly

Tyr

GIn Asn Phe Ser Cys Phe Ile Tyr Asn Ala Asp Leu Met
110

100

105

Trp Ala Arg Gly Pro Thr Ala Pro Arg Asp val Gln Tyr
125

120

Ile Arg Asn Ser Lys Arg Arg Arg Glu Ile Arg Cys Pro
140

Gln

tLew

Gly

180

rhe

Leu

Asp

Thr

Asn
260

ASD

Thr
165

Ile

Asn

val

Phe

Glu

245

the

Ser

150

Ser

Gin

Pro

Arg

Gin

230

Asn

Pro

135

Gly

Arg

Phe

Pro

Irp

215

Tyr

Leu

sSer

Thr

AsSnh

Phe

Ser
200

Lys

Gin

Leu

Ser

His

Tyr

ASD

185

Asn

Gln

Leu

Ile

Glu
265

val Gly Cys

rhe
170

Ser

val

Pro

ASp

Asn

250

Pro

155

Leu

Leu

Thr

Arg

val
235

val

Arg

val

Leu

val

Thr

220

His

Ser

Ala

His

AsShH

AsSp

Arg
205

Tyr

Arg

Gly

Lys

Leu

Gly

Thr

150

Cys

Gln

Lys

Asp

His
270

ASD

Thr
1758

LYS

Asn

LYS

Asn

Leu
255

Ser

Asn
160

ser

Lys

Thr

Lau

Thr
240

Glu

val

230



Lys Ile Arg
275

Glu Ala Ile
29Q

Ile Tyr val
305

Gly Phe Leu

val Pro Gln

Glu Ile Ile
355

Glu Glu val
370

<210> 207
<211> 333
<212> ADN

Ala

Glu

teu

Phe

Ile

340

Trp

Leu

Ala

Phe

Leu

Lys

325

Lys

Glu

Thr

ASp

Gly

Ile

310

Arg

Asp

Glu

val

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Abl

<400> 207

val

Ser

295

val

Phe

Lys

Phe

Lys
375

Arg
280

ASp

Gly

Leu

Leu

Thr
360

Glu

Ile

Asp

Thr

Arg

Asn

345

Pro

Ile

Ley

Gly

Leu

Ile

330

Asp

Glu

Thr

Asn

Ast

val
315

Gln

Asn

Glu

Trp

tLeu

300

Cys

Arg

His

Gly

ser

285

Gly

Gly

Leu

Glu

Lys
365

Ser Trp

Ser val

Ile val

Phe Pro
335

val Glu
350

Gly Tyr

Ser

Tyr

Leu
320

Pro

Asp

Arg

231



232

cagtctgtgc tgactcagcc gccctcagtg tctggggccc cagggcagag ggtcaccatc 60
tcctgtactg ggagcggctc caacatcggg gcaccttatg atgtaagctg gtaccagcag 120
cttccaggaa cagcccccaa actcctcatc tatcataaca acaagcggcc ctcaggggtc 180
cctgaccgat tctctggctc caagtctggc acctcagcct ccctggecat cactgggcetc 240
caggctgagg atgaggctga ttattactgc cagtcctatg acagcagctc gatcagcacg 300
attttcggcg gagggaccaa gctcaccgtc cta 333
<210> 208
<211> 111
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Abl

<400> 208
GIn Ser val Leu Thr Gln Pro Pro Ser val Ser Gly ala Pro Gly Gin
5 i0 15

Arg val Thr Ile Ser Cys Thr Gly Ser Gly Ser Asn Ile Gly Ala Pro
20 25 30

Tyr Asp val Ser Trp Tyr Gln GIn Leu Pro Gly Thr Ala Pro Lys Leu
35 40 45

Leu Ite Tyr His Asn Asn Lys Arg Pro Ser Gly val Pro Asp Arg rhe
50 55 60



233

Ser Gly Ser Lys Ser Gly Thr Ser Ala Ser Leu Ala Ile Thr Gly Leu
65 70 75 80

GIn Ala Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys GIn Ser Tyr Asp Ser Ser

85

S0

95

Ser Ile Ser Thr Ile Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr val Leu

100 105 110
<210> 209
<211> 333
<212> ADN
<213> Homo sapiens
<220>
<223> Ab2
<400> 209
caggctgtgc tgactcagcc gtcctcagtg tctggggccc cagggcagag ggtcaccatc 60
tcctgtactg ggagcggctc caacatcggg gcaccttatg atgtaagctg gtaccagcag 120
cttccaggaa cagcccccaa actcctcatc tatcataaca acaagcggec ctcaggggtc 180
cctgaccgat tctctgcctc caagtctggc acctcagcct ccctggccat cactgggetc 240
caggctgacg atgaggctga ttattactgc cagtcctatg acagcagcct gagtggttcg 300
gttttcggcg gagggaccaa ggtcaccgtc cta 333

<210>
<211>
<212>
<213>

210
111
PRT

Homo sapiens



234

<220>
<223> Ab2

<400> 210
GIn Ala val Leu Thr GIn Pro Ser Ser val Ser Gly Ala Pro Gly GlIn

Arg val Thr Ile Ser Cys Thr Gly Ser Gly Ser Asn Ile Gly Ala Pro
20 25 30

Tyr Asp val Ser Trp Tyr GIn GIn Leu Pro Gly Thr Ala Pro Lys Leu
35 40 45

Leu Ile Tyr His Asn Asn Lys Arg Pro Ser Gly val Pro Asp Arg Phe
50 55 60

Ser Ala Ser Lys Ser Gly Thr Ser Ala Ser Leu Ala Ile Thr Gly Leu
65 70 75 80

Gln Ala Asp Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Gln Ser Tyr Asp Ser Ser
85 90 95

Leu Ser Gly Ser val phe Gly Gly Gly Thr Lys val Thr val Leu
100 105 110

<210> 211
<211> 333
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Ab3

<400> 211



caggctgtgce

toctgtacty

cttccaggaa

cctgaccgat

caggetgacg

gtrttcggqy

<210>
<211>
<212>
<213>

212
111
PRT

<220>
<223> ADb3

<400> 212

Gln Ala val teu Thr GIn Pro Ser Ser val Ser Gly Ala Pro Gly Gln

Arg val Thr Ile Ser Cys Thr Gly Ser Gly Ser aAsn Ile Gly Ala pro

Tyr Asp val ser Trp Tyr Gin Gln Leu Pro Gly Thr Ala Pro Lys Leu

35

Leu ITe Tyr His Asn Asn Lys Arg Pro Ser Gly val Pro Asp Arg phe

50

tgactcagee

ggageggete

cagcococaa

tctctgeate

atgaggctga

gagggaccaa

5

20

gtcctcagtyg

caacatcggy

acrtccteatc

caagtctgge

trattactge

ggtcaccgte

Homo sapiens

40

55

tctggggccce

gcaccttatg

tatcataaca

accteagect

cagtcctaty

cta

10

25

cagggcagag ggtcaccatc

atgtaagctg gtaccageayg

acaageggec crcaggggte

ceetggecat cactggyete

acagcagooct gagtggttog

15

30

45

60

235

60

120

180

240

360

333



236

ser Ala Ser Lys Ser Gly Thr Ser Ala Ser Leu Ala Ile Thr Gly Leu
65 70 75 80

GIn Ala Asp Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys GIn Ser Tyr Asp Ser Ser
85 90 95

Leu Ser Gly Ser val phe Gly Gly Gly Thr Lys val Thr val Leu
100 105 110

<210> 213
<211> 333
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Ab4

<400> 213

caggetgrge tgactcagec gtcctcagtg tetggggece cagggeagag ggtcaccate 60
tcctgtactg ggageggete caacatcggg gcaccttatg atgrtaagetyg gtaccageag 120
cttccaggaa cageccecaa actecteate tatcataaca acaageggec Cteagggotc 180
cctgaccgat tcetctgeote caagtetgge acctcagect ccetggecat cactgggete 240
caggctgacg atgaggetga ttattactge cagtcctaty acagcagect gagtggtteg 300
gttttcggeg gagggaccaa ggtcaccgte cta 333
<210> 214

<211> 111

<212> PRT

<213> Homo sapiens



<220>
<223> Ab4

<400> 214

GIn Ala val

Arg val Thr

TYr Asp val

35

Leu Ile Tyr
50

Ser Ala Ser
65

Gln Ala Asp

Leu Ser Gly

<210> 215
<211> 333
<212> ADN

Leu

Ile

20

Ser

His

Lys

Asp

Ser

100

Thr

Ser

Trp

Ash

Ser

Glu

85

val

Gln

Cys

Tyr

Asn

Gly

70

Ala

rPhe

<213> Homo sapiens

<220>
<223> ADb5

<400> 215

Pro

Thr

Gln

Lys

55

Thr

ASp

Gly

Ser

Gly

Glin

40

Arg

Ser

Tyr

Gly

Ser

Ser

25

Leu

Pro

Ala

Tyr

Gly
105

val

10

Gly

Pro

Sar

Ser

Cys

90

Thr

ser

Ser

Gly

Gly

tey

75

GlIn

Lys

Gly

AsSn

Thr

val

60

Ala

Ser

val

Ala

ile

ala

45

Pro

Ile

Tyr

Thr

Pro

Gly

30

Pro

Asp

Thr

ASp

val
110

Gly

15

Ala

Lys

Arg

Gly

Ser

95

Lteu

Gln

Pro

Leu

Phe

Ley

80

ser

237



caggctgtgc

tcctgtactg

cttccaggaa

cctgaccgat

caggctgacg

gttttcggeyg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

tgactcagcc

ggagcggetc

cagcccccaa

tctctgectc

atgaggctga

gagggaccaa

216
111
PRT

AbS5

<400> 216

G¢In Ala val

Arg val Thr

Tyr Asp val

35

Leu Ile Tyr

50

5

20

gtcctcagtg

caacatcggg

actcctcatc

caagtctggc

ttattactgc

ggtcaccgtc

Homo sapiens

40

55

tctggggcecc

gcaccttatg

tatcataaca

acctcagcct

cagtcctatg

cta

10

25

cagggcagag

atgtaagctg

acaagcggcc

ccctggecat

acagcagect

45

60

ggtcaccatc

gtaccagcag

ctcaggggtc

cactgggctc

gagtggttcg

Leu Thr GIn Pro Ser Ser val Ser Gly Ala Pro Gly GIn

15

Ile Ser Cys Thr Gly Ser Gly Ser aAsn Ile Gly Ala Pro

30

Ser Trp Tyr Gin Gin Leu Pro Gly Thr Ala Pro Lys Leu

His Asn Asn Lys Arg Pro Ser Gly val Pro Asp Arg phe

238

60

120

180

240

300

333



ser Ala Ser Lys Ser Gly Thr Ser Ala Ser Leu ala Ile Thr Gly Leu
65 70 75 80

Gin Ala Asp Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys GIn Ser Tyr Asp Ser Ser
85 20 95

Leu Ser Gly Ser val phe Gly Gly Gly Thr Lys val Thr val teu
100 165 110

<210> 217
<211> 333
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Abo

<400> 217
cagtctgtge tgactcagec gecctcagtg tctggggoee cagggcagag ggtcaccate

tectgtacty ggagoggote caacatoggg gocaccttatg atgtaagcotg gtaccageag

cttcraggaa cagecoocaa actecteate tatcataaca acaagegges ctcaggggic

cctgaccgat tctetggete caagtotgge acctcagecy coctggoeat cactgygete

caggctgagg atgaggctga ttattactge gcgaccgttg aggecggect gagtggrteg

gttttcggoeg gagggaccaa gotgaccgteo cta

<210> 218

<211> 111

<212> PRT

<213> Homo sapiens

239

60

120

180

240

300

333



240

<220>
<223> Ab6

<400> 218
Gln Ser val Leu Thr Gln Pro Pro Ser val Ser Gly Ala Pro Gly Gln

Arg val Thr Ile Ser Cys Thr Gly Ser Gly Ser Asn Ile Gly Ala Pro
20 25 30

Tyr Asp val Ser Trp Tyr Gln GIn Leu Pro Gly Thr Ala Pro Lys Leu
35 40 45

Leu Ile Tyr His Asn Asn Lys Arg Pro Ser Gly val Pro Asp Arg Phe
50 55 60

ser Gly Ser Lys Ser Gly Thr Ser Ala Ser Leu Ala Ile Thr Gly Leu
65 70 75 80

Gln Ala Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Ala Thr val Glu Ala Gly
85 90 95

Leu Ser Gly Ser val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr val Leu
100 105 110

<210> 219
<211> 333
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Ab7

<400> 219



241

caggctgtgc tgactcagcc gtcctcagtg tctggggccc cagggcagag ggtcaccatc 60
tcctgtactg ggagcggctc caacatcggg gcaccttatg atgtaagctg gtaccagcag 120
cttccaggaa cagcccccaa actcctcatc tatcataaca acaagcggcc ctcaggggtc 180
cctgaccgat tctctgcctc caagtctggc acctcagcct ccctggccat cactgggctc 240
caggctgacg atgaggctga ttattactgc cagtcctatg acagcagcct gagtggttcg 300
gttttcggcg gagggaccaa ggtcaccgtc cta 333
<210> 220
<211> 111
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> AbT7

<400> 220
GIn Ala val Leu Thr GIn Pro Ser Ser val Ser Gly ala Pro Gly Gln
5 10 15

Arg val Thr Ile Ser Cys Thr Gly Ser Gly Ser Asn Ile Gly Ala Pro
20 25 30

Tyr Asp val Ser Trp Tyr Gln GlIn Leu Pro Gly Thr Ala Pro Lys Leu
35 40 45

Leu Ile Tyr His Asn Asn Lys Arg Pro Ser Gly val Pro Asp Arg pPhe
50 S5 60



Ser Ala Ser Lys Ser Gly Thr Ser Ala Ser Leu Ala Ile Thr Gly Leu

65

70 75 80

Gln Ala Asp Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Gln Ser Tyr Asp Ser Ser

85 o0 9s

Leu Ser Gly Ser Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Thr val Leu

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

100 105 110
221
333

ADN

Homo sapiens

AbS

221

caggetgtge tgactcagee gtectcagrg totggggece caggdeagag ggtcaccate

tectgtacty ggageggcte caacatcggy geaccttatg atgtaagetg gtaccagcag

cttocaggaa cagoccocaa actocteate tatcataaca acaageoggoc ctcaggggtc

cetgaccgat totctgocte caagtotggre accteagect coctggecat cactgggoete

caggctgacg atgaggetga trtattactge cagtoectatg acageagoect gagtggticyg

gttttecggeg gagggaccaa ggtcaccgte cta

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

222
111
PRT

Homo sapiens

AbS

242

60

120

180

240

300

333



243

<400> 222
Gln Ala val Leu Thr GIn Pro Ser Ser val Ser Gly Ala Pro Gly Gln

Arg val Thr Ile Ser Cys Thr Gly Ser Gly Ser Asn Ile Gly Ala Pro
20 25 30

Tyr Asp Vval Ser Trp Tyr GIn GIn Leu Pro Gly Thr Ala Pro Lys Leu
35 40 45

Leu Ile Tyr His Asn Asn Lys Arg Pro Ser Gly val Pro Asp Arg Phe
50 55 60

Ser Ala Ser Lys Ser Gly Thr Ser Ala Ser Leu Ala Ile Thr Gly Leu
65 70 75 80

Gln Ala Asp Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Gln Ser Tyr Asp Ser Ser
85 90 95

Leu Ser Gly Ser val Phe Gly Gly Gly Thr Lys val Thr val Leu
100 105 110

<210> 223
<211> 333
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Ab9

<400> 223

caggctgtgc tgactcagcc gtcctcagtg tctggggecc cagggcagag ggtcaccatc 60

tcctgtactg ggagcggcte caacatcggg gcaccttatg atgtaagctg gtaccagcag 120



cttccaggaa cagcccccaa

cctgaccgat tctetgectce

caggctgacg atgaggctga

gttttcggcg gagggaccaa

<210> 224
<211> 111
<212> PRT

actcctcatc tatcataaca acaagcggcc ctcaggggtc

caagtctgge acctcagect ccctggecat cactgggetc

ttattactgc cagtcctatg acagcagcct gagtggttcg

ggtcaccgtc cta

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Ab9

<400> 224

Gln Ala val rteu Thr Gln

5

Arg val Thr Ile Ser Cys

20

Tyr Asp val Ser Trp Tyr

35

Leu Tle Tyr His Asn Asn

50

Ser Ala Ser Lys Ser Gly

65

70

Pro Ser

Thr Gly

gin Gln
40

Lys Arg
55

Thr Ser

Ser val
10

Ser Gly

25

Ley Pro

Pro ser

Ala ser

Ser Gly

Ser Asn

Gly Thr

Gly val

60

Leu ala
75

Ala

Ile

Ala

45

Pro

Ile

PFro

Gly

30

Pro

Asp

Thr

Gly

15

Ala

Lys

ATg

Gly

Gin

Pro

Leu

Phe

Leu
80

244

180

240

300

333



245

GIn Ala Asp Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Gln Ser Tyr Asp Ser Ser
85 90 95

Leu Ser Gly Ser val pPhe Gly Gly Gly Thr Lys val Thr val Leu
100 105 110

<210> 225
<211> 333
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Abl0

<400> 225

caggctgtgc tgactcagcc gtcctcagtg tctggggccc cagggcagag ggtcaccatc 60
tcctgtactg ggagcggctc caacatcggg gcaccttatg atgtaagctg graccagcag 120
cttccaggaa cagcccccaa actcctcatc tatcataaca acaagcggcec ctcaggggtc 180
cctgaccgat tCtCthCtC caagtctggc acctcagcct ccctggccat cactgggctc 240
caggctgacg atgaggctga ttattactgc cagtcctatg acagcagcct gagtggttcg 300
gttttcggcg gagggaccaa ggtcaccgtc cta 333
<210> 226

<211> 111

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Abl0



246

<400> 226
Gln Ala val Leu Thr Gln Pro Ser Ser val Ser Gly Ala Pro Gly Gln

Arg val Thr Ile Ser Cys Thr Gly Ser Gly Ser Asn Ile Gly Ala Pro
20 25 30

Tyr Asp val Ser Trp Tyr Gln GIn Leu Pro Gly Thr Ala Pro Lys Leu
35 40 45

Leu Ile Tyr His Asn Asn Lys Arg Pro Ser Gly val Pro Asp Arg Phe
50 55 60

Ser Ala Ser Lys Ser Gly Thr Ser Ala Ser Leu Ala Ile Thr Gly Leu
65 70 75 80

Gln Ala Asp Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys GIn Ser Tyr Asp Ser Ser
85 90 95

Leu Ser Gly Ser val Phe Gly Gly Gly Thr Lys val Thr val Leu
100 105 110

<210> 227
<211> 333
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Abll

<400> 227



247

caggctgtgc tgactcagcc gtcctcagtg tctggggtcc cagggcagag ggtcaccatc 60
tcctgtactg ggagcggetc caacatcggg gcaccttatg atgtaagctg gtaccagcag 120
cttccaggaa cagcccccaa actcctcatc tatcataaca acaagcggcc ctcaggggtc 180
cctgaccgat tctctgcctc caagtctggc acctcagcct ccctggccat cactgggctce 240
caggctgacg atgaggctga ttattactgc cagtcctatg acagcagcct gagtggttcg 300
gttttcggcg gagggaccaa ggtcaccgtc cta 333
<210> 228
<211> 111
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Abll

<400> 228
GIn Ala val Leu Thr Gln Pro Ser Ser val Ser Gly val Pro Gly Gln
5 10 15

aArg val Thr Ile Ser Cys Thr Gly Ser Gly Ser asn Ile Gly Ala Pro
20 25 30

Tyr Asp Val Ser Trp Tyr Gin Gin Leu Pro Gly Thr Ala Pro Lys Leu
35 40 45

Leu Ile Tyr His Asn Asn Lys Arg Pro Ser Gly val Pro Asp Arg phe
50 55 60

Ser Ala Ser Lys Ser Gly Thr Ser Ala Ser Leu Ala 1le Thr Gly Leu
85 70 75 80



248

Gln Ala Asp Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Gin Ser Tyr Asp Ser Ser
a5 30 95

Leu Ser Gly Ser val phe 61y Gly Gly Thr Lys val Thr val Leu
100 1035 110

<210> 229
<211> 333
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Abl2

<400> 229

caggctgtgc tgactcagcc gtcctcagtg tctggggccc cagggcagag ggtcaccatc 60

tcctgtactg ggagcggctc caacatcggg gcaccttatg atgtaagctg gtaccagcag 120
cttccaggaa cagcccccaa actcctcatc tatcataaca acaagcggcc ctcaggggtc 180
cctgaccgat tctctgcctc caagtctggc acctcagcect ccctggeccat cactgggctc 240
caggctgacg atgaggctga ttattactgc cagtcctatg acagcgagcc gaccgagatc 300
cgcttcgggg gagggaccaa gctcaccgtc cta 333
<210> 230

<211> 111

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Abl2



249

<400> 230
Gln Ala val Leu Thr GIn Pro Ser Ser val Ser Gly Ala Pro Gly Gln
5 10 15

Arg val Thr Ile Ser Cys Thr Gly Ser Gly Ser Asn Ile Gly Ala Pro
20 25 30

Tyr Asp val Ser Trp Tyr GIn GIn Leu Pro Gly Thr Ala Pro Lys Leu
35 40 45

Leu Ile Tyr His Asn Asn Lys Arg Pro Ser Gly val Pro Asp Arg Phe
50 55 60

Ser Ala Ser Lys Ser Gly Thr Ser Ala Ser Leu Ala Ile Thr Gly Leu
65 70 75 80

Gln Ala Asp Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys GIn Ser Tyr Asp Ser Glu
85 90 95

Pro Thr Glu Ile Arg Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr val Leu
100 105 110

<210> 231
<211> 333
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Abl3

<400> 231



caggetgtge

tectgtactg

cttccaggaa

cctgaccgat

caggctgacy

gtcttcgggg

<210>
<211>
<212>
<213>

232
111
PRT

<220>
<223> Abl

<400> 232

Gin Ala val teu Thr GIn Pro Ser Ser val Ser Gly ala pro Gly Gln

Arg val Thr Ile Ser Cys Thr Gly Ser Gly Ser Asn Ile Gly Ala Pro

Tyr Asp val Ser Trp Tyr GIn Gln Leu Pro Gly Thr Ala Pro Lys Leu

35

Leu Ile Tyr His Asn Asn Lys Arg Pro Ser Gly val Pro Asp Arg Phe

50

tgactecagec

ggageggetc

cageocccaa

tetetgecte

atgaggetga

gagggaccaa

3

5

20

gtcctcagtg

caacatcggy

actectcate

caagtctyggce

trattactge

ggtcacegte

Homo sapiens

40

55

tctggygacc

gcaccratg

tatcataaca

accteagoot

cagtectatg

cta

10

25

cagggcagag ggtcaccatc

atgtaagctg gtaccageag

acaageggee €tcaggggte

cectggecat cactgggote

acagcaggac gggeatcatc

15

30

45

60

250

60
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180

240

300

333



251

ser Ala Ser Lys Ser Gly Thr Ser Ala Ser teu Ala Ile Thr Gly Leu
65 70 75 80

GIn ala Asp Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Gln Ser Tyr Asp Ser Arg
85 g0 95

Thr Gly 1le 1le val phe Gly Gly Gly Thr Lys val Thr val Leu
100 105 110

<210> 233
<211> 333
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Abl4

<400> 233

caggctgtgc tgactcagcc gtcctcagtg tctggggccc cagggcagag ggtcaccatc 60

tcctgtactg ggagcggctc caacatcggg gcaccttatg atgtaagctg gtaccagcag 120
cttccaggaa cagcccccaa actcctcatc tatcataaca acaagcggcc ctcaggggtc 180
cctgaccgat tctctgcctc caagtctggc acctcagcct ccctggccat cactgggctc 240
caggctgacg atgaggctga ttattactgc cagtcctatg acagcgagga caggatgacg 300
gagttcgggg gagggaccaa ggtcaccgtc cta 333
<210> 234

<211> 111

<212> PRT

<213> Homo sapiens



252

<220>
<223> Abl4

<400> 234

Gln Ala val Leu Thr GIn Pro Ser Ser val Ser Gly Ala Pro Gly GlIn

Arg val Thr Ile Ser Cys Thr Gly Ser Gly Ser Asn Ile Gly Ala Pro
20 25 30

Tyr Asp val Ser Trp Tyr Gln GIn Leu Pro Gly Thr Ala Pro Lys Leu
35 40 45

Leu Ile Tyr His Asn Asn Lys Arg Pro Ser Gly val Pro Asp Arg Phe
50 55 60

Ser Ala Ser Lys Ser Gly Thr Ser Ala Ser Leu Ala Ile Thr Gly Leu
65 70 75 80

GIn Ala Asp Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys GIn Ser Tyr Asp Ser Glu
85 0 95

Asp Arg Met Thr Glu Phe Gly Gly Gly Thr Lys val Thr val Leu
100 105 110

<210> 235
<211> 333
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<223> AblS

<400> 235



caggctgtgc tgactcagcc gtcctcagtg

tcctgtactg ggagcggctc caacatcggg

cttccaggaa cagcccccaa actcctcatc

cctgaccgat tctctgccte caagtctggce

caggctgacg atgaggctga ttattactgc

gccttcgggg gagggaccaa ggtcaccgtc

<210> 236
<211> 111
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> AblS

<400> 236
Gin Ala val Leu Thr Gln Pro Ser
5

arg val Thr Ile Ser Cys Thr Gly
20

Tyr Asp val Ser Trp Tyr 6In Gln
35 40

Leu Ile Tyr His Asn AsSn Lys Arg
50 55

tctggggcce cagggcagag ggtcaccatc

gcaccttatg atgtaagctg gtaccagcag

tatcataaca acaagcggcc ctcaggggtc

acctcagcct ccctggecat cactgggctc

cagtcctatg acagccagtt gattagcgcc

cta

Ser val ser Gly Ala Pro Gly Gin
10 15

ser Gly Ser aAsn Ile Gly Ala Pro
25 30

Leu Pro Gly Thr Ala Pro Lys Leu
45

Pro Ser Gly val Pro Asp Arg Phe
&0

253

60

120

180

240

300

333



ser Ala Ser Lys Ser Gly Thr Ser Ala ser teu Ala Ile Thr Gly Leu
70

65

GIn Ala Asp Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Gln Ser Tyr Asp Ser Gin

85

75

90

80

95

Leu Ile Ser Ala Ala phe Gly Gly Gly Thr Lys val Thr val Leu

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

caggctgtgc tgactcagcc

tcctgtactg ggagcggctc

cttccaggaa cagcccccaa

cctgaccgat tctctgectc

caggctgagg atgaggctga

gttttcgggg gagggaccaa

<210>
<211>
<212>
<213>

100

237
333
ADN

Homo sapiens

Abl6

237

238
111
PRT

Homo sapiens

gtcctcagtg

caacatcggg

actcctcatc

caagtctggc

ttattactgc

ggtcaccgtc

105

tctggggecc

gcaccttatg

tatcataaca

acctcagcct

gcgacctccg

cta

110

cagggcagag ggtcaccatc

atgtaagctg gtaccagcag

acaagcggec ctcaggggtc

ccctggecat cactgggctc

acgagatcct gagtggttcg

254

60

120

180

240

300

333



255

<220>
<223> Ablo

<400> 238
Gln Ala val Leu Thr Gln Pro Ser Ser val Ser Gly Ala Pro Gly Gln

Arg val Thr Ile Ser Cys Thr Gly Ser Gly Ser Asn Ile Gly Ala Pro
20 25 30

Tyr Asp val Ser Trp Tyr GIn GIn Leu Pro Gly Thr Ala Pro Lys Leu
35 40 45

Leu Ile Tyr His Asn Asn Lys Arg Pro Ser Gly val Pro Asp Arg Phe
50 55 60

Ser Ala Ser Lys Ser Gly Thr Ser Ala Ser Leu Ala Ile Thr Gly Leu
65 70 75 80

GIn Ala Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Ala Thr Ser Asp Glu Ile
85 90 95

Leu Ser Gly Ser val pPhe Gly Gly Gly Thr Lys val Thr val Leu
100 105 110

<210> 239
<211> 333
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Abl7

<400> 239



256

caggctgtgc tgactcagcc gtcctcagtg tctggggccc cagggcagag ggtcaccatc 60
tcctgtactg ggagcggctc caacatcggg gcaccttatg atgtaagctg gtaccagcag 120
cttccaggaa cagcccccaa actcctcatc tatcataaca acaagcggec ctcaggggtc 180
cctgaccgat tctctgcctc caagtctggc acctcagcct ccctggccat cactgggcetc 240
caggctgacg atgaggctga ttattactgc gcgaccgtcg aggacggcct gagtggttcg 300
gttttcgggg gagggaccaa ggtcaccgtc cta 333
<210> 240
<211> 111
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Abl7

<400> 240
GIn Ala val Leu Thr Gln Pro Ser Ser val Ser Gly Ala Pro Gly GlIn

5 10 15

Arg val Thr Ile Ser Cys Thr Gly Ser Gly Ser Asn Ile Gly Ala Pro
20 25 30

Tyr Asp val Ser Trp Tyr Gln Gln Leu Pro Gly Thr Ala Pro Lys teu
35 40 45

Leu Ile Tyr His Asn Asn Lys Arg Pro Ser Gly val Pro Asp Arg phe
50 55 60

Ser Ala Ser Lys Ser Gly Thr Ser Ala Ser Leu Ala Ile Thr Gly Leu
65 70 75 80



Gin Ala Asp Asp 6Tu Ala Asp Tyr Tyr Cys Ala Thr val Glu Asp Gly

85

90

95

Leu Ser Gly Ser val phe Gly Gly Gly Thr Lys val Thr val Leu

100
<210> 241
<211> 333
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<220>

<223> AblS8

<400> 241

caggctgtgc tgactcagcc

tcctgtactg ggagcggetc

cttccaggaa cagcccccaa

cctgaccgat tctctgcctce

caggctgacg atgaggctga

ctcttcgggg gagggaccaa

<210>
<211>
<212>
<213>

242
111
PRT

<220>

<223> AblS8

gtcctcagtg

caacatcggg

actcctcatc

caagtctggc

ttattactgc

ggtcaccgtc

Homo sapiens

105

tctggggecc

gcaccttatg

tatcataaca

acctcagcect

cagtcctatg

cta

110

cagggcagag ggtcaccatc

atgtaagctg gtaccagcag

acaagcggcc ctcaggggtc

ccctggecat cactgggctc

acagccagtg gaaccagecc

257
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<400> 242
Gln Ala val

Arg val Thr

Tyr Asp val

35

Leu Ile Tyr
50

Ser Ala Ser
65

Gln Ala Asp

Trp Asn Gln

<210> 243
<211> 333
<212> ADN

Leu Thr

Ile Ser

20

Ser Trp

His Asn

Lys Ser

Asp Glu
85

Gln

Cys

Tyr

Asn

Gly

70

Ala

Pro

Thr

Gln

Lys

55

Thr

ASD

Ser

Gly

Gln

40

Arg

Ser

TYyr

Ser

Ser

25

Leu

Pro

Ala

Tyr

val

10

Gly

Pro

Ser

Ser

cys
90

Ser

Ser

Gly

Gly

Leu

75

Gln

Gly Ala

Asn Ile

Thr Ala
45

val Pro

60

Ala Ile

ser Tyr

Pro

Gly

30

Pro

Asp

Thr

Asp

Gly

15

Ala

Lys

Arg

Gly

ser

95

Pro Leu phe Gly Gly Gly Thr Lys val Thr val Leu
110

100

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Abl9

<400> 243

105

Gln

Pro

Leu

Phe

Leu

80

Gln

258



caggctgtgc tgactcagcc gtcctcagtg tctggggccc cagggcagag ggtcaccatc

tcctgtactg ggagcggctc caacatcggg gcaccttatg atgtaagctg gtaccagcag

cttccaggaa cagcccccaa actcctcatc tatcataaca acaagcggcc ctcaggggtc

cctgaccgat tctctgectc caagtctgge acctcagect ccctggccat cactgggetc

caggctgacg atgaggctga ttattactgc cagtcctatg acagccggaa cccccacgtc

atcttcgggg gagggaccaa gctcaccgtc cta

<210> 244

<211> 111

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Abl9

<400> 244

GIn Ala val Leu Thr GIn Pro Ser Ser val Ser Gly ala Pro Gly GlIn
5 10 15

Arg val Thr Ile Ser Cys Thr Gly Ser Gly Ser Asn Ile Gly Ala Pro
20 25 30

Tyr Asp val Ser Trp Tyr Gin GIn Leu Pro Gly Thr Ala Pro Lys Leu
35 40 45

Leu Ile Tyr His Asn Asn Lys Arg Pro Ser Gly val Pro Asp Arg Phe
50 55 60

259
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260

Ser Ala Ser Lys Ser Gly Thr Ser Ala Ser Leu aAla Ile Thr Gly Leu
65 70 75 80

Gin Ala Asp Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Gln Ser Tyr Asp Ser Arg
85 90 a5

Asn Pro His val Ile phe Gly Gly Gly Thr Lys teu Thr val Leu
100 105 110

<210> 245
<211> 333
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Ab20

<400> 245

caggctgtgc tgactcagcc gtcctcagtg tctggggccc cagggcagag ggtcaccatc 60
tcctgtactg ggagcggctc caacatcggg gcaccttatg atgtaagctg gtaccagcag 120
cttccaggaa cagcccccaa actcctcatc tatcataaca acaagcggcc ctcaggggtc 180
cctgaccgat tctctgcctc caagtctggce acctcagcct ccctggecat cactgggetc 240
caggctgacg atgaggctga ttattactgc gcgaccgtgg acgaggccct gagtggttcg 300
gttttcggcg gagggaccaa ggtcaccgtc cta 333
<210> 246

<211> 111

<212> PRT

<213> Homo sapiens



<220>
<223> Ab20

<400> 246

Gln Ala val

Arg val Thr

Tyr Asp val
35

Leu Ile Tyr
50

Ser Ala Ser

65

Gln Ala Asp

Leu Ser Gly

<210> 247
<211> 360
<212> ADN

Leu

Ile

20

Ser

His

Lys

Asp

Ser

100

Thr

Ser

Trp

Asn

Ser

Glu
85

val

Gln Pro Ser Ser val Ser Gly Ala Pro Gly Gln
10 15

Cys Thr Gly Ser Gly Ser Asn Ile Gly Ala Pro
25 30

Tyr GIn GIn Leu Pro Gly Thr Ala Pro Lys Leu
40 45

Asn Lys Arg Pro Ser Gly val Pro Asp Arg Phe
55 60

Gly Thr Ser Ala Ser Leu Ala Ile Thr Gly Leu

70 75 80

Ala Asp Tyr Tyr Cys Ala Thr val Asp Glu Ala
90 95

Phe Gly Gly Gly Thr Lys val Thr val Leu
105 110

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Ab 6 N&do Tratado com Linha Germinal

<400> 247

261



caggtgcagc tggtgcaatc tggggctgag gtgaagaagc ctggggcctc agtgaaggtc

tcatgtaaaa tttccggaca cagcctcagt gaactgtcca tccactgggt gcgacagact

cccacaaaag gatttgagtg gatgggagga tttgatcctg aagagaatga aatagtctac

gcacagaggt tccagggcag agtcaccatg accgaggaca catctataga cacggcctac

ctgaccctga gcagcctgag atccgacgac acggccgttt attattgttc aatagtgggg

tctttcagtc cgctaacgtt gggcctctgg ggcaaaggga caatggtcac cgtctcgagt

<210> 248

<211> 120

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Ab 6 Ndo Tratado com Linha Germinal

<400> 248

Gln val GIn teu val Gln ser Gly Ala Glu val Lys Lys Pro Gly Ala
5 10 15

Ser val Lys val Ser Cys Lys Ile Ser Gly His Ser Leu Ser Glu Leu
20 25 30

Ser Ile His Trp val Arg Gln Thr Pro Thr Lys Gly Phe Glu Trp met
35 49 45

Gly Gly phe Asp Pro Glu Glu Asn Glu Ile val Tyr Ala Gln Arg Phe
50 55 60
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Gin Gly Arg val Thr Met Thr Glu Asp Thr Ser Ile asp Thr Ala Tyr
65 70 75 80

Leu Thr bteu Ser
85

Ser Ilte val Gly
100

Gly Thr met val Thr val Ser Ser

115

<210>
<211>
<212>
<213>

249
333
ADN

<220>
<223>

<400> 249

caggctgtgc tgactcagcc

tcctgtactg ggageggetce

cttccaggaa cagcccccaa

cctgaccgat tctctgectc

caggctgacg atgaggctga

gttttcgggg gagggaccaa

<210> 250
<211> 111

120

Homo sapiens

gtcctcagtg

caacatcggg

actcctcatc

caagtctggc

ttattactgc

gctcaccgtc

90

105

tctggggecc

gcaccttatg

tatcataaca

acctcagcect

gcgacggtcg

cta

Ab 6 Ndo Tratado com Linha Germinal

cagggcagag

atgtaagctg

acaagcggcec

ccctggecat

aggccggect

Ser Leu Arg Ser Asp Asp Thr ala val Tyr Tyr Cys

95

Ser phe Ser Pro Leu Thr Leu Gly teu Trp Gly Lys
110

ggtcaccatc

gtaccagcag

ctcaggggtc

cactgggctc

gagtggttcg

263

60

120

180

240

300

333



<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

PRT

Homo sapiens

Ab 6 N&do Tratado com Linha Germinal

250

Gln Ala val Leu Thr Gln

Arg val

Thr 1le Ser Cys
20

Tyr Asp val Ser Trp Tyr

35

Leu Ile Tyr His Asn Asn

50

Ser Ala Ser Lys Ser Gly

65

70

Gin Ala Asp Asp Glu Ala

85

Leu Ser Gly Ser val Phe

<210>
<211>
<212>
<213>

100

251
30
PRT

Homo sapiens

Pro

Thr

Gln

Lys

55

Thr

Asp

Gly

Ser

Gly

Gln

40

Arg

Ser

Tyr

Gly

Ser

Ser

25

Leu

Pro

Ala

Tyr

Gly
105

val

10

Gly

Pro

Ser

Ser

Cys

90

Thr

Ser

Ser

Gly

Gly

Leu

75

Ala

Lys

Gly

Asn

Thr

val

60

Ala

Thr

Leu

Ala

Ile

Ala

45

Pro

Ile

val

Thr

Pro

Gly

30

Pro

Asp

Thr

Glu

val

110

Gly
15

Ala

Lys

Arg

Gly

Ala

95

Leu

Gln

Pro

Leu

Phe

Leu

80

Gly

264



<220>
<223> Ab 6

<400> 251
GIn val Gln Leu val GIn Ser Gly Ala Glu val Lys Lys Pro Gly Ala
S 10 15

Ser val Lys val Ser Cys Lys val Ser Gly Tyr Thr Leu Thr
20 25 30

<210> 252
<211> 14
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Ab 6

<400> 252
Trp val Arg GIn Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Met Gly
5 10

<210> 253
<211> 32
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Ab 6

<400> 253

265



Arg val Thr Met Thr Glu Asp Thr Ser Thr Asp Thr Ala Tyr Met Glu
5 10 15

Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys Ala Ile
20 25 30

<210> 254
<211> 11
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Ab 6

<400> 254
Trp Gly GIn Gly Thr Met val Thr val Ser Ser
5 10

<210> 255
<211> 22
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Ab 6

<400> 255
Gin Ser val teu Thr GIn Pro Pro Ser val Ser Gly Ala Pro Gly Gin
5 10 15

arg val Thr Ile Ser Cys
20

<210> 256
<211> 15

266



<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Ab 6

<400> 256
Trp Tyr GIn GIn Leu Pro Gly Thr Ala Pro Lys Leu Leu Ile Tyr
5 10 15

<210> 257
<211> 32
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Ab ©

<400> 257
Gly val Pro Asp Arg phe Ser Gly Ser Lys Ser Gly Thr Ser Ala Ser
5 10 15

Leu Ala Ile Thr Gly Leu GIn Ala Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys
20 25 30

<210> 258
<211> 10
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<223> Ab ©

<400> 258

267



268

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr val Leu
5 10

Lisboa, 05 de Agosto de 2013



REIVINDICACOES

Composicdo compreendendo uma molécula de anticorpo
isolada e um excipiente farmaceuticamente aceitéavel,
em que a molécula de anticorpo compreende um dominio
VH de anticorpo e um dominio VL de anticorpo,
compreendendo o dominio VH de anticorpo regides
determinantes de complementaridade (CDRs) de cadeia
pesada HCDR1, HCDR2 e HCDR3 e compreendendo o dominio
VL as CDRs de cadeia leve LCDR1, LCDR2 e LCDR3, em que
as sequéncias de aminoadcidos das CDRs sé&o:

HCDR1 SEQ ID NO: 53

HCDR2 SEQ ID NO: 54

HCDR3 SEQ ID NO: 55

LCDR1 SEQ ID NO: 58

LCDR2 SEQ ID NO: 59, e

LCDR3 SEQ ID NO: 60.

Composicdo de acordo com a reivindicacdo 1, em que a
molécula de anticorpo ¢é uma molécula de anticorpo

humano ou humanizado.

Composicdo de acordo <com a reivindicacdo 1 ou
reivindicacdo 2, em que a molécula de anticorpo
compreende a sequéncia de aminodcidos do dominio VH de

anticorpo de SEQ ID NO: 52.

Composicéo de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes precedentes, em que a molécula de
anticorpo compreende a sequéncia de aminodcidos do

dominio VL de anticorpo de SEQ ID NO: 218.



Composicéo de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes 2 a 4, em gque a molécula de anticorpo é

uma IgG4.

Composicdo de acordo com a reivindicacdo 5, em que a
molécula de anticorpo é uma molécula de anticorpo de
IgG4 humana compreende a sequéncia de aminocdcidos do
dominio VH de SEQ ID NO: 52 e a sequéncia de
aminoadcidos do dominio VL de SEQ ID NO: 218.

Composicédo de acordo com qualquer uma das
reivindicac¢cdes precedentes para ser utilizada num
método de tratamento de artrite reumatoide, asma,
resposta alérgica, esclerose mialtipla, leucemia
mieloide, aterosclerose, doenca pulmonar obstrutiva
crénica ou 1inflamacdo das vias aéreas 1induzida por

fumo.

Composicédo de acordo com a reivindicacdo 7, em que o
tratamento compreende administrar a composicdo em
associacdo ou adicionalmente a um ou mais dos
seguintes: NSAIDs, corticosteroides e fadrmacos

antirreumdticos modificadores da doenca (DMARDSs).

Composicdo para ser utilizada de acordo com a
reivindicacdo 8, em que o tratamento compreende
administrar a composicéao em associacéo ou
adicionalmente a um ou mais dos seguintes: inibidores
de cox, prednisona, Humira (adalimumab), metotrexato,
Arava, Enbrel (Etanercept), Remicade (Infliximab),
Kineret (Anakinra), Rituxan (Rituximab), Orencia
(abatacept), sais de ouro, antimaléricos,
sulfassalazina, d-penicilamina, ciclosporina A,

diclofenac, ciclofosfamida e azatioprina.



10.

11.

12.

13.

Composicdo para ser utilizada de acordo com a
reivindicacdo 9, em gque o tratamento compreende
administrar a composicéao em associacéo com

metotrexato.

Método de producdo de uma molécula de anticorpo
compreendendo cultivar uma célula hospedeira contendo
dcido nucleico que codifica a molécula de anticorpo,
em seguida purificar a molécula de anticorpo, em que a
molécula de anticorpo compete para ligar o dominio
extracelular do GM-CSFRa com uma molécula de anticorpo
possuindo o dominio VH de SEQ ID NO: 52 e o dominio VL
de SEQ ID NO: 218.

Método de acordo com a reivindicacdo 11, em que a
molécula de anticorpo liga o dominio extracelular do
GM-CSFRa humano com uma afinidade (Kp) inferior a 5 nM

num ensaio de ressonédncia plasmdénica superficial.

Método de producdo de uma molécula de anticorpo contra
0 GM-CSFRa humano, compreendendo o método
proporcionar, por meio de insercdo, supressdo ou
substituicdo de um ou mais aminocacidos na sequéncia de
aminodcidos de um dominio VH parental compreendendo
HCDR1, HCDR2 e HCDR3, um dominio VH que é uma variante
da sequéncia de aminodcidos do dominio VH parental; em
que

a VH CDR1 parental tem uma sequéncia de aminodcidos de
SEQ ID NO: 53;

a VH CDR2 parental tem uma sequéncia de aminocacidos de
SEQ ID NO: 54; e

a VH CDR3 parental tem uma sequéncia de aminoacidos de

SEQ ID NO: 55;



combinar o dominio VH assim proporcionado com um ou
mais dominios VL para proporcionar uma ou mais
combinacdes VH/VL;
em que o0s referidos um ou mais dominios VL sé&o
proporcionados por meio de insercdo, supressdo ou
substituicdo de um ou mais aminocdcidos na sequéncia de
aminodcidos de um dominio VL parental compreendendo
LCDR1, LCDR2 e LCDR3; em que
a VL CDR1 parental tem uma sequéncia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 58;
a VL CDR2 parental tem uma sequéncia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 59; e
a VL CDR3 parental tem uma sequéncia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 60; e

testar a combinacdo ou combinac¢des VH/VL para identificar

uma molécula de anticorpo contra o GM-CSFRa humano.

Lisboa, 05 de Agosto de 2013
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% da Proliferacio maxim
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Peso do bago (% de peso corporal)
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Peso do bago comoe % do peso corporal
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