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Relatório Descritivo da Patente de Invenção para "POLI-

PEPTÍDEOS QUE SE LIGAM AO COMPONENTE C5 DO COMPLE-

MENTO OU À ALBUMINA SÉRICA E SUAS PROTEÍNAS DE FU-

SÃO". 

PARÁGRAFO DE INFORMAÇÃO RELACIONADA 

[001] Este pedido reivindica o benefício da data de prioridade do 

Pedido Provisório U.S. No. 62/531.215, depositado em 11 de julho de 

2017, cujo conteúdo está aqui incorporado por referência na sua totali-

dade. 

ANTECEDENTES 

[002] O componente 5 do complemento (C5) é o quinto compo-

nente do complemento, que desempenha um papel importante nos 

processos inflamatórios e de morte celular. Um peptídeo de ativação, 

C5a, que é uma anafilatoxina que possui atividade espasmogênica e 

quimiotáxica potentes, é derivado do polipeptídeo alfa através da cli-

vagem com uma C5-convertase. O produto de clivagem macromolecu-

lar C5b pode formar um complexo com o componente do complemento 

C6 e esse complexo é a base para a formação do complexo de ataque 

à membrana (MAC), que inclui componentes adicionais do comple-

mento. 

[003] C5 regulado de maneira inadequada pode levar a pacientes 

imunocomprometidos ou a distúrbios caracterizados pela degradação 

celular excessiva (por exemplo, distúrbios hemolíticos causados pela 

hemólise mediada por C5). 

[004] Como C5 mal regulado pode levar a fenótipos graves e de-

vastadores, são necessários moduladores da atividade de C5 com 

propriedades farmacêuticas favoráveis (por exemplo, meia-vida). 

SUMÁRIO 

[005] A divulgação fornece polipeptídeos manipulados que se li-

gam especificamente ao componente C5 do complemento ou albumina 
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sérica, em que tais polipeptídeos manipulados podem ser sdAbs ou 

domínios variáveis de Ig. Em algumas modalidades, os polipeptídeos 

manipulados podem não reduzir ou inibir significativamente a ligação 

da albumina sérica a FcRn ou não reduzir significativamente a meia-

vida da albumina sérica. A descrição também fornece proteínas de fu-

são que compreendem tais polipeptídeos manipulados, em que tais 

proteínas de fusão podem ser proteínas de fusão multivalentes e mul-

tiespecíficas. A descrição fornece ainda moléculas de ácido nucleico 

que codificam tais polipeptídeos manipulados ou proteínas de fusão e 

métodos para produzir tais polipeptídeos manipulados ou proteínas de 

fusão. A descrição fornece ainda composições farmacêuticas que 

compreendem tais polipeptídeos manipulados ou proteínas de fusão e 

métodos de tratamento que utilizam tais polipeptídeos manipulados ou 

proteínas de fusão. 

[006] Em uma modalidade, a descrição é direcionada a uma pro-

teína de fusão que compreende um polipeptídeo manipulado que se 

liga especificamente ao componente C5 do complemento humano e 

um polipeptídeo manipulado que se liga especificamente à albumina 

sérica humana, em que o polipeptídeo manipulado que se liga especi-

ficamente ao componente C5 do complemento humano é fundido ao 

polipeptídeo que se liga especificamente à albumina sérica humana, 

diretamente ou via um ligante peptídico. Em uma modalidade específi-

ca, o resíduo C terminal do polipeptídeo que se liga especificamente à 

albumina sérica humana é fundido diretamente ou via um ligante ao 

resíduo N terminal do polipeptídeo que se liga especificamente ao 

componente C5 do complemento humano. Em uma modalidade parti-

cular, o resíduo C terminal do polipeptídeo que se liga especificamente 

ao componente C5 do complemento humano é fundido diretamente ou 

através de um ligante ao resíduo N terminal do polipeptídeo que se 

liga especificamente à albumina sérica humana. Em uma modalidade 
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particular, o polipeptídeo que se liga especificamente ao componente 

C5 do complemento humano compreende uma sequência de aminoá-

cidos selecionada do grupo que consiste em SEQ ID NOS: 1-12 e 

seus fragmentos; e o polipeptídeo que se liga especificamente à albu-

mina sérica humana compreende um aminoácido selecionado do gru-

po que consiste nas SEQ ID NOs: 22-34 e seus fragmentos. Em uma 

modalidade específica, o polipeptídeo que se liga especificamente ao 

componente C5 do complemento humano compreende a sequência de 

aminoácidos da SEQ ID NO: 11 e o polipeptídeo que se liga especifi-

camente à albumina sérica humana compreende a sequência de ami-

noácidos de SEQ ID NO: 26. Em uma modalidade específica, as prote-

ínas de fusão aqui descritas compreendem ainda um ligante peptídico 

com uma sequência de aminoácidos de SEQ ID NO: 102 ou 103. Em 

uma modalidade particular, a proteína de fusão compreende uma se-

quência que é pelo menos 95% idêntica a uma sequência selecionada 

do grupo que consiste em SEQ ID NOS: 96-101. Em uma modalidade 

específica, a proteína de fusão consiste em uma sequência seleciona-

da do grupo que consiste em SEQ ID NOS: 96-101. Em uma modali-

dade específica, a proteína de fusão consiste em uma sequência poli-

peptídica de SEQ ID NO: 96. Em uma modalidade específica, o poli-

peptídeo que se liga especificamente ao componente C5 do comple-

mento humano compreende três regiões determinantes de comple-

mentaridade, CDR1, CDR2 e CDR3, em que CDR1 compreende qual-

quer uma das sequências de aminoácidos de SEQ ID NOS: 13-17, 

CDR2 compreende um amino sequências de ácidos de SEQ ID NO: 

18 ou 19 e CDR3 compreende sequências de aminoácidos de SEQ ID 

NO: 20 ou 21. Em uma modalidade particular, o polipeptídeo que se 

liga especificamente à albumina sérica humana compreende três regi-

ões determinantes de complementaridade, CDR1, CDR2 e CDR3, em 

que CDR1 compreende qualquer uma das sequências de aminoácidos 
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de SEQ ID NOS: 35-43, CDR2 compreende qualquer uma de as se-

quências de aminoácidos de SEQ ID NOS: 44-51 e CDR3 compreen-

dem qualquer uma das sequências de aminoácidos de SEQ ID NOS: 

52-63. Em algumas modalidades, os domínios de ligação ao antígeno 

aqui descritos, podem ser manipulados ou posteriormente modificados 

para ligar o antígeno de uma maneira dependente do pH, por exemplo 

, alta afinidade por antígeno em pH alto e menor afinidade por ligação 

a antígeno em pH mais baixo ou vice-versa. 

[007] Em uma modalidade, a descrição é direcionada a uma 

composição farmacêutica que compreende uma quantidade terapeuti-

camente eficaz de uma proteína de fusão aqui descrita e um veículo 

farmaceuticamente aceitável. Em uma modalidade particular, as com-

posições farmacêuticas podem conter um agente que degrada ou ina-

tiva o hialuronano, por exemplo, hialuronidase ou uma hialuronidase 

recombinante. 

[008] Em uma modalidade, a descrição é direcionada a uma mo-

lécula de ácido nucleico isolada que compreende uma sequência de 

nucleotídeos que codifica uma proteína de fusão aqui descrita. A mo-

lécula de ácido nucleico pode ser, por exemplo, um vetor de expres-

são. A descrição é direcionada a células hospedeiras (por exemplo, 

células de ovário de hamster chinês (CHO), células HEK293, células 

de Pichia pastoris, células de mamíferos, células de leveduras, células 

vegetais) e sistemas de expressão que compreendem ou utilizam os 

ácidos nucleicos que codificam proteínas de fusão aqui descritas. 

[009] Em uma modalidade, a descrição é direcionada a um poli-

peptídeo manipulado que se liga ao componente C5 do complemento 

humano, em que o polipeptídeo manipulado compreende uma se-

quência de aminoácidos selecionada do grupo que consiste em SEQ 

ID NOS: 1-12 e seus fragmentos. Em uma modalidade específica, o 

polipeptídeo manipulado compreende uma sequência de aminoácidos 
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que é pelo menos 90% idêntica (por exemplo, 90%, 91%, 92%, 93%, 

94%, 95%, 96%, 97%, 98%, ou 99% idêntica) a uma sequência seleci-

onada do grupo que consiste em SEQ ID NOS: 1-12. Por exemplo, em 

uma modalidade, o polipeptídeo manipulado compreende a sequência 

de aminoácidos descrita na SEQ ID NO: 1 ou uma sequência pelo me-

nos 90% idêntica a ela. Em outra modalidade, o polipeptídeo manipu-

lado compreende a sequência de aminoácidos descrita na SEQ ID NO: 

2 ou uma sequência pelo menos 90% idêntica a ela. Em outra modali-

dade, o polipeptídeo manipulado compreende a sequência de aminoá-

cidos descrita na SEQ ID NO: 3 ou uma sequência pelo menos 90% 

idêntica a ela. Em outra modalidade, o polipeptídeo manipulado com-

preende a sequência de aminoácidos descrita na SEQ ID NO: 4 ou 

uma sequência pelo menos 90% idêntica a ela. Em outra modalidade, 

o polipeptídeo manipulado compreende a sequência de aminoácidos 

descrita na SEQ ID NO: 5 ou uma sequência pelo menos 90% idêntica 

a ela. Em outra modalidade, o polipeptídeo manipulado compreende a 

sequência de aminoácidos descrita na SEQ ID NO: 6 ou uma sequên-

cia pelo menos 90% idêntica a ela. Em outra modalidade, o polipeptí-

deo manipulado compreende a sequência de aminoácidos descrita na 

SEQ ID NO: 7 ou uma sequência pelo menos 90% idêntica a ela. Em 

outra modalidade, o polipeptídeo manipulado compreende a sequência 

de aminoácidos descrita na SEQ ID NO: 8 ou uma sequência pelo me-

nos 90% idêntica a ela. Em outra modalidade, o polipeptídeo manipu-

lado compreende a sequência de aminoácidos descrita na SEQ ID NO: 

9 ou uma sequência pelo menos 90% idêntica a ela. Em outra modali-

dade, o polipeptídeo manipulado compreende a sequência de aminoá-

cidos descrita na SEQ ID NO: 10 ou uma sequência pelo menos 90% 

idêntica a ela. Em outra modalidade, o polipeptídeo manipulado com-

preende a sequência de aminoácidos descrita na SEQ ID NO: 11 ou 

uma sequência pelo menos 90% idêntica a ela. Em outra modalidade, 
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o polipeptídeo manipulado compreende a sequência de aminoácidos 

descrita na SEQ ID NO: 12 ou uma sequência pelo menos 90% idênti-

ca a ela. 

[0010] Em outra modalidade, é fornecido um polipeptídeo manipu-

lado que se liga ao componente C5 do complemento humano, em que 

o polipeptídeo manipulado consiste em uma sequência de aminoáci-

dos selecionada do grupo que consiste na SEQ ID NOS: 1-12 e seus 

fragmentos. Por exemplo, em uma modalidade, o polipeptídeo manipu-

lado consiste na sequência de aminoácidos descrita na SEQ ID NO: 1. 

Em outra modalidade, o polipeptídeo manipulado consiste na sequên-

cia de aminoácidos descrita na SEQ ID NO: 2. Em outra modalidade, o 

polipeptídeo manipulado consiste na sequência de aminoácidos des-

crita na SEQ ID NO: 3. Em outra modalidade, o polipeptídeo manipu-

lado consiste na sequência de aminoácidos descrita na SEQ ID NO: 4. 

Em outra modalidade, o polipeptídeo manipulado consiste na sequên-

cia de aminoácidos descrita na SEQ ID NO: 5. Em outra modalidade, o 

polipeptídeo manipulado consiste na sequência de aminoácidos des-

crita na SEQ ID NO: 6. Em outra modalidade, o polipeptídeo manipu-

lado consiste na sequência de aminoácidos descrita na SEQ ID NO: 7. 

Em outra modalidade, o polipeptídeo manipulado consiste na sequên-

cia de aminoácidos descrita na SEQ ID NO: 8. Em outra modalidade, o 

polipeptídeo manipulado consiste na sequência de aminoácidos des-

crita na SEQ ID NO: 9. Em outra modalidade, o polipeptídeo manipu-

lado consiste na sequência de aminoácidos descrita na SEQ ID NO: 

10. Em outra modalidade, o polipeptídeo manipulado consiste na se-

quência de aminoácidos descrita na SEQ ID NO: 11. Em outra modali-

dade, o polipeptídeo manipulado consiste na sequência de aminoáci-

dos descrita na SEQ ID NO: 12. 

[0011] Em uma modalidade, a descrição é direcionada a um poli-

peptídeo manipulado que se liga especificamente à albumina sérica 
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humana, em que o polipeptídeo compreende uma sequência de ami-

noácidos selecionada a partir do grupo que consiste em SEQ ID NOS: 

22-34 e seus fragmentos. Em uma modalidade específica, o polipeptí-

deo manipulado compreende uma sequência de aminoácidos que é 

pelo menos 90% idêntica (por exemplo, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 

95% , 96%, 97%, 98% ou 99% idêntica) a qualquer uma das sequên-

cias de aminoácidos de SEQ ID NOS: 22-34. Por exemplo, em uma 

modalidade, o polipeptídeo manipulado compreende a sequência de 

aminoácidos descrita na SEQ ID NO: 22 ou uma sequência pelo me-

nos 90% idêntica a ela. Em outra modalidade, o polipeptídeo manipu-

lado compreende a sequência de aminoácidos descrita na SEQ ID NO: 

23 ou uma sequência pelo menos 90% idêntica a ela. Em outra moda-

lidade, o polipeptídeo manipulado compreende a sequência de amino-

ácidos descrita na SEQ ID NO: 24 ou uma sequência pelo menos 90% 

idêntica a ela. Em outra modalidade, o polipeptídeo manipulado com-

preende a sequência de aminoácidos descrita na SEQ ID NO: 25 ou 

uma sequência pelo menos 90% idêntica a ela. Em outra modalidade, 

o polipeptídeo manipulado compreende a sequência de aminoácidos 

descrita na SEQ ID NO: 26 ou uma sequência pelo menos 90% idênti-

ca a ela. Em outra modalidade, o polipeptídeo manipulado compreen-

de a sequência de aminoácidos descrita na SEQ ID NO: 27 ou uma 

sequência pelo menos 90% idêntica a ela. Em outra modalidade, o po-

lipeptídeo manipulado compreende a sequência de aminoácidos des-

crita na SEQ ID NO: 28 ou uma sequência pelo menos 90% idêntica a 

ela. Em outra modalidade, o polipeptídeo manipulado compreende a 

sequência de aminoácidos descrita na SEQ ID NO: 29 ou uma se-

quência pelo menos 90% idêntica a ela. Em outra modalidade, o poli-

peptídeo manipulado compreende a sequência de aminoácidos descri-

ta na SEQ ID NO: 30 ou uma sequência pelo menos 90% idêntica a 

ela. Em outra modalidade, o polipeptídeo manipulado compreende a 
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sequência de aminoácidos descrita na SEQ ID NO: 31 ou uma se-

quência pelo menos 90% idêntica a ela Em outra modalidade, o poli-

peptídeo manipulado compreende a sequência de aminoácidos descri-

ta na SEQ ID NO: 32 ou uma sequência pelo menos 90% idêntica a 

ela. Em outra modalidade, o polipeptídeo manipulado compreende a 

sequência de aminoácidos descrita na SEQ ID NO: 33 ou uma se-

quência pelo menos 90% idêntica a ela. Em outra modalidade, o poli-

peptídeo manipulado compreende a sequência de aminoácidos descri-

ta na SEQ ID NO: 34 ou uma sequência pelo menos 90% idêntica a 

ela. 

[0012] Em outra modalidade, o polipeptídeo manipulado que se 

liga especificamente à albumina sérica humana consiste em uma se-

quência de aminoácidos selecionada do grupo que consiste em SEQ 

ID NOS: 22-34 e seus fragmentos. Por exemplo, em uma modalidade, 

o polipeptídeo manipulado consiste na sequência de aminoácidos es-

tabelecida na SEQ ID NO: 22. Em outra modalidade, o polipeptídeo 

manipulado consiste na sequência de aminoácidos descrita na SEQ ID 

NO: 23. Em outra modalidade, o polipeptídeo manipulado consiste na 

sequência de aminoácidos descrita na SEQ ID NO: 24. Em outra mo-

dalidade, o polipeptídeo manipulado consiste na sequência de amino-

ácidos descrita na SEQ ID NO: 25. Em outra modalidade, o polipeptí-

deo manipulado consiste na sequência de aminoácidos estabelecida 

na SEQ ID NO: 26. Em outra modalidade, o polipeptídeo manipulado 

consiste na sequência de aminoácidos estabelecida na SEQ ID NO: 

27. Em outra modalidade, o polipeptídeo manipulado consiste na se-

quência de aminoácidos descrita na SEQ ID NO: 28. Em outra modali-

dade, o polipeptídeo manipulado consiste na sequência de aminoáci-

dos descrita na SEQ ID NO: 29. Em outra modalidade, o polipeptídeo 

manipulado consiste na sequência de aminoácidos descrita na SEQ ID 

NO: 30. Em outra modalidade, o polipeptídeo manipulado consiste na 
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sequência de aminoácidos estabelecida na SEQ ID NO: 31. Em outra 

modalidade, o polipeptídeo manipulado consiste na sequência de ami-

noácidos descrita na SEQ ID NO: 32. Em outra modalidade, o polipep-

tídeo manipulado consiste na sequência de aminoácidos descrita na 

SEQ ID NO: 33. Em outra modalidade, o polipeptídeo manipulado con-

siste na sequência de aminoácidos descrita na SEQ ID NO: 34. 

[0013] Em uma modalidade particular, o polipeptídeo manipulado 

que se liga especificamente à albumina sérica humana compreende 

três regiões determinantes de complementaridade, CDR1, CDR2 e 

CDR3, em que CDR1 compreende uma sequência de aminoácidos 

selecionada do grupo que consiste em SEQ ID NOs: 35-43, CDR2 

compreende uma sequência de aminoácidos selecionada do grupo 

que consiste nas SEQ ID NOs: 44-51 e CDR3 compreende uma se-

quência de aminoácidos selecionada do grupo que consiste nas SEQ 

ID NOs: 52-63. Em uma modalidade particular, o polipeptídeo se liga 

especificamente ao mesmo epítopo na albumina sérica humana que 

Alb 1. 

[0014] Em uma modalidade, a descrição é direcionada a um méto-

do para produzir uma proteína de fusão aqui descrita, que compreende 

expressar em uma célula hospedeira pelo menos uma molécula de 

ácido nucleico que compreende uma sequência de nucleotídeos que 

codifica a proteína de fusão. 

[0015] Em uma modalidade, a descrição é direcionada a um kit 

terapêutico que compreende: (a) um recipiente que compreende um 

rótulo; e (b) uma composição que compreende a proteína de fusão 

aqui descrita; em que o rótulo indica que a composição deve ser admi-

nistrada a um paciente que tem ou que é suspeito de ter, um distúrbio 

mediado pelo complemento. O kit pode opcionalmente compreender 

um agente que degrada ou inativa o hialuronano, por exemplo, hialu-

ronidase ou uma hialuronidase recombinante. 
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[0016] Em uma modalidade, a descrição é direcionada a um méto-

do para o tratamento de um paciente com um distúrbio mediado pelo 

complemento, o método compreendendo a administração ao paciente 

de uma quantidade terapeuticamente eficaz de uma proteína de fusão 

aqui descrita. Em uma modalidade particular, o distúrbio mediado pelo 

complemento é selecionado do grupo que consiste em: artrite reuma-

toide; nefrite lúpica; asma; lesão de isquemia-reperfusão; síndrome 

urêmica hemolítica atípica; doença de depósito denso; hemoglobinúria 

paroxística noturna; degeneração macular; hemólise, síndrome com 

enzimas hepáticas elevadas e plaquetas baixas (HELLP); síndrome de 

Guillain-Barré; Síndrome de CHAPLE; miastenia grave; neuromielite 

óptica; microangiopatia trombótica pós-transplante de células-tronco 

hematopoiéticas (pós-HSCT-TMA); TMA pós-transplante de medula 

óssea (TMA pós-BMT); Doença de Degos; Doença de Gaucher; glo-

merulonefrite; púrpura trombocitopênica trombótica (TTP); perda fetal 

espontânea; Vasculite imune de Pauci; epidermólise bolhosa; perda 

fetal recorrente; esclerose múltipla (EM); traumatismo craniano; e le-

são resultante de infarto do miocárdio, circulação extracorpórea e he-

modiálise. 

BREVE DESCRIÇÃO DAS FIGURAS 

[0017] As FIGS. 1A e 1B mostram os resultados de um ensaio de 

hemólise de uma Via Clássica do Complemento (Complement Classi-

cal Pathway (CCP)) para domínios VHH anti-C5. 

[0018] A FIG. 2 mostra os resultados de um ensaio de liberação de 

C5a para domínios VHH anti-C5.  

[0019] As FIGS. 3A-3D mostram os resultados de um ensaio de 

hemólise de CCP para proteínas de fusão biespecíficas. 

[0020] A FIG. 4 mostra os resultados de um ensaio Wieslab de 

CCP para proteínas de fusão bi-específicas. 

[0021] A FIG. 5 mostra os resultados de um ensaio de liberação de 
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C5a para proteínas de fusão bi-específicas. 

[0022] As FIGS. 6A e 6B mostram os resultados de um ensaio de 

quantificação baseado em LC-MS que demonstra a farmacocinética de 

proteínas de fusão bi-específicas. 

[0023] As FIGS. 7A-7D mostram sensorgramas de Biacore que 

indicam a ligação de FcRn em pH 6,0 no tampão HBS-EP a HSA satu-

rada sem o domínio VHH (controle, FIG. 7A), MSA21 (FIG. 7B), 

HAS040 (FIG. 7C) ou HAS041 ( FIG. 7D). 

[0024] As FIGS. 8A-8D mostram sensorgramas de Biacore que 

indicam a ligação da albumina pelos domínios VHH de HAS020, 

HAS040, HAS041 e HAS044 em competição com VHH de Alb 1. 

[0025] As FIGS. 9A e 9B mostram a capacidade de várias proteí-

nas de fusão bi-específicas para inibir a hemólise. 

[0026] A FIG. 10 mostra que CRL0952 (SEQ ID NO: 96) é funcio-

nalmente altamente semelhante à CRL0500 na prevenção de hemóli-

se. CRL0500 é uma proteína de fusão bi-específica que se liga à C5 e 

albumina com um ligante (G4S)3 (SEQ ID NO: 106).  

[0027] As FIGS. 11A-11D mostram a ligação dependente de pH de 

proteínas de fusão substituídas por histidina. 

[0028] As FIGS. 12A e 12B mostram ligação dependente de pH de 

proteínas de fusão substituídas por histidina. 

DESCRIÇÃO DETALHADA 

[0029] A descrição fornece polipeptídeos manipulados que se li-

gam especificamente à albumina sérica ou ao componente C5 do 

complemento, em que os polipeptídeos manipulados podem ser, por 

exemplo, domínios variáveis de anticorpos de domínio único (sdAb's) 

ou imunoglobulina (IgG). Em algumas modalidades, os polipeptídeos 

manipulados não reduzem ou inibem significativamente a ligação da 

albumina sérica a FcRn ou não reduzem significativamente a meia-

vida da albumina sérica. A descrição também fornece proteínas de fu-
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são que compreendem polipeptídeos manipulados, em que as proteí-

nas de fusão podem ser, por exemplo, proteínas de fusão multivalen-

tes e multiespecíficas. A descrição fornece ainda moléculas de ácido 

nucleico que codificam polipeptídeos manipulados ou proteínas de fu-

são e métodos para produzir tais polipeptídeos manipulados ou proteí-

nas de fusão. A descrição fornece ainda composições farmacêuticas 

que compreendem os polipeptídeos manipulados ou as proteínas de 

fusão e métodos de tratamento que usam esses polipeptídeos manipu-

lados ou proteínas de fusão. 

[0030] Metodologias de DNA recombinante padronizadas são usa-

das para construir polinucleotídeos que codificam os polipeptídeos 

manipulados ou proteínas de fusão da descrição, incorporar tais poli-

nucleotídeos em vetores de expressão recombinantes e introduzir es-

ses vetores nas células hospedeiras para produzir os polipeptídeos 

manipulados ou proteínas de fusão da descrição. Veja, por exemplo, 

Sambrook et al., 2001, MOLECULAR CLONING: A LABORATORY 

MANUAL (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 3ª ed.). A menos que 

definições específicas sejam fornecidas, a nomenclatura utilizada em 

conexão com e os procedimentos e técnicas de laboratório de, química 

analítica, química orgânica sintética e química medicinal e farmacêuti-

ca aqui descritos são aqueles conhecidos e comumente usados na 

técnica. Da mesma forma, técnicas convencionais podem ser usadas 

para sínteses químicas, análises químicas, preparação farmacêutica, 

formulação, liberação e tratamento de pacientes. 

Definições 

[0031] Conforme utilizado de acordo com a presente descrição, as 

expressões a seguir, salvo indicação em contrário, devem ser entendi-

dos como tendo os significados a seguir. Salvo indicação em contrário 

pelo contexto, as expressões no singular devem incluir pluralidades e 

as expressões no plural devem incluir o singular. 
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[0032] Como usada aqui, a expressão "domínio de ligação" se re-

fere à porção de uma proteína ou anticorpo que compreende os resí-

duos de aminoácidos que interagem com um antígeno. Os domínios 

de ligação incluem, mas não estão limitados a, anticorpos (por exem-

plo, anticorpos de extensão completa), assim como suas porções de 

ligação ao antígeno. O domínio de ligação confere ao agente de liga-

ção sua especificidade e afinidade pelo antígeno. A expressão tam-

bém abrange qualquer proteína que possua um domínio de ligação 

que seja homólogo ou amplamente homólogo a um domínio de ligação 

à imunoglobulina. 

[0033] A expressão "anticorpo", como aqui referida, inclui anticor-

pos completos e qualquer fragmento de ligação ao antígeno (isto é, 

"porção de ligação ao antígeno") ou sua versão de cadeia simples. Um 

"anticorpo" se refere, em uma modalidade preferida, a uma glicoprote-

ína que compreende pelo menos duas cadeias pesadas (H) e duas 

cadeias leves (L) interconectadas por ligações de dissulfeto, ou sua 

porção de ligação ao antígeno. Cada cadeia pesada é composta por 

uma região variável de cadeia pesada (aqui abreviada como VH) e uma 

região constante da cadeia pesada. A região constante da cadeia pe-

sada é composta por três domínios, CH1, CH2 e CH3. Cada cadeia 

leve é composta por uma região variável da cadeia leve (aqui abrevia-

da como VL) e uma região constante da cadeia leve. A região constan-

te da cadeia leve é composta por um domínio, CL. As regiões VH e VL 

podem ainda ser subdivididas em regiões de hipervariabilidade, deno-

minadas regiões determinantes de complementaridade (CDR), interca-

ladas com regiões mais conservadas, denominadas regiões estruturais 

(FR). Cada VH e VL é composta por três CDRs e quatro FRs, dispostas 

da terminação amino a terminação carboxi na seguinte ordem: FR1, 

CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4. As regiões variáveis das cadei-

as pesada e leve contêm um domínio de ligação que interage com um 
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antígeno. As regiões constantes dos anticorpos podem mediar a liga-

ção da imunoglobulina a tecidos ou fatores do hospedeiro, incluindo 

várias células do sistema imunológico (por exemplo, células efetoras) 

e o primeiro componente (Clq) do sistema de complemento clássico.  

[0034] A expressão "fragmento de ligação ao antígeno" de um an-

ticorpo (ou simplesmente "fragmento de anticorpo"), como usada aqui, 

se refere a um ou mais fragmentos ou partes de um anticorpo que re-

têm a capacidade de se ligar especificamente a um antígeno. Tais 

"fragmentos" têm, por exemplo, entre cerca de 8 e cerca de 1500 ami-

noácidos de extensão, adequadamente entre cerca de 8 e cerca de 

745 aminoácidos de comprimento, adequadamente entre cerca de 8 a 

cerca de 300, por exemplo, entre cerca de 8 a cerca de 200 aminoáci-

dos, ou cerca de 10 a cerca de 50 ou 100 aminoácidos de extensão. 

Foi demonstrado que a função de ligação ao antígeno de um anticorpo 

pode ser realizada por fragmentos de um anticorpo de extensão com-

pleta. Exemplos de fragmentos de ligação abrangidos pela expressão 

"fragmento de ligação ao antígeno" de um anticorpo incluem (i) um fra-

gmento Fab, um fragmento monovalente que consiste nos domínios 

VL, VH, CL e CH1; (ii) um fragmento F(ab')2, um fragmento bivalente 

que compreende dois fragmentos Fab ligados por uma ponte dissulfeto 

na região de dobradiça; (iii) um fragmento Fd que consiste nos domí-

nios VH e CH1; (iv) um fragmento Fv que consiste nos domínios VL e 

VH de um único braço de um anticorpo, (v) um fragmento dAb (Ward et 

al., (1989) Nature 341: 544-546)), que consiste em um domínio VH; e 

(vi) uma região determinante de complementaridade isolada (CDR) ou 

(vii) uma combinação de duas ou mais CDRs isoladas que podem op-

cionalmente ser unidas por um ligante sintético. Além disso, embora os 

dois domínios do fragmento Fv, VL e VH, sejam codificados por genes 

separados, eles podem ser unidos, usando métodos recombinantes, 

por um ligante sintético que permite que sejam produzidos como uma 
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única cadeia proteica na qual as regiões VL e VH pareiam para formar 

moléculas monovalentes (conhecidas como Fv de cadeia simples 

(sFv); veja, por exemplo, Bird et al. (1988) Science 242: 423-426; e 

Huston et al. ( 1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85: 5879-5883). Esses 

anticorpos de cadeia simples também devem estar incluídos na ex-

pressão "fragmento de ligação ao antígeno" de um anticorpo. Estes 

fragmentos de anticorpo são obtidos utilizando técnicas convencionais 

conhecidas por aqueles versados na técnica e os fragmentos são pes-

quisados quanto à utilidade da mesma maneira que os anticorpos in-

tactos. As porções de ligação ao antígeno podem ser produzidas por 

técnicas de DNA recombinante ou por clivagem enzimática ou química 

de imunoglobulinas intactas. 

[0035] A expressão "anticorpo humano recombinante", como usa-

da aqui, inclui todos os anticorpos humanos que são preparados, ex-

pressos, criados ou isolados por meios recombinantes, tais como (a) 

anticorpos isolados de um animal (por exemplo, um camundongo) que 

é transgênico ou transcromossômico para genes de imunoglobulina 

humana ou um hibridoma preparado a partir deles, (b) anticorpos iso-

lados de uma célula hospedeira transformada para expressar o anti-

corpo, por exemplo, a partir de um transfectoma, (c) anticorpos isola-

dos de uma biblioteca combinatória de anticorpos humanos recombi-

nantes e (d) anticorpos preparados, expressos, criados ou isolados por 

qualquer outro meio que envolva o splicing de sequências de genes de 

imunoglobulina humana a outras sequências de DNA. Tais anticorpos 

humanos recombinantes que compreendem regiões variáveis e cons-

tantes que utilizam determinadas sequências de imunoglobulina da 

linha germinativa humana são codificados pelos genes da linha germi-

nativa, mas incluem rearranjos e mutações subsequentes que ocor-

rem, por exemplo, durante a maturação do anticorpo. Como conhecido 

na técnica (ver, por exemplo, Lonberg (2005) Nature Biotech. 23 (9): 
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1117-1125)), a região variável contém o domínio de ligação ao antíge-

no, que é codificado por vários genes que se reorganizam para formar 

um anticorpo específico para um antígeno estranho. Além do rearran-

jo, a região variável pode ser modificada ainda mais por múltiplas alte-

rações únicas de aminoácidos (denominadas mutação somática ou 

hipermutação) para aumentar a afinidade do anticorpo com o antígeno 

estranho. A região constante mudará em resposta adicional a um antí-

geno (isto é, troca de isotipo). Portanto, as moléculas de ácido nuclei-

co reorganizadas e somaticamente mutadas que codificam os polipep-

tídeos da cadeia leve e da cadeia pesada da imunoglobulina em res-

posta a um antígeno, podem não ter identidade de sequência com as 

moléculas originais de ácido nucleico, mas serão substancialmente 

idênticas ou semelhantes (ou seja, têm pelo menos 80% de identida-

de). 

[0036] A expressão "anticorpo humano", como usada aqui, se refe-

re a uma imunoglobulina (Ig) que é usada, por exemplo, pelo sistema 

imunológico para ligar e neutralizar patógenos. A expressão inclui anti-

corpos que possuem regiões variáveis e constantes que correspon-

dem substancialmente às sequências de Ig da linha germinativa hu-

mana. Em algumas modalidades, os anticorpos humanos são produzi-

dos em mamíferos não humanos, incluindo, entre outros, roedores, 

tais como camundongos e ratos e lagomorfos, tais como coelhos. Em 

outras modalidades, os anticorpos humanos são produzidos nas célu-

las de hibridoma. Ainda em outras modalidades, anticorpos humanos 

são produzidos recombinantemente. Como usado aqui, os anticorpos 

humanos incluem todo ou uma porção de um anticorpo incluindo, por 

exemplo, as cadeias pesadas e leves, regiões variáveis, regiões cons-

tantes, fragmentos proteolíticos, regiões determinantes de complemen-

taridade (CDRs) e outros fragmentos funcionais.  

[0037] Como usado aqui, "fragmento biologicamente ativo" se refe-
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re a uma porção de uma molécula, por exemplo, um gene, sequência 

codificadora, mRNA, polipeptídeo ou proteína, que possui um compri-

mento ou função biológica desejada. Um fragmento biologicamente 

ativo de uma proteína, por exemplo, pode ser um fragmento da proteí-

na de extensão completa que retém uma ou mais atividades biológicas 

da proteína. Um fragmento biologicamente ativo de um mRNA, , pode 

ser um fragmento que, quando traduzido, expressa um fragmento de 

proteína biologicamente ativo. Um fragmento de mRNA biologicamente 

ativo, além disso, pode compreender versões encurtadas de sequên-

cias não codificadoras, por exemplo , sequências regulatórias, UTRs, 

etc. Em geral, um fragmento de uma enzima ou molécula de sinaliza-

ção pode ser, por exemplo, aquela porção da molécula que retém sua 

atividade sinalizadora ou enzimática. Um fragmento de um gene ou 

sequência codificadora, por exemplo, pode ser aquela porção do gene 

ou sequência codificadora que produz um fragmento do produto de 

expressão. Um fragmento não precisa necessariamente ser definido 

funcionalmente, pois também pode se referir a uma porção de uma 

molécula que não é a molécula inteira, mas possui alguma caracterís-

tica ou comprimento desejado (por exemplo, fragmentos de restrição, 

fragmento proteolítico de uma proteína, fragmentos de amplificação 

etc.). 

[0038] Anticorpos de mamíferos comuns ou convencionais com-

preendem um tetrâmero, que é tipicamente composto por dois pares 

idênticos de cadeias de polipeptídeos, cada par tendo uma cadeia "le-

ve" de extensão completa (tipicamente com um peso molecular de 

cerca de 25 kDa) e uma cadeia "pesada" de extensão completa "(tipi-

camente tendo um peso molecular de cerca de 50-70 kDa). As expres-

sões "cadeia pesada" e "cadeia leve", como usadas aqui, se referem a 

qualquer polipeptídeo de Ig que possui uma sequência de domínio va-

riável suficiente para conferir especificidade por um antígeno alvo. A 
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porção N terminal de cada cadeia leve e pesada inclui tipicamente um 

domínio variável de cerca de 100 a 110 ou mais aminoácidos que 

normalmente é responsável pelo reconhecimento do antígeno. A por-

ção C terminal de cada cadeia tipicamente define um domínio constan-

te responsável pela função efetora. Assim, em um anticorpo que ocor-

re naturalmente, um polipeptídeo de cadeia pesada de Ig de extensão 

completa inclui um domínio variável (VH ou VH) e três domínios cons-

tantes (CH1 ou CH1, CH2 ou CH1 e CH3 ou CH3), em que o domínio VH 

está na terminação N do polipeptídeo e o domínio CH3 está na termi-

nação C e um polipeptídeo da cadeia leve de Ig de extensão completa 

inclui um domínio variável (VL ou VL) e um domínio constante (CL ou 

CL), em que o domínio VL está na terminação N do polipeptídeo e o 

domínio CL está na terminação C. 

[0039] Dentro de cadeias leves e pesadas de extensão completa, 

os domínios variáveis e constantes são tipicamente unidos por uma 

região "J" de cerca de 12 ou mais aminoácidos, com a cadeia pesada 

também incluindo uma região "D" com cerca de 10 ou mais aminoáci-

dos. As regiões variáveis de cada par de cadeia leve/pesada formam 

tipicamente um sítio de ligação ao antígeno. Os domínios variáveis dos 

anticorpos que ocorrem naturalmente exibem tipicamente a mesma 

estrutura geral de regiões estruturais relativamente conservadas (FR) 

unidas por três regiões hipervariáveis chamadas CDRs. As CDRs das 

duas cadeias de cada par são tipicamente alinhadas pelas regiões es-

truturais, o que permite a ligação a um epítopo específico. Da termina-

ção N para a terminação C, os domínios variáveis da cadeia leve e pe-

sada compreendem tipicamente os domínios FR1, CDR1, FR2, CDR2, 

FR3, CDR3 e FR4. 

[0040] As expressões "substancialmente puro" ou "substancial-

mente purificado", como usadas aqui, se referem a um composto ou 

espécie que é a espécie predominante presente em uma composição 
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(isto é, em uma base molar é mais abundante do que qualquer outra 

espécie individual na composição). Uma fração substancialmente puri-

ficada, por exemplo, pode ser uma composição em que a espécie pre-

dominante compreende pelo menos cerca de 50% (em base molar) de 

todas espécies macromoleculares presentes. Uma composição subs-

tancialmente pura, por exemplo, pode compreender uma espécie pre-

dominante que representa mais do que cerca de 80%, 85%, 90%, 95% 

ou 99% de todas as espécies macromoleculares presentes na compo-

sição. Em outras modalidades, as espécies predominantes podem ser 

purificadas até uma homogeneidade substancial (espécies contami-

nantes não podem ser detectadas na composição por métodos de de-

tecção convencionais) em que a composição consiste essencialmente 

em uma única espécie macromolecular. 

[0041] As expressões "antígeno" ou "antígeno alvo", como usadas 

aqui, se referem a uma molécula ou uma porção de uma molécula que 

é capaz de ser ligada a um anticorpo, um ou mais domínio de ligação 

de Ig ou outra porção de ligação imunológica incluindo, por exemplo, 

os polipeptídeos manipulados ou proteínas de fusão aqui descritos. 

Um antígeno é capaz de ser usado em um animal para produzir anti-

corpos capazes de se ligar a um epítopo desse antígeno. Um antígeno 

pode ter um ou mais epítopos. 

[0042] A expressão "epítopo" ou "determinante antigênico" se refe-

re a um local em um antígeno ao qual uma imunoglobulina ou anticor-

po se liga especificamente. Os epítopos podem ser formados a partir 

de aminoácidos contíguos ou aminoácidos não contíguos justapostos 

pelo enovelamento terciário de uma proteína. Os epítopos formados a 

partir de aminoácidos contíguos são tipicamente retidos na exposição 

a solventes desnaturantes, enquanto que os epítopos formados por 

enovelamento terciário são tipicamente perdidos no tratamento com 

solventes desnaturantes. Um epítopo inclui tipicamente pelo menos 3, 
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4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14 ou 15 aminoácidos em uma confor-

mação espacial única. Os métodos para determinar quais epítopos es-

tão ligados por um determinado anticorpo (isto é, mapeamento de epí-

topo) são bem conhecidos na técnica e incluem, por exemplo, ensaios 

de immunoblotting e imunoprecipitação, em que peptídeos superpos-

tos ou contíguos do antígeno são testados quanto à reatividade com o 

dado anticorpo. Os métodos para determinar a conformação espacial 

dos epítopos incluem técnicas conhecidas e aquelas aqui descritas, 

por exemplo, cristalografia com raios-x e ressonância magnética nu-

clear bidimensional (ver, por exemplo, Epitope Mapping Protocols in 

Methods in Molecular Biology, vol. 66, G. E. Morris, Ed. (1996)). 

[0043] As expressões "atividade", "atividade biológica" ou "propri-

edade biológica", como usadas em referência aos polipeptídeos mani-

pulados ou às proteínas de fusão da descrição, incluem, mas não es-

tão limitadas a afinidade e especificidade do epítopo, capacidade de 

antagonizar a atividade de um antígeno alvo, a estabilidade in vivo dos 

polipeptídeos manipulados ou proteínas de fusão da descrição e as 

propriedades imunogênicas dos polipeptídeos manipulados ou proteí-

nas de fusão da descrição. Outras propriedades biológicas identificá-

veis incluem, por exemplo, reatividade cruzada (por exemplo, com 

homólogos não humanos do antígeno alvo ou com outros alvos ou te-

cidos antigênicos, geralmente) e capacidade de preservar altos níveis 

de expressão de proteína nas células de mamíferos. 

[0044] Um anticorpo, imunoglobulina ou fragmento de imunoglobu-

lina imunologicamente funcional ou os polipeptídeos manipulados ou 

proteínas de fusão aqui descritas, são ditos se ligar "especificamente" 

a um antígeno quando a molécula reconhece preferencialmente seu 

antígeno alvo em uma mistura complexa de proteínas e/ou macromo-

léculas. A expressão "se liga especificamente", como usada aqui, se 

refere à capacidade de um anticorpo, imunoglobulina ou fragmento de 
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imunoglobulina imunologicamente funcional ou um polipeptídeo mani-

pulado ou proteína de fusão da descrição, para se ligar a um antígeno 

que contém um epítopo com um KD de pelo menos cerca de 10-6 M, 

10-7 M, 10-8 M, 10-9 M, 10-10 M, 10-11 M, 10-12 M ou mais, e/ou para se 

ligar a um epítopo com uma afinidade que seja pelo menos duas vezes 

maior que a sua afinidade por um antígeno não específico. 

[0045] A expressão "KD", como usada aqui, se refere à constante 

de dissociação da interação entre um anticorpo, imunoglobulina ou 

fragmento de imunoglobulina imunologicamente funcional, ou um poli-

peptídeo manipulado ou proteína de fusão aqui descrita e um antígeno 

alvo. Quando um polipeptídeo manipulado ou proteína de fusão da 

descrição compreende uma sequência de Ig monovalente, a sequên-

cia de Ig monovalente se liga preferivelmente a um antígeno desejado, 

por exemplo, com um KD de 10-5 a 10-12 M ou menos, ou 10-7 a 10-12 M 

ou menos, ou 10-3 a 10-12 M e/ou com uma afinidade de ligação de pe-

lo menos 107 M-1, pelo menos 108 M-1, pelo menos 109 M-1 ou pelo 

menos 1012 M-1. Um valor de KD maior que 104 M é geralmente consi-

derado indicar ligação não específica. Em algumas modalidades, uma 

sequência de Ig monovalente de um polipeptídeo manipulado ou prote-

ína de fusão da descrição se liga a um antígeno desejado com uma 

afinidade menor do que 500 mM, menor do que 200 nM, menor do que 

10 nM ou menor do que 500 pM. 

[0046] Uma KD pode ser determinada por métodos conhecidos na 

técnica, incluindo, por exemplo, ressonância de plasma de superfície 

(SPR). Geralmente, a análise de SPR mede interações de ligação em 

tempo real entre um ligante (um antígeno alvo em uma matriz de bi-

osensor) e um analito usando, por exemplo, o sistema BIAcore (Phar-

macia Biosensor; Piscataway, NJ). A análise de SPR também pode ser 

realizada imobilizando um analito e apresentando o ligante. A ligação 

específica de um polipeptídeo manipulado ou proteína de fusão da 
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descrição a um antígeno ou determinante antigênico também pode ser 

determinada de qualquer maneira adequada conhecida na técnica, in-

cluindo, por exemplo, análise de Scatchard e/ou ensaios de ligação 

competitiva, tais como radio-imunoensaios (RIA ), imunoensaios enzi-

máticos (EIA) e ensaios de competição sanduíche. 

[0047] A expressão "biespecífico" se refere a uma proteína de fu-

são da descrição que é capaz de se ligar a dois antígenos. A expres-

são "proteína de fusão multivalente" significa uma proteína de fusão 

que compreende dois ou mais sítios de ligação ao antígeno. 

[0048] A expressão "proteína de fusão multiespecífica" se refere a 

uma proteína de fusão da descrição que é capaz de se ligar a dois ou 

mais alvos relacionados ou não relacionados.  

[0049] A expressão "fundido a" como usada aqui se refere a um 

polipeptídeo produzido pela combinação de mais de uma sequência, 

tipicamente pela clonagem de uma sequência, por exemplo, uma se-

quência codificadora, em um vetor de expressão em fase de leitura 

com uma ou mais sequências codificadoras secundárias, de modo que 

as duas (ou mais) sequências codificadoras sejam transcritas e tradu-

zidas em um único polipeptídeo contínuo. Além de serem feitos com 

tecnologia recombinante, partes de um o polipeptídeo pode ser "fundi-

das" uma a outra por meio de reação química, ou outros meios conhe-

cidos na técnica para produzir polipeptídeos personalizados. 

[0050] A expressão "vetor", como usada aqui, se refere a qualquer 

molécula (por exemplo, ácido nucleico, plasmídeo ou vírus) que é usa-

da para transferir informações de codificação para um sistema de ex-

pressão (por exemplo, uma célula hospedeira ou sistema de expres-

são in vitro). Um tipo de vetor é um "plasmídeo", que se refere a uma 

molécula de DNA de fita dupla circular (dsDNA), na qual segmentos 

adicionais de DNA podem ser inseridos. Outro tipo de vetor é um vetor 

viral, em que segmentos de DNA adicionais podem ser inseridos em 
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um genoma viral. Certos vetores são capazes de replicação autônoma 

em uma célula hospedeira na qual são introduzidos (por exemplo, ve-

tores bacterianos que possuem uma origem bacteriana de replicação e 

vetores de mamíferos epissomais). Outros vetores (por exemplo, veto-

res de mamíferos não epissomais) podem ser integrados no genoma 

de uma célula hospedeira e, assim, são replicados juntamente com o 

genoma do hospedeiro. Além disso, certos vetores são capazes de 

direcionar a expressão de sequências codificadoras às quais eles es-

tão operativamente ligados. Tais vetores são referidos aqui como "ve-

tores de expressão. 

[0051] A expressão "operativamente ligado", como usada aqui, se 

refere a um arranjo de sequências flanqueadoras em que as sequên-

cias flanqueadoras são configuradas ou montadas para executar uma 

função desejada. Assim, uma sequência flanqueadora operativamente 

ligada a uma sequência codificadora pode ser capaz de efetuar a re-

plicação, transcrição e/ou tradução da sequência codificadora. Uma 

sequência codificadora está operativamente ligada a um promotor, por 

exemplo, onde o promotor é capaz de direcionar a transcrição dessa 

sequência codificadora. Uma sequência flanqueadora não precisa ser 

contígua à sequência codificadora para ser considerada operativamen-

te ligada, desde que funcione corretamente. 

[0052] A expressão "célula hospedeira", como usada aqui, se refe-

re a uma célula na qual um vetor de expressão foi introduzido. Uma 

célula hospedeira pretende se referir não apenas à célula em questão, 

mas também à progênie dessa célula. Como certas modificações po-

dem ocorrer nas gerações seguintes devido a mutações ou influências 

ambientais, essa progênie pode não ser, de fato, idêntica à célula pa-

rental, mas essas células ainda estão incluídas no escopo da expres-

são "célula hospedeira", conforme usada aqui. Uma grande variedade 

de sistemas de expressão de células hospedeiras pode ser usada para 
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expressar os polipeptídeos manipulados ou proteínas de fusão da 

descrição, incluindo sistemas de expressão bacteriana, de levedura, 

baculoviral e de mamífero (assim como sistemas de expressão de 

apresentação em fago). 

[0053] A expressão "que ocorre naturalmente", como usada aqui e 

aplicada a uma molécula em particular, se refere a uma molécula que 

é encontrada na natureza e não foi manipulada pelo homem. Da mes-

ma forma, a expressão " que não ocorre naturalmente", como usada 

aqui, se refere a uma molécula que não é encontrada na natureza ou 

que tenha sido modificada ou sintetizada artificialmente. 

[0054] A expressão "manipulado", como usada aqui e aplicada a 

uma molécula específica tal como, por exemplo, um polipeptídeo que 

foi modificado ou manipulado, tal como por mutação, truncamento, de-

leção, substituição, adição, conjugação ou pela alteração de outra for-

ma da sequência primária, estrutura química ou tridimensional, assina-

tura química, comportamento de enovelamento, estado de glicosilação 

ou qualquer outro atributo da molécula, de modo que a molécula difira 

de sua contraparte que ocorre naturalmente. 

[0055] A expressão "paciente", tal como usada aqui, inclui indiví-

duos humanos e animais. 

[0056] Um "distúrbio" é qualquer condição que se beneficiaria do 

tratamento usando os polipeptídeos manipulados ou proteínas de fu-

são da descrição. "Distúrbio" e "condição" são aqui utilizados alternati-

vamente. 

[0057] Um "distúrbio mediado pelo complemento", como usado 

aqui, se refere a um distúrbio causado, direta ou indiretamente, pela 

regulação incorreta da via do complemento, por exemplo, ativação ou 

supressão da via do complemento ou um distúrbio que é mediado, di-

reta ou indiretamente, por um ou mais componentes da via do com-

plemento ou por um produto gerado pela via do complemento. A ex-
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pressão também se refere a um distúrbio que é exacerbado por um ou 

mais componentes da via do complemento ou a um produto gerado 

pela via do complemento. 

[0058] As expressões "tratamento" ou "tratar", como usada aqui, 

se referem ao tratamento terapêutico e a medidas profiláticas ou pre-

ventivas. Aqueles que precisam de tratamento incluem aqueles que 

possuem o distúrbio, assim como aqueles em risco de ter o distúrbio 

ou aqueles em que o distúrbio deve ser prevenido. 

[0059] Como usada aqui, uma quantidade "terapeuticamente efi-

caz" de, por exemplo, uma proteína de fusão ou polipeptídeo manipu-

lado aqui descrito, é uma quantidade que, quando administrada, resul-

ta em uma diminuição na gravidade dos sintomas da doença (por 

exemplo, uma diminuição nos sintomas de distúrbios associados a um 

distúrbio mediado pelo complemento, um aumento na frequência e du-

ração dos períodos livres de sintomas da doença ou na prevenção de 

comprometimento ou incapacidade devido à aflição da doença. Em 

certas modalidades, uma quantidade terapeuticamente eficaz de um 

agente terapêutico aqui descrito pode incluir uma quantidade (ou vá-

rias quantidades no caso de múltiplas administrações) que reduza a 

hemólise ou melhore os sintomas de um distúrbio mediado pelo com-

plemento. 

[0060] As expressões "composição farmacêutica" ou "composição 

terapêutica", Como usada aqui, se referem a um composto ou compo-

sição capaz de induzir um efeito terapêutico desejado quando adminis-

trado a um paciente. 

[0061] A expressão "veículo farmaceuticamente aceitável" ou "veí-

culo fisiologicamente aceitável", como usada aqui, se refere a um ou 

mais materiais de formulação adequados para realizar ou melhorar a 

liberação dos polipeptídeos manipulados ou proteínas de fusão da 

descrição. 
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[0062] A expressão "quantidade terapeuticamente eficaz", confor-

me usada em referência a um composição farmacêutica que compre-

ende um ou mais polipeptídeos manipulados ou proteínas de fusão da 

descrição, se refere a uma quantidade ou dosagem suficientes para 

produzir um resultado terapêutico desejado. Mais especificamente, 

uma quantidade terapeuticamente eficaz é uma quantidade de um ou 

mais polipeptídeos manipulados ou proteínas de fusão da descrição 

suficientes para inibir, por algum período de tempo, um ou mais dos 

processos patológicos clinicamente definidos associados com a condi-

ção a ser tratada, por exemplo, um distúrbio mediado pelo comple-

mento. A quantidade terapeuticamente eficaz pode variar dependendo 

do polipeptídeo específico manipulado ou da proteína de fusão que 

está sendo usada e depende de uma variedade de fatores e condições 

relacionados ao paciente que está sendo tratado e a gravidade do dis-

túrbio. 

Sistema do Complemento 

[0063] O sistema do complemento atua em conjunto com outros 

sistemas imunológicos do corpo para se defender contra a intrusão de 

patógenos celulares e virais. Existem pelo menos 25 proteínas do 

complemento, que são uma coleção complexa de proteínas plasmáti-

cas e cofatores de membrana. As proteínas plasmáticas representam 

cerca de 10% das globulinas no soro de vertebrados. Os componentes 

do complemento atingem suas funções imunológicas defensivas pela 

interação em uma série de eventos de clivagem enzimática intrinca-

dos, mas precisos e de ligação à membrana. A cascata do comple-

mento resultante leva à produção de produtos com funções opsônicas, 

imuno-reguladoras e líticas. 

[0064] A cascata de complemento pode progredir pela via clássica 

(CP), via lectina ou via alternativa (AP). A via da lectina é tipicamente 

iniciada com a ligação da lectina que se liga à manose (MBL) a subs-
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tratos com alto teor de manose. AP pode ser independente de anticor-

pos e iniciada por certas moléculas nas superfícies de patógenos. A 

CP é tipicamente iniciada pelo reconhecimento de anticorpos e pela 

ligação a um sítio antigênico em uma célula alvo. Essas vias conver-

gem para C3 convertase, onde o componente C3 do complemento é 

clivado por uma protease ativa para produzir C3a e C3b. 

[0065] A hidrólise espontânea do componente C3 do complemen-

to, que é abundante na fração plasmática do sangue, também pode 

levar ao início da AP C3 convertase. Esse processo, conhecido como 

"tickover", ocorre através da clivagem espontânea de uma ligação 

tioéster em C3 para formar C3i ou C3(H2O). Tickover é facilitado pela 

presença de superfícies que suportam a ligação de C3 ativado e/ou 

têm características de carga neutras ou positivas (por exemplo, super-

fícies celulares bacterianas). A formação de C3(H2O) permite a ligação 

do fator B da proteína plasmática, que por sua vez permite ao fator D 

clivar o fator B em Ba e Bb. O fragmento Bb permanece ligado a C3 

para formar um complexo contendo C3(H2O)Bb– a "fase fluida" ou "ini-

ciação" de C3 convertase. Embora produzida apenas em pequenas 

quantidades, a C3 convertase em fase fluida pode clivar várias proteí-

nas C3 em C3a e C3b e resultar na geração de C3b e sua subsequen-

te ligação covalente a uma superfície (por exemplo, uma superfície 

bacteriana). O fator B ligado ao C3b ligado à superfície é clivado pelo 

fator D para formar o complexo AP C3 convertase ligado à superfície 

contendo C3b,Bb.  

[0066] A AP C5 convertase ((C3b)2,Bb) é formada pela adição de 

um segundo monômero de C3b à AP C3 convertase. O papel da se-

gunda molécula de C3b é ligar a C5 e apresentá-la à clivagem por Bb. 

As convertases AP C3 e C5 são estabilizadas pela adição da proteína 

trimérica properdina. A ligação adequada a properdina, no entanto, 

não é necessária para formar uma via alternativa funcional de C3 ou 

Petição 870190141523, de 30/12/2019, pág. 45/238



28/95 

C5 convertase. 

[0067] A CP C3 convertase é formada depois da interação do 

componente C1 do complemento, que é um complexo de C1q, C1r e 

C1s, com um anticorpo que está ligado a um antígeno alvo (por exem-

plo, um antígeno microbiano). A ligação da porção C1q de C1 ao com-

plexo anticorpo-antígeno causa uma alteração conformacional em C1 

que ativa C1r. C1r ativo cliva então C1s associado a C1 para gerar 

uma serina protease ativa. C1s ativo clica o componente C4 do com-

plemento em C4b e C4a. Como C3b, o fragmento C4b recém-gerado 

contém um tiol altamente reativo que forma prontamente ligações ami-

da ou éster com moléculas adequadas em uma superfície alvo (por 

exemplo, uma superfície celular microbiana). C1s também cliva o 

complemento C2 em C2b e C2a. O complexo formado por C4b e C2a 

é a CP C3 convertase, que é capaz de processar C3 em C3a e C3b. A 

CP C5 convertase (C4b, C2a,C3b) é formada pela adição de um mo-

nômero C3b à CP C3 convertase. 

[0068] Além de seu papel nas C3 e C5 convertases, C3b também 

funciona como opsonina através da sua interação com receptores do 

complemento presentes nas superfícies de células que apresentam 

antígeno, tais como macrófagos e células dendríticas. A função opsô-

nica de C3b é geralmente considerada uma das funções anti-

infecciosas mais importantes do sistema do complemento. Pacientes 

com lesões genéticas que bloqueiam a função C3b são propensos à 

infecção por uma ampla variedade de organismos patogênicos, en-

quanto pacientes com lesões posteriores na sequência da cascata do 

complemento, ou seja, pacientes com lesões que bloqueiam as fun-

ções de C5, são mais propensos apenas a infecção por Neisseria in-

fecção e apenas um pouco mais propensos. 

[0069] As AP e CP C5 convertases clivam C5 em C5a e C5b. A 

clivagem de C5 libera C5a, uma potente anafilatoxina e fator quimiotá-
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xico, e C5b, que permite a formação do complexo de complemento do 

terminal lítico, C5b-9. C5b se combina com C6, C7 e C8 para formar o 

complexo C5b-8 na superfície da célula alvo. Após a ligação de várias 

moléculas de C9, é formado o complexo de ataque à membrana 

(MAC, C5b-9, complexo de complemento terminal ("TCC")). Quando 

um número suficiente de MACs se insere nas membranas das células 

alvo, as aberturas que eles criam (poros MAC) medeiam a rápida lise 

osmótica das células alvo. 

[0070] Embora um sistema de complemento que funcione ade-

quadamente forneça uma defesa robusta contra a infecção por micró-

bios, a regulação ou ativação inadequada das vias do complemento 

tem sido implicada na patogênese de uma variedade de distúrbios, in-

cluindo, por exemplo, artrite reumatoide; nefrite lúpica; asma; lesão de 

isquemia-reperfusão; síndrome urêmica hemolítica atípica (aHUS); do-

ença de depósito denso (DDD); hemoglobinúria paroxística noturna 

(PNH); degeneração macular (por exemplo, degeneração macular re-

lacionada à idade (AMD)); hemólise, síndrome com enzimas hepáticas 

elevadas e plaquetas baixas (HELLP); síndrome de Guillain-Barré 

(GBS); enteropatia com perda de proteína (por exemplo, Síndrome de 

CHAPLE); miastenia gravis (MG); neuromielite óptica (NMO); microan-

giopatia trombótica pós-transplante de células-tronco hematopoiéticas 

(pós-HSCT-TMA); TMA pós-transplante de medula óssea (TMA pós-

BMT); Doença de Degos; Doença de Gaucher; glomerulonefrite; púr-

pura trombocitopênica trombótica (TTP); perda fetal espontânea; vas-

culite imune de Pauci; epidermólise bolhosa; perda fetal recorrente; 

esclerose múltipla (MS); traumatismo craniano; e lesão resultante de 

infarto do miocárdio, circulação extracorpórea e hemodiálise. (Holers, 

V., Immunol. Rev., 223:300-16, 2008). A regulação negativa da ativa-

ção do complemento demonstrou ser eficaz no tratamento de várias 

indicações de doenças em uma variedade de modelos em animais 
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(Rother, R. et al., Nat. Biotechnol, 25: 1256 -64, 2007; Wang, Y. et al., 

Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 93: 8563-8, 1996; Wang, Y. et al., Proc. 

Natl. Acad. Sci. USA, 92: 8955-9, 1995; Rinder, C. et al., J. Clin. In-

vestir. 96: 1564-72, 1995; Kroshus, T. et al., Transplantation, 60: 1194-

202, 1995; Homeister, J. et al., J. Immunol, 150: 1055-64, 1993; 

Weisman, H. et al., Science, 249: 146-51, 1990; Amsterdam, E. et al. 

J. Physiol, 268: H448-57, 1995; e Rabinovici, R. et al., J. Immunol, 

149: 1744-50, 1992). 

Albumina Sérica Humana e Receptor Fc Neonatal 

[0071] Polipeptídeos que podem se ligar à albumina sérica huma-

na (HSA) para aumentar a meia-vida de proteínas terapeuticamente 

relevantes têm sido descritos (WO 91/01743, WO 01/45746 e WO 

02/076489). As porções peptídicas descritas, no entanto, são de ori-

gem bacteriana ou sintética, o que não é preferido para uso em tera-

pêutica em humanos. WO 04/041865 descreve anticorpos de domínio 

único (sdAb's ou Nanobodies®) direcionados contra albumina sérica (e 

em particular contra HSA) que podem ser ligados a outras proteínas 

(tais como um ou mais outros sdAb's direcionados contra um alvo de-

sejado) para aumentar a meia-vida da proteína. 

[0072] O receptor Fc neonatal (FcRn), também denominado "re-

ceptor Brambell", está envolvido no prolongamento da vida útil da al-

bumina em circulação (Chaudhury, C. et al., J. Exp. Med. 3: 315-22, 

2003). FcRn é uma glicoproteína de membrana integral que consiste 

em uma cadeia leve solúvel que consiste em β2-microglobulina (β2m), 

não covalentemente ligada a uma cadeia α de 43 kDa, com três domí-

nios extracelulares, uma região transmembrana e uma cauda cito-

plasmática de cerca de 50 aminoácidos. A cauda citoplasmática con-

tém um sinal de endocitose de motivo de dinonucleotídeo implicado na 

internalização do receptor. A cadeia α é um membro da família de pro-

teínas MHC I não clássica. A associação de β2m com a cadeia α é crí-
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tica para enovelar corretamente FcRn e sair do retículo endoplasmáti-

co para direcionar para os endossomas e a superfície celular. 

[0073] A estrutura geral de FcRn é semelhante à das moléculas da 

classe I. As regiões α-1 e α-2 se assemelham a uma plataforma com-

posta por oito fitas antiparalelas que formam uma única folha β enci-

mada por duas hélices α antiparalelas muito semelhantes à fenda pep-

tídica nas moléculas de MHC I. Devido ao reposicionamento geral da 

hélice α-1 e à flexão da porção C-terminal da hélice α-2 devido a uma 

quebra na hélice introduzida pela presença do Pro162, as hélices de 

FcRn estão em íntima proximidade, obstruindo a ligação peptídica . A 

cadeia lateral de Arg164 de FcRn também oclui a interação potencial 

do peptídeo N-terminal com o bolso de MHC. Além disso, a ponte de 

sal e a interação hidrofóbica entre as hélices α-1 e α-2 também podem 

contribuir para o fechamento do sulco. Portanto, o FcRn não participa 

da apresentação do antígeno e a fenda peptídica está vazia. 

[0074] FcRn se liga e transporta a IgG através do sinciciotrofoblas-

to placentário da circulação materna para a circulação fetal e protege a 

IgG da degradação em adultos. Além da homeostase, FcRn controla a 

transcitose da IgG nos tecidos. FcRn está localizado nas células epite-

liais, células endoteliais e hepatócitos. 

[0075] HSA se liga à FcRn para formar um complexo tri-molecular 

com IgG. Ambas, albumina e IgG se ligam de maneira não cooperativa 

em sítios distintos em FcRn. A ligação de FcRn humano a Sepharose-

HSA e Sepharose-hlgG é dependente do pH, sendo máxima em pH 5 

e indetectável em pH 7 a pH 8. A observação de que FcRn se liga a 

albumina da mesma maneira dependente do pH como ele se liga a 

IgG, sugere que o mecanismo pelo qual a albumina interage com o 

FcRn e, portanto, é protegido da degradação é idêntico àquele de IgG 

e mediado através de uma interação sensível ao pH idêntica àquela de 

FcRn. Foi demonstrado que o uso de ressonância de plasma de super-
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fície para medir a capacidade de domínios individuais de HSA de se 

ligarem a hFcRn solúvel imobilizado, FcRn e albumina mostraram inte-

ragia através do domínio D-III da albumina de maneira dependente do 

pH, em um local distinto do sítio de ligação da IgG (Chaudhury, C. et 

al., Biochemistry, 45: 4983-90, 2006). 

Polipeptídeos Manipulados se Ligam especificamente ao Complemen-

to C5 ou Albumina Sérica 

[0076] São descritos aqui polipeptídeos manipulados que compre-

endem sequências de Ig, por exemplo, sequências de domínio variável 

de Ig, que podem se ligar ou se associar ao componente C5 do com-

plemento ou albumina sérica. Os polipeptídeos manipulados aqui des-

critos podem se ligar especificamente à albumina sérica de tal maneira 

que, quando o polipeptídeo manipulado está ligado ou associado de 

outra maneira a uma molécula de albumina sérica, a ligação da molé-

cula de albumina sérica ao FcRn não é significativamente reduzida ou 

inibida em comparação com a ligação da molécula de albumina sérica 

a FcRn quando o polipeptídeo não está ligado a ela. Nesta modalida-

de, "não reduzida ou inibida significativamente" significa que a afinida-

de de ligação da albumina sérica ao FcRn (conforme medida usando 

um ensaio adequado, tal como, por exemplo, SPR) não está reduzida 

em mais de 50% ou em mais de 30%, ou mais de 10%, ou mais de 

5%, ou não está reduzida. Nesta modalidade, "não significativamente 

reduzida ou inibida" também significa que a meia-vida da molécula de 

albumina sérica não está significativamente reduzida. Em particular, os 

polipeptídeos manipulados podem conter resíduos de aminoácidos na 

albumina sérica que não estão envolvidos na ligação da albumina séri-

ca a FcRn. Mais particularmente, polipeptídeos manipulados podem se 

ligar a resíduos de aminoácidos ou sequências de albumina sérica que 

não fazem parte do domínio III da albumina sérica, por exemplo, poli-

peptídeos manipulados que são capazes de se ligar a resíduos de 
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aminoácidos ou sequências de albumina sérica que fazem parte de 

domínio I e/ou domínio II. 

[0077] Em algumas modalidades, os polipeptídeos manipulados 

são sdAbs ou adequados para uso como sdAbs e, como tal, podem 

ser uma sequência de domínio variável de cadeia pesada ou uma se-

quência de domínio variável de cadeia leve e, em certas modalidades, 

são sequências de domínio variável de cadeia pesada de um anticorpo 

de cadeia pesada. Nos casos em que os polipeptídeos manipulados 

são de domínio único, sequências de domínio variável de cadeia pe-

sada de um anticorpo de cadeia pesada, essas sequências podem ser 

referidas como anticorpos VHH ou VHH, fragmentos VHH ou VHH de 

anticorpo ou domínios VHH ou VHH. 

[0078] Um "anticorpo de cadeia pesada" se refere a um anticorpo 

que consiste em duas cadeias pesadas e não possui as duas cadeias 

leves encontradas nos anticorpos convencionais. Camelídeos (mem-

bros da família biológica Camelidae, a única família atualmente viva na 

subordem Tylopoda; camelídeos existentes incluem camelos dromedá-

rios, camelos bactrianos, camelos selvagens ou não domesticados, 

lhamas, alpacas, vicunhas e guanacos) são os únicos mamíferos com 

anticorpos VHH de cadeia simples. Cerca de 50% dos anticorpos nos 

camelídeos são anticorpos de cadeia pesada, sendo os outros 50% do 

tipo de anticorpo de cadeia pesada/leve de mamífero comum ou con-

vencional. 

[0079] "Domínio VHH" se refere a domínios variáveis presentes 

em anticorpos de cadeia pesada que ocorre naturalmente para distin-

gui-los dos domínios variáveis de cadeia pesada que estão presentes 

nos anticorpos convencionais de quatro cadeias (aqui referidos como 

"domínios VH") e dos domínios variáveis de cadeia leve presentes em 

anticorpos convencionais de quatro cadeias (aqui referidos como "do-

mínios VL"). 
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[0080] Os domínios VHH têm várias características estruturais e 

propriedades funcionais únicas que produzem domínios VHH isolados 

(assim como sdAbs, que são baseados em domínios VHH e comparti-

lham essas características estruturais e propriedades funcionais com 

os domínios VHH que ocorrem naturalmente) e proteínas que contêm 

os domínios VHH altamente vantajosos para uso como domínios ou 

proteínas funcionais de ligação ao antígeno. Por exemplo, os domínios 

VHH, que se ligam a um antígeno sem a presença de uma VL, e os 

sdAbs podem funcionar como uma única unidade, domínio ou proteína 

estrutural de ligação ao antígeno funcional, relativamente pequena e 

funcional. O pequeno tamanho dessas moléculas distingue os domí-

nios VHH dos domínios VH e VL dos anticorpos convencionais de qua-

tro cadeias. O uso de domínios VHH e sdAbs como proteínas únicas 

de ligação ao antígeno ou como domínios de ligação ao antígeno (por 

exemplo, como parte de uma proteína ou polipeptídeo maior) oferece 

várias vantagens significativas sobre o uso dos domínios convencio-

nais VH e VL, assim bem como scFv ou fragmentos de anticorpo con-

vencionais (como fragmentos Fab ou F(ab')2). Somente um único do-

mínio é necessário para ligar um antígeno com alta afinidade e com 

alta seletividade, por exemplo, para que não haja necessidade de dois 

domínios separados presentes, nem para garantir que esses dois do-

mínios estejam presentes em uma configuração e conformação espa-

cial específicas (por exemplo, através do uso de ligantes específicos, 

como em um scFv). Os domínios VHH e sdAbs também podem ser 

expressos a partir de um único gene e não requerem dobras ou modi-

ficações pós-traducionais. Os domínios VHH e sdAbs podem ser fa-

cilmente projetados em formatos multivalentes e multiespecíficos. Os 

domínios VHH e sdAbs também são altamente solúveis e não tendem 

a se agregar (Ward, E. et al, Nature, 341: 544-6, 1989), e são altamen-

te estáveis ao calor, pH, proteases e outros agentes ou condições 
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desnaturantes (Ewert, S. et al., Biochemistry, 41:3628-36, 2002). Os 

domínios VHH e sdAbs são relativamente fáceis e baratos de preparar, 

mesmo na escala necessária para a produção. Por exemplo, domínios 

VHH, sdAbs e polipeptídeos que contêm domínios VHH ou sdAbs po-

dem ser produzidos usando fermentação microbiana usando métodos 

conhecidos na técnica e não requerem o uso de sistemas de expres-

são em mamíferos, como, por exemplo, fragmentos de anticorpos con-

vencionais. Os domínios VHH e sdAbs são relativamente pequenos 

(aproximadamente 15 kDa, ou 10 vezes menores que uma IgG con-

vencional) em comparação com os anticorpos convencionais de quatro 

cadeias e seus fragmentos de ligação ao antígeno e, portanto, mos-

tram maior penetração nos tecidos (incluindo, mas não se limitando a 

tumores sólidos e outros tecidos densos) do que os anticorpos con-

vencionais de quatro cadeias e seus fragmentos de ligação ao antíge-

no. Os domínios VHH e sdAbs podem mostrar as chamadas proprie-

dades de "ligação à cavidade" (devido, por exemplo, a sua alça de 

CDR3 estendida) e podem acessar alvos e epítopos não acessíveis 

aos anticorpos convencionais de quatro cadeias e seus fragmentos de 

ligação ao antígeno. Foi demonstrado, por exemplo, que os domínios 

VHH e sdAbs podem inibir enzimas (WO 97/49805; Transue, T. et al., 

Proteins, 32:515-22, 1998; Lauwereys, M. et al., EMBO J., 17:3512-20, 

1998).  

[0081] A expressão "anticorpo de domínio único" ou "sdAb", como 

usada aqui, é um anticorpo ou seu fragmento que consiste em um úni-

co domínio variável de anticorpo monomérico. Não está limitado a uma 

fonte biológica específica ou a um método específico de preparação. 

Um sdAb pode ser obtido, por exemplo, (1) pelo isolamento do domí-

nio VHH de um anticorpo de cadeia pesada que ocorre naturalmente; 

(2) pela expressão de uma sequência de nucleotídeos que codifica um 

domínio VHH que ocorre naturalmente; (3) pela "humanização" de um 
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domínio VHH que ocorre naturalmente ou pela expressão de um ácido 

nucleico que codifique esse domínio VHH humanizado; (4) pela "came-

lização" de um domínio VH que ocorre naturalmente de qualquer es-

pécie animal, em particular uma espécie de mamífero, como um ser 

humano, ou pela expressão de um ácido nucleico que codifique esse 

domínio VH camelizado; (5) pela "camelização" de um "anticorpo de 

domínio" ("Dab") ou pela expressão de um ácido nucleico que codifica 

esse domínio VH camelizado; (6) pelo uso de técnicas sintéticas ou 

semissintéticas para preparar polipeptídeos manipulados ou proteínas 

de fusão; (7) pelo preparo de um ácido nucleico que codifique um 

sdAb usando técnicas para a síntese de ácidos nucleicos, seguido pe-

la expressão do ácido nucleico assim obtido; e/ou (8) qualquer combi-

nação dos acima. 

[0082] Os polipeptídeos manipulados ou proteínas de fusão aqui 

descritos podem compreender, por exemplo, sequências de aminoáci-

dos de domínios VHH que ocorrem naturalmente que tenham sido 

"humanizados", por exemplo, pela substituição de um ou mais resí-

duos de aminoácidos na sequência de aminoácidos da sequência de 

VHH que ocorre naturalmente por um ou mais dos resíduos de amino-

ácidos que ocorrem nas posições correspondentes em um domínio VH 

de um ser humano. 

[0083] Os polipeptídeos manipulados ou proteínas de fusão aqui 

descritos podem compreender, por exemplo, sequências de aminoáci-

dos de domínios VH que ocorrem naturalmente que foram "cameliza-

dos", isto é, pela substituição de um ou mais resíduos de aminoácidos 

na sequência de aminoácidos de um domínio VH que ocorre natural-

mente com um ou mais dos resíduos de aminoácidos que ocorrem nas 

posições correspondentes no domínio VHH de, por exemplo, um anti-

corpo camelídeo. Isso pode ser realizado de uma maneira conhecida 

na técnica. Tal camelização pode ocorrer preferencialmente em posi-
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ções de aminoácidos que estão presentes na interface VH-VL e nos 

chamados "Camelidae hallmark residues" (WO 94/04678). O domínio 

ou sequência de VH que é usado como uma sequência parental ou 

material de partida para gerar ou projetar a sequência camelizada po-

de ser, por exemplo, uma sequência VH de um mamífero e, em certas 

modalidades, a sequência VH de um humano. Deve ser notado, que 

tais sequências camelizadas podem ser obtidas de qualquer maneira 

adequada conhecida na técnica e, portanto, não estão estritamente 

limitadas a polipeptídeos que foram obtidos utilizando um polipeptídeo 

que compreende um domínio VH parental que ocorre naturalmente. 

[0084] Ambas a "humanização" e a "camelização" podem ser rea-

lizadas pelo fornecimento de uma sequência de nucleotídeos que codi-

fica um domínio VHH ou domínio VH que ocorrem naturalmente, res-

pectivamente, e depois alterando, de uma maneira conhecida por 

aqueles versados na técnica, um ou mais códons na sequência de nu-

cleotídeos de modo que a nova sequência de nucleotídeos codifique 

uma sequência humanizada ou camelizada, respectivamente. Com 

base na sequência de aminoácidos ou sequência de nucleotídeos de 

um domínio VHH ou domínio VH que ocorrem naturalmente, uma se-

quência de nucleotídeos que codifique uma sequência humanizada ou 

camelizada desejadas pode ser projetada e sintetizada de novo usan-

do técnicas de síntese de ácidos nucleicos conhecidas, após o que a 

sequência de nucleotídeos assim obtida pode ser expressa de uma 

maneira conhecida na técnica. 

[0085] Em algumas modalidades, a descrição fornece um polipep-

tídeo manipulado que se liga especificamente ao mesmo epítopo em 

C5 humano que o eculizumab, ou que se liga a um epítopo em C5 que 

impede a clivagem de C5 em C5a e C5b. Em algumas modalidades, a 

descrição fornece um polipeptídeo manipulado que se liga especifica-

mente ao componente C5 do complemento humano, em que o poli-
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peptídeo compreende qualquer uma das sequências de aminoácidos 

das SEQ ID NOs: 1-12 ou um fragmento das mesmas. Em outras mo-

dalidades, a descrição fornece um polipeptídeo manipulado que se liga 

especificamente ao componente C5 do complemento humano, em que 

o polipeptídeo compreende uma sequência de aminoácidos que é pelo 

menos 90% idêntica a qualquer uma das sequências de aminoácidos 

das SEQ ID NOs: 1-12. Em outras modalidades, a descrição fornece 

um polipeptídeo manipulado que se liga especificamente ao compo-

nente C5 do complemento humano, em que o polipeptídeo compreen-

de uma sequência de aminoácidos que é pelo menos 95% idêntica, 

pelo menos 96% idêntica, pelo menos 97% idêntica, pelo menos 98% 

idêntica ou pelo menos 99% idêntica a qualquer uma das sequências 

de aminoácidos de SEQ ID NOs: 1-12. Por exemplo, em uma modali-

dade, o polipeptídeo manipulado compreende a sequência de aminoá-

cidos descrita na SEQ ID NO: 1 ou uma sequência pelo menos 90% 

idêntica a ela. Em outra modalidade, o polipeptídeo manipulado com-

preende a sequência de aminoácidos descrita na SEQ ID NO: 2 ou 

uma sequência pelo menos 90% idêntica a ela. Em outra modalidade, 

o polipeptídeo manipulado compreende a sequência de aminoácidos 

estabelecida na SEQ ID NO: 3 ou uma sequência pelo menos 90% 

idêntica a ela. Em outra modalidade, o polipeptídeo manipulado com-

preende a sequência de aminoácidos descrita na SEQ ID NO: 4 ou 

uma sequência pelo menos 90% idêntica a ela. Em outra modalidade, 

o polipeptídeo manipulado compreende a sequência de aminoácidos 

descrita na SEQ ID NO: 5 ou uma sequência pelo menos 90% idêntica 

a ela. Em outra modalidade, o polipeptídeo manipulado compreende a 

sequência de aminoácidos descrita na SEQ ID NO: 6 ou uma sequên-

cia pelo menos 90% idêntica a ela. Em outra modalidade, o polipeptí-

deo manipulado compreende a sequência de aminoácidos descrita na 

SEQ ID NO: 7 ou uma sequência pelo menos 90% idêntica a ela. Em 
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outra modalidade, o polipeptídeo manipulado compreende a sequência 

de aminoácidos descrita na SEQ ID NO: 8 ou uma sequência pelo me-

nos 90% idêntica a ela. Em outra modalidade, o polipeptídeo manipu-

lado compreende a sequência de aminoácidos descrita na SEQ ID NO: 

9 ou uma sequência pelo menos 90% idêntica a ela. Em outra modali-

dade, o polipeptídeo manipulado compreende a sequência de aminoá-

cidos descrita na SEQ ID NO: 10 ou uma sequência pelo menos 90% 

idêntica a ela. Em outra modalidade, o polipeptídeo manipulado com-

preende a sequência de aminoácidos descrita na SEQ ID NO: 11 ou 

uma sequência pelo menos 90% idêntica a ela. Em outra modalidade, 

o polipeptídeo manipulado compreende a sequência de aminoácidos 

descrita na SEQ ID NO: 12 ou uma sequência pelo menos 90% idênti-

ca a ela. 

[0086] Em outra modalidade, é fornecido um polipeptídeo manipu-

lado que se liga ao componente C5 do complemento humano, em que 

o polipeptídeo manipulado consiste em uma sequência de aminoáci-

dos selecionada do grupo que consiste na SEQ ID NOS: 1-12 e seus 

fragmentos. Por exemplo, em uma modalidade, o polipeptídeo manipu-

lado consiste em uma sequência de aminoácidos descrita na SEQ ID 

NO: 1. Em outra modalidade, o polipeptídeo manipulado consiste na 

sequência de aminoácidos descrita na SEQ ID NO: 2. Em outra moda-

lidade, o polipeptídeo manipulado consiste na sequência de aminoáci-

dos descrita na SEQ ID NO: 3. Em outra modalidade, o polipeptídeo 

manipulado consiste na sequência de aminoácidos descrita na SEQ ID 

NO: 4. Em outra modalidade, o polipeptídeo manipulado consiste na 

sequência de aminoácidos descrita na SEQ ID NO: 5. Em outra moda-

lidade, o polipeptídeo manipulado consiste na sequência de aminoáci-

dos descrita na SEQ ID NO: 6. Em outra modalidade, o polipeptídeo 

manipulado consiste na sequência de aminoácidos descrita na SEQ ID 

NO: 7. Em outra modalidade, o polipeptídeo manipulado consiste na 
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sequência de aminoácidos descrita na SEQ ID NO: 8. Em outra moda-

lidade, o polipeptídeo manipulado consiste na sequência de aminoáci-

dos descrita na SEQ ID NO: 9. Em outra modalidade, o polipeptídeo 

manipulado consiste na sequência de aminoácidos descrita na SEQ ID 

NO: 10. Em outra modalidade, o polipeptídeo manipulado consiste na 

sequência de aminoácidos descrita na SEQ ID NO: 11. Em outra mo-

dalidade, o polipeptídeo manipulado consiste na sequência de amino-

ácidos descrita na SEQ ID NO: 12. 

[0087] Em outra modalidade, a descrição fornece um polipeptídeo 

manipulado que se liga especificamente ao componente C5 do com-

plemento humano, em que o polipeptídeo compreende três regiões 

determinantes de complementaridade, CDR1, CDR2 e CDR3, em que 

a CDR1 compreende qualquer uma das sequências de aminoácidos 

das SEQ ID NOs: 13 - 17 ou uma sequência que é pelo menos 90% 

idêntica às SEQ ID NOs: 13-17; CDR2 compreende uma sequência de 

aminoácidos das SEQ ID NOs: 18 ou 19 ou uma sequência que é pelo 

menos 90% idêntica à SEQ ID NOs: 18 ou 19; e CDR3 compreende 

uma sequência de aminoácidos de SEQ ID NOs: 20 ou 21 ou uma se-

quência que é pelo menos 90% idêntica à SEQ ID NOs: 20 ou 21. 

[0088] Em outras modalidades, a descrição fornece um polipeptí-

deo manipulado que se liga especificamente à albumina sérica huma-

na, em que o polipeptídeo compreende qualquer uma das sequências 

de aminoácidos das SEQ ID NOs: 22-34, ou um fragmento das mes-

mas. Em outras modalidades, a descrição fornece um polipeptídeo 

manipulado que se liga especificamente à albumina sérica humana, 

em que o polipeptídeo compreende uma sequência de aminoácidos 

que é pelo menos 90% idêntica a qualquer uma das sequências de 

aminoácidos das SEQ ID NOs: 22-34. Em outras modalidades, a des-

crição fornece um polipeptídeo manipulado que se liga especificamen-

te à albumina sérica humana, em que o polipeptídeo compreende uma 
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sequência de aminoácidos que é pelo menos 95% idêntica, pelo me-

nos 96% idêntica, pelo menos 97% idêntica, pelo menos 98% idêntico 

ou pelo menos 99% idêntico a qualquer uma das sequências de ami-

noácidos de SEQ ID NOs: 22-34. Por exemplo, em uma modalidade, o 

polipeptídeo manipulado compreende a sequência de aminoácidos 

descrita na SEQ ID NO: 22 ou uma sequência pelo menos 90% idênti-

ca a ela. Em outra modalidade, o polipeptídeo manipulado compreen-

de a sequência de aminoácidos descrita na SEQ ID NO: 23 ou uma 

sequência pelo menos 90% idêntica a ela. Em outra modalidade, o po-

lipeptídeo manipulado compreende a sequência de aminoácidos des-

crita na SEQ ID NO: 24 ou uma sequência pelo menos 90% idêntica a 

ela. Em outra modalidade, o polipeptídeo manipulado compreende a 

sequência de aminoácidos descrita na SEQ ID NO: 25 ou uma se-

quência pelo menos 90% idêntica a ela. Em outra modalidade, o poli-

peptídeo manipulado compreende a sequência de aminoácidos descri-

ta na SEQ ID NO: 26 ou uma sequência pelo menos 90% idêntica a 

ela. Em outra modalidade, o polipeptídeo manipulado compreende a 

sequência de aminoácidos descrita na SEQ ID NO: 27 ou uma se-

quência pelo menos 90% idêntica a ela. Em outra modalidade, o poli-

peptídeo manipulado compreende a sequência de aminoácidos descri-

ta na SEQ ID NO: 28 ou uma sequência pelo menos 90% idêntica a 

ela. Em outra modalidade, o polipeptídeo manipulado compreende a 

sequência de aminoácidos descrita na SEQ ID NO: 29 ou uma se-

quência pelo menos 90% idêntica a ela. Em outra modalidade, o poli-

peptídeo manipulado compreende a sequência de aminoácidos descri-

ta na SEQ ID NO: 30 ou uma sequência pelo menos 90% idêntica a 

ela. Em outra modalidade, o polipeptídeo manipulado compreende a 

sequência de aminoácidos descrita na SEQ ID NO: 31 ou uma se-

quência pelo menos 90% idêntica a ela. Em outra modalidade, o poli-

peptídeo manipulado compreende a sequência de aminoácidos descri-
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ta na SEQ ID NO: 32 ou uma sequência pelo menos 90% idêntica a 

ela. Em outra modalidade, o polipeptídeo manipulado compreende a 

sequência de aminoácidos descrita na SEQ ID NO: 33 ou uma se-

quência pelo menos 90% idêntica a ela. Em outra modalidade, o poli-

peptídeo manipulado compreende a sequência de aminoácidos descri-

ta na SEQ ID NO: 34 ou uma sequência pelo menos 90% idêntica a 

ela. 

[0089] Em outra modalidade, o polipeptídeo manipulado que se 

liga especificamente à albumina sérica humana consiste em uma se-

quência de aminoácidos selecionada do grupo que consiste em SEQ 

ID NOS: 22-34 e seus fragmentos. Por exemplo, em uma modalidade, 

o polipeptídeo manipulado consiste na sequência de aminoácidos des-

crita na SEQ ID NO: 22. Em outra modalidade, o polipeptídeo manipu-

lado consiste na sequência de aminoácidos descrita na SEQ ID NO: 

23. Em outra modalidade, o polipeptídeo manipulado consiste na se-

quência de aminoácidos descrita na SEQ ID NO: 24. Em outra modali-

dade, o polipeptídeo manipulado consiste na sequência de aminoáci-

dos descrita na SEQ ID NO: 25. Em outra modalidade, o polipeptídeo 

manipulado consiste na sequência de aminoácidos descrita na SEQ ID 

NO: 26. Em outra modalidade, o polipeptídeo manipulado consiste na 

sequência de aminoácidos descrita na SEQ ID NO: 27. Em outra mo-

dalidade, o polipeptídeo manipulado consiste na sequência de amino-

ácidos descrita na SEQ ID NO: 28. Em outra modalidade, o polipeptí-

deo manipulado consiste na sequência de aminoácidos descrita na 

SEQ ID NO: 29. Em outra modalidade, o polipeptídeo manipulado con-

siste na sequência de aminoácidos descrita na SEQ ID NO: 30. Em 

outra modalidade, o polipeptídeo manipulado consiste na sequência de 

aminoácidos descrita na SEQ ID NO: 31. Em outra modalidade, o poli-

peptídeo manipulado consiste na sequência de aminoácidos descrita 

na SEQ ID NO: 32. Em outra modalidade, o polipeptídeo manipulado 
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consiste na sequência de aminoácidos descrita na SEQ ID NO: 33. Em 

outra modalidade, o polipeptídeo manipulado consiste na sequência de 

aminoácidos descrita na SEQ ID NO: 34. 

[0090] Em outra modalidade, a descrição fornece um polipeptídeo 

manipulado que se liga especificamente à albumina sérica humana, 

em que o polipeptídeo compreende três regiões determinantes de 

complementaridade, CDR1, CDR2 e CDR3, em que CDR1 compreen-

de qualquer uma das sequências de aminoácidos das SEQ ID NOs: 

35-43 ou uma sequência que é pelo menos 90% idêntica às SEQ ID 

Nos: 35-43; CDR2 compreende qualquer uma das sequências de ami-

noácidos de SEQ ID NOs: 44-51 ou uma sequência que é pelo menos 

90% idêntica à SEQ ID: 44-51; e CDR3 compreende qualquer uma das 

sequências de aminoácidos de SEQ ID NOs: 52-63 ou uma sequência 

que é pelo menos 90% idêntica às SEQ ID NOs: 52-63. 

[0091] O polipeptídeo manipulado aqui descrito pode se ligar es-

pecificamente, por exemplo, ao mesmo epítopo sobre a albumina séri-

ca humana como Alb 1 (AVQLVESGGG LVQPGNSLRL SCAASG-

FTFR SFGMSWVRQA PGKEPEWVSS ISGSGSDTLY ADSVKGRFTI    

SRDNAKTTLY LQMNSLKPED TAVYYCTIGG SLSRSSQGTQ VTVSS; 

SEQ ID NO:149). Em outras modalidades, o polipeptídeo manipulado 

inibe competitivamente a ligação de Alb 1 à albumina sérica humana. 

[0092] Quando o polipeptídeo manipulado compreende uma Ig, um 

fragmento adequado de Ig, tal como um domínio variável da Ig, tam-

bém pode ser usado no lugar de uma Ig completa.  

[0093] Os métodos para identificar CDRs a partir de um determi-

nado domínio variável de imunoglobulina são conhecidos na técnica 

(Wu, T. & Kabat, E., J. Exp. Med. 132: 211-50, 1970; Clothia, C. et al., 

Nature, 342: 877-83, 1989; Al-Lazikani, B. et al., J. Mol. Biol, 273: 927-

48, 1997; e Ofran, Y. et al., J. Immunol, 181: 6230-35, 2008).  

Proteínas de Fusão que se Ligam Especificamente ao componente C5 
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do Complemento e Albumina Sérica  

[0094] São descritas aqui proteínas de fusão que compreendem 

polipeptídeos manipulados que se ligam especificamente à albumina e 

ao componente C5 do complemento, em que os polipeptídeos manipu-

lados são fundidos diretamente ou estão ligados através de um ou 

mais ligantes ou espaçadores adequados. A expressão "ligante peptí-

dico", como usada aqui, se refere a um ou mais resíduos de aminoáci-

dos inseridos ou incluídos entre os polipeptídeos manipulados da(s) 

proteína(s) de fusão. O ligante peptídico pode ser, por exemplo, inseri-

do ou incluído na transição entre os polipeptídeos manipulados da pro-

teína de fusão a nível da sequência. A identidade e sequência dos re-

síduos de aminoácidos no ligante podem variar dependendo da estru-

tura secundária desejada. Por exemplo, glicina, serina e alanina são 

úteis como ligantes que possuem flexibilidade máxima. Qualquer resí-

duo de aminoácido pode ser considerado como um ligante em combi-

nação com um ou mais outros resíduos de aminoácidos, que podem 

ser iguais ou diferentes do primeiro resíduo de aminoácido, para cons-

truir ligantes peptídicos maiores conforme necessário, dependendo 

das propriedades desejadas. Em outras modalidades, o ligante é 

GGGGAGGGGAGGGGS (SEQ ID NO: 102). Em outras modalidades, 

o ligante é GGGGSGGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 103). Ligantes pep-

tídicos adicionais adequados para uso na criação de proteínas de fu-

são aqui descritas incluem, por exemplo, G4S (SEQ ID NO:104), 

(G4S)2 (SEQ ID NO:105), (G4S)3 (SEQ ID NO:106), (G4S)4 (SEQ ID 

NO:107), (G4S)5 (SEQ ID NO:108), (G4S)6 (SEQ ID NO:109), (EAAAK)3 

(SEQ ID NO:110), PAPAP (SEQ ID NO:111), G4SPAPAP (SEQ ID 

NO:112), PAPAPG4S (SEQ ID NO:113), GSTSGKSSEGKG (SEQ ID 

NO:114), (GGGDS)2 (SEQ ID NO:115), (GGGES)2 (SEQ ID NO:116), 

GGGDSGGGGS (SEQ ID NO:117), GGGASGGGGS (SEQ ID 

NO:118), GGGESGGGGS (SEQ ID NO:119), ASTKGP (SEQ ID 
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NO:120), ASTKGPSVFPLAP (SEQ ID NO:121), G3P (SEQ ID 

NO:122), G7P (SEQ ID NO:123), PAPNLLGGP (SEQ ID NO:124), G6 

(SEQ ID NO:125), G12 (SEQ ID NO:126), APELPGGP (SEQ ID 

NO:127), SEPQPQPG (SEQ ID NO:128), (G3S2)3 (SEQ ID NO:129), 

GGGGGGGGGSGGGS (SEQ ID NO:130), GGGGSGGGGGGGGGS 

(SEQ ID NO:131), (GGSSS)3 (SEQ ID NO:132), (GS4)3 (SEQ ID 

NO:133), G4A(G4S)2 (SEQ ID NO:134), G4SG4AG4S (SEQ ID NO:135), 

G3AS(G4S)2 (SEQ ID NO:136), G4SG3ASG4S (SEQ ID NO:137), 

G4SAG3SG4S (SEQ ID NO:138), (G4S)2AG3S (SEQ ID NO:139), 

G4SAG3SAG3S (SEQ ID NO:140), G4D(G4S)2 (SEQ ID NO:141), 

G4SG4DG4S (SEQ ID NO:142), (G4D)2G4S (SEQ ID NO:143), 

G4E(G4S)2 (SEQ ID NO:144), G4SG4EG4S (SEQ ID NO:145) and 

(G4E)2G4S (SEQ ID NO:146). Aquele versado na técnica pode selecio-

nar um ligante, por exemplo, para reduzir ou eliminar a modificação 

pós-traducional, por exemplo, glicosilação, por exemplo, xilosilação. 

Em certas modalidades, a proteína de fusão compreende pelo menos 

dois sdAbs, Dabs, anticorpos VHH, fragmentos de anticorpo VHH ou 

combinação dos mesmos em que pelo menos um dos fragmentos de 

anticorpo sdAbs, Dabs, VHH ou anticorpo VHH é direcionado contra a 

albumina e um dos fragmentos de sdAbs, Dabs, VHH ou anticorpos 

VHH são direcionados contra o componente C5 do complemento, tal 

que a proteína de fusão resultante seja multivalente ou multiespecífica. 

Os domínios ou porções de ligação podem ser direcionados contra, 

por exemplo, HSA, albumina sérica de macaco cynomolgus, C5 hu-

mano e/ou C5 de macaco cynomolgus. 

[0095] Em algumas modalidades, o resíduo C-terminal do domínio 

de ligação à albumina da proteína de fusão pode ser fundido direta-

mente ou através de um peptídeo ao resíduo N-terminal do domínio de 

ligação do componente C5 do complemento. Em outras modalidades, 

o resíduo C-terminal do domínio de ligação do componente C5 do 
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complemento da proteína de fusão pode ser fundido diretamente ou 

através de um peptídeo ao resíduo N-terminal do domínio de ligação à 

albumina. 

[0096] Em algumas modalidades, uma proteína de fusão compre-

ende uma ligação do componente C5 do complemento que compreen-

de sequências de aminoácidos de SEQ ID NOs: 1-12 ou um fragmento 

dessas; e o polipeptídeo que se liga especificamente à albumina sérica 

humana pode compreender uma sequência de aminoácidos de SEQ 

ID NOs: 22-34 ou um fragmento das mesmas. Em algumas modalida-

des, o primeiro polipeptídeo é derivado de uma sequência de aminoá-

cidos descrita em qualquer uma das SEQ ID NOs: 1-12 e o segundo 

polipeptídeo é derivado de uma sequência de aminoácidos descrita em 

qualquer uma das SEQ ID NOs: 22-34. O domínio de ligação ao com-

ponente C5 do complemento humano pode compreender, por exem-

plo, a sequência de aminoácidos da SEQ ID NO: 5 ou 11, e o domínio 

de ligação à albumina pode compreender, por exemplo, a sequência 

de aminoácidos da SEQ ID NO: 26. Em outra modalidade, a descrição 

fornece uma proteína de fusão com qualquer uma das sequências de 

aminoácidos de SEQ ID NOs: 64-95. Em outra modalidade, a descri-

ção fornece uma proteína de fusão com a sequência de aminoácidos 

de SEQ ID NO: 93. Em outra modalidade, a descrição fornece uma 

proteína de fusão com a sequência de aminoácidos de SEQ ID NO: 

77. Em outra modalidade, a descrição fornece uma proteína de fusão 

com qualquer uma das sequências de aminoácidos de SEQ ID NOs: 

96-101. 

[0097] As proteínas de fusão aqui divulgadas podem ser produzi-

das pela expressão em uma célula hospedeira de pelo menos uma 

molécula de ácido nucleico que compreende uma sequência de nucle-

otídeos que codifica a proteína de fusão. As células hospedeiras po-

dem ter origem de mamíferos, plantas ou microbiana. Além de células 
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hospedeiras de mamífero conhecidas, células hospedeiras de levedu-

ra, por exemplo, Pichia pastoris, Saccharomyces cerevisiae e/ou célu-

las hospedeiras de plantas podem ser usadas.  

Composições Terapêuticas que Compreendem Polipeptídeos que se 

Ligam Especificamente a C5 do Complemento ou Albumina Sérica ou 

suas Proteínas de Fusão e Administração das Mesmas 

[0098] Em outra modalidade, a descrição fornece polipeptídeos 

manipulados que compreendem ou consistem em uma sequência de 

aminoácidos como aqui descrita. Em outra modalidade, a descrição 

fornece proteínas de fusão e proteínas de fusão multivalentes e multi-

específicas que compreendem ou consistem em pelo menos um poli-

peptídeo manipulado da descrição que está ligado a pelo menos uma 

porção terapêutica ou de direcionamento, opcionalmente através de 

um ou mais ligantes ou espaçadores adequados. 

[0099] A descrição se refere ainda a usos terapêuticos dos poli-

peptídeos manipulados da descrição ou proteínas de fusão e proteínas 

de fusão multivalentes e multiespecíficas que compreendem ou con-

sistem em tais polipeptídeos manipulados ou a composições farma-

cêuticas que compreendem tais polipeptídeos manipulados, proteínas 

de fusão ou multivalentes e proteínas de fusão multiespecíficas. 

[00100] Em algumas modalidades, a porção terapêutica ou de dire-

cionamento pode compreender, por exemplo, pelo menos um sdAb, 

Dab, VHH ou seus fragmentos. Em certas modalidades, o polipeptídeo 

manipulado da descrição é uma proteína de fusão multivalente e/ou 

multiespecífica que compreende pelo menos dois sdAbs, Dabs, anti-

corpos VHH, fragmentos de anticorpos VHH ou combinações dos 

mesmos. 

[00101] Em algumas modalidades, os polipeptídeos manipulados, 

proteínas de fusão ou proteínas de fusão multivalentes e multiespecífi-

cas mostram uma afinidade por HSA maior que a afinidade pela albu-
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mina sérica do rato. Em certas modalidades, os polipeptídeos manipu-

lados, proteínas de fusão ou proteínas de fusão multivalentes e multi-

específicas mostram uma afinidade pela albumina sérica de macaco 

cynomolgus maior que a afinidade pela albumina sérica de camundon-

go. Em outras modalidades, os polipeptídeos manipulados, proteínas 

de fusão ou proteínas de fusão multivalentes e multiespecíficas mos-

tram uma afinidade por HSA maior que a afinidade pela albumina séri-

ca de macaco cynomolgus. 

[00102] Em algumas modalidades, os polipeptídeos manipulados, 

proteínas de fusão ou proteínas de fusão multivalentes e multiespecífi-

cas mostram uma afinidade por C5 humano que é maior que a afinida-

de por C5 de camundongo. Em certas modalidades, os polipeptídeos 

manipulados, proteínas de fusão ou proteínas de fusão multivalentes e 

multiespecíficas mostram uma afinidade por C5 de macaco cynomol-

gus que é maior que a afinidade por C5 de camundongo. Em outras 

modalidades, os polipeptídeos manipulados, proteínas de fusão ou 

proteínas de fusão multivalentes e multiespecíficas mostram uma afi-

nidade por C5 humano que é maior que a afinidade por C5 de macaco 

cynomolgus. 

[00103] Os polipeptídeos manipulados, proteínas de fusão ou prote-

ínas de fusão multivalentes e multiespecíficas aqui descritas podem 

exibir, por exemplo, propriedades terapêuticas aperfeiçoadas, incluin-

do, por exemplo, maior eficácia, biodisponibilidade, meia-vida ou ou-

tras propriedades terapeuticamente desejáveis quando comparadas à 

terapêutica com anticorpos ou outra terapêutica. Em uma modalidade, 

uma proteína de fusão da descrição compreende pelo menos um poli-

peptídeo manipulado aqui descrito e pelo menos uma porção terapêu-

tica ou de direcionamento. Em tais proteínas de fusão, a proteína de 

fusão pode exibir, por exemplo, uma meia-vida aumentada em compa-

ração com o domínio de ligação terapêutica sozinho. Geralmente, es-
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sas proteínas de fusão têm uma meia-vida que é pelo menos 1,5 ve-

zes, ou pelo menos 2 vezes, ou pelo menos 5 vezes, ou pelo menos 

10 vezes, ou mais de 20 vezes maior do que a meia-vida da porção 

terapêutica ou de direcionamento correspondente por si só. Em algu-

mas modalidades, uma proteína de fusão da descrição tem uma meia-

vida aumentada em mais de 1 hora, mais de 2 horas, mais de 6 horas 

ou mais de 12 horas em comparação com a meia-vida da porção tera-

pêutica ou de direcionamento correspondente. Em outras modalida-

des, uma proteína de fusão tem uma meia-vida aumentada em mais 

do que 1 hora, mais do que 2 horas, mais do que 6 horas ou mais do 

que 12 horas, cerca de um dia, cerca de dois dias, cerca de uma se-

mana, cerca de duas semanas, cerca de três semanas ou não mais do 

que 2 meses.  

[00104] A expressão "meia-vida", como usada aqui, se refere ao 

tempo necessário para que a concentração sérica do polipeptídeo ma-

nipulado, proteína de fusão ou proteína de fusão multivalente e multi-

específica seja reduzida em 50%, in vivo, como resultado, por exem-

plo, da degradação da molécula e/ou depuração ou sequestro da mo-

lécula por mecanismos fisiológicos. Os métodos para análise farmaco-

cinética e determinação da meia-vida são conhecidos por aqueles ver-

sados na técnica na técnica.  

[00105] Uma descrição geral de proteínas de fusão multivalentes e 

multiespecíficas que contêm um ou mais anticorpos VHH e a sua pre-

paração é conhecida (Els Conrath, K. et al., J. Biol. Chem. 276: 7346-

50, 2001; Muyldermans, S., J. Biotechnol. 74:277-302 2001; Publica-

ções Internacionais WO 96/34103, WO 99/23221 e WO 04/041865. 

[00106] Os polipeptídeos manipulados, proteínas de fusão e proteí-

nas de fusão multivalentes e multi-específicas aqui descritas podem 

ser expressas ou associadas a construções que incluem, por exemplo, 

um ou mais elementos, tais como vetores de expressão (WO 
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04/041862). 

[00107] Os polipeptídeos manipulados, proteínas de fusão e proteí-

nas de fusão multivalentes e multiespecíficas aqui descritos podem ser 

expressas em, por exemplo, células hospedeiras isoladas que com-

preende moléculas de ácido nucleico que codificam os polipeptídeos 

manipulados, proteínas de fusão e proteínas de fusão multivalentes e 

multiespecíficas aqui descritos. As células hospedeiras adequadas in-

cluem, mas não estão limitadas a células de mamíferos e leveduras. 

[00108] As composições terapêuticas ou farmacêuticas aqui descri-

tas podem compreender uma quantidade terapeuticamente eficaz de 

um ou mais polipeptídeos manipulados, proteínas de fusão ou proteí-

nas de fusão multivalentes e multiespecíficas, como aqui descritos em 

mistura com um agente de formulação farmaceuticamente ou fisiologi-

camente aceitável selecionado para adequação ao modo de adminis-

tração. Os materiais de formulação aceitáveis são preferivelmente não 

tóxicos para os receptores nas dosagens e concentrações a serem 

empregadas. 

[00109] Materiais de formulação aceitáveis podem ser utilizados 

para modificar, manter ou preservar, por exemplo, o pH, osmolaridade, 

viscosidade, limpidez, cor, isotonicidade, odor, esterilidade, estabilida-

de, taxa de dissolução ou liberação, adsorção ou penetração da com-

posição. Os materiais de formulação aceitáveis incluem, entre outros, 

aminoácidos (como glicina, glutamina, asparagina, arginina ou lisina), 

antimicrobianos, antioxidantes (como ácido ascórbico, sulfito de sódio 

ou hidrogênio sulfito de sódio), tampões (como como borato, bicarbo-

nato, Tris-HCl, citratos, fosfatos ou outros ácidos orgânicos), agentes 

de volume (como manitol ou glicina), agentes quelantes (como ácido 

etilenodiamina tetra acético (EDTA)), agentes complexantes (como 

cafeína, polivinilpirrolidona), beta-ciclodextrina ou hidroxipropil-beta-

ciclodextrina), cargas, monossacarídeos, dissacarídeos e outros car-
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boidratos (como glicose, manose ou dextrinas), proteínas (como albu-

mina sérica, gelatina ou imunoglobulinas), corantes, aromatizantes e 

agentes diluentes, emulsificantes, polímeros hidrofílicos (como polivi-

nilpirrolidona), polipeptídeos de baixo peso molecular, contra-íons for-

madores de sal (como sódio), conservantes (como cloreto de ben-

zalcônio, ácido benzóico, ácido salicílico, timerosal, álcool fenetílico, 

metilparabeno, propilparabeno, clorexidina, ácido sórbico ou peróxido 

de hidrogênio), solventes (como glicerina, propileno glicol ou polietile-

no glicol), álcoois de açúcar (como manitol ou sorbitol), agentes de 

suspensão, tensoativos ou agentes umectantes (como Pluronics; PEG; 

ésteres de sorbitana; polissorbatos tais como polissorbato 20 ou polis-

sorbato 80; triton; trometamina; lecitina; colesterol ou tiloxapal), agen-

tes para melhorar a estabilidade (como sacarose ou sorbitol), agentes 

para aumentar a tonicidade (como halogenetos de metais alcalinos - 

de preferência cloreto de sódio ou potássio - ou manitol sorbitol), veí-

culos para liberação, diluentes, excipientes e/ou adjuvantes farmacêu-

ticos {ver, por exemplo, REMINGTON’S PHARMACEUTICAL SCIEN-

CES (18ª Ed., AR Gennaro, ed., Mack Publishing Company 1990) e 

edições subsequentes do mesmo, que são aqui incorporadas por refe-

rência). 

[00110] Um especialista na técnica pode desenvolver uma compo-

sição farmacêutica que compreenda os polipeptídeos manipulados, 

proteínas de fusão ou proteínas de fusão multivalentes e multiespecífi-

cas aqui descritas, dependendo, por exemplo, da via de administração 

pretendida, formato de liberação e dosagem desejada. 

[00111] Uma vez que os polipeptídeos manipulados, proteínas de 

fusão e proteínas de fusão multivalentes e multiespecíficas aqui des-

critos podem exibir, por exemplo, uma meia-vida aumentada, eles po-

dem, em algumas modalidades, ser administrados para estar em circu-

lação. Como tal, eles podem ser administrados de qualquer maneira 
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adequada, como intravenosa, subcutânea, através de injeção ou infu-

são, ou de qualquer outra maneira adequada que permita que os poli-

peptídeos manipulados, proteínas de fusão ou proteínas de fusão mul-

tivalentes e multiespecíficas entrem na circulação. A preparação de 

tais composições farmacêuticas está dentro do conhecimento daquele 

versado na técnica. 

[00112] Qualquer um dos polipeptídeos manipulados, proteínas de 

fusão e proteínas de fusão multivalentes e multiespecíficas aqui des-

critos, pode ser administrado em combinação com uma terapia adicio-

nal, isto é, combinado com outros agentes. A expressão "coadminis-

trado", conforme aqui utilizado, inclui toda ou qualquer administração 

simultânea, separada ou sequencial dos polipeptídeos manipulados, 

proteínas de fusão e proteínas de fusão multivalentes e multiespecífi-

cas aqui descritos com adjuvantes e outros agentes, incluindo a admi-

nistração como parte de um regime de dosagem. 

[00113] As composições farmacêuticas aqui descritas podem incluir 

um ou mais agentes para melhorar, por exemplo, a liberação do agen-

te terapêutico. Agentes adicionais podem ser coadministrados, por 

exemplo, como co-injetável. Os agentes que degradam o hialuronano, 

por exemplo, podem ser incluídos nas composições farmacêuticas 

aqui descritas ou tais agentes podem ser coadministrados com as 

composições farmacêuticas aqui descritas para facilitar, por exemplo, 

a dispersão e absorção dos agentes terapêuticos aqui descritos após a 

administração. Um exemplo de um tal agente é a hialuronidase re-

combinante. 

[00114] As composições farmacêuticas também podem ser selecio-

nadas para administração parenteral. Alternativamente, as composi-

ções podem ser selecionadas para inalação ou liberação através do 

trato digestivo, tal como por via oral. A preparação de tais composi-

ções farmacêuticas está dentro do conhecimento aquele versado na 
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técnica. 

[00115] Composições farmacêuticas adicionais serão evidentes pa-

ra aqueles versados na técnica, incluindo formulações que envolvem 

formulações de liberação sustentada ou liberação controlada. As téc-

nicas para formular formulações de liberação sustentada ou liberação 

controlada, utilizando, por exemplo, veículos lipossomais, micropartí-

culas biodegradáveis ou esferas porosas e injeções de depósito, são 

conhecidas daqueles versados na técnica.  

[00116] A descrição também abrange kits terapêuticos que compre-

endem os polipeptídeos manipulados, proteínas de fusão e proteínas 

de fusão multivalentes e multiespecíficas aqui descritos. Em algumas 

modalidades, os kits compreendem um primeiro recipiente com uma 

proteína seca e um segundo recipiente com uma formulação aquosa. 

Em outras modalidades, os kits compreendem seringas pré-cheias 

simples e com várias câmaras (por exemplo, seringas com líquidos e 

lyosyringes). 

[00117] A descrição também abrange um artigo de fabricação que 

compreende um recipiente que compreende um rótulo e uma compo-

sição que compreende os polipeptídeos manipulados, proteínas de 

fusão e proteínas de fusão multivalentes e multiespecíficas aqui des-

critas, em que o rótulo indica que a composição deve ser administrada 

a um paciente que possui ou que é suspeito de ter um distúrbio medi-

ado pelo complemento. 

[00118] Em uma modalidade, a descrição fornece um método para 

prevenir e/ou tratar pelo menos uma doença, condição ou distúrbio 

que pode ser prevenido ou tratado usando um polipeptídeo manipula-

do, proteína de fusão ou proteína de fusão multivalente e multiespecí-

fica aqui descritos, a método compreendendo a administração a um 

paciente necessitado uma quantidade terapeuticamente ou farmaceu-

ticamente eficaz de um polipeptídeo manipulado, proteína de fusão ou 
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proteína de fusão multivalente e multiespecífica aqui descritos. Em 

modalidades particulares, o distúrbio é um distúrbio mediado por com-

plemento, tal como, por exemplo, artrite reumatoide; nefrite lúpica; as-

ma; lesão de isquemia-reperfusão; síndrome urêmica hemolítica atípi-

ca (aHUS); doença de depósito denso (DDD); hemoglobinúria paroxís-

tica noturna (PNH); degeneração macular (por exemplo, degeneração 

macular relacionada à idade (AMD)); hemólise, síndrome com enzimas 

hepáticas elevadas e plaquetas baixas (HELLP); síndrome de Guillain-

Barré (GBS); enteropatia com perda de proteína (por exem-

plo,Síndrome de CHAPLE); miastenia gravis (MG); neuromielite óptica 

(NMO); microangiopatia trombótica pós-transplante de células-tronco 

hematopoiéticas (pós-HSCT-TMA); TMA pós-transplante de medula 

óssea (TMA pós-BMT); Doença de Degos; Doença de Gaucher; glo-

merulonefrite; púrpura trombocitopênica trombótica (TTP); perda fetal 

espontânea; vasculite imune de Pauci; epidermólise bolhosa; perda 

fetal recorrente; esclerose múltipla (MS); traumatismo craniano; e le-

são resultante de infarto do miocárdio, circulação extracorpórea e he-

modiálise. 

[00119] A quantidade eficaz de uma composição farmacêutica co-

mo aqui descrita para ser empregada terapeuticamente dependerá, 

por exemplo, do contexto e objetivos terapêuticos. Um especialista na 

técnica compreenderá que um nível de dosagem apropriado para o 

tratamento variará dependendo, em parte, da molécula a ser adminis-

trada, da indicação para a qual a composição está sendo usada, da via 

de administração e do tamanho (peso corporal, superfície corporal ou 

tamanho do órgão) e condição (idade e estado geral de saúde) do pa-

ciente. 

EXEMPLOS 

[00120] Os Exemplos a seguir são ilustrativos de modalidades es-

pecíficas da descrição e vários usos dos mesmos. Eles são estabele-
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cidos apenas para fins explicativos e não devem ser interpretados co-

mo limitantes do escopo da invenção de forma alguma. 

Exemplo 1. Imunização de lhama e construção de biblioteca de 

fagos anti-VHH de C5 

[00121] As imunizações de lhama foram realizadas começando com 

uma injeção primária seguida de reforços secundários. Resumidamen-

te, a imunização primária foi iniciada com 500 µg de proteína C5 do 

complemento humano e reforços subsequentes de 500 µg de antígeno 

de proteína C5 do complemento humano foram administrados na se-

mana 2 (reforço 1), semana 4 (reforço 2), semana 8 (reforço 3) e se-

mana 12 (reforço 4). Os títulos séricos foram medidos por ELISA e os 

títulos após o reforço 3 foram encontrados serem os mais elevados -10 

vezes acima do sinal pré-sangramento na diluição 1:1.000.000. As cé-

lulas mononucleares do sangue periférico (PBMCs) foram isoladas a 

partir de amostras de sangue após o reforço 3. A viabilidade celular foi 

encontrada ser de 98% pela coloração com trypan blue. As células fo-

ram lisadas em tampão de lise de RNA imediatamente após o isola-

mento de PBMC. O RNA total foi isolado de PBMCs e o cDNA foi sin-

tetizado usando iniciadores específicos da cadeia pesada de lhama. 

Os fragmentos de VHH (somente cadeia pesada) foram separados dos 

fragmentos de VH (cadeia pesada convencional) por eletroforese em 

gel. Os fragmentos de VHH foram clonados em pADL-10 (Antibody 

Design Labs, San Diego, CA) e a biblioteca de DNA foi transformada 

em células TG1. 114 colônias foram sequenciadas aleatoriamente e 

101 (89%) sequências corretas foram obtidas. A biblioteca foi raspada 

e suspensa em glicerol 25% e depois armazenada a -80°C. 

Exemplo 2. Seleção em apresentação de fago e rastreamento de 

domínios VHH de C5 

[00122] As células TG1 contendo a biblioteca anti-domínio VHH da 

proteína C5 do complemento humano foram cultivadas até a fase loga-
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rítmica (OD600 = 0,4-0,8) a 37°C em meio 2xYT contendo carbenicili-

na 100 μg/mL e glicose 2%. As células foram infectadas com fago au-

xiliar M13K07 com e sem agitação a 37°C por 30 minutos. As células 

infectadas foram peletizadas a 4000 x g por 10 minutos e ressuspen-

sas em meio 2xYT contendo carbenicilina 100 μg/mL, canamicina 50 

μg/mL e IPTG 1 mM e o bacteriófago foi propagado pelo crescimento 

durante a noite a 30°C e 250 rpm. A cultura noturna foi centrifugada a 

9000 x g por 10 minutos a 4°C e o fago foi precipitado com um quinto 

do volume de uma solução de PEG-NaCl [polietilenoglicol 6000 20%, 

NaCl 1,5 M] pela incubação por 1 hora em gelo. As partículas do fago 

foram peletizadas por centrifugação a 9000 x g durante 15 minutos a 

4°C e o sobrenadante foi descartado. As partículas de fago foram res-

suspensas em tampão de bloqueio superblock e os resíduos celulares 

foram peletizados por centrifugação por 10 minutos a 7500 x g em um 

tubo de microcentrífuga. O sobrenadante contendo as partículas de 

fago foi transferido para um novo tubo e o fago foi precipitado nova-

mente como descrito acima. As partículas de fago concentradas foram 

submetidas a um desafio térmico por 1 hora a 70°C e o título do fago 

antes e após o aquecimento foi determinado pela infecção de células 

TG1 em fase logarítmica, seguida de plaqueamento em placas de agar 

2xYT com carbenicilina 100 μg/mL, canamicina 50 μg/mL e glicose 

2%. 

[00123] A estratégia de seleção da biblioteca incluiu a seleção com 

a proteína C5 do complemento biotinilado de macaco cynomolgus 

(cyno) e a competição com o equivalente molar da proteína C5 do 

complemento humano não biotinilada para obter domínios VHH anti-

C5 com afinidade combinada para ambas as espécies humanas e 

cyno. A biblioteca de apresentação em fago de VHH foi submetida a 

uma etapa de desmarcação contra Dynabeads® M-280 Streptavidin 

por 1 hora em temperatura ambiente. As partículas de fago desmarca-
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das foram selecionadas por afinidade combinada com C5 humano e 

de cyno pela incubação em uma solução equimolar de C5 biotinilado 

de cyno e C5 humano não biotinilado com Dynabeads M-280 Strepta-

vidin por 30 minutos em temperatura ambiente. Após 5 ciclos de lava-

gem com PBST e PBS, o fago foi eluído das esferas utilizando glicina 

0,1 M (pH 2,2) com BSA 1 mg/mL. O sobrenadante eluído foi neutrali-

zado com Tris 1 M, pH 8,0. As células TG1 em fase logarítmica foram 

infectadas com o fago neutralizado e plaqueadas em meio 2YTCG pa-

ra medir o título de saída. Os títulos de saída e entrada foram compa-

rados para calcular a taxa de enriquecimento; uma proporção mais alta 

sugeriu o isolamento bem-sucedido de clones específicos de C5. 

[00124] Os clones individuais foram coletados, inoculados em uma 

placa de 96 poços profunda em meio 2xYT com carbenicilina 100 

μg/mL e glicose 2% e cultivados até a fase logarítmica. As células fo-

ram infectadas com M13K07 e cultivadas durante a noite a 30°C para 

a produção de partículas de fago que apresentem domínios individuais 

de VHH no sobrenadante da cultura. O rastreamento por ELISA de fa-

gos de quatro placas de 96 poços com C5 humano capturado em pla-

cas revestidas com estreptavidina sugeriu ~60% de clones positivos. 

72 clones únicos de um total de 76 foram selecionados como repre-

sentantes com base na análise de sequência da CDR H3. As sequên-

cias desses clones de VHH representativos são fornecidas na Tabela 

1. Para fins de clonagem, os aminoácidos N e C-terminais foram modi-

ficados para coincidir com os aminoácidos N e C-terminais de VH-3 

linha germinativa humana. 

[00125] As sequências de aminoácidos adequadas para uso nos 

polipeptídeos manipulados da descrição incluem as sequências de 

aminoácidos descritas nas Tabela 1 ou seus fragmentos. 
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Tabela 1. Domínios VHH anti-C5 derivados de lhama e se cada clone 

se liga à proteína C5 do complemento humano (hC5) e/ou proteína C5 

do complemento de cyno (cC5). 

  Sequência Liga a hC5 Liga a cC5 
LCP0081 EVQLVESGGGLVQTGGSLRLSCAASTSGSDFSGKKMAWYR-

QAPGNGREFVAIIFSNKVTDYADSVKGRFTISRD-
NAKKTVYLQMSSLTPTDTAVYYCHDQEISWGQGTQVTVSS (SEQ 
ID NO:150) 

+ - 

LCP0082 EVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCAASGTSVVINSMGWYR-
QAPGKQRELVATIDLSGTTNYADSAQGRFTISRD-
NAENLNLVYLQMNNLNPDDTAVYYCNALLSRAVSGSYVY-
WGQGTQVTVSS (SEQ ID NO:151) 

+ + 

LCP0083 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCTSRIGTISNIDLMNWYR-
QAPGKQREFVASLQSNGATNYADSVKGRFTISRDNAK-
NTLFLQMNSLNPEDTAVYFCHALLPRSPYNSWGQGTQVTVSS 
(SEQ ID NO:152) 

+ + 

LCP0085 EVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCAASSIIPNIYAMGWYR-
QAPGKQRELVASIENGLPANYADSVKGRFTISRDNAK-
NTVFLQMHSLKSEDTAVYYCYAFRPGVPTTWGQGTQVTVSS 
(SEQ ID NO:153) 

+ + 

LCP0086 EVQLVESGGGLVQAGESLRLSCAASGSISAINAMGWYR-
QAPGKQREFVADITRAGVSDYADAVKGRFTISRDNAK-
NTFYLQMNDLKPEDTAVYYCDALLIAGGVYWGQGTQVTVSS 
(SEQ ID NO:154) 

+ - 

LCP0088 EVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCTASGRTISTTVMGWFR-
QAPGKEREFVAA-
VHWGDGNTVYADSVKGRFTISRDDAKNTVYLQLNYLK-
PEDTSVYYCAARPPTYVGTSRNSRSYDYWGQGTQVTVSS (SEQ 
ID NO:155) 

+ + 

LCP0089 EVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCVVSGRAIDRNAMGWFR-
QAPGKERESVAAISASSGNTYYSDSVTGRFTISRD-
NTKNTVYLQMNSLKPEDTAVYYCAAGSRGSWYLFDR-
REYDYWGQGTQVTVSS (SEQ ID NO:156) 

+ - 

LCP0090 EVQLVESGGGLVQAGGSLRLTCTASETSFDINVMGWYR-
QAPGKQRELVAIITASGNTEYADSAKGRFTISRD-
NTKNTVAMQMNNLKPDDTAVYYCYVLLSGAVSGVYAH-
WGQGTQVTVSS (SEQ ID NO:157) 

+ + 

LCP0091 EVQLVESGGGLVQAGGSLTLSCAASGRTDSRYAMGWFR-
QAPGKERELMAAISWSGRPTYYADSVKGRFTISRDNAK-
NTVSLQMNSLKPEDTAVYYCAYKRLPAWYTG-
SAYYSQESEYDYWGQGTQVTVSS (SEQ ID NO:158) 

+ + 

LCP0092 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCTSRIGTISNIDLMNWYR-
QAPGKQREFVASLQSTGTTDYADSVKGRFTISRDNAK-
NTLFLQMNSLNPEDTAVYYCHALIPRSPYNVWGQGTQVTVSS 
(SEQ ID NO:159) 

+ + 

LCP0095 EVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCTASGRTISTTVMAWFR-
QAPGKEREFVAADHWGDAGTVYADSVKGRFTISRDNAK-
NTVYLQMNYLKPEDTSVYYCAARPPTYVGTSRDSRAY-
DYWGQGTQVTVSS (SEQ ID NO:160) 

+ + 

LCP0097 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASESISSDSPMAWYR-
QAPGKQREMVARILPIGPPDYADAVKDRFSISRENAK-
NTVYLQMNSLKPEDTAVYYCNLLHLPSGLNYWGQGTQVTVSS 
(SEQ ID NO:161) 

+ 
 

+ 

LCP0098 EVQLVESGGDLVQAGGSLRLSCVASRSIS-
SAMNWYRQPPGKQRELVALITRGFNTNYADSVKGRFTISRD-
NAKNTVYLQMNSLKPEDTGVYYCNSLNYWGQGTQVTVSS (SEQ 
ID NO:162) 

+ - 

LCP0100 EVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCAASGRTDSMWSMGWFR-
QAPGQEREFVAAISWSVGTYYEDSVKGRFT-
LSRDDDKDTAYLEMSDLKLEDTADYYCAASTRHGTNLVLPRDYD
YWGQGTQVTVSS (SEQ ID NO:163) 

+ - 

LCP0101 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCTSRIGTISNIDLMNWYR-
QAPGKQREFVASLQSTGTTDYADSVKGRFTISRDNAK-
NTLFLQMNSLNPEDTAVYYCHALLPRSPYNAWGQGTQVTVSS 
(SEQ ID NO:164) 

+ + 

LCP0102 EVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCAASGIIPNIYAMGWYR-
QAPGKQRELVASIENGGSTNYADSVKGRFTISRD-
NARNTVFLQMHSLKSEDTAVYYCYAFRPGVPTDWGQGTQVTVS
S (SEQ ID NO:165) 

+ + 
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LCP0103 EVQLVESGGGLVQAGGSLTLSCVASGRTFSNYRMGWFRQAP-
GAEREFVGTIYWSTGRSYYGDSVKGRFIISGDNAK-
NTIHLQMNSLKPEDTGVYYCASGPENSAFDSWGQGTQVTVSS 
(SEQ ID NO:166) 

+ + 

LCP0104 EVQLVESGGGLVQAGDSLRLSCAASGRPFSSYTMGWFR-
QAPGKERDFVATISWSGGIKYYADSVEGRFSISRDNAK-
NMVYLQMNSLKPEDTAVYYCAATELRTWSRQT-
FEYDYWGQGTQVTVSS (SEQ ID NO:167) 

+ - 

LCP0105 EVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCTASGRTISTTVMAWFR-
QAPGKEREFVAAVHWGDESTVYADSVKGRFTISRDNAK-
NTVYLQMNYLKPEDTSVYYCAARPPTYVGSSRSSRAY-
DYWGQGTQVTVSS (SEQ ID NO:168) 

+ + 

LCP0106 EVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCVVSGSILDINVMAWYR-
QAPGKQREFVARITSGGDIDYADPVKGRFTIST-
NGAKNTVYLQMNSLKPEDTAAYYC-
NVLLSRSSAGRYTHWGQGTQVTVSS (SEQ ID NO:169) 

+ 
 

+ 

LCP0111 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFPFSLYDMGWYR-
QAPEKQRESVAIITQSGSTDYADSVKGRFTISRDNAK-
NTLYLQMNSLKPEDTAVYYCRLVGVTWGQGTQVTVSS (SEQ ID 
NO:170) 

+ - 

LCP0112 EVQLVESGGGLVQAGGSLTLSCAASGRTFSSYGIGWFR-
QAPGKEREFVAAISRTGQTTHYADSIRFTISRDNAK-
NTVYLQMNSLKPEDTAVYYCAARTGGPIYGS-
EYHYWGQGTQVTVSS (SEQ ID NO:171) 

+ - 

LCP0113 EVQLVESGGGLVQAGDSLTLSCAASGRPFSSLTMGWFR-
QAPGKGREFVATTSWSGDIKYYADFVKGRFTISRDNAK-
NMVYLQMNSLKPEDTAVYYCAATLLRTWSRQTNEYEY-
WGQGTQVTVSS (SEQ ID NO:172) 

+ - 

LCP0114 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCTSRIGTISNIDLMNWYR-
QAPGKQREFVASLQSTGTTDYADSVRGRFTISRDNAK-
NTLFLQMNSLNPEDTAVYYCHALLPRSPYNVWGQGTQVTVSS 
(SEQ ID NO:173) 

+ + 

LCP0115 EVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCAASGRTFSGILSPYAVGWFR-
QAPGKGREFVSTITSGGSAIYTDSVKGRFTLSRD-
NAKDTVYLQMNSLKPEDTAVYYCAVRTR-
RYGSNLGEVPQENEYGYWGQGTQVTVSS (SEQ ID NO:174) 

+ + 

LCP0122 EVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCAAPETGATINVMAWYR-
QAPGKQRELVARVAIDNNTDYADHAKGRFTISRD-
NTKNTVYLQMNNLKPDDTAVYYCNVLLSRQIS-
GSYGHWGQGTQVTVSS (SEQ ID NO:175) 

+ + 

LCP0123 EVQLVESGGGLVQAGGSLTLSCAMSGGTRPFEDYVMAWFR-
QATGKEREFVATITWMGETTYYKDSVNGRFAISRD-
NAENTVALQMNSLEPEDTAVYFCAAHSRSSFSTSGGRYNPRPT-
EYDYWGQGTQVTVSS (SEQ ID NO:176) 

+ + 

LCP0125 EVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCTASGRTISTTVMGWFR-
QAPGKEREFVAAVHWGDEGTVYADSVKGRFTISRDNAK-
NTVYLQMNALKPEDTSVYYCAAKPPTYVGTSRSSRAYVY-
WGQGTQVTVSS (SEQ ID NO:177) 

+ + 

LCP0126 EVQLVESGGGLVQAGDSLTLSCAASGSGFSINVMAWYR-
QAPGKQRDLVASMTIGGRTNYKDSLKGRFTISRD-
NTKNTAYLQMNSLKPEDTAVYYCYALLDRGIGGNYVY-
WGQGTQVTVSS (SEQ ID NO:178) 

+ + 

LCP0127 EVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCAASGLTFSDYYMGWFR-
QAPGKERDFLARIGKSGIGKSYADSVRGRFTISRDNAK-
NTVYLQMNNLKLEDTAVYYCAA-
DRDIAYDARLTAEYDYWGQGTQVTVSS (SEQ ID NO:179) 

+ + 

LCP0128 EVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCTASGRTISTTVMGWFR-
QAPGKEREFVAAVHWGDESTVYADSVKGRFTISRDNAK-
NTVYLQMNYLKPEDTAVYYCAARPPTYVGTSRSSRAY-
DYWGQGTQVTVSS (SEQ ID NO:180) 

+ - 

LCP0129 EVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCAASVASETIVSINDMAWYR-
QAPGKQRELVASITIHNNRDYAD-
SAKGRFTISRDDTKNTVYLQMTHLKPDDTAVYYC-
TVLLSRALSGSYRFWGQGTQVTVSS (SEQ ID NO:181) 

+ + 

LCP0130 EVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCTGSETSGTIFNINVMGWYR-
QAPGKQRELVAIMDIGGTTDYADSVKGRFTISRDNAK-
NTVYVQMNNLKSEDTAVYYCYCALDRA-
VAGRYTYWGQGTQVTVSS (SEQ ID NO:182) 

ND ND 

LCP0132 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCEASGISLNDYNMGWFR-
QAPGKDREIVAALSRRSHGIYQSDSVKYRFSISRD-
NTKNMVSLQMDSLRPEDTAVYYCAADGDPYFTGRDMNPEY-
WGQGTQVTVSS (SEQ ID NO:183) 

+ - 

LCP0133 EVQLVESGGGSVQAGGSLRLSCAFSGGRFSDYGMAW- + + 
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FRQGPGKEREFVSRISGNGRGTQYTDSVSGRFIISRDND-
KNTVYLQMNDLKVEDTAIYYCARGSGPSS-
FNEGSVYDYWGQGTQVTVSS (SEQ ID NO:184) 

LCP0134 EVQLVESGGGLVQSGGSLTLSCVLSGSIFSSNTMGWHR-
QAPGKQREWVAITTSGGTTKYADSVKGRFTISRDNAKNTVYL-
RMNNLKPEDTGVYFCYASLAGIWGQGTQVTVSS (SEQ ID 
NO:185) 

+ + 

LCP0135 EVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCAAPE-
TEATYNVMGWYRRAPGKQRELVATMTI-
DYNTNYADSAKGRFTISRD-
NTKNTVYLQMNNLRPDDTAVYYCRVDLSRQIS-
GSYNYWGQGTQVTVSS (SEQ ID NO:186) 

+ + 

LCP0136 EVQLVESGGGLVQPGESLRLSCAISGFAFTDVGMSWVR-
QAPGKGLEWVSSISSGSSITTYSDSVKGRFTISRD-
NARNTLFLQMNSLKPEDTAVYYCGRYYCTGLGCHPRRDSAL-
WGQGTQVTVSS (SEQ ID NO:187) 

+ + 

LCP0137 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCRASGFTYSTAAMGWVR-
QAPGKGLEWVSSISSLGSDRKSADSVKGRFTISRDNAK-
NTLYLQMNSLKPEDTAVYYCARFISNRWSRDVHAPSDFGS-
RGQGTQVTVSS (SEQ ID NO:188) 

+ + 

LCP0138 EVQLVESGGGSVPAGGSLRLSCAAFGFTFDNYAIAWFR-
QAPGKEREGVSCLSTNDGETYYADSVKGRFTISSDHAK-
NTVYLQMDSLRPEDTAVYYCAAAEGSWCHKYEYDYWGQGTQV
TVSS (SEQ ID NO:189) 

+ - 

LCP0139 EVQLVESGGGLVQAGESLRLS-
CAASGRTSDLYVVGWFRQTPGKEREFVAGIAWTGDASY-
YADSVEGRFTIARDNAENRIDLQMTSLKPEDTAVYYCA-
ADSRARFERQRYNDMNYWGQGTQVTVSS (SEQ ID NO:190) 

+ - 

LCP0141 EVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCIASVTIADINVMGWYR-
QAPGKQREFVASIPTTGDKNYAESAKGRFTISRDNS-
QNTVAMQMNNLKPDDTAVYYCYVLLSRAVSGSYGHWGQGTQV
TVSS (SEQ ID NO:191) 

+ + 

LCP0142 EVQLVESGGGLVQVGGSLRLSCAASGSIVDIKVMGWYR-
QAPGNERELVALINDADDSEYSPSMRGRFTISRD-
NSKNTVYLQMNSLKPEDTAAYYCAADRDSSWFKSPYIPG-
SWGQGTQVTVSS (SEQ ID NO:192) 

+ + 

LCP0143 EVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCAAPEMGATINVMAWYR-
QAPGKQRELVARLPLDNNIDYGDFAKGRFTISRDIT-
RNTVYLQMNNLKPDDTAVYYCNVLLSRQINGA-
YVHWGQGTQVTVSS (SEQ ID NO:193) 

+ + 

LCP0144 EVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCAASGIDGDINVMAWYR-
QAPGKQRELVASITIGGNTNYADSVKGRFTIARDNAK-
NRMSLEMNSLKSEDTAVYYC-
NTLLSRVHDGQYVFWGQGTQVTVSS (SEQ ID NO:194) 

+ + 

LCP0145 EVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCVASEDAFKTDTLGWFR-
QAPGEEREFVAAFVWAGGPFYADSVKGRFTISMDEDRNTVYLQ
MNSLKPEDTGVYYCAASLSRLRVGEIT-
PRHMNYWGQGTQVTVSS (SEQ ID NO:195) 

+ - 

LCP0146 EVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCAASGRAFSDYAMAWFR-
QAPGKEREFVAGIGWSGGDTLYADSVRGRFTNSKDNAK-
NRMSLQMNSLKPEDTAVYYCAARQGQYIYSS-
MRSDSYDYWGQGTQVTVSS (SEQ ID NO:196) 

+ + 

LCP0147 EVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCAASGRTFSSSNMGWFR-
QAPGEEREFVTAIDWSGGRTYYADSVKGRFTISRDNAK-
NTVYLQMDSLK-
PEDTAVYYCAAQGSGLDWGYPWTYDYWGQGTQVTVSS (SEQ 
ID NO:197) 

+ + 

LCP0149 EVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCATSGSVLNIDSMAWYR-
QAPGKQRELVAEMLWGGTKNYGDSVKGRFTISGDADWGTEL-
QMSSLKPEDTAVYYCNAVGRGFRDAWGQGTQVTVSS (SEQ ID 
NO:198) 

+ - 

LCP0150 EVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCVASGSGFGILDMGWYR-
QAPGSRRELVGYVTRDGTTNYGNSVKGRSIISE-
DITKNTVILQMNSLKPEDTAVYFCTAGLT-
NQPRAWGQGTQVTVSS (SEQ ID NO:199) 

+ + 

LCP0151 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLS-
CAASGSVSSINVMGWYRQTPGKQRELVAA-
INRGGSTNVADSVKGRFTISRDNAKNTVYLQMNSLK-
PEDTAVYYCNAEPYGLDWRYDYWGQGTQVTVSS (SEQ ID 
NO:200) 

+ + 

LCP0152 EVQLVESGGGLEQAGGSLRLSC-
TASGGTDSIYQMGWFRQTPGKEREFVAAINWNY-
GGAYYPDSVKGRFTISRDKAKNIGFLQMNSLKPEDTAVYY-

+ - 
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CATSQTSVDAFSVPITTARRYQYWGQGTQVTVSS (SEQ ID 
NO:201) 

LCP0153 EVQLVESGGGLVQAGGSLTLSCVASGRTFSNYRMGWFR-
QAPGKEREFVGTIYWSTGRSYYGDSVKGRFIISGDNAK-
NTIHLQMNSLKPGDTGVYYCASGPEMSAFDSWGQGTQVTVSS 
(SEQ ID NO:202) 

+ + 

LCP0154 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTLDDYAIGWFR-
QAPGKEREGVSCISSSDGSTYYGDSVKGRFTISRDNAK-
NTMYLQMNSLKPEDTAVYYCATGTPLSSYYGSCLDYDMAY-
WGQGTQVTVSS (SEQ ID NO:203) 

+ + 

LCP0155 EVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCAASGVTFSNYGMAWFR-
QAPEKEREFVARISSNGRRTEYADGVSGRFTISRDNAK-
NTVYLQMNGLKPEDTAVYYCARAAGPSGF-
HEQSIYDDWGQGTQVTVSS (SEQ ID NO:204) 

+ + 

LCP0295 EVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCAVSGRSISTYVAG-
WFRQGPGKEREFVALISRGGGDIQYSDSVKGRFTISRDNAK-
NAVYLQMNSLKPADTAVYYCSLDASFGS-
RLVSRWDYWGQGTQVTVSS (SEQ ID NO:205) 

+ + 

LCP0296 EVQLVESGGGVVQAGDSLTLTCTAPVGTISDYGMGWFR-
QAPGKEREFVASISWGGMWTDYADSVKGRFTISRDND-
KNAVYLRMNSLNAEDTAVYYCGRGRMYRGIGNSLAQPKSY-
GYWGQGTQVTVSS (SEQ ID NO:206) 

+ + 

LCP0297 EVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCAGSGFTSDDYAIAWFR-
QAPGKEREGVSCIGSGDGTTYYADSVKGRFIIS-
SENAKKTVYLQMNSLKPEDTGIYYCAADLYPPADYALD-
HTWYDYWGQGTQVTVSS (SEQ ID NO:207) 

+ + 

LCP0298 EVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCVVSGS-
RFSLDTVGWHHQAPGKLREL-
VARIRDDGDTMYVASVKGRFIISRDDAKNTVYLQMNSLK-
PEDTGVYYCYFSRNGAWGQGTQVTVSS (SEQ ID NO:208) 

+ + 

LCP0299 EVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCGASGRISDINVMGWYR-
QAPGKQREMVADIDIRGYTNYADSVKGRFTVSRDNAETMYL-
EMNSLKPEDTAVYRCNALTSRDWGTGKYVYWGQGTQVTVSS 
(SEQ ID NO:209) 

+ + 

LCP0300 EVQLVESGGDLVQVGGSLRLS-
CAFPGSMSSRNSVNWYRQPPGKQREWVATISVSGFTQYAD-
SAKGRFTISRDSAKNTVHLQMNSLKPEDTGVYYC-
NYMDYWGQGTQVTVSS (SEQ ID NO:210) 

+ + 

LCP0301 EVQLVESGGGVVRAGGSLKLSCTAAGTDINIVTVGWHR-
QAPGKHRELVATIVGSGSRTNYADSVKGRFTISRDNP-
KNTVYLQMNSLKPEDTAVYYCYATSIGWGQGTQVTVSS (SEQ ID 
NO:211) 

+ + 

LCP0302 EVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCAASGRTFSGILSAYAVGWFR-
QAPGKEREFVSTITSGGSTLSADSVKGRFTLSRD-
NAKDTVYLQMNSLKPEDTAVYYCAVRTWPYGSNRGEVP-
TENEYGHWGQGTQVTVSS (SEQ ID NO:212) 

+ + 

LCP0303 EVQLVESGGGSVQAGGSLRLTCTASGNVRSIFTMAWYR-
QAPGKQRELVASAAKGGDTYYADSAKGRFTISRDDA-
KAIVSLQMNSLKPEDTAVYYCKTDGRPWF-
SEDYWGQGTQVTVSS (SEQ ID NO:213) 

+ + 

LCP0304 EVQLVESGGGLVQVGDSMRLSCAVFGNIFTRD-
PVMWFRQPPGKQREWVATITPSGFAN-
YADSVKGRFTISRYAANNTVHLQMNSLK-
PEDTGVYFCNFGTYWGQGTQVTVSS (SEQ ID NO:214) 

+ + 

LCP0306 EVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCAASKGAFNINVMAWYR-
QAPGKQRELVARVALGGTTDYADSVKGRFTISRN-
NAQDTVYLQMNSLKPEDTAVYYCNVLLDRGVRGSYAY-
WGQGTQVTVSS (SEQ ID NO:215) 

+ + 

LCP0309 EVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCAASGRTYSSYVIGWFR-
QAPGKEREFVASIRWAGGDSHYQESVKGRSTI-
SKDNARNTVYLQMNSLK-
PEDTAVYYCAGAAPVPGQSYEWSSWGQGTQVTVSS (SEQ ID 
NO:216) 

+ + 

LCP0310 EVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCVASGSAFYVGPMAWYR-
QAPGKERESVASITKGGITNYADSVKGRFTISRDNAK-
NTVYLQMNSLKPEDTDVYVCNAR-
VKLQEDRLFRDYWGQGTQVTVSS (SEQ ID NO:217) 

+ + 

LCP0311 EVQLVESGGGMVQPGGSLRLSCVVSGASGNIDFVTVGWHR-
QAPGKHREMVAVITGDGTRNYRDSVKGRFSISRDNAK-
NTIYLQMNSLKPEDTAVYYCYMSNPISSWGQGTQVTVSS (SEQ 
ID NO:218) 

+ + 

LCP0312 EVQLVESGGGLVQAGGSRRLSCAVSGRTLSSFGMGWFR-
QAPEKPREFVAAITWGQGGTFYADSVKGRFTISRDIV-

+ + 
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KNTVYLQMNDLKPDDTGLYFCVSAPHFHEAFPSRPPAYAY-
WGQGTQVTVSS (SEQ ID NO:219) 

LCP0313 EVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCAASGRTYGSYVIGWFR-
QAPGKEREFVASIRWAGGDSHYGDPLKGRSTISKDNAK-
NTVYLQMNSLKPEDAA-
VYYCAGAAPVPGSSYEWTNWGQGTQVTVSS (SEQ ID NO:220) 

+ + 

LCP0314 EVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCAASGSISSVNTMGWYR-
QAPGKQRELVAFITSGDDTNYADSMKGRFTISRDNAK-
NTLYLQMNSLKPEDTAVYYCVATLGRSSSGTY-
TYWGQGTQVTVSS (SEQ ID NO:221) 

+ + 

LCP0316 EVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCAASLRTLDNY-
GVGWFRQTPGREREFVSAVSWNGDRTYYQDSVKGRFTIS-
REYAKNTVYLQMDSLKPEDTAVYYCAVNMYGSTFPGLS-
VESHYDYWGQGTQVTVSS (SEQ ID NO:222) 

+ + 

LCP0317 EVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCAASGSIFSINAMAWYR-
QAQGKQRELVADITKNDITDYADSVKGRFTIARDNAK-
NTVDLQMNSLKPEDTAVYYCTAALSRHPYRSWGQGTQVTVSS 
(SEQ ID NO:223) 

+ + 

LCP0319 EVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCAAAGRSLSDY-
YIIWFRQPPGKEYEFVSSIRWNTGSTTYGDSVKGRFTISRD-
NAKSTVYLQMNSLKPEDTALYWCAA-
GLHLTPTSRTYNYRGQGTQVTVSS (SEQ ID NO:224) 

+ + 

LCP0320 EVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCAAPETIFTINSMGWYR-
QAPGKQRELVAFINLDGNTNYADSAKGRFTISRD-
NAENTVYLQMDNLKPDDTAVYYCNVLLSRAISGSYV-
HWGQGTQVTVSS (SEQ ID NO:225) 

+ + 

Exemplo 3. Clonagem e expressão de domínios VHH anti-C5 

[00126] Os domínios VHH anti-C5 representativos foram subclona-

dos em um vetor de expressão em mamíferos e expressos como fu-

sões de VHH-His-tag em células Expi293F. Os sobrenadantes da cul-

tura foram coletados quando a viabilidade celular caiu para 50-60%. 

Os sobrenadantes foram analisados através de SDS-PAGE sob condi-

ções redutoras, seguidos por coloração com Coomassie brilliant blue. 

Os níveis de expressão foram calculados usando interferometria de 

camada biológica em um instrumento Octet (ForteBio Inc.). Os domí-

nios VHH marcados com His foram purificados por Cromatografia de 

Afinidade em Metal Imobilizado (IMAC) em um AKTA (GE Healthcare) 

a partir dos sobrenadantes da cultura. 

Exemplo 4. Análise funcional e de ligação de domínios VHH anti-

C5 

[00127] Análise de ligação ao componente C5 do complemento. Os 

domínios VHH anti-C5 representativos foram sequenciados, caracteri-

zados e avaliados quanto à ligação à proteína C5 humana, de macaco 

cynomolgus (cyno) e de camundongo usando a Biolayer Interferometry 

em um instrumento Octet (ForteBio Inc.). Os sobrenadantes da cultura 

celular dos domínios VHH-His expressos foram normalizados para 
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uma concentração de 20 μg/mL em 2x tampão cinético e carregados 

em pontas de biossensores anti-penta-HIS (HIS1K) (ForteBio Inc.) por 

300 segundos para saturar completamente as pontas dos sensores. 

As pontas saturadas foram então expostas a uma solução contendo 50 

nM de C5 solúvel (humano, cyno ou camundongo) em 2x tampão ciné-

tico cada um por 600 segundos em experiências separadas e a disso-

ciação foi seguida por 600 segundos em 2x tampão cinético. Os domí-

nios VHH que mostraram ligação a C5 humano (hC5) ou C5 cyno 

(cC5) estão marcados com um '+' na Tabela 1. 

[00128] Ensaio de hemólise para o antagonismo de C5. Um ensaio 

de hemólise mede a liberação de hemoglobina de eritrócitos de frango 

sensibilizados, lisados pela exposição ao soro ativado pela Via Clássi-

ca do Complemento CCP. Os domínios VHH marcados com His foram 

expressos em células Expi293. Ensaios preliminares foram utilizados 

para selecionar domínios VHH anti-C5 funcionais, que foram purifica-

dos por IMAC. Dez domínios VHH purificados foram analisados quanto 

à sua capacidade de inibir a hemólise mediada por CCP de eritrócitos 

de frango sensibilizados em diferentes concentrações. 

[00129] Nenhum anticorpo e EDTA 20 mM foram utilizados como 

controles com lise completa e sem lise para o ensaio, respectivamen-

te. Os dez domínios VHH e as IgGs anti-C5 de controle (indicadas co-

mo h5G1.1, BNJ441 e Ec-CHO) em diferentes concentrações (32 

μg/mL a 0,5 μg/mL) foram pré-incubados com soro humano normal 

(NHS) 20% em 0,1 mL de salina tamponada com gelatin veronal (GVB 

++, cat # B100, Comptech) por 30 minutos em temperatura ambiente. 

400 eritrócitos de frango (Lampire Biologicals, cat. # 7201403) foram 

lavados quatro vezes com 1 mL de GVB++ e os cRBCs sensibilizados 

foram preparados pela incubação de 5 x 107 células/mL com diluição 

1:500 (v/v) de IgG de frango anti-coelho (cat # 203-4139, Rockland) e 

incubados a 4°C por 15 minutos. As células foram lavadas duas vezes 
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com GVB++ e ressuspensas em um volume final de 3,6 mL de 

GVB++. 30 µL de cRBCs sensibilizados (2,5 x 106 células) foram adi-

cionados ao soro e anticorpos humanos pré-incubados e incubados a 

37°C por 30 minutos. As células foram peletizadas por centrifugação a 

1700 x g por 3 minutos a 4°C e o sobrenadante (85 µL) foi transferido 

para uma nova placa de 96 poços de fundo plano. A absorbância foi 

medida a 415 nm. O percentual de lise foi calculado para cada domínio 

VHH e os anticorpos de controle como:  

        ((A415amostra - A415 sem lise)/(A415 lise completa - A415 sem lise)) X 100  

onde A415amostra é a absorbância a 415 nm para o anticorpo da amostra, 

A415 sem lise é a absorbância a 415 nm para o controle sem lise (EDTA 

20 mM ) e A415 lise completa é a absorbância a 415 nm para o controle 

completo da lise. Os resultados são mostrados na figura. 1 

[00130] Identificação de domínios VHH que inibem a liberação de 

C5a. Clivagem da proteína C5 humana (por exemplo, liberação de C5a 

com a Complement Alternative Pathway C5 convertase depositada em 

CAP-activator Zymosan) foi medida utilizando um imunoensaio basea-

do em Meso Scale Discovery (MSD). Os domínios VHH anti-C5 foram 

expressos e purificados como na seção anterior e foram analisados 

quanto à sua capacidade de bloquear a clivagem da proteína C5 hu-

mana pela medida da quantidade de hC5a liberada. A concentração 

ótima para o domínio VHH da amostra foi determinada em experimen-

tos-piloto. Os domínios VHH da amostra e os anticorpos de controle 

(h5G1.1, BNJ441 e Ec-CHO) foram adicionados à proteína C5 humana 

(concentração final 25 nM) (CompTech Inc.) em tampão GVB++ con-

tendo gelatina 1% e NiCl 2,5 mM por 30 minutos a 37°C e armazenado 

a 4°C até uso posterior. Uma placa de 96 poços de alta ligação MSD 

foi revestida com um anticorpo anti-C5a 2 µg/mL em solução salina 

tamponada com fosfato BupH (ThermoFisher) e incubada por 1 hora. 

Zymosan foi então adicionado a NHS em igual proporção para ativar a 
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via alternativa do complemento. Esta mistura de zymosan-NHS foi en-

tão adicionada à solução pré-incubada de VHH-hC5 e incubada a 

37°C. A reação foi parada em diferentes pontos de tempo (0, 30, 60 e 

90 minutos) por adição de futhan-EDTA. A placa foi centrifugada a 

3600 rpm por 2 minutos e o sobrenadante foi transferido para uma no-

va placa de polipropileno. O bloqueador A foi adicionado por 1 hora em 

temperatura ambiente para bloquear a ligação não específica à placa 

MSD revestida. A placa MSD foi lavada e o sobrenadante das amos-

tras acima foi adicionado. Esta placa foi incubada em temperatura am-

biente durante 15 minutos. A mistura de detecção de anticorpo biotina-

Ab2942 (Abcam) 1 μg/mL e estreptavidina conjugada com sulfo-tag 0,5 

μg/mL foi preparada e depois adicionada a cada poço e incubada em 

temperatura ambiente por 30 minutos. Foi adicionado 2x tampão de 

leitura MSD a cada poço e o sinal eletro-quimioluminescente foi medi-

do. Os dados brutos foram analisados usando o programa MSD de 

bancada. Os resultados deste experimento são mostrados na FIG. 2) 

[00131] LCP0115, LCP0146, LCP0295, LCP0296, LCP0297 e 

LCP0302 inibiram a liberação de C5a e foram utilizados para posterior 

caracterização. 

Exemplo 5. Análise de afinidade de domínios VHH anti-C5 por Bi-

acore 

[00132] Os domínios VHH anti-C5 foram priorizados com base na 

reatividade cruzada com C5 de cyno e oito domínios VHH anti-C5 puri-

ficados foram submetidos à análise de afinidade por Biacore. Os pa-

râmetros cinéticos para ligação a C5 humano e de cyno para os oito 

candidatos iniciais são mostrados na Tabela 2. Dos oito candidatos 

analisados por afinidade, cinco domínios anti-C5 (LCPO115, LCP0143, 

LCP0146, LCP0296 e LCP0302) foram escolhidos e priorizados para 

humanização e análise adicional com base na afinidade combinada a 

C5 humano e de cyno. 
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Tabela 2. resultados da caracterização por Biacore de domínios 

VHH. 

Amostra C5 ka (1/Ms) kd (1/s) KD (M) Chi2 
LCP0095 
 

hC5 2,86e5 7,14e-4 2,50e-9 6,94 
cC5 4,56e5 1,68e-3 3,69e-9 12,9 

LCP0115 
 

hC5 1,13e5 3,48e-5 3,09e-10 0,08 
cC5 9,53e4 1,02e-5 1,07e-10 0,10 

LCP0123 
 

hC5 1,08e5 2,16e-4 1,99e-9 0,13 
cC5 1e5 3,81e-4 3,8e-9 0,14 

LCP0136 
 

hC5 4,86e5 8,82e-4 1,81e-9 2,47 
cC5 7,89e5 2,51e-4 3,18e-10 1,01 

LCP0143 
 

hC5 6,91e5 5,66e-5 8,2e-11 0,90 
cC5 7,41e5 1,24e-4 1,67e-10 0,81 

LCP0146 
 

hC5 2,24e6 9,75e-5 4,35e-11 0,42 
cC5 2,64e6 2,44e-4 9,22e-11 0,47 

LCP0296 
 

hC5 9,34e4 3,9e-5 4,17e-10 0,06 
cC5 6,84e4 1,06e-4 1,55e-9 0,03 

LCP0302 
 

hC5 1,14e5 2,22e-5 1,95e-10 0,03 
cC5 1,03e5 2,38e-5 2,32e-10 0,03 

 

Exemplo 6. Humanização de domínios VHH anti-C5 

[00133] Cinco domínios VHH anti-C5 priorizados (LCP0115, 

LCP0143, LCP0146, LCP0296 e LCP0302) foram humanizados por 

enxerto de CDR em linhagens germinativas humanas com similaridade 

de sequência a sequência de lhama. As CDRs foram baseadas na 

maior cobertura de aminoácidos entre as definições de IMGT e Kabat. 

Foram feitas mutações retrógradas aos resíduos característicos de 

FR2 de lhama para manter a estabilidade do domínio VHH. As varian-

tes humanizadas foram expressas em células Expi293 e testadas 

quanto à ligação ao C5 humano usando interferometria de camada 

biológica. 

[00134] Outras mutações nas costas dos resíduos de lhama dos 

pais foram introduzidas em estruturas selecionadas para várias das 

variantes para melhorar sua afinidade pelo C5 humano. As constru-

ções foram expressas em células HEK293F e avaliadas quanto à liga-

ção por interferometria de camada biológica.  

[00135] Mutações retrógradas adicionais em resíduos parentais de 

lhama foram introduzidas em estruturas selecionadas das variantes 

para otimizar ainda mais sua afinidade por C5 humano e as termina-

ções N foram humanizados para EVQLV (SEQ ID NO: 147; quando 
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necessário) e as terminações C foram humanizadas para WGQG-

TLVTVSS (SEQ ID NO: 148; onde necessário). Os candidatos resul-

tantes de VHH anti-C5 priorizados são mostrados na Tabela 3 abaixo. 

As CDRs desses candidatos são mostradas na Tabela 4. 

Tabela 3. Candidatos a domínio VHH anti-C5 humanizados 
nome de VHH  
anti-C5 candidato 

Sequência candidata SEQ 
ID NO: 

   
LCP0177 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRTFSGILSPYAVGWFR-

QAPGQGLEAVATITSGGSAIYTDSVKGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAVRTR-
RYGSNLGEVPQENEYGYWGQGTLVTVSS 

226 

LCP0178 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASEMGATINVMAWFR-
QAPGQGLEAVARLPLDNNIDYGDFAKGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCNVLLSRQINGAYVHWGQGTLVTVSS 

227 

LCP0179 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRAFSDYAMAWFR-
QAPGQGLEAVAGIGWSGGDTLYADSVRGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAARQGQYIYSS-
MRSDSYDYWGQGTLVTVSS 

228 

LCP0180 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRTFSGILSPYAVGWFR-
QAPGQGREFVATITSGGSAIYTDSVKGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAVRTR-
RYGSNLGEVPQENEYGYWGQGTLVTVSS 

229 

LCP0181 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAAPEMGATINVMAWYR-
QAPGQQRELVARLPLDNNIDYGDFAKGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCNVLLSRQINGAYVHWGQGTLVTVSS 

230 

LCP0182 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRAFSDYAMAWFR-
QAPGQEREFVAGIGWSGGDTLYADSVRGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAARQGQYIYSS-
MRSDSYDYWGQGTLVTVSS 

231 

LCP0183 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRTFSGILSPYAVGWFR-
QAPGKGREFVSTITSGGSAIYTDSVKGRFTISRDNAKNSLY-
LQMNSLRAEDTAVYYCAVRTR-
RYGSNLGEVPQENEYGYWGQGTLVTVSS 

232 

LCP0184 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRTFSGILSPYAVGWFR-
QAPGKGLEFVSTITSGGSAIYTDSVKGRFTISRDNAKNSLY-
LQMNSLRAEDTAVYYCAVRTR-
RYGSNLGEVPQENEYGYWGQGTLVTVSS 

233 

LCP0185 EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASEMGATINVMAWYR-
QAPGKQRELVSRLPLDNNIDYGDFAKGRFTISRDNAKNSLY-
LQMNSLRAEDTAVYYCNVLLSRQINGAYVHWGQGTLVTVSS 

234 

LCP0186 EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASEMGATINVMAWYR-
QAPGKGLELVSRLPLDNNIDYGDFAKGRFTISRDNAKNSLY-
LQMNSLRAEDTAVYYCNVLLSRQINGAYVHWGQGTLVTVSS 

235 

LCP0187 EVQLVESGGGLVQPGRSLRLSCAASGRAFSDYAMAWFR-
QAPGKEREFVSGIGWSGGDTLYADSVRGRFTISRDNAKNSLY-
LQMNSLRAEDTALYYCAARQGQYIYSSMRSDSYDYWGQGTLVTVSS 

236 

LCP0188 EVQLVESGGGLVQPGRSLRLSCAASGRAFSDYAMAWFR-
QAPGKGLEFVSGIGWSGGDTLYADSVRGRFTISRDNAKNSLY-
LQMNSLRAEDTALYYCAARQGQYIYSSMRSDSYDYWGQGTLVTVSS 

237 

LCP0195 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRAFSDYAMAWFR-
QAPGQEREFVAGIGWSGGDTLYADSVRGRFTNSRD-
NSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAARQGQYIYSS-
MRSDSYDYWGQGTLVTVSS 

1 

LCP0197 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRAFSDYAMAWFR-
QAPGQEREFVAGIGWSGGDTLYADSVRGRFTISRDNAK-
NTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAARQGQYIYSS-
MRSDSYDYWGQGTLVTVSS 

2 

LCP0199 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRAFSDYAMAWFR-
QAPGQEREFVAGIGWSGGDTLYADSVRGRFTISRD-
NSKNTMYLQMNSLRAEDTAVYYCAARQGQYIYSS-
MRSDSYDYWGQGTLVTVSS 

3 

LCP0203 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRAFSDYAMAWFR-
QAPGQGLEFVAGIGWSGGDTLYADSVRGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAARQGQYIYSS-
MRSDSYDYWGQGTLVTVSS 

4 
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LCP0207 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRTFSGILSPYAVGWFR-
QAPGKGLEFVSTITSGGSAIYTDSVKGRFTISRDNAKDSLY-
LQMNSLRAEDTAVYYCAVRTR-
RYGSNLGEVPQENEYGYWGQGTLVTVSS 

5 

LCP0208 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRTFSGILSPYAVGWFR-
QAPGKGLEFVSTITSGGSAIYTDSVKGRFTISRDNAK-
NTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAVRTR-
RYGSNLGEVPQENEYGYWGQGTLVTVSS 

6 

LCP0209 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRTFSGILSPYAVGWFR-
QAPGKGLEFVSTITSGGSAIYTDSVKGRFTISRDNAK-
NSVYLQMNSLRAEDTAVYYCAVRTR-
RYGSNLGEVPQENEYGYWGQGTLVTVSS 

7 

LCP0212 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRTFSGILSPYAVGWFR-
QAPGQGLEFVATITSGGSAIYTDSVKGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAVRTR-
RYGSNLGEVPQENEYGYWGQGTLVTVSS 

8 

CRL0303 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRHFSDYAMAWFR-
QAPGQEREFVAGIGWSGGDTLYADSVRGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAARQGQYIYSS-
MRSDSYDYWGQGTLVTVSS 

9 

CRL0304 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRAHSDYAMAWFR-
QAPGQEREFVAGIGWSGGDTLYADSVRGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAARQGQYIYSS-
MRSDSYDYWGQGTLVTVSS 

10 

CRL0305 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRAHSDYAMAWFR-
QAPGQEREFVAGIGWSGGDTLYADSVRGRFTNSRD-
NSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAARQGQYIYSS-
MRSDSYDYWGQGTLVTVSS 

11 

CRL0307 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRHHSDYAMAWFR-
QAPGQEREFVAGIGWSGGDTLYADSVRGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAARQGQYIYSS-
MRSDSYDYWGQGTLVTVSS 

12 

CRL0726 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASVGTISDYGMGWFR-
QAPGQGLEAVASISWGGMWTDYADSVKGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCGRGRMYRGIGNSLAQPKSY-
GYWGQGTLVTVSS 

238 

CRL0727 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRTFSGILSAYAVGWFR-
QAPGQGLEAVATITSGGSTLSADSVKGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAVRTWPYGSNRGEVP-
TENEYGHWGQGTLVTVSS 

239 

CRL0728 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASVGTISDYGMGWFR-
QAPGQEREFVASISWGGMWTDYADSVKGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCGRGRMYRGIGNSLAQPKSY-
GYWGQGTLVTVSS 

240 

CRL0729 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRTFSGILSAYAVGWFR-
QAPGQEREFVATITSGGSTLSADSVKGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAVRTWPYGSNRGEVP-
TENEYGHWGQGTLVTVSS 

241 

CRL0730 EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASVGTISDYGMGWFR-
QAPGKEREFVSSISWGGMWTDYADSVKGRFTISRDNAKNSLY-
LQMNSLRAEDTAVYYCGRGRMYRGIGNSLAQPKSYGYWGQGTLVTVSS 

242 

CRL0731 EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASVGTISDYGMGWFR-
QAPGKGLEFVSSISWGGMWTDYADSVKGRFTISRDNAKNSLY-
LQMNSLRAEDTAVYYCGRGRMYRGIGNSLAQPKSYGYWGQGTLVTVSS 

243 

CRL0732 EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRTFSGILSAYAVGWFR-
QAPGKEREFVSTITSGGSTLSADSVKGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAVRTWPYGSNRGEVP-
TENEYGHWGQGTLVTVSS 

244 

CRL0733 EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRTFSGILSAYAVGWFR-
QAPGKGLEFVSTITSGGSTLSADSVKGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAVRTWPYGSNRGEVP-
TENEYGHWGQGTLVTVSS 

245 

CRL0960 QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGRAFSDYAMAWVR-
QAPGQGLEWMGGIGWSGGDTLYADSVRGY-
TENFKDRVTMTRDTSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCARQGQYIYSS-
MRSDSYDYWGQGTLVTVSS 

246 

CRL0961 QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGRAFSDYAMAWFR-
QAPGQEREFMGGIGWSGGDTLYADSVRGY-
TENFKDRVTMTRDTSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCARQGQYIYSS-
MRSDSYDYWGQGTLVTVSS 

247 

Petição 870190141523, de 30/12/2019, pág. 86/238



69/95 

CRL0962 QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGRAFSDYAMAWFR-
QAPGQGLEFMGGIGWSGGDTLYADSVRGY-
TENFKDRVTMTRDTSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCARQGQYIYSS-
MRSDSYDYWGQGTLVTVSS 

248 

CRL0963 QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASVGTISDYGMGWVR-
QAPGQGLEWMGSISWGGMWTDYADSVKGY-
TENFKDRVTMTRDTSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCARGRGRMYR-
GIGNSLAQPKSYGYWGQGTLVTVSS 

249 

CRL0964 QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASVGTISDYGMGWFR-
QAPGQEREFMGSISWGGMWTDYADSVKGY-
TENFKDRVTMTRDTSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCARGRGRMYR-
GIGNSLAQPKSYGYWGQGTLVTVSS 

250 

CRL0965 QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASVGTISDYGMGWFR-
QAPGQGLEFMGSISWGGMWTDYADSVKGY-
TENFKDRVTMTRDTSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCARGRGRMYR-
GIGNSLAQPKSYGYWGQGTLVTVSS 

251 

CRL0966 QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGRTFSGILSAYAVGWVR-
QAPGQGLEWMGTITSGGSTLSADSVKGY-
TENFKDRVTMTRDTSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCARA-
VRTWPYGSNRGEVPTENEYGHWGQGTLVTVSS 

252 

CRL0967 QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGRTFSGILSAYAVGWFR-
QAPGQEREFMGTITSGGSTLSADSVKGY-
TENFKDRVTMTRDTSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCARA-
VRTWPYGSNRGEVPTENEYGHWGQGTLVTVSS 

253 

CRL0968 QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGRTFSGILSAYAVGWFR-
QAPGQGLEFMGTITSGGSTLSADSVKGY-
TENFKDRVTMTRDTSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCARA-
VRTWPYGSNRGEVPTENEYGHWGQGTLVTVSS 

254 

CRL0972 EVQLVESGGGVVRPGGSLRLSFAASGRAFSDYAMAWFR-
QAPGKEREFVSGIGWSGGDTLYADSVRGRFTISRDNAKNSLY-
LQMNSLRAEDTALYHCAARQGQYIYSSMRSDSYDYWGQGTLVTVSS 

255 

CRL0973 EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRAFSDYAMAWFR-
QAPGKEREFVSGIGWSGGDTLYADSVRGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAARQGQYIYSS-
MRSDSYDYWGQGTLVTVSS 

256 

CRL0974 EVQLVESGGVVVQPGGSLRLSCAASGRAFSDYAMAWFR-
QAPGKEREFVSGIGWSGGDTLYADSVRGRFTISRDNSKNSLY-
LQMNSLRAEDTALYYCAARQGQYIYSSMRSDSYDYWGQGTLVTVSS 

257 

CRL0975 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASVGTISDYGMGWFR-
QAPGKEREFVSSISWGGMWTDYADSVKGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCGRGRMYRGIGNSLAQPKSY-
GYWGQGTQVTVSS 

258 

CRL0976 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLS-
CAASVGTISDYGMGWFHQAPGKEREFVSSISWGGMWTDY-
ADSVKGRFIISRDNSRNTLYLQTNSLRAEDTAVYYCGRGRMYR-
GIGNSLAQPKSYGYWGQGTLVTVSS 

259 

CRL0977 EVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASVGTISDYGMGWFR-
QAPGKEREFVASISWGGMWTDYADSVKGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCGRGRMYRGIGNSLAQPKSY-
GYWGQGTQVTVSS 

260 

CRL0978 EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGRTFSGILSAYAVGWFR-
QAPGKEREFVSTITSGGSTLSADSVKGRFTISRDNAKNSLY-
LQMNSLRAEDTAVYYCAVRTWPYGSNRGEVP-
TENEYGHWGQGTQVTVSS 

261 

CRL0979 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRTFSGILSAYAVGWFR-
QAPGKEREFVSTITSGGSTLSADSVKGRFTISRD-
NSKNTLYVQMSSLRAEDTAVYYCAVRTWPYGSNRGEVP-
TENEYGHWGQGTQVTVSS 

262 

CRL0980 EVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGRTFSGILSAYAVGWFR-
QAPGKEREFVSTITSGGSTLSADSVKGRFTISRDNSKNSLY-
LQMNSLRTEDTALYYCAVRTWPYGSNRGEVP-
TENEYGHWGQGTQVTVSS 

263 
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Tabela 4: CDRs de domínios VHH anti-C5 humanizados candidatos 

Domínio  
VHH  

Sequência de CDR1  
[SEQ ID NO:] 

Sequência de CDR2  
[SEQ ID NO:] 

Sequência de CDR3  
[SEQ ID NO:] 

LCP0146 
LCP0179 
LCP0182 
LCP0187 
LCP0188 
LCP0195 
LCP0197 
LCP0199 
LCP0203 
CRL0960 
CRL0961 
CRL0962 
CRL0972 
CRL0973 
CRL0974 

GRAFSDYAMA [13] GIGWSGGDTLYADSVRG 
[18] 

AARQGQYIYSSMRSDSYDY [20] 

LCP0115 
LCP0177 
LCP0180 
LCP0183 
LCP0184 
LCP0207 
LCP0208 
LCP0209 
LCP0212 

GRTFSGILSPYAVG 
[14] 

TITSGGSAIYTDSVKG [19] AVRTRRYGSNLGEVPQENEYGY 
[21] 

LCP0143 
LCP0178 
LCP0181 
LCP0185 
LCP0186 

EMGATINVMA [327] RLPLDNNIDYGDFAKG [325] NVLLSRQINGAYVH [326] 

CRL0303 GRHFSDYAMA [15] GIGWSGGDTLYADSVRG 
[18] 

AARQGQYIYSSMRSDSYDY [20] 

CRL0304 
CRL0305 

GRAHSDYAMA [16] GIGWSGGDTLYADSVRG 
[18] 

AARQGQYIYSSMRSDSYDY [20] 

CRL0307 GRHHSDYAMA [17] GIGWSGGDTLYADSVRG 
[18] 

AARQGQYIYSSMRSDSYDY [20] 

LCP0296 
CRL0726 
CRL0728 
CRL0730 
CRL0731 
CRL0963 
CRL0964 
CRL0965 
CRL0975 
CRL0976 
CRL0977 

VGTISDYGMG 
[264] 

SISWGGMWTDYADSVKG 
[266] 

GRGRMYRGIGNSLAQPKSYGY 
[268] 

LCP0302 
CRL0727 
CRL0729 
CRL0732 
CRL0733 
CRL0966 
CRL0967 
CRL0968 
CRL0978 
CRL0979 
CRL0980 
 

GRTFSGILSAYAVG 
[265] 

TITSGGSTLSADSVKG 
[267] 

AVRTWPYGSNRGEVPTENEYGH 
[269] 

 

[00136] Mutações retrógradas para resíduos parentais de lhama 

foram introduzidas em estruturas selecionadas a partir de avaliações 

de humanização para melhorar a afinidade das variantes seleciona-

das. As sequências das variantes com mutação retrógrada são mos-
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tradas na Tabela 5. As construções foram expressas em células 

HEK293F e avaliadas quanto à ligação por interferometria de camada 

biológica. 

Tabela 5. Variantes de VHH anti-C5 humanizadas com mutações re-

trógradas 
Nome da 
 variante 

Sequência da variante com mutação retrógrada SEQ 
ID NO 

   
Variantes de 
 LCP0115  

  

LCP0204 EVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCAASGRTFSGILSPYAVGWFR-
QAPGKGLEFVSTITSGGSAIYTDSVKGRFTISRDNAKNSLY-
LQMNSLRAEDTAVYYCAVRTRRYGSNLGEVPQENEYGYWGQGTLVTVSS 

270 

LCP0205 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRTFSGILSPYAVGWFR-
QAPGKGREFVSTITSGGSAIYTDSVKGRFTISRDNAKNSLY-
LQMNSLRAEDTAVYYCAVRTRRYGSNLGEVPQENEYGYWGQGTLVTVSS 

232 

LCP0206 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRTFSGILSPYAVGWFR-
QAPGKGLEFVSTITSGGSAIYTDSVKGRFTLSRDNAKNSLY-
LQMNSLRAEDTAVYYCAVRTRRYGSNLGEVPQENEYGYWGQGTLVTVSS 

271 

LCP0207 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRTFSGILSPYAVGWFR-
QAPGKGLEFVSTITSGGSAIYTDSVKGRFTISRDNAKDSLY-
LQMNSLRAEDTAVYYCAVRTRRYGSNLGEVPQENEYGYWGQGTLVTVSS 

5 

LCP0208 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRTFSGILSPYAVGWFR-
QAPGKGLEFVSTITSGGSAIYTDSVKGRFTISRDNAK-
NTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAVRTR-
RYGSNLGEVPQENEYGYWGQGTLVTVSS 

6 

LCP0209 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRTFSGILSPYAVGWFR-
QAPGKGLEFVSTITSGGSAIYTDSVKGRFTISRDNAK-
NSVYLQMNSLRAEDTAVYYCAVRTR-
RYGSNLGEVPQENEYGYWGQGTLVTVSS 

7 

LCP0210 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRTFSGILSPYAVGWFR-
QAPGKGLEFVSTITSGGSAIYTDSVKGRFTISRDNAKNSLY-
LQMNSLKAEDTAVYYCAVRTRRYGSNLGEVPQENEYGYWGQGTLVTVSS 

272 

LCP0211 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRTFSGILSPYAVGWFR-
QAPGKGLEFVSTITSGGSAIYTDSVKGRFTISRDNAKNSLY-
LQMNSLRPEDTAVYYCAVRTRRYGSNLGEVPQENEYGYWGQGTLVTVSS 

273 

LCP0212 
 

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRTFSGILSPYAVGWFR-
QAPGQGLEFVATITSGGSAIYTDSVKGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAVRTR-
RYGSNLGEVPQENEYGYWGQGTLVTVSS 

8 

   
Variantes de 
LCP0146  

  

LCP0193 EVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCAASGRAFSDYAMAWFR-
QAPGQEREFVAGIGWSGGDTLYADSVRGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAARQGQYIYSS-
MRSDSYDYWGQGTLVTVSS 

274 

LCP0194 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRAFSDYAMAWFR-
QAPGKEREFVAGIGWSGGDTLYADSVRGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAARQGQYIYSS-
MRSDSYDYWGQGTLVTVSS 

275 

LCP0195 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRAFSDYAMAWFR-
QAPGQEREFVAGIGWSGGDTLYADSVRGRFTNSRD-
NSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAARQGQYIYSS-
MRSDSYDYWGQGTLVTVSS 

1 

LCP0196 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRAFSDYAMAWFR-
QAPGQEREFVAGIGWSGGDTLYADSVRGRFTI-
SKDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAARQGQYIYSS-
MRSDSYDYWGQGTLVTVSS 

276 

LCP0197 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRAFSDYAMAWFR-
QAPGQEREFVAGIGWSGGDTLYADSVRGRFTISRDNAK-
NTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAARQGQYIYSSMRSDSYDYWGQGTLVTVSS 

2 

LCP0198 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRAFSDYAMAWFR-
QAPGQEREFVAGIGWSGGDTLYADSVRGRFTISRD-
NSKNRLYLQMNSLRAEDTAVYYCAARQGQYIYSS-
MRSDSYDYWGQGTLVTVSS 

277 
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LCP0199 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRAFSDYAMAWFR-
QAPGQEREFVAGIGWSGGDTLYADSVRGRFTISRD-
NSKNTMYLQMNSLRAEDTAVYYCAARQGQYIYSS-
MRSDSYDYWGQGTLVTVSS 

3 

LCP0200 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRAFSDYAMAWFR-
QAPGQEREFVAGIGWSGGDTLYADSVRGRFTISRD-
NSKNTLSLQMNSLRAEDTAVYYCAARQGQYIYSS-
MRSDSYDYWGQGTLVTVSS 

278 

LCP0201 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRAFSDYAMAWFR-
QAPGQEREFVAGIGWSGGDTLYADSVRGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLKAEDTAVYYCAARQGQYIYSS-
MRSDSYDYWGQGTLVTVSS 

279 

LCP0202 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRAFSDYAMAWFR-
QAPGQEREFVAGIGWSGGDTLYADSVRGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLRPEDTAVYYCAARQGQYIYSS-
MRSDSYDYWGQGTLVTVSS 

280 

LCP0203 
 

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRAFSDYAMAWFR-
QAPGQGLEFVAGIGWSGGDTLYADSVRGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAARQGQYIYSS-
MRSDSYDYWGQGTLVTVSS 

4 

 

Exemplo 7. Isolamento de domínios VHH que se ligam a albumina 

sérica humana 

[00137] A albumina é uma proteína abundante no soro e possui pe-

so molecular suficiente para evitar a remoção por filtração através da 

barreira de filtração glomerular. A remoção da albumina do soro por 

degradação intracelular é inibida pela interação de FcRn com a albu-

mina que ocorre em pH baixo. Essa interação resulta no tráfego do 

complexo albumina-FcRn de volta à membrana plasmática, onde a al-

bumina é liberada de volta ao sangue após a exposição ao pH mais 

neutro do sangue. 

[00138] Visão geral do processo de geração de VHH anti-HSA. 

Uma biblioteca de apresentação em fagos de VHH anti-HSA imune foi 

produzida a partir de células B de uma lhama imunizada para domínios 

VHH anti-C5 e para domínios VHH anti-HSA. Após a obtenção dos tí-

tulos de ponto final maiores que 1,000,000 em relação à HSA, as 

PBMCs foram coletadas, RNA isolado e as regiões de VHH isoladas 

geneticamente. Como descrito em detalhes para domínios VHH anti-

C5 nos Exemplos 2-4, essas sequências VHH anti-HSA foram clona-

das em um fagomídeo de fusão pIII, resultando em uma biblioteca de 6 

x 108 clones independentes. Técnicas padronizadas de panning por 

apresentação em fago foram usadas para selecionar domínios VHH 
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reativos para HSA e CSA (albumina sérica de macaco Cynomolgus). 

Os resultados de três rodadas de panning foram analisados por ELISA 

e sequenciamento Sanger. Paralelamente, o sequenciamento de pró-

xima geração (NGS) foi usado para examinar populações de sequên-

cias na biblioteca original ou sequências que foram enriquecidas por 

panning. Um total de ~1000 clones foram isolados e analisados utili-

zando estes métodos. 

[00139] Imunização de lhama e construção de biblioteca de fago de 

VHH. Uma lhama foi imunizada com HSA. O estímulo primário consis-

tiu em 500 µg de antígeno misturado com adjuvante completo de 

Freunds. As imunizações de reforço de 500 μg de antígeno em adju-

vante incompleto de Freunds foram administradas em 2 semanas, 4 

semanas, 8 semanas e 12 semanas. Os títulos de soros foram monito-

rados com sangramentos de teste aproximadamente 2 semanas após 

cada reforço. Os sangramentos de teste foram analisados por ELISA 

para determinar o título da resposta imune. Um título de soro anti-HSA 

foi detectado com sinal 20x acima do pré-sangramento para a diluição 

de 1:100,000; portanto, um sangramento de produção de 500 mL foi 

processado para obter ~ 7 x 108 PBMCs para isolamento de RNA e 

produção de biblioteca. O RNA total das PBMCs foi purificado com ex-

tração com fenol/clorofórmio, seguido de uma coluna de centrifugação 

de sílica e o RNA total foi eluído com água livre de RNase. A qualidade 

do RNA foi avaliada através da determinação da proporção OD260 /280 e 

por eletroforese em gel de agarose. O cDNA foi sintetizado usando 

iniciadores reversos específicos da cadeia pesada de lhama. Os frag-

mentos de VHH (somente cadeia pesada) foram separados dos frag-

mentos de VH (cadeia pesada convencional) por eletroforese em gel. 

[00140] Os fragmentos de VHH foram modificados com lítios SfiI e 

clonados em pADL-10b, e a biblioteca de DNA foi transformada em 

células TG1. Um total de 6 x 108 clones independentes foram obtidos 
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para a biblioteca. Todos os clones foram coletados e armazenados em 

glicerol a 25% a -80°C até o uso. A qualidade da biblioteca foi validada 

pela análise de 105 clones quanto à presença de um inserto com uma 

fase de leitura correta, singularidade e presença de sequências de ini-

ciadores. 

[00141] Panning e rastreamento por apresentação em fago. Uma 

alíquota do estoque em glicerol da biblioteca de VHH anti-HSA com-

preendendo 3,75 x 1010 células foi cultivada em meio 2xYT suplemen-

tado com glicose 2% e carbenicilina 100 μg mL. As células foram culti-

vadas a 37°C com agitação a ~250 rpm até que OD600 de ~0,6 fosse 

obtida. O fago auxiliar foi adicionado a uma multiplicidade de infecção 

(MOI) de 20 e a cultura foi incubada por 30 minutos sem agitação, se-

guida de incubação por 30 minutos com agitação a 37°C. As células 

foram colhidas e ressuspensas em meio 2xYT suplementado com car-

benicilina 25 μg/mL, canamicina 50 μg/mL e IPTG 200 μΜ. As culturas 

foram agitadas durante a noite a 30°C e 250 rpm. O meio foi clarificado 

por centrifugação, os fagos foram precipitados pelar adição de 1/4 de 

volume de PEG-8000 10%/NaCl 2,5 M e incubação em gelo por 30 

minutos. Os fagos foram peletizados por centrifugação a 7500 rpm du-

rante 15 minutos a 4°C em um rotor SLA3000. O pélete foi re-

suspenso em Superblock (Thermo Scientific, 37515). 

[00142] Uma alíquota de fago foi desmarcada com esferas de es-

treptavidina M280 (Life Technologies, 11205D) por 30 minutos em 

temperatura ambiente, as esferas foram removidas usando um ímã e o 

sobrenadante contendo o fago foi transferido para um novo tubo Ep-

pendorf. Os fagos foram suplementados com 10 µg de HSA biotinilada, 

incubados com rotação em temperatura ambiente por 30 minutos e 

depois suplementados com esferas de estreptavidina M280 para imo-

bilizar a HSA biotinilada. As esferas foram lavadas 11 vezes com tam-

pão de lavagem PBS/Tween 0,05%, eluídas com glicina 0,1 M, pH 2,7, 
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e depois o tampão de eluição foi neutralizado com Tris 1 M, pH 9,0. Os 

fagos eluídos foram resgatados em células TG1 de fago logarítmicas e 

os produtos foram recuperados em bandejas de 250 cm x 250 cm com 

LB Carbenicilina, glicose 2%. Os títulos foram determinados por dilui-

ção seriada de uma alíquota do resgate do fago. Uma segunda rodada 

de panning foi realizada essencialmente como descrito acima, usando 

uma alíquota do crescimento da primeira rodada e 5 μg de HSA biotini-

lada para as seleções. 

[00143] Para rastrear clones quanto à reatividade a HSA, clones 

individuais foram colocados em placas de 96 poços, cultivados em um 

volume de 250 µL de 2xYT suplementado com 100 μg/mL de Carbeni-

cilina e 2% de glicose durante a noite a 37°C. Cada poço foi subculti-

vado por transferência de 5 µL culturas densas noturnas para 250 µL 

de meios frescos. Uma alíquota foi submetida para análise da sequên-

cia de amplificação por círculo rolante para determinar o inserto codifi-

cado. As células foram cultivadas até um OD600 de -0,6 e depois su-

plementadas com fago auxiliar M13 em MOI de 20 por uma hora. As 

células foram coletadas por centrifugação e o meio foi substituído por 

250 μL por poço de 2xYT suplementado com 100 μg/mL de carbenici-

lina e 50 μg mL de canamicina. As placas foram então incubadas du-

rante a noite a 30°C com agitação a 250 rpm. O meio foi clarificado por 

centrifugação para preparar os sobrenadantes dos fagos para uso em 

ensaios ELISA. 

[00144] Para análise ELISA, placas de 96 poços pré-bloqueadas 

revestidas com estreptavidina (Pierce, 15500) foram incubadas com 

has-Biotina a 2 µg/mL por 30 minutos em temperatura ambiente com 

agitação. As placas foram lavadas e depois o bloqueio foi repetido por 

1 hora em temperatura ambiente. As placas foram novamente lavadas 

e suplementadas com 50 μL de sobrenadante clarificado por 30 minu-

tos em temperatura ambiente. As placas foram lavadas três vezes e 
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depois incubadas com anticorpo anti-M13 HRP (GE Healthcare, Cat # 

27-9421-01) em tampão de bloqueio por 30 minutos em temperatura 

ambiente. As placas foram lavadas quatro vezes, depois suplementa-

das com o reagente Ultra TMB -ELISA de 1 etapa (Thermo Scientific, 

Cat # 34029), a cor foi desenvolvida e a reação foi interrompida usan-

do soluções de parada de ácido sulfúrico 2 M. As leituras em OD450 

foram determinadas usando um leitor de placas BioRad iMark. 

[00145] NGS foi usado para examinar populações de sequências na 

biblioteca original ou sequências que foram enriquecidas por panning. 

Para NGS, o DNA do fagomídeo foi isolado a partir de produtos da bi-

blioteca inicial, da rodada 1 de panning e da rodada 2 de panning. O 

cassete de VHH foi liberado do fagomídeo por digestão de restrição, 

bandas codificadoras de VHH isoladas por eletroforese em gel de aga-

rose e o DNA purificado utilizando colunas de afinidade de DNA. Esse 

DNA foi submetido à produção e análise da biblioteca na plataforma 

MiSeq 2x300.  

Exemplo 8. Expressão e purificação de domínios VHH que se li-

gam a HSA 

[00146] As sequências de VHH selecionadas usando as metodolo-

gias acima foram sintetizadas com peptídeos de sinal N-terminais e 6x 

His-tags C-terminais e clonadas em um construto de expressão em 

mamífero. O domínio MSA21 de VHH publicado (Publicação Internaci-

onal No. WO 2004/062551 A2) e versões geneticamente modificadas 

de clones individuais (desglicosilados ou humanizados) foram prepa-

radas por síntese de GeneBlocks (Integrated DNA Technologies) e 

clonagem por infusão em um vetor de expressão padronizado em 

mamíferos. Estes construtos foram transfectados para células 293expi 

e o sobrenadante foi coletado 96 horas após a transfecção. Os sobre-

nadantes foram dialisados contra PBS e as proteínas VHH-His purifi-

cadas usando métodos padronizados de cromatografia. As proteínas 
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purificadas foram trocadas de tampão em PBS e quantificadas usando 

OD e coeficiente de extinção. 

Exemplo 9. Caracterização de domínios VHH imobilizados que se 

ligam a HSA solúvel, CSA e albumina sérica de camundongo 

[00147] Os vetores de expressão de mamíferos foram criados para 

112 sequências de VHH e proteínas produzidas no sistema de expres-

são 293 expi. As sequências de VHH foram analisadas primeiro por 

SDS-PAGE e coloração com Coomassie para determinar a concentra-

ção aproximada em relação a um padrão conhecido. As concentrações 

do sobrenadante foram então normalizadas e submetidas a interfero-

metria de camada biológica em um Octet HTX (Pall/ForteBio). Os sen-

sores Penta-His foram expostos ao tampão cinético por 60 segundos 

para estabelecer as medições da linha de base. Os sensores foram 

então carregados com sobrenadantes contendo VHH-His por 300 se-

gundos antes de uma segunda linha de base ser estabelecida em 

tampão cinético por 120 segundos. As pontas foram então incubadas 

com HSA ou CSA 100 nM em tampão cinético por 600 segundos e a 

dissociação foi medida por mais 600 segundos. 

[00148] Dos 112 domínios de VHH analisados, 12 domínios de-

monstraram ligação a HSA biotinilada e três clones (HAS040, HAS041 

e HAS042) interagiram com CSA biotinilada e o HSA biotinilada. As 

sequências desses 12 domínios de VHH anti-HSA, incluindo uma ou 

mais versões humanizadas, são mostradas na Tabela 6, com as CDRs 

desses domínios de VHH anti-HSA mostrados na Tabela 7. 

Tabela 6. Sequências de domínios de VHH antialbumina 

Domínio de VHH  Sequência SEQ ID NO: 
HAS020 QVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCAASGRTFGSDAAGWFR-

QASGKEREFVASISWSGGYTYYADSVKGRFTISSD-
NVKNTVYLQMNSLTPEDTAVYFCATGNRYSDYRISLVTPSQYEY-
WGQGTLVTVS 

22 

HAS038 QVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCTGSGHSFSTYTVGWFR-
QAPGEERKFVASISWSGEVTLYGDSVKGRFTISRDNRK-
KTVYLQMHSLKPEDSAIYYCAAKRGGRPTDSSD-
DYFYWGQGTQVTVSS  

23 

HAS040 QVQLNESGGGMVQAGGSLRLSCAASGRTVSNYAAGWFR-
QAPGKEREFVAAINWNKTTTYADSVKGRFIISREYAK-
NTVALQMNSLKPEDTAVYYCAAVFRIVAP-
KTQYEYDYWGQGTQVTVSS  

24 
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HAS041 QVQLIESGGGLVQAGGSLGLSCAASGRPVSNYAAAWFR-
QAPGKEREFVAAINWNKTATYADSVKGRFTISRD-
NAKSTVALQMNSLKPEDTAVYYCAAVFRVVAP-
KTQYDYDYWGQGTQVTVSS  

25 

HAS042 EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGRPVSNYAAAWFR-
QAPGKEREFVSAINWQKTATYADSVKGRFTISRDNAKNSLY-
LQMNSLRAEDTAVYYCAAVFRVVAPKTQYDYDYWGQGTLVTVSS 

26 

HAS044 QVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCAASGRTFSSYAIGWFR-
QAPGKAREFVARVSTIAGDTDYADSVKGRFTISRDNAK-
NTVYLQMNSLKPEDTAVYYCA-
ADSYNVRLVTGEADYWGEGTQVTVSS  

27 

HAS077 QVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCAASGRTFSSYAIGWFR-
QAPGKAREFVARVSTIAGDTDYADSVKGRFTISRDNAK-
NTVYLQMNSLKPEDTAVYYCA-
ADSYNVRLGTGEADYWGEGTQVTVSS  

28 

HAS079 EVQLVESGGGLVQAGDSLRLSCAASGFTFSNYAIGWFR-
QAPGKAREFVARVSTIAGDTDYANAVKGRFTISRDNAK-
NTVYLQMNSLKPDDTAVYYCAAESYNVRLVTGEADYWGEGTQVTVS
S  

29 

HAS080 QVRLAESGGGRVQAGESLRLSCVASGRTFSN-
DAAGWFREASGKEREFVASISWSGNYTYYADSVKGRFTISED-
NVKNTVYLQMTSLKPEDTAVYYCAAGNRYSDYRISLVTPRLYEY-
WGQGTQVTVS 

30 

HAS081 QVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCAASGRTFSSDAAGWFR-
QASGKEREFVAAISWSGNYTYSADSVKGRFTISSD-
NVKNTVYLQMNSLKPEDTAVYLCAAGNRYSDYRISLVTPSQYEY-
WGQGTQVTVS 

31 

HAS091 QVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCAASGRTFGSDAAGWFR-
QASGKEREFVASISWSGGYTYYADSGTGRFTISSD-
NVKNTVYLQMNSLTPEDTAVYFCATGNRDSDYRISLVTPSQYEY-
WGQGTQVTVS 

32 

HAS093 QVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCAASGRTFGSDAAGWFR-
QASGKEREFVASISWSGGYTYYADSGKGRFTISSD-
NVKNTVYLQMNSLTPEDTAVYFCATGNRYSDYRISLVTP-
SQYDYWGQGTQVTVS 

33 

HAS096 QVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCAASGRTFGSDAAGWFR-
QASGKEREFVASISWSGGYTYYADSVKGRFTSSSD-
NVKNTVYLQMNSLTPEDTAVYFCATVNRYSDYRISLVTPSQYEY-
WGQGTQVTVS 

34 

 

Tabela 7. Sequências de CDR para os domínios de VHH antialbumina 

Domínio de 
VHH  

Sequência de CDR1  
[SEQ ID NO:] 

Sequência de CDR2  
[SEQ ID NO:] 

Sequência de CDR3  
[SEQ ID NO:] 

HAS020 GRTFGSDA [35] ISWSGGYT [44] ATGNRYSDYRISLVTPSQYEY [52] 
HAS038 GHSFSTYT [36] ISWSGEVT [45] AAKRGGRPTDSSDDYFY [53] 
HAS040 GRTVSNYA [37] INWNKTTT [46] AAVFRIVAPKTQYEYDY [54] 
HAS041 GRPVSNYA [38] INWNKTAT [47] AAVFRVVAPKTQYDYDY [55] 
HAS042 GRPVSNYA [38] INWQKTAT [48] AAVFRVVAPKTQYDYDY [55] 
HAS044 GRTFSSYA [39] VSTIAGDT [49] AADSYNVRLVTGEADY [56] 
HAS077 GRTFSSYA [39] VSTIAGDT [49] AADSYNVRLGTGEADY [57] 
HAS079 GFTFSNYA [40] VSTIAGDT [49] AAESYNVRLVTGEADY [58] 
HAS080 GRTFSNDA [41] ISWSGNYT [50] AAGNRYSDYRISLVTPRLYEY [59] 
HAS081 GRTFSSDA [42] ISWSGNYT [50] AAGNRYSDYRISLVTPSQYEY [60] 
HAS091 GRTFGSDA [43] ISWSGGYT [51] ATGNRDSDYRISLVTPSQYEY [61] 
HAS093 GRTFGSDA [43] ISWSGGYT [51] ATGNRYSDYRISLVTPSQYDY [62] 
HAS096 GRTFGSDA [43] ISWSGGYT [51] ATVNRYSDYRISLVTPSQYEY [63] 

 

Exemplo 10. Caracterização da cinética de ligação da albumina 

por Biacore 

[00149] A cinética de ligação dos domínios HAS040 e HAS041 de 

VHH a HSA ou CSA foi determinada usando SPR em um instrumento 

Biacore 3000. A albumina biotinilada foi capturada em um chip CAP 
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saturado com reagente Biotin CAPture contendo desoxirribo-

oligonucleotídeos (obtidos da GE Healthcare). As concentrações de 

domínios VHH purificados foram injetadas por 5 minutos em uma taxa 

de fluxo de 50 μL/min. Três concentrações foram avaliadas por domí-

nio de VHH. O analito ligado foi deixado dissociar por 600 segundos. A 

superfície do chip foi regenerada após cada concentração pela injeção 

de guanidina 6M HCl/NaOH 0,25 M por 2 minutos a 10 μL/min. A ciné-

tica foi determinada em pH 7,4 e pH 6,0 no tampão HBS-EP usando 

um modelo de Langmuir 1:1 (Rmax local e RI constante) e subtração da 

referência dupla (subtração de um ciclo de concentração de tampão do 

ciclo de concentração da amostra e subtração de um fluxo celular pa-

ralelo de referência). O domínio MSA21 de VHH (Publicação Internaci-

onal No. WO 2004/062551 A2) (sequência:  

LEQVQLQESGGGLVQPGGSLRLSCEASGFTFSRFGMTWVRQAPG 

KGVEWVSGISSLGDSTLYADSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLKP 

EDTAVYYCTIGGSLNPGGQGTQVTVSS (SEQ ID NO:322) foi prepa-

rado e usado como comparação nesses ensaios. 

[00150] Os resultados deste ensaio são mostrados na Tabela 8. 

Afinidades de ligação foram observadas na faixa de 0,3-5 nM, indican-

do que os domínios HAS040 e HAS041 têm afinidade suficiente em pH 

6 e pH 7,4 para facilitar a extensão da meia-vida. Além disso, esses 

domínios de VHH demonstraram a ligação a CSA e HSA com afinida-

des muito semelhantes, reforçando a natureza preditiva dos estudos 

de extensão da meia-vida a serem realizados em primatas. 

Tabela 8. Resultados da caracterização por Biacore de domínios 

VHH antialbumina 

Amostra Albumina/pH ka  kd KD Chi2 
(1/Ms) (1/s) (M) 

HAS40 CSA/pH 6,0 3,68E+05 2,81E-04 7,64E-10 0,05 
CSA/pH 7,4 1,04E+06 5,62E-04 5,39E-10 0,1 
HSA/pH 6,0 4,45E+05 2,08E-04 4,66E-10 0,09 
HSA/pH 7,4 1,29E+06 4,40E-04 3,41E-10 0,03 

HAS41 CSA/pH 6,0 3,12E+05 7,39E-04 2,37E-09 0,41 
CSA/pH 7,4 1,07E+06 1,23E-03 1,15E-09 0,18 
HSA/pH 6,0 3,73E+05 3,87E-04 1,04E-09 0,12 
HSA/pH 7,4 1,23E+06 5,66E-04 4,61E-10 0,03 
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MSA21 CSA/pH 6,0 2,80E+05 1,53E-03 5,47E-09 0,05 
CSA/pH 7,4 5,61E+05 2,16E-03 3,85E-09 0,05 
HSA/pH 6,0 3,30E+05 1,81E-03 5,46E-09 0,06 
HSA/pH 7,4 1,13E+06 3,93E-03 3,49E-09 0,07 

 

Exemplo 11. Demonstração da ligação não competitiva da albu-

mina por VHH e FcRn 

[00151] A reciclagem de albumina de vesículas endocíticas é medi-

ada pela interação com FcRn. Portanto, foi importante determinar se 

VHH interferiria na interação de HSA e FcRn. Para determinar se os 

domínios HAS040 e HAS041 de VHH se ligam ao mesmo epítopo que 

FcRn, a ligação de FcRn a HSA que foi saturada com domínios de 

VHH anti-HSA foi analisada em um instrumento Biacore 3000 em pH 

6,0 em tampão HBS-EP. HSA foi imobilizada diretamente em um chip 

CM5 para atingir uma densidade alvo de 250 RUs (unidades de resso-

nância) usando acoplamento de amina. Os domínios VHH foram diluí-

dos para aproximadamente 1-10 μg/mL e injetados para atingir a satu-

ração (3 minutos a 50 μL/min). Uma concentração de FcRn foi injetada 

sobre a superfície HSA:VHH para obter cinética por 5 minutos a 50 50 

μL/min. A dissociação foi permitida por 180 segundos antes da regene-

ração. A superfície do chip foi regenerada injetando 20 μL de NaOH 25 

mM a 100 μL/min. A cinética foi determinada usando um modelo 

Langmuir 1:1 (Rmax local e RI constante) e subtração da referência du-

pla (subtração de um ciclo de concentração de tampão do ciclo de 

concentração da amostra e subtração de um fluxo celular paralelo de 

referência). 

[00152] Os resultados são mostrados na FIG. 7. Na FIG. 7A, a inte-

ração direta de FcRn com uma superfície saturada de HSA resultou 

em uma diferença de resposta de 30 RUs. RUs similares foram obtidas 

quando FcRn 400 nM foi injetado sobre superfície saturada com com-

plexos de HSA com MSA21 (ADL021) (FIG. 7B), HAS040 (FIG. 7C) ou 

HAS041 (FIG. 7D). Com base nesses dados, o HAS040 e o HAS041 

não interferem na ligação a FcRn e é esperado que sejam reciclados a 
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partir do endossoma pela interação da albumina com o FcRn. 

Exemplo 12. Geração de proteínas de fusão bi-específicas anti-C5 

e antialbumina 

[00153] Os domínios de VHH anti-C5 foram fundidos com um domí-

nio antialbumina para gerar moléculas biespecíficas. Quatro compri-

mentos diferentes de ligantes (G4S)3 (SEQ ID NO: 106), (G4S)4 (SEQ 

ID NO: 107), (G4S)5 (SEQ ID NO: 108) and (G4S)6 (SEQ ID NO: 109), e 

duas orientações diferentes (N terminal ou C terminal) do domínio an-

tialbumina foram avaliados. Os construtos foram expressos em células 

HEK293F e purificados usando cromatografia de afinidade com proteí-

na A. As moléculas de fusão purificadas foram avaliadas em experi-

mentos por Biacore. C5 humano foi biotinilado e imobilizado em um 

chip biacore, moléculas biespecíficas purificadas foram injetadas para 

saturar o chip, seguido por três concentrações diferentes de albumina 

sérica humana para obter a cinética. A afinidade medida para a albu-

mina sérica humana foi usada como representante para comparar com 

diferentes extensões de ligante. (G4S)3 foi escolhido como o ligante 

com extensão ótima para diferentes domínios de VHH anti-C5. A orien-

tação N terminal versus C terminal dos construtos está especificada 

abaixo pelo nome do construto na Tabela 9 com (C5/HSA) indicando 

que o domínio anti-C5 está localizado N terminal ao domínio anti-HSA. 

Igualmente, com HSA/C5) indica que o domínio anti-HSA está locali-

zado N terminal ao domínio anti-C5. 

[00154] Após a seleção do comprimento ideal do ligante, uma série 

de moléculas de fusão biespecíficas diferentes foi gerada com domí-

nios de VHH anti-C5 humanizados fundidos com dois domínios antial-

bumina diferentes (mostrados na Tabela 8). Estes construtos foram 

expressos em células Expi293 e purificadas utilizando cromatografia 

de proteína A. As proteínas de fusão biespecíficas purificadas foram 

testadas em ensaios de hemólise e os resultados são mostrados nas 
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FIGS. 3A e 3B. 

Tabela 9. Proteínas de fusão anti-C5/antialbumina 

Nome Sequência SEQ 
ID NO: 

CRL0400 
(HSA/C5) 

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPEWVSSIS 
GSGSDTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRPEDTAVYYCTIGGSLSR 
SSQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAA 
SGRHFSDYAMAWFRQAPGQEREFVAGIGWSGGDTLYADSVRGRFTISRDNA 
KNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAARQGQYIYSSMR SDSYDYWGQGTLVTVSS 

64 

CRL0401 
(HSA/C5) 

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVR-
QAPGKGPEWVSSISGSGSDTLYADSVKGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLRPEDTAVYYC-
TIGGSLSRSSQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSEVQLVESGG-
GLVQPGGSLRLSCAASGRAHSDYAMAWFRQAPGQEREFVAGIGWSGG-
DTLYADSVRGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAARQGQYIYSS-
MRSDSYDYWGQGTLVTVSS 

65 

CRL0402 
(HSA/C5) 

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVR-
QAPGKGPEWVSSISGSGSDTLYADSVKGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLRPEDTAVYYC-
TIGGSLSRSSQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSEVQLVESGG-
GLVQPGGSLRLSCAASGRHHSDYAMAWFRQAPGQEREFVAGIGWSGG-
DTLYADSVRGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAARQGQYIYSS-
MRSDSYDYWGQGTLVTVSS 

66 

CRL0403 
(HSA/C5) 

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVR-
QAPGKGPEWVSSISGSGSDTLYADSVKGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLRPEDTAVYYC-
TIGGSLSRSSQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSEVQLVESGG-
GLVQPGGSLRLSCAASGRHFSDYAMAWFRQAPGQEREFVAGIGWSGG-
DTLYADSVRGRFTISRDNSKNTMYLQMNSLRAEDTAVYYCAARQGQYIYSS-
MRSDSYDYWGQGTLVTVSS 

67 

CRL0404 
(HSA/C5) 

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVR-
QAPGKGPEWVSSISGSGSDTLYADSVKGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLRPEDTAVYYC-
TIGGSLSRSSQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSEVQLVESGG-
GLVQPGGSLRLSCAASGRAHSDYAMAWFRQAPGQEREFVAGIGWSGG-
DTLYADSVRGRFTISRDNSKNTMYLQMNSLRAEDTAVYYCAARQGQYIYSS-
MRSDSYDYWGQGTLVTVSS 

68 

CRL0405 
(HSA/C5) 

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVR-
QAPGKGPEWVSSISGSGSDTLYADSVKGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLRPEDTAVYYC-
TIGGSLSRSSQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSEVQLVESGG-
GLVQPGGSLRLSCAASGRHHSDYAMAWFRQAPGQEREFVAGIGWSGG-
DTLYADSVRGRFTISRDNSKNTMYLQMNSLRAEDTAVYYCAARQGQYIYSS-
MRSDSYDYWGQGTLVTVSS 

69 

CRL0406 
(HSA/C5) 

EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGRPVSNYAAAWFR-
QAPGKEREFVSAINWQKTATYADSVKGRFTISRDNAKNSLY-
LQMNSLRAEDTAVYYCAAVFRVVAP-
KTQYDYDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSEVQLVESGG-
GLVQPGGSLRLSCAASGRHFSDYAMAWFRQAPGQEREFVAGIGWSGG-
DTLYADSVRGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAARQGQYIYSS-
MRSDSYDYWGQGTLVTVSS 

70 

CRL0407 
(HSA/C5) 

EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGRPVSNYAAAWFR-
QAPGKEREFVSAINWQKTATYADSVKGRFTISRDNAKNSLY-
LQMNSLRAEDTAVYYCAAVFRVVAP-
KTQYDYDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSEVQLVESGG-
GLVQPGGSLRLSCAASGRAHSDYAMAWFRQAPGQEREFVAGIGWSGG-
DTLYADSVRGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAARQGQYIYSS-
MRSDSYDYWGQGTLVTVSS 

71 

CRL0408 
(HSA/C5) 

EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGRPVSNYAAAWFR-
QAPGKEREFVSAINWQKTATYADSVKGRFTISRDNAKNSLY-
LQMNSLRAEDTAVYYCAAVFRVVAP-
KTQYDYDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSEVQLVESGG-
GLVQPGGSLRLSCAASGRHHSDYAMAWFRQAPGQEREFVAGIGWSGG-
DTLYADSVRGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAARQGQYIYSS-
MRSDSYDYWGQGTLVTVSS 

72 
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Nome Sequência SEQ 
ID NO: 

CRL0409 
(HSA/C5) 

EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGRPVSNYAAAWFR-
QAPGKEREFVSAINWQKTATYADSVKGRFTISRDNAKNSLY-
LQMNSLRAEDTAVYYCAAVFRVVAP-
KTQYDYDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSEVQLVESGG-
GLVQPGGSLRLSCAASGRHFSDYAMAWFRQAPGQEREFVAGIGWSGG-
DTLYADSVRGRFTISRDNSKNTMYLQMNSLRAEDTAVYYCAARQGQYIYSS-
MRSDSYDYWGQGTLVTVSS 

73 

CRL0410 
(HSA/C5) 

EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGRPVSNYAAAWFR-
QAPGKEREFVSAINWQKTATYADSVKGRFTISRDNAKNSLY-
LQMNSLRAEDTAVYYCAAVFRVVAP-
KTQYDYDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSEVQLVESGG-
GLVQPGGSLRLSCAASGRAHSDYAMAWFRQAPGQEREFVAGIGWSGG-
DTLYADSVRGRFTISRDNSKNTMYLQMNSLRAEDTAVYYCAARQGQYIYSS-
MRSDSYDYWGQGTLVTVSS 

74 

CRL0411 
(HSA/C5) 

EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGRPVSNYAAAWFR-
QAPGKEREFVSAINWQKTATYADSVKGRFTISRDNAKNSLY-
LQMNSLRAEDTAVYYCAAVFRVVAP-
KTQYDYDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSEVQLVESGG-
GLVQPGGSLRLSCAASGRHHSDYAMAWFRQAPGQEREFVAGIGWSGG-
DTLYADSVRGRFTISRDNSKNTMYLQMNSLRAEDTAVYYCAARQGQYIYSS-
MRSDSYDYWGQGTLVTVSS 

75 

CRL0483 
(C5/HSA) 

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRTFSGILSPYAVGWFR-
QAPGKGLEFVSTITSGGSAIYTDSVKGRFTISRDNAKDSLY-
LQMNSLRAEDTAVYYCAVRTR-
RYGSNLGEVPQENEYGYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSEVQLLES
GGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPEWVSSISGSGSD-
TLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRPEDTAVYYC-
TIGGSLSRSSQGTLVTVSS 

76 

CRL0484 
(C5/HSA) 

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRTFSGILSPYAVGWFR-
QAPGKGLEFVSTITSGGSAIYTDSVKGRFTISRDNAKDSLY-
LQMNSLRAEDTAVYYCAVRTR-
RYGSNLGEVPQENEYGYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSEVQLVES
GGGLVKPGGSLRLSCAASGRPVSNYAAAWFRQAPGKEREFVSAIN-
WQKTATYADSVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCAAVFRVVAP-
KTQYDYDYWGQGTLVTVSS 

77 

CRL0485 
(C5/HSA) 

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRTFSGILSPYAVGWFR-
QAPGKGLEFVSTITSGGSAIYTDSVKGRFTISRDNAK-
NTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAVRTR-
RYGSNLGEVPQENEYGYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSEVQLLES
GGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPEWVSSISGSGSD-
TLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRPEDTAVYYC-
TIGGSLSRSSQGTLVTVSS 

78 

CRL0486 
(C5/HSA) 

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRTFSGILSPYAVGWFR-
QAPGKGLEFVSTITSGGSAIYTDSVKGRFTISRDNAK-
NTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAVRTR-
RYGSNLGEVPQENEYGYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSEVQLVES
GGGLVKPGGSLRLSCAASGRPVSNYAAAWFRQAPGKEREFVSAIN-
WQKTATYADSVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCAAVFRVVAP-
KTQYDYDYWGQGTLVTVSS 

79 

CRL0487 
(C5/HSA) 

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRTFSGILSPYAVGWFR-
QAPGKGLEFVSTITSGGSAIYTDSVKGRFTISRDNAK-
NSVYLQMNSLRAEDTAVYYCAVRTR-
RYGSNLGEVPQENEYGYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSEVQLLES
GGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPEWVSSISGSGSD-
TLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRPEDTAVYYC-
TIGGSLSRSSQGTLVTVSS 

80 

CRL0488 
(C5/HSA) 

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRTFSGILSPYAVGWFR-
QAPGKGLEFVSTITSGGSAIYTDSVKGRFTISRDNAK-
NSVYLQMNSLRAEDTAVYYCAVRTR-
RYGSNLGEVPQENEYGYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSEVQLVES
GGGLVKPGGSLRLSCAASGRPVSNYAAAWFRQAPGKEREFVSAIN-
WQKTATYADSVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCAAVFRVVAP-
KTQYDYDYWGQGTLVTVSS 

81 

CRL0489 
(C5/HSA) 

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRTFSGILSPYAVGWFR-
QAPGQGLEFVATITSGGSAIYTDSVKGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAVRTR-
RYGSNLGEVPQENEYGYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSEVQLLES
GGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPEWVSSISGSGSD-
TLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRPEDTAVYYC-
TIGGSLSRSSQGTLVTVSS 

82 
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Nome Sequência SEQ 
ID NO: 

CRL0490 
(C5/HSA) 

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRTFSGILSPYAVGWFR-
QAPGQGLEFVATITSGGSAIYTDSVKGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAVRTR-
RYGSNLGEVPQENEYGYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSEVQLVES
GGGLVKPGGSLRLSCAASGRPVSNYAAAWFRQAPGKEREFVSAIN-
WQKTATYADSVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCAAVFRVVAP-
KTQYDYDYWGQGTLVTVSS 

83 

CRL0491 
(C5/HSA) 

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVR-
QAPGKGPEWVSSISGSGSDTLYADSVKGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLRPEDTAVYYC-
TIGGSLSRSSQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSEVQLVESGG-
GLVQPGGSLRLSCAASGRAFSDYAMAWFRQAPGQEREFVAGIGWSGG-
DTLYADSVRGRFTNSRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAARQGQYIYSS-
MRSDSYDYWGQGTLVTVSS 

84 

CRL0492 
(C5/HSA) 

EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGRPVSNYAAAWFR-
QAPGKEREFVSAINWQKTATYADSVKGRFTISRDNAKNSLY-
LQMNSLRAEDTAVYYCAAVFRVVAP-
KTQYDYDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSEVQLVESGG-
GLVQPGGSLRLSCAASGRAFSDYAMAWFRQAPGQEREFVAGIGWSGG-
DTLYADSVRGRFTNSRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAARQGQYIYSS-
MRSDSYDYWGQGTLVTVSS 

85 

CRL0493 
(C5/HSA) 

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVR-
QAPGKGPEWVSSISGSGSDTLYADSVKGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLRPEDTAVYYC-
TIGGSLSRSSQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSEVQLVESGG-
GLVQPGGSLRLSCAASGRAFSDYAMAWFRQAPGQEREFVAGIGWSGG-
DTLYADSVRGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAARQGQYIYSS-
MRSDSYDYWGQGTLVTVSS 

86 

CRL0494 
(C5/HSA) 

EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGRPVSNYAAAWFR-
QAPGKEREFVSAINWQKTATYADSVKGRFTISRDNAKNSLY-
LQMNSLRAEDTAVYYCAAVFRVVAP-
KTQYDYDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSEVQLVESGG-
GLVQPGGSLRLSCAASGRAFSDYAMAWFRQAPGQEREFVAGIGWSGG-
DTLYADSVRGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAARQGQYIYSS-
MRSDSYDYWGQGTLVTVSS 

87 

CRL0495 
(C5/HSA) 

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVR-
QAPGKGPEWVSSISGSGSDTLYADSVKGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLRPEDTAVYYC-
TIGGSLSRSSQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSEVQLVESGG-
GLVQPGGSLRLSCAASGRAFSDYAMAWFRQAPGQEREFVAGIGWSGG-
DTLYADSVRGRFTISRDNSKNTMYLQMNSLRAEDTAVYYCAARQGQYIYSS-
MRSDSYDYWGQGTLVTVSS 

88 

CRL0496 
(C5/HSA) 

EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGRPVSNYAAAWFR-
QAPGKEREFVSAINWQKTATYADSVKGRFTISRDNAKNSLY-
LQMNSLRAEDTAVYYCAAVFRVVAP-
KTQYDYDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSEVQLVESGG-
GLVQPGGSLRLSCAASGRAFSDYAMAWFRQAPGQEREFVAGIGWSGG-
DTLYADSVRGRFTISRDNSKNTMYLQMNSLRAEDTAVYYCAARQGQYIYSS-
MRSDSYDYWGQGTLVTVSS 

89 

CRL0497 
(HSA/C5) 

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVR-
QAPGKGPEWVSSISGSGSDTLYADSVKGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLRPEDTAVYYC-
TIGGSLSRSSQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSEVQLVESGG-
GLVQPGGSLRLSCAASGRAFSDYAMAWFRQAPGQGLEFVAGIGWSGG-
DTLYADSVRGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAARQGQYIYSS-
MRSDSYDYWGQGTLVTVSS 
 

90 

CRL0498 
(HSA/C5) 

EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGRPVSNYAAAWFR-
QAPGKEREFVSAINWQKTATYADSVKGRFTISRDNAKNSLY-
LQMNSLRAEDTAVYYCAAVFRVVAP-
KTQYDYDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSEVQLVESGG-
GLVQPGGSLRLSCAASGRAFSDYAMAWFRQAPGQGLEFVAGIGWSGG-
DTLYADSVRGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAARQGQYIYSS-
MRSDSYDYWGQGTLVTVSS 
 

91 
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Nome Sequência SEQ 
ID NO: 

CRL0499 
(HSA/C5) 

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVR-
QAPGKGPEWVSSISGSGSDTLYADSVKGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLRPEDTAVYYC-
TIGGSLSRSSQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSEVQLVESGG-
GLVQPGGSLRLSCAASGRAHSDYAMAWFRQAPGQEREFVAGIGWSGG-
DTLYADSVRGRFTNSRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAARQGQYIYSS-
MRSDSYDYWGQGTLVTVSS 
 

92 

CRL0500 
(HSA/C5) 

EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGRPVSNYAAAWFR-
QAPGKEREFVSAINWQKTATYADSVKGRFTISRDNAKNSLY-
LQMNSLRAEDTAVYYCAAVFRVVAP-
KTQYDYDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSEVQLVESGG-
GLVQPGGSLRLSCAASGRAHSDYAMAWFRQAPGQEREFVAGIGWSGG-
DTLYADSVRGRFTNSRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAARQGQYIYSS-
MRSDSYDYWGQGTLVTVSS 
 

93 

CRL0501 
(HSA/C5) 

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVR-
QAPGKGPEWVSSISGSGSDTLYADSVKGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLRPEDTAVYYC-
TIGGSLSRSSQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSEVQLVESGG-
GLVQPGGSLRLSCAASGRAHSDYAMAWFRQAPGQGLEFVAGIGWSGG-
DTLYADSVRGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAARQGQYIYSS-
MRSDSYDYWGQGTLVTVSS 
 

94 

CRL0502 
(HSA/C5) 

EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGRPVSNYAAAWFR-
QAPGKEREFVSAINWQKTATYADSVKGRFTISRDNAKNSLY-
LQMNSLRAEDTAVYYCAAVFRVVAP-
KTQYDYDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSEVQLVESGG-
GLVQPGGSLRLSCAASGRAHSDYAMAWFRQAPGQGLEFVAGIGWSGG-
DTLYADSVRGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAARQGQYIYSS-
MRSDSYDYWGQGTLVTVSS 

95 

 

[00155] Quatro moléculas biespecíficas CRL0483, CRL0484, 

CRL0499 e CRL0500 foram priorizadas com base em ensaios funcio-

nais e de ligação. As medidas de afinidade por Biacore para ligação ao 

C5 humano para CRL0483, CRL0484, CRL0499 e CRL0500 são mos-

tradas na Tabela 10 e avaliações funcionais são mostradas nas FIGS. 

3, 4 e 5. Estas quatro moléculas biespecíficas foram avaliadas em es-

tudos farmacocinéticos in vivo em macacos cynomolgus. 

Tabela 10. Medidas por Biacore de fusões priorizadas em pH 7,4 e pH 

6,0 

Amostra  
C5 

 
pH 

ka 
(1/Ms) 

kd 
(1/s) 

KD 
(M) 

Chi2 

CRL0483 hC5 7,4 2,25e5 2,42e-4 1,07e-9 0,03 

 cC5 7,4 9,15e4 2,20e-5 2,40e-10 0,01 

CRL0484 hC5 7,4 7,01e4 7,69e-5 1,10e-9 0,04 

 cC5 7,4 9,15e4 2,2e-5 2,40e-10 0,01 

CRL0499 hC5* 7,4 2,22e6 3,32e-4 1,5e-10 3,3 

 cC5 7,4 N,D, N,D, N,D, N,D, 

CRL0500 hC5 7,4 2,88e6 6,72e-4 2,33e-10 0,65 
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 cC5 7,4 2,00e6 8,48e-4 4,2e-10 0,04 

CRL0483 hC5 6,0 4,00e4 2,11e-04 5,27e-09 0,02 

 cC5 6,0 3,71e4 4,62e-5 1,25e-9 0,02 

CRL0484 hC5 6,0 4,25e5 2,36e-4 5,56e-10 0,02 

 cC5 6,0 4,82e4 6,17e-6 1,28e-10 0,03 

CRL0499 hC5* 6,0 2,51e6 1,12e-3 4,48e-10 0,24 

 cC5 6,0 1,92e6 3,88e-3 2,02e-9 0,31 

CRL0500 hC5* 6,0 8,02e6 1,519e-3 1,89e-10 1,06 

 cC5* 6,0 3,91e6 2,5e-3 6,41e-10 3,16 

 

Exemplo 13. Análise farmacocinética de proteínas de fusão bies-

pecíficas 

[00156] As proteínas purificadas foram administradas a 10 mg/kg 

por via intravenosa ou subcutânea em macacos cynomolgus. Foram 

utilizados três macacos por grupo de dose por artigo de teste. As pro-

priedades farmacocinéticas de moléculas biespecíficas foram medidas 

por quantificação baseada em LC-MS usando peptídeos de assinatura 

para cada construto. O perfil de PK é mostrado na FIG. 6 e os parâme-

tros estão descritos na Tabela 11. 

Tabela 11. Parâmetros farmacocinéticos depois de 10 mg/kg de 

artigos de teste em macacos cynomolgus 

Artigo de teste t1/2 (h) tmax (h) Cmax 
(g/mL) 

AUC 
(h*g/mL) 

CL 
(mL/h/kg) 

V (mL/kg) F (%) 

CRL0483 IV 139 1,33 324 47900 0,211 42,0  
CRL0484 IV 125 1 382 43700 0,238 43,0  
CRL0483 SC 103 20 238 46412 0,218 32,5 97 
CRL0484 SC 75,9 24 161 32610 0,315 34,9 75 
CRL0499 IV 170 2,11 299 53773 0,184 46,9  
CRL0500 IV 239 0,167 351 51929 0,205 62,5  
CRL0499 SC 220 32 146 58666 0,173 54,2 109 
CRL0500 SC 209 32 161 61475 0,163 49,0 118 

 

[00157] Também foram geradas sequências ligantes variantes para 

as proteínas de fusão biespecíficas. As sequências que incluem essas 

sequências de ligação variantes são mostradas na Tabela 12. 
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Tabela 12: Sequências de anti-C5/antialbumina biespecíficas com 

diferentes ligantes 

Nome Sequência SEQ ID NO 
CRL0952 EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGRPVSNYAAAWFRQAPGKEREFVSAIN-

WQKTATYADSVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCAAVFRVVAP-
KTQYDYDYWGQGTLVTVSSGGGGAGGGGAGGGGSEVQLVESGG-
GLVQPGGSLRLSCAASGRAHSDYAMAWFRQAPGQEREFVAGIGWSGG-
DTLYADSVRGRFTNSRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAARQGQYIYSS-
MRSDSYDYWGQGTLVTVSS 

96 

CRL0953 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRTFSGILSPYAVGWFRQAPGKGLEFVS-
TITSGGSAIYTDSVKGRFTISRDNAKDSLYLQMNSLRAEDTAVYYCAVRTR-
RYGSNLGEVPQENEYGYWGQGTLVTVSSGGGGAGGG-
GAGGGGSEVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGRPVSNYAAAWFR-
QAPGKEREFVSAINWQKTATYADSVKGRFTISRDNAKNSLY-
LQMNSLRAEDTAVYYCAAVFRVVAPKTQYDYDYWGQGTLVTVSS 

97 

CRL0954 EVQLVESGGGVVQAGDSLTLTCTAPVGTISDYGMGWFRQAPGKEREFVA-
SISWGGMWTDYADSVKGRFTISRDNDKNAVYL-
RMNSLNAEDTAVYYCGRGRMYRGIGNSLAQPKSYGYWGQGTQVTVSSGGG-
GAGGGGAGGGGSEVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGRPVSNYAAAWFR-
QAPGKEREFVSAINWQKTATYADSVKGRFTISRDNAKNSLY-
LQMNSLRAEDTAVYYCAAVFRVVAPKTQYDYDYWGQGTLVTVSS 

98 

CRL0955 EVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCAASGRTFSGILSAYAVGWFRQAPGKEREFVS-
TITSGGSTLSADSVKGRFTLSRDNAKDTVYLQMNSLK-
PEDTAVYYCAVRTWPYGSNRGEVPTENEYGHWGQGTQVTVSSGGGGAGGG-
GAGGGGSEVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGRPVSNYAAAWFR-
QAPGKEREFVSAINWQKTATYADSVKGRFTISRDNAKNSLY-
LQMNSLRAEDTAVYYCAAVFRVVAPKTQYDYDYWGQGTLVTVSS 

99 

CRL0956 EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGRPVSNYAAAWFRQAPGKEREFVSAIN-
WQKTATYADSVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCAAVFRVVAP-
KTQYDYDYWGQGTLVTVSSGGGGAGGG-
GAGGGGSEVQLVESGGGVVQAGDSLTLTCTAPVGTISDYGMGWFR-
QAPGKEREFVASISWGGMWTDYADSVKGRFTISRDNDKNAVYL-
RMNSLNAEDTAVYYCGRGRMYRGIGNSLAQPKSYGYWGQGTQVTVSS 

100 

CRL0957 EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGRPVSNYAAAWFRQAPGKEREFVSAIN-
WQKTATYADSVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCAAVFRVVAP-
KTQYDYDYWGQGTLVTVSSGGGGAGGGGAGGGGSEVQLVESGG-
GLVQAGGSLRLSCAASGRTFSGILSAYAVGWFRQAPGKEREFVSTIT-
SGGSTLSADSVKGRFTLSRDNAKDTVYLQMNSLK-
PEDTAVYYCAVRTWPYGSNRGEVPTENEYGHWGQGTQVTVSS 

101 

 

Exemplo 14. Sequências variantes de ligante peptídico 

[00158] Os construtos foram gerados usando o domínio de ligação 

à albumina HAS042 (SEQ ID NO: 26) e VHH anti-C5 humanizado 

CRL0305 (SEQ ID NO: 11). Os construtos que foram avaliadas estão 

listados na Tabela 13. 

Tabela 13. Ligantes usados para gerar as proteínas de fusão 

Proteína Ligante SEQ ID NO C5 Humano e albumina humana 
que se ligam ao octeto 

TPP-3211 Nenhum domínio antialbumina (apenas anti-
C5) 

 não 

TPP-3212 Nenhum domínio anti-C5 (apenas antialbumi-
na) 

 não 

TPP-3213 Sem ligante  sim 
TPP-3214 GGGGS 104 sim 
TPP-3215 EAAAKEAAAKEAAAK 110 sim 
TPP-3216 PAPAP 111 sim 
TPP-3217 GGGGSPAPAP 112 sim 
TPP-3218 PAPAPGGGGS 113 sim 
TPP-3219 GSTSGKSSEGKG 114 sim 
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TPP-3220 GGGDSGGGDS 115 sim 
TPP-3221 GGGESGGGES 116 sim 
TPP-3222 GGGGSGGGGS 105 sim 
TPP-3223 GGGDSGGGGS 117 sim 
TPP-3224 GGGASGGGGS 118 sim 
TPP-3225 GGGESGGGGS 119 sim 
TPP-3226 ASTKGP 120 sim 
TPP-3227 ASTKGPSVFPLAP 121 sim 
TPP-3228 GGGGGGGP 123 sim 
TPP-3229 GGGGGGGGP 321 sim 
TPP-3230 PAPNLLGGP 124 sim 
TPP-3231 PNLLGGP 323 sim 
TPP-3232 GGGGGG 125 sim 
TPP-3233 GGGGGGGGGGGG 126 sim 
TPP-3234 APELPGGP 127 sim 
TPP-3235 SEPQPQPG 128 sim 
TPP-1252 GGGGSGGGGSGGGGS 106 sim 

 

[00159] Os 26 construtos listados na Tabela 13 foram expressos e 

as proteínas de fusão foram avaliadas quanto à ligação à C5 e albumi-

na humana (Tabela 13 - ligação ao octeto), geração de agregados, hi-

drofobicidade (HIC HPLC) e glicosilação (espectrometria de massa por 

eletrospray). Para a análise do octeto, C5 humano biotinilado foi captu-

rado em um chip CAP seguido de uma injeção de uma molécula bi-

específica de teste. Várias concentrações de albumina foram posteri-

ormente injetadas. A cinética foi determinada em pH 7,4 (Biacore 

3000). Todas as moléculas bi-específicas se ligam a C5 e a albumina, 

cada uma com uma afinidade semelhante à albumina (5-6 nM). 

[00160] As proteínas de fusão bi-específicas foram testadas quanto 

à sua capacidade de inibir a hemólise em um ensaio de hemólise in 

vitro. Os dados são mostrados nas FIGS. 9A e 9B. 

[00161] A Tabela 14 mostra a cinética de ligação para a ligação de 

CRL0500 e CRL0952 ao C5 humano (hC5) e ao de cynomolgus C5 

(cC5). 

Tabela 14. Cinética de ligação biespecífica a C5 

Amostra Antigeno pH ka (1/Ms) kd (1/s) KD (M) Chi2 
CRL0500 hC5 7,4 9,60e+06 4,91e-04 5,12e-11 0,24 
CRL0500 cC5 7,4 3,74e+06 8,18e-04 2,19e-10 0,01 
CRL0952 hC5 7,4 1,01e+07 5,39e-04 5,36e-11 0,27 
CRL0952 cC5 7,4 3,53e+06 7,86e-04 2,23e-10 0,01 
CRL0500 hC5 6,0 7,56e+06 1,04e-03 1,38e-10 0,54 
CRL0500 cC5 6,0 5,51e+06 4,10e-03 7,44e-10 0,07 
CRL0952 hC5 6,0 5,84e+06 9,07e-04 1,55e-10 0,58 
CRL0952 cC5 6,0 5,55e+06 3,99e-03 7,20e-10 0,06 
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[00162] A Tabela 15 mostra a cinética de ligação para a ligação de 

CRL0500 e CRL0952 a Plasbumin® e albumina de cynomolgus. 

Tabela 15. Cinética biespecífica para albumina 

Amostra Albumina pH ka (1/Ms) kd (1/s) KD (M) Chi2 
CRL0500 Plasbumin 7,4 3,70e06 3,46e-03 9,36e-10 0,30 
CRL0500 Plasbumin 6,0 3,55e06 2,0e-03 5,63e-10 0,17 
CRL0952 Plasbumin 7,4 3,98e06 3,59e-03 9,01e-10 0,21 
CRL0952 Plasbumin 6,0 3,23e06 2,10e-03 6,49e-10 0,10 
CRL0500 cyno 7,4 3,32e06 1,26e-02 3,78e-09 0,42 
CRL0500 cyno 6,0 3,27e06 6,93e-03 2,12e-09 0,43 
CRL0952 cyno 7,4 2,93e06 1,52e-02 5,19e-09 0,17 
CRL0952 cyno 6,0 3,03e06 7,55e-03 2,49e-09 0,22 

 

Exemplo 15. Ligação dependente do pH de domínios VHH anti-C5 

[00163] O rastreamento de histidina foi realizado em todas as CDRs 

para os domínios de VHH anti-C5 LCP0115, LCP0143, LCP0146 e 

LCP0302. Substituições únicas de histidina foram geradas em cada 

posição nas CDRs (mostradas em negrito, texto sublinhado). As vari-

antes foram transfectadas na cultura de células Expi293 e avaliadas 

quanto à ligação dependente do pH em pH 7,4, 6,0 e 5,5. Várias vari-

antes de cada anticorpo exibiram ligação dependente do pH. Essas 

variantes estão listadas na Tabela 16 e sua resposta de ligação de-

pendente de pH é ilustrada nas FIGS. 11A-D. 

Tabela 16. Variantes com histidina rastreada pré-humanizadas de do-

mínios de VHH anti-C5 
Nome da 
variante 

Sequência de histidina variante 
SEQ 

ID NO 
   
Variantes de 
LCP0115 v 

 
 

CRL0085 EVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCAASGRTFSGILSPYAVGWFR-
QAPGKGREFVSTITSGGSAIYTDSVKGRFTLSRDNAKDTVYLQMNSLK-
PEDTAVYYCHVRTRRYGSNLGEVPQENEYGYWGQGTQVTVSS 

281 

CRL0091 EVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCAASGRTFSGILSPYAVGWFR-
QAPGKGREFVSTITSGGSAIYTDSVKGRFTLSRDNAKDTVYLQMNSLK-
PEDTAVYYCAVRTRRHGSNLGEVPQENEYGYWGQGTQVTVSS 

282 

   
Variantes de 
LCP0143  

 
 

CRL0120 EVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCAAPEMGATINVMAWYRQAPGKQRELVARL-
PHDNNIDYGDFAKGRFTISRDITRNTVYLQMNNLKPDDTAVYYCNVLLSRQIN-
GAYVHWGQGTQVTVSS 

283 

CRL0121 EVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCAAPEMGATINVMAWYRQAPGKQRELVARL-
PLHNNIDYGDFAKGRFTISRDITRNTVYLQMNNLKPDDTAVYYCNVLLSRQIN-
GAYVHWGQGTQVTVSS 

284 

CRL0133 EVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCAAPEMGATINVMAWYRQAPGKQRELVARL-
PLDNNIDYGDFAKGRFTISRDITRNTVYLQMNNLKPDDTAVYYCHVLLSRQIN-
GAYVHWGQGTQVTVSS 

285 
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CRL0135 EVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCAAPEMGATINVMAWYRQAPGKQRELVARL-
PLDNNIDYGDFAKGRFTISRDITRNTVYLQMNNLKPDDTAVYYCNVHLSRQIN-
GAYVHWGQGTQVTVSS 

286 

CRL0144 EVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCAAPEMGATINVMAWYRQAPGKQRELVARL-
PLDNNIDYGDFAKGRFTISRDITRNTVYLQMNNLKPDDTAVYYCNVLLSRQIN-
GAHVHWGQGTQVTVSS 

287 

   
Variantes de 
LCP0146  

 
 

CRL0149 EVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCAASGRHFSDYAMAWFR-
QAPGKEREFVAGIGWSGGDTLYADSVRGRFTNSKDNAKNRMSLQMNSLK-
PEDTAVYYCAARQGQYIYSSMRSDSYDYWGQGTQVTVSS 

288 

CRL0150 EVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCAASGRAHSDYAMAWFR-
QAPGKEREFVAGIGWSGGDTLYADSVRGRFTNSKDNAKNRMSLQMNSLK-
PEDTAVYYCAARQGQYIYSSMRSDSYDYWGQGTQVTVSS 

289 

CRL0166 EVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCAASGRAFSDYAMAWFR-
QAPGKEREFVAGIGWSGGDTHYADSVRGRFTNSKDNAKNRMSLQMNSLK-
PEDTAVYYCAARQGQYIYSSMRSDSYDYWGQGTQVTVSS 

290 

CRL0180 EVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCAASGRAFSDYAMAWFR-
QAPGKEREFVAGIGWSGGDTLYADSVRGRFTNSKDNAKNRMSLQMNSLK-
PEDTAVYYCAARQGQHIYSSMRSDSYDYWGQGTQVTVSS 

291 

   
Variantes de 
LCP0302 

 
 

CRL0623 EVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCAASGRTFSGILSHYAVGWFR-
QAPGKEREFVSTITSGGSTLSADSVKGRFTLSRDNAKDTVYLQMNSLK-
PEDTAVYYCAVRTWPYGSNRGEVPTENEYGHWGQGTQVTVSS 

292 

 

[00164] Mutações únicas de histidina identificadas para ligação de-

pendente de pH foram combinadas para aumentar a sensibilidade ao 

pH. As sequências dessas variantes são mostradas na Tabela 17. Es-

tas variantes foram avaliadas em interferometria em camada biológica 

para ligação dependente de pH e os resultados são mostrados nas 

FIGS. 12A e 12B.  

Tabela 17. Variantes da combinação de rastreamento de histidina dos 

domínios de VHH anti-C5 humanizados 

Nome da variante Sequência de histidina variante 
SEQ 

ID NO 
   
Combinação de 
variantes de 
LCP0115  

 
 

CRL0282 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRTFSGILSPYAVGWFR-
QAPGKGLEFVSTITSGGSAIYTDSVKGRFTISRDNAKNSLY-
LQMNSLRAEDTAVYYCAVRTRRHGSNLGEVPQENEYGYWGQGTLVTVSS 

293 

   
Combinação de 
variantes de 
LCP0146  

 
 

CRL0303 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRHFSDYAMAWFR-
QAPGQEREFVAGIGWSGGDTLYADSVRGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAARQGQYIYSS-
MRSDSYDYWGQGTLVTVSS 

9 

CRL0304 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRAHSDYAMAWFR-
QAPGQEREFVAGIGWSGGDTLYADSVRGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAARQGQYIYSS-
MRSDSYDYWGQGTLVTVSS 

10 
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CRL0305 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRAFSDYAMAWFR-
QAPGQEREFVAGIGWSGGDTHYADSVRGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAARQGQYIYSS-
MRSDSYDYWGQGTLVTVSS 

294 

CRL0306 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRAFSDYAMAWFR-
QAPGQEREFVAGIGWSGGDTLYADSVRGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAARQGQHIYSS-
MRSDSYDYWGQGTLVTVSS 

295 

CRL0307 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRHHSDYAMAWFR-
QAPGQEREFVAGIGWSGGDTLYADSVRGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAARQGQYIYSS-
MRSDSYDYWGQGTLVTVSS 

12 

CRL0308 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRAHSDYAMAWFR-
QAPGQEREFVAGIGWSGGDTHYADSVRGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAARQGQYIYSS-
MRSDSYDYWGQGTLVTVSS 

296 

CRL0309 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRAFSDYAMAWFR-
QAPGQEREFVAGIGWSGGDTHYADSVRGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAARQGQHIYSS-
MRSDSYDYWGQGTLVTVSS 

297 

CRL0310 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRHFSDYAMAWFR-
QAPGQEREFVAGIGWSGGDTHYADSVRGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAARQGQYIYSS-
MRSDSYDYWGQGTLVTVSS 

298 

CRL0311 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRHFSDYAMAWFR-
QAPGQEREFVAGIGWSGGDTLYADSVRGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAARQGQHIYSS-
MRSDSYDYWGQGTLVTVSS 

299 

CRL0312 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRAHSDYAMAWFR-
QAPGQEREFVAGIGWSGGDTHYADSVRGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAARQGQYIYSS-
MRSDSYDYWGQGTLVTVSS 

296 

CRL0313 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRAHSDYAMAWFR-
QAPGQEREFVAGIGWSGGDTLYADSVRGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAARQGQHIYSS-
MRSDSYDYWGQGTLVTVSS 

300 

CRL0314 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRAFSDYAMAWFR-
QAPGQEREFVAGIGWSGGDTHYADSVRGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAARQGQHIYSS-
MRSDSYDYWGQGTLVTVSS 

297 

CRL0315 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRHHSDYAMAWFR-
QAPGQEREFVAGIGWSGGDTHYADSVRGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAARQGQYIYSS-
MRSDSYDYWGQGTLVTVSS 

301 

CRL0316 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRHHSDYAMAWFR-
QAPGQEREFVAGIGWSGGDTLYADSVRGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAARQGQHIYSS-
MRSDSYDYWGQGTLVTVSS 

302 

CRL0317 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRAHSDYAMAWFR-
QAPGQEREFVAGIGWSGGDTHYADSVRGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAARQGQHIYSS-
MRSDSYDYWGQGTLVTVSS 

303 

CRL0318 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRHFSDYAMAWFR-
QAPGQEREFVAGIGWSGGDTHYADSVRGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAARQGQHIYSS-
MRSDSYDYWGQGTLVTVSS 

304 

 

Exemplo 16. Geração de fusões anti-C5 e antialbumina biespecífi-

cas 

[00165] Os domínios de VHH anti-C5 foram fundidos com um domí-

nio antialbumina para gerar moléculas biespecíficas. Foram avaliados 

quatro comprimentos diferentes de ligantes (G4S)3 (SEQ ID NO: 106), 

(G4S)4 (SEQ ID NO: 107), (G4S)5 (SEQ ID NO: 108) e (G4S)6 (SEQ ID 
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NO: 109) e duas orientações diferentes (N terminal ou C terminal) do 

domínio antialbumina. As sequências das moléculas geradas são mos-

tradas na Tabela 18. Os construtos foram expressos em células 

HEK293F e purificadas usando cromatografia de afinidade com proteí-

na A. As moléculas de fusão purificadas foram avaliadas em experiên-

cias Biacore. C5 humano foi biotinilado e imobilizado em um chip bia-

core, moléculas biespecíficas purificadas foram injetadas para saturar 

o chip, seguido por três concentrações diferentes de albumina sérica 

humana para obter a cinética. A afinidade medida com a albumina sé-

rica humana foi usada como representante para comparar os diferen-

tes comprimentos dos ligantes. (G4S)3 foi escolhido como o compri-

mento ideal do ligante para gerar fusões biespecíficas. A fusão antial-

bumina N ou C terminais também foi avaliada na mesma experiência. 

Diferentes orientações foram consideradas ótimas para diferentes do-

mínios de VHH anti-C5. 

Tabela 18. Sequências de Variantes de extensão e orientação do li-

gante de anti-C5/antialbumina biespecíficos 

Nome Sequência SEQ 
ID NO 

   
CRL0248 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRTFSGILSPYAVGWFR-

QAPGKGLEFVSTITSGGSAIYTDSVKGRFTISRDNAKNSLY-
LQMNSLRAEDTAVYYCAVRTR-
RYGSNLGEVPQENEYGYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSEVQLL
ESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPEWVSSIS-
GSGSDTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRPEDTAVYYC-
TIGGSLSRSSQGTLVTVSS 

305 

CRL0249 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRTFSGILSPYAVGWFR-
QAPGKGLEFVSTITSGGSAIYTDSVKGRFTISRDNAKNSLY-
LQMNSLRAEDTAVYYCAVRTR-
RYGSNLGEVPQENEYGYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGG
SEVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVR-
QAPGKGPEWVSSISGSGSDTLYADSVKGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLRPEDTAVYYCTIGGSLSRSSQGTLVTVSS 

306 

CRL0250 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRTFSGILSPYAVGWFR-
QAPGKGLEFVSTITSGGSAIYTDSVKGRFTISRDNAKNSLY-
LQMNSLRAEDTAVYYCAVRTR-
RYGSNLGEVPQENEYGYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGG
SGGGGSEVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVR-
QAPGKGPEWVSSISGSGSDTLYADSVKGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLRPEDTAVYYCTIGGSLSRSSQGTLVTVSS 

307 

CRL0251 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRTFSGILSPYAVGWFR-
QAPGKGLEFVSTITSGGSAIYTDSVKGRFTISRDNAKNSLY-
LQMNSLRAEDTAVYYCAVRTR-
RYGSNLGEVPQENEYGYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGG
SGGGGSGGGGSEVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFRS-
FGMSWVRQAPGKGPEWVSSISGSGSDTLYADSVKGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLRPEDTAVYYCTIGGSLSRSSQGTLVTVSS 

308 
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CRL0254 EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVR-
QAPGKGPEWVSSISGSGSDTLYADSVKGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLRPEDTAVYYC-
TIGGSLSRSSQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSEVQLVESGG-
GLVQPGGSLRLSCAASGRTFSGILSPYAVGWFRQAPGKGLEFVSTITSGG-
SAIYTDSVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCAVRTR-
RYGSNLGEVPQENEYGYWGQGTLVTVSS 

309 

CRL0255 EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVR-
QAPGKGPEWVSSISGSGSDTLYADSVKGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLRPEDTAVYYC-
TIGGSLSRSSQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSEVQLVESGG-
GLVQPGGSLRLSCAASGRTFSGILSPYAVGWFRQAPGKGLEFVSTITSGG-
SAIYTDSVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCAVRTR-
RYGSNLGEVPQENEYGYWGQGTLVTVSS 

310 

CRL0256 EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVR-
QAPGKGPEWVSSISGSGSDTLYADSVKGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLRPEDTAVYYC-
TIGGSLSRSSQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSEVQL
VESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRTFSGILSPYAVGWFRQAPGKGLEFVS-
TITSGGSAIYTDSVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCAVRTR-
RYGSNLGEVPQENEYGYWGQGTLVTVSS 

311 

CRL0257 EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVR-
QAPGKGPEWVSSISGSGSDTLYADSVKGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLRPEDTAVYYC-
TIGGSLSRSSQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGG
SEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRTFSGILSPYAVGWFR-
QAPGKGLEFVSTITSGGSAIYTDSVKGRFTISRDNAKNSLY-
LQMNSLRAEDTAVYYCAVRTRRYGSNLGEVPQENEYGYWGQGTLVTVSS 

312 

CRL0272 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRAFSDYAMAWFR-
QAPGQEREFVAGIGWSGGDTLYADSVRGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAARQGQYIYSS-
MRSDSYDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSEVQLLESGG-
GLVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPEWVSSISGSGSD-
TLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRPEDTAVYYC-
TIGGSLSRSSQGTLVTVSS 

313 

CRL0273 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRAFSDYAMAWFR-
QAPGQEREFVAGIGWSGGDTLYADSVRGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAARQGQYIYSS-
MRSDSYDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSEVQLLESG
GGLVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPEWVSSIS-
GSGSDTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRPEDTAVYYC-
TIGGSLSRSSQGTLVTVSS 

314 

CRL0274 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRAFSDYAMAWFR-
QAPGQEREFVAGIGWSGGDTLYADSVRGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAARQGQYIYSS-
MRSDSYDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSEVQ
LLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPEWVSSIS-
GSGSDTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRPEDTAVYYC-
TIGGSLSRSSQGTLVTVSS 

315 

CRL0275 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRAFSDYAMAWFR-
QAPGQEREFVAGIGWSGGDTLYADSVRGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAARQGQYIYSS-
MRSDSYDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGG
GGSEVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVR-
QAPGKGPEWVSSISGSGSDTLYADSVKGRFTISRD-
NSNTLYLQMNSLRPEDTAVYYCTIGGSLSRSSQGTLVTVSS 

316 

CRL0278 EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPEWV 
SSISGSGSDTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRPEDTAVYYCTIG 
GSLSRSSQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGG 
SLRLSCAASGRAFSDYAMAWFRQAPGQEREFVAGIGWSGGDTLYADSVR 
GRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAARQGQYIYSSMRSDSYD 
YWGQGTLVTVSS 

317 

CRL0279 EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVR-
QAPGKGPEWVSSISGSGSDTLYADSVKGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLRPEDTAVYYC-
TIGGSLSRSSQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSEVQLVESGG-
GLVQPGGSLRLSCAASGRAFSDYAMAWFRQAPGQEREFVAGIGWSGG-
DTLYADSVRGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAARQGQYIYSS-
MRSDSYDYWGQGTLVTVSS 

318 

Petição 870190141523, de 30/12/2019, pág. 111/238



94/95 

CRL0280 EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVR-
QAPGKGPEWVSSISGSGSDTLYADSVKGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLRPEDTAVYYC-
TIGGSLSRSSQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSEVQL
VESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRAFSDYAMAWFRQAPGQEREFVAGIG-
WSGGDTLYADSVRGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAARQGQYIYSS-
MRSDSYDYWGQGTLVTVSS 

319 

CRL0281 EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVR-
QAPGKGPEWVSSISGSGSDTLYADSVKGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLRPEDTAVYYC-
TIGGSLSRSSQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGG
SEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRAFSDYAMAWFR-
QAPGQEREFVAGIGWSGGDTLYADSVRGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAARQGQYIYSS-
MRSDSYDYWGQGTLVTVSS 

320 

 

[00166] Uma série de diferentes moléculas de fusão biespecíficas 

foi gerada com domínios de VHH anti-C5 humanizados com ou sem 

ligação dependente do pH. Os domínios de VHH anti-C5 foram fundi-

dos com dois domínios antialbumina diferentes para gerar moléculas 

biespecíficas (mostradas na Tabela 9). Estes construtos foram expres-

sos em células HEK293F e purificados utilizando cromatografia de pro-

teína A. Biespecíficas purificados foram testadas em ensaios de hemó-

lise e os resultados são mostrados nas FIGS. 3A-D. 

[00167] Quatro moléculas biespecíficas CRL0483, CRL0484, 

CRL0499 e CRL0500 foram priorizadas com base em ensaios funcio-

nais e de ligação. As medições de afinidade por Biacore para ligação 

ao C5 humano para CRL0483, CRL0484, CRL0499 e CRL0500 são 

mostradas na Tabela 10 e avaliações funcionais nas Figuras 5, 6 e 7. 

Estas quatro moléculas biespecíficas foram avaliadas em estudos far-

macocinéticos in vivo em macacos cynomolgus. 

Exemplo 17. Análise farmacocinética de moléculas de fusão bies-

pecíficas 

[00168] As proteínas purificadas foram administradas em 10 mg/kg 

por via intravenosa ou subcutânea em macacos cynomolgus. Foram 

utilizados três macacos por grupo de dose por artigo de teste. A far-

macocinética de moléculas biespecíficas foi medida por um ensaio de 

quantificação baseado em LC-MS usando peptídeos de assinatura es-

pecíficos para cada construto. Os perfis de PK são mostrados nas 
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FIGS. 6A e 6B e os parâmetros estão descritos na Tabela 20. 

Tabela 20. Parâmetros de PK depois de 10 mg/kg de artigos de teste 

em macacos cynomolgus. 

 

[00169] Embora a descrição descreva várias modalidades, deve ser 

entendido que variações e modificações ocorrerão para aqueles ver-

sados na técnica. Portanto, é pretendido que as reivindicações anexas 

abranjam todas essas variações equivalentes. Além disso, os títulos 

das seções aqui utilizados são apenas para fins organizacionais e não 

devem ser interpretados como limitando o assunto descrito. 

[00170] Cada modalidade aqui descrita pode ser combinada com 

qualquer outra modalidade ou modalidades, a menos que claramente 

indicado em contrário. Em particular, qualquer característica ou moda-

lidade indicada como preferida ou vantajosa pode ser combinada com 

qualquer outra característica ou características ou modalidade ou mo-

dalidade indicadas como preferidas ou vantajosas, a menos que cla-

ramente indicado em contrário. 

[00171] Todas as referências citadas neste pedido estão expressa-

mente incorporadas por referência aqui. 

Artigo de teste t1/2 tmax Cmax AUC CL V F 
 h h μg/mL h*μg/mL mL/h/kg mL/kg % 
CRL0483 IV 139 1,33 324 47900 0,211 42,0  
CRL0484 IV 125 1 382 43700 0,238 43,0  
CRL0483 SC 103 20 238 46412 0,218 32,5 97 
CRL0484 SC 75,9 24 161 32610 0,315 34,9 75 
CRL0499 IV 170 2,11 299 53773 0,184 46,9  
CRL0500 IV 239 0,167 351 51929 0,205 62,5  
CRL0499 SC 220 32 146 58666 0,173 54,2 109 
CRL0500 SC 209 32 161 61475 0,163 49,0 118 
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REIVINDICAÇÕES 

1. Proteína de fusão, caracterizada pelo fato de compreen-

der um polipeptídeo manipulado que se liga especificamente ao com-

ponente C5 do complemento humano e um polipeptídeo manipulado 

que se liga especificamente a albumina sérica humana, em que o poli-

peptídeo manipulado que se liga especificamente ao componente C5 

do complemento humano está fundido ao polipeptídeo manipulado que 

se liga especificamente a albumina sérica humana diretamente ou 

através de um ligante peptídico. 

2. Proteína de fusão de acordo com a reivindicação 1, ca-

racterizada pelo fato de que o resíduo C terminal do polipeptídeo que 

se liga especificamente à albumina sérica humana é fundida direta-

mente ou através de um ligante através do resíduo N terminal do poli-

peptídeo que se liga especificamente ao componente C5 do comple-

mento humano. 

3. Proteína de fusão de acordo com a reivindicação 1, ca-

racterizada pelo fato de que o resíduo C terminal do polipeptídeo que 

se liga especificamente ao componente C5 do complemento humano é 

fundido diretamente ou através de um ligante através do resíduo N 

terminal do polipeptídeo que se liga especificamente à albumina sérica 

humana. 

4. Proteína de fusão de acordo com a reivindicação 1, ca-

racterizada pelo fato de que o polipeptídeo que se liga especificamente 

ao componente C5 do complemento humano compreende uma se-

quência de aminoácidos selecionada do grupo que consiste nas SEQ 

ID NOS: 1 a 12 e seus fragmentos; e o polipeptídeo que se liga especi-

ficamente à albumina sérica humana compreende uma sequência de 

aminoácidos selecionada do grupo que consiste nas SEQ ID NOS: 22 

a 34 e seus fragmentos. 

5. Proteína de fusão de acordo com a reivindicação 4, ca-
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racterizada pelo fato de que o polipeptídeo que se liga especificamente 

ao componente C5 do complemento humano compreende a sequência 

de aminoácidos de SEQ ID NO:11 e polipeptídeo que se liga especifi-

camente à albumina sérica humana compreende a sequência de ami-

noácidos de SEQ ID NO:26. 

6. Proteína de fusão de acordo com a reivindicação 5, ca-

racterizada pelo fato de que o ligante peptídico tem a sequência de 

aminoácidos de SEQ ID NO:102 ou 103. 

7. Proteína de fusão de acordo com a reivindicação 6, ca-

racterizada pelo fato de que o ligante peptídico tem a sequência de 

aminoácidos de SEQ ID NO:102. 

8. Proteína de fusão de acordo com a reivindicação 1, ca-

racterizada pelo fato de que a proteína de fusão compreende uma se-

quência que é pelo menos 95% idêntica a uma sequência selecionada 

do grupo que consiste nas SEQ ID NOS:96 a 101. 

9. Proteína de fusão de acordo com a reivindicação 8, ca-

racterizada pelo fato de que a proteína de fusão compreende uma se-

quência de aminoácidos selecionada do grupo que consiste nas SEQ 

ID NOS:96 a 101. 

10. Proteína de fusão de acordo com a reivindicação 9, ca-

racterizada pelo fato de que a proteína de fusão consiste em uma se-

quência de SEQ ID NO:96. 

11. Proteína de fusão de acordo com a reivindicação 1, ca-

racterizada pelo fato de que polipeptídeo que se liga especificamente 

ao componente C5 do complemento humano compreende três regiões 

determinantes de complementaridade, CDR1, CDR2 e CDR3, em que 

a CDR1 compreende qualquer uma das sequências de aminoácidos 

de SEQ ID NOS: 13-17, CDR2 compreende um amino sequências de 

ácidos de SEQ ID NO: 18 ou 19 e CDR3 compreende sequências de 

aminoácidos de SEQ ID NO: 20 ou 21.  
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12. Proteína de fusão de acordo com a reivindicação 1, ca-

racterizada pelo fato de que polipeptídeo que se liga especificamente à 

albumina sérica humana compreende três regiões determinantes de 

complementaridade, CDR1, CDR2 e CDR3, em que CDR1 compreen-

de qualquer uma das sequências de aminoácidos de SEQ ID NOS: 35-

43, CDR2 compreende qualquer uma de as sequências de aminoáci-

dos de SEQ ID NOS: 44-51 e CDR3 compreendem qualquer uma das 

sequências de aminoácidos de SEQ ID NOS: 52-63. 

13. Proteína de fusão de acordo com a reivindicação 1, ca-

racterizada pelo fato de que cada um ou ambos os polipeptídeos que 

se ligam ao componente C5 do complemento humano ou à albumina 

humana se ligam de uma maneira dependente do pH. 

14. Composição farmacêutica caracterizada pelo fato de 

compreender uma quantidade terapeuticamente eficaz de uma proteí-

na de fusão como definida em qualquer uma das reivindicações 1 a 13 

e um veículo farmaceuticamente aceitável. 

15. Composição farmacêutica de acordo com a reivindica-

ção 14, caracterizada pelo fato de compreender hialuronidase. 

16. Molécula de ácido nucleico isolada, caracterizada pelo 

fato de compreender uma sequência de nucleotídeos que codifica uma 

proteína de fusão como definida em qualquer uma das reivindicações 

1 a 13. 

17. Vetor de expressão, caracterizado pelo fato de compre-

ender a molécula de ácido nucleico como definida na reivindicação 16. 

18. Célula hospedeira isolada, caracterizada pelo fato de 

compreender a molécula de ácido nucleico como definida na reivindi-

cação 16. 

19. Célula hospedeira isolada, caracterizada pelo fato de 

compreender o vetor de expressão como definido na reivindicação 17. 

20. Célula hospedeira isolada de acordo com a reivindica-
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ção 19, caracterizada pelo fato de que a célula hospedeira é uma célu-

la de mamífero ou uma célula de levedura. 

21. Polipeptídeo manipulado que se liga especificamente ao 

componente C5 do complemento humano, caracterizado pelo fato de 

que o polipeptídeo manipulado compreende uma sequência de amino-

ácidos que é pelo menos 90% idêntica a uma sequência selecionada 

do grupo que consiste nas SEQ ID NOS:1 a 12. 

22. Polipeptídeo manipulado de acordo com a reivindicação 

21, caracterizado pelo fato de que o polipeptídeo manipulado compre-

ende uma sequência de aminoácidos selecionada do grupo que con-

siste nas SEQ ID NOS:1 a 12 e seus fragmentos. 

23. Polipeptídeo manipulado que se liga especificamente à 

albumina sérica humana, caracterizado pelo fato de que o polipeptídeo 

compreende uma sequência de aminoácidos que é pelo menos 90% 

idêntica a uma sequência selecionada do grupo que consiste nas SEQ 

ID NOS:22 a 34. 

24. Polipeptídeo manipulado de acordo com a reivindicação 

23, caracterizado pelo fato de que o polipeptídeo manipulado compre-

ende uma sequência de aminoácidos selecionada do grupo que con-

siste nas SEQ ID NOS:22 a 34 e seus fragmentos. 

25. Polipeptídeo manipulado de acordo com a reivindicação 

24, caracterizado pelo fato de que polipeptídeo que se liga especifica-

mente ao componente C5 do complemento humano compreende três 

regiões determinantes de complementaridade, CDR1, CDR2 e CDR3, 

em que a CDR1 compreende qualquer uma das sequências de amino-

ácidos de SEQ ID NOS: 35 a 43, CDR2 compreende um amino se-

quências de ácidos de SEQ ID NO: 44 a 51 e CDR3 compreende se-

quências de aminoácidos de SEQ ID NO: 52 a 63. 

26. Polipeptídeo manipulado de acordo com a reivindicação 

22, caracterizado pelo fato de que polipeptídeo se liga especificamente 
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ao mesmo epítopo sobre a albumina sérica humana com Alb 1. 

27. Método para fazer uma proteína de fusão como definida 

em qualquer uma das reivindicações 1 a 13, caracterizado pelo fato de 

compreender expressar em uma célula hospedeira pelo menos uma 

molécula de ácido nucleico que compreende uma sequência de nucle-

otídeos que codifica a proteína de fusão. 

28. Kit terapêutico caracterizado pelo fato de compreender: 

(a) um recipiente que compreende um rótulo; e  

(b) uma composição que compreende a proteína de fusão 

como definida em qualquer uma das reivindicações 1 a 13; 

em que o rótulo indica que a composição deve ser adminis-

trada a um paciente que tem ou que é suspeito de ter, um distúrbio 

mediado pelo complemento. 

29. Kit de acordo com a reivindicação 28, caracterizada pe-

lo fato de compreender hialuronidase. 

30. Método de tratamento de um paciente que possui um 

distúrbio mediado pelo complemento, caracterizado pelo fato de com-

preender administrar ao paciente uma quantidade terapeuticamente 

eficaz de uma proteína de fusão como definida em qualquer uma das 

reivindicações 1 a 13. 

31. Método de acordo com a reivindicação 30, caracteriza-

do pelo fato de que o distúrbio mediado pelo complemento é selecio-

nado do grupo que consiste em: artrite reumatoide; nefrite lúpica; as-

ma; lesão de isquemia-reperfusão; síndrome urêmica hemolítica atípi-

ca (aHUS); doença de depósito denso; hemoglobinúria paroxística no-

turna; degeneração macular; hemólise, síndrome com enzimas hepáti-

cas elevadas e plaquetas baixas (HELLP); síndrome de Guillain-Barré; 

Síndrome de CHAPLE; miastenia gravis; neuromielite óptica; microan-

giopatia trombótica pós-transplante de células-tronco hematopoiéticas 

(pós-HSCT-TMA); TMA pós-transplante de medula óssea (TMA pós-
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BMT); Doença de Degos; Doença de Gaucher; glomerulonefrite; púr-

pura trombocitopênica trombótica; perda fetal espontânea; vasculite 

imune de Pauci; epidermólise bolhosa; perda fetal recorrente; esclero-

se múltipla (MS); traumatismo craniano; e lesão resultante de infarto 

do miocárdio, circulação extracorpórea e hemodiálise. 
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RESUMO 

Patente de Invenção: "POLIPEPTÍDEOS QUE SE LIGAM AO COM-

PONENTE C5 DO COMPLEMENTO OU À ALBUMINA SÉRICA E 

SUAS PROTEÍNAS DE FUSÃO". 

A presente invenção refere-se polipeptídeos manipulados 

que se ligam especificamente ao componente C5 do complemente 

e/ou albumina sérica humanos. A presente invenção também se refere 

a proteínas de fusão que compreendem tais polipeptídeos manipula-

dos, em que tais proteínas de fusão podem ser proteínas multivalentes 

e muitiespecíficas. A presente invenção ainda se refere a moléculas de 

ácido nucleico que codificam tais polipeptídeos manipulados ou tais 

proteínas de fusão. A descrição ainda fornece composições farmacêu-

ticas que compreendem tais polipeptídeos manipulados ou proteínas 

de fusão e métodos de tratamento usando tais polipeptídeos manipu-

lados ou proteínas de fusão. 
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