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(57) Resumo: A presente invengao refere-se polipeptideos manipulados que se ligam especificamente ao componente C5 do
complemente e/ou albumina sérica humanos. A presente invencdo também se refere a pro-teinas de fusdo que compreendem
tais polipeptideos manipulados, em que tais proteinas de fusédo podem ser proteinas multivalentes e muitiespecificas. A presente
invencado ainda se refere a moléculas de &cido nucleico que codificam tais polipeptideos manipulados ou tais proteinas de fuséo.
A descricao ainda fornece composi¢Ges farmacéuticas que compreendem tais polipeptideos manipulados ou proteinas de fusdo e
métodos de tratamento usando tais polipeptideos manipulados ou proteinas de fuséo.
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Relatorio Descritivo da Patente de Invencdo para "POLI-
PEPTIDEOS QUE SE LIGAM AO COMPONENTE C5 DO COMPLE-
MENTO OU A ALBUMINA SERICA E SUAS PROTEINAS DE FU-

SAOQO".
PARAGRAFO DE INFORMAGCAO RELACIONADA
[001] Este pedido reivindica o beneficio da data de prioridade do

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

2017, cujo conteudo esta aqui incorporado por referéncia na sua totali-

dade.
ANTECEDENTES
[002] O componente 5 do complemento (C5) € o quinto compo-

nente do complemento, que desempenha um papel importante nos
processos inflamatérios e de morte celular. Um peptideo de ativacéo,
Cbha, que € uma anafilatoxina que possui atividade espasmogénica e
quimiotaxica potentes, € derivado do polipeptideo 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 € a base para a formacédo do complexo de ataque
a membrana (MAC), que inclui componentes adicionais do comple-
mento.

[003] C5 regulado de maneira inadequada pode levar a pacientes
imunocomprometidos ou a disturbios caracterizados pela degradacao
celular excessiva (por exemplo, disturbios hemoliticos causados pela
hemolise mediada por C5).

[004] Como C5 mal regulado pode levar a fendtipos graves e de-
vastadores, sdo necessarios moduladores da atividade de C5 com
propriedades farmacéuticas favoraveis (por exemplo, meia-vida).
SUMARIO

[005] A divulgacao fornece polipeptideos manipulados que se li-

gam especificamente ao componente C5 do complemento ou albumina
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sérica, em que tais polipeptideos manipulados podem ser sdAbs ou
dominios variaveis de Ig. Em algumas modalidades, os polipeptideos
manipulados podem nao reduzir ou inibir significativamente a ligagcao
da albumina sérica a FcRn ou nio reduzir significativamente a meia-
vida da albumina sérica. A descricdo também fornece proteinas de fu-
sao que compreendem tais polipeptideos manipulados, em que tais
proteinas de fusdo podem ser proteinas de fusdo multivalentes e mul-
tiespecificas. A descricdo fornece ainda moléculas de acido nucleico
que codificam tais polipeptideos manipulados ou proteinas de fusao e
meétodos para produzir tais polipeptideos manipulados ou proteinas de
fusdo. A descricdo fornece ainda composi¢cdes farmacéuticas que
compreendem tais polipeptideos manipulados ou proteinas de fusao e
meétodos de tratamento que utilizam tais polipeptideos manipulados ou
proteinas de fusao.

[006] Em uma modalidade, a descricdo € direcionada a uma pro-
teina de fusdo que compreende um polipeptideo manipulado que se
liga especificamente ao componente C5 do complemento humano e
um polipeptideo manipulado que se liga especificamente a albumina
sérica humana, em que o polipeptideo manipulado que se liga especi-
ficamente ao componente C5 do complemento humano é fundido ao
polipeptideo que se liga especificamente a albumina sérica humana,
diretamente ou via um ligante peptidico. Em uma modalidade especifi-
ca, o residuo C terminal do polipeptideo que se liga especificamente a
albumina sérica humana é fundido diretamente ou via um ligante ao
residuo N terminal do polipeptideo que se liga especificamente ao
componente C5 do complemento humano. Em uma modalidade parti-
cular, o residuo C terminal do polipeptideo que se liga especificamente
ao componente C5 do complemento humano € fundido diretamente ou
através de um ligante ao residuo N terminal do polipeptideo que se

liga especificamente a albumina sérica humana. Em uma modalidade
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particular, o polipeptideo que se liga especificamente ao componente
C5 do complemento humano compreende uma sequéncia de aminoa-
cidos selecionada do grupo que consiste em SEQ ID NOS: 1-12 e
seus fragmentos; e o polipeptideo que se liga especificamente a albu-
mina sérica humana compreende um aminoacido selecionado do gru-
po que consiste nas SEQ ID NOs: 22-34 e seus fragmentos. Em uma
modalidade especifica, o polipeptideo que se liga especificamente ao
componente C5 do complemento humano compreende a sequéncia de
aminoacidos da SEQ ID NO: 11 e o polipeptideo que se liga especifi-
camente a albumina sérica humana compreende a sequéncia de ami-
noacidos de SEQ ID NO: 26. Em uma modalidade especifica, as prote-
inas de fusdo aqui descritas compreendem ainda um ligante peptidico
com uma sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 102 ou 103. Em
uma modalidade particular, a proteina de fusdo compreende uma se-
guéncia que é pelo menos 95% idéntica a uma sequéncia selecionada
do grupo que consiste em SEQ ID NOS: 96-101. Em uma modalidade
especifica, a proteina de fusdo consiste em uma sequéncia seleciona-
da do grupo que consiste em SEQ ID NOS: 96-101. Em uma modali-
dade especifica, a proteina de fusdo consiste em uma sequéncia poli-
peptidica de SEQ ID NO: 96. Em uma modalidade especifica, o poli-
peptideo que se liga especificamente ao componente C5 do comple-
mento humano compreende trés regides determinantes de comple-
mentaridade, CDR1, CDR2 e CDR3, em que CDR1 compreende qual-
quer uma das sequéncias de aminoacidos de SEQ ID NOS: 13-17,
CDR2 compreende um amino sequéncias de acidos de SEQ ID NO:
18 ou 19 e CDR3 compreende sequéncias de aminoacidos de SEQ ID
NO: 20 ou 21. Em uma modalidade particular, o polipeptideo que se
liga especificamente a albumina sérica humana compreende trés regi-
oes determinantes de complementaridade, CDR1, CDR2 e CDR3, em

que CDR1 compreende qualquer uma das sequéncias de aminoacidos
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de SEQ ID NOS: 35-43, CDR2 compreende qualquer uma de as se-
quéncias de aminoacidos de SEQ ID NOS: 44-51 e CDR3 compreen-
dem qualquer uma das sequéncias de aminoacidos de SEQ ID NOS:
52-63. Em algumas modalidades, os dominios de ligacdo ao antigeno
aqui descritos, podem ser manipulados ou posteriormente modificados
para ligar o antigeno de uma maneira dependente do pH, por exemplo
, alta afinidade por antigeno em pH alto e menor afinidade por ligacéo
a antigeno em pH mais baixo ou vice-versa.

[007] Em uma modalidade, a descricdo é direcionada a uma
composicao farmacéutica que compreende uma quantidade terapeuti-
camente eficaz de uma proteina de fusdo aqui descrita e um veiculo
farmaceuticamente aceitavel. Em uma modalidade particular, as com-
posicoes farmacéuticas podem conter um agente que degrada ou ina-
tiva o hialuronano, por exemplo, hialuronidase ou uma hialuronidase
recombinante.

[008] Em uma modalidade, a descri¢cdo € direcionada a uma mo-
lécula de acido nucleico isolada que compreende uma sequéncia de
nucleotideos que codifica uma proteina de fusdo aqui descrita. A mo-
lécula de acido nucleico pode ser, por exemplo, um vetor de expres-
sdo. A descricao é direcionada a células hospedeiras (por exemplo,
células de ovario de hamster chinés (CHO), células HEK293, células
de Pichia pastoris, células de mamiferos, células de leveduras, células
vegetais) e sistemas de expressdo que compreendem ou utilizam os
acidos nucleicos que codificam proteinas de fusdo aqui descritas.

[009] Em uma modalidade, a descricdo é direcionada a um poli-
peptideo manipulado que se liga ao componente C5 do complemento
humano, em que o polipeptideo manipulado compreende uma se-
quéncia de aminoacidos selecionada do grupo que consiste em SEQ
ID NOS: 1-12 e seus fragmentos. Em uma modalidade especifica, o

polipeptideo manipulado compreende uma sequéncia de aminoacidos
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que é pelo menos 90% idéntica (por exemplo, 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98%, ou 99% idéntica) a uma sequéncia seleci-
onada do grupo que consiste em SEQ ID NOS: 1-12. Por exemplo, em
uma modalidade, o polipeptideo manipulado compreende a sequéncia
de aminoacidos descrita na SEQ ID NO: 1 ou uma sequéncia pelo me-
nos 90% idéntica a ela. Em outra modalidade, o polipeptideo manipu-
lado compreende a sequéncia de aminoacidos descrita na SEQ ID NO:
2 ou uma sequéncia pelo menos 90% idéntica a ela. Em outra modali-
dade, o polipeptideo manipulado compreende a sequéncia de aminoa-
cidos descrita na SEQ ID NO: 3 ou uma sequéncia pelo menos 90%
idéntica a ela. Em outra modalidade, o polipeptideo manipulado com-
preende a sequéncia de aminoacidos descrita na SEQ ID NO: 4 ou
uma sequéncia pelo menos 90% idéntica a ela. Em outra modalidade,
o polipeptideo manipulado compreende a sequéncia de aminoacidos
descrita na SEQ ID NO: 5 ou uma sequéncia pelo menos 90% idéntica
a ela. Em outra modalidade, o polipeptideo manipulado compreende a
sequéncia de aminoacidos descrita na SEQ ID NO: 6 ou uma sequén-
cia pelo menos 90% idéntica a ela. Em outra modalidade, o polipepti-
deo manipulado compreende a sequéncia de aminoacidos descrita na
SEQ ID NO: 7 ou uma sequéncia pelo menos 90% idéntica a ela. Em
outra modalidade, o polipeptideo manipulado compreende a sequéncia
de aminoacidos descrita na SEQ ID NO: 8 ou uma sequéncia pelo me-
nos 90% idéntica a ela. Em outra modalidade, o polipeptideo manipu-
lado compreende a sequéncia de aminoacidos descrita na SEQ ID NO:
9 ou uma sequéncia pelo menos 90% idéntica a ela. Em outra modali-
dade, o polipeptideo manipulado compreende a sequéncia de aminoa-
cidos descrita na SEQ ID NO: 10 ou uma sequéncia pelo menos 90%
idéntica a ela. Em outra modalidade, o polipeptideo manipulado com-
preende a sequéncia de aminoacidos descrita na SEQ ID NO: 11 ou

uma sequéncia pelo menos 90% idéntica a ela. Em outra modalidade,
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o polipeptideo manipulado compreende a sequéncia de aminoacidos
descrita na SEQ ID NO: 12 ou uma sequéncia pelo menos 90% idénti-
ca a ela.

[0010] Em outra modalidade, € fornecido um polipeptideo manipu-
lado que se liga ao componente C5 do complemento humano, em que
o polipeptideo manipulado consiste em uma sequéncia de aminoaci-
dos selecionada do grupo que consiste na SEQ ID NOS: 1-12 e seus
fragmentos. Por exemplo, em uma modalidade, o polipeptideo manipu-
lado consiste na sequéncia de aminoacidos descrita na SEQ ID NO: 1.
Em outra modalidade, o polipeptideo manipulado consiste na sequén-
cia de aminoacidos descrita na SEQ ID NO: 2. Em outra modalidade, o
polipeptideo manipulado consiste na sequéncia de aminoacidos des-
crita na SEQ ID NO: 3. Em outra modalidade, o polipeptideo manipu-
lado consiste na sequéncia de aminoacidos descrita na SEQ ID NO: 4.
Em outra modalidade, o polipeptideo manipulado consiste na sequén-
cia de aminoacidos descrita na SEQ ID NO: 5. Em outra modalidade, o
polipeptideo manipulado consiste na sequéncia de aminoacidos des-
crita na SEQ ID NO: 6. Em outra modalidade, o polipeptideo manipu-
lado consiste na sequéncia de aminoacidos descrita na SEQ ID NO: 7.
Em outra modalidade, o polipeptideo manipulado consiste na sequén-
cia de aminoacidos descrita na SEQ ID NO: 8. Em outra modalidade, o
polipeptideo manipulado consiste na sequéncia de aminoacidos des-
crita na SEQ ID NO: 9. Em outra modalidade, o polipeptideo manipu-
lado consiste na sequéncia de aminoacidos descrita na SEQ ID NO:
10. Em outra modalidade, o polipeptideo manipulado consiste na se-
guéncia de aminoacidos descrita na SEQ ID NO: 11. Em outra modali-
dade, o polipeptideo manipulado consiste na sequéncia de aminoaci-
dos descrita na SEQ ID NO: 12.

[0011] Em uma modalidade, a descricao € direcionada a um poli-

peptideo manipulado que se liga especificamente a albumina sérica
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humana, em que o polipeptideo compreende uma sequéncia de ami-
noacidos selecionada a partir do grupo que consiste em SEQ ID NOS:
22-34 e seus fragmentos. Em uma modalidade especifica, o polipepti-
deo manipulado compreende uma sequéncia de aminoacidos que €&
pelo menos 90% idéntica (por exemplo, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%,
95% , 96%, 97%, 98% ou 99% idéntica) a qualquer uma das sequén-
cias de aminoacidos de SEQ ID NOS: 22-34. Por exemplo, em uma
modalidade, o polipeptideo manipulado compreende a sequéncia de
aminoacidos descrita na SEQ ID NO: 22 ou uma sequéncia pelo me-
nos 90% idéntica a ela. Em outra modalidade, o polipeptideo manipu-
lado compreende a sequéncia de aminoacidos descrita na SEQ ID NO:
23 ou uma sequéncia pelo menos 90% idéntica a ela. Em outra moda-
lidade, o polipeptideo manipulado compreende a sequéncia de amino-
acidos descrita na SEQ ID NO: 24 ou uma sequéncia pelo menos 90%
idéntica a ela. Em outra modalidade, o polipeptideo manipulado com-
preende a sequéncia de aminoacidos descrita na SEQ ID NO: 25 ou
uma sequéncia pelo menos 90% idéntica a ela. Em outra modalidade,
o polipeptideo manipulado compreende a sequéncia de aminoacidos
descrita na SEQ ID NO: 26 ou uma sequéncia pelo menos 90% idénti-
ca a ela. Em outra modalidade, o polipeptideo manipulado compreen-
de a sequéncia de aminoacidos descrita na SEQ ID NO: 27 ou uma
sequéncia pelo menos 90% idéntica a ela. Em outra modalidade, o po-
lipeptideo manipulado compreende a sequéncia de aminoacidos des-
crita na SEQ ID NO: 28 ou uma sequéncia pelo menos 90% idéntica a
ela. Em outra modalidade, o polipeptideo manipulado compreende a
sequéncia de aminoacidos descrita na SEQ ID NO: 29 ou uma se-
guéncia pelo menos 90% idéntica a ela. Em outra modalidade, o poli-
peptideo manipulado compreende a sequéncia de aminoacidos descri-
ta na SEQ ID NO: 30 ou uma sequéncia pelo menos 90% idéntica a

ela. Em outra modalidade, o polipeptideo manipulado compreende a
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sequéncia de aminoacidos descrita na SEQ ID NO: 31 ou uma se-
quéncia pelo menos 90% idéntica a ela Em outra modalidade, o poli-
peptideo manipulado compreende a sequéncia de aminoacidos descri-
ta na SEQ ID NO: 32 ou uma sequéncia pelo menos 90% idéntica a
ela. Em outra modalidade, o polipeptideo manipulado compreende a
sequéncia de aminoacidos descrita na SEQ ID NO: 33 ou uma se-
quéncia pelo menos 90% idéntica a ela. Em outra modalidade, o poli-
peptideo manipulado compreende a sequéncia de aminoacidos descri-
ta na SEQ ID NO: 34 ou uma sequéncia pelo menos 90% idéntica a
ela.

[0012] Em outra modalidade, o polipeptideo manipulado que se
liga especificamente a albumina sérica humana consiste em uma se-
guéncia de aminodacidos selecionada do grupo que consiste em SEQ
ID NOS: 22-34 e seus fragmentos. Por exemplo, em uma modalidade,
o polipeptideo manipulado consiste na sequéncia de aminoacidos es-
tabelecida na SEQ ID NO: 22. Em outra modalidade, o polipeptideo
manipulado consiste na sequéncia de aminoacidos descrita na SEQ ID
NO: 23. Em outra modalidade, o polipeptideo manipulado consiste na
sequéncia de aminoacidos descrita na SEQ ID NO: 24. Em outra mo-
dalidade, o polipeptideo manipulado consiste na sequéncia de amino-
acidos descrita na SEQ ID NO: 25. Em outra modalidade, o polipepti-
deo manipulado consiste na sequéncia de aminoacidos estabelecida
na SEQ ID NO: 26. Em outra modalidade, o polipeptideo manipulado
consiste na sequéncia de aminoacidos estabelecida na SEQ ID NO:
27. Em outra modalidade, o polipeptideo manipulado consiste na se-
guéncia de aminoacidos descrita na SEQ ID NO: 28. Em outra modali-
dade, o polipeptideo manipulado consiste na sequéncia de aminoaci-
dos descrita na SEQ ID NO: 29. Em outra modalidade, o polipeptideo
manipulado consiste na sequéncia de aminoacidos descrita na SEQ ID

NO: 30. Em outra modalidade, o polipeptideo manipulado consiste na
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sequéncia de aminoacidos estabelecida na SEQ ID NO: 31. Em outra
modalidade, o polipeptideo manipulado consiste na sequéncia de ami-
noacidos descrita na SEQ ID NO: 32. Em outra modalidade, o polipep-
tideo manipulado consiste na sequéncia de aminoacidos descrita na
SEQ ID NO: 33. Em outra modalidade, o polipeptideo manipulado con-
siste na sequéncia de aminoacidos descrita na SEQ ID NO: 34.

[0013] Em uma modalidade particular, o polipeptideo manipulado
que se liga especificamente a albumina sérica humana compreende
trés regides determinantes de complementaridade, CDR1, CDR2 e
CDR3, em que CDR1 compreende uma sequéncia de aminoacidos
selecionada do grupo que consiste em SEQ ID NOs: 35-43, CDR2
compreende uma sequéncia de aminoacidos selecionada do grupo
que consiste nas SEQ ID NOs: 44-51 e CDR3 compreende uma se-
quéncia de aminoacidos selecionada do grupo que consiste nas SEQ
ID NOs: 52-63. Em uma modalidade particular, o polipeptideo se liga
especificamente ao mesmo epitopo na albumina sérica humana que
Alb 1.

[0014] Em uma modalidade, a descricdo é direcionada a um méto-
do para produzir uma proteina de fusao aqui descrita, que compreende
expressar em uma célula hospedeira pelo menos uma molécula de
acido nucleico que compreende uma sequéncia de nucleotideos que
codifica a proteina de fusao.

[0015] Em uma modalidade, a descricdo € direcionada a um kit
terapéutico que compreende: (a) um recipiente que compreende um
rétulo; e (b) uma composicdo que compreende a proteina de fuséo
aqui descrita; em que o rétulo indica que a composicao deve ser admi-
nistrada a um paciente que tem ou que € suspeito de ter, um disturbio
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 descricdo € direcionada a um méto-
do para o tratamento de um paciente com um disturbio mediado pelo
complemento, o método compreendendo a administracdo ao paciente
de uma quantidade terapeuticamente eficaz de uma proteina de fusao
aqui descrita. Em uma modalidade particular, o disturbio mediado pelo
complemento é selecionado do grupo que consiste em: artrite reuma-
toide; nefrite lupica; asma; lesdo de isquemia-reperfusdo; sindrome
urémica hemolitica atipica; doenga de depdsito denso; hemoglobinuria
paroxistica noturna; degeneracdo macular; hemdlise, sindrome com
enzimas hepaticas elevadas e plaquetas baixas (HELLP); sindrome de
Guillain-Barré; Sindrome de CHAPLE; miastenia grave; neuromielite
optica; microangiopatia trombadtica pos-transplante de células-tronco
hematopoiéticas (p6s-HSCT-TMA); TMA pods-transplante de medula
ossea (TMA po6s-BMT); Doenca de Degos; Doenca de Gaucher; glo-
merulonefrite; purpura trombocitopénica trombética (TTP); perda fetal
espontanea; Vasculite imune de Pauci; epidermdlise bolhosa; perda
fetal recorrente; esclerose multipla (EM); traumatismo craniano; e le-
sao resultante de infarto do miocardio, circulagao extracorporea e he-
modialise.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

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

hemolise de uma Via Classica do Complemento (Complement Classi-
cal Pathway (CCP)) para dominios VHH anti-C5.

[0018] A FIG. 2 mostra os resultados de um ensaio de liberacéo de
C5a para dominios VHH anti-C5.
[0019] As FIGS. 3A-3D mostram os resultados de um ensaio de

hemolise de CCP para proteinas de fusao biespecificas.
[0020] A FIG. 4 mostra os resultados de um ensaio Wieslab de
CCP para proteinas de fusdo bi-especificas.

[0021] A FIG. 5 mostra os resultados de um ensaio de liberacéo de
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Cb5a para proteinas de fuséo bi-especificas.

[0022] As FIGS. 6A e 6B mostram os resultados de um ensaio de
quantificacdo baseado em LC-MS que demonstra a farmacocinética de
proteinas de fusdo bi-especificas.

[0023] As FIGS. 7A-7D mostram sensorgramas de Biacore que
indicam a ligagcao de FcRn em pH 6,0 no tamp&ao HBS-EP a HSA satu-
rada sem o dominio 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 ligagdo da albumina pelos dominios VHH de HAS020,
HAS040, HAS041 e HAS044 em competicdo com VHH de Alb 1.

[0025] As FIGS. 9A e 9B mostram a capacidade de varias protei-
nas de fusao bi-especificas para inibir a hemdalise.

[0026] A FIG. 10 mostra que CRL0952 (SEQ ID NO: 96) é funcio-
nalmente altamente semelhante a CRL0500 na prevencao de hemoli-
se. CRL0O500 é uma proteina de fusao bi-especifica que se liga a C5 e
albumina com um ligante (G4S)s (SEQ ID NO: 106).

[0027] As FIGS. 11A-11D mostram a ligacao dependente de pH de
proteinas de fusdo substituidas por histidina.

[0028] As FIGS. 12A e 12B mostram ligacdo dependente de pH de
proteinas de fusdo substituidas por histidina.

DESCRICAO DETALHADA

[0029] A descricdo fornece polipeptideos manipulados que se li-

gam especificamente a albumina sérica ou ao componente C5 do
complemento, em que os polipeptideos manipulados podem ser, por
exemplo, dominios variaveis de anticorpos de dominio unico (sdAb's)
ou imunoglobulina (IgG). Em algumas modalidades, os polipeptideos
manipulados n&do reduzem ou inibem significativamente a ligacdo da
albumina sérica a FcRn ou ndo reduzem significativamente a meia-

vida da albumina sérica. A descricdo também fornece proteinas de fu-
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sao que compreendem polipeptideos manipulados, em que as protei-
nas de fusdo podem ser, por exemplo, proteinas de fusdo multivalen-
tes e multiespecificas. A descricao fornece ainda moléculas de acido
nucleico que codificam polipeptideos manipulados ou proteinas de fu-
sao e métodos para produzir tais polipeptideos manipulados ou protei-
nas de fusdo. A descricdo fornece ainda composicdes farmacéuticas
que compreendem os polipeptideos manipulados ou as proteinas de
fusdo e métodos de tratamento que usam esses polipeptideos manipu-
lados ou proteinas de fusio.

[0030] Metodologias de DNA recombinante padronizadas sao usa-
das para construir polinucleotideos que codificam os polipeptideos
manipulados ou proteinas de fusdo da descricdo, incorporar tais poli-
nucleotideos em vetores de expressao recombinantes e introduzir es-
ses vetores nas células hospedeiras para produzir os polipeptideos
manipulados ou proteinas de fusdo da descrigdo. Veja, por exemplo,
Sambrook et al., 2001, MOLECULAR CLONING: A LABORATORY
MANUAL (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 32 ed.). A menos que
definigdes especificas sejam fornecidas, a nomenclatura utilizada em
conexao com e os procedimentos e técnicas de laboratério de, quimica
analitica, quimica orgénica sintética e quimica medicinal e farmacéuti-
ca aqui descritos sdo aqueles conhecidos e comumente usados na
técnica. Da mesma forma, técnicas convencionais podem ser usadas
para sinteses quimicas, analises quimicas, preparacdo farmacéutica,
formulacéo, liberacao e tratamento de pacientes.

Definicbes

[0031] Conforme utilizado de acordo com a presente descricado, as
expressdes a seguir, salvo indicagdo em contrario, devem ser entendi-
dos como tendo os significados a seguir. Salvo indicagcdo em contrario
pelo contexto, as expressdes no singular devem incluir pluralidades e

as expressoes no plural devem incluir o singular.
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[0032] Como usada aqui, a expressao "dominio de ligagcao" se re-
fere a porgcdo de uma proteina ou anticorpo que compreende 0s resi-
duos de aminoacidos que interagem com um antigeno. Os dominios
de ligagao incluem, mas n&o est&o limitados a, anticorpos (por exem-
plo, anticorpos de extensdo completa), assim como suas porgdes de
ligacdo ao antigeno. O dominio de ligagdo confere ao agente de liga-
cao sua especificidade e afinidade pelo antigeno. A expressédo tam-
bém abrange qualquer proteina que possua um dominio de ligacéo
que seja homodlogo ou amplamente homologo a um dominio de ligagao
a imunoglobulina.

[0033] A expressao "anticorpo”, como aqui referida, inclui anticor-
pos completos e qualquer fragmento de ligacdo ao antigeno (isto &,
"porcao de ligagao ao antigeno") ou sua versao de cadeia simples. Um
"anticorpo” se refere, em uma modalidade preferida, a uma glicoprote-
ina que compreende pelo menos duas cadeias pesadas (H) e duas
cadeias leves (L) interconectadas por ligacdes de dissulfeto, ou sua
por¢cao de ligagao ao antigeno. Cada cadeia pesada € composta por
uma regiao variavel de cadeia pesada (aqui abreviada como VH) e uma
regido constante da cadeia pesada. A regiao constante da cadeia pe-
sada & composta por trés dominios, CH1, CH2 e CH3. Cada cadeia
leve € composta por uma regido variavel da cadeia leve (aqui abrevia-
da como V.) e uma regido constante da cadeia leve. A regido constan-
te da cadeia leve é composta por um dominio, CL. As regides VH e VL
podem ainda ser subdivididas em regides de hipervariabilidade, deno-
minadas regides determinantes de complementaridade (CDR), interca-
ladas com regides mais conservadas, denominadas regides estruturais
(FR). Cada VH e VL é composta por trés CDRs e quatro FRs, dispostas
da terminacdo amino a terminacdo carboxi na seguinte ordem: FR1,
CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4. As regides variaveis das cadei-

as pesada e leve contém um dominio de ligagdo que interage com um
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antigeno. As regides constantes dos anticorpos podem mediar a liga-
c¢do da imunoglobulina a tecidos ou fatores do hospedeiro, incluindo
varias células do sistema imunolégico (por exemplo, células efetoras)
e o primeiro componente (Clq) do sistema de complemento classico.

[0034] A expressao "fragmento de ligagdo ao antigeno" 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-
tém a capacidade de se ligar especificamente a um antigeno. Tais
"fragmentos” tém, por exemplo, entre cerca de 8 e cerca de 1500 ami-
noacidos de extensao, adequadamente entre cerca de 8 e cerca de
745 aminoacidos de comprimento, adequadamente entre cerca de 8 a
cerca de 300, por exemplo, entre cerca de 8 a cerca de 200 aminoaci-
dos, ou cerca de 10 a cerca de 50 ou 100 aminoacidos de extensao.
Foi demonstrado que a fungao de ligacdo ao antigeno de um anticorpo
pode ser realizada por fragmentos de um anticorpo de extensdo com-
pleta. Exemplos de fragmentos de ligagao abrangidos pela expressao
"fragmento de ligagao ao antigeno" de um anticorpo incluem (i) um fra-
gmento Fab, um fragmento monovalente que consiste nos dominios
VL, Vi, CL e CH1; (ii) um fragmento F(ab')2, um fragmento bivalente
que compreende dois fragmentos Fab ligados por uma ponte dissulfeto
na regiao de dobradica; (iii) um fragmento Fd que consiste nos domi-
nios Vi e CH1; (iv) um fragmento Fv que consiste nos dominios V. e
VH de um unico brago de um anticorpo, (v) um fragmento dAb (Ward et
al., (1989) Nature 341: 544-546)), que consiste em um dominio Vu; e
(vi) uma regido determinante de complementaridade isolada (CDR) ou
(vii) uma combinacédo de duas ou mais CDRs isoladas que podem op-
cionalmente ser unidas por um ligante sintético. Além disso, embora os
dois dominios 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

Peticdo 870190141523, de 30/12/2019, pag. 32/238



15/95

unica cadeia proteica na qual as regides V. e Vu 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 incluidos na ex-
pressdo "fragmento de ligacdo ao antigeno" de um anticorpo. Estes
fragmentos de anticorpo sdo obtidos utilizando técnicas convencionais
conhecidas por aqueles versados na técnica e os fragmentos séo pes-
quisados quanto a utilidade da mesma maneira que os anticorpos in-
tactos. As porgdes de ligagao ao antigeno podem ser produzidas por
técnicas de DNA recombinante ou por clivagem enzimatica ou quimica
de imunoglobulinas intactas.

[0035] A expressao "anticorpo humano recombinante", como usa-
da aqui, inclui todos os anticorpos humanos que sao preparados, ex-
pressos, criados ou isolados por meios recombinantes, tais como (a)
anticorpos isolados de um animal (por exemplo, um camundongo) que
€ transgénico ou transcromossémico 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 combinatéria de anticorpos humanos recombi-
nantes e (d) anticorpos preparados, expressos, criados ou isolados por
qualquer outro meio que envolva o splicing de sequéncias de genes de
imunoglobulina humana a outras sequéncias de DNA. Tais anticorpos
humanos recombinantes que compreendem regides variaveis e cons-
tantes que utilizam determinadas sequéncias de imunoglobulina da
linha germinativa humana sao codificados pelos genes da linha germi-
nativa, mas incluem rearranjos e mutagdes subsequentes que ocor-
rem, por exemplo, durante a maturacédo do anticorpo. Como conhecido

na técnica (ver, por exemplo, Lonberg (2005) Nature Biotech. 23 (9):
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1117-1125)), a regido variavel contém o dominio de ligagdo ao antige-
no, que € codificado por varios genes que se reorganizam para formar
um anticorpo especifico para um antigeno estranho. Além do rearran-
jo, a regiao variavel pode ser modificada ainda mais por multiplas alte-
ragcdes unicas de aminoacidos (denominadas mutagdo somatica ou
hipermutagao) para aumentar a afinidade do anticorpo com o antigeno
estranho. A regido constante mudara em resposta adicional a um anti-
geno (isto é, troca de isotipo). Portanto, as moléculas de acido nuclei-
CO reorganizadas e somaticamente mutadas que codificam os polipep-
tideos da cadeia leve e da cadeia pesada da imunoglobulina em res-
posta a um antigeno, podem nao ter identidade de sequéncia com as
moléculas originais de acido nucleico, mas serdo substancialmente
idénticas ou semelhantes (ou seja, tém pelo menos 80% de identida-
de).

[0036] A expressao "anticorpo humano", como usada aqui, se refe-
re a uma imunoglobulina (Ig) que é usada, por exemplo, pelo sistema
imunoldgico para ligar e neutralizar patogenos. A expresséao inclui anti-
COorpos que possuem regides variaveis e constantes que correspon-
dem substancialmente as sequéncias de Ig da linha germinativa hu-
mana. Em algumas modalidades, os anticorpos humanos s&o produzi-
dos em mamiferos ndo humanos, incluindo, entre outros, roedores,
tais como camundongos e ratos e lagomorfos, tais como coelhos. Em
outras modalidades, os anticorpos humanos sao produzidos nas célu-
las de hibridoma. Ainda em outras modalidades, anticorpos humanos
sao produzidos recombinantemente. Como usado aqui, os anticorpos
humanos incluem todo ou uma por¢do de um anticorpo incluindo, por
exemplo, as cadeias pesadas e leves, regides variaveis, regides cons-
tantes, fragmentos proteoliticos, regiées 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 porgao de uma molécula, por exemplo, um gene, sequéncia
codificadora, mRNA, polipeptideo ou proteina, que possui um compri-
mento ou fungdo biolégica desejada. Um fragmento biologicamente
ativo de uma proteina, por exemplo, pode ser um fragmento da protei-
na de extensao completa que retém uma ou mais atividades bioldgicas
da proteina. Um fragmento biologicamente ativo de um mRNA, , pode
ser um fragmento que, quando traduzido, expressa um fragmento de
proteina biologicamente ativo. Um fragmento de mRNA biologicamente
ativo, além disso, pode compreender versdes encurtadas de sequén-
cias ndo codificadoras, por exemplo , sequéncias regulatérias, UTRs,
etc. Em geral, um fragmento de uma enzima ou molécula de sinaliza-
cao pode ser, por exemplo, aquela porcao da molécula que retém sua
atividade sinalizadora ou enzimatica. Um fragmento de um gene ou
sequéncia codificadora, por exemplo, pode ser aquela por¢cdo do gene
ou sequéncia codificadora que produz um fragmento do produto de
expressdao. Um fragmento n&o precisa necessariamente ser definido
funcionalmente, pois também pode se referir a uma porcdo de uma
molécula que ndao € a molécula inteira, mas possui alguma caracteris-
tica ou comprimento desejado (por exemplo, fragmentos de restrigao,
fragmento proteolitico de uma proteina, fragmentos de amplificacéo
etc.).

[0038] Anticorpos de mamiferos comuns ou convencionais com-
preendem um tetrdmero, que € tipicamente composto por dois pares
idénticos de cadeias de polipeptideos, cada par tendo uma cadeia "le-
ve" de extensdo completa (tipicamente com um peso molecular de
cerca de 25 kDa) e uma cadeia "pesada" de extensdo completa "(tipi-
camente tendo um peso molecular de cerca de 50-70 kDa). As expres-
s@es "cadeia pesada" e "cadeia leve", como usadas aqui, se referem a
qualquer polipeptideo de Ig que possui uma sequéncia de dominio va-

riavel suficiente para conferir especificidade por um antigeno alvo. A
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porcao N terminal de cada cadeia leve e pesada inclui tipicamente um
dominio variavel de cerca de 100 a 110 ou mais aminoacidos que
normalmente é responsavel pelo reconhecimento do antigeno. A por-
cao C terminal de cada cadeia tipicamente define um dominio constan-
te responsavel pela funcéo efetora. Assim, em um anticorpo que ocor-
re naturalmente, um polipeptideo de cadeia pesada de Ig de extensao
completa inclui um dominio variavel (V1 ou VH) e trés dominios cons-
tantes (Cn1 ou CH1, Ch2 ou CH1 e Cns ou CH3), em que o dominio VH
esta na terminacdo N do polipeptideo e 0 dominio Chs esta na termi-
nagédo C e um polipeptideo da cadeia leve de Ig de extensdo completa
inclui um dominio variavel (VL ou VL) e um dominio constante (CL ou
CL), em que o dominio V. esta na terminagdo N do polipeptideo e o
dominio C_ esta na terminagao C.

[0039] Dentro de cadeias leves e pesadas de extensdo completa,
os dominios variaveis e constantes sao tipicamente unidos por uma
regido "J" de cerca de 12 ou mais aminoacidos, com a cadeia pesada
também incluindo uma regiao "D" com cerca de 10 ou mais aminoaci-
dos. As regides variaveis de cada par de cadeia leve/pesada formam
tipicamente um sitio de ligagdo ao antigeno. Os dominios variaveis dos
anticorpos que ocorrem naturalmente exibem tipicamente a mesma
estrutura geral de regides estruturais relativamente conservadas (FR)
unidas por trés regides hipervariaveis chamadas CDRs. As CDRs das
duas cadeias de cada par sao tipicamente alinhadas pelas regides es-
truturais, o que permite a ligacdo a um epitopo especifico. Da termina-
cao N para a terminagao C, os dominios variaveis da cadeia leve e pe-
sada compreendem tipicamente os dominios FR1, CDR1, FR2, CDR2,
FR3, CDR3 e FRA4.

[0040] As expressdes "substancialmente puro" ou "substancial-
mente purificado", como usadas aqui, se referem a um composto ou

especie que é a espécie predominante presente em uma composi¢ao

Peticdo 870190141523, de 30/12/2019, pag. 36/238



19/95

(isto €, em uma base molar € mais abundante do que qualquer outra
especie individual na composi¢cado). Uma fracdo substancialmente puri-
ficada, por exemplo, pode ser uma composicdo em que a espécie pre-
dominante compreende pelo menos cerca de 50% (em base molar) de
todas espécies macromoleculares presentes. Uma composicido 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-
sicdo. Em outras modalidades, as espécies predominantes podem ser
purificadas até uma homogeneidade substancial (espécies contami-
nantes ndo podem ser detectadas na composicido por métodos de de-
teccdo convencionais) em que a composig¢ao consiste essencialmente
em uma unica espécie macromolecular.

[0041] As expressodes "antigeno" ou "antigeno alvo", como usadas
aqui, se referem a uma molécula ou uma porcao de uma molécula que
€ capaz de ser ligada a um anticorpo, um ou mais dominio de ligacao
de Ig ou outra porcao de ligagao imunoldgica incluindo, por exemplo,
os polipeptideos manipulados ou proteinas de fusao aqui descritos.
Um antigeno é capaz de ser usado em um animal para produzir anti-
corpos capazes de se ligar a um epitopo desse antigeno. Um antigeno
pode ter um ou mais epitopos.

[0042] A expressao "epitopo" ou "determinante antigénico" se refe-
re a um local em um antigeno ao qual uma imunoglobulina ou anticor-
po se liga especificamente. Os epitopos podem ser formados a partir
de aminoacidos contiguos ou aminoacidos nao contiguos justapostos
pelo enovelamento terciario de uma proteina. Os epitopos formados a
partir de aminoacidos contiguos sao tipicamente retidos na exposi¢cao
a solventes desnaturantes, enquanto que os epitopos formados por
enovelamento terciario sdo tipicamente perdidos no tratamento com

solventes desnaturantes. Um epitopo inclui tipicamente pelo menos 3,
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4,5 6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14 ou 15 aminoacidos em uma confor-
magao espacial unica. Os métodos para determinar quais epitopos es-
téo ligados por um determinado anticorpo (isto €, mapeamento de epi-
topo) s&o bem conhecidos na técnica e incluem, por exemplo, ensaios
de immunoblotting e imunoprecipitagédo, em que peptideos superpos-
tos ou contiguos do antigeno sao testados quanto a reatividade com o
dado anticorpo. Os métodos para determinar a conformacéo espacial
dos epitopos incluem técnicas conhecidas e aquelas aqui descritas,
por exemplo, cristalografia com raios-x e ressonancia magnética nu-
clear bidimensional (ver, por exemplo, Epitope Mapping Protocols in
Methods in Molecular Biology, vol. 66, G. E. Morris, Ed. (1996)).

[0043] As expressoes "atividade", "atividade biologica" ou "propri-
edade biolégica", como usadas em referéncia aos polipeptideos mani-
pulados ou as proteinas de fusao da descricdo, incluem, mas nao es-
tdo limitadas a afinidade e especificidade do epitopo, capacidade de
antagonizar a atividade de um antigeno alvo, a estabilidade in vivo dos
polipeptideos manipulados ou proteinas de fusdo da descricdo e as
propriedades imunogénicas dos polipeptideos manipulados ou protei-
nas de fusdo da descricdo. Outras propriedades bioldgicas identifica-
veis incluem, por exemplo, reatividade cruzada (por exemplo, com
homologos n&o humanos do antigeno alvo ou com outros alvos ou te-
cidos antigénicos, geralmente) e capacidade de preservar altos niveis
de expressao de proteina nas células de mamiferos.

[0044] Um anticorpo, imunoglobulina ou fragmento de imunoglobu-
lina imunologicamente funcional ou os polipeptideos manipulados ou
proteinas de fusdo aqui descritas, sédo ditos se ligar "especificamente”
a um antigeno quando a molécula reconhece preferencialmente seu
antigeno alvo em uma mistura complexa de proteinas e/ou macromo-
léculas. A expressao "se liga especificamente”, como usada aqui, se

refere a capacidade de um anticorpo, imunoglobulina ou fragmento de
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imunoglobulina imunologicamente funcional ou um polipeptideo mani-
pulado ou proteina de fusdo da descri¢cdo, para se ligar a um antigeno
que contém um epitopo com um Kp de pelo menos cerca de 106 M,
107 M, 108 M, 10° M, 10" M, 10" M, 10-'2 M ou mais, e/ou para se
ligar a um epitopo com uma afinidade que seja pelo menos duas vezes
maior que a sua afinidade por um antigeno nao especifico.

[0045] A expressao "Kp", como usada aqui, se refere a constante
de dissociacdo da interagdo entre um anticorpo, imunoglobulina ou
fragmento de imunoglobulina imunologicamente funcional, ou um poli-
peptideo manipulado ou proteina de fusdo aqui descrita e um antigeno
alvo. Quando um polipeptideo manipulado ou proteina de fusdo da
descricdo compreende uma sequéncia de lg monovalente, a sequén-
cia de Ig monovalente se liga preferivelmente a um antigeno desejado,
por exemplo, com um Kp de 10-° a 102 M ou menos, ou 107 a 10> M
ou menos, ou 102 a 10" M e/ou com uma afinidade de ligagédo de pe-
lo menos 107 M, pelo menos 108 M-!, pelo menos 10° M-! ou pelo
menos 10'> M. Um valor de Kp maior que 10* M é geralmente consi-
derado indicar ligagao néo especifica. Em algumas modalidades, uma
sequéncia de Ilg monovalente de um polipeptideo manipulado ou prote-
ina de fusdo da descricdo se liga a um antigeno 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 Kp pode ser determinada por métodos conhecidos na
técnica, incluindo, por exemplo, ressonancia de plasma de superficie
(SPR). Geralmente, a analise de SPR mede intera¢des de ligacdo em
tempo real entre um ligante (um antigeno alvo em uma matriz de bi-
osensor) e um analito usando, por exemplo, o sistema BlAcore (Phar-
macia Biosensor; Piscataway, NJ). A analise de SPR também pode ser
realizada imobilizando um analito e apresentando o ligante. A ligacao

especifica de um polipeptideo manipulado ou proteina de fusdo da
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descricdo a um antigeno ou determinante antigénico também pode ser
determinada de qualquer maneira adequada conhecida na técnica, in-
cluindo, por exemplo, analise de Scatchard e/ou ensaios de ligagao
competitiva, tais como radio-imunoensaios (RIA ), imunoensaios enzi-
maticos (EIA) e ensaios de competicdo sanduiche.

[0047] A expressao "biespecifico" se refere a uma proteina de fu-
sao da descricdo que € capaz de se ligar a dois antigenos. A expres-
sdo "proteina de fusdo multivalente" significa uma proteina de fuséo
que compreende dois ou mais sitios de ligacdo ao antigeno.

[0048] A expressao "proteina de fusao multiespecifica" se refere a
uma proteina de fusdo da descrigcdo que € capaz de se ligar a dois ou
mais alvos relacionados ou nao relacionados.

[0049] A expressao "fundido a" como usada aqui se refere a um
polipeptideo produzido pela combinagdo de mais de uma sequéncia,
tipicamente pela clonagem de uma sequéncia, por exemplo, uma se-
quéncia codificadora, em um vetor de expressdo em fase de leitura
com uma ou mais sequéncias codificadoras secundarias, de modo que
as duas (ou mais) sequéncias codificadoras sejam transcritas e tradu-
zidas em um unico polipeptideo continuo. Além de serem feitos com
tecnologia recombinante, partes de um o polipeptideo pode ser "fundi-
das" uma a outra por meio de reacao quimica, ou outros meios conhe-
cidos na técnica para produzir polipeptideos personalizados.

[0050] A expressao "vetor", como usada aqui, se refere a qualquer
molécula (por exemplo, acido nucleico, plasmideo ou virus) que é usa-
da para transferir informacdes de codificagdo para um sistema de ex-
pressdo (por exemplo, uma célula hospedeira ou sistema de expres-
sdo in vitro). Um tipo de vetor € um "plasmideo", 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 € um vetor

viral, em que segmentos de DNA adicionais podem ser inseridos em
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um genoma viral. Certos vetores sdo capazes de replicacdo autbnoma
em uma célula hospedeira na qual sao introduzidos (por exemplo, ve-
tores bacterianos que possuem uma origem bacteriana de replicagao e
vetores de mamiferos epissomais). Outros vetores (por exemplo, veto-
res de mamiferos ndo epissomais) podem ser integrados no genoma
de uma célula hospedeira e, assim, sado replicados juntamente com o
genoma do hospedeiro. Além disso, certos vetores s&o capazes de
direcionar a expressao de sequéncias codificadoras as quais eles es-
tdo operativamente ligados. Tais vetores sao referidos aqui como "ve-
tores de expressao.

[0051] A expressao "operativamente ligado", como usada aqui, se
refere a um arranjo de sequéncias flanqueadoras em que as sequén-
cias flanqueadoras sdo configuradas ou montadas para executar uma
funcédo desejada. Assim, uma sequéncia flanqueadora operativamente
ligada a uma sequéncia codificadora pode ser capaz de efetuar a re-
plicacdo, transcricdo e/ou traducdo da sequéncia codificadora. Uma
sequéncia codificadora esta operativamente ligada a um promotor, por
exemplo, onde o promotor é capaz de direcionar a transcricdo dessa
sequéncia codificadora. Uma sequéncia flanqueadora nao precisa ser
contigua a sequéncia codificadora para ser considerada operativamen-
te ligada, desde que funcione corretamente.

[0052] A expresséao "célula hospedeira", como usada aqui, se refe-
re a uma célula na qual um vetor de expressao foi introduzido. Uma
célula hospedeira pretende se referir ndo apenas a célula em questao,
mas também a progénie dessa célula. Como certas modificacbes po-
dem ocorrer nas geragdes seguintes devido a mutagdes ou influéncias
ambientais, essa progénie pode ndo ser, de fato, idéntica a célula pa-
rental, mas essas células ainda estdo incluidas no escopo da expres-
sdo "célula hospedeira", conforme usada aqui. Uma grande variedade

de sistemas de expressao de células hospedeiras pode ser usada para
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expressar os polipeptideos manipulados ou proteinas de fusdo da
descricdo, incluindo sistemas de expressédo bacteriana, de levedura,
baculoviral e de mamifero (assim como sistemas de expressdo de
apresentagdo em fago).

[0053] A expressao "que ocorre naturalmente”, como usada aqui e
aplicada a uma molécula em particular, se refere a uma molécula que
€ encontrada na natureza e nao foi manipulada pelo homem. Da mes-
ma forma, a expressao " que nao ocorre naturalmente", como usada
aqui, se refere a uma molécula que nado é encontrada na natureza ou
que tenha sido modificada ou sintetizada artificialmente.

[0054] A expressao "manipulado”, como usada aqui e aplicada a
uma molécula especifica tal como, por exemplo, um polipeptideo que
foi modificado ou manipulado, tal como por mutacao, truncamento, de-
lecdo, substituicdo, adi¢cdo, conjugacao ou pela alteracdo de outra for-
ma da sequéncia primaria, estrutura quimica ou tridimensional, assina-
tura quimica, comportamento de enovelamento, estado de glicosilagéo
ou qualquer outro atributo da molécula, de modo que a molécula difira
de sua contraparte que ocorre naturalmente.

[0055] A expressao "paciente", tal como usada aqui, inclui indivi-
duos humanos e animais.

[0056] Um "distarbio" é qualquer condigdo que se beneficiaria do
tratamento usando os polipeptideos manipulados ou proteinas de fu-
sao da descricdo. "Disturbio" e "condicdo" sao aqui utilizados alternati-
vamente.

[0057] Um "disturbio mediado pelo complemento”, como usado
aqui, se refere a um disturbio causado, direta ou indiretamente, pela
regulacdo incorreta da via do complemento, por exemplo, ativagao ou
supresséo da via do complemento ou um disturbio que € 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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pressao também se refere a um disturbio que é exacerbado por um ou
mais componentes da via do complemento ou a um produto gerado
pela via do complemento.

[0058] As expressdes "tratamento" ou "tratar", como usada aqui,
se referem ao tratamento terapéutico e a medidas profilaticas ou pre-
ventivas. Aqueles que precisam de tratamento incluem aqueles que
possuem o disturbio, assim como aqueles em risco de ter o disturbio
ou aqueles em que o disturbio deve ser prevenido.

[0059] Como usada aqui, uma quantidade "terapeuticamente efi-
caz" de, por exemplo, uma proteina de fusdo ou polipeptideo manipu-
lado aqui descrito, € uma quantidade que, quando administrada, resul-
ta em uma diminuicdo na gravidade dos sintomas da doencga (por
exemplo, uma diminuicao nos sintomas de disturbios associados a um
disturbio mediado pelo complemento, um aumento na frequéncia e du-
racao dos periodos livres de sintomas da doenga ou na prevencao de
comprometimento ou incapacidade devido a aflicio da doenca. Em
certas modalidades, uma quantidade terapeuticamente eficaz de um
agente terapéutico aqui descrito pode incluir uma quantidade (ou va-
rias quantidades no caso de multiplas administragdes) que reduza a
hemolise ou melhore os sintomas de um disturbio mediado pelo com-
plemento.

[0060] As expressdes "composicdo farmacéutica" ou "composicao
terapéutica"”, Como usada aqui, se referem a um composto ou compo-
sicdo capaz de induzir um efeito terapéutico desejado quando adminis-
trado a um paciente.

[0061] A expressao "veiculo farmaceuticamente aceitavel" ou "vei-
culo fisiologicamente aceitavel", como usada aqui, se refere a um ou
mais materiais de formulacdo adequados para realizar ou melhorar a
liberacdo dos polipeptideos manipulados ou proteinas de fusdo da

descrigao.
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[0062] A expressao "quantidade terapeuticamente eficaz", confor-
me usada em referéncia a um composi¢ao farmacéutica que compre-
ende um ou mais polipeptideos manipulados ou proteinas de fusao da
descricdo, se refere a uma quantidade ou dosagem suficientes para
produzir um resultado terapéutico desejado. Mais especificamente,
uma quantidade terapeuticamente eficaz € uma quantidade de um ou
mais polipeptideos manipulados ou proteinas de fusdo da descrigédo
suficientes para inibir, por algum periodo de tempo, um ou mais dos
processos patoldgicos clinicamente definidos associados com a condi-
cao a ser tratada, por exemplo, um disturbio mediado pelo comple-
mento. A quantidade terapeuticamente eficaz pode variar dependendo
do polipeptideo especifico manipulado ou da proteina de fusdo que
esta sendo usada e depende de uma variedade de fatores e condi¢cbes
relacionados ao paciente que esta sendo tratado e a gravidade do dis-
turbio.

Sistema do Complemento

[0063] O sistema do complemento atua em conjunto com outros
sistemas imunoldgicos do corpo para se defender contra a intrusao de
patdogenos celulares e virais. Existem pelo menos 25 proteinas do
complemento, que sdo uma colegcao complexa de proteinas plasmati-
cas e cofatores de membrana. As proteinas plasmaticas representam
cerca de 10% das globulinas no soro de vertebrados. Os componentes
do complemento atingem suas funcdes imunologicas defensivas pela
interacdo em uma série de eventos de clivagem enzimatica intrinca-
dos, mas precisos e de ligagdo a membrana. A cascata do comple-
mento resultante leva a producao de produtos com funcdes opsénicas,
imuno-reguladoras e liticas.

[0064] A cascata de complemento pode progredir pela via classica
(CP), via lectina ou via alternativa (AP). A via da lectina é tipicamente

iniciada com a ligacao da lectina que se liga a 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 superficies de patogenos. A
CP é tipicamente iniciada pelo reconhecimento de anticorpos e pela
ligacdo a um sitio antigénico 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 hidrélise espontanea do componente C3 do complemen-
to, que é abundante na fragdo plasmatica do sangue, também pode
levar ao inicio da AP C3 convertase. Esse processo, conhecido como
"tickover", ocorre através da clivagem espontédnea de uma ligagao
tioéster em C3 para formar C3i ou C3(H20). Tickover € facilitado pela
presenga de superficies que suportam a ligagdo de C3 ativado e/ou
tém caracteristicas de carga neutras ou positivas (por exemplo, super-
ficies celulares bacterianas). A formacao de C3(H20) permite a ligagao
do fator B da proteina plasmatica, 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(H20)Bb— a "fase fluida" ou "ini-
ciagao" de C3 convertase. Embora produzida apenas em pequenas
quantidades, a C3 convertase em fase fluida pode clivar varias protei-
nas C3 em C3a e C3b e resultar na geragcédo de C3b e sua subsequen-
te ligacdo covalente a uma superficie (por exemplo, uma superficie
bacteriana). O fator B ligado ao C3b ligado a superficie é clivado pelo
fator D para formar o complexo AP C3 convertase ligado a superficie
contendo C3b,Bb.

[0066] A AP C5 convertase ((C3b)2,Bb) é formada pela adi¢gdo de
um segundo mondmero de C3b a AP C3 convertase. O papel da se-
gunda molécula de C3b ¢ ligar a C5 e apresenta-la a clivagem por Bb.
As convertases AP C3 e C5 sédo estabilizadas pela adicdo da proteina
trimérica properdina. A ligagdo adequada a properdina, no entanto,

nao € necessaria para formar uma via alternativa funcional de C3 ou
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C5 convertase.

[0067] A CP C3 convertase é formada depois da interacdo do
componente C1 do complemento, que € um complexo de C1q, Cir e
C1s, com um anticorpo que esta ligado a um antigeno alvo (por exem-
plo, um antigeno microbiano). A ligagao da porgdo C1q de C1 ao com-
plexo anticorpo-antigeno causa uma alteragdo conformacional em C1
que ativa C1r. C1r ativo cliva entdo 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 ligacdes ami-
da ou éster com moléculas adequadas em uma superficie alvo (por
exemplo, uma superficie celular microbiana). C1s também cliva o
complemento C2 em C2b e C2a. O complexo formado por C4b e C2a
€ a CP C3 convertase, que é capaz de processar C3 em C3a e C3b. A
CP C5 convertase (C4b, C2a,C3b) é formada pela adicdo de um mo-
némero C3b a CP C3 convertase.

[0068] Além de seu papel nas C3 e C5 convertases, C3b também
funciona como opsonina através da sua interacdo com receptores do
complemento presentes nas superficies de células que apresentam
antigeno, tais como macréfagos e células dendriticas. A fungao opsé-
nica de C3b é geralmente considerada uma das fungbes anti-
infecciosas mais importantes do sistema do complemento. Pacientes
com lesdes genéticas que blogueiam a funcdo C3b sdo propensos a
infeccdo por uma ampla variedade de organismos patogénicos, en-
quanto pacientes com lesdes posteriores na sequéncia da cascata do
complemento, ou seja, pacientes com lesées que bloqueiam as fun-
coes de C5, sdo mais propensos apenas a infeccado por Neisseria in-
fecgdo 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 quimiota-
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xico, e C5b, que permite a formacédo do complexo de complemento do
terminal litico, C5b-9. C5b se combina com C6, C7 e C8 para formar o
complexo C5b-8 na superficie da célula alvo. Apds a ligagao de varias
moléculas de C9, é formado o complexo de ataque a membrana
(MAC, C5b-9, complexo de complemento terminal ("TCC")). Quando
um numero suficiente de MACs se insere nas membranas das células
alvo, as aberturas que eles criam (poros MAC) medeiam a rapida lise
osmotica das células alvo.

[0070] Embora um sistema de complemento que funcione ade-
quadamente forneca uma defesa robusta contra a infecgao por micré-
bios, a regulagcdo ou ativacido inadequada das vias do complemento
tem sido implicada na patogénese de uma variedade de disturbios, in-
cluindo, por exemplo, artrite reumatoide; nefrite lUpica; asma; lesdo de
isquemia-reperfusdo; sindrome urémica hemolitica atipica (aHUS); do-
enga de depodsito denso (DDD); hemoglobinuria paroxistica noturna
(PNH); degeneracdo macular (por exemplo, degeneracdo macular re-
lacionada a idade (AMD)); hemdlise, sindrome com enzimas hepaticas
elevadas e plaquetas baixas (HELLP); sindrome de Guillain-Barré
(GBS); enteropatia com perda de proteina (por exemplo, Sindrome de
CHAPLE); miastenia gravis (MG); neuromielite 6ptica (NMO); microan-
giopatia trombadtica pos-transplante de células-tronco hematopoiéticas
(p6s-HSCT-TMA); TMA pés-transplante de medula éssea (TMA pés-
BMT); Doenca de Degos; Doenca de Gaucher; glomerulonefrite; pur-
pura trombocitopénica trombaética (TTP); perda fetal esponténea; vas-
culite imune de Pauci; epidermdlise bolhosa; perda fetal recorrente;
esclerose multipla (MS); traumatismo craniano; e lesédo resultante de
infarto do miocardio, circulagdo extracorpérea e hemodidlise. (Holers,
V., Immunol. Rev., 223:300-16, 2008). A regulacédo negativa da ativa-
cdo do complemento demonstrou ser eficaz no tratamento de varias

indicagdes de doengas 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] Polipeptideos que podem se ligar a albumina sérica huma-
na (HSA) para aumentar a meia-vida de proteinas terapeuticamente
relevantes tém sido descritos (WO 91/01743, WO 01/45746 e WO
02/076489). As porcdes peptidicas descritas, no entanto, sdo de ori-
gem bacteriana ou sintética, o que néo € preferido para uso em tera-
péutica em humanos. WO 04/041865 descreve anticorpos de dominio
unico (sdAb's ou Nanobodies®) direcionados contra albumina sérica (e
em particular contra HSA) que podem ser ligados a outras proteinas
(tais como um ou mais outros sdAb's direcionados contra um alvo de-
sejado) para aumentar a meia-vida da proteina.

[0072] O receptor Fc neonatal (FcRn), também denominado "re-
ceptor Brambell", esta envolvido no prolongamento da vida util da al-
bumina em circulagdo (Chaudhury, C. et al., J. Exp. Med. 3: 315-22,
2003). FcRn é uma glicoproteina de membrana integral que consiste
em uma cadeia leve soluvel que consiste em B2-microglobulina (2m),
nao covalentemente ligada a uma cadeia a de 43 kDa, com trés domi-
nios extracelulares, uma regiao transmembrana e uma cauda cito-
plasmatica de cerca de 50 aminoacidos. A cauda citoplasmatica con-
tém um sinal de endocitose de motivo de dinonucleotideo implicado na
internalizacéo do receptor. A cadeia a € um membro da familia de pro-

teinas MHC | ndo classica. A associag¢ao de 2m com a cadeia a € cri-
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tica para enovelar corretamente FcRn e sair do reticulo endoplasmati-
co para direcionar para os endossomas e a superficie celular.

[0073] A estrutura geral de FcRn é semelhante a das moléculas da
classe |. As regides a-1 e a-2 se assemelham a uma plataforma com-
posta por oito fitas antiparalelas que formam uma unica folha B enci-
mada por duas hélices a antiparalelas muito semelhantes a fenda pep-
tidica nas moléculas de MHC |. Devido ao reposicionamento geral da
hélice a-1 e a flexdo da porcdo C-terminal da hélice a-2 devido a uma
quebra na hélice introduzida pela presenga do Pro162, as hélices de
FcRn estdo em intima proximidade, obstruindo a ligagao peptidica . A
cadeia lateral de Arg164 de FcRn também oclui a interagdo potencial
do peptideo N-terminal com o bolso de MHC. Além disso, a ponte de
sal e a interacao hidrofébica entre as hélices a-1 e a-2 também podem
contribuir para o fechamento do sulco. Portanto, o FcRn n&o participa
da apresentagao do antigeno e a fenda peptidica esta vazia.

[0074] FcRn se liga e transporta a IgG através do sinciciotrofoblas-
to placentario da circulagdo materna para a circulagéo fetal e protege a
IgG da degradacédo em adultos. Além da homeostase, FCRn controla a
transcitose da IgG nos tecidos. FcRn esta localizado nas células epite-
liais, células endoteliais e hepatocitos.

[0075] HSA se liga a FcRn para formar um complexo tri-molecular
com IgG. Ambas, albumina e IgG se ligam de maneira ndo cooperativa
em sitios distintos em FcRn. A ligacdo de FcRn humano a Sepharose-
HSA e Sepharose-hlgG é dependente do pH, sendo maxima em pH 5
e indetectavel em pH 7 a pH 8. A observacédo 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 degradacao € idéntico aquele de IgG
e mediado através de uma interagao sensivel ao pH idéntica aquela de

FcRn. Foi demonstrado que o uso de ressonancia de plasma de super-
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ficie para medir a capacidade de dominios individuais de HSA de se
ligarem a hFcRn soluvel imobilizado, FcRn e albumina mostraram inte-
ragia através do dominio D-Ill da albumina de maneira dependente do
pH, em um local distinto do sitio de ligacdo da IgG (Chaudhury, C. et
al., Biochemistry, 45: 4983-90, 2006).

Polipeptideos Manipulados se Ligam especificamente ao Complemen-

to C5 ou Albumina Sérica

[0076] Séao descritos aqui polipeptideos manipulados que compre-
endem sequéncias de lg, por exemplo, sequéncias de dominio variavel
de Ig, que podem se ligar ou se associar ao componente C5 do com-
plemento ou albumina sérica. Os polipeptideos manipulados aqui des-
critos podem se ligar especificamente a albumina sérica de tal maneira
que, quando o polipeptideo manipulado esta ligado ou associado de
outra maneira a uma molécula de albumina sérica, a ligagdo da molé-
cula de albumina sérica ao FcRn nao é significativamente reduzida ou
inibida em comparag&o com a ligagao da molécula de albumina sérica
a FcRn quando o polipeptideo nao esta ligado a ela. Nesta modalida-
de, "ndo reduzida ou inibida significativamente" significa que a afinida-
de de ligagdo da albumina sérica ao FcRn (conforme medida usando
um ensaio adequado, tal como, por exemplo, SPR) ndo esta reduzida
em mais de 50% ou em mais de 30%, ou mais de 10%, ou mais de
5%, ou ndo esta reduzida. Nesta modalidade, "ndo significativamente
reduzida ou inibida" também significa que a meia-vida da molécula de
albumina sérica ndo esta significativamente reduzida. Em particular, os
polipeptideos manipulados podem conter residuos de aminoacidos na
albumina sérica que nao estdo envolvidos na ligacdo da albumina séri-
ca a FcRn. Mais particularmente, polipeptideos manipulados podem se
ligar a residuos de aminoacidos ou sequéncias de albumina sérica que
nao fazem parte do dominio Ill da albumina sérica, por exemplo, poli-

peptideos manipulados que sido capazes de se ligar a residuos de
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aminoacidos ou sequéncias de albumina sérica que fazem parte de
dominio | e/ou dominio Il.

[0077] Em algumas modalidades, os polipeptideos manipulados
sao sdAbs ou adequados para uso como sdAbs e, como tal, podem
ser uma sequéncia de dominio variavel de cadeia pesada ou uma se-
quéncia de dominio variavel de cadeia leve e, em certas modalidades,
sao sequéncias de dominio variavel de cadeia pesada de um anticorpo
de cadeia pesada. Nos casos em que os polipeptideos manipulados
sao de dominio unico, sequéncias de dominio variavel de cadeia pe-
sada de um anticorpo de cadeia pesada, essas sequéncias podem ser
referidas como anticorpos VHH ou VyH, fragmentos VHH ou VhH de
anticorpo ou dominios VHH ou VHH.

[0078] Um "anticorpo de cadeia pesada" se refere a um anticorpo
que consiste em duas cadeias pesadas e ndo possui as duas cadeias
leves encontradas nos anticorpos convencionais. Camelideos (mem-
bros da familia biolégica Camelidae, a unica familia atualmente viva na
subordem Tylopoda; camelideos existentes incluem camelos dromeda-
rios, camelos bactrianos, camelos selvagens ou ndo domesticados,
Ihamas, alpacas, vicunhas e guanacos) sdo os unicos mamiferos com
anticorpos VHH de cadeia simples. Cerca de 50% dos anticorpos nos
camelideos sao anticorpos de cadeia pesada, sendo os outros 50% do
tipo de anticorpo de cadeia pesadal/leve de mamifero comum ou con-
vencional.

[0079] "Dominio VHH" se refere a dominios variaveis presentes
em anticorpos de cadeia pesada que ocorre naturalmente para distin-
gui-los dos dominios variaveis de cadeia pesada que estao presentes
nos anticorpos convencionais de quatro cadeias (aqui referidos como
"dominios VH") e dos dominios variaveis de cadeia leve presentes em
anticorpos convencionais de quatro cadeias (aqui referidos como "do-

minios VL").
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[0080] Os dominios VHH tém varias caracteristicas estruturais e
propriedades funcionais unicas que produzem dominios VHH isolados
(assim como sdAbs, que sao baseados em dominios VHH e comparti-
Iham essas caracteristicas estruturais e propriedades funcionais com
os dominios VHH que ocorrem naturalmente) e proteinas que contém
os dominios VHH altamente vantajosos para uso como dominios ou
proteinas funcionais de ligacdo ao antigeno. Por exemplo, os dominios
VHH, que se ligam a um antigeno sem a presenca de uma VL, e os
sdAbs podem funcionar como uma unica unidade, dominio ou proteina
estrutural de ligacdo ao antigeno funcional, relativamente pequena e
funcional. O pequeno tamanho dessas moléculas distingue os domi-
nios VHH dos dominios VH e VL dos anticorpos convencionais de qua-
tro cadeias. O uso de dominios VHH e sdAbs como proteinas unicas
de ligacdo ao antigeno ou como dominios de ligagcdo ao antigeno (por
exemplo, como parte de uma proteina ou polipeptideo maior) oferece
varias vantagens significativas sobre o uso dos dominios convencio-
nais VH e VL, assim bem como scFv ou fragmentos de anticorpo con-
vencionais (como fragmentos Fab ou F(ab')2). Somente um unico do-
minio € necessario para ligar um antigeno com alta afinidade e com
alta seletividade, por exemplo, para que nao haja necessidade de dois
dominios separados presentes, nem para garantir que esses dois do-
minios estejam presentes em uma configuracéo e conformacgao espa-
cial especificas (por exemplo, através do uso de ligantes especificos,
como em um scFv). Os dominios VHH e sdAbs também podem ser
expressos a partir de um unico gene e nao requerem dobras ou modi-
ficacbes poés-traducionais. Os dominios VHH e sdAbs podem ser fa-
cilmente projetados em formatos multivalentes e multiespecificos. Os
dominios VHH e sdAbs também s&o altamente soluveis e ndo tendem
a se agregar (Ward, E. et al, Nature, 341: 544-6, 1989), e s&o altamen-

te estaveis ao calor, pH, proteases e outros agentes ou condigcdes
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desnaturantes (Ewert, S. et al., Biochemistry, 41:3628-36, 2002). Os
dominios VHH e sdAbs sao relativamente faceis e baratos de preparar,
mesmo nha escala necessaria para a producao. Por exemplo, dominios
VHH, sdAbs e polipeptideos que contém dominios VHH ou sdAbs po-
dem ser produzidos usando fermentacdo microbiana usando métodos
conhecidos na técnica e nao requerem o uso de sistemas de expres-
sao em mamiferos, como, por exemplo, fragmentos de anticorpos con-
vencionais. Os dominios VHH e sdAbs sao relativamente pequenos
(aproximadamente 15 kDa, ou 10 vezes menores que uma IgG con-
vencional) em comparagdo com os anticorpos convencionais de quatro
cadeias e seus fragmentos de ligacdo ao antigeno e, portanto, mos-
tram maior penetragao nos tecidos (incluindo, mas nao se limitando a
tumores sélidos e outros tecidos densos) do que os anticorpos con-
vencionais de quatro cadeias e seus fragmentos de ligacdo ao antige-
no. Os dominios VHH e sdAbs podem mostrar as chamadas proprie-
dades de "ligacdo a cavidade" (devido, por exemplo, a sua alca de
CDRS3 estendida) e podem acessar alvos e epitopos ndo acessiveis
aos anticorpos convencionais de quatro cadeias e seus fragmentos de
ligagdo ao antigeno. Foi demonstrado, por exemplo, que os dominios
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 expressao "anticorpo de dominio unico" ou "sdAb", como
usada aqui, € um anticorpo ou seu fragmento que consiste em um uni-
co dominio variavel de anticorpo monomérico. Nao esta limitado a uma
fonte biolégica especifica ou a um método especifico de preparagao.
Um sdAb pode ser obtido, por exemplo, (1) pelo isolamento do domi-
nio VHH de um anticorpo de cadeia pesada que ocorre naturalmente;
(2) pela expressado de uma sequéncia de nucleotideos que codifica um

dominio VHH que ocorre naturalmente; (3) pela "humanizagao" de um
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dominio VHH que ocorre naturalmente ou pela expressido de um acido
nucleico que codifique esse dominio VHH humanizado; (4) pela "came-
lizacdo" de um dominio VH que ocorre naturalmente de qualquer es-
pécie animal, em particular uma espécie de mamifero, como um ser
humano, ou pela expressao de um acido nucleico que codifique esse
dominio VH camelizado; (5) pela "camelizagao" de um "anticorpo de
dominio" ("Dab") ou pela expressdo de um acido nucleico que codifica
esse dominio VH camelizado; (6) pelo uso de técnicas sintéticas ou
semissintéticas para preparar polipeptideos manipulados ou proteinas
de fusdo; (7) pelo preparo de um &acido nucleico que codifique um
sdAb usando técnicas para a sintese de acidos nucleicos, seguido pe-
la expresséo do acido nucleico assim obtido; e/ou (8) qualquer combi-
nacao dos acima.

[0082] Os polipeptideos manipulados ou proteinas de fusdo aqui
descritos podem compreender, por exemplo, sequéncias de aminoaci-
dos de dominios VHH que ocorrem naturalmente que tenham sido
"humanizados", por exemplo, pela substituicado de um ou mais resi-
duos de aminoacidos na sequéncia de aminoacidos da sequéncia de
VHH que ocorre naturalmente por um ou mais dos residuos de amino-
acidos que ocorrem nas posi¢coes correspondentes em um dominio VH
de um ser humano.

[0083] Os polipeptideos manipulados ou proteinas de fusao aqui
descritos podem compreender, por exemplo, sequéncias de aminoaci-
dos de dominios VH que ocorrem naturalmente que foram "cameliza-
dos", isto €, pela substituicdo de um ou mais residuos de aminoacidos
na sequéncia de aminoacidos de um dominio VH que ocorre natural-
mente com um ou mais dos residuos de aminoacidos que ocorrem nas
posi¢des correspondentes no dominio VHH de, por exemplo, um anti-
corpo camelideo. Isso pode ser realizado de uma maneira conhecida

na técnica. Tal camelizacdo pode ocorrer preferencialmente em posi-
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cdes de aminoacidos que estdo presentes na interface VH-VL e nos
chamados "Camelidae hallmark residues" (WO 94/04678). O dominio
ou sequéncia de VH que é usado como uma sequéncia parental ou
material de partida para gerar ou projetar a sequéncia camelizada po-
de ser, por exemplo, uma sequéncia VH de um mamifero e, em certas
modalidades, a sequéncia VH de um humano. Deve ser notado, que
tais sequéncias camelizadas podem ser obtidas de qualquer maneira
adequada conhecida na técnica e, portanto, ndo estio estritamente
limitadas a polipeptideos que foram obtidos utilizando um polipeptideo
que compreende um dominio VH parental que ocorre naturalmente.
[0084] Ambas a "humanizacio" e a "camelizagao" podem ser rea-
lizadas pelo fornecimento de uma sequéncia de nucleotideos que codi-
fica um dominio VHH ou dominio VH que ocorrem naturalmente, res-
pectivamente, e depois alterando, de uma maneira conhecida por
aqueles versados na técnica, um ou mais cdédons na sequéncia de nu-
cleotideos de modo que a nova sequéncia de nucleotideos codifique
uma sequéncia humanizada ou camelizada, respectivamente. Com
base na sequéncia de aminoacidos ou sequéncia de nucleotideos de
um dominio VHH ou dominio VH que ocorrem naturalmente, uma se-
quéncia de nucleotideos que codifigue uma sequéncia humanizada ou
camelizada desejadas pode ser projetada e sintetizada de novo usan-
do técnicas de sintese de acidos nucleicos conhecidas, apds o que a
sequéncia de nucleotideos assim obtida pode ser expressa de uma
maneira conhecida na técnica.

[0085] Em algumas modalidades, a descricdo fornece um polipep-
tideo manipulado que se liga especificamente ao mesmo epitopo em
C5 humano que o eculizumab, ou que se liga a um epitopo em C5 que
impede a clivagem de C5 em C5a e C5b. Em algumas modalidades, a
descri¢cao fornece um polipeptideo manipulado que se liga especifica-

mente ao componente C5 do complemento humano, em que o poli-
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peptideo compreende qualquer uma das sequéncias de aminoacidos
das SEQ ID NOs: 1-12 ou um fragmento das mesmas. Em outras mo-
dalidades, a descrigdo fornece um polipeptideo manipulado que se liga
especificamente ao componente C5 do complemento humano, em que
o polipeptideo compreende uma sequéncia de aminoacidos que € pelo
menos 90% idéntica a qualquer uma das sequéncias de aminoacidos
das SEQ ID NOs: 1-12. Em outras modalidades, a descricdo fornece
um polipeptideo manipulado que se liga especificamente ao compo-
nente C5 do complemento humano, em que o polipeptideo compreen-
de uma sequéncia de aminoacidos que € pelo menos 95% idéntica,
pelo menos 96% idéntica, pelo menos 97% idéntica, pelo menos 98%
idéntica ou pelo menos 99% idéntica a qualquer uma das sequéncias
de aminoacidos de SEQ ID NOs: 1-12. Por exemplo, em uma modali-
dade, o polipeptideo manipulado compreende a sequéncia de aminoa-
cidos descrita na SEQ ID NO: 1 ou uma sequéncia pelo menos 90%
idéntica a ela. Em outra modalidade, o polipeptideo manipulado com-
preende a sequéncia de aminoacidos descrita na SEQ ID NO: 2 ou
uma sequéncia pelo menos 90% idéntica a ela. Em outra modalidade,
o polipeptideo manipulado compreende a sequéncia de aminoacidos
estabelecida na SEQ ID NO: 3 ou uma sequéncia pelo menos 90%
idéntica a ela. Em outra modalidade, o polipeptideo manipulado com-
preende a sequéncia de aminoacidos descrita na SEQ ID NO: 4 ou
uma sequéncia pelo menos 90% idéntica a ela. Em outra modalidade,
o polipeptideo manipulado compreende a sequéncia de aminoacidos
descrita na SEQ ID NO: 5 ou uma sequéncia pelo menos 90% idéntica
a ela. Em outra modalidade, o polipeptideo manipulado compreende a
sequéncia de aminoacidos descrita na SEQ ID NO: 6 ou uma sequén-
cia pelo menos 90% idéntica a ela. Em outra modalidade, o polipepti-
deo manipulado compreende a sequéncia de aminoacidos descrita na

SEQ ID NO: 7 ou uma sequéncia pelo menos 90% idéntica a ela. Em
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outra modalidade, o polipeptideo manipulado compreende a sequéncia
de aminoacidos descrita na SEQ ID NO: 8 ou uma sequéncia pelo me-
nos 90% idéntica a ela. Em outra modalidade, o polipeptideo manipu-
lado compreende a sequéncia de aminoacidos descrita na SEQ ID NO:
9 ou uma sequéncia pelo menos 90% idéntica a ela. Em outra modali-
dade, o polipeptideo manipulado compreende a sequéncia de aminoa-
cidos descrita na SEQ ID NO: 10 ou uma sequéncia pelo menos 90%
idéntica a ela. Em outra modalidade, o polipeptideo manipulado com-
preende a sequéncia de aminoacidos descrita na SEQ ID NO: 11 ou
uma sequéncia pelo menos 90% idéntica a ela. Em outra modalidade,
o polipeptideo manipulado compreende a sequéncia de aminoacidos
descrita na SEQ ID NO: 12 ou uma sequéncia pelo menos 90% idénti-
ca a ela.

[0086] Em outra modalidade, € fornecido um polipeptideo manipu-
lado que se liga ao componente C5 do complemento humano, em que
o polipeptideo manipulado consiste em uma sequéncia de aminoaci-
dos selecionada do grupo que consiste na SEQ ID NOS: 1-12 e seus
fragmentos. Por exemplo, em uma modalidade, o polipeptideo manipu-
lado consiste em uma sequéncia de aminoacidos descrita na SEQ ID
NO: 1. Em outra modalidade, o polipeptideo manipulado consiste na
sequéncia de aminoacidos descrita na SEQ ID NO: 2. Em outra moda-
lidade, o polipeptideo manipulado consiste na sequéncia de aminoaci-
dos descrita na SEQ ID NO: 3. Em outra modalidade, o polipeptideo
manipulado consiste na sequéncia de aminoacidos descrita na SEQ ID
NO: 4. Em outra modalidade, o polipeptideo manipulado consiste na
sequéncia de aminoacidos descrita na SEQ ID NO: 5. Em outra moda-
lidade, o polipeptideo manipulado consiste na sequéncia de aminoaci-
dos descrita na SEQ ID NO: 6. Em outra modalidade, o polipeptideo
manipulado consiste na sequéncia de aminoacidos descrita na SEQ ID

NO: 7. Em outra modalidade, o polipeptideo manipulado consiste na
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sequéncia de aminoacidos descrita na SEQ ID NO: 8. Em outra moda-
lidade, o polipeptideo manipulado consiste na sequéncia de aminoaci-
dos descrita na SEQ ID NO: 9. Em outra modalidade, o polipeptideo
manipulado consiste na sequéncia de aminoacidos descrita na SEQ ID
NO: 10. Em outra modalidade, o polipeptideo manipulado consiste na
sequéncia de aminoacidos descrita na SEQ ID NO: 11. Em outra mo-
dalidade, o polipeptideo manipulado consiste na sequéncia de amino-
acidos descrita na SEQ ID NO: 12.

[0087] Em outra modalidade, a descricdo fornece um polipeptideo
manipulado que se liga especificamente ao componente C5 do com-
plemento humano, em que o polipeptideo compreende trés regides
determinantes de complementaridade, CDR1, CDR2 e CDR3, em que
a CDR1 compreende qualquer uma das sequéncias de aminoacidos
das SEQ ID NOs: 13 - 17 ou uma sequéncia que € pelo menos 90%
idéntica as SEQ ID NOs: 13-17; CDR2 compreende uma sequéncia de
aminoacidos das SEQ ID NOs: 18 ou 19 ou uma sequéncia que ¢é pelo
menos 90% idéntica a SEQ ID NOs: 18 ou 19; e CDR3 compreende
uma sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NOs: 20 ou 21 ou uma se-
guéncia que € pelo menos 90% idéntica a SEQ ID NOs: 20 ou 21.
[0088] Em outras modalidades, a descrigao fornece um polipepti-
deo manipulado que se liga especificamente a albumina sérica huma-
na, em que o polipeptideo compreende qualquer uma das sequéncias
de aminoacidos das SEQ ID NOs: 22-34, ou um fragmento das mes-
mas. Em outras modalidades, a descricdo fornece um polipeptideo
manipulado que se liga especificamente a albumina sérica humana,
em que o polipeptideo compreende uma sequéncia de aminoacidos
que € pelo menos 90% idéntica a qualquer uma das sequéncias de
aminoacidos das SEQ ID NOs: 22-34. Em outras modalidades, a des-
cricao fornece um polipeptideo manipulado que se liga especificamen-

te a albumina sérica humana, em que o polipeptideo compreende uma
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sequéncia de aminoacidos que é pelo menos 95% idéntica, pelo me-
nos 96% idéntica, pelo menos 97% idéntica, pelo menos 98% idéntico
ou pelo menos 99% idéntico a qualquer uma das sequéncias de ami-
noacidos de SEQ ID NOs: 22-34. Por exemplo, em uma modalidade, o
polipeptideo manipulado compreende a sequéncia de aminoacidos
descrita na SEQ ID NO: 22 ou uma sequéncia pelo menos 90% idénti-
ca a ela. Em outra modalidade, o polipeptideo manipulado compreen-
de a sequéncia de aminoacidos descrita na SEQ ID NO: 23 ou uma
sequéncia pelo menos 90% idéntica a ela. Em outra modalidade, o po-
lipeptideo manipulado compreende a sequéncia de aminoacidos des-
crita na SEQ ID NO: 24 ou uma sequéncia pelo menos 90% idéntica a
ela. Em outra modalidade, o polipeptideo manipulado compreende a
sequéncia de aminoacidos descrita na SEQ ID NO: 25 ou uma se-
quéncia pelo menos 90% idéntica a ela. Em outra modalidade, o poli-
peptideo manipulado compreende a sequéncia de aminoacidos descri-
ta na SEQ ID NO: 26 ou uma sequéncia pelo menos 90% idéntica a
ela. Em outra modalidade, o polipeptideo manipulado compreende a
sequéncia de aminoacidos descrita na SEQ ID NO: 27 ou uma se-
guéncia pelo menos 90% idéntica a ela. Em outra modalidade, o poli-
peptideo manipulado compreende a sequéncia de aminoacidos descri-
ta na SEQ ID NO: 28 ou uma sequéncia pelo menos 90% idéntica a
ela. Em outra modalidade, o polipeptideo manipulado compreende a
sequéncia de aminoacidos descrita na SEQ ID NO: 29 ou uma se-
guéncia pelo menos 90% idéntica a ela. Em outra modalidade, o poli-
peptideo manipulado compreende a sequéncia de aminoacidos descri-
ta na SEQ ID NO: 30 ou uma sequéncia pelo menos 90% idéntica a
ela. Em outra modalidade, o polipeptideo manipulado compreende a
sequéncia de aminoacidos descrita na SEQ ID NO: 31 ou uma se-
guéncia pelo menos 90% idéntica a ela. Em outra modalidade, o poli-

peptideo manipulado compreende a sequéncia de aminoacidos descri-
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ta na SEQ ID NO: 32 ou uma sequéncia pelo menos 90% idéntica a
ela. Em outra modalidade, o polipeptideo manipulado compreende a
sequéncia de aminoacidos descrita na SEQ ID NO: 33 ou uma se-
quéncia pelo menos 90% idéntica a ela. Em outra modalidade, o poli-
peptideo manipulado compreende a sequéncia de aminoacidos descri-
ta na SEQ ID NO: 34 ou uma sequéncia pelo menos 90% idéntica a
ela.

[0089] Em outra modalidade, o polipeptideo manipulado que se
liga especificamente a albumina sérica humana consiste em uma se-
guéncia de aminodacidos selecionada do grupo que consiste em SEQ
ID NOS: 22-34 e seus fragmentos. Por exemplo, em uma modalidade,
o polipeptideo manipulado consiste na sequéncia de aminoacidos des-
crita na SEQ ID NO: 22. Em outra modalidade, o polipeptideo manipu-
lado consiste na sequéncia de aminoacidos descrita na SEQ ID NO:
23. Em outra modalidade, o polipeptideo manipulado consiste na se-
quéncia de aminoacidos descrita na SEQ ID NO: 24. Em outra modali-
dade, o polipeptideo manipulado consiste na sequéncia de aminoaci-
dos descrita na SEQ ID NO: 25. Em outra modalidade, o polipeptideo
manipulado consiste na sequéncia de aminoacidos descrita na SEQ ID
NO: 26. Em outra modalidade, o polipeptideo manipulado consiste na
sequéncia de aminoacidos descrita na SEQ ID NO: 27. Em outra mo-
dalidade, o polipeptideo manipulado consiste na sequéncia de amino-
acidos descrita na SEQ ID NO: 28. Em outra modalidade, o polipepti-
deo manipulado consiste na sequéncia de aminoacidos descrita na
SEQ ID NO: 29. Em outra modalidade, o polipeptideo manipulado con-
siste na sequéncia de aminoacidos descrita na SEQ ID NO: 30. Em
outra modalidade, o polipeptideo manipulado consiste na sequéncia de
aminoacidos descrita na SEQ ID NO: 31. Em outra modalidade, o poli-
peptideo manipulado consiste na sequéncia de aminoacidos descrita

na SEQ ID NO: 32. Em outra modalidade, o polipeptideo manipulado
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consiste na sequéncia de aminoacidos descrita na SEQ ID NO: 33. Em
outra modalidade, o polipeptideo manipulado consiste na sequéncia de
aminoacidos descrita na SEQ ID NO: 34.

[0090] Em outra modalidade, a descricdo fornece um polipeptideo
manipulado que se liga especificamente a albumina sérica humana,
em que o polipeptideo compreende trés regides determinantes de
complementaridade, CDR1, CDR2 e CDR3, em que CDR1 compreen-
de qualquer uma das sequéncias de aminoacidos das SEQ ID NOs:
35-43 ou uma sequéncia que é pelo menos 90% idéntica as SEQ ID
Nos: 35-43; CDR2 compreende qualquer uma das sequéncias de ami-
noacidos de SEQ ID NOs: 44-51 ou uma sequéncia que é pelo menos
90% idéntica a SEQ ID: 44-51; e CDR3 compreende qualquer uma das
sequéncias de aminoacidos de SEQ ID NOs: 52-63 ou uma sequéncia
que é pelo menos 90% idéntica as SEQ ID NOs: 52-63.

[0091] O polipeptideo manipulado aqui descrito pode se ligar es-
pecificamente, por exemplo, ao mesmo epitopo 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 polipeptideo manipulado
inibe competitivamente a ligacéo de Alb 1 a albumina sérica humana.
[0092] Quando o polipeptideo manipulado compreende uma Ig, um
fragmento adequado de lg, tal como um dominio variavel da lg, tam-
bém pode ser usado no lugar de uma Ig completa.

[0093] Os métodos para identificar CDRs a partir de um determi-
nado dominio variavel de imunoglobulina sao 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).

Proteinas de Fusdo que se Ligam Especificamente ao componente C5
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do Complemento e Albumina Sérica

[0094] Sao descritas aqui proteinas de fusdo que compreendem
polipeptideos manipulados que se ligam especificamente a albumina e
ao componente C5 do complemento, em que os polipeptideos manipu-
lados sao fundidos diretamente ou estdo ligados através de um ou
mais ligantes ou espagadores adequados. A expressao "ligante pepti-
dico", como usada aqui, se refere a um ou mais residuos de aminoaci-
dos inseridos ou incluidos entre os polipeptideos manipulados da(s)
proteina(s) de fusdo. O ligante peptidico pode ser, por exemplo, inseri-
do ou incluido na transicao entre os polipeptideos manipulados da pro-
teina de fusdo a nivel da sequéncia. A identidade e sequéncia dos re-
siduos de aminoacidos no ligante podem variar dependendo da estru-
tura secundaria desejada. Por exemplo, glicina, serina e alanina sao
uteis como ligantes que possuem flexibilidade maxima. Qualquer resi-
duo de aminoacido pode ser considerado como um ligante em combi-
nagcao com um ou mais outros residuos de aminoacidos, que podem
ser iguais ou diferentes do primeiro residuo de aminoacido, para cons-
truir ligantes peptidicos maiores conforme necessario, dependendo
das propriedades desejadas. Em outras modalidades, o ligante é
GGGGAGGGGAGGGGS (SEQ ID NO: 102). Em outras modalidades,
o ligante € GGGGSGGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 103). Ligantes pep-
tidicos adicionais adequados para uso na criacao de proteinas de fu-
sdo aqui descritas incluem, por exemplo, G4sS (SEQ ID NO:104),
(G4S)2 (SEQ ID NO:105), (G4S)s (SEQ ID NO:106), (G4S)s (SEQ ID
NO:107), (G4S)s (SEQ ID NO:108), (G4S)s (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), GsP (SEQ ID
NO:122), G7P (SEQ ID NO:123), PAPNLLGGP (SEQ ID NO:124), Gs
(SEQ ID NO:125), Gs2 (SEQ ID NO:126), APELPGGP (SEQ ID
NO:127), SEPQPQPG (SEQ ID NO:128), (G3S2)s (SEQ ID NO:129),
GGGGGGGGGSGGGS (SEQ ID NO:130), GGGGSGGGGGGGGGS
(SEQ ID NO:131), (GGSSS): (SEQ ID NO:132), (GSs)3 (SEQ ID
NO:133), G4A(G4S)2 (SEQ ID NO:134), G4aSG4sAG4S (SEQ ID NO:135),
G3AS(GsS)2 (SEQ ID NO:136), GsSG3ASGsS (SEQ ID NO:137),
G4SAG3SGsS (SEQ ID NO:138), (Gs4S)AG3S (SEQ ID NO:139),
G4SAG3SAG3S (SEQ ID NO:140), G4D(GsS)2 (SEQ ID NO:141),
G4SG4sDG4sS (SEQ ID NO:142), (GaD)2GsS (SEQ ID NO:143),
G4E(G4S)2 (SEQ ID NO:144), GsSG4EG4S (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 modificagao
pos-traducional, por exemplo, glicosilagao, por exemplo, xilosilagio.
Em certas modalidades, a proteina de fusdo compreende pelo menos
dois sdAbs, Dabs, anticorpos VHH, fragmentos de anticorpo VHH ou
combinagdo 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 sao direcionados contra o componente C5 do complemento, tal
que a proteina de fusao resultante seja multivalente ou multiespecifica.
Os dominios ou porcdes de ligacdo 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 residuo C-terminal do dominio
de ligacdo a albumina da proteina de fusdo pode ser fundido direta-
mente ou através de um peptideo ao residuo N-terminal do dominio de
ligacdo do componente C5 do complemento. Em outras modalidades,

o residuo C-terminal do dominio de ligagdo do componente C5 do
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complemento da proteina de fusdo pode ser fundido diretamente ou
através de um peptideo ao residuo N-terminal do dominio de ligagéao a
albumina.

[0096] Em algumas modalidades, uma proteina de fusdo compre-
ende uma ligagdo do componente C5 do complemento que compreen-
de sequéncias de aminoacidos de SEQ ID NOs: 1-12 ou um fragmento
dessas; e o polipeptideo que se liga especificamente a albumina sérica
humana pode compreender uma sequéncia de aminoacidos de SEQ
ID NOs: 22-34 ou um fragmento das mesmas. Em algumas modalida-
des, o primeiro polipeptideo é derivado de uma sequéncia de aminoa-
cidos descrita em qualquer uma das SEQ ID NOs: 1-12 e o segundo
polipeptideo € derivado de uma sequéncia de aminoacidos descrita em
qualquer uma das SEQ ID NOs: 22-34. O dominio de ligagédo ao com-
ponente C5 do complemento humano pode compreender, por exem-
plo, a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO: 5 ou 11, e 0 dominio
de ligacdo a albumina pode compreender, por exemplo, a sequéncia
de aminoacidos da SEQ ID NO: 26. Em outra modalidade, a descricao
fornece uma proteina de fusdo com qualquer uma das sequéncias de
aminoacidos de SEQ ID NOs: 64-95. Em outra modalidade, a descri-
cao fornece uma proteina de fusdo com a sequéncia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 93. Em outra modalidade, a descricdo fornece uma
proteina de fusdo com a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:
77. Em outra modalidade, a descricao fornece uma proteina de fusao
com qualquer uma das sequéncias de aminoacidos de SEQ ID NOs:
96-101.

[0097] As proteinas de fusdo aqui divulgadas podem ser produzi-
das pela expressdo em uma célula hospedeira de pelo menos uma
molécula de acido nucleico que compreende uma sequéncia de nucle-
otideos que codifica a proteina de fusdo. As células hospedeiras po-

dem ter origem de mamiferos, plantas ou microbiana. Além de células
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hospedeiras de mamifero conhecidas, células hospedeiras de levedu-
ra, por exemplo, Pichia pastoris, Saccharomyces cerevisiae e/ou célu-
las hospedeiras de plantas podem ser usadas.

Composicoes Terapéuticas que Compreendem Polipeptideos que se

Ligam Especificamente a C5 do Complemento ou Albumina Sérica ou

suas Proteinas de Fusao e Administracdo das Mesmas

[0098] Em outra modalidade, a descricdo fornece polipeptideos
manipulados que compreendem ou consistem em uma sequéncia de
aminoacidos como aqui descrita. Em outra modalidade, a descrigao
fornece proteinas de fuséo e proteinas de fusdo multivalentes e multi-
especificas que compreendem ou consistem em pelo menos um poli-
peptideo manipulado da descricao que esta ligado a pelo menos uma
porcao terapéutica ou de direcionamento, opcionalmente através de
um ou mais ligantes ou espacgadores adequados.

[0099] A descricdo se refere ainda a usos terapéuticos dos poli-
peptideos manipulados da descri¢do ou proteinas de fusdo e proteinas
de fusdo multivalentes e multiespecificas que compreendem ou con-
sistem em tais polipeptideos manipulados ou a composigdes farma-
céuticas que compreendem tais polipeptideos manipulados, proteinas
de fusdo ou multivalentes e proteinas de fusdo multiespecificas.
[00100] Em algumas modalidades, a porcgéo terapéutica ou de dire-
cionamento pode compreender, por exemplo, pelo menos um sdAb,
Dab, VHH ou seus fragmentos. Em certas modalidades, o polipeptideo
manipulado da descricdo € uma proteina de fusdao multivalente e/ou
multiespecifica que compreende pelo menos dois sdAbs, Dabs, anti-
corpos VHH, fragmentos de anticorpos VHH ou combinagbes dos
mesmos.

[00101] Em algumas modalidades, os polipeptideos manipulados,
proteinas de fusdo ou proteinas de fusdo multivalentes e multiespecifi-

cas mostram uma afinidade por HSA maior que a afinidade pela albu-
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mina sérica do rato. Em certas modalidades, os polipeptideos manipu-
lados, proteinas de fusdo ou proteinas de fusdo multivalentes e multi-
especificas mostram uma afinidade pela albumina sérica de macaco
cynomolgus maior que a afinidade pela albumina sérica de camundon-
go. Em outras modalidades, os polipeptideos manipulados, proteinas
de fusdo ou proteinas de fusdo multivalentes e multiespecificas mos-
tram uma afinidade por HSA maior que a afinidade pela albumina séri-
ca de macaco cynomolgus.

[00102] Em algumas modalidades, os polipeptideos manipulados,
proteinas de fusdo ou proteinas de fusdo multivalentes e multiespecifi-
cas mostram uma afinidade por C5 humano que € maior que a afinida-
de por C5 de camundongo. Em certas modalidades, os polipeptideos
manipulados, proteinas de fusdo ou proteinas de fusdo multivalentes e
multiespecificas mostram uma afinidade por C5 de macaco cynomol-
gus que € maior que a afinidade por C5 de camundongo. Em outras
modalidades, os polipeptideos manipulados, proteinas de fusdo ou
proteinas de fusdo multivalentes e multiespecificas mostram uma afi-
nidade por C5 humano que € maior que a afinidade por C5 de macaco
cynomolgus.

[00103] Os polipeptideos manipulados, proteinas de fusédo ou prote-
inas de fusdo multivalentes e multiespecificas aqui descritas podem
exibir, por exemplo, propriedades terapéuticas aperfeicoadas, incluin-
do, por exemplo, maior eficacia, biodisponibilidade, meia-vida ou ou-
tras propriedades terapeuticamente desejaveis quando comparadas a
terapéutica com anticorpos ou outra terapéutica. Em uma modalidade,
uma proteina de fusdo da descricdo compreende pelo menos um poli-
peptideo manipulado aqui descrito e pelo menos uma porcao terapéu-
tica ou de direcionamento. Em tais proteinas de fusao, a proteina de
fusdo pode exibir, por exemplo, uma meia-vida aumentada em compa-

racdo com o dominio de ligacao terapéutica sozinho. Geralmente, es-
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sas proteinas de fusdo tém 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 porgcao
terapéutica ou de direcionamento correspondente por si s6. Em algu-
mas modalidades, uma proteina de fusdo da descricdo tem uma meia-
vida aumentada em mais de 1 hora, mais de 2 horas, mais de 6 horas
ou mais de 12 horas em comparagao com a meia-vida da porcéao tera-
péutica ou de direcionamento correspondente. Em outras modalida-
des, uma proteina de fusdo 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 trés semanas ou nao mais do
que 2 meses.

[00104] A expressdo "meia-vida", como usada aqui, se refere ao
tempo necessario para que a concentracao sérica do polipeptideo ma-
nipulado, proteina de fusdo ou proteina de fusdo multivalente e multi-
especifica seja reduzida em 50%, in vivo, como resultado, por exem-
plo, da degradacao da molécula e/ou depuragcédo ou sequestro da mo-
lécula por mecanismos fisiolégicos. Os métodos para analise farmaco-
cinética e determinacdo da meia-vida sao conhecidos por aqueles ver-
sados na técnica na técnica.

[00105] Uma descrigdo geral de proteinas de fusdo multivalentes e
multiespecificas que contém um ou mais anticorpos VHH e a sua pre-
paragao € conhecida (Els Conrath, K. et al., J. Biol. Chem. 276: 7346-
50, 2001; Muyldermans, S., J. Biotechnol. 74:277-302 2001; Publica-
coes Internacionais WO 96/34103, WO 99/23221 e WO 04/041865.
[00106] Os polipeptideos manipulados, proteinas de fusdo e protei-
nas de fusdo multivalentes e multi-especificas aqui descritas podem
ser expressas ou associadas a construgcdes que incluem, por exemplo,

um ou mais elementos, tais como vetores de expressido (WO
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04/041862).

[00107] Os polipeptideos manipulados, proteinas de fusdo e protei-
nas de fusdo multivalentes e multiespecificas aqui descritos podem ser
expressas em, por exemplo, células hospedeiras isoladas que com-
preende moléculas de acido nucleico que codificam os polipeptideos
manipulados, proteinas de fusdo e proteinas de fusao multivalentes e
multiespecificas aqui descritos. As células hospedeiras adequadas in-
cluem, mas nao estio limitadas a células de mamiferos e leveduras.
[00108] As composicdes terapéuticas ou farmacéuticas aqui descri-
tas podem compreender uma quantidade terapeuticamente eficaz de
um ou mais polipeptideos manipulados, proteinas de fusdo ou protei-
nas de fusdo multivalentes e multiespecificas, como aqui descritos em
mistura com um agente de formulacédo farmaceuticamente ou fisiologi-
camente aceitavel selecionado para adequacdo ao modo de adminis-
tracdo. Os materiais de formulacdo aceitaveis sao preferivelmente nao
toxicos para os receptores nas dosagens e concentragbes a serem
empregadas.

[00109] Materiais de formulagdo aceitaveis podem ser utilizados
para modificar, manter ou preservar, por exemplo, o pH, osmolaridade,
viscosidade, limpidez, cor, isotonicidade, odor, esterilidade, estabilida-
de, taxa de dissolucao ou liberacédo, adsorcdo ou penetragao da com-
posicao. Os materiais de formulacdo aceitaveis incluem, entre outros,
aminoacidos (como glicina, glutamina, asparagina, arginina ou lisina),
antimicrobianos, antioxidantes (como acido ascorbico, sulfito de sédio
ou hidrogénio sulfito de sodio), tampdes (como como borato, bicarbo-
nato, Tris-HCI, citratos, fosfatos ou outros acidos organicos), agentes
de volume (como manitol ou glicina), agentes quelantes (como acido
etilenodiamina tetra acético (EDTA)), agentes complexantes (como
cafeina, polivinilpirrolidona), beta-ciclodextrina ou hidroxipropil-beta-

ciclodextrina), cargas, monossacarideos, dissacarideos e outros car-
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boidratos (como glicose, manose ou dextrinas), proteinas (como albu-
mina sérica, gelatina ou imunoglobulinas), corantes, aromatizantes e
agentes diluentes, emulsificantes, polimeros hidrofilicos (como polivi-
nilpirrolidona), polipeptideos de baixo peso molecular, contra-ions for-
madores de sal (como sodio), conservantes (como cloreto de ben-
zalconio, acido benzodico, acido salicilico, timerosal, alcool fenetilico,
metilparabeno, propilparabeno, clorexidina, acido sérbico ou perdxido
de hidrogénio), solventes (como glicerina, propileno glicol ou polietile-
no glicol), alcoois de agucar (como manitol ou sorbitol), agentes de
suspensao, tensoativos ou agentes umectantes (como Pluronics; PEG;
esteres 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 preferéncia cloreto de sdédio ou potassio - ou manitol sorbitol), vei-
culos para liberacao, diluentes, excipientes e/ou adjuvantes farmacéu-
ticos {ver, por exemplo, REMINGTON’'S PHARMACEUTICAL SCIEN-
CES (182 Ed., AR Gennaro, ed., Mack Publishing Company 1990) e
edicdes subsequentes do mesmo, que sao aqui incorporadas por refe-
réncia).

[00110] Um especialista na técnica pode desenvolver uma compo-
sicdo farmacéutica que compreenda os polipeptideos manipulados,
proteinas de fusdo ou proteinas de fusdo multivalentes e multiespecifi-
cas aqui descritas, dependendo, por exemplo, da via de administragao
pretendida, formato de liberacdo e dosagem desejada.

[00111] Uma vez que os polipeptideos manipulados, proteinas de
fusdo e proteinas de fusdao multivalentes e multiespecificas aqui des-
critos podem exibir, por exemplo, uma meia-vida aumentada, eles po-
dem, em algumas modalidades, ser administrados para estar em circu-

lacdo. Como tal, eles podem ser administrados de qualquer maneira
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adequada, como intravenosa, subcutanea, através de injecdo ou infu-
sao, ou de qualquer outra maneira adequada que permita que os poli-
peptideos manipulados, proteinas de fusédo ou proteinas de fusdo mul-
tivalentes e multiespecificas entrem na circulagdo. A preparacédo de
tais composi¢des farmacéuticas esta dentro do conhecimento daquele
versado na técnica.

[00112] Qualquer um dos polipeptideos manipulados, proteinas de
fusdo e proteinas de fusdao multivalentes e multiespecificas aqui des-
critos, pode ser administrado em combinacdo com uma terapia adicio-
nal, isto €, combinado com outros agentes. A expressao "coadminis-
trado", conforme aqui utilizado, inclui toda ou qualquer administracao
simultanea, separada ou sequencial dos polipeptideos manipulados,
proteinas de fusdo e proteinas de fusdo multivalentes e multiespecifi-
cas aqui descritos com adjuvantes e outros agentes, incluindo a admi-
nistragdo como parte de um regime de dosagem.

[00113] As composicdes farmacéuticas aqui descritas podem incluir
um ou mais agentes para melhorar, por exemplo, a liberagdo do agen-
te terapéutico. Agentes adicionais podem ser coadministrados, por
exemplo, como co-injetavel. Os agentes que degradam o hialuronano,
por exemplo, podem ser incluidos nas composicdes farmacéuticas
aqui descritas ou tais agentes podem ser coadministrados com as
composicoes farmacéuticas aqui descritas para facilitar, por exemplo,
a dispersao e absorcédo dos agentes terapéuticos aqui descritos apds a
administracdo. Um exemplo de um tal agente é a hialuronidase re-
combinante.

[00114] As composicdes farmacéuticas também podem ser selecio-
nadas para administracdo parenteral. Alternativamente, as composi-
cbes podem ser selecionadas para inalagdo ou liberacdo através do
trato digestivo, tal como por via oral. A preparagao de tais composi-

¢bes farmacéuticas esta dentro do conhecimento aquele versado na
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técnica.

[00115] Composicdes farmacéuticas adicionais serdao evidentes pa-
ra aqueles versados na técnica, incluindo formulagées que envolvem
formulacgdes de liberacdo sustentada ou liberacdo controlada. As téc-
nicas para formular formulacées de liberacdo sustentada ou liberacéo
controlada, utilizando, por exemplo, veiculos lipossomais, microparti-
culas biodegradaveis ou esferas porosas e inje¢cdes de depdsito, sdo
conhecidas daqueles versados na técnica.

[00116] A descricao também abrange kits terapéuticos que compre-
endem os polipeptideos manipulados, proteinas de fusédo e proteinas
de fusdo multivalentes e multiespecificas aqui descritos. Em algumas
modalidades, os kits compreendem um primeiro recipiente com uma
proteina seca e um segundo recipiente com uma formulagdo aquosa.
Em outras modalidades, os kits compreendem seringas pré-cheias
simples e com varias camaras (por exemplo, seringas com liquidos e
lyosyringes).

[00117] A descricao também abrange um artigo de fabricagdo que
compreende um recipiente que compreende um rotulo e uma compo-
sicao que compreende os polipeptideos manipulados, proteinas de
fusdo e proteinas de fusdo multivalentes e multiespecificas aqui des-
critas, em que o rétulo indica que a composicédo deve ser administrada
a um paciente que possui ou que é suspeito de ter um disturbio medi-
ado pelo complemento.

[00118] Em uma modalidade, a descricido fornece um método para
prevenir e/ou tratar pelo menos uma doencga, condicdo ou disturbio
que pode ser prevenido ou tratado usando um polipeptideo manipula-
do, proteina de fusdo ou proteina de fusdo multivalente e multiespeci-
fica aqui descritos, a método compreendendo a administracdo a um
paciente necessitado uma quantidade terapeuticamente ou farmaceu-

ticamente eficaz de um polipeptideo manipulado, proteina de fusao ou
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proteina de fusdo multivalente e multiespecifica aqui descritos. Em
modalidades particulares, o disturbio € um disturbio mediado por com-
plemento, tal como, por exemplo, artrite reumatoide; nefrite lUpica; as-
ma; lesao de isquemia-reperfusido; sindrome urémica hemolitica atipi-
ca (aHUS); doencga de depdsito denso (DDD); hemoglobinuria paroxis-
tica noturna (PNH); degeneragdo macular (por exemplo, degeneragao
macular relacionada a idade (AMD)); hemdlise, sindrome com enzimas
hepaticas elevadas e plaquetas baixas (HELLP); sindrome de Guillain-
Barré (GBS); enteropatia com perda de proteina (por exem-
plo,Sindrome de CHAPLE); miastenia gravis (MG); neuromielite éptica
(NMO); microangiopatia trombdtica pos-transplante de células-tronco
hematopoiéticas (p6s-HSCT-TMA); TMA pods-transplante de medula
ossea (TMA p6s-BMT); Doenca de Degos; Doenca de Gaucher; glo-
merulonefrite; purpura trombocitopénica trombdtica (TTP); perda fetal
espontanea; vasculite imune de Pauci; epidermdlise bolhosa; perda
fetal recorrente; esclerose multipla (MS); traumatismo craniano; e le-
sao resultante de infarto do miocardio, circulagao extracorporea e he-
modialise.

[00119] A quantidade eficaz de uma composi¢ao farmacéutica co-
mo aqui descrita para ser empregada terapeuticamente dependera,
por exemplo, do contexto e objetivos terapéuticos. Um especialista na
técnica compreendera que um nivel de dosagem apropriado para o
tratamento variara dependendo, em parte, da molécula a ser adminis-
trada, da indicagao para a qual a composi¢ao esta sendo usada, da via
de administragdo e do tamanho (peso corporal, superficie corporal ou
tamanho do érgéo) e condigéo (idade e estado geral de saude) do pa-
ciente.

EXEMPLOS

[00120] Os Exemplos a seguir sao ilustrativos de modalidades es-

pecificas da descrigdo e varios usos dos mesmos. Eles sédo estabele-
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cidos apenas para fins explicativos e ndo devem ser interpretados co-
mo limitantes do escopo da invencao de forma alguma.

Exemplo 1. Imunizagdo de lhama e construcao de biblioteca de
fagos anti-VHH de C5

[00121] As imunizagdes de lhama foram realizadas comecando com
uma injegao primaria seguida de reforgos secundarios. Resumidamen-
te, a imunizacédo primaria foi iniciada com 500 ug de proteina C5 do
complemento humano e reforgos subsequentes de 500 ug de antigeno
de proteina C5 do complemento humano foram administrados na se-
mana 2 (reforco 1), semana 4 (reforgo 2), semana 8 (reforco 3) e se-
mana 12 (reforgo 4). Os titulos séricos foram medidos por ELISA e os
titulos apos o reforgo 3 foram encontrados serem os mais elevados -10
vezes acima do sinal pré-sangramento na diluicao 1:1.000.000. As cé-
lulas mononucleares do sangue periférico (PBMCs) foram isoladas a
partir de amostras de sangue apods o reforgo 3. A viabilidade celular foi
encontrada ser de 98% pela coloracdo com trypan blue. As células fo-
ram lisadas em tampao de lise de RNA imediatamente apods o isola-
mento de PBMC. O RNA total foi isolado de PBMCs e o cDNA foi sin-
tetizado usando iniciadores especificos da cadeia pesada de Ihama.
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 colbnias foram sequenciadas aleatoriamente e
101 (89%) sequéncias corretas foram obtidas. A biblioteca foi raspada
e suspensa em glicerol 25% e depois armazenada a -80°C.

Exemplo 2. Sele¢cao em apresentacao de fago e rastreamento de
dominios VHH de C5

[00122] As células TG1 contendo a biblioteca anti-dominio VHH da

proteina C5 do complemento humano foram cultivadas até a fase loga-
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ritmica (OD600 = 0,4-0,8) a 37°C em meio 2xYT contendo carbenicili-
na 100 pg/mL e glicose 2%. As células foram infectadas com fago au-
xiliar M13K07 com e sem agitagdo 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 pg/mL, canamicina 50
Mg/mL e IPTG 1 mM e o bacteriéfago 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 solucdo de PEG-NaCl [polietilenoglicol 6000 20%,
NaCl 1,5 M] pela incubagao por 1 hora em gelo. As particulas do fago
foram peletizadas por centrifugacdo a 9000 x g durante 15 minutos a
4°C e o sobrenadante foi descartado. As particulas de fago foram res-
suspensas em tampéao de bloqueio superblock e os residuos celulares
foram peletizados por centrifugacédo por 10 minutos a 7500 x g em um
tubo de microcentrifuga. O sobrenadante contendo as particulas de
fago foi transferido para um novo tubo e o fago foi precipitado nova-
mente como descrito acima. As particulas de fago concentradas foram
submetidas a um desafio térmico por 1 hora a 70°C e o titulo do fago
antes e apds o aquecimento foi determinado pela infeccdo de células
TG1 em fase logaritmica, seguida de plagueamento em placas de agar
2xYT com carbenicilina 100 pg/mL, canamicina 50 pg/mL e glicose
2%.

[00123] A estratégia de selecdo da biblioteca incluiu a selecdo com
a proteina C5 do complemento biotinilado de macaco cynomolgus
(cyno) e a competicdo com o equivalente molar da proteina C5 do
complemento humano nao biotinilada para obter dominios VHH anti-
C5 com afinidade combinada para ambas as espécies humanas e
cyno. A biblioteca de apresentacdo em fago de VHH foi submetida a
uma etapa de desmarcacido contra Dynabeads® M-280 Streptavidin

por 1 hora em temperatura ambiente. As particulas de fago desmarca-
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das foram selecionadas por afinidade combinada com C5 humano e
de cyno pela incubagcdo em uma solugcdo equimolar de C5 biotinilado
de cyno e C5 humano nao biotinilado com Dynabeads M-280 Strepta-
vidin por 30 minutos em temperatura ambiente. Apos 5 ciclos de lava-
gem com PBST e PBS, o fago foi eluido das esferas utilizando glicina
0,1 M (pH 2,2) com BSA 1 mg/mL. O sobrenadante eluido foi neutrali-
zado com Tris 1 M, pH 8,0. As células TG1 em fase logaritmica foram
infectadas com o fago neutralizado e plaqueadas em meio 2YTCG pa-
ra medir o titulo de saida. Os titulos de saida e entrada foram compa-
rados para calcular a taxa de enriquecimento; uma proporgcao mais alta
sugeriu o isolamento bem-sucedido de clones especificos de C5.
[00124] Os clones individuais foram coletados, inoculados em uma
placa de 96 pocos profunda em meio 2xYT com carbenicilina 100
Mg/mL e glicose 2% e cultivados até a fase logaritmica. As células fo-
ram infectadas com M13KO07 e cultivadas durante a noite a 30°C para
a producgao de particulas de fago que apresentem dominios individuais
de VHH no sobrenadante da cultura. O rastreamento por ELISA de fa-
gos de quatro placas de 96 pocos com C5 humano capturado em pla-
cas revestidas com estreptavidina sugeriu ~60% de clones positivos.
72 clones unicos de um total de 76 foram selecionados como repre-
sentantes com base na analise de sequéncia da CDR H3. As sequén-
cias desses clones de VHH representativos sao fornecidas na Tabela
1. Para fins de clonagem, os aminoacidos N e C-terminais foram modi-
ficados para coincidir com os aminoacidos N e C-terminais de VH-3
linha germinativa humana.

[00125] As sequéncias de aminoacidos adequadas para usoO nhos
polipeptideos manipulados da descricdo incluem as sequéncias de

aminoacidos descritas nas Tabela 1 ou seus fragmentos.
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Tabela 1. Dominios VHH anti-C5 derivados de lhama e se cada clone
se liga a proteina C5 do complemento humano (hC5) e/ou proteina C5

do complemento de cyno (cC5).

Sequéncia Ligaa hC5 | LigaacC5

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- n n
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)

LCPO111

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFPFSLYDMGWYR-
QAPEKQRESVAIITQSGSTDYADSVKGRFTISRDNAK-
NTLYLQMNSLKPEDTAVYYCRLVGVTWGQGTQVTVSS (SEQ ID
NO:170)

LCPO112

EVQLVESGGGLVQAGGSLTLSCAASGRTFSSYGIGWFR-
QAPGKEREFVAAISRTGQTTHYADSIRFTISRDNAK-
NTVYLQMNSLKPEDTAVYYCAARTGGPIYGS-
EYHYWGQGTQVTVSS (SEQ ID NO:171)

LCP0113

EVQLVESGGGLVQAGDSLTLSCAASGRPFSSLTMGWFR-
QAPGKGREFVATTSWSGDIKYYADFVKGRFTISRDNAK-
NMVYLQMNSLKPEDTAVYYCAATLLRTWSRQTNEYEY-
WGQGTQVTVSS (SEQ ID NO:172)

LCPO0114

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCTSRIGTISNIDLMNWYR-
QAPGKQREFVASLQSTGTTDYADSVRGRFTISRDNAK-
NTLFLQMNSLNPEDTAVYYCHALLPRSPYNVWGQGTQVTVSS
(SEQ ID NO:173)

LCPO115

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)

LCPO127

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)

LCPO138

EVQLVESGGGSVPAGGSLRLSCAAFGFTFDNYAIAWFR-
QAPGKEREGVSCLSTNDGETYYADSVKGRFTISSDHAK-
NTVYLQMDSLRPEDTAVYYCAAAEGSWCHKYEYDYWGQGTQV
TVSS (SEQ ID NO:189)

LCP0139

EVQLVESGGGLVQAGESLRLS-
CAASGRTSDLYVVGWFRQTPGKEREFVAGIAWTGDASY-
YADSVEGRFTIARDNAENRIDLQMTSLKPEDTAVYYCA-
ADSRARFERQRYNDMNYWGQGTQVTVSS (SEQ ID NO:190)

LCPO141

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)

LCPO147

EVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCAASGRTFSSSNMGWFR-
QAPGEEREFVTAIDWSGGRTYYADSVKGRFTISRDNAK-
NTVYLQMDSLK-
PEDTAVYYCAAQGSGLDWGYPWTYDYWGQGTQVTVSS (SEQ
ID NO:197)

LCP0149

EVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCATSGSVLNIDSMAWYR-
QAPGKQRELVAEMLWGGTKNYGDSVKGRFTISGDADWGTEL-
QMSSLKPEDTAVYYCNAVGRGFRDAWGQGTQVTVSS (SEQ D
NO:198)

LCP0150

EVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCVASGSGFGILDMGWYR-
QAPGSRRELVGYVTRDGTTNYGNSVKGRSIISE-
DITKNTVILQMNSLKPEDTAVYFCTAGLT-
NQPRAWGQGTQVTVSS (SEQ ID NO:199)

LCP0151

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLS-
CAASGSVSSINVMGWYRQTPGKQRELVAA-
INRGGSTNVADSVKGRFTISRDNAKNTVYLQMNSLK-
PEDTAVYYCNAEPYGLDWRYDYWGQGTQVTVSS  (SEQ  ID
NO:200)

LCP0152

EVQLVESGGGLEQAGGSLRLSC-
TASGGTDSIYQMGWFRQTPGKEREFVAAINWNY-
GGAYYPDSVKGRFTISRDKAKNIGFLOQMNSLKPEDTAVYY-
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CATSQTSVDAFSVPITTARRYQYWGQGTQVTVSS  (SEQ 1D
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-
KAIVSLQMNSLKPEDTAVYYCKTDGRPWEF-
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)

LCPO0311

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- n n
GVGWFRQTPGREREFVSAVSWNGDRTYYQDSVKGRFTIS-
REYAKNTVYLQMDSLKPEDTAVYYCAVNMYGSTFPGLS-
VESHYDYWGQGTQVTVSS (SEQ ID NO:222)

LCP0317 EVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCAASGSIFSINAMAWYR- + +
QAQGKQRELVADITKNDITDYADSVKGRFTIARDNAK-
NTVDLQMNSLKPEDTAVYYCTAALSRHPYRSWGQGTQVTVSS
(SEQ ID NO:223)

LCP0319 EVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCAAAGRSLSDY- n n
YIIWFRQPPGKEYEFVSSIRWNTGSTTYGDSVKGRFTISRD-
NAKSTVYLQMNSLKPEDTALYWCAA-
GLHLTPTSRTYNYRGQGTQVTVSS (SEQ ID NO:224)
LCP0320 EVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCAAPETIFTINSMGWYR- + +
QAPGKQRELVAFINLDGNTNYADSAKGRFTISRD-
NAENTVYLQMDNLKPDDTAVYYCNVLLSRAISGSYV-
HWGQGTQVTVSS (SEQ ID NO:225)

Exemplo 3. Clonagem e expressao de dominios VHH anti-C5

[00126] Os dominios VHH anti-C5 representativos foram subclona-
dos em um vetor de expressdo em mamiferos e expressos como fu-
sbes 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-
¢Oes redutoras, seguidos por coloragdo com Coomassie brilliant blue.
Os niveis de expressdo foram calculados usando interferometria de
camada biolégica em um instrumento Octet (ForteBio Inc.). Os domi-
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. Andlise funcional e de ligagcao de dominios VHH anti-
C5

[00127] Analise de ligacdo ao componente C5 do complemento. Os

dominios VHH anti-C5 representativos foram sequenciados, caracteri-
zados e avaliados quanto a ligagcéo a proteina 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 dominios VHH-His expressos foram normalizados para
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uma concentragdo de 20 yg/mL em 2x tampao 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 entdo expostas a uma solucédo contendo 50
nM de C5 soluvel (humano, cyno ou camundongo) em 2x tamp&o ciné-
tico cada um por 600 segundos em experiéncias separadas e a disso-
ciagao foi seguida por 600 segundos em 2x tampéao cinético. Os domi-
nios VHH que mostraram ligacdo a C5 humano (hC5) ou C5 cyno
(cC5) estdo marcados com um '+' na Tabela 1.

[00128] Ensaio de hemdlise para o antagonismo de C5. Um ensaio

de hemolise mede a liberagdo de hemoglobina de eritrocitos de frango
sensibilizados, lisados pela exposi¢cao ao soro ativado pela Via Classi-
ca do Complemento CCP. Os dominios VHH marcados com His foram
expressos em ceélulas Expi293. Ensaios preliminares foram utilizados
para selecionar dominios VHH anti-C5 funcionais, que foram purifica-
dos por IMAC. Dez dominios VHH purificados foram analisados quanto
a sua capacidade de inibir a hemoélise mediada por CCP de eritrocitos
de frango sensibilizados em diferentes concentragdes.

[00129] Nenhum anticorpo e EDTA 20 mM foram utilizados como
controles com lise completa e sem lise para o ensaio, respectivamen-
te. Os dez dominios VHH e as IgGs anti-C5 de controle (indicadas co-
mo h5G1.1, BNJ441 e Ec-CHO) em diferentes concentragdes (32
Mg/mL a 0,5 pg/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 eritrocitos de frango (Lampire Biologicals, cat. # 7201403) foram
lavados quatro vezes com 1 mL de GVB++ e os cRBCs sensibilizados
foram preparados pela incubagéo de 5 x 107 células/mL com diluicdo
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 uL de cRBCs sensibilizados (2,5 x 108 células) foram adi-
cionados ao soro e anticorpos humanos pré-incubados e incubados a
37°C por 30 minutos. As células foram peletizadas por centrifugacao a
1700 x g por 3 minutos a 4°C e o sobrenadante (85 uL) foi transferido
para uma nova placa de 96 pocos de fundo plano. A absorbancia foi
medida a 415 nm. O percentual de lise foi calculado para cada dominio
VHH e os anticorpos de controle como:
((A415amostra = A415 sem lise )/ (A415 lise completa = A415 sem lise)) X 100

onde As1samostra € @ absorbancia a 415 nm para o anticorpo da amostra,
As15 sem lise € @ absorbancia a 415 nm para o controle sem lise (EDTA
20 mM ) e As15 iise completa € @ absorbancia a 415 nm para o controle
completo da lise. Os resultados sdo mostrados na figura. 1

[00130] Identificacdo de dominios VHH que inibem a liberacdo de

Cba. Clivagem da proteina C5 humana (por exemplo, liberagdo 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 dominios VHH anti-C5 foram
expressos e purificados como na secao anterior e foram analisados
quanto a sua capacidade de bloquear a clivagem da proteina C5 hu-
mana pela medida da quantidade de hC5a liberada. A concentracéo
6tima para o dominio VHH da amostra foi determinada em experimen-
tos-piloto. Os dominios VHH da amostra e os anticorpos de controle
(h5G1.1, BNJ441 e Ec-CHO) foram adicionados a proteina C5 humana
(concentracao final 25 nM) (CompTech Inc.) em tampao 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 pogos de alta ligagdo MSD
foi revestida com um anticorpo anti-C5a 2 pg/mL em solugao salina
tamponada com fosfato BupH (ThermoFisher) e incubada por 1 hora.

Zymosan foi entdo adicionado a NHS em igual proporgéo para ativar a
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via alternativa do complemento. Esta mistura de zymosan-NHS foi en-
tdo adicionada a solugdo pré-incubada de VHH-hCS5 e incubada a
37°C. A reacéo foi parada em diferentes pontos de tempo (0, 30, 60 e
90 minutos) por adicdo 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 ligacédo nao especifica a 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 deteccao de anticorpo biotina-
Ab2942 (Abcam) 1 ug/mL e estreptavidina conjugada com sulfo-tag 0,5
Mg/mL foi preparada e depois adicionada a cada pocgo e incubada em
temperatura ambiente por 30 minutos. Foi adicionado 2x tamp&o de
leitura MSD a cada pogo e o sinal eletro-quimioluminescente foi medi-
do. Os dados brutos foram analisados usando o programa MSD de
bancada. Os resultados deste experimento sdo mostrados na FIG. 2)
[00131] LCPO115, LCP0146, LCP0295, LCP0296, LCP0297 e
LCP0302 inibiram a liberacdo de C5a e foram utilizados para posterior
caracterizacao.

Exemplo 5. Analise de afinidade de dominios VHH anti-C5 por Bi-
acore

[00132] Os dominios VHH anti-C5 foram priorizados com base na
reatividade cruzada com C5 de cyno e oito dominios VHH anti-C5 puri-
ficados foram submetidos a analise de afinidade por Biacore. Os pa-
rametros cinéticos para ligacdo a C5 humano e de cyno para os oito
candidatos iniciais sdo mostrados na Tabela 2. Dos oito candidatos
analisados por afinidade, cinco dominios anti-C5 (LCPO115, LCP0143,
LCP0146, LCP0296 e LCP0302) foram escolhidos e priorizados para
humanizagao e analise adicional com base na afinidade combinada a

C5 humano e de cyno.
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Tabela 2. resultados da caracterizagao por Biacore de dominios

VHH.
Amostra [ k. (1/Ms) ke (1/5) Ko (M) Chi?
LCP0095 hC5 2,86e5 7,14e-4 2,50e-9 6,94
cC5 4,565 1,68e-3 3,696-9 12,9
LCPO115 hC5 1,13e5 3,485 3,096-10 0,08
cC5 9,53¢4 1,02e-5 1,07e-10 0,10
LCP0123 hC5 1,08e5 2,16e-4 1,99¢-9 0,13
cC5 1e5 3,81e4 3,8¢-9 0,14
LCP0136 hC5 4,865 8,82e-4 1,81e-9 2,47
cC5 7,89¢5 2,51e-4 3,18e-10 1,01
LCP0143 hC5 6,915 5,66e-5 8,2e-11 0,90
cC5 74165 1,24e-4 1,67e-10 0,81
LCP0146 hC5 2,24¢6 9,75e-5 4,35e-11 0,42
cC5 2,64¢6 2,44e-4 9,22e-11 0,47
LCP0296 hC5 9,34e4 3,9¢-5 4,17e-10 0,06
cC5 6,84e4 1,06e-4 1,55€-9 0,03
LCP0302 hC5 1,145 2,225 1,95e-10 0,03
cC5 1,03e5 2,38e-5 2,32e-10 0,03

Exemplo 6. Humanizagao de dominios VHH anti-C5

[00133] Cinco dominios VHH anti-C5 priorizados (LCP0115,
LCP0143, LCP0146, LCP0296 e LCP0302) foram humanizados por
enxerto de CDR em linhagens germinativas humanas com similaridade
de sequéncia a sequéncia de lhama. As CDRs foram baseadas na
maior cobertura de aminoacidos entre as definicbes de IMGT e Kabat.
Foram feitas mutagdes retrogradas aos residuos caracteristicos de
FR2 de Ihama para manter a estabilidade do dominio VHH. As varian-
tes humanizadas foram expressas em células Expi293 e testadas
quanto a ligacdo ao C5 humano usando interferometria de camada
bioldgica.

[00134] Outras mutacées nas costas dos residuos de lhama dos
pais foram introduzidas em estruturas selecionadas para varias das
variantes para melhorar sua afinidade pelo C5 humano. As constru-
cbdes foram expressas em células HEK293F e avaliadas quanto a liga-
¢ao por interferometria de camada biolégica.

[00135] Mutacdes retrégradas adicionais em residuos parentais de
lhama foram introduzidas em estruturas selecionadas das variantes
para otimizar ainda mais sua afinidade por C5 humano e as termina-
¢bes N foram humanizados para EVQLV (SEQ ID NO: 147; quando
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necessario) e as terminagbes C foram humanizadas para WGQG-
TLVTVSS (SEQ ID NO: 148; onde necessario). Os candidatos resul-

tantes de VHH anti-C5 priorizados sdo mostrados na Tabela 3 abaixo.

As CDRs desses candidatos sdo mostradas na Tabela 4.

Tabela 3. Candidatos a dominio VHH anti-C5 humanizados

nome de VHH
anti-C5 candidato

LCPO177

Sequéncia candidata

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRTFSGILSPYAVGWFR-
QAPGQGLEAVATITSGGSAIYTDSVKGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAVRTR-
RYGSNLGEVPQENEYGYWGQGTLVTVSS

SEQ
ID NO:

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-
NSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAARQGQYI1YSS-
MRSDSYDYWGQGTLVTVSS

LCP0197

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRAFSDYAMAWFR-
QAPGQEREFVAGIGWSGGDTLYADSVRGRFTISRDNAK-
NTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAARQGQYIYSS-
MRSDSYDYWGQGTLVTVSS

LCP0199

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRAFSDYAMAWFR-
QAPGQEREFVAGIGWSGGDTLYADSVRGRFTISRD-
NSKNTMYLQMNSLRAEDTAVYYCAARQGQYIYSS-
MRSDSYDYWGQGTLVTVSS

LCP0203

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRAFSDYAMAWFR-
QAPGQGLEFVAGIGWSGGDTLYADSVRGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAARQGQYI1YSS-
MRSDSYDYWGQGTLVTVSS
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LCP0207

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRTFSGILSPYAVGWFR-
QAPGKGLEFVSTITSGGSAIYTDSVKGRFTISRDNAKDSLY-
LQMNSLRAEDTAVYYCAVRTR-
RYGSNLGEVPQENEYGYWGQGTLVTVSS

LCP0208

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRTFSGILSPYAVGWFR-
QAPGKGLEFVSTITSGGSAIYTDSVKGRFTISRDNAK-
NTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAVRTR-
RYGSNLGEVPQENEYGYWGQGTLVTVSS

LCP0209

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRTFSGILSPYAVGWFR-
QAPGKGLEFVSTITSGGSAIYTDSVKGRFTISRDNAK-
NSVYLQMNSLRAEDTAVYYCAVRTR-
RYGSNLGEVPQENEYGYWGQGTLVTVSS

LCP0212

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRTFSGILSPYAVGWFR-
QAPGQGLEFVATITSGGSAIYTDSVKGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAVRTR-
RYGSNLGEVPQENEYGYWGQGTLVTVSS

CRL0303

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRHFSDYAMAWFR-
QAPGQEREFVAGIGWSGGDTLYADSVRGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAARQGQYI1YSS-
MRSDSYDYWGQGTLVTVSS

CRL0304

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRAHSDYAMAWFR-
QAPGQEREFVAGIGWSGGDTLYADSVRGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAARQGQYI1YSS-
MRSDSYDYWGQGTLVTVSS

10

CRL0O305

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRAHSDYAMAWFR-
QAPGQEREFVAGIGWSGGDTLYADSVRGRFTNSRD-
NSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAARQGQYI1YSS-
MRSDSYDYWGQGTLVTVSS

11

CRL0307

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRHHSDYAMAWFR-
QAPGQEREFVAGIGWSGGDTLYADSVRGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAARQGQYIYSS-
MRSDSYDYWGQGTLVTVSS

12

CRL0726

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASVGTISDYGMGWFR-
QAPGQGLEAVASISWGGMWTDYADSVKGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCGRGRMYRGIGNSLAQPKSY-
GYWGQGTLVTVSS

238

CRLO727

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRTFSGILSAYAVGWFR-
QAPGQGLEAVATITSGGSTLSADSVKGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAVRTWPYGSNRGEVP-
TENEYGHWGQGTLVTVSS

239

CRL0728

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASVGTISDYGMGWFR-
QAPGQEREFVASISWGGMWTDYADSVKGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCGRGRMYRGIGNSLAQPKSY-
GYWGQGTLVTVSS

240

CRLO729

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRTFSGILSAYAVGWFR-
QAPGQEREFVATITSGGSTLSADSVKGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAVRTWPYGSNRGEVP-
TENEYGHWGQGTLVTVSS

241

CRLO0730

EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASVGTISDYGMGWFR-
QAPGKEREFVSSISWGGMWTDYADSVKGRFTISRDNAKNSLY-
LQMNSLRAEDTAVYYCGRGRMYRGIGNSLAQPKSYGYWGQGTLVTVSS

242

CRLO731

EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASVGTISDYGMGWFR-
QAPGKGLEFVSSISWGGMWTDYADSVKGRFTISRDNAKNSLY-
LQMNSLRAEDTAVYYCGRGRMYRGIGNSLAQPKSYGYWGQGTLVTVSS

243

CRLO0732

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRTFSGILSAYAVGWFR-
QAPGKEREFVSTITSGGSTLSADSVKGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAVRTWPYGSNRGEVP-
TENEYGHWGQGTLVTVSS

244

CRLO733

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRTFSGILSAYAVGWFR-
QAPGKGLEFVSTITSGGSTLSADSVKGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAVRTWPYGSNRGEVP-
TENEYGHWGQGTLVTVSS

245

CRL0960

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGRAFSDYAMAWVR-
QAPGQGLEWMGGIGWSGGDTLYADSVRGY-
TENFKDRVTMTRDTSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCARQGQYIYSS-
MRSDSYDYWGQGTLVTVSS

246

CRL0961

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGRAFSDYAMAWFR-
QAPGQEREFMGGIGWSGGDTLYADSVRGY-
TENFKDRVTMTRDTSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCARQGQYIYSS-
MRSDSYDYWGQGTLVTVSS

247
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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 dominios VHH anti-C5 humanizados candidatos

Dominio Sequéncia de CDR1 Sequéncia de CDR2 Sequéncia de CDR3

VHH [SEQ ID NO:] [SEQ ID NO:] [SEQ ID NO:]

LCP0146 GRAFSDYAMA [13] GIGWSGGDTLYADSVRG AARQGQYIYSSMRSDSYDY [20]
LCP0179 [18]
LCP0182
LCP0187
LCP0188
LCP0195
LCP0197
LCP0199
LCP0203
CRL0960
CRL0961
CRL0962
CRL0972
CRL0973
CRL0974
LCP0115 GRTFSGILSPYAVG TITSGGSAIYTDSVKG [19] AVRTRRYGSNLGEVPQENEYGY
LCP0177 14 [21]

LCP0180
LCP0183
LCP0184
LCP0207
LCP0208
LCP0209
LCP0212

LCP0143 EMGATINVMA [327] RLPLDNNIDYGDFAKG [325] | NVLLSRQINGAYVH [326]
LCP0178
LCP0181
LCP0185
LCP0186
CRL0303 GRHFSDYAMA [15] GIGWSGGDTLYADSVRG AARQGQYIYSSMRSDSYDY [20]
[18]
CRLO0304 GRAHSDYAMA [16] GIGWSGGDTLYADSVRG AARQGQYIYSSMRSDSYDY [20]
CRL0305 [18]

CRL0307 GRHHSDYAMA [17] GIGWSGGDTLYADSVRG AARQGQYIYSSMRSDSYDY [20]
(18]

LCP0296 VGTISDYGMG SISWGGMWTDYADSVKG GRGRMYRGIGNSLAQPKSYGY
CRLO0726 [264] [266] [268]

CRLO0728
CRL0730
CRLO731
CRL0963
CRL0964
CRL0965
CRL0975
CRL0976
CRL0977
LCP0302 GRTFSGILSAYAVG TITSGGSTLSADSVKG AVRTWPYGSNRGEVPTENEYGH
CRLO727 [265] [267] [269]

CRL0729
CRLO0732
CRLO0733
CRL0966
CRL0967
CRL0968
CRL0978
CRL0979
CRL0980

[00136] Mutacdes retrégradas para residuos parentais de lhama
foram introduzidas em estruturas selecionadas a partir de avaliacbes
de humanizagao para melhorar a afinidade das variantes seleciona-

das. As sequéncias das variantes com mutagao retrégrada sao mos-
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tradas na Tabela 5. As construcbes foram expressas em células
HEK293F e avaliadas quanto a ligagao por interferometria de camada
biologica.

Tabela 5. Variantes de VHH anti-C5 humanizadas com mutacdes re-

trogradas
Nome da Sequéncia da variante com mutagao retréograda SEQ
variante ID NO

Variantes de
LCP0115
LCP0204 EVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCAASGRTFSGILSPYAVGWFR- 270
QAPGKGLEFVSTITSGGSAIYTDSVKGRFTISRDNAKNSLY-
LQMNSLRAEDTAVYYCAVRTRRYGSNLGEVPQENEYGYWGQGTLVTVSS
LCP0205 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRTFSGILSPYAVGWFR- 232
QAPGKGREFVSTITSGGSAIYTDSVKGRFTISRDNAKNSLY-
LQMNSLRAEDTAVYYCAVRTRRYGSNLGEVPQENEYGYWGQGTLVTVSS
LCP0206 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRTFSGILSPYAVGWFR- 271
QAPGKGLEFVSTITSGGSAIYTDSVKGRFTLSRDNAKNSLY-
LQMNSLRAEDTAVYYCAVRTRRYGSNLGEVPQENEYGYWGQGTLVTVSS
LCP0207 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRTFSGILSPYAVGWFR- 5
QAPGKGLEFVSTITSGGSAIYTDSVKGRFTISRDNAKDSLY-
LQMNSLRAEDTAVYYCAVRTRRYGSNLGEVPQENEYGYWGQGTLVTVSS
LCP0208 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRTFSGILSPYAVGWFR- 6
QAPGKGLEFVSTITSGGSAIYTDSVKGRFTISRDNAK-
NTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAVRTR-
RYGSNLGEVPQENEYGYWGQGTLVTVSS
LCP0209 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRTFSGILSPYAVGWFR- 7
QAPGKGLEFVSTITSGGSAIYTDSVKGRFTISRDNAK-
NSVYLQMNSLRAEDTAVYYCAVRTR-
RYGSNLGEVPQENEYGYWGQGTLVTVSS
LCP0210 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRTFSGILSPYAVGWFR- 272
QAPGKGLEFVSTITSGGSAIYTDSVKGRFTISRDNAKNSLY-
LQMNSLKAEDTAVYYCAVRTRRYGSNLGEVPQENEYGYWGQGTLVTVSS
LCP0211 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRTFSGILSPYAVGWFR- 273
QAPGKGLEFVSTITSGGSAIYTDSVKGRFTISRDNAKNSLY-
LQMNSLRPEDTAVYYCAVRTRRYGSNLGEVPQENEYGYWGQGTLVTVSS
LCP0212 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRTFSGILSPYAVGWFR- 8
QAPGQGLEFVATITSGGSAIYTDSVKGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAVRTR-
RYGSNLGEVPQENEYGYWGQGTLVTVSS

Variantes de
LCP0146
LCP0193 EVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCAASGRAFSDYAMAWFR- 274
QAPGQEREFVAGIGWSGGDTLYADSVRGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAARQGQYIYSS-
MRSDSYDYWGQGTLVTVSS

LCP0194 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRAFSDYAMAWFR- 275
QAPGKEREFVAGIGWSGGDTLYADSVRGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAARQGQYIYSS-
MRSDSYDYWGQGTLVTVSS

LCP0195 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRAFSDYAMAWFR- 1
QAPGQEREFVAGIGWSGGDTLYADSVRGRFTNSRD-
NSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAARQGQYIYSS-
MRSDSYDYWGQGTLVTVSS

LCP0196 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRAFSDYAMAWFR- 276
QAPGQEREFVAGIGWSGGDTLYADSVRGRFTI-
SKDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAARQGQYIYSS-
MRSDSYDYWGQGTLVTVSS

LCP0197 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRAFSDYAMAWFR- 2
QAPGQEREFVAGIGWSGGDTLYADSVRGRFTISRDNAK-
NTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAARQGQYIYSSMRSDSYDYWGQGTLVTVSS
LCP0198 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRAFSDYAMAWFR- 277
QAPGQEREFVAGIGWSGGDTLYADSVRGRFTISRD-
NSKNRLYLQMNSLRAEDTAVYYCAARQGQYIYSS-
MRSDSYDYWGQGTLVTVSS
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LCP0199 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRAFSDYAMAWFR- 3
QAPGQEREFVAGIGWSGGDTLYADSVRGRFTISRD-
NSKNTMYLQMNSLRAEDTAVYYCAARQGQYIYSS-
MRSDSYDYWGQGTLVTVSS

LCP0200 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRAFSDYAMAWFR- 278
QAPGQEREFVAGIGWSGGDTLYADSVRGRFTISRD-
NSKNTLSLQMNSLRAEDTAVYYCAARQGQYIYSS-
MRSDSYDYWGQGTLVTVSS

LCP0201 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRAFSDYAMAWFR- 279
QAPGQEREFVAGIGWSGGDTLYADSVRGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLKAEDTAVYYCAARQGQYIYSS-
MRSDSYDYWGQGTLVTVSS

LCP0202 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRAFSDYAMAWFR- 280
QAPGQEREFVAGIGWSGGDTLYADSVRGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLRPEDTAVYYCAARQGQYIYSS-
MRSDSYDYWGQGTLVTVSS

LCP0203 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRAFSDYAMAWFR- 4
QAPGQGLEFVAGIGWSGGDTLYADSVRGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAARQGQYIYSS-
MRSDSYDYWGQGTLVTVSS

Exemplo 7. Isolamento de dominios VHH que se ligam a albumina
sérica humana

[00137] A albumina é uma proteina abundante no soro e possui pe-
so molecular suficiente para evitar a remocéao por filtracdo através da
barreira de filtracdo glomerular. A remog¢ao da albumina do soro por
degradacao intracelular é inibida pela interacdo de FcRn com a albu-
mina que ocorre em pH baixo. Essa interagao resulta no trafego do
complexo albumina-FcRn de volta a membrana plasmatica, onde a al-
bumina é liberada de volta ao sangue apods a exposi¢ao ao pH mais
neutro do sangue.

[00138] Visdo geral do processo de geracdo de VHH anti-HSA.

Uma biblioteca de apresentacdo em fagos de VHH anti-HSA imune foi
produzida a partir de células B de uma Ihama imunizada para dominios
VHH anti-C5 e para dominios VHH anti-HSA. Apds a obtencéo dos ti-
tulos de ponto final maiores que 1,000,000 em relacdo a HSA, as
PBMCs foram coletadas, RNA isolado e as regides de VHH isoladas
geneticamente. Como descrito em detalhes para dominios VHH anti-
C5 nos Exemplos 2-4, essas sequéncias VHH anti-HSA foram clona-
das em um fagomideo de fuséo plll, resultando em uma biblioteca de 6
x 108 clones independentes. Técnicas padronizadas de panning por

apresentacdo em fago foram usadas para selecionar dominios VHH

Peticdo 870190141523, de 30/12/2019, pag. 90/238



73/95

reativos para HSA e CSA (albumina sérica de macaco Cynomolgus).
Os resultados de trés rodadas de panning foram analisados por ELISA
e sequenciamento Sanger. Paralelamente, o sequenciamento de proé-
xima geracao (NGS) foi usado para examinar populagdes de sequén-
cias na biblioteca original ou sequéncias que foram enriquecidas por
panning. Um total de ~1000 clones foram isolados e analisados utili-
zando estes métodos.

[00139] Imunizacdo de lhama e construcdo de biblioteca de fago de

VHH. Uma Ihama foi imunizada com HSA. O estimulo primario consis-
tiu em 500 pyg de antigeno misturado com adjuvante completo de
Freunds. As imunizacdes de reforco de 500 pg de antigeno em adju-
vante incompleto de Freunds foram administradas em 2 semanas, 4
semanas, 8 semanas e 12 semanas. Os titulos de soros foram monito-
rados com sangramentos de teste aproximadamente 2 semanas apos
cada reforco. Os sangramentos de teste foram analisados por ELISA
para determinar o titulo da resposta imune. Um titulo de soro anti-HSA
foi detectado com sinal 20x acima do pré-sangramento para a diluicao
de 1:100,000; portanto, um sangramento de produg¢ao de 500 mL foi
processado para obter ~ 7 x 108 PBMCs para isolamento de RNA e
producao de biblioteca. O RNA total das PBMCs foi purificado com ex-
tracdo com fenol/cloroféormio, seguido de uma coluna de centrifugagao
de silica e o RNA total foi eluido com agua livre de RNase. A qualidade
do RNA foi avaliada através da determinagao da proporgao ODa2eo /280 €
por eletroforese em gel de agarose. O cDNA foi sintetizado usando
iniciadores reversos especificos da cadeia pesada de Ihama. 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 litios Sfil e
clonados em pADL-10b, e a biblioteca de DNA foi transformada em

células TG1. Um total de 6 x 10% 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 analise de 105 clones quanto a presenca de um inserto com uma
fase de leitura correta, singularidade e presenca de sequéncias de ini-
ciadores.

[00141] Panning e rastreamento por apresentacdo em fago. Uma

aliquota do estoque em glicerol da biblioteca de VHH anti-HSA com-
preendendo 3,75 x 10" células foi cultivada em meio 2xYT suplemen-
tado com glicose 2% e carbenicilina 100 uyg mL. As células foram culti-
vadas a 37°C com agitagdo a ~250 rpm até que ODeoo de ~0,6 fosse
obtida. O fago auxiliar foi adicionado a uma multiplicidade de infec¢ao
(MOI) de 20 e a cultura foi incubada por 30 minutos sem agitagao, se-
guida de incubagao por 30 minutos com agitacdo a 37°C. As células
foram colhidas e ressuspensas em meio 2xYT suplementado com car-
benicilina 25 pg/mL, canamicina 50 pg/mL e IPTG 200 uM. As culturas
foram agitadas durante a noite a 30°C e 250 rpm. O meio foi clarificado
por centrifugacéo, os fagos foram precipitados pelar adigdo de 1/4 de
volume de PEG-8000 10%/NaCl 2,5 M e incubacdo em gelo por 30
minutos. Os fagos foram peletizados por centrifugacéo 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 aliquota 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 ima e o
sobrenadante contendo o fago foi transferido para um novo tubo Ep-
pendorf. Os fagos foram suplementados com 10 yg de HSA biotinilada,
incubados com rotacdo 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-

pao de lavagem PBS/Tween 0,05%, eluidas com glicina 0,1 M, pH 2,7,
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e depois o tampao de eluicio foi neutralizado com Tris 1 M, pH 9,0. Os
fagos eluidos foram resgatados em células TG1 de fago logaritmicas e
os produtos foram recuperados em bandejas de 250 cm x 250 cm com
LB Carbenicilina, glicose 2%. Os titulos foram determinados por dilui-
¢ao seriada de uma aliquota do resgate do fago. Uma segunda rodada
de panning foi realizada essencialmente como descrito acima, usando
uma aliquota do crescimento da primeira rodada e 5 pg de HSA biotini-
lada para as selecgoes.

[00143] Para rastrear clones quanto a reatividade a HSA, clones
individuais foram colocados em placas de 96 pocos, cultivados em um
volume de 250 pL de 2xYT suplementado com 100 ug/mL de Carbeni-
cilina e 2% de glicose durante a noite a 37°C. Cada poc¢o foi subculti-
vado por transferéncia de 5 pL culturas densas noturnas para 250 pL
de meios frescos. Uma aliquota foi submetida para analise da sequén-
cia de amplificacao por circulo rolante para determinar o inserto codifi-
cado. As células foram cultivadas até um ODeoo de -0,6 e depois su-
plementadas com fago auxiliar M13 em MOI de 20 por uma hora. As
células foram coletadas por centrifugacdo e o meio foi substituido por
250 uL por pocgo de 2xYT suplementado com 100 ug/mL de carbenici-
lina e 50 uyg mL de canamicina. As placas foram entdo incubadas du-
rante a noite a 30°C com agitacédo a 250 rpm. O meio foi clarificado por
centrifugagado para preparar os sobrenadantes dos fagos para uso em
ensaios ELISA.

[00144] Para analise ELISA, placas de 96 pocos pré-bloqueadas
revestidas com estreptavidina (Pierce, 15500) foram incubadas com
has-Biotina a 2 pg/mL por 30 minutos em temperatura ambiente com
agitacdo. 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 yL de sobrenadante clarificado por 30 minu-

tos em temperatura ambiente. As placas foram lavadas trés vezes e
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depois incubadas com anticorpo anti-M13 HRP (GE Healthcare, Cat #
27-9421-01) em tampao 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 reacgéao foi interrompida usan-
do solucdes de parada de acido sulfurico 2 M. As leituras em ODuso
foram determinadas usando um leitor de placas BioRad iMark.

[00145] NGS foi usado para examinar populacdes de sequéncias na
biblioteca original ou sequéncias que foram enriquecidas por panning.
Para NGS, o DNA do fagomideo 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 fagomideo por digestdo de restrigao,
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 a producdo e analise da biblioteca na plataforma
MiSeq 2x300.

Exemplo 8. Expressao e purificacdao de dominios VHH que se li-
gam a HSA

[00146] As sequéncias de VHH selecionadas usando as metodolo-
gias acima foram sintetizadas com peptideos de sinal N-terminais e 6x
His-tags C-terminais e clonadas em um construto de expressdo em
mamifero. O dominio MSA21 de VHH publicado (Publicagao Internaci-
onal No. WO 2004/062551 A2) e versdes geneticamente modificadas
de clones individuais (desglicosilados ou humanizados) foram prepa-
radas por sintese de GeneBlocks (Integrated DNA Technologies) e
clonagem por infusdo em um vetor de expressao padronizado em
mamiferos. Estes construtos foram transfectados para células 293expi
e o sobrenadante foi coletado 96 horas apds a transfeccédo. Os sobre-
nadantes foram dialisados contra PBS e as proteinas VHH-His purifi-

cadas usando métodos padronizados de cromatografia. As proteinas
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purificadas foram trocadas de tampao em PBS e quantificadas usando
OD e coeficiente de extingéo.

Exemplo 9. Caracterizagcdao de dominios VHH imobilizados que se
ligam a HSA soluvel, CSA e albumina sérica de camundongo
[00147] Os vetores de expressdo de mamiferos foram criados para
112 sequéncias de VHH e proteinas produzidas no sistema de expres-
sao 293 expi. As sequéncias de VHH foram analisadas primeiro por
SDS-PAGE e coloracdo com Coomassie para determinar a concentra-
¢cao aproximada em relagdo a um padrao conhecido. As concentracdes
do sobrenadante foram entdo normalizadas e submetidas a interfero-
metria de camada biolégica em um Octet HTX (Pall/ForteBio). Os sen-
sores Penta-His foram expostos ao tampao cinético por 60 segundos
para estabelecer as medicdes da linha de base. Os sensores foram
entdo carregados com sobrenadantes contendo VHH-His por 300 se-
gundos antes de uma segunda linha de base ser estabelecida em
tampao cinético por 120 segundos. As pontas foram entdo incubadas
com HSA ou CSA 100 nM em tampao cinético por 600 segundos e a
dissociacao foi medida por mais 600 segundos.

[00148] Dos 112 dominios de VHH analisados, 12 dominios de-
monstraram ligacdo a HSA biotinilada e trés clones (HAS040, HAS041
e HAS042) interagiram com CSA biotinilada e o HSA biotinilada. As
sequéncias desses 12 dominios de VHH anti-HSA, incluindo uma ou
mais versdes humanizadas, sdo mostradas na Tabela 6, com as CDRs
desses dominios de VHH anti-HSA mostrados na Tabela 7.

Tabela 6. Sequéncias de dominios de VHH antialbumina

Dominio de VHH Sequéncia SEQ ID NO:
HAS020 QVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCAASGRTFGSDAAGWEFR- 22
QASGKEREFVASISWSGGYTYYADSVKGRFTISSD-
NVKNTVYLQMNSLTPEDTAVYFCATGNRYSDYRISLVTPSQYEY-
WGQGTLVTVS

HAS038 QVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCTGSGHSFSTYTVGWFR- 23
QAPGEERKFVASISWSGEVTLYGDSVKGRFTISRDNRK-
KTVYLQMHSLKPEDSAIYYCAAKRGGRPTDSSD-
DYFYWGQGTQVTVSS

HAS040 QVQLNESGGGMVQAGGSLRLSCAASGRTVSNYAAGWFR- 24
QAPGKEREFVAAINWNKTTTYADSVKGRFIISREYAK-
NTVALQMNSLKPEDTAVYYCAAVFRIVAP-
KTQYEYDYWGQGTQVTVSS
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HAS041 QVQLIESGGGLVQAGGSLGLSCAASGRPVSNYAAAWFR- 25
QAPGKEREFVAAINWNKTATYADSVKGRFTISRD-
NAKSTVALQMNSLKPEDTAVYYCAAVFRVVAP-
KTQYDYDYWGQGTQVTVSS
EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGRPVSNYAAAWFR- 26
QAPGKEREFVSAINWQKTATYADSVKGRFTISRDNAKNSLY-
LQMNSLRAEDTAVYYCAAVFRVVAPKTQYDYDYWGQGTLVTVSS
QVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCAASGRTFSSYAIGWFR- 27
QAPGKAREFVARVSTIAGDTDYADSVKGRFTISRDNAK-
NTVYLQMNSLKPEDTAVYYCA-
ADSYNVRLVTGEADYWGEGTQVTVSS
QVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCAASGRTFSSYAIGWFR- 28
QAPGKAREFVARVSTIAGDTDYADSVKGRFTISRDNAK-
NTVYLQMNSLKPEDTAVYYCA-
ADSYNVRLGTGEADYWGEGTQVTVSS
EVQLVESGGGLVQAGDSLRLSCAASGFTFSNYAIGWFR- 29
QAPGKAREFVARVSTIAGDTDYANAVKGRFTISRDNAK-
NTVYLQMNSLKPDDTAVYYCAAESYNVRLVTGEADYWGEGTQVTVS
S

QVRLAESGGGRVQAGESLRLSCVASGRTFSN- 30
DAAGWFREASGKEREFVASISWSGNYTYYADSVKGRFTISED-
NVKNTVYLQMTSLKPEDTAVYYCAAGNRYSDYRISLVTPRLYEY-
WGQGTQVTVS
QVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCAASGRTFSSDAAGWFR- 31
QASGKEREFVAAISWSGNYTYSADSVKGRFTISSD-
NVKNTVYLQMNSLKPEDTAVYLCAAGNRYSDYRISLVTPSQYEY-
WGQGTQVTVS
QVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCAASGRTFGSDAAGWFR- 32
QASGKEREFVASISWSGGYTYYADSGTGRFTISSD-
NVKNTVYLQMNSLTPEDTAVYFCATGNRDSDYRISLVTPSQYEY-
WGQGTQVTVS
QVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCAASGRTFGSDAAGWFR- 33
QASGKEREFVASISWSGGYTYYADSGKGRFTISSD-
NVKNTVYLQMNSLTPEDTAVYFCATGNRYSDYRISLVTP-
SQYDYWGQGTQVTVS
QVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCAASGRTFGSDAAGWFR- 34
QASGKEREFVASISWSGGYTYYADSVKGRFTSSSD-
NVKNTVYLQMNSLTPEDTAVYFCATVNRYSDYRISLVTPSQYEY-
WGQGTQVTVS

HAS042

HAS044

HASO077

HASO079

HASO080

HAS081

HAS091

HAS093

HAS096

Tabela 7. Sequéncias de CDR para os dominios de VHH antialbumina

Dominio de | Sequéncia de CDR1 Sequéncia de CDR2 Sequéncia de CDR3

VHH [SEQ ID NO] [SEQ ID NO] [SEQ ID NO]

HAS020 GRTFGSDA [35] ISWSGGYT [44] ATGNRYSDYRISLVTPSQYEY [52]
HASO038 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]
HASOQ77 GRTFSSYA [39] VSTIAGDT [49] AADSYNVRLGTGEADY [57]
HASO079 GFTFSNYA [40] VSTIAGDT [49] AAESYNVRLVTGEADY [58]
HAS080 GRTFSNDA [41] ISWSGNYT [50] AAGNRYSDYRISLVTPRLYEY [59]
HASO081 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. Caracterizagdo da cinética de ligagdao da albumina
por Biacore

[00149] A cinética de ligacdo dos dominios 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-
oligonucleotideos (obtidos da GE Healthcare). As concentragdes de
dominios VHH purificados foram injetadas por 5 minutos em uma taxa
de fluxo de 50 yL/min. Trés concentragcbes foram avaliadas por domi-
nio de VHH. O analito ligado foi deixado dissociar por 600 segundos. A
superficie do chip foi regenerada apds cada concentragao pela injegcao
de guanidina 6M HCI/NaOH 0,25 M por 2 minutos a 10 yL/min. A ciné-
tica foi determinada em pH 7,4 e pH 6,0 no tampao HBS-EP usando
um modelo de Langmuir 1:1 (Rmax local e RI constante) e subtracdo da
referéncia dupla (subtracdo de um ciclo de concentragado de tampéo do
ciclo de concentracdo da amostra e subtracdo de um fluxo celular pa-
ralelo de referéncia). O dominio MSA21 de VHH (Publicac&o Internaci-
onal No. WO 2004/062551 A2) (sequéncia:
LEQVQLQESGGGLVQPGGSLRLSCEASGFTFSRFGMTWVRQAPG
KGVEWVSGISSLGDSTLYADSVKGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLKP
EDTAVYYCTIGGSLNPGGQGTQVTVSS (SEQ ID NO:322) foi prepa-
rado e usado como comparacao nesses ensaios.

[00150] Os resultados deste ensaio sdo mostrados na Tabela 8.
Afinidades de ligacédo foram observadas na faixa de 0,3-5 nM, indican-
do que os dominios HAS040 e HAS041 tém afinidade suficiente em pH
6 e pH 7,4 para facilitar a extensao da meia-vida. Além disso, esses
dominios de VHH demonstraram a ligacdo a CSA e HSA com afinida-
des muito semelhantes, reforcando a natureza preditiva dos estudos
de extensdo da meia-vida a serem realizados em primatas.

Tabela 8. Resultados da caracterizagao por Biacore de dominios

VHH antialbumina

Amostra Albumina/pH Ka Ka Ko Chi?
(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. Demonstracao da ligagao nao competitiva da albu-
mina por VHH e FcRn

[00151] A reciclagem de albumina de vesiculas endociticas é medi-
ada pela interagdo com FcRn. Portanto, foi importante determinar se
VHH interferiria na interacdo de HSA e FcRn. Para determinar se os
dominios HAS040 e HAS041 de VHH se ligam ao mesmo epitopo que
FcRn, a ligacdo de FcRn a HSA que foi saturada com dominios de
VHH anti-HSA foi analisada em um instrumento Biacore 3000 em pH
6,0 em tampao HBS-EP. HSA foi imobilizada diretamente em um chip
CMS5 para atingir uma densidade alvo de 250 RUs (unidades de resso-
nancia) usando acoplamento de amina. Os dominios VHH foram dilui-
dos para aproximadamente 1-10 uyg/mL e injetados para atingir a satu-
racao (3 minutos a 50 yL/min). Uma concentragao de FcRn foi injetada
sobre a superficie HSA:VHH para obter cinética por 5 minutos a 50 50
ML/min. A dissociacgao foi permitida por 180 segundos antes da regene-
racao. A superficie do chip foi regenerada injetando 20 yL de NaOH 25
mM a 100 pL/min. A cinética foi determinada usando um modelo
Langmuir 1:1 (Rmax local e RI constante) e subtragdo da referéncia du-
pla (subtracdo de um ciclo de concentragdo de tampé&o do ciclo de
concentracdo da amostra e subtracdo de um fluxo celular paralelo de
referéncia).

[00152] Os resultados sao mostrados na FIG. 7. Na FIG. 7A, a inte-
racao direta de FcRn com uma superficie saturada de HSA resultou
em uma diferenca de resposta de 30 RUs. RUs similares foram obtidas
quando FcRn 400 nM foi injetado sobre superficie 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

nao interferem na ligacdo a FcRn e € esperado que sejam reciclados a
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partir do endossoma pela interacao da albumina com o FcRn.
Exemplo 12. Geragao de proteinas de fusao bi-especificas anti-C5
e antialbumina

[00153] Os dominios de VHH anti-C5 foram fundidos com um domi-
nio antialbumina para gerar moléculas biespecificas. Quatro compri-
mentos diferentes de ligantes (G4S)s (SEQ ID NO: 106), (G4S)s (SEQ
ID NO: 107), (G4S)s (SEQ ID NO: 108) and (G4S)s (SEQ ID NO: 109), e
duas orientagdes diferentes (N terminal ou C terminal) do dominio an-
tialbumina foram avaliados. Os construtos foram expressos em células
HEK293F e purificados usando cromatografia de afinidade com protei-
na A. As moléculas de fusdo purificadas foram avaliadas em experi-
mentos por Biacore. C5 humano foi biotinilado e imobilizado em um
chip biacore, moléculas biespecificas purificadas foram injetadas para
saturar o chip, seguido por trés concentracdes 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 extensdes de ligante. (G4S)s foi escolhido como o ligante
com extensao 6tima para diferentes dominios de VHH anti-C5. A orien-
tacdo N terminal versus C terminal dos construtos esta especificada
abaixo pelo nome do construto na Tabela 9 com (C5/HSA) indicando
que o dominio anti-C5 esta localizado N terminal ao dominio anti-HSA.
Igualmente, com HSA/C5) indica que o dominio anti-HSA esta locali-
zado N terminal ao dominio anti-C5.

[00154] Apos a selegao do comprimento ideal do ligante, uma série
de moléculas de fusdo biespecificas diferentes foi gerada com domi-
nios de VHH anti-C5 humanizados fundidos com dois dominios antial-
bumina diferentes (mostrados na Tabela 8). Estes construtos foram
expressos em células Expi293 e purificadas utilizando cromatografia
de proteina A. As proteinas de fusao biespecificas purificadas foram

testadas em ensaios de hemolise e os resultados sao mostrados nas
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FIGS. 3A e 3B.

Tabela 9. Proteinas de fusao anti-C5/antialbumina

Nome

Sequéncia

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-
DTLYADSVRGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAARQGQYI1YSS-
MRSDSYDYWGQGTLVTVSS

66

CRL0403
(HSA/CS5)

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-
DTLYADSVRGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAARQGQYI1YSS-
MRSDSYDYWGQGTLVTVSS

71

CRL0408
(HSA/CS5)

EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGRPVSNYAAAWFR-
QAPGKEREFVSAINWQKTATYADSVKGRFTISRDNAKNSLY-
LQMNSLRAEDTAVYYCAAVFRVVAP-
KTQYDYDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSEVQLVESGG-
GLVQPGGSLRLSCAASGRHHSDYAMAWFRQAPGQEREFVAGIGWSGG-
DTLYADSVRGRFTISRDNAKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAARQGQYI1YSS-
MRSDSYDYWGQGTLVTVSS

72
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Nome

Sequéncia

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

CRLO411
(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-
RYGSNLGEVPQENEYGYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSEVAQLLES
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

Sequéncia

SEQ
ID NO:

CRL0490
(C5/HSA)

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRTFSGILSPYAVGWFR-
QAPGQGLEFVATITSGGSAIYTDSVKGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAVRTR-
RYGSNLGEVPQENEYGYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSEVQLVES
GGGLVKPGGSLRLSCAASGRPVSNYAAAWFRQAPGKEREFVSAIN-
WQKTATYADSVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCAAVFRVVAP-
KTQYDYDYWGQGTLVTVSS

83

CRL0491
(C5/HSA)

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVR-
QAPGKGPEWVSSISGSGSDTLYADSVKGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLRPEDTAVYYC-
TIGGSLSRSSQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSEVQLVESGG-
GLVQPGGSLRLSCAASGRAFSDYAMAWFRQAPGQEREFVAGIGWSGG-
DTLYADSVRGRFTNSRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAARQGQYI1YSS-
MRSDSYDYWGQGTLVTVSS

84

CRL0492
(C5/HSA)

EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGRPVSNYAAAWFR-
QAPGKEREFVSAINWQKTATYADSVKGRFTISRDNAKNSLY-
LQMNSLRAEDTAVYYCAAVFRVVAP-
KTQYDYDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSEVQLVESGG-
GLVQPGGSLRLSCAASGRAFSDYAMAWFRQAPGQEREFVAGIGWSGG-
DTLYADSVRGRFTNSRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAARQGQYI1YSS-
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 Sequéncia SEQ

ID NO:
CRL0499 EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVR- 92
(HSA/C5) QAPGKGPEWVSSISGSGSDTLYADSVKGRFTISRD-

NSKNTLYLQMNSLRPEDTAVYYC-
TIGGSLSRSSQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSEVQLVESGG-
GLVQPGGSLRLSCAASGRAHSDYAMAWFRQAPGQEREFVAGIGWSGG-
DTLYADSVRGRFTNSRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAARQGQYI1YSS-

MRSDSYDYWGQGTLVTVSS
CRL0500 EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGRPVSNYAAAWFR- 93
(HSA/C5) QAPGKEREFVSAINWQKTATYADSVKGRFTISRDNAKNSLY-

LQMNSLRAEDTAVYYCAAVFRVVAP-
KTQYDYDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSEVQLVESGG-
GLVQPGGSLRLSCAASGRAHSDYAMAWFRQAPGQEREFVAGIGWSGG-
DTLYADSVRGRFTNSRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAARQGQYI1YSS-

MRSDSYDYWGQGTLVTVSS
CRL0501 EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVR- 94
(HSA/CS5) QAPGKGPEWVSSISGSGSDTLYADSVKGRFTISRD-

NSKNTLYLQMNSLRPEDTAVYYC-
TIGGSLSRSSQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSEVQLVESGG-
GLVQPGGSLRLSCAASGRAHSDYAMAWFRQAPGQGLEFVAGIGWSGG-
DTLYADSVRGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAARQGQYIYSS-

MRSDSYDYWGQGTLVTVSS
CRL0502 EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGRPVSNYAAAWFR- 95
(HSA/C5) QAPGKEREFVSAINWQKTATYADSVKGRFTISRDNAKNSLY-

LQMNSLRAEDTAVYYCAAVFRVVAP-
KTQYDYDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSEVQLVESGG-
GLVQPGGSLRLSCAASGRAHSDYAMAWFRQAPGQGLEFVAGIGWSGG-
DTLYADSVRGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAARQGQYI1YSS-
MRSDSYDYWGQGTLVTVSS

[00155] Quatro moléculas biespecificas CRL0483, CRL0484,
CRL0499 e CRLO0500 foram priorizadas com base em ensaios funcio-
nais e de ligacdo. As medidas de afinidade por Biacore para ligagao ao
C5 humano para CRL0483, CRL0484, CRL0499 e CRL0500 s&do mos-
tradas na Tabela 10 e avalia¢des funcionais sdo mostradas nas FIGS.
3, 4 e 5. Estas quatro moléculas biespecificas foram avaliadas em es-
tudos farmacocinéticos in vivo em macacos cynomolgus.

Tabela 10. Medidas por Biacore de fusdes priorizadas em pH 7,4 e pH

6,0

Amostra Ka kg Ko Chi?
Cc5 pH (1/Ms) (1/s) (M)

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,

CRLO500 |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
CRLO500 |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. Analise farmacocinética de proteinas de fusao bies-
pecificas

[00156]  As proteinas purificadas foram administradas a 10 mg/kg
por via intravenosa ou subcutdanea em macacos cynomolgus. Foram
utilizados trés macacos por grupo de dose por artigo de teste. As pro-
priedades farmacocinéticas de moléculas biespecificas foram medidas
por quantificagcdo baseada em LC-MS usando peptideos de assinatura
para cada construto. O perfil de PK é mostrado na FIG. 6 e os parame-
tros estdo descritos na Tabela 11.

Tabela 11. Parametros farmacocinéticos depois de 10 mg/kg de

artigos de teste em macacos cynomolgus

Artigo de teste tir (h) tmax (D) Crax AUC C. V (mL/kg) F (%)
(ug/mL) (h*ug/mL) (mL/h/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

[00157] Também foram geradas sequéncias ligantes variantes para
as proteinas de fusao biespecificas. As sequéncias que incluem essas

sequéncias de ligagao variantes sdo mostradas na Tabela 12.
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Tabela 12: Sequéncias de anti-C5/antialbumina biespecificas com

diferentes ligantes

Nome

Sequéncia

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

EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGRPVYSNYAAAWFRQAPGKEREFVSAIN-
WQKTATYADSVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCAAVFRVVAP-
KTQYDYDYWGQGTLVTVSSGGGGAGGG-
GAGGGGSEVQLVESGGGVVQAGDSLTLTCTAPVGTISDYGMGWFR-
QAPGKEREFVASISWGGMWTDYADSVKGRFTISRDNDKNAVYL-
RMNSLNAEDTAVYYCGRGRMYRGIGNSLAQPKSYGYWGQGTQVTVSS

100

CRL0957

EVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGRPVYSNYAAAWFRQAPGKEREFVSAIN-
WQKTATYADSVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCAAVFRVVAP-
KTQYDYDYWGQGTLVTVSSGGGGAGGGGAGGGGSEVQLVESGG-
GLVQAGGSLRLSCAASGRTFSGILSAYAVGWFRQAPGKEREFVSTIT-
SGGSTLSADSVKGRFTLSRDNAKDTVYLQMNSLK-
PEDTAVYYCAVRTWPYGSNRGEVPTENEYGHWGQGTQVTVSS

101

Exemplo 14. Sequéncias variantes de ligante peptidico

[00158]

Tabela 13. Ligantes usados para gerar as proteinas de fusao

Os construtos foram gerados usando o dominio de ligacao
a albumina HAS042 (SEQ ID NO: 26) e VHH anti-C5 humanizado
CRLO0305 (SEQ ID NO: 11). Os construtos que foram avaliadas estao

listados na Tabela 13.

Proteina Ligante SEQID NO |C5 Humano e albumina humana
que se ligam ao octeto
TPP-3211 Nenhum dominio antialbumina (apenas anti- n&o
C5)
TPP-3212 Nenhum dominio anti-C5 (apenas antialbumi- nédo
na)
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 proteinas de fusdo foram avaliadas quanto a ligagdo a C5 e albumi-
na humana (Tabela 13 - ligacdo ao octeto), geracdo de agregados, hi-
drofobicidade (HIC HPLC) e glicosilagao (espectrometria de massa por
eletrospray). Para a analise do octeto, C5 humano biotinilado foi captu-
rado em um chip CAP seguido de uma inje¢do de uma molécula bi-
especifica de teste. Varias concentragdes de albumina foram posteri-
ormente injetadas. A cinética foi determinada em pH 7,4 (Biacore
3000). Todas as moléculas bi-especificas se ligam a C5 e a albumina,
cada uma com uma afinidade semelhante a albumina (5-6 nM).

[00160] As proteinas de fusao bi-especificas foram testadas quanto
a sua capacidade de inibir a hemdlise em um ensaio de hemdalise in
vitro. Os dados sdo mostrados nas FIGS. 9A e 9B.

[00161] A Tabela 14 mostra a cinética de ligagao para a ligagao de
CRL0500 e CRL0952 ao C5 humano (hC5) e ao de cynomolgus C5

(cCbH).

Tabela 14. Cinética de ligacao biespecifica a C5
Amostra Antigeno pH ka (1/Ms) ka (1/s) Ko (M) Chi?
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 5,39%e-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 ligagao para a ligagao de
CRLO0500 e CRL0952 a Plasbumin® e albumina de cynomolgus.

Tabela 15. Cinética biespecifica para albumina

Amostra Albumina pH ka (1/Ms) ka (1/s) Ko (M) Chi?
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. Ligagcao dependente do pH de dominios VHH anti-C5

[00163] O rastreamento de histidina foi realizado em todas as CDRs
para os dominios de VHH anti-C5 LCP0115, LCP0143, LCP0146 e
LCP0302. Substituicdes unicas de histidina foram geradas em cada
posicdo nas CDRs (mostradas em negrito, texto sublinhado). As vari-
antes foram transfectadas na cultura de células Expi293 e avaliadas
quanto a ligacdo dependente do pH em pH 7,4, 6,0 e 5,5. Varias vari-
antes de cada anticorpo exibiram ligacdo dependente do pH. Essas
variantes estdo listadas na Tabela 16 e sua resposta de ligagéo de-
pendente de pH é ilustrada nas FIGS. 11A-D.

Tabela 16. Variantes com histidina rastreada pré-humanizadas de do-
minios de VHH anti-C5

y:r';?‘ga Sequéncia de histidina variante IgENQO

Variantes de

LCP0115 v

CRLO0085 EVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCAASGRTFSGILSPYAVGWFR-
QAPGKGREFVSTITSGGSAIYTDSVKGRFTLSRDNAKDTVYLQMNSLK- 281
PEDTAVYYCHVRTRRYGSNLGEVPQENEYGYWGQGTQVTVSS

CRL0091 EVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCAASGRTFSGILSPYAVGWFR-
QAPGKGREFVSTITSGGSAIYTDSVKGRFTLSRDNAKDTVYLQMNSLK- 282
PEDTAVYYCAVRTRRHGSNLGEVPQENEYGYWGQGTQVTVSS

Variantes de

LCP0143

CRL0120 EVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCAAPEMGATINVMAWYRQAPGKQRELVARL-
PHDNNIDYGDFAKGRFTISRDITRNTVYLQMNNLKPDDTAVYYCNVLLSRQIN- 283
GAYVHWGQGTQVTVSS

CRL0O121 EVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCAAPEMGATINVMAWYRQAPGKQRELVARL-
PLHNNIDYGDFAKGRFTISRDITRNTVYLQMNNLKPDDTAVYYCNVLLSRQIN- 284
GAYVHWGQGTQVTVSS

CRL0133 EVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCAAPEMGATINVMAWYRQAPGKQRELVARL-
PLDNNIDYGDFAKGRFTISRDITRNTVYLQMNNLKPDDTAVYYCHVLLSRQIN- 285
GAYVHWGQGTQVTVSS
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CRLO135 EVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCAAPEMGATINVMAWYRQAPGKQRELVARL-
PLDNNIDYGDFAKGRFTISRDITRNTVYLQMNNLKPDDTAVYYCNVHLSRQIN- 286
GAYVHWGQGTQVTVSS

CRLO144 EVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCAAPEMGATINVMAWYRQAPGKQRELVARL-
PLDNNIDYGDFAKGRFTISRDITRNTVYLQMNNLKPDDTAVYYCNVLLSRQIN- 287
GAHVHWGQGTQVTVSS

Variantes de

LCP0146

CRLO149 EVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCAASGRHFSDYAMAWFR-
QAPGKEREFVAGIGWSGGDTLYADSVRGRFTNSKDNAKNRMSLQMNSLK- 288
PEDTAVYYCAARQGQYIYSSMRSDSYDYWGQGTQVTVSS

CRLO150 EVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCAASGRAHSDYAMAWFR-
QAPGKEREFVAGIGWSGGDTLYADSVRGRFTNSKDNAKNRMSLQMNSLK- 289
PEDTAVYYCAARQGQYIYSSMRSDSYDYWGQGTQVTVSS

CRL0166 EVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCAASGRAFSDYAMAWFR-
QAPGKEREFVAGIGWSGGDTHYADSVRGRFTNSKDNAKNRMSLQMNSLK- 290
PEDTAVYYCAARQGQYIYSSMRSDSYDYWGQGTQVTVSS

CRL0180 EVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCAASGRAFSDYAMAWFR-
QAPGKEREFVAGIGWSGGDTLYADSVRGRFTNSKDNAKNRMSLQMNSLK- 291

PEDTAVYYCAARQGQHIYSSMRSDSYDYWGQGTQVTVSS

Variantes de
LCP0302

CRL0623 EVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCAASGRTFSGILSHYAVGWFR-
QAPGKEREFVSTITSGGSTLSADSVKGRFTLSRDNAKDTVYLQMNSLK- 292
PEDTAVYYCAVRTWPYGSNRGEVPTENEYGHWGQGTQVTVSS

[00164] Mutagdes unicas de histidina identificadas para ligacéo de-
pendente de pH foram combinadas para aumentar a sensibilidade ao
pH. As sequéncias dessas variantes sdo mostradas na Tabela 17. Es-
tas variantes foram avaliadas em interferometria em camada bioldgica
para ligacdo dependente de pH e os resultados sdo mostrados nas
FIGS. 12A e 12B.

Tabela 17. Variantes da combinagao de rastreamento de histidina dos

dominios de VHH anti-C5 humanizados

Nome da variante Sequéncia de histidina variante IgENQO
- r— ]

Combinagao de

variantes de

LCP0115

CRL0282 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRTFSGILSPYAVGWFR-
QAPGKGLEFVSTITSGGSAIYTDSVKGRFTISRDNAKNSLY- 293
LQMNSLRAEDTAVYYCAVRTRRHGSNLGEVPQENEYGYWGQGTLVTVSS

Combinagao de

variantes de

LCP0146

CRL0303 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRHFSDYAMAWFR-

QAPGQEREFVAGIGWSGGDTLYADSVRGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAARQGQYIYSS-
MRSDSYDYWGQGTLVTVSS

CRL0304 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRAHSDYAMAWFR-
QAPGQEREFVAGIGWSGGDTLYADSVRGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAARQGQYIYSS-
MRSDSYDYWGQGTLVTVSS

10
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CRL0305 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRAFSDYAMAWFR-
QAPGQEREFVAGIGWSGGDTHYADSVRGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAARQGQYIYSS-
MRSDSYDYWGQGTLVTVSS

CRL0306 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRAFSDYAMAWFR-
QAPGQEREFVAGIGWSGGDTLYADSVRGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAARQGQHIYSS-
MRSDSYDYWGQGTLVTVSS

CRL0307 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRHHSDYAMAWFR-
QAPGQEREFVAGIGWSGGDTLYADSVRGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAARQGQYIYSS-
MRSDSYDYWGQGTLVTVSS

CRL0308 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRAHSDYAMAWFR-
QAPGQEREFVAGIGWSGGDTHYADSVRGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAARQGQYIYSS-
MRSDSYDYWGQGTLVTVSS

CRL0309 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRAFSDYAMAWFR-
QAPGQEREFVAGIGWSGGDTHYADSVRGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAARQGQHIYSS-
MRSDSYDYWGQGTLVTVSS

CRL0310 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRHFSDYAMAWFR-
QAPGQEREFVAGIGWSGGDTHYADSVRGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAARQGQYIYSS-
MRSDSYDYWGQGTLVTVSS

CRLO311 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRHFSDYAMAWFR-
QAPGQEREFVAGIGWSGGDTLYADSVRGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAARQGQHIYSS-
MRSDSYDYWGQGTLVTVSS

CRL0312 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRAHSDYAMAWFR-
QAPGQEREFVAGIGWSGGDTHYADSVRGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAARQGQYIYSS-
MRSDSYDYWGQGTLVTVSS

CRL0313 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRAHSDYAMAWFR-
QAPGQEREFVAGIGWSGGDTLYADSVRGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAARQGQHIYSS-
MRSDSYDYWGQGTLVTVSS

CRL0314 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRAFSDYAMAWFR-
QAPGQEREFVAGIGWSGGDTHYADSVRGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAARQGQHIYSS-
MRSDSYDYWGQGTLVTVSS

CRL0315 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRHHSDYAMAWFR-
QAPGQEREFVAGIGWSGGDTHYADSVRGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAARQGQYIYSS-
MRSDSYDYWGQGTLVTVSS

CRL0316 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRHHSDYAMAWFR-
QAPGQEREFVAGIGWSGGDTLYADSVRGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAARQGQHIYSS-
MRSDSYDYWGQGTLVTVSS

CRLO0317 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRAHSDYAMAWFR-
QAPGQEREFVAGIGWSGGDTHYADSVRGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAARQGQHIYSS-
MRSDSYDYWGQGTLVTVSS

CRL0318 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRHFSDYAMAWFR-
QAPGQEREFVAGIGWSGGDTHYADSVRGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAARQGQHIYSS-
MRSDSYDYWGQGTLVTVSS

294

295

12

296

297

298

299

296

300

297

301

302

303

304

Exemplo 16. Geracao de fusdes anti-C5 e antialbumina biespecifi-
cas

[00165] Os dominios de VHH anti-C5 foram fundidos com um domi-
nio antialbumina para gerar moléculas biespecificas. Foram avaliados
quatro comprimentos diferentes de ligantes (G4S)s (SEQ ID NO: 106),
(G4S)4 (SEQ ID NO: 107), (GaS)s (SEQ ID NO: 108) e (G4S)s (SEQ ID
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NO: 109) e duas orientagdes diferentes (N terminal ou C terminal) do
dominio antialbumina. As sequéncias das moléculas geradas sao mos-
tradas na Tabela 18. Os construtos foram expressos em células
HEK293F e purificadas usando cromatografia de afinidade com protei-
na A. As moléculas de fusdo purificadas foram avaliadas em experién-
cias Biacore. C5 humano foi biotinilado e imobilizado em um chip bia-
core, moléculas biespecificas purificadas foram injetadas para saturar
o chip, seguido por trés concentracdes 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)s foi escolhido como o compri-
mento ideal do ligante para gerar fusdes biespecificas. A fusdo antial-
bumina N ou C terminais também foi avaliada na mesma experiéncia.
Diferentes orientagdes foram consideradas 6timas para diferentes do-
minios de VHH anti-C5.

Tabela 18. Sequéncias de Variantes de extensao e orientagdo do li-

gante de anti-C5/antialbumina biespecificos

Nome Sequéncia SEQ
ID NO
CRL0248 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRTFSGILSPYAVGWFR- 305

QAPGKGLEFVSTITSGGSAIYTDSVKGRFTISRDNAKNSLY-
LQMNSLRAEDTAVYYCAVRTR-
RYGSNLGEVPQENEYGYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSEVQLL
ESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPEWVSSIS-
GSGSDTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRPEDTAVYYC-
TIGGSLSRSSQGTLVTVSS

CRL0249 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRTFSGILSPYAVGWFR- 306
QAPGKGLEFVSTITSGGSAIYTDSVKGRFTISRDNAKNSLY-
LQMNSLRAEDTAVYYCAVRTR-
RYGSNLGEVPQENEYGYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGG
SEVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVR-
QAPGKGPEWVSSISGSGSDTLYADSVKGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLRPEDTAVYYCTIGGSLSRSSQGTLVTVSS

CRL0250 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRTFSGILSPYAVGWFR- 307
QAPGKGLEFVSTITSGGSAIYTDSVKGRFTISRDNAKNSLY-
LQMNSLRAEDTAVYYCAVRTR-
RYGSNLGEVPQENEYGYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGG
SGGGGSEVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVR-
QAPGKGPEWVSSISGSGSDTLYADSVKGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLRPEDTAVYYCTIGGSLSRSSQGTLVTVSS

CRL0251 EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRTFSGILSPYAVGWFR- 308
QAPGKGLEFVSTITSGGSAIYTDSVKGRFTISRDNAKNSLY-
LQMNSLRAEDTAVYYCAVRTR-
RYGSNLGEVPQENEYGYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGG
SGGGGSGGGGSEVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFRS-
FGMSWVRQAPGKGPEWVSSISGSGSDTLYADSVKGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLRPEDTAVYYCTIGGSLSRSSQGTLVTVSS
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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-
NSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAARQGQYI1YSS-
MRSDSYDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSEVQLLESG
GGLVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPEWVSSIS-
GSGSDTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRPEDTAVYYC-
TIGGSLSRSSQGTLVTVSS

314

CRLO274

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRAFSDYAMAWFR-
QAPGQEREFVAGIGWSGGDTLYADSVRGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAARQGQYIYSS-
MRSDSYDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSEVQ
LLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPEWVSSIS-
GSGSDTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRPEDTAVYYC-
TIGGSLSRSSQGTLVTVSS

315

CRL0O275

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRAFSDYAMAWFR-
QAPGQEREFVAGIGWSGGDTLYADSVRGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAARQGQYIYSS-
MRSDSYDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGG
GGSEVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVR-
QAPGKGPEWVSSISGSGSDTLYADSVKGRFTISRD-
NSNTLYLQMNSLRPEDTAVYYCTIGGSLSRSSQGTLVTVSS

316

CRL0278

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQAPGKGPEWYV
SSISGSGSDTLYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRPEDTAVYYCTIG
GSLSRSSQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGG
SLRLSCAASGRAFSDYAMAWFRQAPGQEREFVAGIGWSGGDTLYADSVR
GRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAARQGQYIYSSMRSDSYD
YWGQGTLVTVSS

317

CRL0279

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVR-
QAPGKGPEWVSSISGSGSDTLYADSVKGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLRPEDTAVYYC-
TIGGSLSRSSQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSEVQLVESGG-
GLVQPGGSLRLSCAASGRAFSDYAMAWFRQAPGQEREFVAGIGWSGG-
DTLYADSVRGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAARQGQYI1YSS-
MRSDSYDYWGQGTLVTVSS

318
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CRL0280 EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVR- 319
QAPGKGPEWVSSISGSGSDTLYADSVKGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLRPEDTAVYYC-
TIGGSLSRSSQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSEVQL
VESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRAFSDYAMAWFRQAPGQEREFVAGIG-
WSGGDTLYADSVRGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAARQGQYIYSS-
MRSDSYDYWGQGTLVTVSS

CRL0281 EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVR- 320
QAPGKGPEWVSSISGSGSDTLYADSVKGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLRPEDTAVYYC-
TIGGSLSRSSQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGG
SEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGRAFSDYAMAWFR-
QAPGQEREFVAGIGWSGGDTLYADSVRGRFTISRD-
NSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAARQGQYIYSS-
MRSDSYDYWGQGTLVTVSS

[00166] Uma série de diferentes moléculas de fusdo biespecificas
foi gerada com dominios de VHH anti-C5 humanizados com ou sem
ligacdo dependente do pH. Os dominios de VHH anti-C5 foram fundi-
dos com dois dominios antialbumina diferentes para gerar moléculas
biespecificas (mostradas na Tabela 9). Estes construtos foram expres-
sos em células HEK293F e purificados utilizando cromatografia de pro-
teina A. Biespecificas purificados foram testadas em ensaios de hemo-
lise e os resultados sao mostrados nas FIGS. 3A-D.

[00167] Quatro moléculas biespecificas CRL0483, CRL0484,
CRL0499 e CRL0500 foram priorizadas com base em ensaios funcio-
nais e de ligacdo. As medi¢cdes de afinidade por Biacore para ligacéo
ao C5 humano para CRL0483, CRL0484, CRL0499 e CRL0500 sao
mostradas na Tabela 10 e avaliagdes funcionais nas Figuras 5, 6 e 7.
Estas quatro moléculas biespecificas foram avaliadas em estudos far-
macocinéticos in vivo em macacos cynomolgus.

Exemplo 17. Analise farmacocinética de moléculas de fusao bies-
pecificas

[00168]  As proteinas purificadas foram administradas em 10 mg/kg
por via intravenosa ou subcutdanea em macacos cynomolgus. Foram
utilizados trés macacos por grupo de dose por artigo de teste. A far-
macocinética de moléculas biespecificas foi medida por um ensaio de
quantificacdo baseado em LC-MS usando peptideos de assinatura es-

pecificos para cada construto. Os perfis de PK sdo mostrados nas
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FIGS. 6A e 6B e os parametros estao descritos na Tabela 20.
Tabela 20. Parametros de PK depois de 10 mg/kg de artigos de teste

em macacos cynomolgus.

Artigo de teste tip tmax Crax AUC C. V F

h h pug/mL h*ug/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
CRL0O500 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

[00169] Embora a descrigcao descreva varias modalidades, deve ser
entendido que variacbes e modificagcbes ocorrerdao para aqueles ver-
sados na técnica. Portanto, € pretendido que as reivindicagdes anexas
abranjam todas essas variagbes equivalentes. Além disso, os titulos
das sec¢des aqui utilizados s&o apenas para fins organizacionais e nao
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 contrario. Em particular, qualquer caracteristica ou moda-
lidade indicada como preferida ou vantajosa pode ser combinada com
qualquer outra caracteristica ou caracteristicas ou modalidade ou mo-
dalidade indicadas como preferidas ou vantajosas, a menos que cla-
ramente indicado em contrario.

[00171] Todas as referéncias citadas neste pedido estdo expressa-

mente incorporadas por referéncia aqui.
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REIVINDICAGOES

1. Proteina de fuséo, caracterizada pelo fato de compreen-
der um polipeptideo manipulado que se liga especificamente ao com-
ponente C5 do complemento humano e um polipeptideo manipulado
que se liga especificamente a albumina sérica humana, em que o poli-
peptideo manipulado que se liga especificamente ao componente C5
do complemento humano esta fundido ao polipeptideo manipulado que
se liga especificamente a albumina sérica humana diretamente ou
através de um ligante peptidico.

2. Proteina de fusdo de acordo com a reivindicacéo 1, ca-
racterizada pelo fato de que o residuo C terminal do polipeptideo que
se liga especificamente a albumina sérica humana é fundida direta-
mente ou através de um ligante através do residuo N terminal do poli-
peptideo que se liga especificamente ao componente C5 do comple-
mento humano.

3. Proteina de fusdo de acordo com a reivindicagéo 1, ca-
racterizada pelo fato de que o residuo C terminal do polipeptideo que
se liga especificamente ao componente C5 do complemento humano &
fundido diretamente ou através de um ligante através do residuo N
terminal do polipeptideo que se liga especificamente a albumina sérica
humana.

4. Proteina de fusdo de acordo com a reivindicacio 1, ca-
racterizada pelo fato de que o polipeptideo que se liga especificamente
ao componente C5 do complemento humano compreende uma se-
quéncia de aminoacidos selecionada do grupo que consiste nas SEQ
ID NOS: 1 a 12 e seus fragmentos; e o polipeptideo que se liga especi-
ficamente a albumina sérica humana compreende uma sequéncia de
aminoacidos selecionada do grupo que consiste nas SEQ ID NOS: 22
a 34 e seus fragmentos.

5. Proteina de fusdo de acordo com a reivindicacéo 4, ca-
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racterizada pelo fato de que o polipeptideo que se liga especificamente
ao componente C5 do complemento humano compreende a sequéncia
de aminoacidos de SEQ ID NO:11 e polipeptideo que se liga especifi-
camente a albumina sérica humana compreende a sequéncia de ami-
noacidos de SEQ ID NO:26.

6. Proteina de fusdo de acordo com a reivindicagdo 5, ca-
racterizada pelo fato de que o ligante peptidico tem a sequéncia de
aminoacidos de SEQ ID NO:102 ou 103.

7. Proteina de fusdo de acordo com a reivindicagéo 6, ca-
racterizada pelo fato de que o ligante peptidico tem a sequéncia de
aminoacidos de SEQ ID NO:102.

8. Proteina de fusdo de acordo com a reivindicagdo 1, ca-
racterizada pelo fato de que a proteina de fusdo compreende uma se-
quéncia que € pelo menos 95% idéntica a uma sequéncia selecionada
do grupo que consiste nas SEQ ID NOS:96 a 101.

9. Proteina de fusdo de acordo com a reivindicagdo 8, ca-
racterizada pelo fato de que a proteina de fusdo compreende uma se-
quéncia de aminoacidos selecionada do grupo que consiste nas SEQ
ID NOS:96 a 101.

10. Proteina de fusdo de acordo com a reivindicagao 9, ca-
racterizada pelo fato de que a proteina de fusao consiste em uma se-
quéncia de SEQ ID NO:96.

11. Proteina de fusdo de acordo com a reivindicagao 1, ca-
racterizada pelo fato de que polipeptideo que se liga especificamente
ao componente C5 do complemento humano compreende trés regides
determinantes de complementaridade, CDR1, CDR2 e CDR3, em que
a CDR1 compreende qualquer uma das sequéncias de aminoacidos
de SEQ ID NOS: 13-17, CDR2 compreende um amino sequéncias de
acidos de SEQ ID NO: 18 ou 19 e CDR3 compreende sequéncias de
aminoacidos de SEQ ID NO: 20 ou 21.
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12. Proteina de fusdo de acordo com a reivindicagao 1, ca-
racterizada pelo fato de que polipeptideo que se liga especificamente a
albumina sérica humana compreende trés regides determinantes de
complementaridade, CDR1, CDR2 e CDR3, em que CDR1 compreen-
de qualquer uma das sequéncias de aminoacidos de SEQ ID NOS: 35-
43, CDR2 compreende qualquer uma de as sequéncias de aminoaci-
dos de SEQ ID NOS: 44-51 e CDR3 compreendem qualquer uma das
sequéncias de aminoacidos de SEQ ID NOS: 52-63.

13. Proteina de fusdo de acordo com a reivindicagao 1, ca-
racterizada pelo fato de que cada um ou ambos os polipeptideos que
se ligam ao componente C5 do complemento humano ou a albumina
humana se ligam de uma maneira dependente do pH.

14. Composicao farmacéutica caracterizada pelo fato de
compreender uma quantidade terapeuticamente eficaz de uma protei-
na de fusdo como definida em qualquer uma das reivindicagdes 1 a 13
e um veiculo farmaceuticamente aceitavel.

15. Composicao farmacéutica de acordo com a reivindica-
cao 14, caracterizada pelo fato de compreender hialuronidase.

16. Molécula de acido nucleico isolada, caracterizada pelo
fato de compreender uma sequéncia de nucleotideos que codifica uma
proteina de fusdo como definida em qualquer uma das reivindicagdes
1a13.

17. Vetor de expresséo, caracterizado pelo fato de compre-
ender a molécula de acido nucleico como definida na reivindicacéo 16.

18. Célula hospedeira isolada, caracterizada pelo fato de
compreender a molécula de acido nucleico como definida na reivindi-
cacao 16.

19. Célula hospedeira isolada, caracterizada pelo fato de
compreender o vetor de expressdo como definido na reivindicacio 17.

20. Célula hospedeira isolada de acordo com a reivindica-
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cao 19, caracterizada pelo fato de que a célula hospedeira € uma célu-
la de mamifero ou uma célula de levedura.

21. Polipeptideo manipulado que se liga especificamente ao
componente C5 do complemento humano, caracterizado pelo fato de
que o polipeptideo manipulado compreende uma sequéncia de amino-
acidos que é pelo menos 90% idéntica a uma sequéncia selecionada
do grupo que consiste nas SEQ ID NOS:1 a 12.

22. Polipeptideo manipulado de acordo com a reivindicagao
21, caracterizado pelo fato de que o polipeptideo manipulado compre-
ende uma sequéncia de aminoacidos selecionada do grupo que con-
siste nas SEQ ID NOS:1 a 12 e seus fragmentos.

23. Polipeptideo manipulado que se liga especificamente a
albumina sérica humana, caracterizado pelo fato de que o polipeptideo
compreende uma sequéncia de aminoacidos que é pelo menos 90%
idéntica a uma sequéncia selecionada do grupo que consiste nas SEQ
ID NOS:22 a 34.

24. Polipeptideo manipulado de acordo com a reivindicagao
23, caracterizado pelo fato de que o polipeptideo manipulado compre-
ende uma sequéncia de aminoacidos selecionada do grupo que con-
siste nas SEQ ID NOS:22 a 34 e seus fragmentos.

25. Polipeptideo manipulado de acordo com a reivindicagao
24, caracterizado pelo fato de que polipeptideo que se liga especifica-
mente ao componente C5 do complemento humano compreende trés
regides determinantes de complementaridade, CDR1, CDR2 e CDR3,
em que a CDR1 compreende qualquer uma das sequéncias de amino-
acidos de SEQ ID NOS: 35 a 43, CDR2 compreende um amino se-
guéncias de acidos de SEQ ID NO: 44 a 51 e CDR3 compreende se-
quéncias de aminoacidos de SEQ ID NO: 52 a 63.

26. Polipeptideo manipulado de acordo com a reivindicagao

22, caracterizado pelo fato de que polipeptideo se liga especificamente
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ao mesmo epitopo sobre a albumina sérica humana com Alb 1.

27. Método para fazer uma proteina de fusdo como definida
em qualquer uma das reivindicacdes 1 a 13, caracterizado pelo fato de
compreender expressar em uma celula hospedeira pelo menos uma
molécula de acido nucleico que compreende uma sequéncia de nucle-
otideos que codifica a proteina de fusao.

28. Kit terapéutico caracterizado pelo fato de compreender:

(a) um recipiente que compreende um rétulo; e

(b) uma composicdo que compreende a proteina de fuséo
como definida em qualquer uma das reivindicacdes 1 a 13;

em que o rétulo indica que a composicdo deve ser adminis-
trada a um paciente que tem ou que € suspeito de ter, um disturbio
mediado pelo complemento.

29. Kit de acordo com a reivindicacéo 28, caracterizada pe-
lo fato de compreender hialuronidase.

30. Método de tratamento de um paciente que possui um
disturbio mediado pelo complemento, caracterizado pelo fato de com-
preender administrar ao paciente uma quantidade terapeuticamente
eficaz de uma proteina de fusdo como definida em qualquer uma das
reivindicacoes 1 a 13.

31. Método de acordo com a reivindicacdo 30, caracteriza-
do pelo fato de que o disturbio mediado pelo complemento é selecio-
nado do grupo que consiste em: artrite reumatoide; nefrite lupica; as-
ma; lesao de isquemia-reperfusido; sindrome urémica hemolitica atipi-
ca (aHUS); doenca de depdsito denso; hemoglobinuria paroxistica no-
turna; degeneragcdao macular; hemalise, sindrome com enzimas hepati-
cas elevadas e plaquetas baixas (HELLP); sindrome de Guillain-Barré;
Sindrome de CHAPLE; miastenia gravis; neuromielite optica; microan-
giopatia trombdtica pds-transplante de células-tronco hematopoiéticas
(p6s-HSCT-TMA); TMA pds-transplante de medula 6ssea (TMA pés-
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BMT); Doenca de Degos; Doenca de Gaucher; glomerulonefrite; pur-
pura trombocitopénica trombdtica; perda fetal espontanea; vasculite
imune de Pauci; epidermolise bolhosa; perda fetal recorrente; esclero-
se multipla (MS); traumatismo craniano; e lesao resultante de infarto

do miocardio, circulacao extracorporea e hemodialise.
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RESUMO
Patente de Invencéo: "POLIPEPTIDEOS QUE SE LIGAM AO COM-
PONENTE C5 DO COMPLEMENTO OU A ALBUMINA SERICA E
SUAS PROTEINAS DE FUSAO".

A presente invencao refere-se polipeptideos manipulados
que se ligam especificamente ao componente C5 do complemente
e/ou albumina sérica humanos. A presente invencado também se refere
a proteinas de fusdo que compreendem tais polipeptideos manipula-
dos, em que tais proteinas de fusdo podem ser proteinas multivalentes
e muitiespecificas. A presente invencao ainda se refere a moléculas de
acido nucleico que codificam tais polipeptideos manipulados ou tais
proteinas de fusdo. A descricdo ainda fornece composi¢des farmacéu-
ticas que compreendem tais polipeptideos manipulados ou proteinas
de fusdo e métodos de tratamento usando tais polipeptideos manipu-

lados ou proteinas de fusdo.
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Este anexo apresenta o codigo de controle da listagem de sequéncias
bioldgicas.

Cédigo de Controle

Campo 1

9 ES587 39B9 69 6CEQOE

Campo 2

C 67 5DO0ODDDO329DD?9

Outras Informacées:

- Nome do Arquivo: P244467 .txt
- Data de Geracédo do Cdédigo: 30/12/2019
- Hora de Geracéo do Cddigo: 15:53:31
- Cédigo de Controle:
- Campo 1: 9E58739B9696CEOE
- Campo 2: C675D0DDD0329DD9
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