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RESUMO

"ANTICORPOS ANTI-COMPONENTE C5 DO SISTEMA DE COMPLEMENTO E
SUA UTILIZAGAO"

A presente invencgao refere-se a anticorpos
recombinantes de origem humana especificos para o
componente C5 do complemento activado e caracterizado pela
capacidade de inibir a conversao da cadeia alfa de C5 a Cba
e Cbb. Além disso, a presente invencao refere-se a
sequéncias de nucledétidos que codificam tais anticorpos e a
utilizagcao terapéutica tanto do polipéptido como das
sequéncias de nucledtidos, em particular para a terapéutica
de doengas que envolvem lesao no tecido qgque deriva da

activacao descontrolada do sistema de complemento.



DESCRICAO

"ANTICORPOS ANTI-COMPONENTE C5 DO SISTEMA DE COMPLEMENTO E
SUA UTILIZAGAO”

CAMPO DA INVENCAO E ANTECEDENTES DA TECNICA

A activacgao do sistema de complemento (sistema C)
representa um mecanismo importante na defesa imune. Ao
mesmo tempo representa uma arma de dois gumes devido a que
por um lado garante a protecgao do hospedeiro, mas por
outro lado é capaz de danificar tecidos gquando se activa o
complemento por varias circunsténcias patoldgicas. A
susceptibilidade aumentada a infecgdes bacterianas e
distarbios auto-imunes observados nos pacientes com
deficiéncias herdadas do sistema C claramente demonstra a
importadncia particular deste sistema na protecgdo do
hospedeiro contra agentes infecciosos e na eliminacgao de
imunocomplexos. Estas fungdes protectoras resultam da
activacao do complemento em tipo cascata que gera produtos
biologicamente activos. Alguns deles, tais como Clg, C3b e
C3bi, opsonizam os agentes infecciosos permitindo sua
eliminagao. Em seu lugar outros, tais como C5a e C5b67, tém
a funcado de recrutar células fagociticas no lugar de
inflamagao ou lisar alvos sensiveis como no caso do
complexo de ataque a membrana (MAC). Desafortunadamente
estas moléculas, uma vez gue sao produzidas, nao sao
capazes de diferenciar entre alvos enddgenos e exdgenos e
provocariam lesdo grave a tecidos e células se estes nao
estivessem protegidos por potentes inibidores de membrana
ou extracelulares que agem em diversos niveis na cascata de
activacdao do complemento. No entanto, a acgao dos
inibidores fica sobrecarregada em presenga de uma activacgao
massiva do sistema C, em doencas infecciosas graves ou
distirbios auto imunes e o complemento activado provoca

destruigao do tecido e celular.



O fragmento Cba e o complexo terminal C (TCC) estao
entre os produtos envolvidos na destruigao do tecido em
varios processos inflamatérios. Podem encontrar-se estes
produtos de activagdo em niveis acima do normal em fluido
sinovial de pacientes com artrite reumatdide e em fluido
cerebroespinhal de pacientes com varias doencas do sistema
nervoso central. Também foram encontrados niveis elevados
de CS5a em pacientes com politraumatismos assim como em
pacientes com lesdes de isquemia do miocardio e reperfusao.

Portanto, agora se reconhece o papel de Cba no
desenvolvimento destas doencas. Isto é demonstrado pelos
sinais de stress pulmonar, hipotensao e leucopenia
mostradas por animais que receberam injeccdao intravenosa
desta anafilatoxina. Além disso, a instilagao nos broénguios
de Cbha é capaz de induzir reacgdes inflamatdérias fortes em
pulméo de coelho.

O TCC é gerado a partir do fragmento C5b libertado por
clivagem enzimatica de C5 pela acgdo de C5 convertase.
Recentemente foi demonstrado que TCC induz inflamacgao
devido a lesédo do tecido derivada de sua actividade litica
e de numerosos efeitos nao citotdéxicos sobre fagdcitos e
outros tipos celulares.

O TCC foi identificado em varios tecidos em diversas
afecgdes patoldgicas, incluindo artrite reumatdide,
glomerulopatia, esclerose miltipla, neuropatias periféricas
desmielinizantes, aterosclerose e enfarte de miocardio. O
desenvolvimento de modelos animais experimentais destas
doengas com deficiéncias selectivas em componentes C
tardios contribuiu adicionalmente a definir o papel de
estes componentes no desenvolvimento de lesao do tecido.

Devido ao papel fundamental desempenhado por Cba e TCC
em promover a inflamagao crdnica e a lesao do tecido, foram
realizadas varios tentativas para neutralizar 0s
componentes tardios do complexo C como estratégia

terapéutica para prevenir estas complicagdes em doencgas



associadas a activacdo de C5. Esta molécula resulta ser um
alvo terapéutico ideal, ja gue sua neutralizacao inibe a
sequéncia tardia de eventos de activagao da cascata, sem
interferir com a actividade opsonizadora dos componentes
precoces desta cascata. Anticorpos monoclonais de ratinho
especificos para C5 humano, de ratinho e de rato e capazes
de 1inibir a produgao de Cba e do complexo de ataque a
membrana (MAC) ja estdo disponiveis no mercado. Os
anticorpos anti-C5 foram utilizados com sucesso em ratinhos
para evitar o desenvolvimento de artrite induzida por
colagénio e para melhorar o) ciclo clinico de
glomerulonefrite, e em ratos para reduzir isquemia do
miocdrdio e reperfusao.

Nos ultimos anos foram produzidos dois anticorpos de
cadeia simples (anticorpo de cadeia simples ou fragmento
variavel de cadeia simples, scFv) ambos dos quais sao
descritos na Pedido de Patente WO 95/29697. Estes
anticorpos sao capazes de penetrar tecidos mais rapidamente
que o anticorpo completo. O primeiro anticorpo de cadeia
simples obtido por montagem de regides variaveis de um
anticorpo de ratinho para C5 conserva a capacidade do
anticorpo original de inibir a montagem do MAC e bloquear
parcialmente a produgao de Cba (Evans, M. J e col, 1995,
Mol. Immunol. 32:1183). Além disso, este anticorpo é capaz
de prevenir os depdsitos de C5b-9 no coragao com reperfusao
de plasma humano ou em insuficiéncia cardiaca. O segundo
scFv é um anticorpo de ratinho humanizado anti-C5 que ¢é
obtido por 1insergdo de regibdes CDR murinas (regides
determinantes de complementaridade) na estrutura da regiao
variavel das cadeias leve e pesada humanas. Este anticorpo
(Thomas, T. C. et al., 1996, Mol. Immunol. 33:1389) é capaz
de inibir a formagdo de C5a e C(C5b-9 embora o epitopo
reconhecido mapeado ao redor dos aminoacidos 860-865 da
molécula C5 e que corresponde ao péptido KSSKC, resulta

estar longe do lugar de clivagem de C5 convertase. Além



disso, estudos posteriores (Fitch, J. C. et al., 1999,
Circulation 100:2499) demonstraram dgque este anticorpo &
capaz de inibir a actividade hemolitica do complemento,
atenuar a lesdo do miocardio, lesdo cognitiva e hemorragia
pds-operatdédria num grupo de pacientes com derivacao
cardiopulmonar.

O documento WO02/30985 A revela inibidores de C5, que
inibem activagao de células endoteliais de tipo II, em due
a inibicao se manifesta pela supressao de E-selectina.
Estes inibidores sao uUteis no tratamento de rejeicao de
xenoenxertos retardado ou rejeigao vascular aguda. Os
inibidores incluem moléculas de anticorpo, assim como
homélogos, analogos e formas modificadas ou derivadas dos
mesmos, incluindo fragmentos de imunoglobulina tais como
Fab, F(ab’)2 e Fv, moléculas peguenas, incluindo péptidos,
oligonucledtidos, peptidomiméticos e compostos orgédnicos.
Foram gerados exemplos de anticorpos monoclonais dgue se
ligam a e inibem C5, e sdo designados MAb 137-76 e MAb 137-
30. O documento nao especifica o lugar de ligagao a
anticorpo.

SUMARIO

De acordo com um aspecto da invencgao, proporciona-se o
anticorpo de acordo com a reivindicagdao 1. Portanto, o
principal aspecto da invengao refere-se a um anticorpo de
origem  humana especifico para o) componente Cbh de
complemento activado e caracterizado pelo facto de que
inibe a clivagem da cadeia alfa de C5 em Cba e Cbb. Em
particular, o anticorpo ¢é recombinante e reconhece um
epitopo que compreende o lugar proteolitico para a C5
convertase na cadeia alfa do componente de complemento C5.

De acordo com uma forma de realizagcao preferida, o
anticorpo recombinante ¢é composto de uma cadeia simples
(scFv) que compreende uma regido variavel da cadeia leve
ligada covalentemente com uma regido variavel da cadeia

pesada e, de acordo com um aspecto ainda mais preferido, é



composto de ou compreende ambas as sequéncias de
aminodacidos identificadas como SEQ ID N°: 2 e SEQ ID N°: 4
ou proteinas qgque tém pelo menos 95% de homologia com a
sequéncia de aminodcidos que corresponde a SEQ ID N°: 6 de
acordo com a reivindicacao 1.

De acordo com um aspecto adicional, a invengao inclui
as sequéncias de nucledtidos isoladas que codificam
anticorpos especificos para o componente C5 de complemento
activado de acordo com as reivindicagbes 1 a 9 e em
particular gue compreendem SEQ ID N°: 5. Um aspecto
adicional da invencao refere-se a os vectores que contém as
sequéncias anteriormente mencionadas. De acordo com um
aspecto adicional, a 1nvengao refere-se a wutilizacgéo
terapéutica dos anticorpos, proteinas e sequéncias de
nucledétidos reivindicados para a preparacdo de farmacos que
previnem e tratam doengas que envolvem a activacgao
descontrolada do sistema de complemento, em particular
artrite reumatdide, glomerulonefrite, esclerose multipla,
neuropatias periféricas desmielinizantes, ateroesclerose.
DESCRICAO DAS FIGURAS

Figura 1. Avaliagcdao da capacidade de clones anti-C5

scFv Ts-al2 e Ts-al2/22 para inibir a formagdo de
fragmento C5a por meio de um ensaio ELISA (painel A) e
um ensaio hemolitico (painel B).

Painel A) O ensaio ELISA mede a quantidade de
fragmento Cba libertado no sobrenadante depois de
clivagem enzimatica de C5, utilizando anticorpos anti-C5
como € descrito no exemplo 6. A incubacgdao de C5 com
anticorpos Ts-al2 e Ts-al2/22 da invengdao inibe a
formagao do fragmento CS5a. Foram adicionados eritrdcitos
de ovelha sensibilizados com anticorpos e revestidos até
a etapa de complemento C3b (EAC1-3b) a mistura de TS-Al2
ou TS-Al12/22 e C5, e a mistura foi incubada
adicionalmente durante 30 minutos a 37 °C (painel B).

Como é mostrado na Figura 1 A e B, os anticorpos TS-Al2



e TS-A12/22 inibem a clivagem de C5 por C5 convertase e,
portanto, inibem a formagao de Cba (Painel A) e de TCC
(Painel B).

Simbolos: - A - Ts-Al2/22; - MW - scFv nao
relacionado; - ¢ - TS-Al2.

Figura 2. Imunotransferéncia para identificar a cadeia
C5 reconhecida por scFv TS-Al2/22.

As cadeias alfa e beta de c¢5 foram separadas por meio
de electroforese por meio SDS-PAGE em poliacrilamida a
10% e depois foram transferidos a nitrocelulose. A
imunotransferéncia (pistas 1 e 2) foil desenvolvida com
anticorpo TSA-12/22 e foli revelada por incubacao com
anticorpo monoclonal anti-SV5 (etiqueta SV5) seguida de
incubag¢ao com um anticorpo de cabra anti-IgG de ratinho
marcado com fosfatase alcalina. Pista 1: 100 ng de
cadeia alfa de C5; pista 2: 100 ng de cadeia beta; pista
3: mistura das duas cadeias. A 1munotransferéncia na
pista 3, wutilizada como um controlo positivo, foil
desenvolvida com um anticorpo de cabra anti-C5 humano
conjugado com Dbiotina gue reconhece as cadeias tanto
alfa como beta e foli revelada com avidina marcada com
fosfatase alcalina. Pode ser visto que scFv TSA-12/22
reconhece a cadeia alfa de C5 na pista 1, mas nao a
cadeia beta na pista 2.

Figura 3. Inibigdo da ligagao de C5 e scFv da invencéo
pelo péptido P5A-18 (KDMQLGRLHMKTLLPVSK) que compreende
o lugar de clivagem de C5 convertase.

Foram incubadas misturas de scFv TSA-12/22 (1 ug/ml)
gue continham 200, 400 e 800 ng de péptido P5A-18, com a
sequéncia KDMQLGRLHMKTLLPVSK, que compreende o lugar de
clivagem de C5 convertase ou 800 ng de péptido nao
relacionado CS5, derivado de fibronectina
(GEEIQIGHIPREDVDYHLYP SEQ ID N© 16 da lista de
sequéncias) ou 3,5 Mg de fragmento Cba ou solugao salina

(controlo) como é descrito no exemplo 8. A ligacao do



anticorpo, pré-incubado em diferentes condigdes, foi
avaliada por ensaio imunoenzimdatico utilizando C5 em
fase sdélida. A inibicao pelo péptido P5A-18 da ligacao
entre scFv da invencado e C5 é dependente da dose,
variando entre 45% e 90% para concentragdes de péptido
de 200 e 800 ng, respectivamente. Estes valores
correspondem a uma Ki de 1 UM para o péptido P5A-18. Nao
foi observada inibig¢ao utilizando C5A ou o péptido nao
relacionado.

Figura 4. Inibigdo de actividade hemolitica de C5 pelo
anticorpo TS-Al2/22.

Valores de leitura espectrofotométrica realizada a 412
nm para medir a inibigcdao de 1lise de eritrdécitos de
ovelha revestidos com EAC1-3b, através da via de
activagcdo do complemento c¢lassica (Painel A); ou de
eritrécitos de coelho para medir a via alternativa de
activagao do complemento (Painel B). Foram misturadas
quantidades crescentes de C5 com 600 ng do anticorpo
scFv da invencgado com um scFv nao relacionado ou com GVBS
em que o scFv da invengdo foi solubilizado, como é
descrito no exemplo 9. Depois da incubagao com Soro sem
C5, obtido de um paciente com deficiéncia selectiva
deste componente de complemento, a percentagem de
hemdélise foi medida em comparacao com o valor do 100%
obtido por lise de eritrdcitos num volume igual de H,0
destilada e um branco obtido por ressuspensao de
eritrdécitos em GBVS.

Simbolos: - 0 - TS-A12/22; - M® - scFv nao
relacionado; - A - GVBS.

Figura 5. Inibigdo de actividade hemolitica de C5 em
soro de mamiferos pelo anticorpo TS-Al2/22.

Foram realizadas medig¢des como é descrito no exemplo 8
utilizando soros de ser humano (painel A), rato (painel

B), coelho (painel C), ratinho (painel D).



Simbolos: - A -: GVBS TS-Al2/22; - M - scFv néo
relacionado; - ¢ - TS-A12/22.

Figura 6. Inibicdo de migragdo intra-articular de
Leucécitos Polimorfonucleares (PMN) pelo anticorpo TS-
Al2/22 em modelos de rato de artrite induzida por
antigénio.

Foram incubados Leucdcitos Polimorfonucleares (PMN),
isolados de lavagem intra-articular de ratos com artrite
induzida por instilagao de BSA (mBSA), com anticorpo TS-
A12/22 ou com um anticorpo nao relacionado, como é
descrito no exemplo 10. O nuUmero de PMN na articulacgao
tratada com o) anticorpo da invencao aparece
drasticamente reduzida. Solug¢ado salina: controlo sem
artrite induzida; mBSA: artrite induzida por BSA, nao
tratada; nao relacionado: artrite induzida por BSA,
tratada com anticorpo scFv ndo relacionado; Ts-al2/22:
artrite induzida por BSA, tratada com o anticorpo da
invencgao.

Figura 7. Analise de imunofluorescéncia de membrana
sinovial de ratos com artrite induzida por antigénio.

Foram analisadas secg¢des histoldgicas de articulacbes
de ratos tratadas com 1injecgao intra-articular de
solugdo salina (A), BSA (B), BSA com TS-Al12/22 (C) e BSA
com o anticorpo nao relacionado (D) por
imunofluorescéncia com respeito a presenca de
componentes de complemento C3 e C9, como & descrito no
exemplo 10. Enfatiza-se gue o tratamento com TS-A12/22
nao afecta a deposicao de C3 mas que reduz
significativamente a de C9, confirmando deste modo a
inibigao de Cb5.

Figura 8. Representagdo esquematica de minicorpos
preparados a partir de sequéncias ScFv incluindo regides
constantes humana, de ratinho e de rato.

Figura 9. Inibig¢do da via de activagadao do complemento

classica.



Simbolos: - A -: GVBS; - B - scFv nao relacionado; - ¢
- TS-A12/22-CH2CH3 {(minicorpo); - B - TS-Al12/22 {(scFv).

Figura 10. Inibigdo de migragao intra-articular de
Leucdcitos Polimorfonucleares (PMN) pelo anticorpo TS-
Al12/22-CH2CH3 (minicorpo) em modelos de rato de artrite
induzida por antigénio.

Desde a esquerda: barra 1: controlo (mBSA); barra 2:
mBSA + TS-A12/22-CH2CH3 (minicorpo) injectado no momento
0; barra 3 mBSA + TS-A12/22-CH2CH3 (minicorpo)
injectado as 6 horas da indugdo de artrite.

Figura 11. Reducdao do inchago das articulacgodes.

O anticorpo, em forma de minicorpo, foi injectado no
modelo de artrite induzida por mBSA em rato no momento 0
e 6 dias depois do tratamento com BSA. Os valores de
percentagem na ordenada foram obtidos com respeito ao
didmetro Dbasal da articulagdo antes da indugdo de
artrite. Os dias sao indicados na abscissa.

Desde a esquerda: barra 1l: controlo (mBSA); barra 2:
mBSA + TS-A12/22-CH2CH3 (minicorpo) injectado no momento
0 desde a inducgédo da artrite; barra 3: mBSA + TS-Al2/22-
CH2CH3 (minicorpo) injectado a as 6 horas desde a
inducgao de artrite.

DESCRICAQO DETALHADA da INVENCAO

O principal objecto da presente invencao refere-se a
um anticorpo de origem humana de acordo com a invencgao 1,
que tem especificidade para o componente C5 do sistema de
complemento e ¢é caracterizado pelo facto de inibir a
clivagem da cadeia alfa de C5, também denominada C5
activado, nos fragmentos C5a e C5b. Esta clivagem ¢é
produzida como resultado da activacao do complemento que é
produzida por mecanismos conhecidos.

Depois da activacao do Complemento, é produzida uma C5
convertase que cliva a cadeia alfa do factor C5 gerando um
fragmento de aproximadamente 70 aminoacidos (aa), conhecido

como C5a e um fragmento C-terminal de 925 aminoacidos, C5b.
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Os produtos resultantes da activagcao de Cb5, Cba e C(C5b,
estao Dbiologicamente activos. Em particular, C5a tem
actividade quimiotactica para leucdcitos polimorfonucleares
e mondcitos, enquanto gque o fragmento C5b contribui a
formagao do complexo de complemento terminal (TCC).

O anticorpo é recombinante.

O anticorpo da invencdo é de origem humana, isto &,
deriva completamente de um repertdério de anticorpos obtido
de linfdécitos humanos. Estes anticorpos tém regides tanto
complementarias de antigénios (CDR) como flanqueantes de
origem humana, ao contrario dos anticorpos humanizados em
que somente a flanqueante é de origem humana, enquanto que
as CDR sao de origem murino.

O presente documento, por anticorpos recombinantes
entende-se um anticorpo composto de pelo menos uma regiao
varidavel derivada da cadeia ©pesada ou 1leve de uma
imunoglobulina e ©produzida por meio de técnicas de
engenharia genética a partir das sequéncias de nucledtidos
que codificam as regides caracterizadoras do anticorpo. O
anticorpo recombinante é produzida num organismo hospedeiro
gue habitualmente ¢é uma bactéria, uma levedura ou uma
célula eucariota superior (de origem animal ou vegetal). A
técnica de engenharia genética permite produzir anticorpos
completamente humanos ou seleccionar um formato diferente
de anticorpos naturais. Pelo contrario, os anticorpos
produzidos pela tecnologia de hibridoma cléssica descrita
por Milstein et al., somente podem ser de ratinho ou de
rato e tém o tipico formato de forma em E de anticorpos de
quatro cadeias. As quatro cadeias, 1dénticas por pares,
compreendem uma cadeia pesada e uma leve, que consiste cada
uma numa regido constante e variavel, como é descrito por
Rathbum, G. et al. (1989) em «Immunoglobulin genes»,
Academic Press, Nova Iorque.

De acordo com a reivindicacgao 1, o) anticorpo

recombinante anti-C5 da invencéao é caracterizado pelo facto
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de reconhecer um epitopo na cadeia alfa do componente C5,
gque compreende a regiao de clivagem de C5 convertase. A
especificidade de 1ligacao do anticorpo da i1invencgao pelo
epitopo que compreende o lugar de clivagem para C5
convertase, que se posiciona entre glicina 733 e arginina
734 de C5 humano de acordo com a numeracao da Base de Dados
SwissProt para C5 humano (SEQ ID P01031), pode ser
verificada in vitro. Por exemplo, pode ser verificada por
meio de um ensaio ELISA de competigao em C5 que utiliza de
um  péptido sintético, como  por exemplo o) péptido
KDMQLGR | LHMKTLLPVSK (em que a seta indica o lugar de
clivagem proteolitica), que corresponde a regiao 727-744 da
proteina humana matura. De acordo com este aspecto, o
anticorpo é caracterizado pela capacidade de reconhecer uma
regiao com pelo menos 80%, preferentemente pelo menos 90%,
95% de homologia com o péptido KDMQLGR|LHMKTLLPVSK (que
corresponde a SEQ ID N° 15). Mais preferentemente reconhece
um epitopo de pelo menos 6-10 de aminodacidos composto de 1-
5 aminocdcidos a montante e 1-5 amincdcidos a Jjusante a
ligagao peptidica clivado pela enzima C5 convertase,
preferentemente o epitopo é LGRLHM. A regido que rodeia o
lugar de clivagem esta altamente conservada entre varias
espécies de mamiferos, portanto, o anticorpo da invengao
reconhece com uma eficacia de ligagdo muita similar a
molécula C5 de rato, ratinho, coelho etc. Além disso, o
anticorpo tem em cada espécie animal o mesmo efeito de
blogquear a conversao de C5 activado em seus fragmentos
activos Cba + C5b. 0O anticorpo recombinante da invencao
estd preferentemente numa forma de cadeia simples (scFv),
inclusive mais preferentemente corresponde a SEQ ID N° 6 e
compreende a regido variavel da cadeia leve ligada
covalentemente a regido variavel da cadeia pesada,
directamente ou por meio de uma sequéncia de aminodcidos
denominada ligador. No presente documento por scFv entende-

se um anticorpo de cadeia polipeptidica simples, composto
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da regido variavel da cadeia leve ligada a regido variavel
da cadeia pesada directamente ou por meio de um ligador
sintético. Conhecem-se na técnica ligadores compostos de
sequéncias de aminocadcidos nédo naturais (sintéticos) e séao
descritos por exemplo em (1999): Combinatorial Chemistry
and Technology: Principles, Methods, and application,
Marcel Dekker Inc, NY Estados Unidos. O ligador sintético é
preferentemente a sequéncia de nucledtidos SEQ ID N° 13 da
Lista de Sequéncias.

No anticorpo scFv da invengao, as cadeias VH e VL
estao preferentemente na ordem VL-VH desde a extremidade N-
ao C-terminal da cadeia polipeptidica. Este formato, em que
a extremidade N-terminal consiste numa cadeia VL, confere
grande hidrofilicidade a proteina completa expressa como
tal e as proteinas de fusdo que compreendem as regides
tanto VL como VH. Além disso, torna possivel a insercadao a
montante ou a jusante de sequéncias peptidicas denominadas
“etiqueta” ou “sinalizador”, que nao alteram as
caracteristicas de ligagado, mas sao utilizadas por exemplo
para facilitar a detecgao imunoldégica do anticorpo ou sua
producao ou purificagdao. Para os propdsitos da presente
invencao, o anticorpo também pode consistir no formato (N-C
terminal) VH-VL ou pode conter somente uma das duas cadeias
variavels, preferentemente a cadeia VH que corresponde a
SEQ ID N° 4, também em associacao com diferentes cadeias
VL, também independentemente de sua especificidade, como
por exemplo, que pode ser seleccionado através da
interacgao da cadeia VH que corresponde a SEQ ID N° 4 com
“colecgdes de repertdrios moleculares”.

No anticorpo da invencao, a cadeia VL pode ter uma
sequéncia que corresponde a SEQ ID N° 2 qgque esta ligada
covalentemente a uma cadeia VH que corresponde a SEQ ID N°
4.

De acordo com um aspecto da invencao, no anticorpo

scFv, pelo menos a cadeia VH tem a especificidade anti-Cb5
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anteriormente indicada e corresponde a SEQ ID N° 4 da Lista
de Sequéncias ou as variantes isotipicas ou mutagdes
conservativas destas sequéncias. Portanto, de acordo com
este aspecto, a invencado compreende todos os polipéptidos
gque compreendem uma regiao gue tem pelo menos 95% de
homologia, preferentemente 98% ou 99% de homologia com a
sequéncia de aminoacidos da regido VH, preferentemente VH3
que corresponde a SEQ ID N° 4. Uma forma de realizacgao
particularmente preferida deste scFv esta representada pelo
anticorpo que tem a sequéncia de aminoacidos que
corresponde a SEQ ID N° 6, gue corresponde a sequéncia 4 e
2 ligada por um péptido de ligador com uma sequéncia dgue
corresponde a SEQ ID N° 14. De acordo com uma forma de
realizagao particularmente preferida o anticorpo scFv que
corresponde a SEQ ID N° 6, tem uma constante de equilibrio
para o antigénio maior de 1x10’, preferentemente maior de
1x10°.

Numa forma de realizacao preferida, a sequéncia de
nucledétidos do anticorpo scFv é utilizada para obter por
engenharia genética cassetes de expressao para anticorpos
recombinantes que compreendem a regiao constante de cadeias
pesadas de imunoglobulina, preferentemente IgG, inclusive
mais preferentemente de origem humana, de ratinho ou de
rato. Inclusive mais preferentemente estas construgdes
compreendem regides CH2 e CH3 individualmente ou em
associacgao. Os cassetes de expressao preparados de acordo
com este procedimento sao clonados em vectores de expressao
adequados que sao utilizados para a transfecgao de células
eucariotas, preferentemente de origem mamifera, como por
exemplo HEK293, CHO, CO0S-1 BHK, células de mieloma ou
outras células adequadas para expressao de estes produtos
de proteina. De acordo com uma forma de realizagao
particularmente preferida, o anticorpo scFv gque corresponde
a SEQ ID N° 5 ¢é produzido de forma recombinante com

sequéncias CH2 e CH3 de rato. Nesta forma, o anticorpo
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recombinante dimeriza e um scFv TSA22-12 dimérico
representa uma forma de realizacao particularmente
preferida da invengao.

Em qualgquer caso estda incluido neste ambito da
presente divulgacdo a sequéncia de aminodcidos obtida por
mutagao das sequéncias contidas na Lista de Sequéncias
adjunta, em tanto qgue estas mutagdes nao alterem a
especificidade do anticorpo anti-C5 descrita. A mutacao
pode ser “conservativa”, quando baseia-se num aminocdcido
com caracteristicas quimicas ou estruturais similares com
respeito a polaridade, carga, solubilidade,
hidrofobicidade, hidrofilicidade ou baseia-se na natureza
anfipatica dos residuos de aminoacidos envolvidos. Por
exemplo, grupos de aminoacidos que compartem
caracteristicas similares de polaridade sao compostos de
aminoadacidos nédo polares (hidréfobos) que incluem alanina,
leucina, isoleucina, valina, prolina, fenilalanina,
triptofano e metionina; aminodcidos nao polares ou neutros

que incluem: glicina, serina, treonina, cisteina, tirosina,

asparagina e glutamina; aminoacidos carregados
positivamente (basicos) que incluem: arginina, lisina e
histidina; e o) grupo de aminoacidos carregados

negativamente (dacidos) gque compreende: acido aspartico e
acido glutamico. Também podem ser produzidas mutagdes
aleatoriamente, por exemplo, utilizando ADN polimerases que
se sabem que sao “propensas a erros”. Portanto, de acordo
com um aspecto adicional, a presente invengao compreende
anticorpos recombinantes como se reivindica gerados por
mutagénese das sequéncias de nucledtidos SEQ ID N° 3 e 5
correspondentes as sequéncias que codificam a regido VH e
para o anticorpo na forma scFv. De acordo com este aspecto,
a 1invengao inclui, portanto, um procedimento para gerar
anticorpos com especificidade pelo componente C5 do
complemento activado. Este ©procedimento essencialmente

inclui a utilizacao de qualguer das sequéncias SEQ ID N° 4
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e SEQ ID N° 6 ou preferentemente a mutagénese dirigida ou
aleatdéria das sequéncias de nucledtidos que codificam SEQ
ID N° 4 e N° 6. Portanto este procedimento preferentemente
inclui mutagénese das sequéncias de nucledtidos SEQ ID N° 3
e SEQ ID N° 5.

Dentro do formato preferido do anticorpo, que consiste
em regides variavels de cadeia leve ou pesada do anticorpo
fusionadas numa cadeia de scFv simples por meio de um
ligador proteico, a cadeia leve é mais preferentemente a
cadeia lambda e em particular a cadeia VA3/V2-14 ou a
cadeia kappa, preferentemente a Vx4/DPK24. A cadeia pesada
¢ a cadeia VH3, em particular a VH3/V-48, como se define na
base de dados na pagina web: http://www.mrc—
cpe.cam.ac.uk/imt-doc/restricted/ok.html (indice Vbase). De
acordo com este aspecto a invengao compreende todos os
anticorpos como se reivindicam, derivados por mutagénese da
sequéncia de nucledtidos que codifica a cadeia VH ou o
scFv. Estes anticorpos sao caracterizados pelo facto de que
conservam especificidade para o componente C5 do sistema de
complemento e de inibicao da clivagem da cadeia alfa de C5,
também denominada C5 activado, em fragmentos C5a e C5b.

Os peritos na especialidade sabem que a especificidade
de ligagao a antigénio de um anticorpo € determinada
principalmente pelas regides CDR (Regiao Determinante de
Complementaridade) que sao definidas como regides
hipervariaveis do anticorpo. Existem trés regides
hipervariaveis para cada regiao variavel na cadeia tanto
pesada como leve. No entanto, nao estao aceito unanimemente
0s limites exactos das regides menos variaveis ou
“flanqueantes” entre as quais estao compreendidas as CDR.
De facto existem duas classificagdes diferentes. A primeira
baseia-se em *“variabilidade de sequéncia” (Kabat et al.),
enquanto que a segunda baseia-se em “variabilidade
estrutural” (Chothia et al.). No entanto, devido a que a

especificidade de ligacao a antigénio é devido
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principalmente as regides CDR, foi possivel, por meio da
utilizacao de técnicas recombinantes de ADN, obter por
engenharia genética anticorpos gquiméricos gque exploram a
especificidade de ligagao de CDR murina montada sobre as
regides flanqueantes de anticorpos humanos. A
especificidade dos ditos anticorpos resulta ser a mesma que
para o anticorpo murino a presente invengdo esta composta
de sequéncias de aminocdacidos e nucledtidos das 3 regides
CDR da parte variavel da cadeia leve e das 3 regides CDR da
parte variavel das cadeias pesadas (SEQ ID N° 7, 8, 9
respectivamente) . Portanto, estao incluidas no intervalo da
forma de realizacao particular da presente invengao todos
os anticorpos gerados por “enxerto” das regides CDR ou pelo
menos a terceira CDR, que corresponde a SEQ ID N° 9, em
outra estrutura de apoio do anticorpo ou em estruturas de
apoio de tipo anticorpo. Os exemplos das uUltimas sao
“minicorpos” em gque a CDR da invengao sao posicionados
tridimensionalmente de maneira que mantenha a
especificidade de ligacao de C5.

Também ¢é revelado um anticorpo humano recombinante
caracterizado pelo facto de que compreende como regides CDR
pelo menos trés das sequéncias de aminoacidos identificadas
na lista de sequéncias, como: SEQ ID N° 7, SEQ ID N° 8, SEQ
ID N° 9 ou suas mutagdes conservativas.

Além disso, sao reveladas proteinas quiméricas que
compreendem pelo menos um dos polipéptidos correspondentes
as SEQ ID N° 2, 4 ou 6 ou os que podem ser obtidos por meio
de técnicas de engenharia genética que portam mutagdes
conservativas ou nao conservativas e pelo menos 95%, mais
preferentemente 98% ou inclusive 99% homélogos as
sequéncias originais. Portanto, a divulgagdao se estende a
polipéptidos que compreendem pelo menos uma das sequéncias
de aminoacidos especificas de anticorpo definidas como SEQ
ID N° 2, 4, 6, 8, 10, 12, também gquando estes sao

preparados numa forma que difere da forma candnica ou
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natural dos anticorpos. Também sao reveladas
imunoglobulinas guiméricas gque compreendem pelo menos uma
das sequéncias de aminoacidos identificadas como SEQ ID NO:
2, 4 ou 6 ou dominios funcionais derivados de tais
sequéncias em combinagdo com a sequéncia de aminoacidos de
regides constantes de cadeia pesada de Ig (imunoglobulina)
ou subdominios destas regides (isto &, dominios CH, ou CHj)
derivados, por exemplo, de sequéncias de aminoacidos (aa)
conhecidas na base de dados (isto é, gene de cadeia pesada
de Ig A humana de 00220, gene de cadeia pesada de Ig G
humana AF 237583, cadeila pesada de Ig gama L27437 de Mus
musculus, regiao de cadeia pesada M28671 de Rattus
Norvegicus) .

Preferentemente o anticorpo ¢é dimérico. Também sao
sequéncias seleccionadas entre SEQ ID N°: 2, 4 ou 6 guando
portam mutacgdes, substituigdes ou delecgdbes de aa que nao
alteram a especificidade de ligagao do anticorpo da
invengdo. As sequéncias de aminoacidos da Lista de
Sequéncias também podem compreender péptidos adicionais
situados na extremidade C ou N-terminal, como por exemplo a
sequéncia “marcadora” ou “de sinalizador” gque sao uteis
para a purificagdo ou reconhecimento imunoldgico do
anticorpo recombinante em suas diversas formas ou gquando
portam delegdes na extremidade C ou N-terminal, mas gue nao
alteram sua especificidade de ligacgao.

Um tipo particularmente preferido de sequéncia
“marcadora” é a cauda de polihistidina, codificada pelo
vector de expressao usado na presente invencao, que é
expresso na extremidade C-terminal da sequéncia SEQ ID N° 6
para facilitar a purificagao de afinidade numa coluna de
niquel. Outra etiqueta de sequéncia é o SV5 de SIV, que é
adicionada para facilitar o reconhecimento imunoldgico.

Um aspecto adicional €& representado por todas as
sequéncias de nucledtidos resultantes de degeneracao do

cédigo genético, caracterizadas pelo facto de gque codificam
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o0 anticorpo scFv com a sequéncia SEQ ID N° 6 ou a cadeia
pesada VH que corresponde a SEQ ID N° 4 ou a cadeia leve
que corresponde a SEQ ID N° 2 e as sequéncias de
nucledétidos que codificam polipéptidos que tém pelo menos
95% de homologia, preferentemente 98% ou 99% de homologia
com a SEQ ID N° 6, a SEQ ID N° 4, a SEQ ID N° 2,
preferentemente com SEQ ID N° 4 ou que codificam seus
variantes conservativos. Portanto, as sequéncias de
nucledétidos identificadas com a SEQ ID N° 1, 3, 5 ou a
Lista de Sequéncias ou sequéncias de nucledtidos que
compreendem tails sequéncias, representam uma forma de
realizagao particularmente preferida das sequéncias de
nucledtidos.

Também estao incluidas na divulgagao todas as
sequéncias de nucledétidos obtidas por meio de “mutagénese
parcimoniosa” (Shier, R., e col, 1996, Gene 169: 147) ou
por meio de outros métodos de mutagénese dirigida ou
aleatédria ou sequéncias de nucledtidos da presente
invencao, em particular SEQ ID N° 1, 3, 5 (Marks, J. D., et
al., 19%2, J. Biol. Chem. 267:16007) realizados para
melhorar algumas das propriedades dos anticorpos, como por
exemplo a afinidade, enquanto é mantida a especificidade de
ligagao pelo lugar de <clivagem de C5. Além disso, a
presente invencao inclui todos os anticorpos scEFv em que a
sequéncia que codifica a regiao VH, que corresponde a SEQ
ID N° 3, é mantida constante, enquanto que a seguéncia que
codifica a regiao VL do anticorpo TS-Al2/22, que
corresponde a SEQ ID N©° 1, é substituida por
“redistribuicao de cadeias”, por exemplo, utilizando
colecgdes (“bibliotecas”) de regides humanas VL.

As sequéncias de nucledétidos objecto da presente
invengcao sao clonadas em vectores adequados para sua
amplificacgao, mutagénese ou modificagdo adicional ou
expressao. Portanto, os vectores que contém pelo menos uma
das sequéncias de nucledétidos SEQ ID N°: 1, 3, 5, 7, 9, 11
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como na lista de sequéncias representa um aspecto adicional
da 1invencgao. Estas sao utilizadas preferentemente para
preparagao de anticorpos recombinantes ou de proteinas
gquiméricas num hospedeiro adequado e seguindo métodos
conhecidos na técnica.

De acordo com uma forma de realizagcao preferida da
presente invengao, os anticorpos recombinantes sao clonados
e sao expressos preferentemente em hospedeiros procariotas:
particularmente prefere-se E. coli, mas também podem ser
utilizados outros hospedeiros procariotas, tais como B.
subtilis, P. pastoris, K. lactis, ou células eucariotas de
origem animal ou vegetal. Os vectores de expressao que
contém tais sequéncias de nucledtidos sao optimizadas para
expressao em cada um de estes hospedeiros, por insercgao de
regides reguladoras, promotores, terminadores ou
activadores de transcripg¢ao ou origens de replicacgao
adequados. Um vector de expressao particularmente preferido
de acordo com a presente invengado ¢é representado por um
vector de expressao periplasmica para @ E. coli, em
particular o vector pDANS (Sblattero, D. e Bradbury A.,
2000, Nat. Biotechnol. 18:75).

O anticorpo ou as proteinas quiméricas que tém a
especificidade descrita na presente invengao inibem a
conversao de C5 a seus produtos biologicamente activos. Em
particular, por meio do bloqueio da formagdao de Cbb
bloqueiam a formagao do complexo terminal C (TCC) que leva
a formulacao do MAC (Complexo de Ataque a Membrana) que é
capaz de determinar lise celular massiva e lesdao do tecido
significativa. Além disso, por meio da inibigao da formagéo
de C5a também inibem a actividade quimiotactica de C5a para
Leucdécitos Polimorfonucleares e mondécitos, que apds a
estimulagao produzem citocinas tais como IL-1, IL-6, IL-8
ou outros mediadores inflamatdérios importantes tais como

Serina-elastases, peroxidases, etc.
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A actividade quimiotéactica de C5a e a actividade
citolitica de MAC, para cuja formacao participa C5b, sao
consideradas as principais causas de lesao do tecido
induzida em varias doencas inflamatdrias. Por exemplo,
foram descobertos niveis elevados de fragmento C5a e de TCC
no fluido sinovial de pacientes com artrite reumatdéide ou
no fluido cerebroespinhal de pacientes com varias doencgas
do sistema nervoso central.

Portanto, um aspecto adicional da invencdo refere-se a
utilizagao terapéutica de anticorpos anti-C5 recombinantes
da invengao, gque portam a capacidade de inibir a conversao
do componente C5 a CSa e C5b, numa das formas descritas na
invengdo: scFv, VH e/ou VL solos ou em combinagdo com
regides constantes de Ig, preferentemente de origem humana,
de ratinho ou de rato, proteinas quiméricas ou regides
variaveis simples e suas mutagdes conservativas, variantes
isotipicas etc. Este aspecto também refere-se a utilizacgéo
terapéutica de suas formas de realizagao preferidas
compostas das sequéncias de aminoacidos SEQ ID N° 2, 4, 6
da Lista de Sequéncias.

De acordo com a invencao, os anticorpos bloqueiam a
conversao de C5 pela C5 convertase. Esta enzima pode ser
activada pela via cléassica iniciada pelo componente de
complemento Clg desencadeada por complexos antigénio-
anticorpo ou de agregados de IgG ou IgM ou pela via de
activacdao alternativa iniciada por substédncias naturais
tais como lectinas, bactérias ou paredes celulares de
levedura ou alguns venenos de serpentes ou factores
nefriticos. Portanto, avaliou-se se o0s anticorpos ou
proteinas da invencdao bloqueiam selectivamente uma ou a
outra das doils vias de activagcao do complemento. Com base
em experiéncias in vitro realizadas por ensaios hemoliticos
em eritrdécitos de ovelha (SRBC: Gldébulos Vermelhos de
Ovelha) ou em eritrdécitos de coelho (RBC), os anticorpos e

proteinas de acordo com a presente invencado inibem as vias
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de activacao do complemento tanto classica como
alternativa. Uma vantagem proporcionada pela utilizacao de
anticorpos ou proteinas que tém especificidade pelo
componente C5 de acordo com a presente invencdo é gque os
componentes do complemento iniciais continuam estando
disponiveis para outras fungdes de sistema de complemento
tais como opsonizacadao e eliminacao de imuno-complexos. Este
enfoque terapéutico resulta ser vantajoso sobre um bloqueio
potencial no nivel do componente C3 que precede a acgao do
componente C5. Um blogueio no nivel do componente C3
levaria a um blogqueio total da cascata do complemento e de
suas fungdes em opsonizagao e eliminacao de imunocomplexos.

Portanto, numa forma de realizagcao particularmente
preferida, os anticorpos ou as proteinas da invengdo, numa
das formas de realizagao descritas ou nas obviamente
derivaveis delas, sao utilizadas para preparacdes
farmacéuticas para tratamento de doengas causadas ou
acompanhadas por hiperactivacao do sistema de complemento.
A invengao estende a utilizagdo de anticorpos e proteinas
da invengao e suas sequéncias de nucledtidos codificantes,
ao campo do diagndéstico, na area de diagndéstico de
distirbios caracterizados ou acompanhados por activacgao
incontrolada do sistema de complemento, em particular do
componente C5 ou de seus fragmentos biologicamente activos.

Mais preferentemente, os polipéptidos e anticorpos da
invengao sao utilizadas para o tratamento ou a prevengao de
doencas causadas ou acompanhadas pela accao citotdxica e
pré-inflamatéria do complexo terminal C (Complexo Terminal
C TCC), em gque em particular tais doengas compreendem
inflamagao crdénica e em particular artrite reumatdide,
glomerulonefrite, esclerose multipla, neuropatias
periféricas desmielinizantes, aterosclerose ou alguns
distirbios auto-imunes.

Além disso, ensaios experimentais demonstraram que

polipéptidos e anticorpos anti-C5 da invencgao Sao
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terapeuticamente Uteis tanto em tratamento como em
prevengdao de patologias inflamatdérias agudas induzidas ou
acompanhadas por activacao massiva do componente C5, que
age através da actividade quimiotdactica do fragmento Cb5a,
assim como através da actividade de TCC iniciada pelo
fragmento Cb5b. Por exemplo, as patologias agudas estao
representadas por septicemia bacteriana, lesao do tecido,
por exemplo lesdo do miocardio, do nervoso central, lesdes
devidos a transplante ou causados por isquemia e reperfusao
depois de isquemia.

Além disso, um aspecto adicional da invencao refere-se
a utilizacdo terapéutica de sequéncias de nucledtidos que
codificam anticorpos ou proteinas da invencdo ou o0s
vectores que 0s contém. Estes sao utilizadas
preferentemente em terapéutica génica somatica de doencas
induzidas ou acompanhadas por activacao massiva do
componente C5, por activagao incontrolada do sistema de
complemento, por produgao excessiva de fragmentos Cbha e
C5b, por produgao excessiva de componentes do complemento
C5 a C9, como em artrite reumatdide ou em alguns distUrbios
auto-imunes. Sendo submetida a variabilidade individual e
estado de saude geral, ndo ¢ facil quantificar um nivel
maior que o normal de activagao do sistema de complemento e
da conversao do componente C5 activado a seus fragmentos
biologicamente activos. Portanto, os niveis andémalos sao
definidos pragmaticamente como os que sao capazes de causar
um estado patoldgico agudo ou crénico.

A produgao in vivo e in vitro de anticorpos da
invengao em animais transgénicos, obtidos por manipulacéo
genética de mamiferos nao humanos utilizando pelo menos uma
das sequéncias de nucledtidos descritas na presente
invengao por métodos conhecidos para os peritos no campo,
também esta compreendida dentro do alcance da presente
invencao. Isto representa uma aplicacao util para o estudo

de doencgas genéticas caracterizadas por produgao
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insuficiente de Cba e (C5b ou por Thiperactivagao de
componentes do complemento de C5 a C9.

Os anticorpos e proteinas da invencao e suas
sequéncias de nucledtidos codificantes podem ser preparados
para utilizacgao terapéutica em forma de compostos
farmacéuticos em combinacdo com excipientes adequados e/ou
diluentes preferentemente para administracgao parentérica.

Além disso, os anticorpos da invengao permitem a
preparagao de kits de diagndéstico, terapéuticos ou de
investigagao, quando tais kits compreendem pelo menos um
dos anticorpos ou das cadeias variaveis descritas na
invencgdo, correspondentes as sequéncias SEQ ID N° 2, 4, 6
ou seus variantes homdélogos ou fragmentos gerados para
diagndéstico ou progndstico de doengas caracterizadas por
hiperactivagao do componente C5 ou suas sequéncias de ADN
codificantes. As sequéncias de nucledtidos correspondentes
as sequéncias SEQ ID N° 1, 3, 5 e suas sequéncias
homdélogas, sado utilizadas preferentemente para preparar um
kit para transfecgao de células eucariotas.

A presente invengao também compreende a forma de
realizagao de um kit de acordo com a reivindicagao 25 para
seleccionar compostos que interferem ou modulam a clivagem
da cadeia alfa do componente de complemento C5 em seus
fragmentos biologicamente activos. A forma de realizagao do
dito kit envolve a utilizacao dos polipéptidos da invencéao,
preferentemente a cadeia VH (SEQ ID N° 4) ou a cadeia scFv
(SEQ ID N° 6) e pelo menos um dos seguintes polipéptidos:
componente de complemento C5 e sua cadeia alfa ou um
péptido que compreende o lugar de clivagem para C5
convertase, preferentemente que corresponde a sequéncia SEQ
ID N° 15. Os compostos podem ser i1dentificados, por
exemplo, por meio de um ensaio competitivo que detecte a
inibigao da ligacgao péptido-anticorpo utilizando pelo menos
uma das sequéncias da invencao. Os anticorpos e

polipéptidos da invengao, independentemente do facto de que
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se originem de uma biblioteca de anticorpos humanos, sao
caracterizados pela capacidade de reconhecer o componente
de complemento C5 no nivel de um epitopo presente na cadeia
alfa do componente C5 e que compreende a regiao de clivagem
de C5 convertase. A especificidade de ligagao do anticorpo
da invencao para o epitopo gque compreende o lugar de
clivagem para C5 convertase se situa entre glicina 733 e
arginina 734 em C5 humano, de acordo com a numeragao da
base de dados SwissProt (SEQ ID P01031). Este epitopo
poderia estar localizado de maneira diferencial em C5 de
espécies de mamifero nao humanas tais como rato, ratinho,
coelho; no entanto sera considerado que tem a mesma
especificidade, se tivesse o efeito de bloquear a conversao
do C5 respectivo a C5a e C5b. Portanto, de acordo com um
aspecto adicional, a invencao refere-se a utilizacao de
anticorpos anti-C5 da invencao para estabelecer modelos
experimentais animais de doencas induzidas ou acompanhadas
por  hiperactivagao do sistema de <complemento e em
particular do componente Cb5.

Também é revelado o péptido de factor de complemento
C5 que pertence a espécies de mamifero, e preferentemente
seres humanos, que compreende o lugar de clivagem para C5
convertase. Este péptido é preferentemente o que compreende
a regido que corresponde a o0s aminoacidos 731-740 da
proteina matura humana. Inclusive mais preferentemente o
péptido tem a sequéncia KDMQLGR | LHMKTLLPVSK, que
corresponde a sequéncia de aminodcidos 727-744 da proteina
humana. Os péptidos sao utilizados para a preparacgao de
medicamentos, por exemplo vacinas, ou como imundgeno para
preparar anti-soros para a prevencao e o tratamento de
condigdes patoldgicas que envolvem activagao descontrolada
do componente de complemento C5 tais como artrite
reumatdide ou alguns disturbios auto-imunes.

De acordo com este aspecto adicional, a invencao

inclui também a utilizacao de um péptido que compreende a
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regido que corresponde a sequéncia de aminoacidos 131-740
da proteina humana matura ou de um péptido gque comparte
pelo menos 80% de homologia com a dita regiao, mais
preferentemente pelo menos 90%, 95% ou 98% de homologia
incluindo as regides correspondentes do componente C5 de
mamiferos nao humanos. Este aspecto da invencao inclui a
utilizacgao de um péptido que tem a sequéncia
KDMQLGR | LHMKTLLPVSK (derivada da proteina humana) ou de um
péptido que tem pelo menos 80%, mais preferentemente pelo
menos 90%, 95% ou 98% de homologia com o dito péptido,
junto com ou como alternativa a anticorpos recombinantes
anti-C5, em particular os que compreendem a regiao variavel
da cadeia pesada VH, que corresponde a SEQ ID N° 4, ou o
anticorpo scFV, que corresponde a SEQ ID N° 6, a usar para
a seleccgao de anticorpos de acordo com a reivindicacao 1.
SECCAO EXPERIMENTAL

Materiais.

Biblioteca de anticorpos. A biblioteca de anticorpos
utilizada, que tem uma complexidade de 7 X 10°, derivou de
linfécitos periféricos nao imunes (naive) humanos. A
construcdo desta biblioteca é descrita em Sheets, M. D., et
al., 1998, Proc. Natl. Acad. Sci. QU S A 96:6157.

Bactérias. A amplificacao de fagos fol na estirpe de
E. coli DHS5aF’ (F’/endAl hsdR17 (rKmK') supE44 thi-1 recAl
gyra (Nal) relAl D (lacZYA-argkF) Ule69 deoR
(F80dlacD (lacz)M15)). Para a preparacao do fragmento de
scFv foi utilizado a estirpe de E. coli HB2151 (K12, ara
(lac-pro), thi/F’ proA’B', lackl9zM15).

Proteinas purificadas. Os componentes purificados C4 a
C9 foram obtidos de Quidel (San Diego, CA) e o componente
Cha recombinante humano foi obtido de Sigma Aldrich S.r.1l.
(Mildo, 1Italia). As subunidades alfa e beta de C5 foram
obtidas por incubagao de 50 Hg de C5 diluido em TRIS-HC1
0,55 M pH 8,1, que continha DTT (0,02 M) durante 30 minutos

a temperatura ambiente (TA), seguido de tratamento com
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iodoacetamida (0,12 M) durante 1 hora a TA. As cadeias alfa
e beta foram purificadas por meio de filtracao em gel em
Superose 12 (Pharmacia Biotech, Milao, Italia) em
cromatografia liquida de proteina rapida (FPLC) e a pureza
foi avaliada por SDS-PAGE em condig¢des nao redutoras.

Soros. Foi obtido um soro que nao possuia componente
de complemento C5 (C5D) de um paciente com infeccgao
meningocdcica. Os niveis de C5 estavam abaixo da deteccgdo e
nao tinha actividade hemolitica neste soro e foil restaurada
por adigao de C5 exdgeno. Foi utilizado soro humano obtido
de dadores de sangue como uma fonte de factor Cbh.

Preparagdo do intermedidrio EAC1-3b para ensaio
hemolitico.

Foram sensibilizzadors eritrdécitos de ovelha

(SBRC: gldébulos vermelhos de ovelha) com quantidades sub-
aglutinantes de IgM de coelho (EA). O intermedidrio EAC1-3b
para reaccao hemolitica foil preparado por meio de incubacéao
de eritrdécitos sensibilizados para anticorpos (EA) com soro
empobrecido para C5 diluido 1/10 (C5D) em tampao salino que
continha glicose e Veronal (GVBS). Fol realizada uma
incubag¢dao durante 70 minutos a 37 °C, seguido de adicao de
suramina (Bayer, FRG) para blogquear a reacgao de

degradagao, como €& descrito em Harrison, R. A. e P. J.

Lachmann (Harrison, R. A. e P. J. Lachmann. 1986.
Complement technology. In Handbook of Experimental
Immunology. D. M. Weir, L. A. Herzemberg, C. Blackwell e A.
Herzemberg Leonore, eds. Blackwell Scientific Publ,
Londres) .

Anti-soros. Dois anticorpos monoclonais anti-Cba

(Oppermann e col, Complement Inflamm., 1991, 8: 13) e um

anti-soro anti-C5 de cabra (Quidel, San Diego, Califérnia,

Estados Unidos) .

Exemplo 1. Amplificagdo e selecgdo de biblioteca de fagos.
Foram obtidos fagos e foram amplificados como é

descrito em Marks, J. D. e <col, 1991, J. Mol. Biol.
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222:581. A seleccao foil realizada em “imunotubos” (Nunc,
Mascia Brunelli, MI, IT) revestidos com proteina C5
purificada. O revestimento dos “imunotubos” foi obtido por
incubagao com uma solugao de C5 (10 pg/ml em PBS) durante a
noite a 4 °C. Os fagos foram diluidos em PBS que continha
leite em pdé magro a 2% (MPBS) e foram incubadas em
imunotubos durante 60 minutos a temperatura ambiente.
Depois da incubacao, os imunotubos foram lavados 20 vezes
com PBS que continha Tween 20 a 0,1% (PBST) e 20 vezes com
PBS. As particulas de fago ligadas a imunotubos foram
eluidas com 1 ml de cultura bacteriana de E. coli a uma
densidade de DOggy 0,5 durante 30 minutos a 37 °C. Foram
adicionados depois ampicilina (75 Mg/ml), fago auxiliar e
kanamicina (25 Hpg/ml) e a cultura foi crescida durante a
noite.

Depois de um segundo ciclo de selecg¢dao em imunotubos
revestidos com C5, as c¢élulas de E. coli eluidas foram
amplificadas para extrair o ADN do fagomideo utilizando
métodos conhecidos na técnica. O ADN extraido foi utilizado
como um molde para amplificagdes por meio de PCR separadas
das regides VH e VL e montagem posterior e clonagem em
vector pDAN5 (Sblattero, D. e Bradbury. A, 2000, Nat.
Biotechnol. 18:75). O vector pDAN5 é um vector fagomideo
que contém regides lox e Hisg e a regiao de reconhecimento
para a proteina p27 SV5 do virus SIV, caracterizado pelo
facto de que as regides VH e VL inseridas no vector sao
expressas nha ordem VL-VH, com a cadeia leve na extremidade
N-terminal. Depoils da transformagcao com o fagomideo, as
células de E. coli foram incubadas com o fago auxiliar e as
particulas de fago foram utilizadas para um terceiro ciclo
de selecgao. Depois da eluicao, foram analisados os clones
com respeito a sua capacidade para se ligar a C5 de acordo
com o que é descrito no Exemplo 2.

Exemplo 2. Isolamento de particulas de fago com

especificidade de ligagdo pelo antigénio C5.
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As particulas de fago obtidas depois de trés ciclos de
“"selecgcao” de C5 em dimunotubos (como foi descrito no
Exemplo 1), foram utilizadas para infectar células de E.
coli crescidas em meio sdlido. As coldnias bacterianas
simples foram transferidas para placas de 96 pogos e o0s
fagos resultantes foram testados adicionalmente por meio de
ELTISA com respeito a sua capacidade para se ligar a C5. O
antigénio C5, a uma concentragdo de 10 Ug/ml em tampao de
bicarbonato 0,1 M pH 9,6, ligou-se as placas por incubacgao
durante a noite a 4 °C. Depois da saturacgcao das placas com
MPBS (PBS que continha 1leite magro em pd 2%), foram
diluidos 50 pl de suspensao de fago com um volume idéntico
de MPBS; foi adicionado depois um anticorpo monoclonal
anti-pIII (proteina M13) conjugado com HRP (Pharmacia
Biotech). A 1ligagao positiva foli revelada por meio da
adicao de H;0, e 3, 37, 5, 5’'-tetrametilbenzidin diclorato
(Sigma-Aldrich) como substrato e absorbédncia a 450 nm por
meio de leitura espectrofotométrica.

Os clones positivos pelo ensaio ELISA foram
seleccionados adicionalmente com base na diferencia dos
fragmentos codificantes de regiao V. As regides V foram
amplificadas wutilizando iniciadores especificos como é
descrito em Marks e col (trabalho citado), foram clivados
com BstNI e foram separados por meio de electroforese em
gel de agarose a 2%. Foram 1isolados doze <clones que
demonstraram ser diferentes entre si com base em seu padrao
electroforético.

Exemplo 3. Preparagao de anticorpos ScFv de cadeia simples
soluveis.

Os clones de fago obtidos como foi descrito no Exemplo
2 foram utilizados para infectar a estirpe de E. colil
HB2151 para obter expressao de fragmentos de scFv em forma
soluvel. Foram induzidas as bactérias crescidas até D. O.
0,5 em meio 2XYT, que continha ampicilina, com isopropil-B-

tiogalactopirandsido e foram cultivadas adicionalmente
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durante 5 horas. A fracgdo periplasmica que continha
anticorpos scFv foli preparada por incubagao com reactivo B-
PER (Pierce, Celbio, MI, IT) durante 20 minutos a TA,
seguido de centrifugacao durante 15 minutos a 27000 x g. O
sobrenadante foi submetido a didlise contra PBS e foram
purificados os anticorpos de cadeia simples que continham a
cauda de poli-histidina na extremidade C terminal por meio
de cromatografia de afinidade em resina de Ni-NTA de niquel
(Qiagen, MI, IT).

A capacidade de 1ligagao de anticorpos de cadeia
simples purificados para o factor C5 foi verificada por
meio de um ensaio ELISA de fase sdélida. Este foi analogo ao
que foi utilizado para particulas de fago. Em lugar do
anticorpo dirigido a pIII de M13, o anticorpo usado para
deteccao foil um anticorpo monoclonal contra o marcador SV5
peptidico expresso na extremidade C terminal de anticorpos
de cadeia simples.

O protocolo para o ensalio ELISA foi o seguinte: os
pocos de uma placa de microtitulacao de 96 pogos foram
revestidos com antigénio (C5 purificado, 250 ng) por
incubagao durante a noite a 4 °C em tampdao de bicarbonato
de sédio 0,1 M, pH 9,6 e depois foram lavados com PBS 0,1%
Tween 20 (PBST). Foram Dbloqueados os lugares de ligacao
residual com PBS que continha BSA a 1% durante 1 hora a 37
°C. Foram incubados depois extractos Dbacterianos ou
anticorpo scFv de cadeia simples purificado (1 Mg/ml) e
foram revelados com anticorpo anti-etigueta SV5 (diluido
1/1000) seguido de anticorpo de cabra anti-IgG de ratinho
(diluido 1/1000) durante 1 hora de incubacdo a 37 °C. A
reacgado enzimatica foi desenvolvida com p-nitrofenilfosfato
(Sigma Aldrich; 1 mg/ml) como o substrato em tampdo de
glicina 0,1 M pH 10,4 que continha MgCl, 1 mM e ZnCl, 1 mM
e a absorbédncia foi lida a 405 nm pelo leitor de ELISA

Titertek multiskan.
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Descobriu-se que todos os anticorpos scFv purificados
eram capazes de se ligar ao factor C5 pelo ensaio ELISA
descrito.

Exemplo 4. Determinagdo da afinidade de 1ligagdo do
anticorpo scFv TS-Al2 pelo factor C5 por meio de
Ressonidncia de Plasmon Superficial (SPR).

A afinidade de ligacgao do anticorpo Tsa-12, purificado
por meio de FPLC em Superdex 75 (Pharmacia), para o factor
C5 foli medida por meio de BIACORE 2000. A microplaca (CM5,
Biacore) fol preparada por conjugagao directa do antigénio
C5 com aminas (20 Mg/ml em acetato de sdédio 10 mM pH 4,5).
0 nivel final de imobilizacao resultou ser de
aproximadamente 1000 UR (unidades de ressonancia). A
associagadao e dissociacao das moléculas de anticorpo da
biomicroplaca foram medidas wutilizando um sistema de
deteccgdo o6ptica (Ressondncia de Plasmon Superficial).

A andlise foi levada a cabo a 25 °C, com um fluxo de
15 ul/min, utilizando 4 concentragdes de scFv diferentes no
intervalo compreendido entre 100 e 300 nM, em PBS, P20
0,005% (Biacore). As curvas de ligagao foram interpoladas
1:1 de acordo com o modelo de Langmuir, wutilizando o
software dedicado denominado BIAevaluation (versdo 3.5) com
correcgao para a transferéncia de massa. As medigdes
realizadas na constante de dissociacdo em equilibrio séao

indicadas na Quadro 1.
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Quadro 1. Taxas de associagdo e dissociagdo de scFV
TS-Al2 em C5 purificado imobilizado em microplaca.
Clone Kon (10° 7" M) |koere (107° 1) |Kp (1077 M)°

TSA-12 1,3 0,026 200
® A constante de equilibrio foi calculada como Kp =
kon/koff

Como ¢é mostrado na Quadro 1, a KD calculada para o

anticorpo TS-Al2 resulta ser de 2 x 107’ M (afinidade sub-
micromolar), como se espera para anticorpos derivados de
colecgdes (bibliotecas) de anticorpos nao imunes.

Exemplo 5. Afinidade aumentada do anticorpo TS-Al2 por meio
de “redistribuigdo de cadeia”.

Para aumentar a afinidade, o anticorpo TS-Al2 foi
submetido a substituicao ("“redistribuig¢ao”) das cadeias
leves VL. Para este propdésito o ADN do fagomideo foi
cortado com BssHII e Sall para clivar a regiao VL. Esta
regiao foi substituida com todo o repertdrio de cadeias VL
de uma biblioteca pré-imune (Sblattero, D. e Bradbury A.,
2000, NAT. Biotechnol. 18:75) que foi preparado com as
mesmas enzimas. A biblioteca foi submetida a trés ciclos de
seleccao no antigénio, como é descrito nos Exemplos 1 e 2,
até que foi obtido uma série de anticorpos especificos para
C5. Entre estes estda TS-Al2/22 que tem constante de
dissociagao, conforme é medido com BIACORE 2000 de acordo
com o método descrito no exemplo anterior, de 1,8x10'8 M,
portanto com um incremento de afinidade molar de
aproximadamente uma ordem de magnitude.

Exemplo 6. Caracterizacdo da inibicdo dos anticorpos scFv
antiC5 da conversdo de C5 a C5a.

Os fragmentos scFv anti-C5 obtidos sao caracterizados
adicionalmente com respeito a sua capacidade para inibir a
actividade hemolitica de C5 9ou, em outras palavras,
bloquear a conversao do componente C5 a CbSa. Para este

propdsito, uma quantidade pequena de componente C5
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purificado foi incubada, durante 30 minutos a TA, com
anticorpos scFv anti-C5 purificados ou com um scFv nao
relacionado (anti-gliadina) ou com VBS (Solugao Salina de
Tampao Veronal) como controlo. A mistura foil adicionada

depois a eritrdécitos de ovelhas sensibilizados com

quantidades sub-aglutinantes de IgM de coelho (EA) (veja-se
Harrison, R. A. e P. J. Lachmann. 1986. Complement
Technology. In Handbook of Experimental Immunology.

D.M.Weir, L. A. Herzemberg, C. Blackwell e A. Herzemberg
Leonora, eds Blackwell Scientific Publ, Londres) revestido
com componentes de Cl a C3b (EAC1-3b) que permitem revelar
a activacado de C5 através da via classica. A suspensao de
eritrécitos foil ressuspensa em soro empobrecido para C5
(C5D) e foi incubada durante 30 minutos a 37 °C. Ao final
deste procedimento, a lise celular foi medida como a
percentagem do controlo de lise total em H,0 destilada
(veja-se a Figura 1, painel B). A inibigado de produgao de
C5a e TCC pelos scFv TS-Al2 e TS-Al1l2/22 foil medida por meio
de ELISA wutilizando o anticorpo monoclonal 17/5 como o
anticorpo de captura e o anticorpo G25/2 como o anticorpo
de deteccao de acordo com o que foi descrito em Opperman et
al.1991, Complement Inflamm. 8:13. A presenga de TCC foi
medida wutilizando anticorpo aEll como o anticorpo de
captura e um anticorpo anti-C5 biotinilado (Sigma Aldrich)
seguido de estreptavidina conjugada com fosfatase alcalina,
como € descrito em Tedesco e col (1997, J Exp. Med
185:1619) .

Os resultados do ensaio sdao apresentados na Figura 1,
em que ¢ mostrado gque o0s anticorpos TS-Al2 e TS-Al2/22
inibem quase completamente a formacao de Cba (Figura 1A)
(via classica) e de TCC (Figura 1B) engquanto que os outros
scFv isolados sao eficazes somente parcialmente ou até um
alcance limitado. A presenga de VBS ou de um scFv nao
relacionado na mistura de reacgao nao mostrou, como era

esperado, nenhum efeito inibidor.
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Exemplo 7. Determinagdo da sequéncia do anticorpo TS-
Al2/22.

O fragmento VH e VL de <clones positivos foram
comparados com sequéncias de anticorpo conhecidas
publicadas na base de dados VBASE (http://www.mrc-
cpe.cam.ac.uk/imt-doc/restricted/ok.html). Descobriu-se que
a cadeia pesada VH do anticorpo TS-Al12/22 derivava da
cadeia VH3/V-48 e a cadeia leve de VA3/V2-14. A sequéncia
de ADN que codifica o anticorpo scFV TS-Al2/22 é indicada
na lista de sequéncias como SEQ ID N° 5 e a sequéncia de
aminoacidos derivada como SEQ ID N° 6.

Exemplo 8. Mapeamento do 1lugar de reconhecimento do
anticorpo TS-Al2/22 na molécula C5.

Em primeiro 1lugar foi caracterizado, por meio da
técnica de transferéncia de Western, se o anticorpo TS-
Al2/22 reconhece a subunidade alfa ou beta do componente de
complemento C5 preparado como € descrito em materiais.
Brevemente as duas subunidades foram submetidas a
electroforese em pogos separados e foram transferidas a
membranas de nitrocelulose. Foi utilizada uma solugao que
continha Tris 50 mM pH 7,6, NaCl 0,5 M e leite em pd magro
a 4% para bloquear lugares nao especificos durante 1 hora a
37 °C. As membranas foram reveladas por meio de incubagao
com uma diluicdo adequada do anticorpo TS-Al2/22 durante 1
hora a 37 °C, seguido de incubagao com um anticorpo
secundario marcado com fosfatase alcalina ou com
estreptavidina conjugada com fosfatase alcalina (Sigma-
Aldrich). A reacgao enzimatica foi desenvolvida com
tetrazolio azul e b5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato (Sigma-
Aldrich, 0,30 mg/ml) diluido em Tris-HC1 0,1 M pH 9,5 que
continha NaCl 0,1 M e MgCl, 5 mM. Foram utilizadas Rainbow
RPN 756 (Amersham Italia) como marcadores de @ peso
molecular. Como € mostrado na Figura 2, o anticorpo TS-

Al2/22 da invengao reconhece a subunidade alfa do factor
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C5, carregada na pista 1, mas nao reconhece a subunidade
beta, carregada na pista 2.

Ja& que o anticorpo TS-Al2/22 purificado também inibiu
a actividade hemolitica devido a inibigdo da conversao de
C5 a C5a, como é demonstrado no Exemplo 9, foi verificada
depois a hipdtese de que o anticorpo poderia reconhecer
como lugar de ligacao o lugar de <clivagem para Cb5
convertase.

Para verificar esta hipdtese, foi sintetizado um
préptido de 18 aminoacidos, com a sequéncia:
KDMQLGR'LHMKTLLPVSK (P5A-18 também denominado C5cs que
compreende SEQ ID N° 15). Este péptido corresponde a regiao
727-744 da proteina matura e compreende o lugar de clivagem
de C5 convertase (indicada pela seta) entre glicina 733 e
arginina 734 de acordo com a numeragao de SwissProt para C5
humana (SEQ ID P01031). O péptido foi utilizado num ensaio
ELISA competitivo na proteina C5 em fase sdélida. Antes de
se ligar a fase sdlida, o anticorpo TS-Al2/22 foi pré-
incubado com o péptido P5A-18, gue corresponde a o0s
aminoacidos 727-744 do componente C5 ou com um péptido néo
relacionado de sequéncia GEEIQIGHIPREDVDYHLYP (SEQ ID N° 16
da 1lista de sequéncias) que corresponde a um péptido
derivado de fibronectina denominado CS5.

Na Figura 3 sao mostrados os resultados gque foram
obtidos: o péptido P5A-18 inibiu a ligagao do anticorpo TS-
Al12/22 com C5 e esta inibigdo foi dependente da dose,
variando de 45% a 90% para concentracdes de péptido de 200
ng e 800 ng/200 M1, respectivamente. Este resultado
confirma gque o anticorpo TS-Al2/22 reconhece somente esta
regiao no factor activado C5. Os valores de concentracao
correspondem a uma Ki peptidica de 1 UM, gque nao ¢é
diferente da Kp medida por SPR para a proteina completa, de
acordo com o que foil descrito no Exemplo 4.

Como se esperava, tanto o péptido CS5 nao relacionado

como a proteina C5 completa resultaram ser ineficazes para
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inibir a ligagdo do anticorpo TS-A12/22 com C5 activado,
inclusive as mailores concentragdes utilizadas, indicando
deste modo que a inibicao pelo péptido Chcs (P5a-18) foi
especifica para a cadeia alfa de C5.

Exemplo 9 caracterizagdo funcional do anticorpo TS-Al2/22.
Inibigdo da actividade hemolitica e activagdo de TCC.

Tendo avaliado as caracteristicas da inibigcdo da via
de activacado classica do factor C5 pelo anticorpo TS-
Al2/22, foli verificado depoilis se estas também o eram da
inibicdao da via alternativa de activagao de C5 e a que
nivel. O ensaio foi levado a cabo utilizando eritrdécitos de
coelho como as células alvo, de acordo com método bem
conhecidos. Brevemente, foram misturadas quantidades
crescentes de C5 com 600 ng do scFv da invengao ou com um
scFv nao relacionado ou com GVBS em que foram solubilizados
anticorpos scFv e depois foram incubadas durante 15 minutos
a temperatura ambiente. Para estimar a via classica de
activagao do complemento, cada mistura foi adicionada a uma
suspensao 1% de eritrdécitos de ovelha sensibilizados com
anticorpo de coelho e revestidos com componente de
complemento até C3b, denominado EAC1-3b. Para estimar a via
alternativa de activacao do complemento, cada mistura foi
adicionada a uma suspensao 1% de eritrdcitos de coelho.

Foi adicionado soro com C5 esgotado diluido 1/200 a
cada suspensao de eritrdcitos. Depois da incubacao durante
30 minutos a 37 °C, a percentagem de lise de eritrdcitos
foi medida por comparacao com um valor de 100% obtido por
lise de eritrécitos com um volume igual de H;0, destilada e
com um branco que consistia em eritrdécitos ressuspensos em
GBVS. Foi realizada uma leitura espectrofotométrica a 412
nm e os resultados sao indicados na Figura 4: inibicao de
lise de EAC1-3b através da via classica (painel BA);
inibicao de lise de eritrdécitos de coelho através da via

alternativa (painel B). O anticorpo TS-A1l2/22 inibe a lise



36

de eritrdécitos de coelho inibindo a conversao de C5 de
forma similar através da via classica e a via alternativa.

Ja& que a sequéncia de aminoacidos que corresponde ao
lugar de clivagem da convertase na cadeia alfa de C5 se
conserva em varias espécies animais, foi avaliada
adicionalmente, por ensaio hemolitico, a capacidade do
anticorpo TS-Al2/22 para inibir a conversdo de C5 a Cba
também em soro de coelho, ratinho e rato. O anticorpo TS-
A12/22 foi capaz de inibir a actividade hemolitica presente
no soro de todas as espécies animais testadas, embora com
diferente eficacia. Estes resultados sado indicados na
Figura 5, que mostra que a eficacia de inibigdo de soro de
rato fol praticamente similar a de soro humano, enguanto
que a eficacia foili maior em soro de rato ou coelho. Deveria
ser considerado que uma quantidade maior de soro de coelho
era necessaria para induzir uma percentagem de lise
comparavel ao induzido por C5 humano.

(A especificidade do anticorpo TS-A12/22 foi avaliada
também em outros componentes da cascata do complemento,
como por exemplo C3 e C4, gue sao estruturalmente similares
a C5, mas se encontrou reactividade cruzada).

Exemplo 10. Utilizagdo in vivo de anticorpo TS-Al2/22.

Para testar o efeito do anticorpo TS-Al2/22 in vivo,
foili medido o fluxo de entrada de PMN na articulacao de rato
injectada com BSA, BSA e TS-Al2/22 ou BSA e anticorpo néo
relacionado. Foil demonstrado deste modo que a quimiotaxia
de PMN, que ¢é seu numero no liguido de lavagem da
articulacgao, foi reduzido significativamente em presenca de
TS-A12/22 em comparagdo com ratos tratados com BSA ou com
BSA e anticorpo nao relacionado (Figura 6). Além disso, a
deposigcao dos componentes do complemento C3 e C9 foi
comprovada numa secc¢do histoldgica da articulacao da pata
traseira de ratos tratados, por imunofluorescéncia com
anti-soros especificos e anticorpos secundarios conjugados

com fluoresceina (Figura 7). Descobriu-se que a deposicao
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de C3 conservou-se sem mudangas como resultado da
administragdo de BSA mais anticorpo TS-Al2/22 ou de
anticorpo nao relacionado, mas a deposicao de C9 se inibiu
fortemente em presenca de TS-A12/22. Foi confirmado deste
modo gque o anticorpo TS-Al2/22 inibe a cascata de
complemento numa etapa intermediaria entre C3 e C9 e,
portanto, ao nivel da conversao de C5 a Cha + Cb5b.

Exemplo 11. Dimerizagdo do anticorpo scFvTS-Al2/22.

A sequéncia do anticorpo TS-A12/22 foi modificada pela
adicdao de dominios CH3 ou CH2-CH3 a extremidade C terminal
e de uma sequéncia lider eucariota a extremidade N
terminal.

Estas modificagdes foram dirigidas a:

¢ induzir dimerizagao de scFv, formando um complexo

estrutural, para aumentar a valéncia de um a dois e

aumentar a estabilidade do anticorpo (definido a
seguir como “minicorpo”). Com base nos diferentes
tipos de clonagem, nao sao formadas ligacgdes

covalentes entre subunidades do dimero em construcdes
gque compreendem somente CH3, enquanto que as due
compreendem dominios CH2-CH3 sao formadas duas
ligagdes dissulfureto entre <cisteinas da regiéo
dobradiga CH2 dos dois mondmeros;
® Tornar possivel a producdao de minicorpos em culturas
celulares de mamifero com incrementos do rendimento e
auséncia de contaminantes bacterianos ao final dos
procedimentos de extracgao e purificacao;
® criar as condig¢gbes para uma analise in vivo da
actividade bioldégica do minicorpo em modelos animais,
minimizando a resposta imune do hospedeiro por adigao
de dominios CH3 e CH2-CH3 da mesma espécie que o
animal tratado (ratinho ou rato).
As modificagdes anteriormente descritas foram
realizadas em duas etapas. Em primeiro lugar o scFv foi

clonado no vector de plasmideo pUT (Li E, et al. 1997
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Protein Eng. 10:731-6) modificado convenientemente para
permitir a insercao da segquéncia lider e de um dominio CH3
humano. O dominio humano CH3 foi substituido depois com uma
série de construcgdes de dominios de outras espécies, como
se 1indica posteriormente. Finalmente, um fragmento de
vector pUT que compreende o minicorpo em diversas versdes,
foi clonado no vector comercial pcDNA3 (Invitrogen) e foi
testado com respeito a expressao em células de cultura.

Para 1isto, o vector pUT gque continha um scFv nao
relacionado foi modificado substituindo o) lugar de
reconhecimento para a enzima de restrigao (RE) BspEI,
localizado na extremidade da cadeia VH, com o lugar de
BssH2. A substituicdo de BspEI fol realizada por meio de
PCR reversa realizada com os 1iniciadores indicados na
Quadro 2 (referéncias A e B).

A sequéncia CH3 de ratinho presente no vector pUT foi
substituida depois com uma sequéncia humana analoga
amplificada por utilizagao dos iniciadores de referéncia 1
e 2. 0 iniciador 2 inserta, além disso, uma sequéncia
marcadora SV5 (reconhecida por mAB SV5) e os lugares de
clonagem Spel, Pvul e EcoRI. Foi wutilizado ADNc de
linfécitos B humanos como molde e fol realizada insercao em
pUT por restrigao com as RE BssHII e Pvul e subsequente
ligagao de vector e fragmento.

Como se 1indica na Figura 8, os dominios Fc de
anticorpos humanos, de ratinho e de rato foram inseridos no
vector pUT que foram modificados como foi descrito no ponto
anterior. As sequéncias originais dos dominios CH2 e CH3
foram obtidas de:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide
, utilizando os nUmeros de acesso:

Homo sapiens J00220 (locus: gene de cadeia pesada
IgAl)
Homo sapiens AF237583 (locus: gene de cadeia

pesada IgGl)
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Mus musculus: L27437 (locus: cadeia pesada de
imunoglobulina gama)

Rattus norvegicus M28671 (locus: RATIGG2RB).

Os iniciadores indicados na Quadro 2 e o ADNc de
linfécitos B das espécies correspondentes foram utilizadas
para clonagem por PCR. A clonagem em pUT foil realizada por
restricdo com BssHII e Spel e ligacao depois da retirada de
sequéncia prévia (CH3 humana).

A sequéncia de scFv foi clonada numa série de vectores
PUT que continham dominios Fc de diferentes espécies
descritas no ponto anterior, por meio de PCR com uma
mistura de oligonucledtidos universais para amplificacao de
scFv humanos conhecidos (veja-se Sblattero D. e Bradbury A.
Immunotechnology, 1998, 3:271-278, e indicado na Quadro 3),
seguido de digestao com enzimas de restrigao Apall e BssHII
(ER) .

A clonagem no vector pcDNA das construgdes
obtidas em pUT foi realizada por digestao com enzimas
HindIII e EcoRI, recuperagao selectiva do fragmento que
corresponde e clonagem em pcDNA3 gque foi cortado com as

mesmas ER (veja-se a descrigao na Figura 8).
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Quadro 2. Iniciadores utilizados para amplificacao das regides Fc indicadas (Ra = rato;

Mo = ratinho; Hu: humano).

Nome Orientacdo | Sequéncia

B SEQ ID N° 17 |PUT-Apall oSense 57ATC CGA GIC CAC ACC TGT GGA GAG ARA GGC AMA G 3

B SEQ 1D N° 18 |PUT-Bsshll Antisense 57TCC TCA m GGC TCT GGT GGC AGR CCG AAG G 3

1 SEQ ID W° 19 |HuGCH3-s Sense 5'CAG GCG GCG COC GGG CAG CCC CAG GAA CCA CAG ¥'

2SI IDNC 20 |KuGCK3-a  |Antisense  |5'A CGT CGA TCG CCT GCT GRA T1C TTA AGT ACT ATC CAG GCC
CAG CAG TGG GIT TGG GAT TGG TIT GCC ' 1T ACC CGG
GGA CAG GGA GAG

3 SEQ ID I® 21 |HuGCHZ-3 Sense 5" AG GCG , GAC ARA ACT CAC ACA TGC CCA CCG T6C
CCA 3’

4 SEQ 1D W 22 |HuA-CH2-s Sense 5'CAG GCG GIT CCC TCA ACT CCA CCT ACC

5 8EQ ID I* 23 |HuA-CH3a Intisense 5'CC GCT & TIT ACC CGC CAR GCG GIC GAT

6 SEQ 1D W° 24 |MoG-CH3-s Sense 5" CAG GCG € GGC AGA CCG AAG GCT CCA C

7 SEQ IDN° 25 |MoG-CH3-a Antisense 5CC GCT A TIT ACC AGG AGA GIG GGA GAG

§ SEQ ID N° 26 |MoGCHZ-3 Sense 5'CAG GCG GGT TGT AAG CCT TGC ATA TGT ACA

9 SEQ ID N° 27 |RaGCH3-s Sense 5'CAG GCG GGG CTA GTC AGA AAA CCA CAG

10 SEQ ID N° 28|RaGCH3-a Intisense 5'CC GCT A TIT ACC CGG AGE CCG GGA GAT G

11 SEQ ID N° 29 |RaGCHZ-s sense 5" CAG GCG GEG CGC CAC ARA TGC CCT ACA TGC CCT
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Quadro 3. Mistura de Oligonucledtidos universais para

amplificagao de scFv de origem humana

Nome Orientagdo | Sequéncia

VL1 SEQ ID N° 30 Sense caggt gtc cac tcg gac atc crg dtg acc cag tct
VL2 SEQ ID N° 31 Sense caggt gtg cac tcg gat att gtg wtg acn cag wct
VL3 SEQ ID N° 32 Sense caggt gtg cac tcg cag cct gtg ctg car yc

VL4 SEQ ID N° 33 Sense caggt gtg cac tcg tcc tat gwg ctg acw cag cca
JH1 SEQ ID N° 34 Antisense gaccc gcg cgc gga gac rgt gac cag ggt

JH2 SEQ ID N° 35 Antisense gaccc gcg cgc aga gac ggt gac crt kgt

Exemplo 12. Produgdo e validagao do minicorpo de rato
TSA12/22-CH2-CH3.

O plasmideo pcDNA gue portava a construgdao para o
anticorpo TSA12/22, na versado que continha os dominios CH2-
CH3, foi wutilizado para transfecgdo 1in vitro da linea
celular HEK 293. Depois do tratamento com ADN e
lipofectina, as células foram seleccionados em presenca do
antibidético G418. Depois de dois semanas em cultura, foram
testados clones celulares simples para producgao de
anticorpos por detecgao da actividade no sobrenadante. Um
clone foi seleccionado e expandido para produg¢cao massiva do
minicorpo TSA12/22-CH2-CH3. Foi levada a cabo a purificacgéo
do minicorpo por meio de cromatografia.

O anticorpo TSA12/22 purificado na versao que continha
os dominios CH2-CH3 de rato {(minicorpo TSA12/22 CH2CH3) foi
testado com respeito a sua capacidade para inibir a via de
activagao de complemento classica num ensaio in vitro, de
acordo com as modalidades ja& descritas nos exemplos
anteriores. no diagrama da Figura 9 se indica a percentagem
de inibigdo de lise de eritrécitos de coelho sensibilizados
com IgM, mediada por complemento em presencga de
concentragbes fixas de scFv TSA12/22 ou um scFv néo

relacionado, de solugao salina tamponada com GVBS e do
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minicorpo composto por scFv TSA22/12 e dominios CH2-CH3 de
rato.

A construgao Tsal2/22-CH2-CH3 mostrou actividade
inibidora significativamente melhor que o) scFv  que
corresponde, como se pode observar na Figura 9.

Também foram realizadas testes de actividade in vivo
no espago de articulagdes de rato. Foil induzida artrite no
tempo t = 0 por injecgao intraarticular de metil-BSA
(albumina de soro Dbovino) depois de que o animal fosse
imunizado previamente com metil-BSA. Foram realizados
tratamentos terapéuticos com o minicorpo por injeccgao
intraarticular a t = 0 e 6 dias depois da indugao da
artrite. A eficacia do tratamento foi medida como numero de
leucécitos polimorfonucleares presentes no lavagem
intraarticular e como redugao de inchago da articulacgao,
como pode ser observado na Figura 10 em que se indica o
percurso de PMN (leucdécitos polimorfonucleares) recrutados
ao espaco de articulacgdo de rato em resposta a inflamacgao
induzida por BSA. A menor percentagem de células em
presenca de minicorpo TSA22/12 CH2CH3, em dois pontos de
tempo considerados, indica uma reducao do processo
inflamatdério. A Figura 11 apresenta o efeito inibidor do
minicorpo TSA22/12 CH2CH3 no alcance do inchago das
articulagdes causado pela reacgao inflamatdéria. As medicgdes
realizadas depoils de 20 dias avaliaram um efeito
terapéutico do minicorpo também a largo prazo, gquando foi
administrado junto com BSA ou 6 dias depois.

CONCLUSOES

Descobriu-se gque os anticorpos ScFv, isolados como foi
descrito no Exemplo 1, eram capazes de se ligar ao factor
C5, de acordo com foil avaliada por ensaio ELISA e como se
esperava a partir do tipo de selecgcao ou “panning” de
particulas de fago realizado em C5. No entanto nem todos os
anticorpos ScFv foram capazes de inibir a conversdo de C5 a

C5a + C5b e, portanto, as fungdes bioldgicas gque seguem a
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sua activacao. Devido a que se liga em proximidade ao lugar
de clivagem de C5 convertase na cadeia alfa do componente
C5 activado e evita a produgao de Cba e Cbb, o anticorpo
TSA12/22 inibe a actividade quimiotéactica induzida pelo
primeiro e a actividade hemolitica mediada por C5b através
de formacao de MAC. Esta inibig¢ao funciona a Jjusante da
activacao do componente C3, portanto é independente do tipo
de via de activagdo do complemento utilizada (classica ou
alternativa).

Além disso, o anticorpo TSA12-22 dimerizado por meio
de dominios CH2 e CH3 de rato (minicorpo) resultou ser

particularmente activo no tratamento a largo prazo.
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cag
Gln

gt
Cys

oge
Axg

agt
Sex

ato
Ile
2058

ety

ok
Sex

tta
L
30

oea
Prg

oo
Sex

act
Thy

tgt
oy

EY¥:]
Lys
11g
tac
Tyy

bgat: 4
Sexr

goa
Ala

cay
Gln

agt
Ber
186G

o
3ey

Rga

ohy
ey
15

tag
Ty

53
Qly

qag
Gly

e o]
Lau

cag
Gln
35

gtyg
val
tat

Tyr

gag
Glu

goeg
Ala

gt
Ala
175

aght
Ger

ags
Rxg

gac

Lew Axg Ala

gge
Hly

gy

Sax -

cag
Glin

ghe
Val

>R eded
Thy
BG

oas -

Gln

gak
Asp

acy
Thy

gga
Gly

R o o
Ser
158

oca

Bro

aca
Thy

gac
Asp

gag
Glu

48

o8

143

182

340

288

238

432

380

538

878

£24

8F2
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gac_ acg gct gtg tat tac tgt geg aga 99§ cct ggt atg gac gte tgg
Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys_nla Arg Gly‘Pro_Gly Met Asp Val Trp
‘225 - 230 215 ’ 240

ggc caa ggg acc acg gte ace gte tee tea
Gly Gln Gly Thr Thr val Thr val Ser Sexr.
245 250

<210> 6

<211> 250

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 6

720

758



Asp

Glu

Ser

Pxo

Pro

65

Ile

Tyr

Ile

Lys

Gly

145

Gly

Gly

Ile
Arg
Asn
Pro
50

Asp
Ser
?yr

Lys

Leu
130

Val

Phe

Lys

Arg

Ala

Asn

35

Lys

Arg

Ser

Ser

Ser

115

Ser

val

Thr

Gly

Met
Thr
20

Lys
Leu
Phe
Leu
100
Gly
Sex
Gln

Phe

Leu
180

Thr

Ile
Asn
Leu
Ser
Gln
85

Pr9
Gly
Ser

Pro

Ser
165

Glu

Gln Ser

Asn Cys

Tyr. Leu

Ile Tyr

55

Gly Ser

Ala Glu

Gln Leun

‘Ser Thr

Gly Thr
135

Gly Arg
150

Ser Tyr

Trp val

50

Pro Asp

Lys Ser
25

Ala Trp
40

Trp Ala

Gly Sex

Asp Val’

Thr Phe
105

Ile Thr

120

Gln vVal

Ser Leu

Gly Met

Ser Tyr
185

Ser
10

Ser

Tyr

Ser

Gly

Ala

S0

Gly

Ser

Gln

Asn
170

Ile

Leu Ala
Glu Ser

Gln Gln

‘Thr Arg

60

Thr Asp
75 .

Val Tyr
dly Arg
Tyr Asn
Leu Gln

140

Leu Sexr
188

Trp Val

Ser Ser

Val

Val

Lys

45

Glu

Phe

Thx

val

125

Gln

Cys

Arg

Ser

Ser
Leu
30

Pro
Ser
Thr
Cys
Lys
110
gy
Sex
Ala

Gln

Ser
120

Leu
15

Tyr
Gly
Gly
Leu
Gln

95

Val
Tyr
Qlu
Ala
Ala

178

Ser

Gly
Ser
Glé
Vval’

Thr
80

Gln

Asp
Thx
Gly
Ser
1le0

Pro

Thr
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Ile" Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp
. 1858 200 : 205,

Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr Len Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu
210 215 220

Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg Gly Pro Gly Met Asp Val Trp
228 _ 23¢9 235 240

Gly Glu Gly Thr Thr Val Thr val Ser Ser
245 250

<210> 7
<211> 15
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> CDS

<222> (1)..{(15)

<223> Regiao CDR1 de VH
<400> 7

agc tat gge atg aac
Ser Tyr Gly Met Asn
1 8

<210> 8

<211> 5

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 8
Ser Tyr Gly Met Asn
1 5

<210> 9
<211> 51
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(51)

<223> Regiao CDRZ de VH
<400> 9

15
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tac att agt agt agt agt agt ace ata tac tac gea gac tct gtg aag 48

1

ggc
Gly

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

Tyr
1

Gly
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

5 10

10

17

PRT

Homo sapiens

10

Tyr Ile Ser Ser Ser Ser Ser Thr Ile Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys

51

Ile Ser Ser Ber Ser Ser Thr'Ile_Tyr Tyr Ala Asp Ser Val Lys

5 - io

11
18
ADN

Homo sapiens

CDS

(1)..(18)

Regiao CDR3 de VH
11

ggg cct ggt atg gac gtc
Gly Pro Gly Met Asp Val
i

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>

5

12

6

PRT

Homo sapiens

12

Gly Pro Gly Met Asp Val
1 . B

13
63
ADN

Sequéncia artificial

15

18
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<223> Ligador

<220>

<221> CDS

<222> (1)..(63)
<223> Ligador VL-VH
<400> 13

tce gga ggg teg acce ata act teg tat aat gta tac tat acg aag tta
Ser Gly Gly Ser Thr Ile Thr Ser Tyr Asn Val Tyr Tyr Thr Lys Leu
1 5 10 15

tee teg age ggt acc
Ser Ser Ser Gly Thx
20

<210> 14

<211> 21

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial
<220>

<223> Ligador

<400> 14

Ser Gly Gly Ser Thr Ile Thr Ser Tyr Asn Val Tyr Tyr Thr Lys Leu
1 5 10 15

Ser Ser Ser Gly Thr
20

<210> 15

<211> 18

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> MISC_FEATURE

<223> Péptido gque compreende lugar de clivagem de C5
convertase. Que corresponde a aa 727-744 de proteina
humana matura (P01031).

<400> 15
Lys Asp Met Gln Lew Gly Arg Leu His Met Lys Thr Leu Leu Pro Val
1 5 10 15

Ser Lys

48

63
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<210> 16
<211> 20
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(20)
<223> Péptido derivado de fibronectina
<400> 16
ily Glu Glu Ile glu Ile Gly His Ile igo Arg Glu Asp Val ?:p Tyr

His Leu Tyr Pro
20

<210> 17
<211> 34
<212> ADN

<213> Sequéncia artificial/iniciador

<220>

<221> misc_feature

<222> (1) ..(34)

<223> Iniciador de PCR
<400> 17

atccgagtge acacctgtgg agagaaaggc aaag 34
<210> 18

<211> 34

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial/iniciador
<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(34)

<223> Iniciador de PCR
<400> 18

tectcagege geggetetgg tggcagaceg aagg 34
<210> 19

<211> 33
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<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature

<222> (1) ..(33)

<223> Sequéncia derivada de numero de acesso de GenBank
AF237583

<400> 19

caggeggege gegggeagec ccaggaacca cag 33

<210> 20

<211> 94

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature

<222> (1) ..(94)

<223> Sequéncia derivada de numero de acesso de GenBank
AF237583

<400> 20

acgtcgatcg cctgectgaat tcttaagtac tatecaggee cageagtggg tttgggattg

gtttgeeact agttttacce ggygacaggy agag

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<222>
<223>

21
41
ADN

Homo sapiens

misc_feature
(1)..(41)

Sequéncia derivada de nUmero de acesso de GenBank

AF237583

<400>

21

aggeggegeg cgacaaaact cacacatgec caccgtgecc a 41

<210>
<211>
<212>

22
33
ADN

60

94
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<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(33)

<223> Sequéncia derivada de numero de acesso de GenBank
J00220

<400> 22

caggeggege gegttcoctc aactccacct ace 33
<210> 23

<211> 32

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(32)

<223> Sequéncia derivada de numero de acesso de GenBank
Jo0220

<400> 23

cogetactag ttttaccege caageggteg at 32
<210> 24

<211> 31

<212> ADN

<213> Mus musculus

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(31)

<223> Sequéncia derivada de numero de acesso de GenBank
L27437

<400> 24

caggeggege geggcagace gaaggcteca ¢ 31
<210> 25

<211> 32

<212> ADN

<213> Mus musculus

<220>
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<221> misc_feature

<222> (1)..{(32)

<223> Sequéncia derivada de numero de acesso de GenBank
J00220

<400> 25

ccgctactag ttttaccagg agagtgggag ag 32

<210> 26

<211> 36

<212> ADN

<213> Mus musculus

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(36)

<223> Sequéncia derivada de numero de acesso de GenBank
L27437

<400> 26

caggeggegce geagttgtaa gecttgeata tgtaca 36
<210> 27

<211> 33

<212> ADN

<213> Rattus norvegicus
<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(33)

<223> Sequéncia derivada de numero de acesso de GenBank
M28671

<400> 27

caggcggegce gecgggctagt cagaaaacca cag 33
<210> 28

<211> 33

<212> ADN

<213> Rattus norvegicus
<220>

<221> misc_feature

<222> (1) ..(33)



58

<223> Sequéncia derivada de numero de acesso de GenBank
M28671

<400> 28

ccgctactag ttttacccgg aggecgggag atg 33

<210> 29

<211> 33

<212> ADN

<213> Rattus norvegicus

<220>

<221> misc_feature

<222> (1) ..{(33)

<223> Sequéncia derivada de numero de acesso de GenBank
M28671

<400> 29

caggeggegce gecacaaatg coctacatge cot 33

<210> 30

<211> 35

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> misc_feature
<222> (1 )..{(35)

<223> Oligonucledétido universal para amplificacédo de
VL1.

<400> 30

caggtgtgca ctecggacate crgdtgacce agtet 35

<210> 31

<211> 35

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(35)

<223> Nucledétido em posicao 29 ¢é oligonucledtido

universal "n" para amplificacao de VL2.
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<400> 31

caggtgtgea ctcggatatt gtgwtgacac agwct 35
<210> 32

<211> 31

<212> ADN

<213>
<220>
<221>
<222>
<223>
VL3.
<400> 32

caggtatgea ctecgeagect gtgetgeary ¢ 31
<210> 33

<211> 35

<212> ADN

<213>
<220>
<221>
<222>
<223>
VL3L4.
<400> 33

caggtgtgca ctegtectat gwgcetgacwe ageca 35
<210> 34

<211> 29

<212> ADN

<213>
<220>
<221>
<222>
<223>
JH1.

<400> 34
gaccecgegeg cggagacrgt gaccagggt 29

Homo sapiens

misc_feature
(1)..(31)

Oligonucledétido universal

Homo sapiens

misc_feature
(1)..(35)

Oligonucledétido universal

Homo sapiens

misc_ feature
(1) ..(29)

Oligonucledtido universal

para

para

para

amplificagao de

amplificagao de

amplificagao de



<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<222>
<223>
JH2.

<400>

60

35
29
ADN

Homo sapiens
misc_ feature
(1)..(29)

Oligonucledétido universal para

35

gaccecgegeg cagagacggt gacertkgt 29

amplificacao de
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REIVINDICACOES
1. Um anticorpo humano gque tem especificidade para o
componente C5 activado do sistema de complemento

caracterizado por reconhecer um polipéptido que tem pelo
menos 80% de homologia com o péptido que compreende a
regido que corresponde a sequéncia 731-740 do componente C5
de complemento humano, o dito péptido tendo a sequéncia
KDMQLGR | LHMKTLLPVSK (SEQ ID N° 15) e em que o dito
anticorpo inibe a conversao da cadeia de alfa de C5 em Cba
e C55b e em gque o dito anticorpo ¢é produzido de forma
recombinante e em dgque o anticorpo compreende ambas as
sequéncias de aminoacidos identificadas como SEQ ID N° 2 e
SEQ ID N° 4 ou suas mutagdes conservativas ou em que o
anticorpo tem pelo menos 95% de homologia com a sequéncia

de aminodcidos que corresponde a sequéncia SEQ ID N° 6.

2. Anticorpo recombinante de acordo com a reivindicagao 1

em que o dito componente C5 é de mamifero.

3. Anticorpo recombinante de acordo com a reivindicagao 2
em que o dito mamifero é seleccionado do grupo que consiste

em: ser humano, ratinho, rato, coelho.

4. Anticorpo recombinante de acordo com a reivindicagao
3, caracterizado por estar em forma de cadeia simples
(scFv) gque compreende uma regidao variavel da cadeia leve
ligada covalentemente a uma regido variavel da cadeia

pesada.

5. Anticorpo recombinante de acordo com a reivindicagao
4, caracterizado pelo facto de qgque a cadeia leve ¢é uma
cadeia lambda e a regido variavel da cadeia pesada ¢é a

regiao VH3.



6. Anticorpo recombinante de acordo com a reivindicagao 5
caracterizado por ter a sequéncia de aminoacidos que

corresponde a SEQ ID N° 6.

7. Anticorpo recombinante de acordo com a reivindicagao 5
caracterizado por compreender a sequéncia SEQ ID N° 6 em
combinagcdao com uma sequéncia derivada de uma regiao

constante de cadeia pesada de imunoglobulina.

8. Anticorpo recombinante de acordo com a reivindicacao 7
em que a dita regiao constante de <cadeia pesada de
imunoglobulina é seleccionada do grupo gque consiste em:

cadeia pesada de IgA humana, cadeia pesada de IgG humana,

cadeia gama pesada murina, cadeia pesada de Rattus
norvegicus.
9. Anticorpo recombinante de acordo com a reivindicagao 8

caracterizado por ser dimérico.

10. Proteina quimérica recombinante caracterizada por
compreender a sequéncia gue corresponde a SEQ ID N° 6 ou
uma sequéncia de proteina que tem pelo menos 95% de
homologia com a SEQ ID N° 6, em gque a dita proteina
quimérica recombinante reconhece um polipéptido que tem
pelo menos 80% de homologia com o péptido que compreende a
regido que corresponde a sequéncia 731-740 do componente C5
de complemento humano, o dito péptido tendo a sequéncia
KDMQLGR | LHMKTLLPVSK (SEQ ID N° 15) e em gque a dita proteina
quimérica recombinante inibe a conversdo da cadeia alfa de

C5 em Cha e Cb5b.

11. Sequéncias de nucledtidos isoladas que codificam os
anticorpos recombinantes de acordo com as reivindicagdes 1-

9.



12. Sequéncia de nucledtidos de acordo com a reivindicagéao

11 caracterizada por compreender a sequéncia SEQ ID N° 5.

13. Vectores que compreendem sequéncias de nucledtidos de

acordo com as reivindicagbes 11 e 12.

14. Vectores de acordo com a reivindicagao 13
caracterizados pelo facto de serem vectores de expressao em

bactérias, leveduras ou células eucariotas superiores.

15. Anticorpos recombinantes de acordo com as
reivindicagdes 1-9 ou proteinas de acordo com a
reivindicacao 10 para utilizagcao em diagnéstico ou

terapéutica.

16. Seqguéncias de nucledtidos de acordo com as
reivindicagdes 11-12 ou vectores de acordo com as
reivindicagdes 13 e 14 para utilizacao terapéutica ou em

diagnéstico.

17. Utilizacao de anticorpos ou proteinas recombinantes de
acordo com a reivindicacao 15 ou sequéncias de nucledtidos
de acordo com as reivindicagdes 11-12 para a preparagao de
um medicamento para a prevencgao e tratamento de doencgas

inflamatérias crénicas ou agudas.

18. Utilizacao de acordo com a reivindicagao 17 em que a
doenga crénica é seleccionada entre: artrite reumatdide,
glomerulonefrite, esclerose mtltipla, neuropatias

periféricas desmielinizantes, aterosclerose.

19. Utilizacgao de acordo com a reivindicagao 17 em que a
doenca aguda ¢é seleccionada de: insuficiéncia de o6rgaos

maltiplos e enfarte de miocardio.



20. Utilizacao de acordo com a reivindicacdo 17 para a
preparacao de um medicamento para lesdao do miocardio de

reperfusao depois de isquemia.

21. Composigdes farmacéuticas que compreendem como
principio activo qualquer dos anticorpos recombinantes de
acordo com as reivindicagdes 1-9 ou das proteinas de acordo
com a reivindicacao 10 ou das sequéncias de nucledtidos de
acordo com as reivindicagbes 11-12 em combinagao com

excipientes e/ou diluentes adequados.

22. Processo para seleccionar anticorpos anti-C5 de acordo
com qualquer das reivindicagdes 1-10 dotados com a
capacidade de inibir a formagao de Cba a partir de C5,
caracterizado por <compreender uma primeira etapa de
seleccao do antigénio C5 e uma segunda etapa de selecgao
por meio de inibigdo de ensaio hemolitico em gldbulos
vermelhos de ovelha (SRBC).

23. Processo para a preparacgao dos anticorpos ou proteinas
recombinantes de acordo com as reivindicacgdes 1-10
caracterizado por serem utilizadas sequéncias de

nucledétidos isoladas de acordo com as reivindicagbes 11-12.

24, Utilizacdo de anticorpos recombinantes de acordo com
as reivindicagdes 1-9 ou de sequéncias de nucledtidos de
acordo com as reivindicagdes 11-12 para estabelecer modelos
animais nao humanos de doengas causadas por hiperactivacao

do sistema de complemento.

25. Kit qgue compreende pelo menos um dos anticorpos
recombinantes de acordo com as reivindicagdes 1-9 ou pelo
menos uma das sequéncias de nucledtidos de acordo com as

reivindicagdes 11-12.



26. Processo para a seleccao de inibidores da conversao do
componente C5 de complemento activado nos seus fragmentos
biologicamente activos, caracterizado pela utilizagao de
anticorpos ou proteinas recombinantes de acordo com as

reivindicagdes 1-10.

27. Utilizacao de um péptido que tem a sequéncia
KDMQLGR | LHMKTLLPVSK para a selecgao de anticorpos de acordo

com a reivindicagao 1.

28. Animais transgénicos nao humanos, caracterizados pelo
facto de expressarem sequéncias de nucledétidos de acordo

com as reivindicagbes 11-12.

29. Células isoladas caracterizadas por serem
transformadas com as sequéncias de nucledtidos de acordo
com as reivindicagdes 11-12 ou pelos vectores de acordo com

as reivindicagbes 13-14.

30. Anticorpo recombinante de acordo com a reivindicagao
5, caracterizado pelo facto de que a cadeia leve é uma

cadeia kappa ou VA3/V2-14.

31. Anticorpo recombinante de acordo com a reivindicagao
5, caracterizado pelo facto de que a cadeia leve ¢&
VK4 /DPK24.

32. Anticorpo recombinante de acordo com qualquer das

reivindicagdes 5, 30 e 31, caracterizado pelo facto de que

a regido variavel da cadeia pesada & VH3/V-48.
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