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subtilisina/quexina tipo 9 (PCSK9), a composicées que se ligam & PCSK9 e epitopos de PCSK9 a métodos de uso das
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de LDL (LDL-R) e reduzir niveis de colesteral,
Em vz%_r.sas_asga&etﬁs 8 in\‘&f‘ig& sz\;@ moldculas de zgagz&::: a

| Hgﬁig@wﬁﬁ\{fgm iﬁ Wﬁ%‘ﬁz {C) aminoacido 206219 da ,&3&;{3 D NOT




{isto &, um epitopo {ﬁia*sﬁsgra ou & sobrepondo & sequéneia que segus; ENV-

& um epifopo dentio ou 8
NAQDQPVTLG (SEQ ID NO:

topo dentro dos am % ’%6@*? f’% 2{3&4 4 ou i

‘N"ﬁ%‘ a Qﬁi’g&(} de it

F’&;S&& aﬁtﬁ&amm@;ﬁ& ligagso de amaf:;en@ 86 ;ga a um epi R};t}i} demr@
 do dominio rico am cisteing de POSKS humana dentro ou sobrepords a um




no se liga & um epitopo dentra




{0 NOL
g oulrg a&;mcm a ;swm’zgéa ref&re*sa & uma ms:ﬁécﬂia gde liga-

131 da S&i ii} hi{} 1

Por @xemgm 3 g:argae de ¥§ga§a§@ de aﬁﬁger} se e a "

’3‘*‘:}: 11, 10 ‘?“if&%- 12117 ‘33“3*32{} ‘i

 Em outra modafidade, a porcdo de ligagBo de antigeno se liga




_§§§§§amﬁiﬁa}f'§§ palo menos wm amincacide da SEQ 1D NOB {@mr &:ss:@fng}%a;g s

cing alou Hrosina),




PCSKE de uma espécie de roedor (por exemplo, PCBKS de murine, PCSKS
de ralo)
Em varias modalidades, a parcde de ligacso de aﬂt:gﬁm a8 Higa
2 m epitopn linear,
arias modalidadss, a porgao de ligacdo de antigens se liga
2 um epiopoe ndo-linear. Em um exemplo, 8 porgdo de ligaglo de antigann
se figa a um epifopo ndo-linear inclul '?ﬁ; ou consistindo em, @aiﬁ menos

+ & i&f}i}i{ég -@%}3::{

Q‘tﬁ%ﬁ s&g&em:‘ {a} a “;rzg:séc; dos '%3 202 ﬁa S&Q EB ?\i;

“g’% "jg c‘gﬁ g;} @{} 4 {m amma&exﬁm &3&«&% da Sﬁ& iii} i\ii};‘@; el




ascidos 10 é?@"“ da “%&:{2

fas molsaudas de

~ diacorpo (por examplo, um diacorps de sadsia simples ol um diacorpo tende .




de na auséncia da molécula de ligagio & P







uma dobra do t&;‘m smamg as%mims fie uma fibronscting, f&fmzi-fé%ﬁﬂ’m@? -é@. oilo-
cina out uma e:aéarma,:

Em varias modalidades, a gﬁaﬁéﬁiﬁa de gﬁ%&mf&aiﬁé do dominio

§im &%g@mas ma::ia dades, a dobra éagm g & uma ée:;hra &;m %g; de




umsa Gbronecting, por examplo, uma dobra tipo ki de fibronscting tipo # {por
sxemplo, uma dobra tpe g de mmﬁw{:s 10 de fibronecting )
A invencio também prové peptidens corespondando a epitopos

peplideo da mesma
fragmento da _ ,
ou 12 gamsmﬁm osh # mg}t;xﬁ@a pode ser m@ﬁssﬁmm para aumamax a anti-




Hgagio & ?Cgi‘i@x d&sas‘s%a& agul,
For amm;ﬁa e um asp&cm a smsem;é@ refere-se a um metodo

| ée.eg:a:s @ﬁgeﬁﬁante de PCSKI de LDL-R em oélulas hepaticas.




Em outro aspecto, a invencaio refere-se a um método de redugao

nosaments,

Em algumes modsal ﬁa{i&g as moldculas de Hgacdo 3 PUSKD
g@ﬁem ser usadas para pye;ms‘ar win medicamento ;}am o ratamenio de do-
enga associada com nivais de colesters! altos.




Us detathes de uma ou mais modalidades da vencio s3o mos-




A FIGURA 8 mosta o é@s&*-f‘%@ﬁ da estrutura de wristel de

o &m e d{}mmm fet em cistaing Colemingl na saquémg fingar {ﬁe SE{} i




o=l

| 3"%{3@%
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nio, Ci. As regities Viy @ V. podem ser subdivididas mais em regides de hi-
parvariabilidade, chamadas regites de determinagio de complementanidade
), intercaladas com n gfilé&s;* qm;sﬁa}'m&ig conservadas, cf

nluindo varias c&i ulas do

do &é&fﬁ&;ma de. ms:s:s;ﬁem&mt& glassico

O termmo g:}za:s;é@ de ﬁgs@éa de afsﬂgﬁmﬁ}” de um &msmma. con-
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msterial celddar

- iémﬁ *‘ﬁﬁm;}@ggg@ te Mﬁm‘ﬁ@ monoclonal® conforme aiam

SRO mﬁ.aaﬁiar m;{:&. {}ma mmg}nssg‘aa. de atxmmm monon ana% m@stf&:';-é&«







3R

sotipo




Conforme 8&‘}85 usad«m o tes'mcs *‘aitsa &fmsdada" e:;s.saﬁém se ref@w
-:r;mia a am anﬁmrpa gf:} irdics

Menos para um antigeno alv,

inibigdo compelitiva pode ser deferminada usando ensaios de







mw;mameﬁm de apgmgm g@d&m sar tambam usados. bsses mélodos se a-
poiam na hamiizdmie {ia m(ﬁé‘ﬁi}iﬁ de izgaf:;é@ é P&%i&% de intercsse em isolar
por afinidade paptidsos curos sspecificos de bibliotecas de peptides ds exi-

bigao em fago combinatonais. Qs peplidecs sfo entdo considerados como
7 mg mais ing:emaﬁsﬁas gm 3 z:i@fin‘is'ém do .a§§§§i;3§5 mrs‘faﬁ's;ﬁ@ﬁé%m&} 4 molécula

;}é&ﬁﬁeﬁm {j o aw@?@ :( aﬁg@r&m@s @f}ﬁ@;}t&i@m@as&s foram também desenva
dos, os quas foram mostrados mapesr epitopos descontinues conformacio-
nais,

Conforme agui usado, o termo “individue” inclul qualquer animat
humans o ndo-humane.

O termo “animal n&o-humano” inclui todos os vertshrados néo-
humanos, por sxemplo, mamiferos & ndo-mamiferos, tal como primmass .ﬁééw"
humanos, roedores, coslhos, ovelha, cachorros, gatos, saval
anfibios, répleis, e

Ums ‘gefggﬁéﬁ

'%é@z:é da ;kamstisa“m al qus & t&m&sém conhacds como 8 sequéncia 'de o

Corforme agui usadn, ¢ termo "anticorpos projetados humenos®
significa anticorpos que se ligam ao mesmo epilopo, mas diferem am se-
guincia. Tecnologiss de exemplo incluem anticorpos  proletados humanos
produzidos por teenologia de projecao humana de Kalobios, onde a sequén-
cia de regido de ligaglo de antigeno & dervada através de, por exemplo,
mutagio, ao ves de devide a substituigfes de aminoacide conservativas
fvide, por exemplo, WOZO04/T 22688, WOZ0DSI088870)




Varias agmaﬁas da zm&agﬁa séa d@&eﬁm aim detal ﬁess aﬁmm‘
na;& n&& wt}s&*f;@as QuUE seguem.

Ensaios padrdo para avaliar a hahﬁiiﬁaﬁa de moleculas sm se

prédincubads & testada smmiﬁ & ligagic & PCBKY imobilizada, por sxemple,
alraves de anslise Biacars™ im&s&@&m da i%gaf;,é@ & POSBKE através eﬁa g}re*




mento nos :}iva%s, de LDL-R na presenca -s;ia uma maéémsia de ligagao &




mzsiumdgw & mmt}maﬁ@s gmﬁ& ser %@&:iaﬁa waamia 08 &ﬂms{w de %z@a@a
dassmi@x aqul {por emm;}is Eii $£xs} Q&saﬂm a5 sequénoias COR de Vg
s80 misturadas & combinadas, a sequéncia CDR1, CDRZ efou CORS de

uma sequinoia de V, particular de\{a sy substsﬁ jda com uma sequencials)
CDR sstruturalmente simiffi-;ar{ Da me -m' cguamﬁ& sa&;uémss\ i;E}R"

ida com wm&ms&{@* } de
taridade estrutural neste

comprimento integral gue sdo "o produte de” ou "derivadas de” uma sequén-
cia de finha germinativa particular se as regides varidvels ou cadeias de

3 ssquéncia do anticorpe humano, Um anticorps humano qus

& "o produto de” ou "derivado de” uma sequéncia de imunaglobuling de linha
germinativa humana particular pode conter diferengas de aminoacide com-
“parado com a sequéncis codificada com a linha genminativa, devido &, por




um @ﬁtmm@ mmam ;aca::ie S8r p&%{s menos B0%, 70%, 80%, 80% ou pelo

menos 88% ou até mesmo pelo menos §6%, 87%, 98% oy 88% id




fivada como Vi pode ser obtids stravés de projeciio
oteina endo alta afint 3 um

Vide Polente US No
2004 4 Biol Chem. 278 1 ’

MBO J 17 3512.3520,
s de anticorp de camelidea

: ‘ ais para prolainas
to & nancoorpos de camelideo 8o Glsls como rea-




gentes parg delectsr antigenos qus s80 de oulro modo oripticos usanda oo
nicas imunologicas classicas, & somo possiveis agentes terapauticos. Entag,
ainda outra consegudnaia de tamanho ‘_?ﬁﬁ}ﬁ&sﬁ{}é- gue um nanosopo de e~
melides pode inibir como um resultade de ligagan a um silio especifico em
uma ranhura ou fissura estreita de uma proteina alve, & entdio pode servir
am uma capacidade que lembra mas proxdmaments & funglo de um fSmes-
oo de pesa molecular baixo eldssico do que aquels de um anticorpo cldssico.
O peso molecular baixo & o tamanho compacto resuliam ‘
em nanocarpos de camslideo sendo sxtremamente termoestavels, estavels
a pH axtremo & a digestio protestitica e pobrements antigénicos. Qubra cone
SEqUENncia & que nangcorpos de camelideo se movem prontamente do sis

tema ciroulatoro pars facidos & mesmo abtraves da barreira sangue-cérebro ¢

jue afetam o tecido nervoso. Nanocorpos podem

ainda facilitar transporte de farmaco através da barreira sangue cérebro. Vi

de Publicaco de Patente US. No. 20040181738 publicads sm 19 de agoske

de 2004, Essas caracleristicas combinadas com a antigenicidades baixs em

humanos indica maior potencial terapéutics. Ainda, essas moléculas podam
sar infegraimente sxprassas em celilag pmﬁa&@&e&zs ta::é SOMO E. vofi

Deste modo, uma caracteristica da presente invencdo & um anti

mrgm de cameiides w aﬁa&e&m@ é& camelideo tendo alfa afinidade ;:«afa

%%E{% descrito agul como um alvo, &i&amﬂgzﬁms gmgatazias g}mﬁ@m .amﬁa
s customizados airaves de projecio genstica para sumentar a mels-vida
em um individuo recipiente de 45 minutos a duas semanas.

Diacorpos




| iscorpos s80 moléculas biespecificas, bivalentes, onde domis
niog x.«&, & \fg S50 expressos em uma cadeia de pol mem%{isa unica, consctas
dos por um ligante que & muito curle pars permitir smpareihamento entre os
dois dominios na mesma cadefa. Os dominios Vy @ Vi emparetham com do-
minios complementarss de oulra cadels, deste modo criando dois sitios de
ligagao de antigeno (vide, por exemplo, Holliger & outros, 1993, Proc. Natl,
Acad. Sgi. USA 90:6444-6448; Poljak e outros 1984, Structwre 2:1121-1123),
Diacorpos poder ser produzidos exprassando duss cadeias de {ﬁmemmacﬁ
ou com a estrutura Vi Vi 5 € ViV {configura fis

guragio V-V dentro da mesma célila. A maloria deles pode ser sxprassa

o forma soltived om haclédas.

atm\f&s fia ma:&aiiﬁaagzéﬁx de re&zi:ium dentro ﬁé{s\ rﬁ‘é\. j'*«} mns&am .,s‘}{.




sequéneias fora das CDRs. |

responsavals pels maiona d

29 @ Patentes U.S. Nos. 55301

fas de estrutura pringl



http://www.mrc-cpe.cam.ac.uk/vbase

g&m‘g‘émﬁw €§§¥ s:;-asai' 2 s&%wéﬁm de estrutura m‘i' al @ d@a‘ivaﬁfa. OU 8% S8

mad maimeﬁm estavel gus mostia o8 f@mﬁ@m anxertados de modo (:gs.;e-
eles formam uma superficie localizad

sntro de Vi
elou Vi, por exemplo, para melhorar as propriedades do anticorpo. Tipica-
















Oubras tpos de n







mutados comparado som a dobra do fipo imunoglobuling da proteing da qual







almente purn” quando purificado de outros componentes celulares ou outros

contaminantes, por exemplo, outros §§é§'§$ nuclsicos celulares ou proteinas,




gxemplo, de mma‘we as sequénsias de amé&nﬁs}éﬁkm.{:{xi%f%gg:ﬁ@g palos de i
fragmentos de DNA parmanecem am estritira ou de modo que a proteing 8
expressa sob controle de um promotor desejado.

 de modo que 88 :sefmém sdeVye ;amiasm ser ’axgressas-- SO0 Wma ;g}t‘t:w




corpos monodcionais humanos,




cionados contra PCSKE podem ser gerados usando camundongos transgd-
nicos ou transcromussdmings carregands partes do sistema imune humano
a0 inves do sistama de camundonge. Esses camundongos transgénicos &
transcromossomicos incluem camundongos referidos agul como cemundon-
gos HuMAb e camundongas KM, respectivamente, e s8o coletivamante refe-
ridos aqul como "camundonge I bumang”, ,

© camundongo HuMAb® (Medarex, Inc.) contém minit

rg, N. e Huszar, D., 1995 Infern. Rev, -f?%fmsf;’g:}s’h 13:85-83
. 1985, Ann N Y. Acad Soi 764:536-548). A
& as modificagbes gendmicas

3

‘880 destritos ma for, L. & outros,
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combinante purificada 8 1-2 pg/mi em PBS, 80 ylipocos incubados 2 4° C da

noite para o dis entao bloqueadas com 200 plipoga de soro de galinha 5%
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caracterizagio,

Para putificar anticorpos monoclonals humanos, hibridomas se-

.i@r: onados podem ser cultivades em frascos giratdrios de dois firos para










em particular celulas hospedsire de mamifern, & discutida porque tals sélulas
sucaridticas, & em particular células de mamifero. 380 mals provavels do que
células procaristicas de se reunirem e secretar um ant iadh

 verdade ser derfvatizada ou ligada a mais de uma oulra moléoula para gerar







de ligagao & PC




podem ser testadas i vitro & in vivo, Por exemplo, moléculas de lgacso po-

bilizada e ligag!
pode ser tambe




&8










metiigiucamina, clor
na & similar,

xfa_‘_gw@ fa;:_xﬁsx nenie aceitavels incluem soligles ou




0 extemporénea
meios g ageantas

Composicoes terapsuti
ooes de fabricagio




de uma soluglio previaments fiftrada astéril do mesmo.
A quantidade de ingrediente alivo que pode ser combinads com

| corpo do %&mm{igsm Por exemple, as cﬁassagens g}:}d&m sy {‘} 3 mg;‘x@ de










irastemals,
Allernativaments, uma molicula de ligagio 3 PCSKS da inven.

vao proteger o composto

de Hbern sontrofads,
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gus mostra uma bomba de microinfusdo implantavel para aplicacdo de me-
dicaciio em uma taxa controlada; & Palente U8 No. 4488 194, egs.se? mostra
Lm cimmsﬁmo t@m@évim ;}ara arﬁm;r&;&iragée:(ia m&@;cam@mm& atra s dy

compartimentos de cdmara multiplos; & Patente U8 No. «
mostra um sistema de aplicacdo de fammaco é;snﬁzzﬁt«iﬁé E‘s@a

‘sm@ma@ oruzeam a SSS {se zﬁa&e;m@} eﬁes g}st}ﬁﬁ‘m s8r farmaiaciﬁs mr S
xemplo, am é;ﬁ@ﬁ%a@m&s Para matodos de fabricagsio de lpossomas, vide

Laukkanen, 1004 FEBS Lelt 248123 04 Ki
methods 4273,
Usos e metodos da invengs
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da invengdo. | |
Deste modo, em um aspecto, 8 invenglio prové ainda métades

. L um ant €}§‘f§.§{3 fendo uma atividade com-
tar m:afz..zs&‘%s‘tga:as um aﬁﬁiﬁm ag an ‘ﬁm:a%m diferente do p 1

 Para & geracBo de anticorpos contra hPOSKS, selectes com &




hiblioteca .ﬁa .gxg§};®@ :ie fsg Mo




de 50 mi ps &ﬁ*mmx@i{_}s‘ 8 3‘}”‘* O sem sagh, _:{,}@Q gya{

 M-2BO (Dynalh magn CRS re\fmtiﬁa& com a&iregﬁ%ﬁm{i na sio lavadas Ix







hPCSKE biotinilada s80 reslizadas de aa@rdz} som o protocols da primeira




dos por 1 hora em & itador. Os lsatos foram blogueados através da adicio
de BSA em concentragdo final de 1% e lisatos limpos foram aéimﬁ&ﬁaﬁm a

wiente. Para é&tﬁ@g@& ii
.ismr;m% sawmiarm t}a.sé? s&ga@m &&a




fmss pmgiem SE sﬁ&te:mmaﬁas atmv&ﬁ zﬁ& gs;:fﬁtimmﬁma W (K;e&*ss 2 outros,
+ m;mmw{ :‘s«‘?{@fi}m‘g 35@ 67-84 { 2{}{}1\




dugan de antigeno biotinlade de rodada de “panning” para rodada de “pan-

ning", através de stapas de lavagem prol



lisat.es

w:ima ﬁynai ﬁ;}gg& 28 i:s sotesa Mz}f;}msys%m




 giénciamento de DNA. Proteina Fab de clones tinicos fol preparads em cul-

turas de sgcaa am litro ind: am PTG 2 entéo g_swis‘“"a:aﬁia séqﬁawﬁai




SK9 .,
igacae, habilidade em

03 B UM sensor
splamento de amina pads:

s) & dissociagio

ibia uma ks de 3.23 x 10° (1Ms),
gura 3




anglisadas usando soffware Flowdo 57 2, nommalizadas para gontrole ds

‘tampéo, e refatadas na Figura 4.




LDL na %s.%&gs‘f‘t‘:s&' mbém medida usando citometria de fluxo




| "

uma distribuidor de liquido LEAP Technologies Pal HTS (3 %:ﬁ?’ ?ézshémé'@gi*




pela coluna an Fzgwa ?}C} ,zf% bo ,
de 0 a 40% de fase movel B durante 55 minutos a 50 plimin (fase movel
\=dcido formico 0.2% em dgua, B= ac&iﬁfﬁﬁﬁz};ﬁ{? 0.2% am aceloninia),
& Espectromeira de Masss

'%sﬁg’}é‘fﬁf{}meﬂkrga de k&&a&s&m Tandem com lonizacio por Eletroe

o realizads e um

apenas MS {Vﬁfﬁ“&‘ﬁi§?&§ de §sammez @G{}&?-ﬁi}i}}
o Experimentos de Troca de Midrogénio/Dsutério (H/D}

Complementares

estrutura ou funcionamento da 53?{}?& na rotul asm o cieutém & um lsotops de
“hidrogénio gua tem duss veres 8 massa do hidrogénio, indicado na Figura &

B

por estrelas. lsto estd em contraste total com outros métodos de rotulagdo




? &xg}@fzmeﬂm de @mé‘&g:‘%fs .

No &xg&ﬁmaﬁm de protecdo, so










it}m&ms LOm s

&ﬁﬁﬁmi} .




flutuagdes observadas na mediglio séo be
Por outro lado, esta '













‘i@ Mﬁ%&&u%ﬁ_ﬁa




porgao de ligagao de antigeno de um anticorpo monoclonal.
28, ?&fﬁfﬁéwig o







guala oy menor do gqus ’in?ﬁ
44, Molécula de ligaglo & POSKR de acordo com a reivindicagiio
41, am gue a dobra i i‘g}ﬁf'ﬁg & uma dobra ’ii-’;ﬁ'@ 'gsxﬁe uma ﬁbmﬁ@aﬁﬁa‘

metoda c:mm@mﬁm@n contato do hepam@;m com uma molécula {3@ ligacao
=1 @uskii-} :
48, Método de aumento da absorcao de LDL-c por um hepatocito,

| &Q&&R@”ﬁ&ﬁi@ﬁ% g&sm iD ‘f\s{}fa} ou »-;g*x_i‘m&fgﬁisawgss:éwwg@“




odo de redugdo do colesterol no plas .
do administrar a0 | 0 8 composicao como defi-

§ em uma quantidade eficaz para reduzir colesterol

DL-c.

acordo com a relvindicag

tem, ou esta sob risco de, aterosclerose,







sobrepondo a wm dos qus seguam:

{8) amincacidos 101107 da SEQ 1D NO: 15 ou

{b) amincdcidos 123-132 da SEQ ID NO: 1.

£8. Molécula de ligagiio 8 CPSKS de acordo com qualguer uma
das relvindicacbes 8567 em que a ;}m@é@ de i gag:aﬁ de antigens se iga a
um apiopo ndodingar,

88, am gue 2 porcdo de i§a§§éﬁ de am%g@m s& i;ga & um ﬁ:_gzﬁ{sw ndoe §m§§a§
compreendando todos ou pelo menos uma porgio de cada um dos epitopas

qus seguem:

(a) aminodcidos 101-107 da SEQIDNO:1 &

{b} aminodcidos 123132 da §E N1

71, Molécula de ligagdo & PCSKA isolada compresndendo uma
gmrg:a& de ligacis fﬁe am@@m} de um ant .-r;:’zt:s {;&é- se liga feﬂf;}éa@ﬁ&améﬁm

oS um ﬁmmﬁécﬁéa da SEQ ii} i’%{}!& & a pelo menos um &;ﬁfs;.;mamzimda

- SEQ §£} NO3































