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Relatorio Descritivo da Patente de Invencao para "USOS DE
UM ANTICORPO OU FRAGMENTO DE LIGAQAO A ANTIGENO DO
MESMO QUE SE LIGA ESPECIFICAMENTE A C5".
Dividido do BR112018075875-2, depositado em 13.06.2017.
[001] Este pedido esta sendo apresentado em 13 de junho de 2017
como um Pedido de Patente Internacional PCT e reivindica o beneficio
de prioridade para os pedidos provisorios Nos. 62/349.705, depositados
em 14 de junho de 2016; 62/405.561, depositado em 7 de outubro de
2016; e 62/422.107, depositado em 15 de novembro de 2016, as
descricbes de cada um aqui incorporadas por referéncia em sua
totalidade.
CAMPO DE INVENGCAO

[002] A presente invencéo refere-se a anticorpos e fragmentos de

ligacdo ao antigeno de anticorpos que se ligam especificamente ao fator
C5 do complemento e a métodos terapéuticos e diagnosticos de uso
desses anticorpos.

ANTECEDENTES DA INVENCAO

[003] O sistema complemento é um grupo de proteinas

plasmaticas que, quando ativadas, levam a lise celular alvo e facilitam a
fagocitose através da opsonizacdo. O complemento é ativado atravées
de uma série de etapas proteoliticas por trés vias principais: a via
classica, que é tipicamente ativada por complexos imunes, a via
alternativa que pode ser induzida por superficies celulares
desprotegidas e a via de lectina de ligacdo a manose. Todas as trés vias
da cascata do complemento convergem na clivagem proteolitica da
proteina do componente 5 (C5) do complemento. A clivagem do
componente 5 (C5) do complemento resulta na producdo dos
fragmentos C5a e C5b, processo critico durante a ativacdo da cascata
do complemento. C5a pode gerar respostas fisioldégicas pleiotropicas

através da ligacdo aos seus receptores (Monk et al., 2007, Br. J.
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Pharmacol. 152: 429-448). O Cba € um potente mediador pro-
inflamatério que induz a migracdo quimiotética, aumenta a adesao
celular, estimula a explosdo oxidativa e induz a liberacdo de varios
mediadores inflamatorios, como histamina ou citocinas. O C5b medeia
a formacdo do complexo de ataque a membrana (MAC ou C5b-9)
levando a lise celular nas fases tardias da citotoxicidade dependente do
complemento (CDC). Além disso, em células nucleadas resistentes a
citolise por C5b-9, quantidades subliticas de C5b-9 podem causar
ativacdo celular que resulta em proliferagcdo celular, geracdo de
mediadores pro-inflamatérios e producédo de matriz extracelular.

[004] Anticorpos monoclonais para C5 séo conhecidos na técnica
e foram descritos, por exemplo, na Patente US/Publicacbes N°
9206251, 9107861, 9079949, 9051365, 8999340, 8883158, 8241628,
7999081, 7432356, 7361339, 7279158, 6534058., 6355245, 6074642,
20160299305, 20160051673, 20160031975, 20150158936,
20140056888, 20130022615, 20120308559, e em W02015198243,
W02015134894, W02015120130, EP2563813B1, EP2328616B1 e
EP2061810B1.

[005] Os anticorpos totalmente humanos que se ligam
especificamente a proteina C5 com alta afinidade e possuem
propriedades farmacocinéticas melhoradas podem ser importantes na
prevencdo e tratamento de varias doencas associadas a C5 (por
exemplo, sindrome urémica hemolitica atipica).

BREVE RESUMO DA INVENCAO

[006] A presente invencéo fornece anticorpos e seus fragmentos

de ligacdo ao antigeno que se ligam especificamente a proteina do fator
5 (C5) do complemento. Os anticorpos da presente invencao séo lteis,
inter alia, para inibir ou neutralizar a atividade da proteina C5. Em certas
modalidades, os anticorpos sao Uteis na prevencao, tratamento ou

melhoria de pelo menos um sintoma ou indicacdo de uma doenca ou
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distarbio associado a C5 em um individuo. Em certas modalidades, os
anticorpos podem ser administrados  profilaticamente  ou
terapeuticamente a um individuo com ou em risco de ter uma doenca
ou disturbio associado a C5. Em certas modalidades, os anticorpos anti-
C5 sédo anticorpos totalmente humanos que se ligam a C5 com elevada
afinidade e possuem propriedades farmacocinéticas (PK) e
farmacodinamicas (PD) melhoradas. Estes anticorpos de alta afinidade
com PK/PD melhorada podem ser utilizados para proporcionar uma
eficacia superior, juntamente com uma dosagem menos frequente em
um individuo com uma doenca ou disturbio associado a C5.

[007] Os anticorpos da invencdo podem ser de comprimento total
(por exemplo, um anticorpo IgG1l ou IgG4) ou podem compreender
apenas uma porc¢ao de ligacéo ao antigeno (por exemplo, um fragmento
Fab, F (ab’) ou scFv), e pode ser modificado para afetar a
funcionalidade, por exemplo, para aumentar a persisténcia no
hospedeiro ou para eliminar fungdes efetoras residuais (Reddy et al.,
2000, J. Immunol. 164: 1925-1933). Em certas modalidades, os
anticorpos podem ser biespecificos.

[008] Em um primeiro aspecto, a presente invengcao proporciona
anticorpos monoclonais recombinantes isolados ou seus fragmentos de
ligacdo ao antigeno que se ligam especificamente a proteina C5. Em
algumas modalidades, os anticorpos sao anticorpos monoclonais
totalmente humanos.

[009] Os anticorpos anti-C5 exemplares da presente invencao
estdo listados nas Tabelas 1 e 2 da presente invencdo. A Tabela 1
apresenta os identificadores de sequéncia de aminoacidos das regides
variaveis de cadeia pesada (HCVR), regifes variaveis de cadeia leve
(LCVRS), regibes determinantes de complementaridade de cadeia
pesada (HCDR1, HCDR2 e HCDR3) e regides determinantes de
complementaridade de cadeia leve (LCDR1, LCDR2 e LCDR3) de
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anticorpos anti-C5 exemplares. A Tabela 2 apresenta os identificadores
de sequéncia de acido nucleico da HCVRs, LCVR, HCDR1, HCDR2,
HCDR3, LCDR1, LCDR2 e LCDR3 dos anticorpos anti-C5 exemplares.
[010] A presente invencgao fornece anticorpos, ou seus fragmentos
de ligacdo ao antigeno, compreendendo uma HCVR compreendendo
uma sequéncia de aminoacidos selecionada a partir de qualquer uma
das sequéncias de aminoacidos HCVR listadas na Tabela 1, ou uma
sequéncia substancialmente semelhante tendo pelo menos 90%, pelo
menos 95%, pelo menos 98% ou pelo menos 99% de identidade de
sequéncia.

[011] A presente inveng¢do também proporciona anticorpos, ou
seus fragmentos de ligacdo ao antigeno, compreendendo uma LCVR
compreendendo uma sequéncia de aminoacidos selecionada a partir de
gualquer uma das sequéncias de aminoacidos LCVR listadas na Tabela
1, ou uma sequéncia substancialmente semelhante tendo pelo menos
90%, pelo menos 95%, pelo menos 98% ou pelo menos 99% de
identidade de sequéncia.

[012] A presente invencdo também fornece anticorpos, ou seus
fragmentos de ligacdo ao antigeno, compreendendo uma HCVR e um
par de sequéncia de aminoacidos LCVR (HCVR/LCVR)
compreendendo qualquer uma das sequéncias de aminoacidos HCVR
listadas na Tabela 1 emparelhadas com qualquer uma das sequéncias
de aminoacidos LCVR listados na Tabela 1. De acordo com certas
modalidades, a presente invencdo fornece anticorpos, ou seus
fragmentos de ligacdo ao antigeno, compreendendo um par de
sequéncias de aminoacidos HCVR/LCVR contido em qualquer um dos
anticorpos anti-C5 exemplares listados na Tabela 1. Em certas
modalidades, o par de sequéncias de aminoacidos de HCVR/LCVR é
selecionado a partir do grupo que consiste nas SEQ ID NOs: 2/10,
18/26, 34/42, 50/58, 66/74, 82/90, 98/106, 98/114, 122/106, 98/130,
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138/106, 146/106, 122/130, 146/114, 146/130, 138/130, 154/162,
170/178, 186/194, 202/210, 218/226, 234/242, 250/258, 266/258,
274/282, 290/298, 306/314, 322/330 e 338/346. Em certas modalidades,
par de sequéncias de aminoacidos de HCVR/LCVR é selecionado a
partir de uma das SEQ ID NOs: 50/58 (por exemplo, H4H12161P),
98/106 (por exemplo, H4H12166P), 138/106 (por exemplo,
H4H12166P5), ou 202/210 (por exemplo, H4H12170P). Em certas
modalidades, a presente invencéo fornece anticorpos anti-C5 ou seus
fragmentos de ligacdo ao antigeno compreendendo uma HCVR e uma
LCVR, a referida HCVR compreendendo uma sequéncia de
aminoacidos listada na Tabela 1 tendo ndo mais de cinco substituices
de aminoacidos, e a LCVR compreendendo uma sequéncia de
aminoacidos listada na Tabela 1, tendo ndo mais do que duas
substituicbes de aminoacidos. Por exemplo, a presente invencéo
proporciona anticorpos anti-C5 ou seus fragmentos de ligacdo ao
antigeno compreendendo uma HCVR e uma LCVR, a referida HCVR
compreendendo uma sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO: 98
possuindo n mais do que cinco substituicbes de aminodcidos e a
referida LCVR compreendendo uma sequéncia de aminoacidos da SEQ
ID NO: 106 tendo ndo mais do que duas substituicbes de aminoacidos.
Em outra modalidade, a presente invencéo proporciona anticorpos anti-
C5 ou seus fragmentos de ligagcdo ao antigeno compreendendo uma
HCVR e um LCVR, o referido HCVR compreendendo uma sequéncia
de aminoacidos da SEQ ID NO: 98 possuindo pelo menos uma
substituicdo de aminoéacidos, e o referido LCVR compreendendo uma
sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO: 106 tendo uma substituicdo
de aminoacido.

[013] A presente invengdo também fornece anticorpos, ou seus
fragmentos de ligacdo ao antigeno, compreendendo uma cadeia

pesada de CDR1 (HCDR1) compreendendo uma sequéncia de
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aminoacidos selecionada a partir de qualquer uma das sequéncias de
aminoacido HCDR1 listadas na Tabela 1 ou uma sequéncia
substancialmente similar da mesma tendo pelo menos 90%, pelo menos
95%, pelo menos 98% ou pelo menos 99% de identidade de sequéncia.
[014] A presente invencdo também fornece anticorpos, ou seus
fragmentos de ligacdo ao antigeno, compreendendo uma CDR2 de
cadeia pesada (HCDR2) compreendendo uma sequéncia de
aminoacidos selecionada a partir de qualquer uma das sequéncias de
aminoacidos HCDR2 listadas na Tabela 1 ou uma sequéncia
substancialmente similar da mesma contendo pelo menos 90%, pelo
menos 95%, pelo menos 98% ou pelo menos 99% de identidade de
sequéncia.

[015] A presente invencdo também proporciona anticorpos, ou
seus fragmentos de ligacdo ao antigeno, compreendendo uma CDR3
de cadeia pesada (HCDR3) compreendendo uma sequéncia de
aminoacidos selecionada a partir de qualquer uma das sequéncias de
aminoacidos HCDR3 listadas na Tabela 1 ou uma sequéncia
substancialmente semelhante da mesma tendo pelo menos 90%, pelo
menos 95%, pelo menos 98% ou pelo menos 99% de identidade de
sequéncia.

[016] A presente invencdo também fornece anticorpos, ou seus
fragmentos de ligacdo ao antigeno, compreendendo uma CDR1 de
cadeia leve (LCDR1) compreendendo uma sequéncia de aminoacidos
selecionada a partir de qualquer uma das sequéncias de aminoacidos
da LCDRL1 listadas na Tabela 1 ou uma sequéncia substancialmente
similar da mesma contendo pelo menos 90%, pelo menos 95%, pelo
menos 98% ou pelo menos 99% de identidade de sequéncia.

[017] A presente invengdo também fornece anticorpos, ou seus
fragmentos de ligacdo ao antigeno, compreendendo uma CDR2 de

cadeia leve (LCDR2) compreendendo uma sequéncia de aminoacidos
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selecionada a partir de qualquer uma das sequéncias de aminoacidos
da LCDR?2 listadas na Tabela 1 ou uma sequéncia substancialmente
similar da mesma contendo pelo menos 90%, pelo menos 95%, pelo
menos 98% ou pelo menos 99% de identidade de sequéncia.

[018] A presente invencdo também fornece anticorpos, ou seus
fragmentos de ligacdo ao antigeno, compreendendo uma cadeia leve
de CDR3 (LCDR3) compreendendo uma sequéncia de aminoacidos
selecionada a partir de qualquer uma das sequéncias de aminoacidos
da LCDR3 listadas na Tabela 1 ou uma sequéncia substancialmente
similar da mesma tendo pelo menos 90%, pelo menos 95%, pelo menos
98% ou pelo menos 99% de identidade de sequéncia.

[019] A presente invencdo também fornece anticorpos, ou seus
fragmentos de ligacdo ao antigeno, compreendendo um HCDR3 e um
par de sequéncia de aminoacidos LCDR3 (HCDRS3/LCDR3)
compreendendo qualquer uma das sequéncias de aminoacidos HCDR3
listadas na Tabela 1 emparelhadas com qualquer uma das sequéncias
de aminoéacidos da LCDRa3 listados na Tabela 1. De acordo com certas
modalidades, a presente invencdo fornece anticorpos, ou seus
fragmentos de ligacdo ao antigeno, compreendendo um par de
sequéncias de aminoacidos HCDR3/LCDRS3 contido em qualquer um
dos anticorpos anti-C5 exemplares listados na Tabela 1. Em certas
modalidades, o par de sequéncias de aminoacidos HCDR3/LCDR3 é
selecionado a partir do grupo que consiste em SEQ ID NOs: 56/64 (por
exemplo, H4H12161P), 104/112 (por exemplo, H4H12166P), 144/112
(por exemplo, H4H12166P5) e 208/216 (por exemplo, H4H12170P).
[020] A presente invencdo também fornece anticorpos, ou seus
fragmentos de ligacdo ao antigeno, compreendendo uma HCVR e uma
LCVR, mencionando HCVR compreendendo HCDR1 compreendendo
uma sequéncia de aminoacido diferindo de uma sequéncia de

aminoacido listada na Tabela 1 por 1 aminoacido, HCDR2
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compreendendo uma sequéncia de aminoacidos que difere de uma
sequéncia de aminoéacidos listada na Tabela 1 por 1 aminoéacido e
HCDR3 compreendendo uma sequéncia de aminoacidos diferente de
uma sequéncia de aminodcidos listada na Tabela 1 por 1 aminoacido.
Em certas modalidades, a presente invencdo proporciona anticorpos,
ou seus fragmentos de ligacdo ao antigeno, compreendendo uma
HCVR e uma LCVR, a referida LCVR compreendendo LCDR1
compreendendo uma sequéncia de aminoacidos diferindo de uma
sequéncia de aminoécidos listada na Tabela 1 por 1 aminoéacido,
LCDR2 compreendendo uma sequéncia de aminoacidos que difere de
uma sequéncia de aminoacidos listada na Tabela 1 por 1 aminoacido, e
LCDR3 compreendendo uma sequéncia de aminoacidos diferente de
uma sequéncia de aminoéacidos listada na Tabela 1 por 1 aminoacido.
Por exemplo, a presente invengao proporciona anticorpos anti-C5, ou
seus fragmentos de ligacdo ao antigeno, compreendendo uma HCVR e
uma LCVR, o referido HCVR compreendendo HCDR1 compreendendo
uma sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO: 100 ou uma sequéncia
de aminoacidos diferente da SEQ ID NO: 100 por 1 aminoacido, HCDR2
compreendendo uma sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO: 102 ou
uma sequéncia de aminoacidos diferente da SEQ ID NO: 102 por 1
aminoacido e HCDR3 compreendendo uma sequéncia de aminoacidos
da SEQ ID NO: 104 ou uma sequéncia de aminoacidos que difere da
SEQ ID NO: 104 por 1 aminoacido. Em outra modalidade exemplar, a
presente invencado proporciona anticorpos, ou seus fragmentos de
ligacdo ao antigeno, compreendendo uma HCVR e uma LCVR, a
referida LCVR compreendendo LCDR1 compreendendo uma sequéncia
de aminoacidos da SEQ ID NO: 108 ou uma sequéncia de aminoacidos
diferente da SEQ ID NO: 108 por 1 aminoacido, LCDR2 compreendendo
uma sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO: 110 ou uma sequéncia

de aminoéacidos diferente da SEQ ID NO: 110 por 1 aminoacido e
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LCDR3 compreendendo uma sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:
112 ou uma sequéncia de aminoacidos que difere da SEQ ID NO: 112
por 1 aminoéacido.

[021] A presente invencgao fornece anticorpos, ou seus fragmentos
de ligacdo ao antigeno, compreendendo uma cadeia pesada
compreendendo uma sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO: 353,
ou uma sequéncia substancialmente semelhante da mesma contendo
pelo menos 80%, pelo menos 85%, pelo menos 90%, pelo menos 95%,
pelo menos 98% ou pelo menos 99% de identidade de sequéncia.
[022] A presente invencdo também proporciona anticorpos, ou
seus fragmentos de ligacdo ao antigeno, compreendendo uma cadeia
leve compreendendo uma sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:
354, ou uma sua sequéncia substancialmente semelhante tendo pelo
menos 80%, pelo menos 85%, pelo menos 90%, pelo menos 95%, pelo
menos 98% ou pelo menos 99% de identidade de sequéncia.

[023] Em certas modalidades, a presente invengao fornece
anticorpos, ou seus fragmentos de ligacdo ao antigeno, compreendendo
uma cadeia pesada compreendendo uma sequéncia de aminoacidos da
SEQ ID NO: 353, ou uma sequéncia substancialmente semelhante da
mesma contendo pelo menos 80%, ou pelo menos 90% identidade de
sequéncia; e uma cadeia leve compreendendo uma sequéncia de
aminoacidos da SEQ ID NO: 354, ou uma sequéncia substancialmente
semelhante da mesma tendo pelo menos 80%, ou pelo menos 90% de
identidade de sequéncia.

[024] A presente invengdo também fornece anticorpos, ou seus
fragmentos de ligacdo ao antigeno, compreendendo um conjunto de
seis CDRs (isto é, HCDR1-HCDR2-HCDR3-LCDR1-LCDR2-LCDR3)
contidos em qualquer um dos anticorpos anti-C5 exemplares listados na
Tabela 1. Em certas modalidades, o conjunto de sequéncias de
aminoacidos HCDR1-HCDR2-HCDR3-LCDR1-LCDR2-LCDR3 e
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selecionado a partir do grupo que consiste nas SEQ ID NOs: 52-54-56-
60-62-64 (por exemplo, H4H12161P), 100-102-104-108-110-112 (por
exemplo, H4H12166P), 140-142-144-108-110-112 (por exemplo,
H4H12166P5) e 204-206-208-212-214-216 (por exemplo, H4H12170P).
[025] Em uma modalidade relacionada, a presente invencéo
fornece anticorpos, ou seus fragmentos de ligacdo ao antigeno,
compreendendo um conjunto de seis CDRs (isto ¢, HCDR1-HCDR2-
HCDR3-LCDR1-LCDR2-LCDR3) contidos em um par de sequéncias de
aminoacido HCVR/LCVR, conforme definido por qualguer um dos
anticorpos anti-C5 exemplares listados na Tabela 1. Por exemplo, a
presente invencao inclui anticorpos, ou seus fragmentos de ligacao ao
antigeno, compreendendo as sequéncias de aminoacidos HCDR1-
HCDR2-HCDR3-LCDR1-LCDR2-LCDR3 contidas em um par de
sequéncias de aminoacidos HCVR/LCVR selecionado a partir do grupo
gue consiste em SEQ ID NOs: 50/58 (por exemplo, H4H12161P),
98/106 (por exemplo, H4H12166P), 138/106 (por exemplo,
H4H12166P5) ou 202/210 (por exemplo, H4H12170P). Os métodos e
técnicas para identificar CDRs nas sequéncias de aminoacidos de
HCVR e LCVR sdo bem conhecidos na técnica e podem ser utilizados
para identificar CDRs dentro das sequéncias de aminoacidos de HCVR
e/ou LCVR especificadas aqui descritas. Convencdes exemplares que
podem ser usadas para identificar os limites de CDRs incluem, por
exemplo, a definicdo de Kabat, a definicdo de Chothia e a definigcdo de
AbM. Em termos gerais, a definicdo de Kabat € baseada na variabilidade
de sequéncias, a definicdo de Chothia é baseada na localizacdo das
regides de loop estruturais, e a definicho de AbM é um compromisso
entre as abordagens de Kabat e Chothia. Veja, por exemplo, Kabat,
"Sequences of Proteins of Immunological Interest”, National Institutes of
Health, Bethesda, Maryland (1991); Al-Lazikani et al. J. Mol. Biol. 273:
927-948 (1997); e Martin et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86: 9268-
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9272 (1989). Bases de dados publicos também estéo disponiveis para
identificar sequéncias de CDR dentro de um anticorpo.

[026] Em certas modalidades, a presente invencao inclui um
anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigeno do mesmo que se liga
especificamente a C5, em que o anticorpo ou fragmento de ligacdo ao
antigeno do mesmo compreende trés regibes determinantes de
complementaridade de cadeias pesadas (CDRs) (HCDR1, HCDR2 e
HCDR3) contida em uma regido variavel de cadeia pesada (HCVR) e
trés CDRs de cadeia leve (LCDR1, LCDR2 e LCDR3) contidas em uma
regido variavel de cadeia leve (LCVR), em que a HCVR compreende: (i)
a sequéncia de aminoéacidos da SEQ ID NO: 98, (ii) uma sequéncia de
aminoacidos com pelo menos 90% de identidade com a SEQ ID NO: 98,
(iif) uma sequéncia de aminoacidos com pelo menos 95% de identidade
com a SEQ ID NO: 98; ou (iv) a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID
NO: 98 ndo tendo mais de 5 substituicdes de aminoéacidos; e a LCVR
compreende: (i) a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO: 106, (ii)
uma sequéncia de aminoacidos com pelo menos 90% de identidade
com a SEQ ID NO: 106, (iii) uma sequéncia de aminoacidos com pelo
menos 95% identidade com a SEQ ID NO: 106; ou (iv) a sequéncia de
aminoacidos da SEQ ID NO: 106 nédo tendo mais do que 5 substituicbes
de aminoécidos.

[027] A presente invencéao inclui anticorpos anti-C5 possuindo um
padrao de glicosilacdo modificado. Em algumas modalidades, a
modificacdo para remover sitios de glicosilacdo indesejaveis pode ser
atil, ou um anticorpo sem uma porc¢éo de fucose presente na cadeia de
oligossacarideo, por exemplo, para aumentar a funcéo da citotoxicidade
celular dependente de anticorpo (ADCC) (veja, Shield et al. (2002) JBC
277: 26733). Em outros pedidos, a modificacdo da galactosilacdo pode
ser feita a fim de modificar a citotoxicidade dependente do complemento
(CDC).
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[028] Em certas modalidades, a presente invencdo proporciona
anticorpos e seus fragmentos de ligacdo ao antigeno que exibem
ligac&o dependente do pH a C5. Por exemplo, a presente invencéo inclui
anticorpos e seus fragmentos de ligacdo ao antigeno que ligam C5 com
maior afinidade o pH neutro do que o pH acido (isto €, ligacéo reduzida
0 pH acido).

[029] Em certas modalidades, a presente invencdo fornece
anticorpos e fragmentos de ligacdo ao antigeno que exibem
propriedades farmacocinéticas e farmacodindmicas melhoradas, por
exemplo, a presente invencgao fornece anticorpos anti-C5 que possuem
meia-vida sérica estendida. Em certas modalidades, os anticorpos anti-
C5 da presente invengdo tém uma concentracdo sérica de mais de 10
Hg/mL até ao dia 40 em camundongos humanizados em C5. Em certas
modalidades, os anticorpos anti-C5 da presente invencao bloqueiam a
hemolise por CP e AP ao dia 35 apos administracdo a camundongos
humanizados em C5.

[030] A presente invencado também proporciona anticorpos e seus
fragmentos de ligacdo ao antigeno que competem pela ligacédo
especifica a C5 com um anticorpo ou seu fragmento de ligacdo ao
antigeno compreendendo as CDRs de uma HCVR e as CDRs de uma
LCVR, em que a HCVR e a LCVR cada uma tem uma sequéncia de
aminoacidos selecionada a partir das sequéncias de HCVR e LCVR
listadas na Tabela 1.

[031] A presente invencdo também proporciona anticorpos e seus
fragmentos de ligacdo ao antigeno que competem de forma cruzada
pela ligacdo a C5 com um anticorpo de referéncia ou fragmento de
ligacdo ao antigeno do mesmo compreendendo as CDRs de uma HCVR
e as CDRs de uma LCVR, em que a HCVR e a LCVR possuem, cada
uma, uma sequéncia de aminoacidos selecionada a partir das

sequéncias de HCVR e LCVR listadas na Tabela 1.
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[032] A presente invencdo também proporciona anticorpos e
fragmentos de ligagdo ao antigeno dos mesmos que se ligam ao mesmo
epitopo como um anticorpo de referéncia ou seu fragmento de ligacdo
ao antigeno compreendendo as CDRs de uma HCVR e as CDRs de
uma LCVR, em que a HCVR e a LCVR possuem cada uma delas uma
sequéncia de aminoacido selecionada a partir das sequéncias HCVR e
LCVR listadas na Tabela 1. Em certas modalidades, a presente
invencdo proporciona anticorpos e seus fragmentos de ligacdo ao
antigeno que se ligam ao mesmo epitopo que um anticorpo de
referéncia ou seu fragmento de ligacéo ao antigeno compreendendo as
CDRs de uma HCVR e as CDRs de uma LCVR, em que o par de
sequéncias de aminoacidos HCVR/LCVR tem SEQ ID NOs: 98/106.

[033] A presente invencdo também inclui anticorpos anti-C5 e seus
fragmentos de ligacdo ao antigeno que se ligam a um ou mais residuos
de aminoacidos compreendidos na cadeia alfa e/ou na cadeia beta de
C5. Em certas modalidades, a presente invencéo fornece anticorpos e
seus fragmentos de ligacdo ao antigeno que se ligam a um ou mais
aminoacidos na cadeia alfa de C5 e um ou mais aminoacidos na cadeia
beta de C5. Em certas modalidades, a presente invencéo proporciona
anticorpos e seus fragmentos de ligacdo ao antigeno que se ligam a um
ou mais aminodcidos nas cadeias alfa e beta de C5, em que os
anticorpos ndo se ligam ao dominio de anafilatoxina C5a. Em certas
modalidades, a presente invencédo fornece anticorpos anti-C5 que
interagem com um ou mais aminoacidos contidos no C5 humano (SEQ
ID NO: 359). Em certas modalidades, a presente invencdo fornece
anticorpos anti-C5 que interagem com um ou mais aminoacidos
contidos na C5 humana (SEQ ID NO: 359), em que os anticorpos nao
se ligam ao dominio de anafilatoxina C5a de C5. Em certas
modalidades, a presente invencado proporciona anticorpos anti-C5 e

seus fragmentos de ligagdo ao antigeno que interagem com uma
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sequéncia de aminoacidos selecionada a partir do grupo consistindo de
(a) aminoacidos 591 a 599 da SEQ ID NO: 359; (b) aminoacidos 593 a
599 da SEQ ID NO: 359; (c) aminoacidos 775 a 787 da SEQ ID NO:
359; (d) aminoacidos 775 a 794 da SEQ ID NO: 359; e (e) aminoacidos
779 a 787 da SEQ ID NO: 359. Em certas modalidades, a presente
invencao proporciona anticorpos anti-C5 e seus fragmentos de ligagao
ao antigeno que interagem com um ou mais aminoacidos contidos na
SEQ ID NO: 359, por exemplo, a presente invencao fornece anticorpos
anti-C5 e seus fragmentos de ligacdo ao antigeno que interagem com
pelo menos 5 aminoacidos, pelo menos 10 aminoacidos, ou pelo menos
15 aminoacidos contidos na SEQ ID NO: 361. Em certas modalidades,
a presente invencado fornece anticorpos anti-C5 e seus fragmentos de
ligacdo ao antigeno que interagem com um ou mais aminoacidos
contidos na SEQ ID NO: 359, por exemplo, a presente invencéo fornece
anticorpos anti-C5 e seus fragmentos de ligacdo ao antigeno que
interagem com pelo menos 5 aminoéacidos contidos na SEQ ID NO: 360.
Em certas modalidades, a presente invenc&o proporciona anticorpos
anti-C5 e seus fragmentos de ligacdo ao antigeno que interagem com
pelo menos 5 aminoéacidos contidos na SEQ ID NOs: 360 e 361. Em
certas modalidades, a presente invencao proporciona anticorpos anti-
C5 e seus fragmentos de ligacdo ao antigeno que interagem com a
sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO: 360 (correspondente aos
aminoacidos 591 a 599 de SEQ ID NO: 359) e com a sequéncia de
aminoacidos da SEQ ID NO: 361 (correspondendo aos aminoacidos 775
a 794 da SEQ ID NO: 359).

[034] Em algumas modalidades, o anticorpo ou seu fragmento de
ligacdo ao antigeno pode ligar-se especificamente a C5 de uma maneira
agonista, ou seja, pode aumentar ou estimular a ligacéo e/ou atividade
de C5; em outras modalidades, o0 anticorpo pode ligar-se

especificamente a C5 de um modo antagonista, isto €, pode bloquear a
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ligacéo e/ou atividade de C5.

[035] A presente invencdo também fornece anticorpos isolados e
seus fragmentos de ligacdo ao antigeno que bloqueiam a ligacéo de C5
a C5 convertase. Em algumas modalidades, o anticorpo ou seu
fragmento de ligacdo ao antigeno que bloqueia a ligacdo de C5 a C5
convertase pode ligar-se ao mesmo epitopo em C5 como C5 convertase
ou pode ligar-se a um epitopo diferente em C5 como C5 convertase. Em
algumas modalidades, a presente invencao fornece anticorpos ou seus
fragmentos de ligacdo ao antigeno que bloqueiam a ligacéo de C5 a C5
convertase de macaco.

[036] Em certas modalidades, os anticorpos ou fragmentos de
ligacdo ao antigeno da presente invencdo sao biespecificos
compreendendo uma primeira especificidade de ligacdo a um primeiro
epitopo da proteina C5 e uma segunda especificidade de ligacdo a um
segundo epitopo da proteina C5, em que o0s primeiro e segundo
epitopos séo distintos e sem sobreposicao.

[037] Em certas modalidades, os anticorpos e fragmentos de
ligagdo ao antigeno da presente invencao ligam-se a C5a com uma ICsxo
inferior a 0,5 nM. Em certas modalidades, os anticorpos compreendem
uma HCVR compreendendo uma sequéncia de aminoacidos
selecionada a partir do grupo que consiste nas SEQ ID NOs: 290, 306,
322 e 338. Em certas modalidades, os anticorpos compreendem uma
LCVR compreendendo uma sequéncia de aminoacidos selecionada a
partir do grupo que consiste em SEQ ID NOs: 298, 314, 330 e 346.
[038] Em certas modalidades, a presente invencao proporciona
um anticorpo isolado ou seu fragmento de ligacdo ao antigeno que
possui uma ou mais das seguintes caracteristicas: (a) € um anticorpo
monoclonal totalmente humano; (b) liga-se ao C5 humano com uma
constante de dissociagcdo (Kp) inferior a 0,9 nM a 25°C, conforme

medido em um ensaio de ressonancia de plasmon de superficie; (c) liga-
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se ao C5 humano com uma Kp inferior a 0,3 nM a 37°C, conforme
medido em um ensaio de ressonancia de plasmon de superficie; (d) liga-
se ao C5 de macaco com uma Kp inferior a 65 nM, conforme medido em
um ensaio de ressonancia de plasmon de superficie; (e) liga-se a
variante C5 humana R885H (SEQ ID NO: 356) com uma Kp inferior a
0,5 nM, conforme medido em um ensaio de ressonancia de plasmon de
superficie; (f) liga-se a variante C5 humana R885C (SEQ ID NO: 357)
com uma Kp inferior a 0,5 nM, conforme medido em um ensaio de
ressonancia de plasmon de superficie; (g) blogueia a hemolise por via
classica (PC) mediada por C5 humana em mais de 95% e com ICsp
inferior a 6 nM, conforme medido em um ensaio de hemélise por CP; (h)
bloqueia a hemdlise por via alternativa mediada por C5 humana (AP)
em mais de 70% e com ICsp inferior a 165 nM, conforme medido em um
ensaio de hemdlise por AP; (i) inibe a hemdlise de PC mediada por C5
de macaco verde africano com ICsp inferior a 185 nM, conforme medido
em um ensaio de hemdlise por CP; (j) inibe a hemdélise de AP mediada
por C5 de macaco verde africano com ICsg inferior a 235 nM, conforme
medido em um ensaio de hemdlise de PA; (k) inibe a hemdlise por CP
mediada por C5 de macaco cynomolgus com ICso inferior a 145 nM,
conforme medido em um ensaio de hemdlise por CP; e (l) inibe a
hemdlise de PA mediada por C5 de macaco cynomolgus com ICsp
inferior a 30 nM, conforme medido em um ensaio de hemdlise por AP.

[039] Em certas modalidades, a presente invencao fornece um
anticorpo monoclonal anti-C5 recombinante isolado ou fragmento de
ligacdo ao antigeno do mesmo que possui uma ou mais das seguintes
caracteristicas: (a) compreende um conjunto de seis CDRs
compreendendo as sequéncias de aminoacidos de SEQ ID NOs: 100-
102-104-108-110-112; (b) liga-se ao C5 humano com uma constante de
dissociacdo (Kp) inferior a 0,2 nM a 25°C, conforme medido em um

ensaio de ressonancia de plasmon de superficie; (c) liga-se ao C5
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humano com uma Kp inferior a 0,3 nM a 37°C, conforme medido em um
ensaio de ressonancia de plasmon de superficie; (d) liga-se a uma
variante C5 humana (R885H) com uma Kp inferior a 0,4 nM a 37°C,
conforme medido em um ensaio de ressonancia de plasmon de
superficie; (e) inibe a hemolise mediada pela via classica (CP) do soro
humano com uma ICsp inferior a 3 nM; (f) inibe a hemdlise mediada pelo
caminho alternativo (AP) do soro humano com uma ICsg inferior a 27
nM; (g) inibe a hemdlise mediada por CP do soro de macaco com uma
ICs0 inferior a 21 nM; (g) inibe a hemdlise mediada por AP do soro de
macaco com uma ICsp inferior a 10 nM; (h) tem uma meia-vida no soro
(t1/2) superior a 10 dias em camundongos humanizados com C5; (i) tem
concentracdo sérica de mais de 10 pg/mL até ao dia 40 apods
administracdo a camundongos humanizados C5; (j) bloqueia a hemdlise
mediada por CP até ao dia 50 em camundongos humanizados em C5;
e (k) se liga a um ou mais aminoacidos compreendidos na cadeia alfa
e/ou na cadeia beta da SEQ ID NO: 359, em que 0 anticorpo nao se liga
ao dominio de anafilatoxina C5a de C5.

[040] Em um segundo aspecto, a presente invencao fornece
moléculas de acido nucleico que codificam anticorpos anti-C5 ou suas
porcdes. Por exemplo, a presente invencao fornece moléculas de acido
nucleico que codificam qualquer uma das sequéncias de aminoacidos
de HCVR listadas na Tabela 1; em certas modalidades a molécula de
acido nucleico compreende uma sequéncia polinucleotidica selecionada
a partir de qualquer uma das sequéncias de acido nucleico de HCVR
listadas na Tabela 2, ou uma sequéncia substancialmente semelhante
da mesma tendo pelo menos 90%, pelo menos 95%, pelo menos 98%
ou pelo menos 99% de identidade de sequéncia.

[041] A presente invencdo também fornece moléculas de acido
nucleico que codificam qualquer uma das sequéncias de aminoacidos

de LCVR listadas na Tabela 1; em certas modalidades a molécula de
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acido nucleico compreende uma sequéncia polinucleotidica selecionada
a partir de qualquer uma das sequéncias de acido nucleico de LCVR
listadas na Tabela 2, ou uma sequéncia substancialmente semelhante
desta tendo pelo menos 90%, pelo menos 95%, pelo menos 98% ou
pelo menos 99% de identidade de sequéncia.

[042] A presente invencdo também fornece moléculas de acido
nucleico que codificam qualquer uma das sequéncias de aminoacidos
de HCDR1 listadas na Tabela 1; em certas modalidades a molécula de
acido nucleico compreende uma sequéncia polinucleotidica selecionada
a partir de qualquer uma das sequéncias de acido nucleico de HCDR1
listadas na Tabela 2, ou uma sequéncia substancialmente semelhante
da mesma tendo pelo menos 90%, pelo menos 95%, pelo menos 98%
ou pelo menos 99% de identidade de sequéncia.

[043] A presente invencdo também fornece moléculas de acido
nucleico que codificam qualquer uma das sequéncias de aminoacidos
de HCDR? listadas na Tabela 1; em certas modalidades a molécula de
acido nucleico compreende uma sequéncia polinucleotidica selecionada
a partir de qualquer uma das sequéncias de acido nucleico de HCDR2
listadas na Tabela 2, ou uma sequéncia substancialmente semelhante
da mesma tendo pelo menos 90%, pelo menos 95%, pelo menos 98%
ou pelo menos 99% de identidade de sequéncia.

[044] A presente invencdo também fornece moléculas de acido
nucleico que codificam qualquer uma das sequéncias de aminoacidos
de HCDR3 listadas na Tabela 1; em certas modalidades, a molécula de
acido nucleico compreende uma sequéncia polinucleotidica selecionada
a partir de qualquer uma das sequéncias de acido nucleico de HCDR3
listadas na Tabela 2, ou uma sequéncia substancialmente semelhante
da mesma tendo pelo menos 90%, pelo menos 95%, pelo menos 98%
ou pelo menos 99% de identidade de sequéncia.

[045] A presente invencdo também fornece moléculas de acido
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nucleico que codificam qualquer uma das sequéncias de aminoacidos
da LCDRL1 listadas na Tabela 1; em certas modalidades a molécula de
acido nucleico compreende uma sequéncia polinucleotidica selecionada
a partir de qualguer uma das sequéncias de acido nucleico de LCDR1
listadas na Tabela 2, ou uma sequéncia substancialmente semelhante
da mesma tendo pelo menos 90%, pelo menos 95%, pelo menos 98%
ou pelo menos 99% de identidade de sequéncia.

[046] A presente invencdo também fornece moléculas de acido
nucleico que codificam qualquer uma das sequéncias de aminoacidos
da LCDR2 listadas na Tabela 1; em certas modalidades, a molécula de
acido nucleico compreende uma sequéncia polinucleotidica selecionada
a partir de qualguer uma das sequéncias de acido nucleico de LCDR2
listadas na Tabela 2, ou uma sequéncia substancialmente similar desta
tendo pelo menos 90%, pelo menos 95%, pelo menos 98% ou pelo
menos 99% de identidade de sequéncia.

[047] A presente invencdo também proporciona moléculas de
acido nucleico que codificam qualquer uma das sequéncias de
aminoacidos da LCDRa3 listadas na Tabela 1; em certas modalidades a
molécula de &cido nucleico compreende uma sequéncia polinucleotidica
selecionada a partir de qualquer uma das sequéncias de acido nucleico
de LCDR3 listadas na Tabela 2, ou uma sequéncia substancialmente
semelhante da mesma tendo pelo menos 90%, pelo menos 95%, pelo
menos 98% ou pelo menos 99% de identidade de sequéncia.

[048] A presente invencdo também proporciona moléculas de
acido nucleico que codificam uma HCVR, em que a HCVR compreende
um conjunto de trés CDRs (isto é, HCDR1-HCDR2-HCDR3), em que 0
conjunto de sequéncias de aminoacidos HCDR1-HCDR2-HCDRS3 é
como definido por qualguer um dos anticorpos anti-C5 exemplares
listados na Tabela 1.

[049] A presente invencdo também proporciona moléculas de
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acido nucleico que codificam uma LCVR, em que a LCVR compreende
um conjunto de trés CDRs (isto é, LCDR1-LCDR2-LCDR3), em que o
conjunto de sequéncias de aminoacidos LCDR1-LCDR2-LCDR3 é
como definido por qualgquer um dos anticorpos anti-C5 exemplares
listados na Tabela 1.

[050] A presente invencdo também proporciona moléculas de
acido nucleico que codificam tanto uma HCVR como uma LCVR, em
gue a HCVR compreende uma sequéncia de aminoacidos de qualquer
uma das sequéncias de aminoacidos de HCVR listadas na Tabela 1 e
em que a LCVR compreende uma sequéncia de aminoacidos de
qualquer uma das sequéncias de aminoacidos de LCVR listadas na
Tabela 1. Em certas modalidades, a molécula de acido nucleico
compreende uma sequéncia de polinucleotideo selecionada a partir de
gualquer das sequéncias de acido nucleico de HCVR listadas na Tabela
2, ou uma sequéncia substancialmente semelhante tendo pelo menos
90%, pelo menos 95%, pelo menos 98% ou pelo menos 99% de
identidade de sequéncia, e uma sequéncia de polinucleotideo
selecionada a partir de qualquer uma das sequéncias de acido nucleico
de LCVR listadas na Tabela 1, ou uma sequéncia substancialmente
semelhante da mesma tendo pelo menos 90%, pelo menos 95%, pelo
menos 98% ou pelo menos 99% de identidade de sequéncia. Em certas
modalidades de acordo com este aspecto da invencgéo, a molécula de
acido nucleico codifica uma HCVR e LCVR, em que a HCVR e a LCVR
sao ambas derivadas do mesmo anticorpo anti-C5 listado na Tabela 1.
[051] Em um aspecto relacionado, a presente invencéo
proporciona vetores de expressao recombinantes capazes de expressar
um polipeptideo compreendendo uma regido variavel de cadeia pesada
ou leve de um anticorpo anti-C5. Por exemplo, a presente invencgao
inclui vetores de expressao recombinantes compreendendo qualquer

uma das moléculas de acido nucleico mencionadas acima, isto €,
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moléculas de &cido nucleico que codificam qualquer uma das
sequéncias HCVR, LCVR e/ou CDR conforme estabelecido na Tabela
2. Também incluido no escopo da presente invencdo sao ceélulas
hospedeiras nas quais tais vetores foram introduzidos, assim como
métodos de producédo dos anticorpos ou por¢cdes dos mesmos por
cultura das células hospedeiras sob condicbes que permitem a
producéo dos anticorpos ou fragmentos de anticorpo e recuperacdo dos
anticorpos e fragmentos de anticorpos produzidos.

[052] Em um terceiro aspecto, a invencdo proporciona uma
composicdo farmacéutica compreendendo uma  quantidade
terapeuticamente eficaz de pelo menos um anticorpo monoclonal
recombinante ou seu fragmento de ligacdo ao antigeno que se liga
especificamente a C5 e um veiculo farmaceuticamente aceitavel. Em
um aspecto relacionado, a invencdo apresenta uma composicéo que €
uma combinacdo de um anticorpo anti-C5 e um segundo agente
terapéutico. Em uma modalidade, o segundo agente terapéutico é
qualquer agente que é vantajosamente combinado com um anticorpo
anti-C5. Agentes exemplares que podem ser vantajosamente
combinados com um anticorpo anti-C5 incluem, sem limitac&o, outros
agentes que se ligam e/ou inibem a atividade de C5 (incluindo outros
anticorpos ou seus fragmentos de ligacdo ao antigeno, etc.) e/ou
agentes que nao diretamente ligam-se a C5 mas no entanto tratam ou
melhoram pelo menos um sintoma ou indicacdo de uma doenga ou
distirbio associado a C5. Terapias combinadas adicionais e
coformulagdes envolvendo os anticorpos anti-C5 da presente invengao
sao aqui descritas em outro local.

[053] Em um quarto aspecto, a invencao proporciona métodos
terapéuticos para o tratamento de uma doenca ou disturbio associado a
C5 em um individuo utilizando um anticorpo anti-C5 ou uma porcédo de

ligacdo ao antigeno de um anticorpo da invengdo, em que os métodos
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terapéuticos compreendem a administracdo de uma quantidade
terapeuticamente eficaz de uma composicdo farmacéutica
compreendendo um anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigeno de
um anticorpo da invenc¢éo ao individuo disso necessitado. O disturbio
tratado é qualquer doenca ou condicdo que é aperfeicoada, melhorada,
inibida ou evitada pela inibicdo da atividade de C5. Em certas
modalidades, a inven¢do proporciona métodos para prevenir, tratar ou
melhorar pelo menos um sintoma da sindrome urémica hemolitica
atipica (aHUS), o método compreendendo a administracdo de uma
guantidade terapeuticamente eficaz de um anticorpo anti-C5 ou seu
fragmento de ligacdo ao antigeno da invencdo a um individuo disso
necessitado. Em algumas modalidades, a presente invencao
proporciona métodos para melhorar ou reduzir a gravidade de pelo
menos um sintoma ou indicacdo de hemoglobindria paroxistica noturna
(PNH) em um individuo através da administracdo de um anticorpo anti-
C5 da invencdo. Em algumas modalidades, o anticorpo ou seu
fragmento de ligacdo ao antigeno pode ser administrado
profilaticamente ou terapeuticamente a um individuo com ou em risco
de ter uma doenca ou disturbio associado a C5. Em certas modalidades,
o anticorpo ou seu fragmento de ligacdo ao antigeno da invencdo é
administrado em combinagdo com um segundo agente terapéutico ao
individuo disso necessitado. O segundo agente terapéutico pode ser
selecionado a partir do grupo que consiste em um farmaco anti-
inflamatorio (tais como corticosteroides e farmacos anti-inflamatorios
nao esteroides), um anticorpo diferente da proteina C5, um suplemento
dietético tal como antioxidantes e qualquer outro farmaco ou terapia
conhecida na técnica. Em certas modalidades, o segundo agente
terapéutico pode ser um agente que ajude a neutralizar ou reduzir
qguaisquer efeitos secundarios possiveis associados a um anticorpo ou

seu fragmento de ligacdo ao antigeno da invencao, se tal (s) efeito (s)
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lateral (ais) ocorrer (em). O anticorpo ou seu fragmento pode ser
administrado subcutaneamente, intravenosamente, intradermicamente,
intraperitonealmente, oralmente ou intramuscularmente. O anticorpo ou
seu fragmento pode ser administrado a uma dose de cerca de 0,1 mg/kg
de peso corporal a cerca de 100 mg/kg de peso corporal do individuo.
Em certas modalidades, um anticorpo da presente invencéo pode ser
administrado em uma ou mais doses compreendendo entre 50 mg a 600
mg.

[054] A presente invencdo também inclui a utilizacdo de um
anticorpo anti-C5 ou seu fragmento de ligacdo ao antigeno da invencéao
na fabricacdo de um medicamento para o tratamento de uma doenga ou
disturbio que beneficiaria do bloqueio da ligacdo de C5 e/ou atividade.
[055] Outras modalidades tornar-se-&o evidentes a partir de uma
revisdo da descricéo detalhada que se segue.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

[056] A Figura 1 mostra a inibicdo dos niveis de Cba pelo

anticorpo anti-C5 H4H12166P de uma maneira dependente da dose,
conforme determinado por ELISA (descrito no Exemplo 9).

[057] A Figura 2 mostra a concentracdo sérica total em funcao do
tempo apds uma Unica injecao intravenosa de 15 mg/kg de H4H12166P,
H4H12161P ou Comparador 2 em macacos cynomolgus machos
(descritos no Exemplo 10). Os perfis de concentracdo-tempo foram
plotados através do resultado da primeira dose apos dose abaixo do
limite de quantificacdo (BLQ), se aplicavel, que foi imputado como
LLOQ/2. Cada ponto de dados representa a média (£ SD) (n = 4
animais/grupo). As concentragdes consideradas afetadas pela ADA
foram excluidas de 1 animal no grupo H4H12166P e 1 animal no grupo
H4H12161P, comecando no dia 36 e no dia 29, respectivamente. LLOQ
= Limite inferior de quantificacéo

[058] A Figura 3 mostra a percentagem de hemolise vs. tempo em
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ensaios de Via Classica (a) de células vermelhas do sangue (B) e Via
Alternativa apdés uma unica injecdo intravenosa de H4H12166P,
H4H12161P ou Comparador 2 em macacos cynomolgus machos. A%
de hemodlise, calculada como uma relacdo da lise experimental vs.
maxima com% de base de lise subtraido de ambos os valores, esta
relacionada com a quantidade de C5 inibida pelo anticorpo anti-C5
particular presente no soro em um dado momento. Cada ponto de dados
representa a média (x SD).

[059] A Figura 4 mostra a concentracdo sérica total versus os
perfis de tempo de anticorpos anti-C5 selecionados em camundongos
humanizados para C5 (descritos no Exemplo 11). Aos camundongos C5
humanizados foi administrada uma dose subcutanea de 15 mg/kg Unica
de H4H12166P, Comparador 1 ou Comparador 2. Cada ponto de dados
representa a meédia e.p.m. (n = 4-5 cada). As concentracdes de
anticorpos no soro foram monitoradas 1, 10, 20, 30 e 40 dias apos a
injecdo utilizando um ELISA em sanduiche.

[060] A Figura 5 mostra a porcentagem de hemolise x tempo em
um ensaio de hemolise por via classica do complemento ex vivo de
anticorpos anti-C5 selecionados em camundongos humanizados para
C5. Aos camundongos C5 humanizados foi administrada uma dose
subcutanea de 15 mg/kg Unica de H4H12166P, Comparador 1 ou
Comparador 2. Cada ponto de dados representa a média e.p.m. (n = 4-
5 cada). A percentagem de hemdlise no soro foi monitorada na pré-
dose, 10, 20, 30, 40 e 50 dias apOs a injecdo.% hemodlise, calculada
como uma relacdo de lise experimental vs maxima com% de lise de
base subtraida de ambos os valores esta relacionada com a quantidade
de C5 inibida pelo anticorpo anti-C5 particular presente no soro em um
dado momento.

[061] A Figura 6 mostra a concentracdo seérica total versus os

perfis de tempo de anticorpos anti-C5 selecionados em camundongos
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humanizados para C5 (descritos no Exemplo 11 aqui). Administrou-se
aos camundongos uma dose subcutanea de 15 mg/kg de controle de
isotipo H4H12166P, H4H12161P, Comparador 1 ou IgG4P. Cada ponto
de dados representa a média £+ s.e.m. (n = 5 cada). Os niveis de
anticorpos no soro foram monitorados 6 horas, 1, 2, 3, 4, 7, 10, 14, 21,
30, 45 e 59 dias apos a injecao utilizando um ELISA em sanduiche.
[062] A Figura 7 € um grafico que mostra pontuacbes de
tomografia de coeréncia optica (OCT) em camundongos tratados com
controle de is6tipo ou com anticorpo anti-C5 M1M17628N a 10 mg/kg
ou 50 mg/kg (descrito no Exemplo 14). *** p <0,0001, tratamento
ANOVA de duas vias com anticorpo anti-C5 a 50 mg/kg vs. nenhum
tratamento ou tratamento com controle de isétipo.

[063] A Figura 8 mostra a inibicdo da hemdlise por via classica
pelo anticorpo anti-C5 M1M17628N na auséncia de C3 (A); e na
presenca de 80 pg/mL de C3 humano (B) (descrito no Exemplo 14 aqui).
[064] A Figura 9 mostra a contagem de cluster celular em
camundongos humanizados C5 tratados com controle de is6tipo ou com
anticorpo C5 anti-humano H4H12170P a 10 mg/kg ou 50 mg/kg
(descrito no Exemplo 15 aqui). n = 8-12 olhos para cada grupo

[065] A Figura 10 é um grafico mostrando os resultados de OCT
em camundongos humanizados C5 tratados com controle de is6tipo ou
com anticorpo C5 anti-humano H4H12170P a 10 mg/kg ou 50 mg/kg
(descrito em Exemplo 15 aqui). n = 8-12 olhos para cada grupo

[066] A Figura 11 é um gréfico mostrando pontuacées OCT em
camundongos humanizados C5 tratados com controle de isotipo,
anticorpo C4 anti-humano H5H12166P a 3 mg/kg ou 10 mg/kg, ou
Comparador 2 a 10 mg/kg. n = 6-12 olhos para cada grupo (descrito no
Exemplo 15).

[067] A Figura 12 mostra a contagem de cluster celular em

camundongos humanizados C5 tratados com controle de isotipo,
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anticorpo C5 antihumano H4H12166P a 3 mg/kg ou 10 mg/kg, ou o
Comparador 2 a 10 mg/kg. n = 6-12 olhos para cada grupo (descrito no
Exemplo 15).

[068] A Figura 13 é uma curva de sobrevivéncia de camundongos
NZBWF1 tratados com controle de isOtipo ou com anticorpos anti-C5
M1M17628N ou M1M17627N (aqui descritos no Exemplo 17).

[069] A Figura 14 mostra os niveis de (A) albumina urinaria e (B)
albumina urinaria normalizada para creatinina urinaria em
camundongos NZBWF1 tratados com controle de isétipo ou com
anticorpos anti-C5 M1M17628N ou M1M17627N (descritos no Exemplo
17).

[070] A Figura 15 mostra niveis de nitrogénio ureico no sangue em
camundongos NZBWF1 tratados com controle de is6tipo ou com
anticorpos anti-C5 M1M17628N ou M1M17627N (descritos no Exemplo
17).

[071] A Figura 16 é um grafico que mostra a inibicdo da
citotoxicidade dependente de anticorpo de astrdcitos pelos anticorpos
anti-C5 H4H12166P, H4H12170P, Comparador 1 e Comparador 2,
como descrito no Exemplo 18.

DESCRICAO DETALHADA

[072] Antes de os métodos presentes serem descritos, deve ser

entendido que esta invencao nao esta limitada a métodos particulares e
condigbes experimentais descritas, uma vez que tais métodos e
condicdes podem variar. E também para ser entendido que a
terminologia usada aqui é para o proposito de descrever apenas
modalidades particulares, e ndo pretende ser limitativa, uma vez que o
escopo da presente invencao sera limitado apenas pelas reivindicacdes
anexas.

[073] A menos que definido de outro modo, todos os termos

técnicos e cientificos aqui utilizados tém o mesmo significado que o
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normalmente entendido por um especialista na técnica a qual esta
invencdo pertence. Embora quaisquer métodos e materiais
semelhantes ou equivalentes aos aqui descritos possam ser utilizados
na pratica ou teste da presente invencdo, os métodos e materiais
preferidos séo agora descritos. Todas as publicacdes aqui mencionadas
sao aqui incorporadas como referéncia em sua totalidade.

Definicdes

[074] O termo "C5", também chamado de "componente 5 do
complemento” ou "fator 5 do complemento" refere-se a proteina sérica
da cascata do complemento. A proteina C5 € uma proteina de 1676
aminoacidos compreendendo duas cadeias alfa e beta. A proteina
representa o ponto de convergéncia de trés vias de ativacdo do
complemento: via classica, via alternativa e a via da lectina de ligacao a
manose. A sequéncia de aminodcidos da proteina C5 inteira é
exemplificada pela sequéncia de aminoacidos fornecida no GenBank
como numero de acesso NP_001726.2 (SEQ ID NO: 355). O termo "C5"
inclui proteina C5 recombinante ou seu fragmento. O termo também
abrange a proteina C5 ou seu fragmento acoplado a, por exemplo,
marcador de histidina, Fc de camundongo ou humano, ou uma
sequéncia de sinal tal como ROR1. Por exemplo, o termo inclui
sequéncias exemplificadas pela sequéncia apresentada na SEQ ID NO:
356 ou 357, compreendendo um marcador de histidina no terminal C,
acoplado aos residuos de aminoacidos 19 - 1676 da proteina C5 inteira.
O termo também inclui variantes de proteina que compreendem um
marcador de histidina no C-terminal, acoplado aos residuos de
aminoacidos 19 - 1676 da proteina C5 de comprimento total com uma
alteracdo R885H ou uma alteracdo R885C.

[075] O termo "anticorpo”, como usado aqui, pretende referir-se a
moléculas de imunoglobulina compreendidas por quatro cadeias

polipeptidicas, duas cadeias pesadas (H) e duas cadeias leves (L)

Peticao 870230017931, de 02/03/2023, pag. 33/168



28/152

interligadas por pontes dissulfeto (isto €, moléculas de anticorpo "), bem
como seus multimeros (por exemplo, IgM) ou seus fragmentos de
ligacdo ao antigeno. Cada cadeia pesada é constituida por uma regiao
variavel da cadeia pesada ("HCVR" ou "VH") e uma regido constante da
cadeia pesada (compreendida pelos dominios Cxl, CH2 e Cn3). Cada
cadeia leve é composta por uma regiao variavel da cadeia leve ("LCVR
ou" VL") e uma regido constante da cadeia leve (CL). As regibes Vn e VL
podem ser ainda subdivididas em regibes de hipervariabilidade,
denominadas regides determinantes de complementaridade (CDR),
intercaladas com regides que sdo mais conservadas, denominadas
regibes estruturais (FR). Cada Vn e VL é composta por trés CDRs e
guatro FR, dispostas a partir do terminal amino para o terminal carboxila
na seguinte ordem: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4. Em
certas modalidades da invencéo, as FR do anticorpo (ou seu fragmento
de ligacdo ao antigeno) podem ser idénticas as sequéncias da linhagem
germinativa humana, ou podem ser modificadas naturalmente ou
artificialmente. Uma sequéncia de consenso de aminoacidos pode ser
definida com base em uma andlise lado-a-lado de duas ou mais CDRs.
[076] A substituicdo de um ou mais residuos de CDR ou a omisséo
de um ou mais CDRs também é possivel. Anticorpos foram descritos na
literatura cientifica em que um ou dois CDRs podem ser dispensados
para ligacao. Padlan et al. (1995, FASEB J. 9: 133-139) analisaram as
regides de contato entre 0s anticorpos e 0s seus antigenos, com base
nas estruturas de cristais publicadas, e concluiram que apenas cerca de
um quinto a um terco dos residuos de CDR contatam de fato o antigeno.
Padlan também encontrou muitos anticorpos nos quais uma ou duas
CDRs néo tinham aminoacidos em contato com um antigeno (veja,
também, Vajdos et al. 2002 J Mol Biol 320: 415-428).

[077] Os residuos de CDR que ndo contatam o antigeno podem

ser identificados com base em estudos anteriores (por exemplo, 0s
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residuos H60-H65 em CDRH2 ndo séo frequentemente requeridos), de
regidoes de CDRs de Kabat fora de CDRs de Chothia, por modelagao
molecular e/ou empiricamente. Se uma CDR ou residuo (s) da mesma
€ omitida, € normalmente substituida com um aminoacido ocupando a
posicdo correspondente em outra sequéncia de anticorpo humano ou
um consenso de tais sequéncias. Posi¢cdes para substituicdo dentro de
CDRs e aminoacidos para substituir também podem ser selecionadas
empiricamente. As substituicdes empiricas podem ser substituicoes
conservativas ou nao conservativas.

[078] Os anticorpos monoclonais anti-C5 totalmente humanos aqui
descritos podem compreender uma ou mais substituicdes, insercdes
e/ou delecbes de aminoacidos na estrutura e/ou regides CDR dos
dominios variaveis da cadeia pesada e leve em comparacdo com as
sequéncias da linhagem germinativa correspondentes. Tais mutagcdes
podem ser facilmente determinadas comparando as sequéncias de
aminoacidos aqui descritas com sequéncias germinais disponiveis, por
exemplo, de bancos de dados de sequéncias de anticorpos publicos. A
presente invengao inclui anticorpos e os seus fragmentos de ligacéo ao
antigeno, que sdo derivados de qualquer uma das sequéncias de
aminoacidos aqui descritas, em que um ou mais aminoacidos dentro de
uma ou mais regibes estruturais e/ou CDR sd&o mutados para 0s
residuos correspondentes (s) da sequéncia da linhagem germinativa a
partir da qual o anticorpo foi derivado, ou do (s) residuo (s)
correspondente (s) de outra sequéncia da linhagem germinativa
humana, ou a uma substituicdo conservativa de aminoacido do (S)
residuo (s) da linhagem germinativa correspondente (tais alteracdes de
sequéncia sao aqui referidas coletivamente como "mutacbes
germinativas”). Uma pessoa de experiéncia ordinaria na técnica,
comecando com as sequéncias da regido variavel da cadeia pesada e

leve aqui descritas, pode facilmente produzir numerosos anticorpos e
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fragmentos de ligacdo ao antigeno que compreendem uma ou mais
mutacgOes da linhagem germinativa individuais ou suas combinacoes.
Em certas modalidades, todos os residuos da estrutura e/ou CDR dentro
dos dominios VH e/ou VL sdo mutados de volta para os residuos
encontrados na sequéncia da linhagem germinativa original a partir da
qual o anticorpo foi derivado. Em outras modalidades, apenas certos
residuos sdo mutados de volta para a sequéncia da linhagem
germinativa original, por exemplo, apenas o0s residuos mutados
encontrados nos primeiros 8 aminoacidos do FR1 ou nos ultimos 8
aminoacidos do FR4, ou apenas os residuos mutados encontrados no
CDR1, CDR2 ou CDR3. Em outras modalidades, um ou mais dos
residuos estruturais e/ou CDR sdo mutados no (s) residuo (S)
correspondente (s) de uma sequéncia germinativa diferente (isto uma
sequéncia da linhagem germinativa que diferente da sequéncia da
linhagem germinativa a partir da qual o anticorpo foi originalmente
derivado). Além disso, os anticorpos da presente invencdo podem
conter qualquer combinacéo de duas ou mais mutacdes da linhagem
germinativa dentro da estrutura e/ou regides CDR, por exemplo, em que
certos residuos individuais sdo mutados para o residuo correspondente
de uma determinada sequéncia da linhagem germinativa enquanto
certos outros residuos que diferem a partir da sequéncia da linhagem
germinativa original sdo mantidos ou sdo mutados para o residuo
correspondente de uma sequéncia diferente da linhagem germinativa.
Uma vez obtidos, os anticorpos e fragmentos de ligacdo ao antigeno
gue contém uma ou mais mutacdes germinativas podem ser facilmente
testados para uma ou mais propriedades desejadas, como melhor
especificidade de ligacdo, maior afinidade de ligacao, propriedades
biolégicas antagonistas ou agonisticas melhoradas ou melhoradas
(conforme o caso pode ser), imunogenicidade reduzida, etc. Anticorpos

e fragmentos de ligac&o ao antigeno obtidos desta maneira geral estdo
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abrangidos dentro da presente invencgao.

[079] A presente invencdo também inclui anticorpos monoclonais
anti-C5 totalmente humanos compreendendo variantes de qualquer
uma das sequéncias de aminoacidos de HCVR, LCVR e/ou CDR aqui
descritas possuindo uma ou mais substituicdes conservativas. Por
exemplo, a presente invencdo inclui anticorpos anti-C5 tendo
sequéncias de aminoacidos HCVR, LCVR e/ou CDR com, por exemplo,
10 ou menos, 8 ou menos, 6 ou menos, 4 ou menos, etc. substituicbes
de aminoacidos conservativas relativas a qualquer uma das sequéncias
de aminoacidos de HCVR, LCVR e/ou CDR aqui descritas.

[080] O termo "anticorpo humano", quando aqui utilizado, pretende
incluir anticorpos possuindo regides variaveis e constantes derivadas de
sequéncias de imunoglobulina da linhagem germinativa humana. Os
mAbs humanos da invencdo podem incluir residuos de aminoécidos néo
codificados por sequéncias de imunoglobulina da linhagem germinativa
humana (por exemplo, muta¢des introduzidas por mutagénese aleatéria
ou especifica de sitios in vitro ou por mutacdo somatica in vivo), por
exemplo nas CDR e em particular CDR3. Contudo, o termo "anticorpo
humano", quando aqui utilizado, nédo pretende incluir mAbs nos quais
sequéncias de CDR derivadas da linhagem germinativa de outra
espécie de mamifero (por exemplo, camundongo) foram enxertadas em
sequéncias FR humanas. O termo inclui anticorpos produzidos por via
recombinante em um mamifero ndo humano, ou em células de um
mamifero ndo humano. O termo n&o pretende incluir anticorpos isolados
ou gerados em um individuo humano.

[081] O termo "recombinante”, quando aqui usado, refere-se a
anticorpos ou seus fragmentos de ligacdo ao antigeno da invencao
criados, expressos, isolados ou obtidos por tecnologias ou meéetodos
conhecidos na técnica como tecnologia de DNA recombinante que

incluem, por exemplo, entrelacamento do DNA e expressao

Peticao 870230017931, de 02/03/2023, pag. 37/168



32/152

transgénica. O termo refere-se a anticorpos expressos em um mamifero
NO: humano (incluindo mamiferos transgénicos NO: humanos, por
exemplo, camundongos transgénicos), ou em um sistema de expressao
de células (por exemplo, células CHO) ou isolados de uma biblioteca de
anticorpos humanos combinatoriais recombinantes.

[082] O termo ‘"liga-se especificamente”, ou “liga-se
especificamente a", ou similar, significa que um anticorpo ou fragmento
de ligacdo ao antigeno do mesmo, forma um complexo com um
antigeno que é relativamente estavel sob condi¢cfes fisioldgicas. A
ligacdo especifica pode ser caracterizada por uma constante de
dissociacdo de equilibrio de pelo menos cerca de 1x10® M ou inferior
(por exemplo, uma menor Kp indica uma ligacdo mais apertada). Os
meétodos para determinar se duas moléculas se ligam especificamente
sdo bem conhecidos na técnica e incluem, por exemplo, dialise de
equilibrio, ressonancia de plasmon de superficie e semelhantes. Como
aqui descrito, os anticorpos foram identificados por ressonancia de
plasmon de superficie, por exemplo, BIACORE™, que se ligam
especificamente a C5. Além disso, anticorpos multiespecificos que se
ligam a um dominio em C5 e um ou mais antigenos adicionais ou um
biespecifico que se liga a duas regides diferentes de C5 séo, no entanto,
considerados anticorpos que "ligam especificamente”, quando aqui
usados.

[083] O termo anticorpo de "alta afinidade" refere-se aqueles mAbs
com uma afinidade de ligacédo a C5, expressa como Kp, de pelo menos
108 M; preferivelmente 10° M; mais preferivelmente 10-1° M, ainda mais
preferivelmente 101! M, ainda mais preferivelmente 101? M, conforme
medido por ressonancia de plasmon de superficie, por exemplo,
BIACORE™ ou ELISA por afinidade de solucéo.

[084] Pelo termo "taxa de desaceleracao”, "Koff" ou "kd" significa

um anticorpo que se dissocia de C5, com uma constante de taxa de 1 x
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102 s ou menos, preferivelmente 1 x 10* s ou menos, conforme
determinado pela ressonéancia de plasmon de superficie, por exemplo,
BIACORE™,

[085] Os termos "porgédo de ligacdo ao antigeno” de um anticorpo,
“fragmento de ligacdo ao antigeno" de um anticorpo e semelhantes, tal
quando aqui utilizado, incluem qualquer polipeptideo ou glicoproteina
de ocorréncia natural, obtido enzimaticamente, sinteticamente ou
geneticamente modificado que se ligue especificamente a um antigeno
para formar um complexo. Os termos "fragmento de ligagdo ao
antigeno" de um anticorpo, ou "fragmento de anticorpo”, quando aqui
utilizados, referem-se a um ou mais fragmentos de um anticorpo que
retém a capacidade de se ligar a proteina C5.

[086] Em modalidades especificas, anticorpo ou fragmentos de
anticorpo da invencdo podem ser conjugados a uma por¢cao desse
ligante ou uma porcédo terapéutica (“imunoconjugado”), um segundo
anticorpo anti-C5, ou qualquer outra porcao terapéutica Gtil para tratar
uma doenca ou disturbio associado a C5.

[087] Um "anticorpo isolado”, quando aqui utilizado, pretende
referir-se a um anticorpo que esta substancialmente isento de outros
anticorpos (Abs) possuindo especificidades antigénicas diferentes (por
exemplo, um anticorpo isolado que se liga especificamente a C5, ou um
fragmento adicional, esta substancialmente isento de Abs que se ligam
especificamente a antigenos que nao C5.

[088] Um "anticorpo bloqueador" ou um "anticorpo neutralizante",
guando aqui usado (ou um "anticorpo que neutraliza a atividade C5" ou
"anticorpo antagonista"), refere-se a um anticorpo cuja ligacdo a C5
resulta na inibicdo de pelo menos uma atividade biologica de C5. Por
exemplo, um anticorpo da invencdo pode prevenir ou bloquear a
hemolise mediada pelo complemento por via classica ou via alternativa.

[089] O termo "ressonancia de plasmon de superficie", quando
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aqui usado, refere-se a um fendbmeno Optico que permite a analise de
interacOes biomoleculares em tempo real por deteccao de alteracoes
em concentracdes de proteina dentro de uma matriz biossensora, por
exemplo usando o sistema BIACORE ™ (Pharmacia Biosensor AB,
Uppsala, Sweden e Piscataway, NJ).

[090] O termo "Kp", quando aqui utilizado, pretende referir-se a
constante de dissociacdo de equilibrio de uma interacdo anticorpo-
antigeno particular.

[091] O termo "epitopo" refere-se a um determinante antigénico
gue interage com um sitio especifico de ligacdo ao antigeno na regido
variavel de uma molécula de anticorpo conhecida como paratopo. Um
Gnico antigeno pode ter mais de um epitopo. Assim, diferentes
anticorpos podem se ligar a diferentes areas de um antigeno e podem
ter diferentes efeitos biolégicos. O termo "epitopo" também se refere a
um sitio em um antigeno ao qual as células B e/ou T respondem.
Também se refere a uma regido de um antigeno que é ligado por um
anticorpo. Os epitopos podem ser definidos como estruturais ou
funcionais. Os epitopos funcionais séo geralmente um subconjunto dos
epitopos estruturais e tém aqueles residuos que contribuem
diretamente para a afinidade da interacdo. Os epitopos podem também
ser conformacionais, isto €, compostos de aminoacidos nao lineares.
Em certas modalidades, os epitopos podem incluir determinantes que
sdo agrupamentos de superficie quimicamente ativos de moléculas tais
como aminoacidos, cadeias laterais de acucar, grupos fosforila ou
grupos sulfonila e, em certas modalidades, podem ter caracteristicas
estruturais tridimensionais especificas e/ou caracteristicas de carga
especificas.

[092] O termo "competicédo cruzada", quando aqui usado, significa
um anticorpo ou um fragmento de ligacdo ao antigeno deste se liga a

um antigeno e inibe ou bloqueia a ligacdo de outro anticorpo ou
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fragmento de ligacdo ao antigeno do mesmo. O termo também inclui
competicdo entre dois anticorpos em ambas as orientagdes, isto €, um
primeiro anticorpo que se liga e bloqueia a ligacédo do segundo anticorpo
e vice-versa. Em certas modalidades, o primeiro anticorpo e o segundo
anticorpo podem ligar-se ao mesmo epitopo. Alternativamente, o
primeiro e segundo anticorpos podem ligar-se a diferentes epitopos,
mas sobreponiveis, de tal modo que a ligacdo de um inibe ou bloqueia
a ligacdo do segundo anticorpo, por exemplo, através de impedimento
estereoquimico. A competicdo cruzada entre anticorpos pode ser
medida por métodos conhecidos na técnica, por exemplo, por um ensaio
de interferometria de bio-camada sem rotulo em tempo real. A
competicao cruzada entre dois anticorpos pode ser expressa como a
ligacdo do segundo anticorpo que € inferior ao sinal de base devido a
ligacéo self-self (em que o primeiro e segundo anticorpos s&o 0 mesmo
anticorpo). A competicao cruzada entre 2 anticorpos pode ser expressa,
por exemplo, como% de ligacdo do segundo anticorpo que € inferior a
ligacdo de base da auto-substancia de base (em que o primeiro e
segundo anticorpos sdo o0 mesmo anticorpo).

[093] O termo "identidade substancial" ou "substancialmente
idéntico”, quando se refere a um acido nucleico ou fragmento do
mesmo, indica que, quando idealmente alinhado com insercdes de
nucleotideos ou delecdes apropriadas com outro acido nucleico (ou sua
cadeia complementar), h identidade da sequéncia nucleotidica em pelo
menos cerca de 90%, e mais preferivelmente pelo menos cerca de 95%,
96%, 97%, 98% ou 99% das bases nucleotidicas, conforme medido por
gualquer algoritmo bem conhecido de identidade de sequéncia, tal como
FASTA, BLAST ou GAP, como discutido abaixo. Uma molécula de acido
nucleico tendo identidade substancial com uma molécula de acido
nucleico de referéncia pode, em certos casos, codificar um polipeptideo

possuindo a mesma ou substancialmente similar sequéncia de
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aminoacidos que o polipeptideo codificado pela molécula de &cido
nucleico de referéncia.

[094] Conforme aplicado a polipeptideos, o termo "similaridade
substancial" ou "substancialmente similar" significa que duas
sequéncias peptidicas, quando alinhadas de forma otimizada, como
pelos programas GAP ou BESTFIT usando pesos de intervalo padréo,
compartilham pelo menos 90% de identidade de sequéncia, ainda mais
preferivelmente pelo menos 95%, 98% ou 99% de identidade de
sequéncia. De preferéncia, as posicbes de residuos, que nao sao
idénticas, diferem por substituices de aminoacidos conservativas. Uma
"substituicdo conservativa de aminoacidos" é aguela em que um residuo
de aminoécido é substituido por outro residuo de aminoacido possuindo
uma cadeia lateral (grupo R) com propriedades quimicas semelhantes
(por exemplo, carga ou hidrofobicidade). Em geral, uma substituicéo
conservativa de aminoacidos nao alterara substancialmente as
propriedades funcionais de uma proteina. Nos casos em que duas ou
mais sequéncias de aminoacidos diferem de cada outra por
substituicdes conservativas, a porcentagem ou grau de similaridade
pode ser ajustado para cima para corrigir a natureza conservativa da
substituicdo. Os meios para fazer este ajustamento sao bem conhecidos
por aqueles versados na técnica. Veja, por exemplo, Pearson (1994)
Methods Mol. Biol. 24: 307-331, que € aqui incorporado por referéncia.
Exemplos de grupos de aminoacidos que possuem cadeias laterais com
propriedades quimicas semelhantes incluem 1) cadeias laterais
alifaticas: glicina, alanina, valina, leucina e isoleucina; 2) cadeias laterais
de hidroxila alifatica: serina e treonina; 3) cadeias laterais contendo
amida: asparagina e glutamina; 4) cadeias laterais aromaéticas:
fenilalanina, tirosina e triptofano; 5) cadeias laterais basicas: lisina,
arginina e histidina; 6) cadeias laterais acidas: aspartato e glutamato, e

7) cadeias laterais contendo enxofre: cisteina e metionina. Os grupos
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preferidos de substituicdo de aminoacidos conservativos sdo: valina-
leucina-isoleucina, fenilalanina-tirosina, lisina-arginina, alanina-valina,
glutamato-aspartato e asparagina-glutamina. Alternativamente, uma
substituicdo conservativa € qualquer alteracdo que tenha um valor
positivo na matriz de probabilidade de log PAM250 descrita em Gonnet
et al. (1992) Science 256: 1443 45, aqui incorporado por referéncia.
Uma substituicdo "moderadamente conservativa" é qualquer alteracao
gue tenha um valor n&o-negativo na matriz de probabilidade de log do
PAM250.

[095] A similaridade de sequéncia para polipeptideos ¢é
tipicamente medida usando software de andlise de sequéncia. O
software de analise de proteinas combina sequéncias similares usando
medidas de similaridade atribuidas a varias substituices, delecdes e
outras modificagbes, incluindo substituicbes conservativas de
aminoacidos. Por exemplo, o software GCG contém programas tais
como GAP e BESTFIT que podem ser utilizados com parametros
padrdo para determinar homologia de sequéncia ou identidade de
sequéncia entre polipeptideos intimamente relacionados, tais como
polipeptideos homologos de diferentes espécies de organismos ou
entre uma proteina de tipo selvagem e sua muteina. Veja, por exemplo,
a versdo 6.1 do GCG. As sequéncias polipeptidicas também podem ser
comparadas utilizando FASTA com parametros predefinidos ou
recomendados; um programa no GCG Versdo 6.1. FASTA (por
exemplo, FASTA2 e FASTA3) proporciona alinhamentos e percentagem
de identidade de sequéncia das regibes da melhor sobreposi¢céo entre
as sequéncias de duvida e pesquisa (Pearson (2000) supra). Outro
algoritmo preferido quando se compara uma sequéncia da invencao
com uma base de dados contendo um grande numero de sequéncias
de organismos diferentes € o programa de computador BLAST,

especialmente BLASTP ou TBLASTN, utilizando parametros por
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defeito. Veja, por exemplo, Altschul et al. (1990) J. Mol. Biol. 215: 403-
410 e (1997) Nucleic Acids Res. 25: 3389-3402, cada um dos quais é
aqui incorporado por referéncia.

[096] A expressao "quantidade terapeuticamente eficaz" significa
uma quantidade que produz o efeito desejado para o qual é
administrada. A quantidade exata dependera do objetivo do tratamento
e sera determinavel por alguém versado na técnica utilizando técnicas
conhecidas (veja, por exemplo, Lloyd (1999) The Art, Science and
Technology of Pharmaceutical Compounding).

[097] Quando aqui usado, o termo "individuo" refere-se a um
animal, preferivelmente um mamifero, mais preferivelmente um
humano, com necessidade de melhoria, prevencéo e/ou tratamento de
uma doenca ou disturbio associado a C5 tal como sindrome urémica
hemolitica atipica (aHUS) ou hemoglobinuria paroxistica noturna (PNH).
O termo inclui seres humanos que tém ou estdo em risco de ter tal
doenca ou disturbio.

[098] Quando aqui usado, os termos "tratar", "tratando" ou
"tratamento” referem-se a reducdo ou melhoria da gravidade de pelo
menos um sintoma ou indicacdo de uma doenca ou disturbio associado
ao C5 devido a administracdo de um agente terapéutico, tal como um
anticorpo da presente invencao, a um individuo em necessidade disto.
Os termos incluem inibicdo da progressdo da doenca ou de
agravamento de um sintoma/indicacdo. Os termos também incluem
prognadstico positivo da doenca, isto é, o individuo pode estar isento de
doenca ou pode ter doenca reduzida quando da administracdo de um
agente terapéutico, tal como um anticorpo da presente invencao. O
agente terapéutico pode ser administrado a uma dose terapéutica ao
individuo.

[099] Os termos "prevenir", "prevenindo" ou "prevencao” referem-

se a inibicdo da manifestacdo de uma doenca ou disturbio associado ao
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C5 ou quaisquer sintomas ou indicacdes de tal doenca ou disturbio na
administracdo de um anticorpo da presente invencgao.

Fragmentos de Anticorpos de Ligac&o ao antigeno

[0100] Salvo indicacdo em contrario especifica, o termo "anticorpo”,
quando aqui utilizado, deve compreender moléculas de anticorpo
compreendendo duas cadeias pesadas de imunoglobulina e duas
cadeias leves de imunoglobulina (isto €, "moléculas completas de
anticorpo") bem como seus fragmentos de ligacdo ao antigeno. Os
termos "porcao de ligacdo ao antigeno" de um anticorpo, "fragmento de
ligacdo ao antigeno" de um anticorpo e semelhantes, tal quando aqui
utilizados, incluem qualquer de ocorréncia natural, obtido
enzimaticamente, sintetizado ou geneticamente  manipulado
polipeptideo ou glicoproteina que se liga especificamente a um antigeno
para formar um complexo. O termo "fragmento de ligacdo ao antigeno"
de um anticorpo, ou "fragmento de anticorpo”, quando aqui usado,
refere-se a um ou mais fragmentos de um anticorpo que retém a
capacidade de se ligar especificamente a proteina C5. Um fragmento
de anticorpo pode incluir um fragmento Fab, um fragmento F(ab’)2, um
fragmento Fv, um fragmento dAb, um fragmento contendo uma CDR ou
uma CDR isolada. Em certas modalidades, o termo "fragmento de
ligacdo ao antigeno" refere-se a um fragmento polipeptidico de uma
molécula de ligacdo ao antigeno especifica. Os fragmentos de ligagéo
ao antigeno de um anticorpo podem ser derivados, por exemplo, de
moléculas de anticorpo completas utilizando quaisquer técnicas padrao
adequadas tais como digestdo proteolitica ou técnicas de engenharia
genética recombinante envolvendo a manipulacdo e expressao de DNA
codificando variavel de anticorpo e (opcionalmente) dominios
constantes. Tal DNA e conhecido e/ou esta facilmente disponivel a partir
de, por exemplo, fontes comerciais, bibliotecas de DNA (incluindo, por

exemplo, bibliotecas de fago-anticorpo), ou pode ser sintetizado. O DNA
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pode ser sequenciado e manipulado quimicamente ou utilizando
técnicas de biologia molecular, por exemplo, para organizar um ou mais
dominios variaveis e/ou constantes em uma configuracéo adequada, ou
para introduzir cédons, criar residuos de cisteina, modificar, adicionar
ou eliminar aminoacidos, etc.

[0101] Exemplos néo limitantes de fragmentos de ligacdo ao
antigeno incluem: (i) fragmentos Fab; (ii) fragmentos F(ab’):; (iii)
fragmentos Fd; (iv) fragmentos Fv; (v) moléculas Fv de cadeia simples
(scFv); (vi) fragmentos de dAb; e (vii) unidades de reconhecimento
minimo que consistem nos residuos de aminoacidos que mimetizam a
regido hipervariavel de um anticorpo (por exemplo, uma regido
determinante de complementaridade isolada (CDR) tal como um
peptideo CDR3), ou um peptideo FR3-CDR3-FR4 restringido. Outras
moléculas manipuladas, como anticorpos especificos de dominio,
anticorpos de dominio Unico, anticorpos com dominio excluido,
anticorpos quimeéricos, anticorpos enxertados com CDR, diacorpos,
triacorpos, tetrabodies, minicorpos, hanocorpos (por exemplo,
nanocorpos monovalentes, nanocorpos bivalentes, etc.), pequenos
imunofarmacéuticos modulares (SMIPs), e dominios IgNAR variaveis de
tubaréo, também estéo englobados na expressao "fragmento de ligacéo
ao antigeno", quando aqui usado.

[0102] Um fragmento de ligacdo ao antigeno de um anticorpo
compreenderd tipicamente pelo menos um dominio varidvel. O dominio
variavel pode ser de qualquer tamanho ou composicdo de aminoacidos
e compreender geralmente pelo menos uma CDR, que esta adjacente
ou enquadrada com uma ou mais sequéncias estruturais. Nos
fragmentos de ligacdo ao antigeno com um dominio Vx4 associado a um
dominio V., os dominios Vy e V. podem estar situados um em relagéo
ao outro em qualquer disposicdo adequada. Por exemplo, a regiao

variavel pode ser dimérica e conter dimeros Vu - Vi, VH - VL ou Vi - VL.
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Alternativamente, o fragmento de ligacdo ao antigeno de um anticorpo
pode conter um dominio monomérico de Vy ou V..

[0103] Em certas modalidades, um fragmento de ligagdo a um
antigeno de um anticorpo pode conter pelo menos um dominio variavel
ligado covalentemente a pelo menos um dominio constante.
Configuracdes exemplares nao limitantes, exemplares de dominios
variaveis e constantes que podem ser encontradas dentro de um
fragmento de ligacéo ao antigeno de um anticorpo da presente invencéo
incluem: (i) Vu-Cnl; (ii) Vu-Cr2; (iii) VH-CH3; (iv) VH-CH1-CH2; (V) VH-CH1-
Ch2-Ch3; (Vi) VH-CH2-CH3; (vil) VH-CL; (viii) VL-Cr1; (iX) VL-CH2; (X) VL-
Ch3; (xi) VL-CH1-CH2; (Xii) VL-Ch1l-Ch2-CH3; (xiii) VL-CH2-Ch3; e (Xiv) Vi-
CL. Em qualquer configuracdo de dominios variaveis e constantes,
incluindo qualquer das configuracbes exemplares listadas acima, 0s
dominios variavel e constante podem estar diretamente ligados uns aos
outros ou podem estar ligados por uma regido de articulagao ou de
ligacdo completa ou parcial. Uma regido de articulacdo pode consistir
em pelo menos 2 (por exemplo, 5, 10, 15, 20, 40, 60 ou mais)
aminoacidos, que resultam em uma ligagao flexivel ou semiflexivel entre
variaveis adjacentes e/ou dominios constantes em uma Unica molécula
polipeptidica. Além disso, um fragmento de ligacdo ao antigeno de um
anticorpo da presente invencao pode compreender um homodimero ou
heterodimero (ou outro multimero) de qualquer uma das configuracdes
de dominio varidvel e constante listadas acima em associacdo nao
covalente entre si e/ou com um ou mais dominios monoméricos de Vu
ou V. (por exemplo, por ligacéo (6es) dissulfeto (s)).

[0104] Tal como com as moléculas de anticorpo completas, os
fragmentos de ligacdo ao antigeno podem ser monoespecificos ou
multiespecificos (por exemplo, biespecificos). Um fragmento
multiespecifico de ligacdo ao antigeno de um anticorpo compreendera

tipicamente pelo menos dois dominios variaveis diferentes, em que cada
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dominio variavel é capaz de se ligar especificamente a um antigeno
separado ou a um epitopo diferente no mesmo antigeno. Qualquer
formato de anticorpo multiespecifico, incluindo os formatos de
anticorpos biespecificos exemplares aqui descritos, pode ser adaptado
para utilizacdo no contexto de um fragmento de ligacdo ao antigeno de
um anticorpo da presente invencdo utlizando técnicas de rotina
disponiveis na técnica.

Preparacédo de Anticorpos Humanos

[0105] Métodos para gerar anticorpos humanos em camundongos
transgénicos sdo conhecidos na técnica. Quaisquer desses métodos
conhecidos podem ser utilizados no contexto da presente invencéo para
produzir anticorpos humanos que se liguem especificamente a proteina
Cb.

[0106] Um imundgeno compreendendo qualquer um dos seguintes
pode ser utilizado para gerar anticorpos para a proteina C5. Em certas
modalidades, os anticorpos da invencgéo sao obtidos de camundongos
imunizados com uma proteina C5 nativa de comprimento completo
(veja, por exemplo, nimero de acesso no GenBank NP_001726.2)
(SEQ ID N 355), ou com DNA que codifica a proteina ou fragmento do
mesmo. Alternativamente, a proteina ou seu fragmento pode ser
produzida utilizando técnicas bioquimicas convencionais e modificadas
e utilizadas como imundégeno. Em certas modalidades da invencéo, o
imunégeno € um fragmento da proteina C5 que varia de cerca dos
residuos de aminoacidos 19 - 1676 da SEQ ID NO: 355.

[0107] Em algumas modalidades, o imundgeno pode ser uma
proteina C5 recombinante ou seu fragmento expresso em E. coli ou em
guaisquer outras células eucarioticas ou de mamifero, tais como células
de ovario de hamster Chinés (CHO).

[0108] Utilizando a tecnologia VELOCIMMUNE® (veja, por
exemplo, US 6.596.541, Regeneron Pharmaceuticals, VELOCIMMUNE)
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ou qualquer outro método conhecido para gerar anticorpos
monoclonais, anticorpos quiméricos de alta afinidade para C5 séo
inicialmente isolados tendo uma regido variavel humana e uma regiao
constante de camundongo. A tecnologia VELOCIMMUNE envolve a
geracdo de um camundongo transgénico com um genoma
compreendendo regifes variaveis de cadeia pesada e leve humanas
operacionalmente ligadas a locais de regido constante de camundongo
endogenos, de tal modo que o camundongo produza um anticorpo
compreendendo uma regido variavel humana e uma regido constante
de camundongo em resposta a uma estimulacéo antigénica. O DNA que
codifica as regides variaveis das cadeias pesadas e leves do anticorpo
esta isolado e operacionalmente ligado ao DNA que codifica as regides
constantes da cadeia pesada e leve humanas. O DNA é ent&o expresso
em uma célula capaz de expressar o anticorpo totalmente humano.
[0109] Geralmente, um camundongo VELOCIMMUNE® ¢é
desafiado com o antigeno de interesse e as células linfaticas (tais como
as células B) sdo recuperadas dos camundongos que expressam
anticorpos. As células linfaticas podem ser fundidas com uma linhagem
celular de mieloma para preparar linhagens celulares de hibridoma
imortal, e essas linhagens celulares de hibridoma sdo rastreadas e
selecionadas para identificar linhagens celulares de hibridoma que
produzem anticorpos especificos para o antigeno de interesse. O DNA
que codifica as regifes varidveis da cadeia pesada e da cadeia leve
pode ser isolado e ligado a regides constantes isotipicas desejaveis da
cadeia pesada e da cadeia leve. Uma tal proteina de anticorpo pode ser
produzida em uma célula, tal como uma célula CHO. Alternativamente,
o DNA que codifica os anticorpos quimicos especificos do antigeno ou
os dominios variaveis das cadeias leves e pesadas podem ser isolados
diretamente a partir de linfocitos especificos do antigeno.

[0110] Inicialmente, anticorpos quimeéricos de alta afinidade sé&o
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isolados com uma regido variavel humana e uma regido constante do
camundongo. Tal como na secdo experimental abaixo, os anticorpos
sdo caracterizados e selecionados para caracteristicas desejaveis,
incluindo afinidade, seletividade, epitopo, etc. As regides constantes de
camundongo sao substituidas por uma regido constante humana
desejada para gerar o anticorpo totalmente humano da invencéo, por
exemplo, tipo selvagem ou IgG1 ou IgG4 modificado. Embora a regiao
constante selecionada possa variar de acordo com o uso especifico, as
caracteristicas de ligac&o ao antigeno de alta afinidade e especificidade
de alvo residem na regido variavel.

Bioequivalentes

[0111] Os anticorpos anti-C5 e os fragmentos de anticorpo da
presente invencdo abrangem proteinas com sequéncias de
aminoacidos que variam daquelas dos anticorpos descritos, mas que
rettm a capacidade de se ligarem a proteina C5. Tais anticorpos
variantes e fragmentos de anticorpo compreendem uma ou mais
adicoes, delecdbes ou substituicbes de aminoacidos quando
comparados com a sequéncia parental, mas exibem atividade biolégica
gue € essencialmente equivalente a dos anticorpos descritos. Do
mesmo modo, as sequéncias de DNA que codificam anticorpos da
presente invencdo abrangem sequéncias que compreendem uma ou
mais adies, delecdes ou substituicbes de nucleotideos quando
comparadas com a sequéncia descrita, mas que codificam um anticorpo
ou fragmento de anticorpo que € essencialmente bioequivalente a um
anticorpo ou fragmento de anticorpo da invencgéo.

[0112] Duas proteinas de ligacdo ao antigeno, ou anticorpos, sao
consideradas bioequivalentes se, por exemplo, forem equivalentes
farmacéuticos ou alternativas farmacéuticas cuja taxa e extensdo de
absorcdo nao mostram uma diferenca significativa quando

administrados na mesma dose molar em condi¢cdes experimentais
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semelhantes, dose Unica ou doses multiplas. Alguns anticorpos serdo
considerados equivalentes ou alternativas farmacéuticas se forem
equivalentes na extensdo da sua absor¢cdo mas ndo na sua taxa de
absorcdo e ainda assim puderem ser considerados bioequivalentes
porque tais diferencas na taxa de absorcdo sdo intencionais e sao
refletidas na rotulagem, ndo sdo essenciais para a obtencdo de
medicamentos corporais eficazes as concentragcdes acima, por
exemplo, o uso crénico, e sdo consideradas clinicamente insignificantes
para o medicamento particular estudado.

[0113] Em uma modalidade, duas proteinas de ligacdo ao antigeno
sdo bioequivalentes se nao existirem diferengas clinicamente
significativas na sua seguranca, pureza ou poténcia.

[0114] Em uma modalidade, duas proteinas de ligacdo ao antigeno
sao bioequivalentes se um paciente puder ser comutado uma ou mais
vezes entre o produto de referéncia e o produto biolégico sem um
aumento esperado no risco de efeitos adversos, incluindo uma alteracéo
clinicamente significativa na imunogenicidade ou diminuida eficacia, em
comparacdo com a continuagcao da terapia sem tal troca.

[0115] Em uma modalidade, duas proteinas de ligacdo ao antigeno
sao bioequivalentes se ambas atuam por um mecanismo ou
mecanismos de acdo comuns para a condicdo ou condigcdes de
utilizacao, na medida em que tais mecanismos sao conhecidos.

[0116] A bioequivaléncia pode ser demonstrada pelos métodos in
vivo e/ou in vitro. Medicdes de bioequivaléncia incluem, por exemplo,
(a) um teste in vivo em seres humanos ou outros mamiferos, em que a
concentracdo do anticorpo ou dos seus metabdlitos € medida no
sangue, plasma, soro ou outro fluido biolégico em funcéo do tempo; (b)
um teste in vitro que foi correlacionado com e é razoavelmente previsivel
de dados de biodisponibilidade in vivo em seres humanos; ¢) Um teste

in vivo em seres humanos ou outros mamiferos em que o efeito
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farmacolégico agudo apropriado do anticorpo (ou do seu alvo) é medido
em funcéo do tempo; e (d) em um ensaio clinico bem controlado que
estabeleca seguranca, eficacia ou biodisponibilidade ou bioequivaléncia
de um anticorpo.

[0117] Variantes bioequivalentes dos anticorpos da invencao
podem ser construidas, por exemplo, fazendo varias substituicbes de
residuos ou sequéncias ou eliminando residuos ou sequéncias
terminais ou internos ndo necessarios para a atividade biolégica. Por
exemplo, residuos de cisteina ndo essenciais para a atividade bioldgica
podem ser eliminados ou substituidos por outros aminoacidos para
prevenir a formacdo de pontes dissulfeto intramoleculares
desnecessarias ou incorretas por renaturacdo. Em outros contextos, os
anticorpos bioequivalentes podem incluir variantes de anticorpo
compreendendo alteragbes de aminoacidos, que modificam as
caracteristicas de glicosilagdo dos anticorpos, por exemplo, mutacfes
que eliminam ou removem a glicosilagéo.

Anticorpos Anti-C5 Compreendendo Variantes Fc

[0118] De acordo com certas modalidades da presente invencgéo,
sdo fornecidos anticorpos anti-C5 compreendendo um dominio Fc
compreendendo uma ou mais mutagcdes que aumentam ou diminuem a
ligacdo do anticorpo ao receptor FCRn, por exemplo, o pH acido em
comparacdo com o pH neutro. Por exemplo, a presente invencgao inclui
anticorpos anti-C5 compreendendo uma mutacéo na regiao Cnx2 ou Cn3
do dominio Fc, em que a (s) mutacao (6es) aumenta(m) a afinidade do
dominio Fc para FcRn em um ambiente &acido (por exemplo, em um
endossoma onde o pH varia de cerca de 5,5 a cerca de 6,0). Tais
mutacdes podem resultar em um aumento da meia-vida no soro do
anticorpo quando administrado a um animal. Exemplos néo limitantes
de tais modificacGes de Fc incluem, por exemplo, uma modificacdo na

posicdo 250 (por exemplo, E ou Q); 250 e 428 (por exemplo, L ou F);
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252 (por exemplo, L/Y/F/W ou T), 254 (por exemplo, s&o ou T) e 256
(por exemplo, sédo/R/Q/E/D ou T); ou uma modificagéo na posi¢cao 428
elou 433 (por exemplo, H/L/R/s&o/P/Q ou K) e/ou 434 (por exemplo, A,
W, H, F ou Y [N434A, N434W, N434H, N434F ou N434Y]); ou uma
modificacdo na posicédo 250 e/ou 428; ou uma modificacdo na posicao
307 ou 308 (por exemplo, 308F, V308F) e 434. Em uma modalidade, a
modificacdo compreende uma modificagdo de 428L (por exemplo,
M428L) e 434S (por exemplo, N434S); uma modificacao de 428L, 259
(por exemplo, V259I) e 308F (por exemplo, V308F); uma modificagéao
433K (por exemplo, H433K) e 434 (por exemplo, 434Y); uma
modificacdo 252, 254 e 256 (por exemplo, 252Y, 254T e 256E); uma
modificacdo de 250Q e 428L (por exemplo, T250Q e M428L); e uma
modificacdo 307 e/ou 308 (por exemplo, 308F ou 308P). Ainda em outra
modalidade, a modificagdo compreende uma modificagcdo 265A (por
exemplo, D265A) e/ou 297A (por exemplo, N297A).

[0119] Por exemplo, a presente invengédo inclui anticorpos anti-C5
compreendendo um dominio Fc compreendendo um ou mais pares ou
grupos de mutacdes selecionados do grupo consistindo em: 250Q e
248L (e. G., T250Q e M248L); 252Y, 254T e 256E (por exemplo, M252Y,
S254T e T256E); 428L e 434S (por exemplo, M428L e N434S); 2571 e
3111 (por exemplo, P2571 e Q311l); 2571 e 434H (por exemplo, P2571 e
N434H); 376V e 434H (por exemplo, D376V e N434H); 307A, 380A e
434A (por exemplo, T307A, E380A e N434A); e 433K e 434F (por
exemplo, H433K e N434F). Todas as combinacdes possiveis das
mutacOes do dominio Fc precedentes e outras mutacbes dentro dos
dominios varidveis do anticorpo aqui descritos, estdo contempladas no
escopo da presente invencao.

[0120] A presente invengdo também inclui anticorpos anti-C5
compreendendo uma regido (CH) constante da cadeia pesada

quimérica, em que a regido Cn quimérica compreende segmentos
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derivados das regides CH de mais de um isétipo de imunoglobulina. Por
exemplo, os anticorpos da invencdo podem compreender uma regiao
Ch quimérica compreendendo parte ou todo o dominio Cx2 derivado de
uma molécula de IgG1l humana, IgG2 humana ou IgG4 humana,
combinada com parte ou todo o dominio Cx3 derivado de uma molécula
IgG1 humana, IgG2 humana ou lgG4 humana. De acordo com certas
modalidades, os anticorpos da invencao compreendem uma regido Cx
guimérica possuindo uma regido de articulagdo quimérica. Por exemplo,
uma articulacdo quimérica pode compreender uma sequéncia de
aminoacidos “articulacdo superior" (residuos de aminoacido das
posicdes 216 a 227 de acordo com a numeragao EU) derivada de uma
regido de articulacdo IlgG1l humana, IgG2 humana ou IgG4 humana,
combinada com sequéncia de "articulacdo inferior" (residuos de
aminoacidos das posi¢cdes 228 a 236 de acordo com a numeracédo EU)
derivada de uma regiéo de articulagao IgG1 humana, uma IlgG2 humana
ou uma IgG4 humana. De acordo com certas modalidades, a regiéo de
articulacdo quimérica compreende residuos de aminoacidos derivados
de uma articulagdo superior de IgG1l humana ou de uma articulagéo
superior de 1IgG4 humana e residuos de aminoacido derivados de uma
articulacao inferior de IgG2 humana. Um anticorpo compreendendo uma
regido Cn quimica como aqui descrito pode, em certas modalidades,
exibir funcbes efetoras Fc modificadas sem afetar adversamente as
propriedades terapéuticas ou farmacocinéticas do anticorpo. (Veja, por
exemplo, Publicacdo de Pedido de Patente U.S. 2014/0243504, cuja
descricdo € aqui incorporada por referéncia na sua totalidade).
Caracteristicas Bioldgicas dos Anticorpos

[0121] Em geral, os anticorpos da presente invencdo funcionam
ligando-se a proteina C5 e impedindo a sua clivagem para C5a e C5b.
Por exemplo, a presente invencao inclui anticorpos e fragmentos de

ligac&o ao antigeno de anticorpos que ligam a proteina C5 (por exemplo,
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a 25°C ou a 37°C) com uma Kp inferior a 9 nM medido por ressonancia
de plasmon de superficie, por exemplo, usando o formato do ensaio
conforme definido no Exemplo 3 aqui. Em certas modalidades, os
anticorpos ou seus fragmentos de ligacdo ao antigeno ligam C5 com
uma Kp inferior a cerca de 9 nM, inferior a cerca de 5 nM, inferior a cerca
de 2 nM, inferior a cerca de 1 nM, inferior a cerca de 500 pM, inferior a
250 pM ou inferior a 100 pM, tal como medido por ressonancia de
plasmon de superficie, por exemplo, utilizando o formato de ensaio
como definido no Exemplo 3 aqui, ou um ensaio substancialmente
semelhante.

[0122] A presente invencdo também inclui anticorpos e seus
fragmentos de ligacdo ao antigeno que se ligam a proteina C5 humana
com uma meia-vida dissociativa (t¥2) maior que cerca de 2 minutos,
medida por ressonancia de plasmon de superficie a 25 °C, por exemplo,
usando um formato de ensaio tal como definido no Exemplo 4, ou um
ensaio substancialmente semelhante. Em certas modalidades, os
anticorpos ou fragmentos de ligacdo ao antigeno da presente invencgao
ligam a proteina C5 com uma t¥2 maior que cerca de 5 minutos, superior
a cerca de 10 minutos, superior a cerca de 30 minutos, superior a cerca
de 50 minutos, superior a cerca de 100 minutos, superior a cerca de 150
minutos, superior a cerca de 200 minutos, ou superior a cerca de 250
minutos, medido por ressonancia de plasmon de superficie a 25 °C, por
exemplo, utilizando um formato de ensaio tal como definido no Exemplo
3 (por exemplo, captura de mAb ou formato de captura de antigeno), ou
um ensaio substancialmente similar.

[0123] A presente invencdo também inclui anticorpos e seus
fragmentos de ligacdo ao antigeno que se ligam a proteina C5 humana
com uma meia-vida dissociativa (t%2) maior que cerca de 1,5 minutos,
medida por ressonancia de plasmon de superficie a 37 °C, por exemplo,

usando um formato de ensaio tal como definido no Exemplo 4, ou um
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ensaio substancialmente semelhante. Em certas modalidades, os
anticorpos ou fragmentos de ligacdo ao antigeno da presente invencao
ligam a proteina C5 com uma t%2 superior a cerca de 2 minutos, superior
a cerca de 5 minutos, superior a cerca de 10 minutos, superior a cerca
de 25 minutos superior a cerca de 50 minutos, superior a cerca de 100
minutos, superior a cerca de 150 minutos, ou superior a cerca de 200
minutos, medida por ressonancia de plasmon de superficie a 37 °C, por
exemplo, utilizando um formato de ensaio como definido no Exemplo 3
(por exemplo, captura de mAb ou formato de captura de antigeno), ou
um ensaio substancialmente semelhante.

[0124] A presente invencdo também inclui anticorpos e fragmentos
de ligacdo ao antigeno de anticorpos que ligam a proteina C5 de
macaco (por exemplo, a 25°C ou a 37°C) com uma Kp inferior a 120 nM
medida por ressonancia de plasmon de superficie, por exemplo, usando
o formato de ensaio como definido no Exemplo 3 aqui. Em certas
modalidades, os anticorpos ou seus fragmentos de ligacdo ao antigeno
ligam o C5 de macaco com uma Kp inferior a cerca de 120 nM, inferior
a cerca de 100 nM, inferior a cerca de 50 nM, inferior a cerca de 25 nM,
inferior a cerca de 10 nM, inferior a cerca de 5 nM de cerca de 1 nM,
inferior a cerca de 500 pM ou inferior a 250 pM, tal como medida pela
ressonancia de plasmon de superficie, por exemplo, utilizando o formato
de ensaio como aqui definido no Exemplo 3, ou um ensaio
substancialmente semelhante.

[0125] A presente invencao também inclui anticorpos e fragmentos
de ligacdo ao antigeno de anticorpos que ligam proteina C5 humana
modificada com alteracdo R885H (exemplificada por SEQ ID NO: 356)
com uma Kp inferior a 70 nM medida por ressonancia de plasmon de
superficie, por exemplo, usando o formato de ensaio como definido no
Exemplo 3 aqui. As variantes de C5 mostraram uma resposta fraca aos

anticorpos anti-C5 anteriormente descritos na técnica (por exemplo,
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Nishimura et al., 2014, New Engl. J. Med. 370: 632-639). Em certas
modalidades, os anticorpos ou o0s seus fragmentos de ligacdo ao
antigeno ligam o C5 humano modificado com uma Kp inferior a cerca de
65 nM, inferior a cerca de 50 nM, inferior a cerca de 20 nM, inferior a
cerca de 10 nM, inferior a cerca de 5 nM, inferior a cerca de 3nM ou
inferior a 2 nM, tal como medido por ressonancia de plasmon de
superficie, por exemplo, utilizando o formato de ensaio como aqui
definido no Exemplo 3, ou um ensaio substancialmente similar.

[0126] A presente invencdo também inclui anticorpos e fragmentos
de ligacdo ao antigeno de anticorpos que ligam proteina C5 humana
modificada com alteracdo R885C (exemplificada por SEQ ID NO: 357)
com uma Kp inferior a 160 nM medido por ressonancia de plasmon de
superficie, por exemplo, utilizando o formato de ensaio como definido
no Exemplo 3 aqui. As variantes de C5 mostraram uma resposta fraca
aos anticorpos anti-C5 anteriormente descritos na técnica (por exemplo,
Nishimura et al., 2014, New Engl. J. Med. 370: 632-639). Em certas
modalidades, os anticorpos ou seus fragmentos de ligacdo ao antigeno
ligam o C5 humano modificado com uma Kp inferior a cerca de 150 nM,
inferior a cerca de 100 nM, inferior a cerca de 50 nM, inferior a cerca de
20 nM, inferior a cerca de 10 nM, inferior a cerca de 5 nM ou inferior a 2
nM, tal como medido por ressonancia de plasmon de superficie, por
exemplo, utilizando o formato de ensaio como aqui definido no Exemplo
3, ou um ensaio substancialmente similar.

[0127] A presente invencao também inclui anticorpos e fragmentos
de ligagdo ao antigeno de anticorpos que inibem a citotoxicidade
dependente de complemento (CDC) com ICso menor que 10 nM
conforme medido por um ensaio de luminescéncia, por exemplo, usando
o formato de ensaio como definido no Exemplo 6. Em certas
modalidades, os anticorpos ou 0s seus fragmentos de ligacdo ao

antigeno inibem CDC com ICsp inferior a cerca de 5 nM, inferior a cerca
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de 3,5 nM ou inferior a cerca de 2 nM, conforme medido por um ensaio
de luminescéncia de células B, por exemplo, utilizando o formato de
ensaio aqui definido no Exemplo 6, ou um ensaio substancialmente
similar.

[0128] A presente invencao também inclui anticorpos e fragmentos
de ligacdo ao antigeno que blogueiam a hemdalise por via classica (CP)
mediada por C5 em mais de 94% e com uma ICso menor que 6nM,
conforme medido por um ensaio de hemolise por CP, por exemplo,
usando o formato de ensaio como definido no Exemplo 8 aqui. Em
certas modalidades, os anticorpos ou seus fragmentos de ligacao ao
antigeno blogueiam a hemélise por CP com ICsg inferior a cerca de 6nM,
inferior a cerca de 5 nM, inferior a cerca de 4nM, inferior a cerca de 3nM
ou inferior a cerca de 2nM, medida pelo ensaio de hemdlise por CP, por
exemplo, utilizando o formato de ensaio como definido no Exemplo 8,
ou um ensaio substancialmente similar.

[0129] A presente invencao também inclui anticorpos e fragmentos
de ligacdo ao antigeno que blogueiam hemdlise por via alternativa
mediada por C5 humana (AP) em mais de 70% e com uma ICso menor
gue 165 nM, conforme medido por um ensaio de hemdlise por AP, por
exemplo, usando o formato de ensaio como definido no Exemplo 8 aqui.
Em certas modalidades, os anticorpos ou 0s seus fragmentos de ligagéo
ao antigeno bloqueiam a hemdlise por AP com ICso inferior a cerca de
160 nM, inferior a cerca de 150 nM, inferior a cerca de 100 nM, inferior
a cerca de 50 nM ou inferior a cerca de 20 nM, medida pelo ensaio de
hemodlise por AP, por exemplo, utilizando o formato de ensaio como
definido no Exemplo 8, ou um ensaio substancialmente similar.

[0130] A presente invencao também inclui anticorpos e fragmentos
de ligacéo ao antigeno que bloqueiam a hemalise por via classica (CP)
mediada por C5 de macaco verde africano em mais de 40% e com uma

ICs0 menor que 185 nM, conforme medido por um ensaio de hemalise

Peticéo 870230017931, de 02/03/2023, pag. 58/168



53/152

por CP, por exemplo, usando o formato de ensaio como definido no
Exemplo 8 aqui. Em certas modalidades, 0os anticorpos ou 0s seus
fragmentos de ligacdo ao antigeno bloqueiam a hemoélise por CP com
ICs0 inferior a cerca de 180 nM, inferior a cerca de 150 nM, inferior a
cerca de 100 nM, inferior a cerca de 75 nM ou inferior a cerca de 50 nM,
medida pelo ensaio de hemolise por CP, por exemplo, utilizando o
formato de ensaio como definido no Exemplo 8, ou um ensaio
substancialmente similar.

[0131] A presente invencdo também inclui anticorpos e fragmentos
de ligacdo ao antigeno que blogueiam hemdlise por via alternativa
mediada por C5 de macaco verde africano com uma ICso menor que 235
nM, conforme medido por um ensaio de hemolise por AP, por exemplo,
usando o formato do ensaio como definido no Exemplo 8 aqui. Em
certas modalidades, os anticorpos ou fragmentos de liga¢do ao antigeno
bloqueiam a hemolise por AP com ICso inferior a cerca de 200 nM,
inferior a cerca de 150 nM, inferior a cerca de 100 nM, inferior a cerca
de 50 nM ou inferior a cerca de 20 nM, medida pelo ensaio de hemdlise
por AP, por exemplo, utilizando o formato de ensaio como definido no
Exemplo 8, ou um ensaio substancialmente similar.

[0132] A presente invencao também inclui anticorpos e fragmentos
de ligacdo ao antigeno que bloqueiam mais de 90% da hemolise por via
classica (CP) mediada por C5 de macaco cynomolgus com uma ICsp
menor que 145 nM, conforme medido por um ensaio de hemdlise por
CP, por exemplo, usando o formato de ensaio como definido no
Exemplo 8 aqui. Em certas modalidades, os anticorpos ou 0S Seus
fragmentos de ligacdo ao antigeno bloquear hemolise por CP com ICso
menor que cerca de 140 nM, menor que cerca de 120 nM, menor que
cerca de 100 nM, menor que cerca de 75 nM, ou menor que cerca de
50 nM, conforme medido pelo ensaio de hemdlise por CP, por exemplo,

usando o formato de ensaio como definido no Exemplo 8 aqui ou um
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ensaio substancialmente semelhante.

[0133] A presente invencdo também inclui anticorpos e fragmentos
de ligacdo ao antigeno que bloqueiam a hemolise por via alternativa
mediada por C5 de macaco cynomolgus (AP) com uma ICso menor que
30 nM, conforme medido por um ensaio de hemolise por AP, por
exemplo, usando o formato de ensaio conforme definido no Exemplo 8
aqui. Em certas modalidades, os anticorpos ou 0s seus fragmentos de
ligacdo ao antigeno bloqueiam a hemdlise por AP com ICso inferior a
cerca de 25 nM, inferior a cerca de 20 nM, inferior a cerca de 10 nM,
inferior a cerca de 5 nM ou inferior a cerca de 2 nM, medida pelo ensaio
de hemdlise por AP, por exemplo, utilizando o formato de ensaio como
definido no Exemplo 8, ou um ensaio substancialmente similar.

[0134] A presente invencao também inclui anticorpos e fragmentos
de ligacdo ao antigeno que apresentam propriedades farmacocinéticas
(PK) e farmacodinamicas (PD) melhoradas em comparacdo com
anticorpos anti-C5 na técnica. Os anticorpos anti-C5 da presente
invencdo apresentam menor susceptibilidade a depuracdo mediada
pelo alvo apds administragdo, como mostrado nos Exemplos 9 e 10 da
presente invencdo. Em certas modalidades, a presente invencéao inclui
anticorpos anti-C5 e seus fragmentos de ligacdo ao antigeno que
mostram concentracdes séricas por periodos prolongados, por
exemplo, mais de 20 dias, mais de 25 dias, mais de 30 dias, mais de 35
dias 40 dias, mais de 45 dias, mais de 50 dias, mais de 55 dias, ou mais
de 60 dias, como descrito nos Exemplos 9 e 10 da presente invencao.
Em certas modalidades, os anticorpos anti-C5 da presente invencéo
mostram uma meia-vida no soro prolongada de mais de 10 dias, em
comparacdo com anticorpos anti-C5 na técnica.

[0135] Em certas modalidades, a presente invencao fornece
anticorpos anti-C5 e seus fragmentos de ligacdo ao antigeno que tém

alta afinidade para C5 humano (por exemplo, Kp menor que 0,3nM) e
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uma depuracdo mais baixa (por exemplo, meia-vida sérica estendida,
atividade farmacodinamica melhorada ao longo de mais dias do que os
anticorpos anti-C5 previamente conhecidos). Tais anticorpos da
presente invengao podem ser vantajosamente utilizados com dosagem
menos frequente em um individuo com uma doenca ou distUrbio
associado a C5.

[0136] Em uma modalidade, a presente invengéo proporciona um
anticorpo recombinante isolado ou seu fragmento de ligacdo ao
antigeno que se liga especificamente a proteina C5, em que o anticorpo
ou seu fragmento exibe uma ou mais das seguintes caracteristicas: (a)
€ um anticorpo monoclonal totalmente humano; (b) liga-se ao C5
humano com uma constante de dissociacao (Kp) inferior a 0,9 nM a
25°C, conforme medido em um ensaio de ressonancia de plasmon de
superficie; (c) liga-se ao C5 humano com uma Kp inferior a 0,3 nM a
37°C, conforme medido em um ensaio de ressonancia de plasmon de
superficie; (d) tem concentracdo sérica de mais do que 10 pg/mL até ao
dia 70 ap6s administracdo ao macaco cynomolgus; (e) blogueia a
hemdlise por CP e AP ao dia 35 apdés administracdo ao macaco
cynomolgus, conforme medido em um ensaio de hemdlise ex vivo; (f)
tem uma meia-vida no soro de mais de 10 dias em macaco cynomolgus;
(g) tem concentracdo sérica de mais de 10 pg/mL até ao dia 40 ap0s
administracdo a camundongos humanizados C5; (h) bloqueia a
hemdlise por CP até ao dia 30 apds administracdo a camundongos
humanizados em C5, conforme medido em um ensaio de hemolise ex
vivo; e (i) tem uma meia-vida no soro de mais de 10 dias em
camundongos humanizados com C5.

[0137] Em uma modalidade, a presente invengao proporciona um
anticorpo recombinante isolado ou seu fragmento de ligacdo ao
antigeno que se liga especificamente a proteina C5, em que o anticorpo

ou seu fragmento apresenta uma ou mais das seguintes caracteristicas:
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(@) um anticorpo monoclonal totalmente humano; (b) liga-se ao C5
humano com uma constante de dissociacao (Kp) inferior a 0,9 nM a
25°C, conforme medido em um ensaio de ressonancia de plasmon de
superficie; (c) liga-se ao C5 humano com uma Kp inferior a 0,3 nM a
37°C, conforme medido em um ensaio de ressonancia de plasmon de
superficie; (d) liga-se ao C5 de macaco com uma Kp inferior a 65 nM,
conforme medido em um ensaio de ressonancia de plasmon de
superficie; (e) liga-se a variante C5 humana R885H (SEQ ID NO: 356)
com uma Kp inferior a 0,5 nM, conforme medido em um ensaio de
ressonancia de plasmon de superficie; (f) liga-se a variante C5 humana
R885C (SEQ ID NO: 357) com uma Kp inferior a 0,5 nM, conforme
medido em um ensaio de ressonancia de plasmon de superficie; (g)
bloqueia a hemdlise por via classica (PC) mediada por C5 humana em
mais de 95% e com ICso inferior a 6 nM, conforme medido em um ensaio
de hemdlise por CP; (h) bloqueia a hemolise por via alternativa mediada
por C5 humana (AP) em mais de 70% e com ICsg inferior a 165 nM,
conforme medido em um ensaio de hemdlise por AP; (i) inibe a hemdlise
de PC mediada por C5 de macaco verde africano com ICsg inferior a 185
nM, conforme medido em um ensaio de hemolise por CP; (j) inibe a
hemolise de AP mediada por C5 de macaco verde africano com ICsg
inferior a 235 nM, conforme medido em um ensaio de hemodlise de PA,;
(k) inibe a hemdlise por CP mediada por C5 de macaco cynomolgus
com ICso menor que 145 nM, conforme medido em um ensaio de
hemolise por CP; e (I) inibe a hemolise de PA mediada por C5 de
macaco cynomolgus com ICsp inferior a 30 nM, conforme medido em um
ensaio de hemalise por AP.

[0138] Os anticorpos da presente invencédo podem possuir uma ou
mais das caracteristicas bioldgicas acima mencionadas, ou quaisquer
combinacdes destas. Outras caracteristicas biolégicas dos anticorpos

da presente invencao serdo evidentes para uma pessoa de experiéncia
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ordinaria na técnica a partir de uma revisdo da presente descricao
incluindo os Exemplos de trabalho aqui apresentados.

Mapeamento de Epitopo e Tecnologias Relacionadas

[0139] A presente invencgéo inclui anticorpos anti-C5 que interagem
com um ou mais aminoacidos encontrados dentro de uma ou mais
regides da molécula de proteina C5 incluindo, o polipeptideo alfa e o
polipeptideo beta. O epitopo ao qual os anticorpos se ligam pode
consistir em uma unica sequéncia contigua de 3 ou mais (por exemplo,
3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 ou mais)
aminoacidos localizados em qualguer um dos dominios acima
mencionados da molécula da proteina C5 (por exemplo, um epitopo
linear em um dominio). Alternativamente, o epitopo pode consistir em
uma pluralidade de aminoacidos nédo contiguos (ou sequéncias de
aminoacidos) localizados dentro de qualquer um ou de ambos o0s
dominios acima mencionados da molécula de proteina (por exemplo,
um epitopo conformacional).

[0140] Vérias técnicas conhecidas pelas pessoas de experiéncia
ordinaria na técnica podem ser usadas para determinar se um anticorpo
“interage com um ou mais aminoacidos" dentro de um polipeptideo ou
proteina. Técnicas exemplares incluem, por exemplo, ensaios de
blogueio cruzado de rotina, tais como os descritos em Antibodies,
Harlow e Lane (Cold Spring Harbor Press, Cold Spring Harbor, NY).
Outros métodos incluem analise mutacional de varredura de alanina,
analise de transferéncia de peptideos (Reineke (2004) Methods Mol.
Biol. 248: 443-63), estudos de cristalografia de analise de clivagem de
peptideo e analise de NMR. Adicionalmente, podem ser empregues
métodos tais como excisdo de epitopos, extracdo de epitopos e
modificacdo quimica de antigenos (Tomer (2000) Prot. Sei. 9: 487-496).
Outro método que pode ser usado para identificar os aminoacidos

dentro de um polipeptideo com o qual um anticorpo interage é a permuta
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de hidrogénio/deutério detectada por espectrometria de massa. Em
termos gerais, o0 método de permuta de hidrogénio/deutério envolve a
marcacao da proteina de interesse pelo deutério, seguida da ligacéo do
anticorpo a proteina marcada com deutério. Em seguida, o complexo
proteina/anticorpo € transferido para a agua e os protons permutaveis
dentro dos aminoacidos que sdo protegidos pelo complexo de
anticorpos sofrem troca reversa de hidrogénio-para-hidrogénio a uma
taxa mais lenta que prétons permutaveis dentro de aminoacidos que néo
fazem parte da interface. Como resultado, os aminoacidos que fazem
parte da interface proteina/anticorpo podem reter deutério e, portanto,
exibir uma massa relativamente maior em comparagdo com 0S
aminoacidos ndo incluidos na interface. Apds a dissociacdo do
anticorpo, a proteina alvo é submetida a analise de clivagem de
protease e espectrometria de massa, revelando assim os residuos
marcados com deutério que correspondem aos aminoacidos
especificos com o0s quais o anticorpo interage. Veja, por exemplo,
Ehring (1999) Analytical Biochemistry 267: 252-259; Engen e Smith
(2001) Anal. Chem. 73: 256A-265A.

[0141] O termo "epitopo” refere-se a um sitio em um antigeno ao
qgual as células B e/ou T respondem. Os epitopos de células B podem
ser formados tanto a partir de aminodcidos contiguos como de
aminoacidos ndo contiguos, justapostos por dobramento terciario de
uma proteina. Os epitopos formados a partir de aminoacidos contiguos
sao tipicamente retidos por exposicdo a solventes desnaturantes,
enquanto os epitopos formados por dobramento terciario sao
tipicamente perdidos no tratamento com solventes desnaturantes. Um
epitopo inclui tipicamente pelo menos 3, e mais usualmente, pelo menos
5 ou 8-10 aminoacidos em uma conformacéo espacial unica.

[0142] Perfil Assistido por Modificacdo (MAP), também conhecido

como Perfil de Anticorpo com base em Estrutura de Antigeno (ASAP), é
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um método que categoriza um grande numero de anticorpos
monoclonais (mAbs) direcionados contra o mesmo antigeno de acordo
com as semelhancas do perfil de ligacdo de cada anticorpo a superficies
de antigeno quimicamente ou enzimaticamente modificadas (veja, US
2004/0101920, aqui incorporadas especificamente por referéncia na
sua totalidade). Cada categoria pode refletir um Unico epitopo
distintamente diferente ou parcialmente sobreposto ao epitopo
representado por outra categoria. Essa tecnologia permite a filtragem
rapida de anticorpos geneticamente idénticos, de modo que a
caracterizacao pode ser focada em anticorpos geneticamente distintos.
Quando aplicada a avaliacdo de hibridoma, o MAP pode facilitar a
identificac&o de raros clones de hibridoma que produzem mAbs com as
caracteristicas desejadas. MAP pode ser utilizado para classificar os
anticorpos da invencdo em grupos de anticorpos que se ligam a
diferentes epitopos.

[0143] Em certas modalidades, os anticorpos anti-C5 ou 0s seus
fragmentos de ligagcdo ao antigeno ligam-se a um epitopo dentro de
qualquer uma ou mais das regides exemplificadas na proteina C5, quer
na forma natural, como exemplificado na SEQ ID NO: 355, ou produzida
por via recombinante, ou a seu fragmento. Em algumas modalidades,
0s anticorpos da invencao ligam-se a uma regido compreendendo um
ou mais aminoacidos selecionados do grupo consistindo nos residuos
de aminoacidos 19 - 1676 da proteina C5 humana.

[0144] Em certas modalidades, os anticorpos da invencéo,
interagem com pelo menos uma sequéncia de aminoacidos
selecionados a partir do grupo que consiste em residuos de
aminoacidos variando de cerca de posicdo 19 a cerca de posicao 750;
ou residuos de aminoéacidos que variam desde cerca da posi¢cao 751 a
cerca da posicdo 1676 da SEQ ID NO: 355.

[0145] Em certas modalidades, a presente invencédo inclui
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anticorpos anti-C5 e seus fragmentos de ligacdo ao antigeno que
interagem com um ou mais epitopos encontrados dentro de a cadeia
alfa e/ou beta de C5 (SEQ ID NO: 359). O (s) epitopo (s) pode (m)
consistir em uma ou mais sequéncias contiguas de 3 ou mais (por
exemplo, 3, 4,5, 6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 ou
mais) aminoacidos localizados na cadeia alfa e/ou beta de Cb5.
Alternativamente, o epitopo pode consistir em uma pluralidade de
aminoacidos ndo contiguos (ou sequéncias de aminoacidos) localizados
dentro de C5. Como mostrado no Exemplo 11, o epitopo de C5 com o
qgual o anticorpo exemplar da invencdo H4H12166P interage € definido
por: (i) a sequéncia de aminoacidos NMATGMDSW (SEQ ID NO: 360)
gue corresponde aos aminoacidos 591 a 599 compreendidos em a
cadeia beta da SEQ ID NO: 359; e (i) a sequéncia de aminoacidos
WEVHLVPRRKQLQFALPDSL (SEQ ID NO: 361), que corresponde aos
aminoacidos 775 a 794 compreendidos na cadeia alfa da SEQ ID NO:
359. Consequentemente, a presente invencéao inclui anticorpos anti-C5
gue interagem com um ou mais aminoacidos contidos na regido
consistindo em (i) a sequéncia de aminoacidos NMATGMDSW (SEQ ID
NO: 360), que corresponde aos aminoacidos 591 a 599 da SEQ ID NO:
359; e (ii) a sequéncia de aminoacidos WEVHLVPRRKQLQFALPDSL
(SEQ ID NO: 361), que corresponde aos aminoacidos 775 a 794 da SEQ
ID NO: 359.

[0146] A presente invencéo inclui anticorpos anti-C5 que se ligam
ao mesmo epitopo, ou uma porcdo do epitopo, como qualquer um dos
anticorpos exemplares especificos listados na Tabela 1. Do mesmo
modo, a presente invencdo também inclui anticorpos anti-C5 que
competem pela ligacéo proteina C5 ou seu fragmento com qualquer um
dos anticorpos exemplares especificos listados na Tabela 1. Por
exemplo, a presente invencao inclui anticorpos anti-C5 que competem

de forma cruzada pela ligacdo proteina C5 com um ou mais anticorpos
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listados na Tabela 1.

[0147] Pode-se facilmente determinar se um anticorpo se liga ao
mesmo epitopo como, ou compete por ligacdo com um anticorpo anti-
C5 de referéncia utilizando métodos de rotina conhecidos na técnica.
Por exemplo, para determinar se um anticorpo de teste se liga ao
mesmo epitopo que um anticorpo anti-C5 de referéncia da invencéo,
deixa-se que o anticorpo de referéncia se ligue a uma proteina C5 ou a
um peptideo sob condicbes de saturacdo. Em seguida, avalia-se a
capacidade de um anticorpo de teste se ligar a molécula da proteina C5.
Se 0 anticorpo de teste for capaz de se ligar a C5 ap0s ligacdo de
saturagcdo com o anticorpo anti-C5 de referéncia, pode concluir-se que
o anticorpo de teste se liga a um epitopo diferente do anticorpo anti-C5
de referéncia. Por outro lado, se o anticorpo de teste ndo for capaz de
se ligar a proteina C5 apds a ligacdo a saturacdo com o anticorpo anti-
C5 de referéncia, entdo o anticorpo de teste pode ligar-se ao mesmo
epitopo que o epitopo ligado pelo anticorpo anti-C5 de referéncia da
invencao.

[0148] Para determinar se um anticorpo compete pela ligacdo com
um anticorpo anti-C5 de referéncia, a metodologia de ligacdo acima
descrita é realizada em duas orientacdes: em uma primeira orientagao,
o anticorpo de referéncia é permitido ligar-se a uma proteina C5 sob
condicdes de saturacao, seguida pela avaliacdo da ligacédo do anticorpo
teste a molécula C5. Em uma segunda orientacdo, o anticorpo de teste
€ permitido ligar-se a uma molécula C5 sob condi¢cdes de saturacao,
seguido de avaliacdo da ligacdo do anticorpo de referéncia a molécula
C5. Se, em ambas as orientagcdes, apenas 0 primeiro anticorpo
(saturante) for capaz de se ligar a molécula C5, entdo conclui-se que o
anticorpo de teste e o anticorpo de referéncia competem pela ligacéo a
C5. Tal como sera apreciado por uma pessoa de experiéncia ordinaria

na técnica, um anticorpo que concorra a ligacdo a um anticorpo de
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referéncia pode néo se ligar necessariamente ao epitopo idéntico ao
anticorpo de referéncia, mas pode bloquear estericamente a ligacéo do
anticorpo de referéncia ligando uma sobreposi¢ao ou epitopo adjacente.
[0149] Dois anticorpos ligam-se ao mesmo epitopo ou sobrepondo-
se se cada um deles inibir competitivamente (bloquear) a ligacdo do
outro ao antigeno. Ou seja, um excesso de um, 1, 5, 10, 20 ou 100 vezes
inibe a ligacéo do outro em pelo menos 50%, mas preferivelmente 75%,
90% ou mesmo 99%, conforme medido em um ensaio de ligacéo
competitivo (veja, por exemplo, Junghans et al., Cancer Res. 1990 50:
1495-1502). Alternativamente, dois anticorpos tém o mesmo epitopo se
essencialmente todas as mutacfes de aminodcidos no antigeno que
reduzem ou eliminam a ligacdo de um anticorpo reduzem ou eliminam
a ligacdo do outro. Dois anticorpos tém epitopos sobrepostos se
algumas mutacdes de aminoacidos que reduzem ou eliminam a ligacéo
de um anticorpo reduzem ou eliminam a ligacdo do outro.

[0150] A experimentacao de rotina adicional (por exemplo, mutagéo
de peptideo e analises de ligacdo) pode ser realizada para confirmar se
a auséncia observada de ligacdo do anticorpo de teste € de fato devida
a ligacdo ao mesmo epitopo do anticorpo de referéncia ou se blogueio
estérico (ou outro fendbmeno) é responsavel pela falta de vinculagcéo
observada. Experiéncias deste tipo podem ser realizadas utilizando
ELISA, RIA, ressonancia de plasmon de superficie, citometria de fluxo
ou qualquer outro ensaio quantitativo ou qualitativo de ligacdo de
anticorpo disponivel na técnica.

Imunoconjugados

[0151] A invencdo engloba um anticorpo monoclonal anti-C5
humano conjugado com uma porgao terapéutica ("imunoconjugado"),
para tratar uma doenca ou distarbio associado ao C5 (por exemplo,
sindrome urémica hemolitica atipica). Quando aqui utilizado, o termo

“imunoconjugado” refere-se a um anticorpo que esta quimicamente ou
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biologicamente ligado a um agente radioativo, uma citocina, um
interferon, um alvo ou porcao reporter, uma enzima, um peptideo ou
proteina ou um agente terapéutico. O anticorpo pode estar ligado ao
agente radioativo, citocina, interferon, alvo ou por¢éo reporter, enzima,
peptideo ou agente terapéutico em qualquer localizagcdo ao longo da
molécula, desde que seja capaz de se ligar ao seu alvo. Exemplos de
imunoconjugados incluem conjugados de anticorpo e anticorpo e
proteinas de fusdo anticorpo-toxina. Em uma modalidade, o agente
pode ser um segundo anticorpo diferente para a proteina C5. O tipo de
porcao terapéutica que pode ser conjugado com o anticorpo anti-C5 e
terd em conta a condicao a ser tratada e o efeito terapéutico desejado a
ser alcancado. Exemplos de agentes adequados para formar
imunoconjugados sédo conhecidos na técnica; veja, por exemplo, 0
documento WO 05/103081.

Anticorpos Multiespecificos

[0152] Os anticorpos da presente invencdo podem ser
monoespecificos, biespecificos ou multiespecificos. Anticorpos
multiespecificos podem ser especificos para diferentes epitopos de um
polipeptideo alvo ou podem conter dominios de ligacdo ao antigeno
especificos para mais do que um polipeptideo alvo. Veja, por exemplo,
Tutt et al., 1991, J. Immunol. 147: 60-69; Kufer et al., 2004, Trends
Biotechnol. 22: 238-244.

[0153] Qualquer uma das moléculas de ligacdo ao antigeno
multiespecificas da invencado, ou suas variantes, pode ser construida
utilizando técnicas de biologia molecular padrdao (por exemplo, DNA
recombinante e tecnologia de expressdo proteica), como serd do
conhecimento de uma pessoa de experiéncia ordinaria na técnica.
[0154] Em algumas modalidades, os anticorpos especificos de C5
sao gerados em um formato biespecifico (um "biespecifico”) em que as

regides variaveis que se ligam a dominios distintos da proteina C5 séo
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ligadas para conferir especificidade de dominio duplo dentro de uma
Gnica molécula de ligagcdo. Biespecificos apropriadamente desenhados
podem aumentar a eficacia inibidora da proteina C5 em geral,
aumentando a especificidade e a avidez de ligacéo. As regides variaveis
com especificidade para dominios individuais (por exemplo, segmentos
do dominio N-terminal) ou que se podem ligar a diferentes regides em
um dominio sdo emparelhadas em uma estrutura estrutural que permite
gue cada regido se ligue simultaneamente aos epitopos separados ou
para diferentes regiées dentro de um dominio. Em um exemplo para um
biespecifico, regides variaveis de cadeia pesada (VH) de um ligante com
especificidade para um dominio sdo recombinadas com regides
varidveis de cadeia leve (VL) de uma série de ligantes com
especificidade para um segundo dominio para identificar Parceiros V.
nao cognatos que podem ser emparelhados com um Vy original sem
interromper a especificidade original para esse Vu. Desta forma, um
Unico segmento V. (por exemplo, Vi1) pode ser combinado com dois
dominios Vu diferentes (por exemplo, Vil e Vu2) para gerar um
biespecifico composto de duas "subdivisbes" de ligacdo (Vu1l-VL1 e Vu2-
V1). O uso de um anico segmento V. reduz a complexidade do sistema
e, portanto, simplifica e aumenta a eficiéncia nos processos de
clonagem, expressdo e purificacdo usados para gerar o biespecifico
(veja, por exemplo, USSN13/022759 e US2010/0331527).

[0155] Alternativamente, os anticorpos que se ligam a mais do que
um dominio e um segundo alvo, tais como, mas nao limitados a, por
exemplo, um segundo anticorpo anti-C5 diferente, podem ser
preparados em um formato biespecifico utilizando técnicas aqui
descritas, ou outras técnicas conhecidas por aqueles versados na
técnica. As regifes variaveis de anticorpo que se ligam a regides
distintas podem ser ligadas em conjunto com regides variaveis que se

ligam a sitios relevantes, por exemplo, no dominio extracelular de C5,
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para conferir especificidade de antigeno duplo dentro de uma Unica
molécula de ligacdo. Biespecificos apropriadamente projetados desta
natureza servem uma funcdo dupla. As regides variaveis com
especificidade para o dominio extracelular sdo combinadas com uma
regido variavel com especificidade para fora do dominio extracelular e
sao pareadas em uma estrutura estrutural que permite que cada regiao
variavel se ligue aos antigenos separados.

[0156] Um formato de anticorpo biespecifico exemplar que pode ser
usado no contexto da presente invengao envolve o uso de um primeiro
dominio de imunoglobulina (Ig) Ch3 e um segundo dominio 1g3 de CH3,
em que o primeiro e segundo dominios 1g3 de Cnx3 diferem uns dos
outros por pelo menos um aminoacido, e em que pelo menos uma
diferenca de aminoacido reduz a ligacdo do anticorpo biespecifico a
Proteina A em comparagcdo com um anticorpo biespecifico sem a
diferenca de aminoacido. Em uma modalidade, o primeiro dominio Cn3
lg liga-se & Proteina A e o segundo dominio Cx3 Ig contém uma
mutacdo que reduz ou elimina a ligacdo da Proteina A tal como uma
modificacdo de H95R (pela numeracdo de éxons IMGT; H435R por
numeragdo EU). O segundo Cnh3 pode ainda compreender uma
modificacdo Y96F (por IMGT; Y436F por EU). ModificacGes adicionais
que podem ser encontradas no segundo Cx3 incluem: D16E, L18M,
N44S, K52N, V57M e V82l (por IMGT; D356E, L358M, N384S, K392N,
V397M e V422l por EU) no caso de anticorpos IgG1; N44S, K52N e V82|
(IMGT; N384S, K392N e V422l por EU) no caso de anticorpos 1gG2; e
Q15R, N44S, K52N, V57M, R69K, E79Q e V82l (por IMGT; Q355R,
N384S, K392N, V397M, R409K, E419Q e V422| por EU) no caso de
anticorpos 1gG4. Variagcdes no formato de anticorpo biespecifico
descrito acima sdo contempladas dentro do escopo da presente
invencao.

[0157] Outros formatos biespecificos exemplares que podem ser
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utilizados no contexto da presente invencéao incluem, sem limitacao, por
exemplo, formatos biespecificos ou baseados em scFv, fusdes de IgG-
scFv, dominios de variavel dupla (DVD) -lg, Quadroma, knobs-into-
holes, cadeia leve comum (por exemplo, cadeia leve comum com knobs-
into-holes, etc.), CrossMab, CrossFab, (SEED) corpo, ziper de leucina,
Duobody, IgG1/IgG2, Fab de acao dupla (DAF) - formatos biespecificos
de IgG e Mab? (veja, por exemplo, Klein et al. 2012, mAbs 4: 6, 1-11 e
as referéncias aqui citadas, para uma revisdo dos formatos anteriores).
Anticorpos biespecificos podem também ser construidos utilizando
conjugacdo de peptideo/acido nucleico, por exemplo, em que
aminoacidos ndo naturais com reatividade quimica ortogonal séo
utilizados para gerar conjugados anticorpo-oligonucleotideo especifico
do sitio que depois se automontam em complexos multiméricos com
composicado, valéncia e geometria definidas. (Veja, por exemplo,
Kazane et al., J. Am. Chem. Soc. [Epub: 4 de Dezembro de 2012]).
Administracdo Terapéutica e Formulagdes

[0158] A invencdo proporciona composicOes terapéuticas
compreendendo os anticorpos anti-C5 ou seus fragmentos de ligacao
ao antigeno da presente invencdo. As composicfes terapéuticas de
acordo com a invencao serdo administradas com veiculos, excipientes
e outros agentes adequados que sao incorporados em formulacdes para
proporcionar transferéncia, distribuicdo, tolerancia e afins melhorados.
Uma multiplicidade de formulagbes apropriadas pode ser encontrada no
formulario conhecido por todos os quimicos farmacéuticos: Remington's
Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Company, Easton, PA.
Estas formulacdes incluem, por exemplo, pds, pastas, unguentos,
geleias, ceras, Oleos, lipidos, vesiculas contendo lipideos (catibnicos ou
anidnicos) (tais como LIPOFECTIN ™), conjugados de DNA, pastas de
absorcao anidrosas, emulsdes 6leo em agua e agua em 0Oleo, emulsdes

de carbocera (polietilenoglicois de varios pesos moleculares), géis
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semissolidos e misturas semissoélidas contendo carbocera. Veja
também Powell et al. "Compendium of excipients for parenteral
formulations" PDA (1998) J Pharm Sci Technol 52: 238-311.

[0159] A dose de anticorpo pode variar dependendo da idade e do
tamanho de um individuo a ser administrado, doenca alvo, condicdes,
via de administracdo e semelhantes. Quando um anticorpo da presente
invencéo é utilizado para o tratamento de uma doencga ou disturbio em
um paciente adulto, ou para prevenir uma tal doenca, € vantajoso
administrar o anticorpo da presente invencao normalmente a uma dose
Unica de cerca de 0,1 a cerca de 100 mg/kg de peso corporal, mais
preferivelmente cerca de 5 a cerca de 80, cerca de 10 a cerca de 70, ou
cerca de 20 a cerca de 50 mg/kg de peso corporal. Dependendo da
gravidade da condicéo, a frequéncia e a duracéo do tratamento podem
ser ajustadas. Em certas modalidades, o anticorpo ou seu fragmento de
ligacdo ao antigeno da invencéo pode ser administrado como uma dose
inicial de pelo menos cerca de 0,1 mg a cerca de 800 mg, cercade 1 a
cerca de 600 mg, cerca de 5 a cerca de 500 mg para cerca de 400 mg.
Em certas modalidades, a dose inicial pode ser seguida por
administracdo de uma segunda ou uma pluralidade de doses
subsequentes do anticorpo ou seu fragmento de ligacéo ao antigeno em
uma quantidade que pode ser aproximadamente a mesma ou menor
gue a dose inicial, em que as doses subsequentes séo separadas por
pelo menos 1 dia a 3 dias; pelo menos uma semana, pelo menos 2
semanas; pelo menos 3 semanas; pelo menos 4 semanas; pelo menos
5 semanas; pelo menos 6 semanas; pelo menos 7 semanas; pelo
menos 8 semanas; pelo menos 9 semanas; pelo menos 10 semanas;
pelo menos 12 semanas; ou pelo menos 14 semanas.

[0160] S&o conhecidos varios sistemas de administragao e podem
ser utilizados para administrar a composicao farmacéutica da invencao,

por exemplo, encapsulacdo em lipossomas, microparticulas,

Peticao 870230017931, de 02/03/2023, pag. 73/168



68/152

microcapsulas, células recombinantes capazes de expressar 0s virus
mutantes, endocitose mediada por receptores (veja, por exemplo, Wu et
al. 1987) J. Biol, Chem 262: 4429-4432). Os métodos de introducao
incluem, mas ndo se limitam as vias intradérmica, transdérmica,
intramuscular, intraperitoneal, intravenosa, subcutanea, intranasal,
epidural e oral. A composicédo pode ser administrada por qualquer via
conveniente, por exemplo por infusdo ou injecéo de bolo, por absorcao
através de revestimentos epiteliais ou mucocutaneos (por exemplo,
mucosa oral, mucosa retal e intestinal, etc.) e pode ser administrada em
conjunto com outros agentes biologicamente ativos. A administracéo
pode ser sistémica ou local. A composicao farmacéutica pode também
ser administrada em uma vesicula, em particular em um lipossoma
(veja, por exemplo, Langer (1990) Science 249: 1527-1533).

[0161] A utilizacdo de nanoparticulas para distribuir os anticorpos
da presente invencédo é também aqui contemplada. As nanoparticulas
conjugadas com anticorpos podem ser usadas para aplicagdes
terapéuticas e de diagnéstico. As nanoparticulas conjugadas com o
anticorpo e os métodos de preparacdo e utilizacdo sdo descritos em
detalhe por Arruebo, M., et al. 2009 ("Antibody-conjugated nanoparticles
for biomedical applications " em J. Nanomat. Volume 2009, Artigo ID
439389, 24 paginas, doi: 10.1155/2009/439389), aqui incorporado por
referéncia. As nanoparticulas podem ser desenvolvidas e conjugadas
com anticorpos contidos em composi¢des farmacéuticas para atingir as
células. As nanoparticulas para administracdo de farmacos também
foram descritas em, por exemplo, US 8257740, ou US 8246995, cada
uma incorporada aqui na sua totalidade.

[0162] Em certas situagdes, a composicdo farmacéutica pode ser
liberada em um sistema de liberac&o controlada. Em uma modalidade,
uma bomba pode ser usada. Em outra modalidade, materiais

poliméricos podem ser usados. Ainda em outra modalidade, um sistema
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de libertacdo controlada pode ser colocado na proximidade do alvo da
composicdo, requerendo assim apenas uma fracdo da dose sistémica.
[0163] As preparac0Oes injetaveis podem incluir formas de dosagem
para injecdes intravenosas, subcutaneas, intracutaneas, intracranianas,
intraperitoneais e intramusculares, infusdes por gotejamento, etc. Estas
preparacdes injetaveis podem ser preparadas por métodos conhecidos
publicamente. Por exemplo, as preparacdes injetdveis podem ser
preparadas, por exemplo, dissolvendo, suspendendo ou emulsionando
0 anticorpo ou o seu sal descrito acima em um meio aquoso esterilizado
ou em um meio oleoso convencionalmente utilizado para injecoes.
Como o meio aquoso para injecOes, existem, por exemplo, soro
fisiol6égico, uma solucéo isotbnica contendo glicose e outros agentes
auxiliares, etc., que podem ser utilizados em combinagcdo com um
agente de solubilizacdo apropriado tal como um alcool (por exemplo,
etanol), um polialcool (por exemplo, propilenoglicol, polietileno glicol),
um tensoativo n&do ibnico [por exemplo, polissorbato 80, HCO-50
(polioxietileno (50 mol) aduzido de 6leo de ricino hidrogenado)], etc.
Como meio oleoso, sdo empregados, por exemplo, 6leo de sésamo,
Oleo de soja, etc., que podem ser utilizados em combinacdo com um
agente solubilizante tal como benzoato de benzila, alcool benzilico, etc.
A injecdo assim preparada € preferivelmente preenchida em uma
ampola apropriada.

[0164] Uma composicédo farmacéutica da presente invencdo pode
ser administrada subcutaneamente ou intravenosamente com uma
agulha e seringa convencionais. Além disso, no que diz respeito €
liberagcdo subcutanea, um dispositivo de liberacdo de caneta tem
facilmente aplicacdes na liberacdo de uma composicao farmacéutica da
presente invencdo. Tal dispositivo de liberacdo de caneta pode ser
reutilizavel ou descartavel. Um dispositivo de liberacdo de caneta

reutilizavel geralmente utiliza um cartucho substituivel que contém uma

Peticao 870230017931, de 02/03/2023, pag. 75/168



70/152

composicdo farmacéutica. Uma vez que toda a composicao
farmacéutica dentro do cartucho tenha sido administrada e o cartucho
esteja vazio, o cartucho vazio pode ser facilmente descartado e
substituido por um novo cartucho que contém a composicdo
farmacéutica. O dispositivo de liberacdo de caneta pode entdo ser
reutilizado. Em um dispositivo de liberacdo de caneta descartavel, ndo
h& cartucho substituivel. Pelo contrario, o dispositivo de liberacdo de
caneta descartavel vem pré-preenchido com a composi¢ao
farmacéutica mantida em um reservatério dentro do dispositivo. Uma
vez que O reservatorio seja esvaziado da composicao farmacéutica,
todo o dispositivo é descartado.

[0165] Numerosos dispositivos de fornecimento de caneta e
autoinjector reutilizaveis tém aplicacdes na liberacdo subcutanea de
uma composicao farmacéutica da presente invencdo. Exemplos
incluem, mas certamente néo estéo limitados a AUTOPEN ™ (Owen
Mumford, Inc., Woodstock, UK), caneta DISETRONIC™ (Disetronic
Medical Systems, Burghdorf, Switzerland), caneta HUMALOG MIX
75/25™  caneta HUMALOG™, HUMALIN 70/30™ (Eli Lilly e Co.,
Indianapolis, IN), NOVOPEN™ |, Il e Ill (Novo Nordisk, Copenhague,
Denmark), NOVOPEN JUNIOR™ (Novo Nordisk, Copenhague,
Denmark), caneta BD™ (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ),
OPTIPEN™ PTIPEN PRO™ OPTIPEN STARLET™ e OPTICLIK™
(Sanofi-Aventis, Frankfurt, Germany), para citar apenas alguns.
Exemplos de dispositivos de liberacdo de caneta descartaveis que tém
aplicacdes na liberacédo subcutanea de uma composicao farmacéutica
da presente invencado incluem, mas certamente ndo estdo limitados a
caneta SOLOSTAR ™ (Sanofi-Aventis), a FLEXPEN™ (Novo Nordisk)
e a KWIKPEN™ (Eli Lilly), o autoinjetor SURECLICK™ (Amgen,
Thousand Oaks, CA), o PENLET™ (Haselmeier, Stuttgart, Germany), o
EPIPEN (Dey, LP) e a Caneta HUMIRA™ (Abbott Labs, Abbott Park,
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IL), para citar apenas alguns.

[0166] Vantajosamente, as composi¢bes farmacéuticas para
utilizacdo oral ou parentérica descritas acima sao preparadas em formas
de dosagem em uma dose unitaria adequada para se ajustar a uma
dose dos ingredientes ativos. Tais formas de dosagem em uma dose
unitaria incluem, por exemplo, comprimidos, pilulas, capsulas, injecoes
(ampolas), supositorios, etc. A quantidade do anticorpo contido é
geralmente de cerca de 5 a cerca de 500 mg por forma de dosagem em
uma dose unitaria; especialmente na forma de injecao, é preferido que
0 anticorpo esteja contido em cerca de 5 a cerca de 300 mg e em cerca
de 10 a cerca de 300 mg para as outras formas de dosagem.
Utilizacdes Terapéuticas dos Anticorpos

[0167] Os anticorpos da presente invencdo sao Uteis para o
tratamento e/ou prevencdo de uma doenca ou distarbio ou condicéo
associada a C5 e/ou para melhorar pelo menos um sintoma associado
a essa doenca, disturbio ou condicdo. Em certas modalidades, um
anticorpo ou seu fragmento de ligacdo ao antigeno da invencdo pode
ser administrado a uma dose terapéutica a um paciente com uma
doenca ou disturbio ou condicdo associada a C5.

[0168] Em certas modalidades, os anticorpos da presente invencao
sdo Uteis no tratamento ou prevencdo de um sintoma ou indicacdo de
sindrome urémica hemolitica atipica (aHUS). Os sintomas e as
indicagbes de aHUS incluem, mas ndo estdo limitados a, ativacao
plaquetéaria, hemdlise, microangiopatia trombdética sistémica (formacgéo
de coagulos sanguineos em pequenos vasos sanguineos em todo o
corpo) levando a acidente vascular cerebral, ataque cardiaco, faléncia
renal e/ou morte, doenca renal em estagio terminal, dano renal
permanente, dor abdominal, confusdo, edema, fadiga, nausea/vomito,
diarréia e anemia microangiopatica.

[0169] Em certas modalidades, os anticorpos da presente invencao
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sao Uteis no tratamento ou prevencdo de um sintoma ou indicacéo de
hemoglobinuria paroxistica noturna (PNH). Os sintomas e indicacdes de
HPN incluem, mas ndo estdo limitados a destruicdo de eritrocitos,
trombose (incluindo trombose venosa profunda, embolia pulmonar),
anemia hemolitica intravascular, descoloracdo vermelha da urina,
sintomas de anemia como cansaco, falta de ar, e palpitacGes, dor
abdominal e dificuldade para engolir.

[0170] Em certas modalidades, os anticorpos da presente invencéo
sdo Uteis para tratar ou prevenir pelo menos um sintoma ou indicacéo
de uma doenca ou disturbio associado ao C5 selecionado a partir do
grupo que consiste em distarbios neuroldgicos, disturbios renais,
esclerose multipla, acidente vascular cerebral, Sindrome de Guillain
Barre, traumatismo cranioencefalico, doenca de Parkinson, disturbios
da ativacdo inadequada ou indesejavel do complemento, complicacdes
da hemodialise, rejeicdo ao aloenxerto hiperagudo, rejeicdo ao
xenoenxerto, toxicidade induzida por interleucina-2 durante terapia com
IL-2, disturbios inflamatérios, inflamacdo de doencas autoimunes,
doenca de Crohn, sindrome da angustia respiratéria do adulto, lesao
térmica incluindo queimaduras ou congelamento, condi¢cdes de
reperfusdo apoOs isquémica, infarto do miocardio, sindrome de
vazamento capilar, obesidade, diabetes, doenca de Alzheimer,
esquizofrenia, acidente vascular cerebral, epilepsia, aterosclerose,
vasculite, penfigoide bolhoso, glomerulopatia C3, glomerulonefrite
membranoproliferativa, angioplastia de baldo, sindrome apés bomba
em circulacdo extracorpérea ou bypass renal, hemodialise, isquemia
renal, reperfusdo de artéria mesentérica apds reconstrucdo aortica,
doenca infecciosa ou sepse, distirbios do complexo imune e doencas
autoimunes, nefropatia diabética, sindrome de Alport, insuficiéncia renal
progressiva, doencas renais proteinuricas, lesdo de isquemia-

reperfusao renal, nefrite lUpica, glomerulopatia, artrite reumatoide, lUpus
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eritematoso sistémico (SLE), nefrite do LES, nefrite membrano-
proliferativa, anemia hemolitica, neuromielite Optica, transplante renal,
deficiéncia de CD59 hereditaria, psoriase e miastenia grave. Em certas
outras modalidades, os anticorpos da presente invencao séo Uteis para
tratar ou prevenir pelo menos um sintoma ou indicacdo de uma doenca
ou disturbio associado a C5 selecionado a partir do grupo consistindo
em doenca pulmonar e disturbios tais como dispneia, hemoptise, ARDS,
asma, doenca pulmonar obstrutiva crénica (DPOC), enfisema, embolias
e enfartes pulmonares, pneumonia, doencas de poeira fibrogénicas,
lesdes devidas a poeiras e minerais inertes (por exemplo, silicio, p6é de
carvao, berilio e asbesto), fiborose pulmonar, doencas organicas da
poeira, lesdo quimica (devido a gases irritantese produtos quimicos, por
exemplo, cloro, fosgénio, dioxido de enxofre, sulfeto de hidrogénio,
diéxido de nitrogénio, aménia e &cido cloridrico), lesdo por fumaca,
lesdo térmica (por exemplo, queimadura, congelamento), asma, alergia,
broncoconstricdo, pneumonite de hipersensibilidade, parasitas,
Sindrome de Goodpasture, vasculite pulmonar, angioedema hereditario
e inflamacédo associada ao complexo imune.

[0171] Em certas modalidades, os anticorpos da invencgéo séo uteis
para tratar individuos que sofrem de uma doenca ocular tal como
degeneracdo macular relacionada com a idade (AMD), edema macular
diabético (DME), retinopatia diabética, angiogénese ocular
(neovascularizacdo ocular que afeta a coroideia, a cérnea ou tecido
retiniano), atrofia geogréafica (GA), uveite e neuromielite 6ptica. Os
anticorpos da presente invencao podem ser utilizados para tratar ou
melhorar pelo menos um sintoma ou indicagdao de AMD seca ou AMD
umida. Em algumas modalidades, os anticorpos da invencéo sao uteis
na prevencdo ou reducdo da taxa de perda de visdo. Em uma
modalidade, os anticorpos da presente invenc¢éo sdo uteis na reducao

de drusas no olho de um individuo com AMD seca. Em uma modalidade,
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0s anticorpos da presente invencdo sao Uteis na prevencdo ou
reducdo/reducao da perda de visdo em um individuo com AMD.

[0172] Um ou mais anticorpos da presente invencdo podem ser
administrados para aliviar ou prevenir ou diminuir a gravidade de um ou
mais dos sintomas ou condi¢des/indicacdes da doenca ou disturbio
ocular. Os anticorpos podem ser usados para melhorar ou reduzir a
gravidade de pelo menos um sintoma incluindo, mas nao limitado a
perda de visdo, distorcao visual, dificuldade de adaptacdao a baixos
niveis de luz, visdo central torta, aumento de nebulosidade da visédo
central/global, presenca de drusas (mindsculas acumulacdes de
material extracelular que se acumulam na retina), alteracoes
pigmentares, visdo distorcida na forma de metamorfopsia, na qual uma
grade de linhas retas parece ondulada e partes da grade podem
aparecer em branco, mudancas exsudativas (hemorragias em olho,
exsudado duros, subretiniano/sub-RPE/intrarretiniano), recuperagcao
lenta da funcao visual apos exposicao a luz forte (teste de fotossintese),
atrofia incipiente e geogréfica, acuidade visual drasticamente
decrescente (dois niveis ou mais), por exemplo, 20/20 a 20/80,
alteracbes da perimetria da hiperacuidade preferencial (para DMRI
aumida), visao turva, perda gradual da visdo central (para aqueles com
degeneracdo macular ndo exsudativa, inicio rapido da perda da visao
dez causadas por vazamento e sangramento de vasos sanguineos
anormais em individuos com degeneracdo macular exsudativa,
escotomas centrais (sombras ou areas de visdo ausentes), dificuldade
em discernir as cores, especificamente as escuras das escuras e claras
das escuras, perda da sensibilidade ao contraste, linhas retas aparecem
curvadas em uma grade de Amsler.

[0173] Esta também aqui contemplado o uso profilatico de um ou
mais anticorpos da presente invencdo a individuos com risco de

desenvolver degeneracdo macular, tais como individuos com idade

Peticéo 870230017931, de 02/03/2023, pag. 80/168



75/152

superior a 50 anos, individuos com historia familiar de degeneracéao
macular, fumadores e individuos com obesidade, colesterol alto, doenca
cardiovascular ou dieta pouco saudavel.

[0174] Em outra modalidade da invenc¢ao, os presentes anticorpos
sao utilizados para a preparacao de uma composicéo farmacéutica ou
medicamento para o tratamento de pacientes que sofrem de uma
doenca ou distarbio associado a C5. Em outra modalidade da invencéo,
0S presentes anticorpos sao utilizados como terapia adjunta com
gualguer outro agente ou qualquer outra terapia conhecida pelas
pessoas de experiéncia ordinaria na técnica, util para tratar ou melhorar
uma doenca ou distlrbio associado a C5.

Terapias de Combinagéao

[0175] As terapias de combinacédo podem incluir um anticorpo anti-
C5 da invencgao e qualquer agente terapéutico adicional que possa ser
combinado, de um modo vantajoso, com um anticorpo da invencéo ou
com um fragmento biologicamente ativo de um anticorpo da invencao.
Os anticorpos da presente invencdo podem ser combinados
sinergicamente com um ou mais farmacos ou terapia utilizada para
tratar uma doenca ou disturbio associado a C5. Em algumas
modalidades, os anticorpos da invencdo podem ser combinados com
um segundo agente terapéutico para melhorar um ou mais sintomas da
referida doenca.

[0176] Dependendo da doenca ou disturbio associado ao C5, os
anticorpos da presente invencao podem ser utilizados em combinacéo
com um ou mais agentes terapéuticos adicionais incluindo, mas nao
limitados a, um anticoagulante (por exemplo, varfarina, aspirina,
heparina), fenindiona, fondaparinux, idraparinux e inibidores da
trombina, como argatrobana, lepirudina, bivalirudina ou dabigatrana) um
farmaco anti-inflamatério (por exemplo, corticosteroides e farmacos

antiinflamatorios ndo esteroidais), um anti-hipertensivo (por exemplo,
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um inibidor de enzima conversora da angiotensina), um agente
imunossupressor (por exemplo, vincristina, ciclosporina A ou
metotrexato), um agente fibrinolitico (por exemplo, ancrode, acido ¢-
aminocaproico, antiplasmina-ai, prostaciclina e defibrotideo), um
agente de reducdo de lipideos tal como um inibidor de
hidroximetilglutarii CoA redutase, um agente anti-CD20 tal como
rituximabe, um agente anti-TNF tal como infliximabe, um agente
anticonvulsivo (por exemplo, sulfato de magnésio), um inibidor C3 ou
um agente antitrombatico.

[0177] Em certas modalidades, o segundo agente terapéutico é
outro anticorpo para proteina C5. E aqui contemplado usar uma
combinacao ("coquetel") de anticorpos com ampla neutralizacdo ou
atividade inibidora contra C5. Em algumas modalidades, os anticorpos
nao competidores podem ser combinados e administrados a um
individuo disso necessitado. Em algumas modalidades, os anticorpos
compreendendo a combinacdo ligam-se a epitopos ndo sobrepostos
distintos na proteina. Os anticorpos que compreendem a combinacao
podem bloquear a ligacdo de C5 a C5 convertase e/ou podem
prevenir/inibir a clivagem de C5 em C5a e C5b. Em certas modalidades,
0 segundo anticorpo pode possuir uma meia-vida mais longa no soro
humanao.

[0178] Quando aqui utilizado, o termo "em combinacdo com"
significa que o (s) componente (s) terapeuticamente ativo (s) adicional
(is) pode (m) ser administrado (s) antes, concomitante (s) ou apés a
administracdo do anticorpo anti-C5 da presente invencéo. O termo "em
combinacdo com" também inclui a administracdo sequencial ou
concomitante de um anticorpo anti-C5 e um segundo agente
terapéutico.

[0179] O(s) componente(s) adicional(is) terapeuticamente ativo(s)

pode(m) ser administrado(s) a um individuo antes da administracdo de
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um anticorpo anti-C5 da presente invencdo. Por exemplo, pode-se
considerar que um primeiro componente é administrado "antes"” de um
segundo componente se 0 primeiro componente for administrado uma
semana antes, 72 horas antes, 60 horas antes, 48 horas antes, 36 horas
antes, 24 horas antes, 12 horas antes, 6 horas antes, 5 horas antes, 4
horas antes, 3 horas antes, 2 horas antes, 1 hora antes, 30 minutos
antes, 15 minutos antes, 10 minutos antes, 5 minutos antes ou menos
de 1 minuto antes da administracéo do segundo componente. Em outras
modalidades, o (s) componente (S) terapeuticamente ativo (s) adicional
(ais) pode (m) ser administrado (s) a um individuo apos administracéao
de um anticorpo anti-C5 da presente invencéo. Por exemplo, pode
considerar-se que um primeiro componente € administrado "ap6s" um
segundo componente se o primeiro componente for administrado 1
minuto depois, 5 minutos depois, 10 minutos depois, 15 minutos depois,
30 minutos depois, 1 hora depois, 2 horas apoés, 3 horas apos, 4 horas
apos, 5 horas apoés, 6 horas apés, 12 horas apoés, 24 horas apés, 36
horas apds, 48 horas apos, 60 horas apds, 72 horas apos a
administracdo do segundo componente. Ainda em outras modalidades,
0 (s) componente (S) terapeuticamente ativo (s) adicional (ais) pode (m)
ser administrado (s) a um individuo concorrente com a administracéo de
um anticorpo anti-C5 da presente invencdo. A administracao
“concorrente”, para os fins da presente invencao, inclui, por exemplo,
administracdo de um anticorpo anti-C5 e um componente
terapeuticamente ativo adicional a um individuo em uma forma de
dosagem ica, ou em formas de dosagem separadas administradas ao
individuo dentro de cerca de 30 minutos ou menos um do outro. Se
administrada em formas de dosagem separadas, cada forma de
dosagem pode ser administrada pela mesma via (por exemplo, tanto o
anticorpo anti-C5 como o componente terapeuticamente ativo adicional

podem ser administrados intravenosamente, etc.); alternativamente,
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cada forma de dosagem pode ser administrada através de uma via
diferente (por exemplo, o anticorpo anti-C5 pode ser administrado
intravenosamente e o0 componente terapeuticamente ativo adicional
pode ser administrado oralmente). Em qualquer caso, a administragao
dos componentes em uma dosagem unica a partir de formas de
dosagem separadas pela mesma via, ou em formas de dosagem
separadas por diferentes vias, €& considerada "administracdo
concorrente", para os fins da presente descricdo. Para fins da presente
descricdo, a administracdo de um anticorpo anti-C5 "antes de",
"concorrente com" ou "depois" (como os termos aqui definidos acima) a
administracdo de um componente terapeuticamente ativo adicional &
considerada administracdo de um anti-C5 anticorpo "em combinacao
com" um componente terapeuticamente ativo adicional.

[0180] A presente invengéo inclui composi¢cées farmacéuticas nas
quais um anticorpo anti-C5 da presente invencdo € coformulado com
um ou mais dos componentes adicionais terapeuticamente ativos, como
aqui descrito em outro lugar.

Regimes de Administracao

[0181] De acordo com certas modalidades, pode ser administrada
uma dose Unica de um anticorpo anti-C5 da invencdo (ou uma
composi¢cdo farmacéutica compreendendo uma combinagdo de um
anticorpo anti-C5 e qualquer um dos agentes terapeuticamente ativos
adicionais aqui mencionados) a um individuo disso necessitado. De
acordo com certas modalidades da presente invencédo, doses multiplas
de um anticorpo anti-C5 (ou uma composicdo farmacéutica
compreendendo uma combinacédo de um anticorpo anti-C5 e qualquer
dos agentes terapeuticamente ativos adicionais aqui mencionados)
podem ser administradas a um individuo ao longo de um curso de tempo
definido. Os métodos de acordo com este aspecto da invencao

compreendem administrar sequencialmente a um individuo doses
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multiplas de um anticorpo anti-C5 da invencdo. Quando aqui utilizado,
"administrar sequencialmente” significa que cada dose de anticorpo
anti-C5 é administrada ao individuo em um ponto diferente no tempo,
por exemplo, em dias diferentes separados por um intervalo
predeterminado (por exemplo, horas, dias, semanas ou meses). A
presente invencdo inclui métodos que compreendem administrar
sequencialmente ao paciente uma dose inicial Unica de um anticorpo
anti-C5, seguido por uma ou mais doses secundarias do anticorpo anti-
C5 e, opcionalmente, seguido por uma ou mais doses terciarias do
anticorpo anti-C5.

[0182] Os termos "dose inicial", "doses secundarias" e "doses
terciarias" referem-se a sequéncia temporal de administracdo do
anticorpo anti-C5 da invencao. Assim, a "dose inicial" € a dose que é
administrada no inicio do regime de tratamento (também referida como
a "dose de base"); as "doses secundarias" sdo as doses administradas
apos a dose inicial; e as "doses terciarias" sdo as doses administradas
apos as doses secundarias. As doses inicial, secundaria e terciaria
podem todas conter a mesma quantidade de anticorpo anti-C5, mas
geralmente podem diferir uma da outra em termos de frequéncia de
administracdo. Em certas modalidades, no entanto, a quantidade de
anticorpo anti-C5 contido nas doses inicial, secundéria e/ou terciaria
varia um do outro (por exemplo, ajustado para cima ou para baixo
conforme apropriado) durante o decurso do tratamento. Em certas
modalidades, duas ou mais (por exemplo, 2, 3, 4 ou 5) doses séo
administradas no inicio do regime de tratamento como "doses de carga"
seguidas por doses subsequentes que sdo administradas em uma base
menos frequente (por exemplo, " doses de manutencao ").

[0183] Em certas modalidades exemplares da presente invencéo,
cada dose secundaria e/ou terciaria € administrada de 1 a 48 horas (por
exemplo, 1, 1%, 2, 2%, 3, 3%, 4, 4%, 5, 5%, 6,6 %, 7,7 Y%, 8,8 %, 9, 9
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Y%, 10, 10 %2, 11, 11 %, 12, 12 Y5, 13, 13 %, 14, 14 Y, 15, 15 %, 16, 16
Y5, 17, 17 Y2, 18, 18 Y2, 19, 19%, 20, 20%, 21, 21V, 22, 22%, 23, 23Y,
24, 24%, 25, 25%, 26, 26Y%2, ou mais) apos a dose imediatamente
anterior. A frase "a dose imediatamente anterior”, quando aqui utilizada,
significa, em uma sequéncia de administracbes multiplas, a dose de
anticorpo anti-C5 que administrada a um paciente antes da
administracdo da dose seguinte na sequéncia sem doses de
intervencao.

[0184] Os métodos de acordo com este aspecto da invengédo podem
compreender administrar a um paciente qualquer nimero de doses
secundarias e/ou terciarias de um anticorpo anti-C5. Por exemplo, em
certas modalidades, apenas uma Unica dose secundaria € administrada
ao paciente. Em outras modalidades, duas ou mais doses secundarias
(por exemplo, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 ou mais) sdo administradas ao paciente.
Do mesmo modo, em certas modalidades, apenas uma unica dose
terciaria é administrada ao paciente. Em outras modalidades, duas ou
mais doses (por exemplo, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 ou mais) terciarias séao
administradas ao paciente.

[0185] Em certas modalidades da invencéo, a frequéncia com que
as doses secundarias e/ou terciarias sdo administradas a um paciente
pode variar ao longo do curso do regime de tratamento. A frequéncia de
administracdo também pode ser ajustada durante o curso do tratamento
por um meédico, dependendo das necessidades do paciente individual
apos o exame clinico.

Utilizacdes Diagnoésticas dos Anticorpos

[0186] Os anticorpos anti-C5 da presente invencao podem ser
utilizados para detectar e/ou medir C5 em uma amostra, por exemplo,
para fins de diagnostico. Algumas modalidades contemplam a utilizagéo
de um ou mais anticorpos da presente invencdo em ensaios para

detectar uma doenca ou distarbio associado a C5. Ensaios de

Peticéo 870230017931, de 02/03/2023, pag. 86/168



81/152

diagnostico exemplares para C5 podem compreender, por exemplo, o
contato de uma amostra, obtida de um paciente, com um anticorpo anti-
C5 dainvencéo, em que o anticorpo anti-C5 marcado com um marcador
detectavel ou molécula reporter ou utilizado como ligante de captura
para isolar seletivamente C5 de amostras de pacientes.
Alternativamente, um anticorpo anti-C5 ndo marcado pode ser utilizado
em aplicacbes de diagndstico em combinacdo com um anticorpo
secundario que é ele proprio marcado de forma detectavel. A molécula
marcadora ou reporter detectavel pode ser um radiois6topo, tal como
SH, 14C, %P, 3S ou 12°1; uma unidade fluorescente ou
quimioluminescente tal como isotiocianato de fluoresceina ou rodamina;
ou uma enzima tal como fosfatase alcalina, 3-galactosidase, peroxidase
de rabano-picante ou luciferase. Ensaios exemplares especificos que
podem ser utilizados para detectar ou medir C5 em uma amostra
incluem ensaio imunoabsorvente ligado a enzima (ELISA),
radioimunoensaio (RIA) e separacéo celular ativada por fluorescéncia
(FACS).

[0187] As amostras que podem ser utilizadas em ensaios de
diagnostico C5 de acordo com a presente invencao incluem qualquer
amostra de tecido ou fluido obtenivel a partir de um paciente, que
contenha quantidades detectaveis de proteina C5, ou seus fragmentos,
sob congelamento normal ou condicBes patolégicas. Geralmente, os
niveis de proteina C5 em uma amostra particular obtida de um paciente
saudavel (por exemplo, um paciente ndo afligido com uma doenca
associada a C5) serdo medidos para estabelecer inicialmente um nivel
de linha de base ou padrdo de C5. Este nivel de linha de base de C5
pode entdo ser comparado com o0s niveis de C5 medidos em amostras
obtidas de individuos suspeitos de terem uma condi¢céo associada a C5,
ou sintomas associados a essa condicéo.

[0188] Os anticorpos especificos para a proteina C5 podem néo
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conter marcadores ou porcbes adicionais, ou podem conter um
marcador ou por¢cado N-terminal ou C-terminal. Em uma modalidade, o
marcador ou porcao é biotina. Em um ensaio de ligacao, a localizacéo
de um marcador (se houver) pode determinar a orientacao do peptideo
relativamente superficie sobre a qual o peptideo esta ligado. Por
exemplo, se uma superficie é revestida com avidina, um peptideo
contendo uma biotina N-terminal sera orientado de tal modo que a
porcdo C-terminal do peptideo seja distal a superficie.

Modalidades Selecionadas

[0189] Modalidades selecionadas da presente descri¢cdo incluem o
seguinte:
[0190] Na Modalidade 1, a presente invencao inclui um anticorpo

isolado ou seu fragmento de ligacdo ao antigeno que se liga
especificamente a proteina do fator 5 (C5) do complemento, em que o
anticorpo ou seu fragmento de ligacdo ao antigeno interage com um ou
mais aminoacidos contidos dentro de C5 (SEQ ID NO: 359), como
determinado por permuta de hidrogénio/deutério.

[0191] Na Modalidade 2, a presente invengdo inclui o anticorpo
isolado do fragmento de ligacdo ao antigeno da modalidade 1, em que
0 anticorpo ou seu fragmento de ligacdo ao antigeno interage com um
ou mais aminoacidos contidos na cadeia alfa e/ou na cadeia beta de C5,
conforme determinado pela permuta de hidrogénio/deutério.

[0192] Na Modalidade 3, a presente invengdo inclui o anticorpo
isolado do fragmento de ligacdo ao antigeno das modalidades 1 ou 2,
em que o anticorpo ou seu fragmento de ligacdo ao antigeno nao
interage com um aminoacido da regido de anafilatoxina C5a de C5,
como determinado pela permuta de hidrogénio/deutério.

[0193] Na Modalidade 4, a presente invencdo inclui o anticorpo
isolado do fragmento de ligacdo ao antigeno de qualquer uma das

modalidades 1 a 3, em que o0 anticorpo ou seu fragmento de ligac&o ao
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antigeno interage com um ou mais aminoacidos contidos na SEQ ID
NO: 360 e/ou SEQ ID NO: 361, como determinado por permuta de
hidrogénio/deutério.

[0194] Na Modalidade 5, a presente invencdo inclui o anticorpo
isolado ou fragmento de ligacdo ao antigeno de qualquer uma das
modalidades 1 a 4, em que o anticorpo ou seu fragmento de ligac&o ao
antigeno interage com uma sequéncia de aminoacidos selecionada a
partir do grupo consistindo em (a) aminoacidos 591 a 599 da SEQ ID
NO: 359; (b) aminoacidos 593 a 599 da SEQ ID NO: 359; (c)
aminoacidos 775 a 787 da SEQ ID NO: 359; (d) aminoacidos 775 a 794
da SEQ ID NO: 359; e (e) aminoacidos 779 a 787 da SEQ ID NO: 359.
[0195] Na Modalidade 6, a presente invencéo inclui o anticorpo
isolado ou seu fragmento de ligacdo ao antigeno de qualquer uma das
modalidades 1 a 5, em que o0 anticorpo ou seu fragmento de ligac&o ao
antigeno interage com pelo menos cinco aminoacidos contidos em uma
sequéncia de amino&cidos selecionada a partir do grupo que consiste
nas SEQ ID NOs: 360 e 361.

[0196] Na Modalidade 7, a presente invencgdo inclui o anticorpo
isolado ou seu fragmento de ligacdo ao antigeno de qualquer uma das
Modalidades 1 a 5, em que o anticorpo ou seu fragmento de ligacao ao
antigeno interage com as sequéncias de aminoacidos das SEQ ID Nos:
360 e 361.

[0197] Na Modalidade 8, a presente invencéo inclui um anticorpo
isolado ou seu fragmento de ligacdo ao antigeno que se liga
especificamente a proteina do fator 5 (C5) do complemento, em que o
anticorpo ou seu fragmento de ligacdo ao antigeno interage com pelo
menos um dos seguintes residuos de aminoacidos: N591, M592, A593,
T594, G595, M596, D597, S598, W599, W775, E776, V777, H778, L779,
V780, P781, R782, R783, K784, Q785, L786, Q787, F788, A789, L790,
P791, D792, S793 ou L794 da SEQ ID. NO: 359.
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[0198] Na Modalidade 9, a presente invencédo inclui o anticorpo
isolado ou seu fragmento de ligacdo ao antigeno de qualquer uma das
Modalidades 1 a 8, em que 0 anticorpo possui uma ou mais das
seguintes caracteristicas: (a) tem concentracdo sérica de mais de 10
Hg/mL até ao dia 70 apdés administragdo ao macaco cynomolgus; (b)
bloqueia a hemdlise por via classica (PC) até ao dia 35 apos
administragcdo ao macaco cynomolgus, conforme medido em um ensaio
de hemodlise ex vivo; (c) bloqueia a hemalise por via alternativa (AP) até
ao dia 35 apés administracdo ao macaco cynomolgus, conforme medido
em um ensaio de hemoalise ex vivo; (d) tem uma meia-vida no soro de
mais de 10 dias em macaco cynomolgus; (e) tem concentracdo sérica
de mais de 10 pg/mL até ao dia 40 apos administragcdo a camundongos
humanizados C5; (f) bloqueia a hemdlise por CP até ao dia 30 apos
administracdo a camundongos humanizados em C5, conforme medido
em um ensaio de hemalise ex vivo; e (g) tem meia-vida sérica de mais
de 10 dias em camundongos humanizados C5.

[0199] Na modalidade 10, a presente invencgao inclui o anticorpo
isolado ou seu fragmento de ligacdo ao antigeno de qualquer uma das
modalidades 1 a 9, em que o anticorpo tem uma caracteristica adicional
selecionada a partir do grupo que consiste em: (a) € um totalmente
humano anticorpo monoclonal; (b) liga-se ao C5 humano com uma
constante de dissociagcdo (Kp) inferior a 0,9 nM a 25°C, conforme
medido em um ensaio de ressonancia de plasmon de superficie; (c) liga-
se ao C5 humano com uma Kp inferior a 0,3 nM a 37°C, conforme
medido em um ensaio de ressonancia de plasmon de superficie; (d) liga-
se ao C5 de macaco com uma Kp inferior a 65 nM, conforme medido em
um ensaio de ressonancia de plasmon de superficie; (e) liga-se a
variante C5 humana R885H (SEQ ID NO: 356) com uma Kp inferior a
0,5 nM, conforme medido em um ensaio de ressonancia de plasmon de
superficie; (f) liga-se a variante C5 humana R885C (SEQ ID NO: 357)
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com uma Kp inferior a 0,5 nM, conforme medido em um ensaio de
ressonancia de plasmon de superficie; (g) blogueia a hemolise por via
classica (PC) mediada por C5 humana em mais de 95% e com ICsp
inferior a 6 nM, conforme medido em um ensaio de hemélise por CP; (h)
bloqueia a hemalise por via alternativa mediada por C5 humana (AP)
em mais de 70% e com ICs inferior a 165 nM, conforme medido em um
ensaio de hemdlise por AP; (i) inibe a hemdlise de PC mediada por C5
de macaco verde africano com ICsp inferior a 185 nM, conforme medido
em um ensaio de hemolise por CP; (j) inibe a hemdlise de apds mediada
por C5 de macaco verde africano com ICsg inferior a 235 nM, conforme
medido em um ensaio de hemdlise de PA; (k) inibe a hemolise por CP
mediada por C5 de macaco cynomolgus com ICso inferior a 145 nM,
conforme medido em um ensaio de hemdlise por CP; e (l) inibe a
hemolise de PA mediada por C5 de macaco cynomolgus com ICso
inferior a 30 nM, conforme medido em um ensaio de hemolise por AP.
[0200] Na Modalidade 11, a presente invencéo inclui o anticorpo
isolado ou fragmento de ligacdo ao antigeno de qualquer uma das
modalidades 1 a 10, em que o anticorpo ou fragmento de ligacdo ao
antigeno compreende trés regides determinantes de
complementaridade de cadeias pesadas (CDRs) (HCDR1, HCDR2 e
HCDR3) contida em qualquer uma das sequéncias da regido variavel
da cadeia pesada (HCVR) listadas na Tabela 1; e trés CDRs de cadeia
leve (LCDR1, LCDR2 e LCDR3) contida em qualquer uma das
sequéncias da regido variavel de cadeia leve (LCVR) listadas na Tabela
1.

[0201] Na Forma de Modalidade 12, a presente invencao inclui o
anticorpo isolado ou seu fragmento de ligacdo ao antigeno de qualquer
uma das Modalidades 1 a 11, compreendendo: (a) um dominio HCDR1
possuindo uma sequéncia de aminodacidos selecionada a partir do grupo
gue consiste em SEQ ID NOs: 4, 20, 36, 52, 68, 84, 100, 124, 140 148,
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156, 172, 188, 204, 220, 236, 252, 268, 276, 292, 308, 324 e 340; (b)
um dominio HCDR2 tendo uma sequéncia de aminodacidos selecionada
a partir do grupo que consiste em SEQ ID NOs: 6, 22, 38, 54, 70, 86,
102, 126, 142, 150, 158, 174, 190, 206, 222. 238, 254, 270, 278, 294,
310, 326 e 342; (c) um dominio HCDR3 tendo uma sequéncia de
aminoacidos selecionada a partir do grupo que consiste em SEQ ID
NOs: 8, 24, 40, 56, 72, 88, 104, 128, 144, 152, 160, 176, 192, 208, 224.
240, 256, 272, 280, 296, 312, 328 e 344; (d) um dominio LCDR1 tendo
uma sequéncia de aminoacidos selecionada a partir do grupo
consistindo nas SEQ ID NOs: 12, 28, 44, 60, 76, 92, 108, 116, 132, 164,
180, 196, 212, 228, 244. 260, 284, 300, 316, 332 e 348; (e) um dominio
LCDR2 tendo uma sequéncia de aminoacidos selecionada a partir do
grupo que consiste em SEQ ID NOs: 14, 30, 46, 62, 78, 94, 110, 118,
134, 166, 182, 198, 214, 230, 246. 262, 286, 302, 318, 334 e 350; e (f)
um dominio LCDR3 tendo uma sequéncia de aminoacidos selecionada
a partir do grupo que consiste em SEQ ID NOs: 16, 32, 48, 64, 80, 96,
112, 120, 136, 168, 184, 200, 216, 232, 248, 264, 288, 304, 320, 336 e
352.

[0202] Na Modalidade 13, a presente invencao inclui o anticorpo
isolado ou seu fragmento de ligacdo ao antigeno de qualquer uma das
Modalidades 1 a 12 compreendendo uma HCVR tendo um aminoacido
sequéncia selecionada a partir do grupo consistindo em sequéncias de
HCVR listadas na Tabela 1.

[0203] Na Modalidade 14, a presente invencao inclui um anticorpo
isolado ou seu fragmento de ligacdo ao antigeno da Modalidade 13
compreendendo uma LCVR possuindo uma sequéncia de aminoacidos
selecionada a partir do grupo consistindo em sequéncias de LCVR
listadas na Tabela 1.

[0204] Na Modalidade 15, a presente invencao inclui o anticorpo

isolado ou fragmento de ligacdo ao antigeno de qualquer das
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Modalidades 11 a 14 compreendendo um par de sequéncias de
aminoacidos HCVR/LCVR selecionado a partir do grupo consistindo em
SEQ ID NOs: 2/10, 18/26, 34/42, 50/58, 66/74, 82/9 0, 98/106, 98/114,
122/106, 98/130, 138/106, 146/106, 122/130, 146/114, 146/130,
138/130, 154/162, 170/178, 186/194, 202/210, 218/226, 234/242,
250/258, 266/258, 274/282, 290/298, 306/314, 322/330 e 338/346.
[0205] Na modalidade 16, a presente invencéo inclui o anticorpo
isolado ou seu fragmento de ligacdo ao antigeno de qualquer uma das
modalidades 11 a 15 compreendendo trés CDRs contidas em uma
HCVR selecionada a partir do grupo que consiste em SEQ ID NOs: 50,
98, 138 e 202; e trés CDRs contidas dentro de uma LCVR selecionado
a partir do grupo que consiste em SEQ ID NOs: 58, 106 e 210.

[0206] Na Modalidade 17, a presente invencao inclui o anticorpo
isolado ou seu fragmento de ligacdo ao antigeno da Modalidade 16,
compreendendo CDRs selecionados do grupo que consiste em: (a) SEQ
ID NOs: 52, 54, 56, 60, 62 e 64; (b) SEQ ID NOs: 100, 102, 104, 108,
110 e 112; (c) SEQ ID NOs: 140, 142, 144, 108, 110 e 112; e (d) SEQ
ID NOs: 204, 206, 208, 212, 214 e 216.

[0207] Na Modalidade 18, a presente invencao inclui o anticorpo
isolado ou seu fragmento de ligacdo ao antigeno da Modalidade 17
compreendendo um par de sequéncias de aminoacido HCVR/LCVR
selecionado a partir do grupo consistindo nas SEQ ID NOs: 50/58,
98/106, 138/106 e 202/210.

[0208] Na modalidade 19, a presente invenc¢ao inclui um anticorpo
ou seu fragmento de ligacdo ao antigeno que compete pela ligacdo a
C5 com o anticorpo ou seu fragmento de ligacdo ao antigeno da
modalidade 17.

[0209] Na modalidade 20, a presente invencgao inclui um anticorpo
ou seu fragmento de ligagdo ao antigeno que se liga ao mesmo epitopo

que um anticorpo ou seu fragmento de ligacdo ao antigeno da
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modalidade 17.

[0210] Na modalidade 21, a presente invencao inclui o anticorpo ou
seu fragmento de ligacdo ao antigeno da modalidade 9 ou 10
compreendendo uma regido variavel de cadeia pesada compreendendo
uma sequéncia de aminoacidos listada na Tabela 1 tendo ndo mais do
gue 5 substituicbes de aminoéacidos.

[0211] Na modalidade 22, a presente invencao inclui o anticorpo ou
seu fragmento de ligagdo ao antigeno da modalidade 21,
compreendendo uma regido variavel de cadeia leve compreendendo
uma sequéncia de aminoécidos listada na Tabela 1 tendo ndo mais do
que 5 substituicdes de aminoacidos.

[0212] Na Modalidade 23, a presente invencéo inclui o anticorpo ou
seu fragmento de ligacdo ao antigeno da modalidade 9 ou 10
compreendendo uma regido variavel de cadeia pesada tendo pelo
menos 90% de identidade de sequéncia com a SEQ ID NO: 98.

[0213] Na Modalidade 24, a presente invenc¢ao inclui um anticorpo
ou seu fragmento de ligacdo ao antigeno da modalidade 23
compreendendo uma regido varidvel da cadeia leve com pelo menos
90% de identidade de sequéncia com a SEQ ID NO: 106.

[0214] Na modalidade 25, a presente invencao inclui um anticorpo
monoclonal isolado ou seu fragmento de ligacdo ao antigeno que
bloqueia a clivagem de C5 a C5a e C5b compreendendo trés CDR de
uma HCVR, em que a HCVR possui uma sequéncia de aminoacidos
selecionada a partir do grupo consistindo nas SEQ ID NOs: 2, 18, 34,
50, 66, 82, 98, 122, 138, 146, 154, 170, 186, 202, 218, 234, 250, 266,
274, 290, 306, 322 e 338; e trés CDR de uma LCVR, em que a LCVR
possui uma sequéncia de aminoacidos selecionada a partir do grupo
consistindo nas SEQ ID NOs: 10, 26, 42, 58, 74, 90, 106, 114, 130, 162,
178, 194, 210., 226, 242, 258, 282, 298, 314, 330 e 346.

[0215] Na Modalidade 26, a presente invengdo inclui uma
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composicao farmacéutica compreendendo um anticorpo isolado ou seu
fragmento de ligacdo ao antigeno que se liga a C5 de acordo com
qualquer uma das Modalidades 1 a 25 e um veiculo ou diluente
farmaceuticamente aceitavel.

[0216] Na modalidade 27, a presente invenc¢ao inclui uma molécula
de polinucleotideo isolada compreendendo uma sequéncia de
polinucleotideo que codifica para uma HCVR de um anticorpo, tal como
estabelecido em qualquer uma das modalidades 1 a 25.

[0217] Na modalidade 28, a presente invenc¢ao inclui uma molécula
de polinucleotideo isolada compreendendo uma sequéncia de
polinucleotideo que codifica uma LCVR de um anticorpo como
estabelecido em qualquer uma das Modalidades 1 a 25.

[0218] Na Modalidade 29, a presente invenc¢do inclui um vetor
compreendendo a sequéncia de polinucleotideo da Modalidade 27 ou
28.

[0219] Na Modalidade 30, a presente invencao inclui uma célula que
expressa o vetor da Modalidade 29.

[0220] Na Modalidade 31, a presente invenc¢ao inclui um método de
prevencao, tratamento ou melhoria de pelo menos um sintoma ou
indicacdo de uma doenca ou distlrbio associado com C5, o método
compreendendo a administragdo de um anticorpo ou fragmento de
ligacdo ao antigeno de qualquer uma das modalidades 1 a 25 a um
individuo disso necessitado.

[0221] Na modalidade 32, a presente invenc¢ao inclui o método da
modalidade 31, em que a doenca ou disturbio é selecionado a partir do
grupo que consiste em sindrome urémica hemolitica atipica (aHUS),
hemoglobindria paroxistica noturna (PNH), degeneracdo macular
relacionada a idade, atrofia geografica, uveite, neuromielite Optica,
esclerose mudltipla, acidente vascular cerebral, sindrome de Guillain

Barré, traumatismo cranioencefalico, doenca de Parkinson, disturbios
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da ativacdo inadequada ou indesejavel do complemento, complicacbes
da hemodidlise, rejeicdo alogénica hiperaguda, rejeicdo ao
xenoenxerto, toxicidade induzida pela interleucina-2 durante IL-IL. 2
terapia, disturbios inflamatorios, inflamacdo de doencas autoimunes,
doenca de Crohn, sindrome da angustia respiratéria do adulto, leséo
térmica incluindo queimaduras ou queimaduras, condi¢cdes de
reperfusdo apos isquémica, infarto do miocéardio, sindrome de
vazamento capilar, obesidade, diabetes, doenca de Alzheimer,
esquizofrenia, acidente vascular cerebral, epilepsia, aterosclerose,
vasculite, penfigoide bolhoso, gl C3 omerulopatia, glomerulonefrite
membramproliferativa, nefropatia diabética, sindrome de Alport,
insuficiéncia renal progressiva, doencas renais proteindricas, lesdo de
isquemia-reperfusdo renal, nefrite lGpica, angioplastia com balédo,
sindrome apds bomba em circulacdo extracorpérea ou bypass renal,
hemodialise, isquemia renal, reperfusdo de artéria mesentérica apos
reconstrucdo adrtica, doenca infecciosa ou sepse, distlrbios do
complexo imune e doencas autoimunes, distlrbios renais, artrite
reumatoide, lUpus eritematoso sistémico (LES), nefrite da LES, nefrite
proliferativa, anemia hemolitica, asma, doenca pulmonar obstrutiva
cronica (DPOC), enfisema, embolia pulmonar e infartos pulmonares,
pneumonia e miastenia grave.

[0222] Na modalidade 33, a presente invenc¢ao inclui o método da
modalidade 31, em que a doenca ou disturbio é aHUS.

[0223] Na modalidade 34, a presente invenc¢ao inclui o método da
modalidade 31, em que a doenca ou disturbio € PNH.

[0224] Na modalidade 35, a presente invencao inclui o método de
gualgquer uma das modalidades 31 a 34, em que a composicao
farmacéutica € administrada profilaticamente ou terapeuticamente ao
individuo disso necessitado.

[0225] Na modalidade 36, a presente invenc¢ao inclui o método de
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qualquer uma das modalidades 31 a 35, em que a CcOmposSIicao
farmacéutica é administrada em combinacdo com um segundo agente
terapéutico.

[0226] Na modalidade 37, a presente invenc¢do inclui o método da
modalidade 36, em que o0 segundo agente terapéutico € selecionado a
partir do grupo que consiste em um anticoagulante, um farmaco anti-
inflamatério, um anti-hipertensivo, um agente imunossupressor, um
agente redutor de lipidio, um agente anti-CD20 tal como rituximabe, um
agente anti-TNF tal como infliximabe, um agente anticonvulsivo, um
inibidor de C3, um segundo anticorpo anti-C5 e um agente
antitrombatico.

[0227] Na modalidade 38, a presente invencao inclui o método de
qualgquer uma das modalidades 31 a 37, em que a coOmposIcao
farmacéutica é administrada subcutaneamente, intravenosamente,
intradermicamente, intraperitonealmente, oralmente,
intramuscularmente ou intracranianamente.

EXEMPLOS

[0228] Os exemplos seguintes s&o apresentados de modo a
fornecer aos especialistas na técnica uma divulgacdo e descricdo
completas de como fazer e usar os métodos e composicbes da
invencdo, e n&o pretendem limitar o escopo do qual os inventores
consideram como sua invencado. Esforcos tém sido feitos para garantir
a precisdo em relacdo aos numeros usados (por exemplo, quantidades,
temperatura, etc.), porém, alguns erros experimentais e desvios devem
ser considerados. A menos que de outra maneira indicado, as partes
sdo partes em peso, o peso molecular é o peso molecular médio, a
temperatura € em graus Celsius, a temperatura ambiente é cerca de
25°C e a presséo é proxima da atmosférica.

Exemplo 1: Geracdo de Anticorpos Humanos para a proteina de

Fator de Complemento (C5)
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[0229] Os anticorpos humanos para a proteina C5 foram gerados
em um camundongo de VELOCIMMUNE® compreendendo DNA
codificando regifes variaveis de cadeia pesada e leve de capa de
Imunoglobulina humana. Os camundongos foram imunizados com
proteina C5 humana purificada em soro (Calbiochem Cat # 20-4888).
[0230] A resposta imune do anticorpo foi monitorada por um
imunoensaio especifico de C5. Quando uma resposta imune desejada
foi atingida, os esplendcitos foram colhidos e fundidos com células de
mieloma de camundongo para preservar a sua viabilidade e formar
linhagens celulares de hibridoma. As linhagens celulares de hibridoma
foram avaliadas e selecionadas para identificar linhagens celulares que
produzem anticorpos especificos de C5. As linhagens celulares foram
usadas para obter varios anticorpos quiméricos anti-C5 (isto €,
anticorpos possuindo dominios varidveis humanos e dominios
constantes de camundongo); anticorpos exemplares gerados desta
maneira foram designados como H2M11683N e H2M11686N.

[0231] Os anticorpos anti-C5 foram também isolados diretamente a
partir de células B de camundongo positivas para antigenos sem fusao
com células de mieloma, como descrito na Patente U.S. 7582298, aqui
incorporada especialmente por referéncia em sua totalidade. Usando
este método, varios anticorpos anti-C5 totalmente humanos (isto €,
anticorpos possuindo dominios variaveis humanos e dominios
constantes humanos) foram obtidos; anticorpos exemplares gerados
desta maneira foram designados como H4H12159P, H4H12161P,
H4H12163P, H4H12164P, H4H12166P, H4H12167P, H4H12168P,
H4H12169P, H4H12170P, H4H12171P, H4H12175P, H4H12176P2,
H4H12177P2 e H4AH12183P2.

[0232] As propriedades bioloégicas dos anticorpos exemplares
gerados de acordo com os métodos deste Exemplo sdo descritas em

detalhes nos Exemplos apresentados abaixo.
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Exemplo 2: Sequéncias de Aminoacido e Nucleotideo de Regido
Variavel de Cadeia Pesada e Leve

[0233] A Tabela 1 apresenta os identificadores de sequéncia de
aminoacido das regides variaveis de cadeia pesada e leve e CDRs de
anticorpos anti-C5 selecionados da invencao.

Tabela 1: Identificadores de Sequéncia de Aminoacido

SEQ ID NOs:
gﬁfi'gg‘r%%ao d¢ | HCVR | HCDR1 | HCDR2 | HCDR3 | LCVR | LCDR1 |LCDR2 | LCDR3
H2M11683N 2 4 6 8 10 12 14 16
H2M11686N 18 20 22 24 26 28 30 32
H4H12159P 34 36 38 40 42 44 46 48
H4H12161P 50 52 54 56 58 60 62 64
H4H12163P 66 68 70 72 74 76 78 80
H4H12164P 82 84 86 88 90 92 94 96
H4H12166P 98 100 102 104 106 108 110 112
H4H12166P2 98 100 102 104 114 116 118 120
H4H12166P3 122 124 126 128 106 108 110 112
H4H12166P4 98 100 102 104 130 132 134 136
H4H12166P5 138 140 142 144 106 108 110 112
H4H12166P6 146 148 150 152 106 108 110 112
H4H12166P7 122 124 126 128 130 132 134 136
H4H12166P8 146 148 150 152 114 116 118 120
H4H12166P9 146 148 150 152 130 132 134 136
H4H12166P10 138 140 142 144 130 132 134 136
H4H12167P 154 156 158 160 162 164 166 168
H4H12168P 170 172 174 176 178 180 182 184
H4H12169P 186 188 190 192 194 196 198 200
H4H12170P 202 204 206 208 210 212 214 216
H4H12171P 218 220 222 224 226 228 230 232
H4H12175P 234 236 238 240 242 244 246 248
H4H12176P2 250 252 254 256 258 260 262 264
H4H12177P2 266 268 270 272 258 260 262 264
H4H12183P2 274 276 278 280 282 284 286 288
H2M11682N 290 292 294 296 298 300 302 304
H2M11684N 306 308 310 312 314 316 318 320
H2M11694N 322 324 326 328 330 332 334 336
H2M11695N 338 340 342 344 346 348 350 352
[0234] Os identificadores de sequéncia de acido nucleico

correspondentes séo apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2: Identificadores de Sequéncia de Acido Nucleico

SEQ ID NOs:
2?;3;‘%90&0 de | Hewr HchR HCDR2 | HCDR3 | LCVR | LCDR1 | LCDR2 | LCDR3
H2M11683N 1 3 5 7 9 11 13 15
H2M11686N 17 19 21 23 25 27 29 31
H4H12159P 33 35 37 39 41 43 45 47
H4H12161P 49 51 53 55 57 59 61 63
H4H12163P 65 67 69 71 73 75 77 79
H4H12164P 81 83 85 87 89 91 93 95
H4H12166P 97 99 101 103 105 107 109 111
H4H12166P2 97 99 101 103 113 115 117 119
H4H12166P3 121 123 125 127 105 107 109 111
H4H12166P4 97 99 101 103 129 131 133 135
H4H12166P5 137 139 141 143 105 107 109 111
H4H12166P6 145 147 149 151 105 107 109 111
H4H12166P7 121 123 125 127 129 131 133 135
H4H12166P8 145 147 149 151 113 115 117 119
H4H12166P9 145 147 149 151 129 131 133 135
H4H12166P10 137 139 141 143 129 131 133 135
H4H12167P 153 155 157 159 161 163 165 167
H4H12168P 169 171 173 175 177 179 181 183
H4H12169P 185 187 189 191 193 195 197 199
H4H12170P 201 203 205 207 209 211 213 215
H4H12171P 217 219 221 223 225 227 229 231
H4H12175P 233 235 237 239 241 243 245 247
H4H12176P2 249 251 253 255 257 259 261 263
H4H12177P2 265 267 269 271 257 259 261 263
H4H12183P2 273 275 277 279 281 283 285 287
H2M11682N 289 291 293 295 297 299 301 303
H2M11684N 305 307 309 311 313 315 317 319
H2M11694N 321 323 325 327 329 331 333 335
H2M11695N 337 339 341 343 345 347 349 351
[0235] Os anticorpos sao tipicamente referidos aqui de acordo com

a seguinte nomenclatura: prefixo Fc (por exemplo, "H4H", "H2M", etc.),
seguido por um identificador numérico (por exemplo, "11686", "12166",
"12183" etc., como mostrado na Tabela 2), seguido por um sufixo "P",
"P2" ou "N". Assim, de acordo com esta nomenclatura, um anticorpo
pode ser aqui referido como, por exemplo, "H2M11686N,"
"H4H12183P2," "H4H12168P", etc. Os prefixos H4H e H2M sobre as
designacdes de anticorpo aqui usadas indicam o isétipo da regido Fc
particular do anticorpo. Por exemplo, um anticorpo "H4H" tem uma Fc

de 1gG4 humana compreendendo uma mutacao de serina para prolina
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na regido de articulacdo (S108P) para promover a estabilizacdo do
dimero, e um anticorpo "H2M" tem uma Fc de IgG2Fc de camundongo
(isétipo a ou b) (todas as regides variaveis séo totalmente humanas
como denotado pelo primeiro 'H' na designagéo de anticorpo). Como
sera apreciado por uma pessoa de experiéncia ordinaria na técnica, um
anticorpo tendo um isotipo de Fc particular pode ser convertido em um
anticorpo com um is6tipo de Fc diferente (por exemplo, um anticorpo
com uma Fc de IgG1l de camundongo pode ser convertido em um
anticorpo com um IgG4 humano, etc.) porém, em qualquer caso, 0S
dominios variaveis (incluindo as CDRs) - que sao indicados pelos
identificadores numéricos mostrados na Tabela 2 - permanecerdo os
mesmos, e espera-se que as propriedades de ligacdo ao antigeno
sejam idénticas ou substancialmente similares, independentemente da
natureza do dominio Fc.

[0236] Em certas modalidades, anticorpos selecionados com uma
Fc de IgG1 de camundongo foram convertidos em anticorpos com Fc
de 1gG1l humana. Em uma modalidade, o dominio de Fc de IgG4
compreende 2 ou mais alteracdes de aminoacidos, como descrito na
US20100331527.

[0237] Para gerar anticorpos mutados, varios residuos nas regioes
de determinacdo complementares (CDRs) de H4H12166P foram
mutados para histidina para gerar 9 anticorpos mutados, identificados
como H4H12166P2 a H4H12166P10. Demonstrou-se que as mutagcoes
de histidina nas CDRs conferem dependéncia de pH da ligacdo ao
antigeno alvo, levando a farmacocinéticas melhoradas (lgawa et al.,
2010, Nat. Biotechnol. 28: 1203-1207).

Construcdes de Controle Usadas nos Seguintes Exemplos

[0238] As seguintes construcdes de controle (anticorpos anti-C5)
foram incluidas nas experiéncias aqui descritas, para fins de

comparagdo: "Comparador 1", um anticorpo monoclonal contra C5
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humano tendo sequéncias de Vu/VL do anticorpo "h5G1.1" de acordo
com a Patente US No. 6.355.245 (Alexion Pharmaceuticals, Inc.); e

"Comparador 2", um anticorpo monoclonal humano contra C5 humano

possuindo sequéncias de Vu/VL do anticorpo "8109" de acordo com a
Publicacdo de Pedido de Patente US No. 2013/0022615 (Novartis).
Exemplo 3: Anticorpo ligando a C5 como determinado por
Ressonéancia de Plasmon de Superficie

[0239] As constantes de dissociacdo de equilibrio (valores de Kbp)
para ligacdo de C5 a anticorpos anti-C5 purificados foram determinadas
usando um ensaio um ensaio de biossensor de ressonancia de plasmon
de superficie em tempo real em um instrumento Biacore T200. A
superficie de sensor Biacore foi derivatizada por acoplamento de amina
com um anticorpo monoclonal Fc anti-humano de camundongo
monoclonal (GE Healthcare, #BR-1008-39) para capturar anticorpos
anti-C5 expressos com regides constantes Fc humanas. Os estudos de
ligacdo Biacore foram realizados em tampéo fluente de HBST (HEPES
a 0,01 M pH 7,4, NaCl a 0,15 M, EDTA a 3 mM, 0,05% em v/v de
Tensoativo P20). O C5 humano foi obtido de uma fonte comercial
(EMD). Outros reagentes de C5 foram expressos com um marcador de
myc-myc-hexa-histidina C-terminal (subsequentemente referido como
C5-mmh). Reagentes de C5-mmh humanos foram também expressos
contendo mutacdes pontuais de histidina e cisteina em arginina 885
(subsequentemente referidas como C5 R885H-mmh e C5 R885C-mmh,
respectivamente). Diferentes concentracdes de C5 humano, C5 R885H-
mmh humano (SEQ ID NO: 356), C5 R885C-mmh humano (SEQ ID No:
357) e C5-mmh de macaco (SEQ ID NO: 358) (variando de 100 nM a
1,23 nM, diluicbes de 3 vezes) preparadas em tampéo fluente de HBST
foram injetadas sobre a superficie capturada com anticorpo anti-C5 em
uma taxa de fluxo de 30 pL/min. A associacao de todos os reagentes de

C5 a cada um dos anticorpos monoclonais capturados foi monitorada
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durante 3 minutos e a sua dissociacdo no tampao fluente de HBST foi
monitorada durante 8 minutos. Todas as experiéncias de cinéticas de
ligacdo foram realizadas em 25°C ou 37°C. As constantes de taxa de
associacao (ka) e de dissociacdo (kq) cinéticas foram determinadas
ajustando-se os sensores em tempo real a um modelo de ligacdo de 1:1
usando o software de ajustamento de curva Scrubber 2.0c. As
constantes de equilibrio de dissociacéo de ligacdo (Kp) e as meias-vidas
dissociativas (t¥2) foram calculadas a partir das constantes da taxa
cinética como: Kp (M) = ka/ka € t%2 (min) = In2/(60xKkq)

[0240] Os parametros cinéticos de ligacdo para a ligacdo de C5
humano aos anticorpos anti-C5 a 25°C e 37°C séo apresentados nas
Tabelas 3 e 4.

Tabela 3. Parametros cinéticos de ligacdo de anticorpos

monoclonais anti-C5 ligando-se ao C5 humano a 25°C

Anticorpo Quantidade de Anti- 100nM de C5 Hu- Ka Ka Kp t%
corpo Capturado | mano Ligado (RU) (1/Ms) (1/s) M) (min)
(RU)
H4H11683N 231 439 4,17E+05 | 5,14E-05 1,23E-10 225
H4H12171P 51 64 1,49E+05 | 8,16E-05 5,49E-10 142
H4H12161P 38 64 2,58E+05 | 4,37E-05 1,70E-10 264
H4H12176P2 50 96 3,36E+05 | 6,75E-05 2,01E-10 171
H4H12163P 51 108 6,43E+05 | 2,08E-04 3,24E-10 55
H4H12167P 52 116 1,09E+06 | 1,31E-04 1,21E-10 88
H4H12175P 51 100 2,16E+05 | 1,96E-04 9,10E-10 59
H4H12159P 53 118 9,75E+05 | 7,13E-05 7,31E-11 162
H4H12164P 52 103 2,92E+05 | 8,84E-05 3,02E-10 131
H4H12168P 50 113 4,23E+05 | 4,75E-05 1,12E-10 243
H4H12169P 51 18 2,24E+05 | 4,40E-04 1,96E-09 26
H4H11686N 200 341 2,20E+05 | 3,31E-05 1,50E-10 349
H4H12170P 51 119 5,25E+05 | 6,79E-05 1,29E-10 170
H4H12177P2 47 60 6,56E+04 | 6,29E-05 9,59E-10 184
H4H12183P2 46 50 1,66E+05 | 2,70E-05 1,63E-10 427
H4H12166P 53 105 6,42E+05 | 1,10E-04 1,71E-10 105
H4H12166P2 53 95 8,26E+05 | 3,61E-04 4,38E-10 32
H4H12166P3 59 124 4,03E+05 | 4,65E-04 1,15E-09 25
H4H12166P4 49 92 4,46E+05 | 1,76E-04 3,95E-10 66
H4H12166P5 59 110 2,85E+05 | 3,28E-04 1,15E-09 35
H4H12166P6 64 131 4,89E+05 | 1,84E-04 3,75E-10 63
H4H12166P7 50 92 2,74E+05 | 1,01E-03 3,67E-09 11
H4H12166P8 50 91 4,84E+05 | 6,86E-04 1,42E-09 17
H4H12166P9 52 100 3,32E+05 | 2,64E-04 7,94E-10 44
H4H12166P10 | 49 69 1,57E+05 | 1,32E-03 8,38E-09 9
Comparador 1 | 232 250 9,69E+04 | 1,46E-04 1,51E-09 79
Comparador 2 | 117 170 2,62E+05 | 2,39E-04 9,12E-10 48

Peticéo 870230017931, de 02/03/2023, pag. 103/168



98/152

Tabela 4. Parametros cinéticos de ligacdo de anticorpos

monoclonais anti-C5 ligando-se ao C5 humano a 37°C

Anticorpo Quantidade de Anti- 100nM Human k Ka Kp tY%

corpo Capturado | C5 Ligado (RU) (1/Ms) (2/s) (M) (min)

(RV)
H4H11683N 257 492 4,54E+05 2,41E-04 5,32E-10 48
H4H12171P 59 58 1,22E+05 7,62E-04 6,27E-09 15
H4H12161P 40 66 1,16E+05 1,15E-04 9,90E-10 101
H4H12176P2 38 71 1,47E+05 2,34E-04 1,59E-09 49
H4H12163P 65 139 9,11E+05 6,65E-04 7,29E-10 17
H4H12167P 75 153 1,29E+06 3,81E-04 2,95E-10 30
H4H12175P 74 132 2,96E+05 6,37E-04 2,15E-09 18
H4H12159P 70 145 1,04E+06 1,07E-04 1,03E-10 108
H4H12164P 66 140 3,96E+05 1,28E-04 3,23E-10 90
H4H12168P 34 12 2,50E+04 4,64E-04 1,85E-08 25
H4H12169P 59 65 1,15E+05 3,52E-04 3,06E-09 33
H4H11686N 206 406 3,33E+05 1,56E-04 4,69E-10 74
H4H12170P 34 55 2,97E+05 4,15E-04 1,40E-09 28
H4H12177P2 41 37 4,42E+04 5,78E-04 1,31E-08 20
H4H12183P2 29 30 4,30E+04 2,50E-04 5,81E-09 46
H4H12166P 69 127 8,80E+05 2,30E-04 2,62E-10 50
H4H12166P2 68 110 9,50E+05 1,23E-03 1,29E-09 9
H4H12166P3 86 147 6,12E+05 1,27E-03 2,07E-09 9
H4H12166P4 63 108 5,05E+05 4,69E-04 9,30E-10 25
H4H12166P5 76 129 4,40E+05 1,22E-03 2,77E-09 9
H4H12166P6 90 157 5,42E+05 4,74E-04 8,75E-10 24
H4H12166P7 64 105 3,49E+05 2,58E-03 7,39E-09 4
H4H12166P8 65 98 6,75E+05 2,09E-03 3,10E-09 6
H4H12166P9 76 122 3,75E+05 6,39E-04 1,70E-09 18
H4H12166P10 64 82 2,27E+05 3,14E-03 1,38E-08 4
Comparador 1 185 246 1,47E+05 5,30E-04 3,61E-09 22
Comparador 2 119 205 2,85E+05 6,57E-04 2,30E-10 18

[0241] C5-mmh de macaco ligando-se a anticorpos anti-C5 a 25°C

e 37°C é mostrado nas Tabelas 5 e 6.
Tabela 5: Parametros Cinéticos de Ligacdo de anticorpos

monoclonais anti-C5 ligando-se a C5-mmh de macaco a 25°C

Anticorpo Quantidade de 100nM de C5-mmh ka kd Kb tve

Anticorpo Captu- de macaco

rado (RU) Ligado (RU) (1/Ms) (1/s) (M) (min)
H4H11683N 228 403 3,86E+05 2,47E-04 6,40E-10 47
H4H12171P 51 17 4,60E+04 2,26E-04 4,92E-09 51
H4H12161P 38 45 6,33E+04 2,48E-05 3,92E-10 465
H4H12176P2 50 69 1,82E+05 5,88E-05 3,22E-10 196
H4H12163P 50 98 3,11E+05 7,75E-04 2,49E-09 15
H4H12167P 52 111 4,19E+05 1,32E-04 3,15E-10 88
H4H12175P 51 59 6,42E+04 1,65E-03 2,57E-08 7
H4H12159P 53 116 3,54E+05 4,69E-05 1,33E-10 246
H4H12164P 51 66 1,27E+05 1,53E-03 1,20E-08 8
H4H12168P 50 86 1,73E+05 1,14E-04 6,60E-10 101
H4H12169P 51 22 1,64E+05 4,55E-03 2,78E-08 3
H4H11686N 196 247 1,57E+05 4,89E-04 3,11E-09 24
H4H12170P 51 92 2,62E+05 5,21E-05 1,99E-10 222
H4H12177P2 47 32 4,62E+04 9,92E-04 2,15E-08 12
H4H12183P2 47 23 4,88E+04 4,94E-04 1,01E-08 23
H4H12166P 52 90 2,05E+05 1,06E-03 5,15E-09 11
H4H12166P2 53 71 3,00E+05 3,16E-03 1,05E-08 4
H4H12166P3 59 72 1,68E+05 4,47E-03 2,66E-08 3
H4H12166P4 49 69 2,10E+05 1,78E-03 8,50E-09 6
H4H12166P5 59 56 1,44E+05 3,46E-03 2,40E-08 3
H4H12166P6 64 94 2,39E+05 2,66E-03 1,11E-08 4
H4H12166P7 50 36 1,36E+05 6,33E-03 4,65E-08 2
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H4H12166P8 50 47 2,31E+05 4,99E-03 2,16E-08 2
H4H12166P9 52 55 1,70E+05 3,18E-03 1,87E-08 4
H4H12166P10 49 15 9,56E+04 6,16E-03 6,44E-08 2
Comparador 1* 228 11 N/A N/A 3,11E-07 N/A

N/A = n&o disponivel; * SS = analise em estado estacionario
Tabela 6: Parametros Cinéticos de ligacdo de anticorpos

monoclonais anti-C5 ligando-se a C5-mmh de macaco a 37°C

Anticorpo Quantidade de 100nM de C5-mmh ka kd Kp tY%
Anticorpo Cap- | de macaco Ligado (1/Ms) (1/s) M) (min)
turado (RU) (RU)

H4H11683N 192 303 5,35E+05 1,15E-03 2,16E-09 10

H4H12171P 59 78 5,56E+05 | 1,03E-03 1,85E-09 11

H4H12161P 41 53 1,34E+05 7,45E-04 5,56E-09 16

H4H12176P2 36 47 1,35E+05 | 1,29E-03 9,60E-09 9

H4H12163P 64 129 3,90E+05 | 1,25E-03 3,20E-09 9

H4H12167P 74 146 5,37E+05 2,89E-04 5,39E-10 40

H4H12175P 74 74 1,77E+05 2,76E-03 1,56E-08 4

H4H12159P 70 137 4,12E+05 5,50E-05 1,33E-10 210

H4H12164P 65 99 1,86E+05 1,17E-03 6,30E-09 10

H4H12168P 34 29 5,33E+04 6,76E-04 1,27E-08 17

H4H12169P 59 64 2,51E+05 3,61E-03 1,43E-08 3

H4H11686N 145 195 2,33E+05 2,07E-03 8,88E-09 6

H4H12170P 34 60 5,21E+05 8,71E-04 1,67E-09 13

H4H12177P2 41 27 1,50E+05 7,17E-03 4,77E-08 2

H4H12183P2 28 13 5,40E+04 6,37E-03 1,18E-07 2

H4H12166P 68 110 2,19E+05 1,87E-03 8,55E-09 6

H4H12166P2 68 83 3,93E+05 | 2,97E-03 7,56E-09 4

H4H12166P3 85 92 2,23E+05 2,92E-03 1,31E-08 4

H4H12166P4 62 80 2,23E+05 | 1,83E-03 8,20E-09 6

H4H12166P5 75 70 1,50E+05 | 3,13E-03 2,09E-08 4

H4H12166P6 90 112 2,53E+05 | 2,32E-03 9,18E-09 5

H4H12166P7 63 48 1,25E+05 | 2,41E-03 1,93E-08 5

H4H12166P8 64 53 2,03E+05 | 2,69E-03 1,33E-08 4

H4H12166P9 75 69 1,81E+05 2,61E-03 1,44E-08 4

H4H12166P10 63 24 6,60E+04 2,79E-03 4,22E-08 4

Comparador 1 132 4 NB NB NB NB

[0242] C5 R885H-mmh humano e C5 R885C-mmh humano ligando-
se a anticorpos anti-C5 a 25°C sédo mostrados nas Tabelas 7 e 8,
respectivamente.

Tabela 7: Parametros Cinéticos de Ligacdo de anticorpos

monoclonais anti-C5 ligndo-se a C5 R885H-mmh humano a 25°C

Anticorpo Quantidade de | 100nM de C5 R885H- Ka Ka Kb tYe
An- mmh humano Ligado (2/Ms) (1/s) M) (min)
ticorpo Capturado | (RU)

(RU)

H4H11683N 183 118 5,26E+05 2,46E-04 4,68E-10 47

H4H12171P 119 51 6,59E+05 1,42E-04 2,16E-10 81

H4H12161P 105 199 8,36E+04 8,32E-05 9,96E-10 139

H4H12176P2 170 65 1,78E+05 2,17E-04 1,22E-09 53

H4H12163P 111 214 6,72E+05 4,34E-04 6,46E-10 27

H4H12167P 93 187 6,89E+05 2,98E-04 4,33E-10 39

H4H12175P 104 207 1,81E+05 1,98E-03 1,09E-08 6

H4H12159P 101 177 7,06E+05 1,76E-04 2,50E-10 66

H4H12164P 143 295 1,58E+05 1,87E-04 1,19E-09 62

H4H12168P 138 197 5,29E+04 2,14E-04 4,05E-09 54

H4H12169P 116 173 4,84E+05 7,09E-05 1,47E-10 163

H4H11686N 145 259 2,16E+05 1,06E-04 4,91E-10 109

H4H12170P 244 442 4,09E+05 1,61E-04 3,94E-10 72

H4H12177P2 137 232 1,48E+05 5,92E-04 4,01E-09 20

H4H12183P2 158 99 3,77E+04 4,37E-05 1,16E-09 264
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H4H12166P 188 366 5,28E+05 2,12E-04 4,02E-10 54
Comparador 1 | 87 11 NB NB NB NB
Comparador 2 | 118 249 1,08E+06 6,53E-04 6,06E-10 18

Tabela 8: Parametros Cinéticos de Ligacdo de anticorpos

monoclonais anti-C5 ligando-se a C5 R885C-mmh humano a 25°C

Anticorpo Quantidade de 100nM de C5 Ka Ka Kp tY%
Anticorpo Cap- R885C- (2/Ms) (2/s) M) (min)
turado (RU) mmh humano Ligado

(RU)

H4H11683N 174 116 4,99E+05 2,39E-04 | 4,79E-10 48

H4H12171P 109 51 3,79E+05 1,39E-04 | 3,66E-10 83

H4H12161P 103 147 1,30E+05 8,71E-05 | 6,72E-10 133

H4H12176P2 164 63 1,07E+05 2,18E-04 | 2,03E-09 53

H4H12163P 110 211 5,04E+05 4,32E-04 | 8,58E-10 27

H4H12167P 85 163 7,11E+05 2,94E-04 | 4,13E-10 39

H4H12175P 99 128 8,18E+04 1,55E-02 | 1,90E-07 1

H4H12159P 93 168 5,86E+05 1,69E-04 | 2,89E-10 68

H4H12164P 139 249 1,53E+05 1,82E-04 | 1,19E-09 63

H4H12168P 128 144 6,09E+04 1,99E-04 | 3,27E-09 58

H4H12169P 108 168 2,78E+05 6,99E-05 | 2,51E-10 165

H4H11686N 143 253 1,78E+05 9,49E-05 | 5,34E-10 122

H4H12170P 244 427 3,567E+05 1,60E-04 | 4,47E-10 72

H4H12177P2 138 177 1,00E+05 1,32E-03 | 1,32E-08 9

H4H12183P2 158 80 2,99E+04 2,20E-05 | 7,37E-10 525

H4H12166P 188 356 4,26E+05 2,07E-04 | 4,87E-10 56

Comparador 1 87 9 NB NB NB NB

Comparador 2 117 241 1,17E+06 6,19E-04 5,30E-10 19

[0243] C5 R885H-mmh humano e C5 R885C-mmh humano ligando-
se a anticorpos anti-C5 a 37°C sdo mostrados nas Tabelas 9 e 10,
respectivamente.

Tabela 9: Parametros Cinéticos de ligacdo de anticorpos

monoclonais anti-C5 ligando-se ao C5 R885H-mmh humano a 37°C

Anticorpo Quantidade 100nM de C5 | ks Kg Kb t¥%

de Anticorpo | R885H-mmh

Capturado humano

(RU) Ligado (RU) (1/Ms) (1/s) (M) (min)
H4H11683N 49 81 5,48E+05 1,47E-03 2,69E-09 8
H4H12171P 59 80 5,92E+05 9,63E-04 1,63E-09 12
H4H12161P 41 54 1,18E+05 9,25E-04 7,84E-09 12
H4H12176P2 45 69 2,57E+05 9,58E-04 3,73E-09 12
H4H12163P 60 85 7,24E+05 2,90E-03 4,00E-09 4
H4H12167P 38 65 8,81E+05 2,57E-03 2,91E-09 5
H4H12175P 25 30 1,37E+05 9,50E-03 6,94E-08 1
H4H12159P 51 82 6,38E+05 9,48E-04 1,49E-09 12
H4H12164P 59 68 1,95E+05 1,06E-03 5,46E-09 11
H4H12168P 34 29 2,43E+04 1,23E-03 5,04E-08 9
H4H12169P 61 79 4,29E+05 7,39E-04 1,72E-09 16
H4H11686N 40 74 4,19E+05 8,00E-04 1,91E-09 14
H4H12170P 36 64 5,59E+05 8,39E-04 1,50E-09 14
H4H12177P2 45 51 2,76E+05 2,76E-03 1,00E-08 4
H4H12183P2 33 36 9,58E+04 7,12E-04 7,43E-09 16
H4H12166P 71 58 6,24E+05 1,31E-03 2,09E-09 9
Comparador 1 41 5 NB NB NB NB
Comparador 2 23 47 8,39E+05 1,05E-03 1,25E-09 11
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Tabela 10: Parametros Cinéticos de ligacdo de anticorpos

monoclonais anti-C5 ligando-se a C5 R885C-mmh humano a 37°C

Anticorpo Quantidade de | 100nM de C5 Ka Kqg Kb tY%
Anti- R885C-mmh hu- (2/Ms) (1/s) M) (min)
corpo Capturado mano Ligado (RU)

(RU)

H4H11683N 48 78 4,38E+05 1,43E-03 | 3,25E-09 8

H4H12171P 59 78 4,77E+05 9,57E-04 | 2,01E-09 12

H4H12161P 41 49 1,10E+05 9,01E-04 | 8,17E-09 13

H4H12176P2 44 55 1,41E+05 1,03E-03 | 7,32E-09 11

H4H12163P 59 83 5,66E+05 2,81E-03 | 4,97E-09 4

H4H12167P 38 64 6,84E+05 2,49E-03 | 3,64E-09 5

H4H12175P 25 4 1,12E+05 1,79E-02 | 1,59E-07 1

H4H12159P 51 68 5,61E+05 9,75E-04 | 1,74E-09 12

H4H12164P 59 64 1,77E+05 1,04E-03 | 5,85E-09 11

H4H12168P 34 21 6,38E+04 5,69E-04 | 8,90E-09 20

H4H12169P 61 75 3,29E+05 7,37E-04 | 2,24E-09 16

H4H11686N 39 69 2,84E+05 7,91E-04 | 2,78E-09 15

H4H12170P 36 61 4,24E+05 8,70E-04 | 2,05E-09 13

H4H12177P2 43 31 1,07E+05 5,07E-03 | 4,76E-08 2

H4H12183P2 31 25 5,12E+04 9,97E-04 | 1,95E-08 12

H4H12166P 72 54 4,91E+05 1,26E-03 | 2,56E-09 9

Comparador 1 41 2 NB NB NB NB

Comparador 2 23 42 7,34E+05 1,07E-03 1,45E-09 11

[0244] A 25°C, todos os 25 anticorpos anti-C5 da invencéo ligados
a C5 humano com valores de Kp variando de 73 pM a 8,4 nM, como
mostrado na Tabela 3. A 37°C, os anticorpos anti-C5 da invencgéao
ligaram-se a C5 humano com valores de Kp variando de 103 pM a 18,5
nM, como mostrado na Tabela 4. A 25, 25 dos 25 anticorpos anti-C5 da
invencao testados ligaram-se a C5-mmh de macaco com valores de Kp
variando de 133 pM a 64 nM como mostrado na Tabela 5. A 37°C, 25
dos 25 anticorpos anti-C5 da invencéao testados ligaram-se a C5-mmh
de macaco com valores de Kp variando de 133 pM a 118 nM, como
mostrado na Tabela 6. A 25°C, 16 dos 16 anticorpos anti-C5 da
invencao testados ligaram-se a C5 R885H-mmh humano com valores
de Kp variando de 147 pM a 10,9 nM, como mostrado na Tabela 7. A
25°C, 16 dos 16 anticorpos anti-C5 da invencao testados ligaram-se a
C5 R885C-mmh humano com valores de Kp variando de 251pM a
190nM, como mostrado na Tabela 8. A 37°C, 16 dos 16 anticorpos anti-
C5 da invencéo testados ligaram-se a C5 R885H-mmh humano com
valores de Kp variando de 1,49 nM a 69,4 nM como mostrado na Tabela
9. A 25°C, 16 dos 16 anticorpos anti-C5 da invencao testados ligaram-

se a C5 R885C-mmh humano com valores de Kp variando de 1,74 nM
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a 159 nM, como mostrado na Tabela 10.

Exemplo 4: Anticorpo ligando-se a C5 por pH diferente

[0245] O efeito do pH sobre a taxa de dissociacdo de C5 humano
recombinante ligado a anticorpos monoclonais anti-C5 purificados foi
determinado usando um biossensor de ressonancia de plasmon de
superficie em tempo real usando um instrumento Biacore T200. A
supericie de sensor Biacore foi primeiro derivatizada por acoplamento
de amina com um anticorpo Fc anti-humano de camundongo
monoclonal (GE, # BR-1008-39) para capturar anticorpos monoclonais
anti-C5 expressos com Fc de IgG1l humana. Todos os estudos de
ligacéo Biacore foram realizados usando dois tampdes fluentes PBS-T,
pH 7,4 (NaoHPO4/NaH-PO4 a 0,001M, NaCl a 0,15 M, Tween-20 a
0,05% em v/v, ajustado para pH 7,4 e PBS-T, pHG6,0,
(NazHPO4/NaH.PO4a 0,01 M, NaCl a 0,15M, Tween-20 a 0,05% em vlv,
ajustado para pH 6,0). Diferentes concentra¢des de C5 humano (EMD,
N.° de Catélogo # 204888) ou C5.mmh de macaco (preparado em PBS-
T, tampao fluente em pH 7,4 (variando de 100 nM a 11,11 nM, diluicbes
de 3 vezes) foram injetadas sobre a superficie capturada de anticorpo
monoclonal anti-C5 durante 3 minutos em uma taxa de fluxo de 50
puL/minuto e a sua dissociacdo em dois tampdes fluentes PBS-T, pH 7,4
e PBS-T, pH 6,0 foi monitorada durante 6 minutos. Todas as
experiéncias cinéticas de ligacdo foram realizadas a 25°C e 37°C. A
constante de dissociacdo cinética (kd) foi determinada ajustando os
sensores em tempo real em um modelo de ligacdo de 1:1 usando
software de ajustamento de curva Scrubber 2.0c. As meias-vidas

dissociativas de ligacéo (t%2) foram calculadas a partir de kd como:

In(2)

t¥2 (min) = 60+kd

[0246] As relagbes de meia-vida para a ligacdo de C5 humano a
anticorpos monoclonais anti-C5 diferentes a 25°C e 37°C em dois

tampdes fluentes PBS-T, pH7,4 e PBS-T, pH6,0 sdo mostradas nas
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Tabela 11: Relagdes de meia-vida de anticorpos anti-C5

selecionados para C5 humano a 25°C
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mAb Capturado Relacéo tv2
pH7,4/pH6,0
H4H12169P IC
H4H12176P2 IC
H4H12161P IC
H4H12159P <0,3
H4H12170P <0,5
H4H12166P 4,5
H4H12183P2 IC
H4H12167P 0,6
H4H12164P 0,3
H4H12163P 1,2
H4H12175P 0,9
H4H12177P2 <05
H4H12171P 0,6
H4H12168P 15
H4H12166P2 9,3
H4H12166P3 7,9
H4H12166P4 7,8
H4H12166P5 8,3
H4H12166P6 7,8
H4H12166P7 35
H4H12166P8 47
H4H12166P9 31
H4H12166P10 33
H4H11683N 2
H4H11686N 2

IC = inconclusivo

Tabela 12: Relagdes de meia-vida de anticorpos anti-C5

selecionados em C5 humano a 37°C

mAb Capturado Relacédo de t'
pH7,4/pH6,0
H4H12169P IC
H4H12176P2 <04
H4H12161P <07
H4H12159P 0,2
H4H12170P 0,2
H4H12166P 3,8
H4H12183P2 IC
H4H12167P 0,2
H4H12164P <0,1
H4H12163P 0,8
H4H12175P 0,9
H4H12177P2 13
H4H12171P 3,7
H4H12168P 1
H4H12166P2 7,3
H4H12166P3 6,6
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H4H12166P4 7,6
H4H12166P5 7,6
H4H12166P6 8,2
H4H12166P7 21
H4H12166P8 36
H4H12166P9 28
H4H12166P10 19
H4H11683N 14
H4H11686N 0,8

IC = inconclusivo

[0247] Relagbes de meia-vida para ligacdo de C5 de macaco em

diferentes anticorpos monoclonais anti-C5 a 25°C e 37°C em dois

tampoes fluentes PBS-T, pH7,4 e PBS-T, pH6,0 sdao mostradas nas

Tabelas 13 e 14.

Tabela 13: Relagcdes de meia-vida dos anticorpos anti-C5

selecionados no C5 de macaco a 25°C

mAb Capturado Relacdo de t%
pH7,4/pH6,0

H4H12169P 34
H4H12176P2 =91
H4H12161P IC
H4H12159P 1,2
H4H12170P 21,7
H4H12166P 18,5
H4H12183P2 5,8
H4H12167P 9,2
H4H12164P 29
H4H12163P 9,7
H4H12175P 3,6
H4H12177P2 3,7
H4H12171P 2,1
H4H12168P 3,8
H4H11683N 0,34
H4H11686N 0,37

IC = inconclusivo

Tabela 14: Relagdes de meia-vida dos anticorpos

selecionados no C5 de macaco a 37°C

anti-C5

mAb Capturado Relacéo de t'
pH7,4/pH6,0
H4H12169P 2
H4H12176P2 2,8
H4H12161P 10,7
H4H12159P 6,3
H4H12170P 4,7
H4H12166P 7,1
H4H12183P2 24
H4H12167P 4.4
H4H12164P 11
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H4H12163P 3,3
H4H12175P 0,4
H4H12177P2 15
H4H12171P 4,7
H4H12168P 4

H4H11683N 0,7
H4H11686N 0,5

IC = inconclusivo

[0248] Como mostrado nas Tabelas 11-14, os anticorpos anti-C5
selecionados mostraram ligacdo dependente do pH, como visto pelas
relagdes de tYa.

Exemplo 5: Competic&o cruzada de Octet entre anticorpos anti-C5
[0249] A competicao de ligacdo entre os anticorpos monoclonais
anti-C5 (mAbs) foi determinada usando um ensaio de interferometria em
bio-camada sem rétulo, em tempo real em um biossensor Octet RED384
(Pall ForteBio Corp.). Toda a experiéncia foi realizada a 25°C em
HEPES a 0,01 M pH 7,4, NaCl 0,15 M, 0,05% em v/v de Tensoativo
Tween-20, BSA 0,1 mg/mL (tampéo Octet HBS-P) com a placa em
agitacao na velocidade de 1000 rpm. Para avaliar se 2 anticorpos eram
capazes de competir uns com o0s outros pela ligagdo aos seus
respectivos epitopos em um C5 humano (hC5 purificado a partir do
plasma, EMD), cerca de 1,5 nm de mAb de C5 anti-humano foi
capturado primeiro em extremidades de biossensor de Octet revestido
com anticorpo anti-hFc (Pall ForteBio Corp., # 18-5060) submergindo as
extremidades durante 3 minutos em cavidades contendo uma solugao
de 50 pg/mL de mAb de C5 anti-humano (subsequentemente referido
como mADb1l). As extremidades do biossensor capturadas com anticorpo
foram, entdo, saturadas com um mAb de controle de isétipo H4H de
bloqueio (subsequentemente referido como mAb de bloqueio) por
imersdo em cavidades contendo 200 pg/mL de solucdo de mAb de
bloqueio durante 4 minutos. As extremidades do biossensor foram,
entdo, subsequentemente imersas em cavidades contendo uma
solucédo cocomplexada de 50 nM de hC5 e 1 uM de um segundo mAb

de C5 anti-humano (subsequentemente referido como mAb2), que tinha

Peticéo 870230017931, de 02/03/2023, pag. 111/168



106/152

sido pré-incubado durante 2 horas, por 4 minutos. As extremidades do
biossensor foram lavadas em tampéao de Octet HBS-P entre cada etapa
da experiéncia. A resposta de ligacdo em tempo real foi monitorada
durante o decurso da experiéncia e a resposta de ligacdo no final de
cada etapa foi registada. A resposta de mAb2 pré-complexa de C5
humano ligando-se ao mAb1 foi corrigida para a ligacdo antecedente,
comparada e 0 comportamento competitivo/ndo competitivo de
diferentes anticorpos monoclonais anti-C5 foi determinado.

[0250] A Tabela 15 define explicitamente as relagdes de anticorpos
gue competem em ambas as direcdes, independentemente da ordem
de ligacéo.

Tabela 15: Competicao cruzada entre pares de anticorpos anti-C5

selecionados

Primeiro mAb (mAb1) Capturado Anticorpos de mAb2 Mostrado para
using Biossensores de AHC Octet Competir com mAbl

H4H12183P2 H4H12167P; H4AH12166P; H4H12163P
H4H12167P H4H12183P2; H4H12166P; H4H12163P
H4H12166P H4H12183P2; H4AH12167P; H4H12163P
H4H12163P H4H12183P2; H4AH12167P; H4H12166P
H4H12159P H4H12169P; H4AH11683N; H4H12170P
H4H12169P H4H12159P; H4H11683N; H4H12170P
H4H11683N H4H12159P; H4H12169P; H4H12170P
H4H12170P H4H12159P; H4H12169P; H4H11683N
H4H12175P H4H12177P2

H4H12177P2 H4H12175P

H4H12176P2 H4H12164P

H4H12164P H4H12176P2

H4H12168P nenhum

H4H12161P Nenhum

H4H11686N nenhum

Exemplo 6: Inibi¢c&o da citotoxicidade dependente de complemento
mediada por C5 em um bioensaio de células B

[0251] Este exemplo descreve um bioensaio para testar o papel de
C5 usando um anticorpo anti-CD20 na trilha de complemento classica.
Foi demonstrado que os anticorpos anti-CD20 terapéuticos contra o
antigeno de superficie celular especifico de célula B CD20, mostraram
conduzir para CDC de células B (Glennie et al. 2007, Mol. Immunol. 44:

3823-3837) e ensaio de CDC usando linhagens celulares expressando
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CD20 foram descritas previamente (Flieger et al. 2000, Cell. Immunol.
204: 55-63). Células Daudi, uma linhagem de célula B humana
expressando CD20, soro preservado complementar ou soro esgotado
de C5 com variantes de C5 exdégenas e um anticorpo anti-CD20
(anticorpo compreendendo VH/VL de "2F2" de Patente US 8.529.902)
foram usados para avaliar o papel da atividade de C5 no CDC.

[0252] Para o bioensaio de CDC de C5, as células Daudi foram
semeadas em placas de ensaio de 96 cavidades em 10.000
células/cavidade em RPMI contendo 10% de FBS, penicilina/estrepto-
micina, L-glutamina, piruvato de sédio e Aminoacidos Nao Essenciais
(meios de RPMI Completos) ou RPMI contendo 1% de BSA,
penicilina/estreptomicina e L-glutamina (RPMI/BSA). Todos os ensaios
gue testaram anticorpos anti-hC5 mutados, juntamente com o teste dos
anticorpos ndo mutados com soro humano contendo C5 foram testados
em meios RPMI Completos, enquanto 0s ensaios testado 0s anticorpos
nao mutados com soro de macaco Afrian Green e variantes C5
humanas foram testados em meios RPMI/BSA. Para medir a CDC com
soro humano ou de macaco, o anticorpo anti-CD20 foi diluido 1:3 de 100
nM para 2 pM (incluindo uma amostra de controle sem anticorpo) e
incubado com células durante 10 minutos a 25°C seguido pela adi¢éo
de soro a 1,66% ou 1,66% de soro esgotado de C5 e de proteinas
variante de C5 de 6,6 nM. A guantidade de proteina C5 a ser adicionada
ao soro esgotado de C5 foi baseada no valor relatado da concentracao
de C5 no soro humano de 0,37 uM (Rawal et al., 2008, J. Biol. Chem.
283: 7853-7863). Para testar a inibicdo de anticorpo de C5 de CDC, os
anticorpos de C5 foram diluidos 1:3 de 100 nM para 2 pM (incluindo uma
amostra de controle sem anticorpo) e incubados com soro a 1,66% ou
1,66% de soro esgotado de C5 e 6,6nM de variante de C5 durante 30
minutos. Dez minutos antes da adicdo de anticorpos com soro as

células, o anticorpo anti-CD20 foi adicionado as células em 1 nM, 2 nM,
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3 nM, 3,5 nM, 7 nM, 10 nM ou 30 nM. No final da incubacdo com o
anticorpo anti-CD20, a mistura de anticorpo/soro foi adicionada as
células. A citotoxicidade foi medida apoés 3,5 horas de incubacgéo a 37°C
e em 5% de CO., seguido por 15 minutos de incubacgao a 25°C e adicao
de reagente CytoTox-Glo™ (Promega, # G9292). O CytoTox-Glo™ &
um reagente a base de luminescéncia que mede a morte celular de tal
forma que a luminescéncia aumentada é observada com citotoxicidade
aumentada (medida em unidades de luz relativas, RLUS). As células nédo
tratadas nas cavidades de controle foram lisadas por tratamento com
digitonina imediatamente apd6s a adicdo do reagente CytoTox-Glo™
para determinar a morte maxima das células. As placas foram lidas por
luminescéncia por um instrumento Victor X (Perkin Elmer) 15 minutos
apos a adicao de CytoTox-Glo™. Quando calculada, a percentagem da
citotoxicidade foi calculada com os valores de URL, usando a seguinte
equacao:

% de Citotoxicidade = 100 x (Lise Celular Experimental — Lise Celular de Base)

(Lise Celular Maxima — Lise Celular de Base)

[0253] Nesta equacédo, a "lise celular de base" € a luminescéncia
das células tratadas com meios e soro apenas sem qualquer anticorpo
anti-CD20 e a "lise celular maxima" é a luminescéncia das células
tratadas com digitonina. Os resultados, expressos como% de
citotoxicidade ou RLUs, foram analisados usando regressao néo linear
(logisticas de 4 parametros) com o software Prism 5 (GraphPad) para
obter os valores de ECso e ICs0. A inibicdo de anticorpos foi calculada
de tal modo que 0 - 100% de inibicdo é a faixa de inibicdo da
concentracao do anticorpo anti-CD20 usado no ensaio sem inibidor do
anticorpo anti-CD20 de OnM.

Resultados

[0254] Um total de 25 anticorpos de C5 anti-humanos, 16 nao
mutados e 9 mutados, foram testados quanto a sua capacidade de inibir

C5 no ensaio de CDC usando células Daudi com um anticorpo anti-
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CD20 e soro humano (com hC5 normal ou variantes de C5) ou soros de
macaco Afrian Green. Varios residuos nas regides de determinacéo da
complementaridade (CDRs) de H4H12166P foram mutados para
histidinas para gerar 9 anticorpos mutados, H4H12166P2-H4H12166P10.
Mostrou-se que as mutacOes de histidina nas CDRs conferem
dependéncia de pH da ligacdo ao antigeno alvo, conduzindo a
farmacocinética melhorada (lgawa et al., 2010, Nat. Biotechnol. 28:
1203-1207).

Tabela 16: Inibicdo de anticorpo anti-hC5 n&do mutado de CDC com

soro a 1,66% e anticorpo anti-CD20 em células Daudi

Sero Humano Humano Macaco African | Variante de 6,6 nM Variante de 6,6 nM

Green de C5 e Humana de C5 e Humana
Esgotada de C5 Esgotada de C5
R885H R885C

EC50 [M] de anti- 1,0E-09 1,4E-09 2,4E-09 1,9E-09 2,7E-09

corpo anti-CD20

(com 1,66% de

Soro)

Constante de an- 1nM 3nM 3,5nM 30nM

ticorpo anti-CD20

(com 1,66% de

s0ro)

Anticorpo ICs0 [M] ICs0 [M] (% de | ICso [M] ICso [M] (% de
Inibicdo Méax,)* Inibicdo Max,)*

H4H11683N N&o Testado 1,2E-09 4,0E-09 1,3E-09 9,0E-10

H4H11686N N&o Testado 1,5E-09 4,4E-09 1,1E-09 4,5E-10

H4H12159P 3,2E-09 Né&o Testado 3,4E-09 1,4E-09 1,0E-09

H4H12161P 2,4E-09 N&o Testado 2,6E-09 1,8E-09 1,0E-09

H4H12163P 3,4E-09 Né&o Testado 3,7E-09 2,1E-09 1,1E-09

H4H12164P 2,4E-09 N&o Testado 5,8E-09 1,8E-09 8,2E-10

H4H12166P 2,6E-09 N&o Testado 4,5E-09 1,3E-09 4,6E-10

H4H12167P 2,5E-09 Né&o Testado 3,5E-09 1,9E-09 1,0E-09

H4H12168P 1,5E-09 N&o Testado 2,0E-09 2,3E-09 8,6E-10

H4H12169P 1,7E-09 N&o Testado 2,9E-09 1,3E-09 6,7E-10

H4H12170P 2,0E-09 Né&o Testado 3,7E-09 4,8E-10 4,3E-10

H4H12171P 1,9E-09 N&o Testado 3,3E-09 1,6E-09 6,5E-10

H4H12175P 2,2E-09 Né&o Testado 5,2E-09 4,2E-09 >2,0E-08 (67%)

H4H12176P2 2,7E-09 N&o Testado 3,5E-09 2,1E-09 1,3E-09

H4H12177P2 2,2E-09 N&o Testado 6,1E-09 2,4E-09 1,6E-09

H4H12183P2 1,7E-09 Né&o Testado 1,4E-08 1,2E-09 4,5E-10

Comparador 1 2,3E-09 1,8E-09 >9,0E-08 (49%) No inhibition No inhibition

mADb de Controle 1 Nenhuma inibigdo Nenhuma inibigdo Né&o Testado Né&o Testado Né&o Testado

mADb de Controle 2 Né&o Testado Né&o Testado Nenhuma inibigdo Nenhuma inibigdo Nenhuma inibigdo

*A menos que de outra maneira notado, toda a inibi¢cdo é de ~ 100%
[0255]

anti-hC5 mostraram inibicdo completa de CDC mediada por C5 presente

Como mostrado nas Tabelas 16 e 17, todos os 25 anticorpos

em 1,66% do soro humano. As ICso dos anticorpos ndo mutados
variaram de 1,2 a 3,4 nM. As ICso dos anticorpos mutados variaram de
3,0nM a 12nM. O anticorpo parental, ndo mutado, H4H12166P produziu
inibicdo completa com IC50s de 2,6 nM e 2,9 nM.

Tabela 17: Inibicdo de anticorpo anti-hC5 mutado de CDC com
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1,66% de soro e anticorpo anti-CD20 em células Daudi

Sero Humano Macaco African Green | Variante de 6,6 nM de | Variante de 6,6 nM de C5
C5 e Humana | e Humana Esgotada de
Esgotada de C5 | C5R885C
R885H

EC50 [M] de anticorpo | 1,9E-09 2,6E-09 6,3E-09 9,5E-09

anti-CD20 (com 1,66%

de Soro)

Constante de [ 2nM 10nM mM 30nM

anticorpo  anti-CD20
(com 1,66% de soro)

Anticorpo ICs0 [M] I1Cs0 [M] (% de | ICso[M] 1Cs0 [M]
Inibicao Max,)*
H4H12166P 2,9E-09 5,6E-09 1,3E-09 7,6E-10
H4H12166P2 3,7E-09 9,7E-09 1,7E-09 1,2E-09
H4H12166P3 7,8E-09 >3,0E-08 (64%) 2,9E-09 1,7E-09
H4H12166P4 3,5E-09 7,9E-09 1,5E-09 9,6E-10
H4H12166P5 4,9E-09 >3,0E-08 (75%) 2,1E-09 1,4E-09
H4H12166P6 3,0E-09 9,9E-09 1,3E-09 7,9E-10
H4H12166P7 7,3E-09 >6,0E-08 (61%) 4,2E-09 2,3E-09
H4H12166P8 4,1E-09 >2,0E-08 (79%) 2,1E-09 1,2E-09
H4H12166P9 3,9E-09 >1,0E-08 (85%) 1,7E-09 7,7E-10
H4H12166P10 1,2E-08 >1,0E-07 (34%) 7,0E-09 3,5E-09
Comparador 1 2,7E-09 >1,0E-07 (35%) Nenhuma inibicdo Nenhuma inibicdo
mAb de Controle 2 Nenhuma Nenhuma Nenhuma Nenhuma
inibicdo inibicdo inibicdo inibicdo

*A menos que de outra maneira notado, toda a inibicdo € de ~ 100%
[0256] Os dezesseis anticorpos anti-hC5 nao mutados mostraram
inibicdo completa de CDC mediada por C5 de macaco African Green
com as ICsp variando de 2,0 nM a 14 nM.

[0257] Quatro dos 9 anticorpos mutados mostraram inibicao
completa de CDC mediada pelo macaco African Green C5 com as ICso
variando de 7,1 nM a 9,9 nM. Os seis anticorpos mutados restantes
foram bloqueadores com as ICsp superiores a 10 nM e inibicdo minima
(em 100 nM de anticorpo) variando de 34% a 85%. O anticorpo parental,
nao mutado, H4H12166P produziu inibicdo completa com IC50s de 4,5
nM e 5,6 nM.

[0258] Para testar se os anticorpos anti-hC5 inibem as variantes C5
humanas, R885H e R885C, o Soro Humano Esgotado de C5 foi testado
com 6,6 nM de cada variante de C5. Todos os 25 anticorpos anti-hC5
apresentaram inibicdo completa de CDC mediada pela variante de C5
R885H, com IC50s dos anticorpos ndo mutados variando de 0,48 nM a
4,2 nM, enquanto IC50s dos anticorpos mutados variaram de 1,3 nM a
7,0 nM. O anticorpo parental, ndo mutado, H4H12166P produziu
inibicdo completa com IC50s de 1,3 nM e 1,3 nM.

[0259] Quinze dos 16 anticorpos anti-hC5 nado mutados
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apresentaram inibicdo completa da CDC mediada pela variante de C5
R8855C, com IC50s variando de 0,43 nM a 1,6 nM. Um anticorpo nao
mutado mostrou fraca inibicdo de CDC com inibicdo maxima de 67%
(em 100 nM de anticorpo) e uma IC50 > 20 nM. Todos 0s nove
anticorpos mutados mostraram inibicdo completa de CDC mediada pela
variante de C5 R885C com IC50s variando de 0,77 nM a 3,5 nM. O
anticorpo parental, ndo mutado, H4H12166P produziu inibicdo completa
com uma CI50s de 0,46 nM e 0,76 nM.

[0260] O anticorpo anti-CD20 mostrou CDC de células Daudi com
soro a 1,66% com EC50s de 1,0 nM, 1,4 nM e 1,9 nM para soro humano,
2,4 nM e 2,6 nM para soro de macaco African Green, 1,9 nM e 6,3 nM
para soro esgotado de hC5 com a variante de hC5 R885H e 2,7 nM e
9,5 nM para o soro esgotado de hC5 com a variante de hC5 R885C.
Nenhum dos anticorpos de controle de IgG irrelevantes, mAbl de
Controle e mAb2 de Controle, demonstraram qualquer inibicdo de CDC.
Exemplo 7: Inibicdo da atividade de C5a como determinado pelo
ensaio de luciferase

[0261] Este exemplo descreve um ensaio para testar a ativagao de
Cbha através de um de seus receptores, C5aR1. C5aR1 é um receptor
acoplado a proteina G (GPCR) e pode iniciar varias trilhas de
sinalizagéo acopladas a GPCR (Monk et al., 2007, Br. J. Pharmacol.
152: 429-448). Um bioensaio foi estabelecido usando células HEK293
estavelmente transfectadas com C5aR1 humano (No. de acesso
NP_001727.1) e Gal16 humano (No. de Acesso NP_002059.3)
juntamente com um reporter de luciferase [elemento de resposta NFAT
(4X)-luciferase]. Ga16 € uma proteina G relativamente promiscua que
pode se acoplar a diferentes tipos de GPCRs levando a ativacdo de
PLC-B e subsequente elevacdo de Ca*™, que por sua vez ativa a
translocacdo de NFAT e a transcricdo do gene reporter (Kostenis et al.
2005, Trends Pharmacol. Sci. 26: 595-602). A linhagem celular
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resultante, HEK293/hGa16/hC5aR1/NFAT-luc, foi isolada e mantida em
10% de DMEM contendo 10% de FBS, NEAA, penicilina/estreptomicina,
500ug/mL de G418, 100 ug/mL de higromicina B e 7ug/mL de
blasticidina.

[0262] Para o0 bioensaio de Iluciferase de Cba, células
HEK293/hGL116/hC5aR1/NFAT-luc foram semeadas em placas de
ensaio de 96 cavidades em 20.000 células/cavidade em OPTIMEM
(Invitrogen, # 31985-070) suplementadas com BSA a 0,5%,
penicilina/estreptomicina e L-glutamina, e depois incubadas a 37°C e
5% de CO2 durante a noite. Utilizou-se BSA em vez de FBS, uma vez
gue se demonstrou que o soro clivava e inativava hCb5a (Klos et al.,
2013, Pharmacol. Rev. 65: 500-543). Na manha seguinte, o hCba foi
titulado de 100 nM a 2 pM (incluindo uma amostra de controle nao
contendo hC5a) e adicionado as células para determinar a curva de
titulacdo de resposta a dose para a linhagem celular. Para testar a
inibicdo de anticorpo de hC5a de hC5a, adicionaram-se 500pM de hC5a
as células. Imediatamente a seguir, os anticorpos diluidos 1:3 de 100
nM a 2 pM (incluindo uma amostra de controle n&o contendo anticorpo)
foram adicionados as células. As células foram incubadas durante 5,5
horas a 37°C na presenca de 5% de CO.. A atividade de luciferase foi
detectada ap6s a incubacdo com o reagente OneGlo™ (Promega, #
E6051). O OneGlo™ é um reagente baseado em luminescéncia que
mede a quantidade de luciferase presente nas células. Neste ensaio, a
ativacdo de hCba aumentada leva a producdo de luciferase e
luminescéncia aumentadas (medidas em unidades de luz relativas,
RLUs). A medicdo da Iuminescéncia foi realizada usando um
instrumento Victor X (Perkin Elmer). Os resultados foram analisados
usando regressdo nao linear (logisticas de 4 parametros) com o
software Prism 5 (GraphPad) para obter os valores de ECso e ICso. A

inibicdo de anticorpos foi calculada de tal modo que 0 - 100% de inibi¢ao
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€ a faixa de inibicdo de 500 pM de hC5a sem inibidor para 0 nM de
hC5a.

[0263] Quatro anticorpos anti-hC5 foram testados quanto a sua
capacidade de inibir a ativacdo de hCba de seu receptor, hC5aR1,
medindo a extensédo da inibicdo da ativacdo de 500pM de hCba de
células HEK293/hGa16/hC5aR1/NFAT-luc.

Tabela 18: Inibicdo do anticorpo anti-hC5 de 500 pM de hC5a em células
HEK293/G116/hC5aR1/NFAT-luc

ECso[M] hC5a 3,9E-10

PID de mAb ou REGN # Inibicdo de 500pM hC5a
ICso [M]

H2aM11682N 4,6E-10

H2aM11684N 3,5E-11

H2aM11694N 1,4E-10

H2aM11695N 4,2E-11

mAb de Controle Nenhuma inibicdo

[0264] Como mostrado na Tabela 18, todos os quatro anticorpos da
invencdo mostraram inibicado completa de 500pM de hC5a com IC50s
variando de 0,035nM a 0,46nM. Um anticorpo de controle de IgG
Irrelevante, mAb3 de Controle, ndo demonstrou qualquer inibicao de
hC5a. hCb5a ativou as células HEK293/Ga16/hC5aR1/NFAT-luc com
uma EC50 de 0,39 nM.

Exemplo 8: Bioensaio de Hemoélise

[0265] O ensaio de hemolise da trilha classica (CH) e o ensaio de
hemolise da trilha alternativa (AH) foram desenvolvidos para testar a
atividade do anticorpo.

[0266] A CH é um ensaio de avaliacdo para a ativacdo da trilha
classica complementar classica, que é sensivel a diminuicdo, auséncia
e/ou inatividade de qualquer componente da trilha. A CH testa a
capacidade funcional dos componentes complementares séricos da
trilha classica para lisar os glébulos vermelhos de ovelha (SRBC) pré-
revestidos com anticorpo de coelho anti-ovelha para glébulos vermelhos
(hemolisina). Quando as SRBC revestidas com anticorpo sdo incubadas

com soro teste, a trilha classica do complemento € ativada e resulta em
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hemolise. Se um componente complementar estiver ausente, o nivel de
CH sera zero; se um ou mais componentes da trilha classica estiverem
diminuidos, a CH sera diminuida. (Nilsson et al. 1984, J. Immunol. Meth.
72: 49-59). Este ensaio € usado para caracterizacdo e avaliacdo de
anticorpos C5 anti-humanos de alta afinidade.

Métodos

(A) Ensaio de hemolise de complemento de trilha classica

[0267] O numero desejado de glébulos vermelhos de ovelha
(SRBCs) foi lavado em tampao GVB++ e novamente suspenso em
1x10"9 células/mL. Para sensibilizar os glébulos vermelhos,
misturaram-se volumes iguais de hemolisina diluida anti-ovelha de
coelho 1:50 (1,5mg/mL) a 37°C por 20 minutos. As células SRBC
sensibilizadas foram diluidas para 2x1078 células/mL em GVB++ antes
do uso no ensaio de hemdlise. O soro humano normal ou soro de
macaco cynomolgus foi diluido para 2% ou 10% em tampdo GVB++.
Para testar a inibicdo da atividade de hemdlise mediada por C5, os
anticorpos teste foram pré-incubados durante 20 minutos a 4°C, em
concentragdes variando de 0,6 nM a 800 nM em soro humano normal a
2% -10% ou soro de macaco cynomolgus a 10% ou soro de macaco
African green. Placas de 96 cavidades de fundo redondo foram usadas
para medir a atividade da hemdlise. Um total de 100ul de RBCs de
ovelha sensibilizados (2x10”células/mL) foi semeado em uma placa de
96 cavidades seguindo-se a adicdo de 100 ul de amostras de soro
respectivas que foram pré-incubadas com os anticorpos teste. As
células foram gentilmente misturadas e incubadas a 37°C por 60
minutos. Apos o tempo de incubacgdo, as células foram giradas por
centrifugacao a 1250xg a 4°C. Um total de 100 uL do sobrenadante foi
transferido para uma placa de fundo plano 96 fresca e lida em 412 nm
no leitor de microplaca Spectramax. A atividade hemolitica foi calculada

na concentragao serica final de 1-5% para tratamentos.
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[0268] O percentual de hemolise foi calculado como segue:

% de Hemolise = 100 x (Lise Celular Experimental — Lise Celular de Base)

(Lise Celular Maxima — Lise Celular de Base)

[0269] Nesta equacéo, "lise celular de base" é a OD em A412nm
das células incubadas em tampao GVB++ apenas ndao contendo soro.
A "lise celular maxima" é a OD em A412nm das células tratadas com
agua. Os resultados, expressos como% de hemolise foram analisados
usando regressdo nao linear (logisticas de 4 parametros) com o
software Prism 5 (GraphPad) para obter os valores de ICso. Dados
representados como meédia * erro padrao da média

(B) Ensaio complementar alternativo

[0270] O numero desejado de glébulos vermelhos de coelho
(RbRBCs) foi lavado em tampdo GVB-Mg?'/EGTA e novamente
suspenso em 2x1078células/mL. O soro de macaco cynomolgus ou de
humano normal foi diluido para 10% em tampdo GVB-Mg?**/EGTA. Para
testar a inibicdo da atividade da hemodlise mediada por C5, anticorpos
em concentra¢des variando de 3 nM a 800 nM foram pré-incubados
durante 20 minutos a 4°C em 5-10% de soro humano normal ou soro de
macaco cynomolgus. Placas de 96 cavidades de fundo redondo foram
usadas para medir a atividade da hemolise. Um total de 100ul de
RbRBCs (2x1078 células/mL) foi semeado em placa de 96 cavidades
seguida pela adicdo de 100 pl de 10% de soro humano normal ou soro
de macaco cynomolgus ou soro de macaco African green que foi pré-
incubado com os anticorpos anti-C5. As células foram gentilmente
misturadas e incubadas a 37°C por 60 minutos. Apos o tempo de
incubacdo, as células foram giradas por centrifugacdo em 1250xg a 4°C.
Um total de 100 pL do sobrenadante foi transferido para uma placa de
fundo plano 96 fresca e lida em 412 nm na leitora de microplaca
Spectramax. A atividade hemolitica foi calculada na concentracdo serica
final de 5% de soro.

[0271] O percentual de hemolise foi calculado como segue:
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% de Hemodlise = 100 x (Lise Celular Experimental — Lise Celular de Base)

(Lise Celular Maxima — Lise Celular de Base)
[0272] Nesta equacéo, "lise celular de base" é a OD em A412nm
das células incubadas em tampéo GVB-Mg/EGTA apenas ndo contendo
soro ou sem qualquer anticorpo anti-C5. A "lise celular maxima" € a OD
em A412nm das células tratadas com agua. Inibi¢cdo por anticorpos anti-
C5, os valores de ICsp foram calculados usando regresséo nao linear
(logisticas de 4 parametros) com o software Prism 6 (GraphPad).
Resultados
(A) Inibicdo da Hemolise de C5 Humana
[0273] Um total de 25 anticorpos de C5 anti-humanos (hC5), 16 néo

mutados e 9 mutados, foram testados quanto a sua capacidade de inibir

0 C5 do soro humano normal (NHS) no ensaio de CH50 usando glébulos
vermelhos de ovelha sensibilizados (SRBCs) e ensaio AH50 usando
glébulos vermelhos de coelho (RRBCSs).

Tabela 19: Inibicdo de anticorpo anti-hC5 da atividade de CP e AP

em soro humano normal a 1% ou 5% (NHS)

PID de mAb CP Humano AP Humano CP Humano AP Humano
ICs0 [M] ICso [M] % de Inibicdo Max. | % de Inibicdo Max.
H4H12183P2 5,88E-09 1,60E-07 99,9% 78,9%
H4H12176P2 4,58E-09 1,65E-08 94,1% 69,9%
H4H12168P 3,33E-09 2,85E-08 97,5% 66,2%
H4H11686N 3,09E-09 1,30E-08 97,4% 76,2%
H4H12167P 3,68E-09 1,55E-08 99,9% 64,8%
H4H12161P 2,56E-09 2,55E-08 93,7% 56,1%
H4H12163P 2,72E-09 2,05E-08 96,1% 66,0%
H4H12166P 2,80E-09 2,60E-08 95,0% 70,9%
H4H11683N 2,54E-09 3,40E-08 98,1% 73,2%
H4H12159P 2,50E-09 1,75E-08 97,9% 73,4%
H4H12177P2 2,34E-09 1,70E-08 97,5% 71,0%
H4H12170P 2,39E-09 1,80E-08 98,2% 81,1%
H4H12175P 2,36E-09 2,00E-08 98,0% 80,2%
H4H12171P 2,33E-09 1,55E-08 94,9% 42,0%
H4H12164P 2,10E-09 1,45E-08 95,9% 69,7%
H4H12169P 2,36E-09 2,00E-08 98,3% 44,5%
Controle de is6tipo | Nenhuma atividade | Nenhuma atividade | Nenhuma atividade | Nenhuma atividade

[0274] Como mostrado na Tabela 19, dezesseis anticorpos anti-hC5
desta invencdo mostraram mais de 94% de inibicdo de hemdlise na
trilha classica (CP) mediada por C5 presente em 1% do soro humano.
As IC50s de anticorpos variaram de 2,1 a 5,9 nM e o percentual de

inibicdo variou de 95% - 99%. Todos os 16 anticorpos anti-C5
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mostraram mais de 60% de inibicdo (exceto H4H12169P) no ensaio de
hemodlise da trilha alternativa (AP) mediado por C5 presente em NHS a
5%. As IC50s de anticorpos variaram de 13 a 160 nM e a atividade de
percentual de inibigéo variou de 44% a 81%.

Tabela 20: Inibicdo do anticorpo anti-hC5 da atividade de CP e AP

em soro humano normal a 5% (NHS)

CP Humano AP Humano CP Humano AP Humano
PID de mAb

1Cso [M] I1Cso [M] % de Inibigdo Max, % de Inibigdo Max,
H4H12166P 1,09E-08 2,09E-08 99,4% 86,9%
H4H12166P2 1,59E-08 4,78E-08 98,2% 81,3%
H4H12166P3 1,34E-08 6,00E-08 95,9% 78,3%
H4H12166P4 1,32E-08 3,17E-08 98,6% 77,0%
H4H12166P5 1,49E-08 6,55E-08 97,1% 77,7%
H4H12166P6 1,03E-08 2,84E-08 98,1% 82,4%
H4H12166P7 2,43E-08 1,56E-07 93,7% 83,2%
H4H12166P8 1,41E-08 7.30E-08 95,7% 73,3%
H4H12166P9 1,16E-08 5,35E-08 93,7% 72,2%
H4H12166P10 4,44E-08 Nenhuma atividade | 74,0% Nenhuma atividade
Controle de is6tipo Nenhuma atividade | Nenhuma atividade Nenhuma atividade Nenhuma atividade

[0275] Como mostrado na Tabela 20, todos os 9 anticorpos anti-
hC5 mutados mostraram inibicdo da atividade de hemodlise de CP e AP
mediada por C5 presente em 5% do soro humano. No ensaio de
hemdlise de CP, o anticorpo parental, ndo mutado H4H12166P mostrou
mais de 98% de inibicdo com IC50 de 10,9 nM. Oito anticorpos anti-hC5
mutados mostraram mais de 90% de inibicdo com IC50 variando de 10,3
nM a 24,3 nM. O anticorpo mutante anti-C5 12166P10 mostrou inibicao
parcial de 74%. No ensaio de hemdlise de AP, o anticorpo parental, ndo
mutado H4H12166P mostrou mais de 85% de inibicdo com IC50s de
20,9 nM. Os anticorpos anti-hC5 mutados mostraram uma faixa de
inibicdo de 72-83% e os anticorpos de IC50s variaram de 28 nM a 0,15
UM.

(B) Inibicdo da hemdlise de C5 de macaco

[0276] Um total de 25 anticorpos de C5 anti-humano (hC5), 16 néo

mutados e 9 mutados, foram testados quanto a sua capacidade de inibir
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C5 de macaco Cynomolgus e macaco African green no ensaio de CH50
usando glébulos vermelhos de ovelha sensibilizado (SRBCs) e ensaio
AH50 usando glébulos vermelhos de coelho (RRBCs).

Tabela 21: Inibicdo de anticorpo anti-hC5 da atividade de CP e AP

em 5% de soro de macaco African green (AGM) normal

CP de Soro de AGM AP de Soro de AGM CP de AGM AP de AGM

PID de mAb ICs0 [M] 1Cs [M] % de Inibicdo Max, | % de Inibigdo Max,
H4H12183P2 Nenhuma atividade Nenhuma atividade Nenhuma atividade | Nenhuma atividade
H4H12176P2 3,04E-08 4,77E-08 91,0% 83,2%

H4H12168P 2,80E-08 2,25E-08 90,8% 88,2%

H4H11686N 4,82E-08 1,63E-07 49,3% 50,4%

H4H12167P 6,95E-08 6,95E-08 90,5% 53,4%

H4H12161P 3,19E-08 4,75E-08 78,9% 35,7%

H4H12163P 6,90E-08 2,16E-07 83,2% 58,5%

H4H12166P 1,30E-07 2,33E-07 81,0% 44,2%

H4H11683N 2,92E-08 4,08E-08 81,1% 88,1%

H4H12159P 2,58E-08 2,70E-08 93,4% 93,5%
H4H12177P2 1,80E-07 1,01E-07 80,6% 8,80%

H4H12170P 2,54E-08 2,69E-08 94,9% 90,9%

H4H12175P 1,18E-07 9,85E-08 84,5% 17,4%

H4H12171P Nenhuma atividade | 2,33E-08 17,8% 69,70%
H4H12164P 2,47E-07 1,78E-07 85,8% 15,60%
H4H12169P 3,44E-08 9,15E-08 43,3% 45,70%

[0277] Como mostrado na Tabela 21, os anticorpos anti-hC5

mostraram diferentes niveis de inibicdo da atividade de hemolise de CP
ou AP em 5% de soro de macaco African green. No ensaio de CP, dois
dos 16 anticorpos anti-hC5 nao mostraram inibicdo da atividade de
hemdlise. Quatorze anticorpos mostraram inibicao variando de 43-94%,
com IC50s variando de 25 nM a 180 nM. No ensaio de hemolise de AP,
treze dos 17 anticorpos mostraram atividade de inibicdo variando de
17% - 93% com IC50s variando de 22,5 nM a 233 nM.

Tabela 22: Inibicdo de anticorpo anti-hC5 da atividade de CP e AP

em soro de macaco Cynomolgus (Cyno) normal a 5%

CP de Sero de Cyno AP de Sero de Cyno CP de Cyno AP de Cyno

PID de mAb ICs0 [M] ICs0 [M] % de Inibicdo Max, | % de Inibicdo Max,
H4H12183P2 1,42E-07 2,96E-08 64,6% 100,0%
H4H12171P 8,70E-09 7,20E-09 92,9% 98,8%
H4H12170P 8,20E-09 7,00E-09 99,0% 99,2%
H4H12159P 7,75E-09 7,05E-09 99,3% 99,6%
H4H12168P 1,03E-08 5,45E-09 99,0% 99,7%
H4H11683N 9,00E-09 7,15E-09 98,8% 98,9%
H4H12176P2 1,47E-08 7,70E-09 97,5% 99,3%
H4H12161P 2,79E-08 7,80E-09 100,0% 98,4%
H4H12169P 1,99E-08 7,95E-09 92,8% 96,30%
H4H11686N 1,41E-08 9,00E-09 94,5% 98,7%
H4H12163P 1,65E-08 1,02E-08 96,4% 98,5%
H4H12167P 2,13E-08 7,60E-09 100,0% 98,30%
H4H12175P 1,09E-08 8,05E-09 96,7% 98,10%
H4H12166P 2,01E-08 8,85E-09 94,2% 98,60%
H4H12177P2 1,71E-08 8,80E-09 94,90% 98,10%
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H4H12164P 1,96E-08 9,10E-09 94, 7% 98,70%
Controle de Nenhuma atividade Nenhuma atividade Nenhuma atividade Nenhuma atividade
isétipo

[0278] Como mostrado na Tabela 22, os anticorpos anti-hC5

(exceto H4H12183P2, que mostrou 64% de inibicdo de CP) mostraram
mais de 90% de inibicdo de ensaio de hemolise de CP ou AP em 5% do
soro de macaco Cynomolgus. No ensaio de hemolise de CP, as IC50s
de anticorpos variaram de 7,15 nM a 142 nM. No ensaio de hemdlise de
AP, as IC50s de anticorpos variaram de 5,4 a 29,6 nM.

(C) Inibicdo da hemdlise de C5 humana variante

[0279] Os anticorpos anti-C5 selecionados foram testados quanto a
sua capacidade de inibir o C5 humano variante (veja, aqui o Exemplo 3)
do soro humano esgotado de C5 no ensaio de CH50. No soro humano
esgotado de C5 suplementado com a variante de C5 exdégena R885H,
H4H12166P, e o Comparador 2 bloquearam a hemolise CP com valores
de IC50 de 6,0nM e 4,4nM, respectivamente, e valores de IC80 de
7,6nM e 5,5nM, respectivamente. Para a variante R8385C, H4H12166P
e Comparador 2 bloquearam a hemolise de CP em soro humano
esgotado de C5 com variantes de C5 exdgenas com uma IC50 de 9,3
nM e 6,8 nM, respectivamente, e valores IC80 de 11 nM e 8,2 nM,
respetivamente. Como esperado, o Comparador 1 ndo bloqueou a
atividade hemolitica das variantes de C5 humanas.

(D) Inibicdo do complexo de C5b-6 humano

[0280] Os anticorpos anti-C5 selecionados foram testados quanto a
sua capacidade de inibir o complexo C5b-6 humano do soro humano
esgotado de C5 no ensaio de CH50. H4H12166P bloqueou
potencialmente a hemdlise da CP em soro humano esgotado de C5
suplementado com complexo huC5b-6 exdgeno com uma IC50 de 3,8
nM e valor de IC80 de 5,8 nM. Em contraste, o Comparador 1 bloqueou
a hemolise mediada pelo complexo C5b-6 com menor poténcia, com
valores de ICso de 5,0 nM e valor de IC80 de 46 nM, respectivamente.

O comparador 1 inibiu apenas 70% da hemolise total nas concentracdes
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mais elevadas testadas. O comparador 2 ndo bloqueou a atividade
hemolitica do complexo C5b-6 humano.

Exemplo 9: Anticorpos anti-C5 bloqueiam a geracdo de C5a no
ensaio de hemolise de CP

[0281] Para avaliar se os anticorpos anti-C5 inibem a geracao de
Cba, os sobrenadantes do ensaio para hemolise da trilha classica (CP)
foram analisados para os niveis de C5a por ELISA.

[0282] O Cba, gerado como o resultado da clivagem de C5, é um
fragmento proteico de 74 aminoacidos. O Cbha € rapidamente
metabolizado pelas carboxipeptidases de soro para uma forma mais
estavel, menos ativa, de 73 aminoacidos, C5a des-Arg, por remoc¢éao da
arginina C-terminal. A quantificacdo de C5a des-Arg, portanto, fornece
uma medicdo confiavel para monitorar a geracdo de C5a in vivo e in
vitro. O kit de ELISA MicroVue C5a usado aqui detecta C5a des-Arg de
acordo com informacfes fornecidas pelo fabricante. Experiéncias
preliminares (dados ndo mostrados) indicam que a forma primaria de 74
aminoacidos de Cb5a também é detectada. Para o propdésito deste
exemplo, ambas as formas seréo referidas coletivamente como "C5a".
[0283] Os niveis de proteina Cb5a foram determinados em
sobrenadantes do ensaio de hemdlise de CP usando soro humano
normal (NHS) pré-incubado com complemento pré-incubado com
H4H12166P ou anticorpo de controle de is6tipo como descrito no
Exemplo 8. Os niveis de proteina C5a foram medidos usando o kit de
ELISA MicroVue C5a de acordo com as instrucdes do fabricante.
Resumidamente, as amostras foram diluidas e incubadas em placas
pré-revestidas com anticorpo de captura (anti-C5a de camundongo
especifico para um neo-epitopo em Cb5a humano). A proteina Cbha
humana fornecida pelo fabricante foi usada como padréo para
calibracdo. C5a nos sobrenadantes foi detectado por anticorpo de

deteccéo conjugado com HRP (anticorpo monoclonal de camundongo
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para a regido C5a de C5). O substrato de HRP cromogénico, 3,3',5,5'-
tetrametilbenzidina (TMB), foi adicionado para detectar a atividade de
HRP. Utilizou-se uma solucéo de acido cloridrico a 1N para interromper
a reacdo e mediu-se a densidade otica a 450 nm (OD450) em uma
leitora de placa SpectraMax. Os dados foram analisados usando
regressdo nao linear (logisticas de 4 parametros) no GraphPad Prism.
A concentracao de C5a foi expressa como ng/mL de sobrenadante.
[0284] No ensaio usando NHS a 5%, H4H12166P bloqueou
potencialmente os aumentos em niveis de proteina C5a de uma maneira
dependente da dose com uma IC50 de 8,5nM, enquanto o anticorpo de
controle do isétipo néo teve efeito nos niveis de C5a (Figura 1). O
bloqueio maximo na concentracdo de H4H12166P testada mais alta
(267nM) resultou em um decréscimo de ~ 10 vezes nos niveis de Cba
para 3,8 ng/mL (0,3nM), em comparagcdo com 34 ng/mL (2,8nM)
observado na menor concentracdo de H4H12166P testada (1 nM) em
soro a 5%. A concentracdo de C5a observada para o bloqueio maximo
foi proxima do nivel de C5a de linha de base de 2,3 ng/mL (0,2 nM) em
NHS néo tratado a 5%.

Exemplo 10: Caracterizagdo das farmacocinéticas e
farmacodinamicas de anticorpos anti-C5 em macaco cynomolgus
[0285] Este Exemplo descreve a caracterizagdo das
farmacocinéticas (PK) e farmacodinamicas (PD) de anticorpos anti-C5
selecionados conduzidos em macacos cynomolgus machos. Os niveis
de C5 enddgenos foram determinados antes da dosagem do anticorpo
anti-C5 e usados para estratificar os grupos de dose animal.

[0286] Niveis de C5 circulantes totais em macacos cynomolgus
foram determinados usando um ELISA de C5 Complementar Humano
(Abcam, cat # abl125963), que foi realizado de acordo com as
recomendacdes do fabricante. Concentra¢cdes médias de proteina C5

em macacos foram determinadas em 90,85 pg/mL £ 19,17 pg/mL.
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[0287] Para cada anticorpo anti-C5, 4 macacos cynomolgus
receberam, cada qual, uma Unica injecdo intravenosa (IV) em uma dose
de 15 mg/kg. Amostras de sangue foram coletadas de cada animal da
pré-dose até 1680 horas (70 dias), processadas em soro e congeladas
a -80°C até serem analisadas para PK e PD.

Anédlise do Nivel de Anticorpo de IgG Total por Imunoensaio de
ELISA

[0288] As concentragdes de anticorpo totais nas amostras de soro

de macaco foram medidas usando um ELISA direto ndo validado. O
procedimento de ELISA empregou utilizou uma placa de microtitulo
revestida com um anticorpo monoclonal de IgG1/lgG1 Fc anti-humano
de camundongo. Diferentes anticorpos anti-C5 foram adicionados a
placa e os anticorpos anti-C5 capturados na placa foram detectados
usando um anticorpo monoclonal de IgG4 Fc anti-humano de
camundongo biotinilado, seguido por NeutrAvidin conjugado com
Peroxidase de R&bano Silvestre (NeutrAvidin HRP). Um substrato
baseado em luminol especifico para peroxidase foi, entdo, adicionado
para alcancar uma intensidade de sinal que é proporcional a
concentracao do anticorpo anti-C5 capturado total. As medidas da
unidade de luz relativa (RLU) dos padrbes de calibracdo e suas
respectivas concentracbes nominais foram ajustadas usando uma
equacao Logistica de 4 Parametros ponderada para gerar uma equagao
de calibracéo que descreveu a concentracédo de anticorpos anti-C5 e a
relacao de resposta do ensaio. O limite inferior de quantificacéo (LLOQ)
foi de 1,56 ng/mL no ensaio (2% de soro de macaco) e 78 ng/mL em
soro de macaco puro.

Determinacdo dos parametros PK

[0289] Os parametros PK foram determinados por analise néo
compartimental (NCA) wusando o software Phoenix®WinNonlin®

(Versao 6.4, Certara, L.P.) e um modelo de dosagem de bolo IV.
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[0290] Todos os parametros PK foram derivados dos respectivos
valores de concentracdo meédios, incluindo a concentracdo maxima
observada no soro (Cmax), 0 tempo de concentragdo de pico observado,
tmax € a meia-vida estimada observada (T12). Para cada anticorpo, a
area sob a concentracdo versus curva de tempo até a dUltima
concentragdo mensuravel (AUCutima) € extrapolada do tempo zero ao
infinito (AUCinr) foi determinada usando uma regra trapezoidal linear
com interpolacgao linear e ponderacao uniforme.

Analise PD por Ensaio de Hemoélise ex vivo

[0291] As farmacodinamicas de anticorpos anti-C5 selecionados
foram analisadas usando ensaios de hemolise de trilha classica e trilha
alternativa ex vivo.

[0292] Ensaio _de Hemdlise de Trilha Classica: Os glébulos

vermelhos de ovelha (SRBCs) foram lavados em tampédo GVB++
(Tampéao Gelatin Veronal com CaCl2 e MgClI2) (Boston BioProducts) e
ressuspensos em 1x1079 células/mL. Para sensibilizar os SRBCs, um
total de 1x10"9/mL de SRBCs foi misturado com volume igual da
hemolisina anti-ovelha de coelho diluida 1:50 (1,5 mg/mL) a 37°C por
20 minutos. Os SRBCs sensibilizados foram diluidos em 2x10"8
células/mL em tamp&o GVB++ antes de usar no ensaio de hemdlise. O
sangue de macacos Cynomolgus foi recolhido antes da dosagem e aos
5 minutos, 4 e 8 horas, e 1, 2, 3,5, 7, 10, 14, 18, 21, 28, 35, 42, 49, 56,
63 e 70 dias apds a dose para analise PD. O soro foi preparado e
congelado até uso posterior. No dia do ensaio, o soro de cynomolgus a
partir dos respectivos pontos de tempo foi diluido para 10% em tampéao
GVB++. Placas de 96 cavidades de fundo redondo foram usadas para
medir a atividade da hemdlise. Um total de 100yl de SRBCs
sensibilizados (2x1078 células/mL) foram semeados em placa de 96
cavidades a 37°C seguido pela adicdo de 100uL de soro de macaco

cynomolgus a 10% dos respectivos pontos de tempo. Os SRBCs foram
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gentilmente misturados e incubados a 37°C por 10 minutos. ApGs o
tempo de incubacao, as células foram centrifugadas em 1250xg a 4°C.
Um total de 100uL do sobrenadante foi transferido para uma placa de
fundo plano 96 fresca e lida em 412nm em uma leitora de microplaca
Spectramax. A atividade hemolitica foi calculada na concentracdo sérica
final de 5%. A porcentagem de hemdlise foi calculada com os valores
de absorvéncia usando a seguinte equacgao:

% de Hemodlise = 100 x (Lise Celular Experimental — Lise Celular de Base)

(Lise Celular M&xima — Lise Celular de Base)

[0293] Nesta equacéo, "lise celular de base" é a OD em A412nm
dos SRBCs incubados em tampao GVB++ apenas nao contendo soro.
A "lise celular maxima" € a OD em A412nm de SRBCs tratados com
agua. Os resultados, expressos em% de hemodlise, foram analisados
usando regressdo nao linear (logisticaa de 4 parametros) com o
software Prism 5 (GraphPad) para obter os valores de ICso. Os dados
sao representados como média + Erro Padrdo da Média.

[0294] Ensaio de Hemdlise de Trilha Alternativa: O numero

desejado de glébulos vermelhos de coelho (RbRBCs) foi lavado em
tampdo GVB-Mg?'/EGTA e novamente suspenso em 2x10"8
células/mL. O sangue de macacos Cynomolgus foi colhido antes da
dosagem e aos 5 minutos, 4 e 8 horas, e 1, 2, 3, 5, 7, 10, 14, 18, 21, 28,
35, 42 e 49 dias ap0s a dose para analise PD. O soro foi preparado e
congelado até uso posterior. Placas de 96 cavidades de fundo redondo
foram usadas para medir a atividade da hemdlise. Um total de 100pul de
RbRBCs (2x1078 células/mL) foi semeado em placa de 96 cavidades a
37°C, seqguido pela adicao de 100ul de soro de macaco cynomolgus a
10% dos respectivos pontos de tempo listados acima. Os RbRBCs
foram gentilmente misturados e incubados a 37°C por 60 minutos. Apos
o tempo de incubacéao, as células foram centrifugadas em 1250xg a 4°C.
Um total de 100uL do sobrenadante foi transferido para uma placa de

fundo plano 96 fresca que foi lida em 412nm em uma leitora de
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microplaca Spectramax. A atividade hemolitica foi calculada para
concentracdo sérica final de 5% e expressa como porcentagem da
hemolise total de RBCs pela agua. A porcentagem de hemodlise foi
calculada como descrito acima.

Resultados

[0295] Os anticorpos anti-C5 selecionados (listados na Tabela 1)
foram testados em experiéncias iniciais para perfis farmacocinéticos
prolongados em macacos Cynomolgus e em camundongos C5-
humanizados (descritos no Exemplo 10). H4H12166P e H4H12161P
foram selecionados como tendo elevada afinidade juntamente com PK
prolongada e wusados em experiéncias subsequentes com o0
Comparador 1 e o Comparador 2.

[0296] Os macacos Cynomolgus receberam uma Unica dose de
bolo IV de 15 mg/kg de H4H12166P, H4H12161P, ou Comparador 2. As
concentragdes séricas de anticorpo total e o percentual da atividade da
hemdlise da trilha classica (PC) foram determinadas em 19 pontos de
tempo durante um periodo de 70 dias no periodo de vida. A hemodlise
da trilha alternativa (AP) foi determinada em 17 pontos no tempo,
durante um periodo de vida de 50 dias. A Tabela 23 resume as
concentragcfes meédias de anticorpo para todos os 3 anticorpos. As
concentracdes de anticorpo total médias versus perfis de tempo séo
mostradas na Figura 2. Os parametros PK médios sdo descritos na
Tabela 24.

Tabela 23: Concentracfes Médias de IgG Total no Soro Ap6és uma
Unica Injecdo Intravenosa de 15 mg/kg de Anticorpos Anti-C5

Selecionados para Macacos Cynomolgus Machos

Tempo (horas ap6s dose) # Concentracdo sérica de Ab (ug/mL) Média +SD
H4H12166P H4H12161P Comparador 2

0 4 BLQ BLQ BLQ
0,083 4 445 £30 456 £26,2 459 £55,2

4 4 328 £27 360 £28,2 363 +43,8

8 4 353 +29,9 316 21,5 357 £16,1
24 4 282 +43,6 276 £32,4 248 19,6
48 4 225 +15,2 221 +21,5 212 +19,3
72 4 180 15,0 181 £17,2 196 +36,2
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120 4 194 20,9 162 +10,7 179 £23,3
168 4 171 £29,9 132 £17,0 157 18,4
240 4 157 12,7 96,1 +17,3 114 +13,0
336 4 120 +10,2 49,3 +18,7 67,9 +25,8
432 4 105 #13,9 24,6 £11,8 42,6 £15,9
504 4 92,2 £10,6 13,8 £9,95 28,6 £13,1
672 4 75,1 15,8 6,16 +2,40 10,9 +6,25
840 3 59,6 +4,79 2,44 +0,85 4,45 +2,63
1008 3 43,3 2,89 1,16 +0,52 2,17 +1,58
1176 3 30,6 £1,42 0,57 £0,25 1,29 +1,16
1344 3 25,9 £3,74 0,315 +0,16 0,492 +0,49
1512 3 18,2 +2,41 0,17 +0,08 0,270 +0,27
1680 3 11,5+1,51 0,079+0,07 0,123 0,15

Tempo = tempo em horas apoés a injecéo de dose Unica;

SD = desvio padréo; BLQ = Limite Abaixo de Quantificacéo

[0297] Apés administracdo de bolo intravenosa IV, os perfis de
concentracao-tempo de IgG total de H4H12166P, H4H12161P e
Comparador 2 foram caracterizados por uma fase de distribuicdo breve
inicial seguida por fases de eliminagcdo Unicas ao longo do periodo de
vida. As concentra¢gbes de H4H12166P, H4H12161P e Comparador 2
de pico foram altamente comparaveis, pois os valores de Cma/Dose
correspondentes entre todos 0s anticorpos estavam dentro de 1,1 vezes
(29,7, 30,4 e 30,6 [(ug/mL)/(mg/kg)], respectivamente) (Tabela 24).
Tabela 24: Parametros Farmacocinéticos Médios das
Concentracdes de IgG Totais no Soro Apos uma Unica Injecéo
Intravenosa de 15 mg/kg de Anticorpos Anti-C5 Selecionados em

Macacos Cynomolgus Machos

Parametro H4H12166P | H4H12161P | Comparador 2
15 mg/kg IV (n = 4)

Média SD Média SD Média SD
Crnax (Mg/mL) 445 30,0 456 26,2 459 55,2
Cmad/Dose (ug/mL)/(mg/kg) 29,7 2,00 30,4 1,75 30,6 3,68
Co (ug/mL) 448 30,5 458 26,6 461 55,6
tmax (hours) 0,083 0 0,083 0 0,083 0
AUC iiima dias(pg/mL) 5080 1040 2350 357 2810 470
AUCima/Dose 339 69,3 157 23,8 187 31,3
dia (ug/mL)/(mg/kg)
AUC;sdia(ug/mL) 5550 671 2350 356 2810 470
AUC;,/Dose 370 447 157 23,7 188 31,4
dia (ug/mL)/(mg/kg)
CL (mL/h/kg) 0,114 0,0143 0,270 0,0411 0,228 0,0425
Vs (ML/KQ) 60,4 4,85 44,0 4,34 45,3 3,06
ty (dia) 15,6 1,43 5,50 2,45 5,91 1,13

IV = Intravenosa; n = Numero de animais; Cmax = Concentracéo de pico;
CO = Concentracao inicial determinada por extrapolacao; tmax = Tempo

para Cmax; AUC = Area sob a curva de concentracdo-tempo; AUCiima =
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AUC calculada a partir do tempo zero até ao momento da ultima
concentragao positiva; AUCins = AUC do tempo zero extrapolada para o
infinito; CL = Clearance de corpo total; Vss = Volume de distribuicdo em
estado estacionario; ti2 = Meia-vida; SD = Desvio Padréo.

Nota: tmax € expresso em horas nominais

[0298] A avaliacao dos perfis de concentracdo-tempo revelou que o
H4H12166P demonstrou a eliminag&o mais lenta com concentracoes de
anticorpo terminal = 10 yg/mL até o dia 71 do estudo. As cinéticas de
H4H12161P e do Comparador 2 foram semelhantes; ambos
demonstraram uma eliminacdo mais rapida do que o H4H12166P, com
concentragdes de mAb = 10 ug/mL ao dia 22 e 29, respectivamente.
[0299] Consequentemente, as exposi¢cdes normalizadas a dose
(AUCutima/dose) indicaram que o H4H12166P teve a maior exposi¢cao no
339 dias* (ug/mL)/(mg/kg), enquanto o H4H12161P e o Comparador 2
tiveram uma exposi¢cdo aproximadamente 2 vezes menor, 157 e 187
dias* (ug/mL)/(mg/kg), respectivamente, do que a de H4H12166P.
[0300] A meia-vida do anticorpo (t12) calculada durante a fase de
eliminacdo variou de 5,5 a 15,6 dias entre os grupos de dose e também
correlacionada com a exposi¢ao, uma vez que H4H12166P teve o ti
correspondentemente mais elevado de 15,6 dias, enquanto H4H12161P
e Comparador 2 tiveram valores de ti» de 55 e 5,9 dias,
respectivamente.

[0301] Os efeitos farmacologicos dos anticorpos anti-C5 de
amostras de soro de macaco cynomolgus foram determinados ex vivo
por hemdlise de trilha classica (PC) complementar de glébulos
vermelhos de ovelha sensibilizados (SRBCs) e hemdlise da trilha
alternativa (AP) de globulos vermelhos de coelho (RbRBCSs). A inibigéo
da atividade hemolitica foi calculada para uma concentracéo seérica final
de 5% e expressa como porcentagem da hemdlise total de RBCs pela

agua. A Tabela 25 resume a atividade ex vivo dos 3 anticorpos,
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conforme determinado pela percentagem de hemdlise média.
Tabela 25: Percentual da Atividade de Hemodlise da Trilha

Alternativa e Classica Ex Vivo de Anticorpos anti-C5 Selecionados

Tempo (horas # | % de Hemolise da Trilha Classica em soro de | % de Hemdlise da Trilha Alternativa em soro de
apo6s dose) cynomolgus, 10 min, Média +SEM cynomolgus, 60 min, Média +SEM

H4H12166P H4H12161P Comparador 2 H4H12166P H4H12161P Comparador 2
0 4| 91,3476 N&o testado 84,36 +20,28 73,44 17,26 64,90 +19,51 55,77 +10,82
0,083 4| 3514 Na&o testado 6,6 6,5 5,563 +1,98 5,90 £3,92 3,83£3,93
4 4| 2,35+1,06 N&o testado 3,16 +2,2 7,43 +2,54 6,53 +2,7 5,30 +2,80
8 4| 1,55+0,21 N&o testado 1,25+0,21 3,53+0,91 4,70 2,77 1,98 +0,83
24 4 | 7,7+6,08 Na&o testado 4,55 +2,05 13,40 2,77 4,68 +1,89 4,65 +2,35
48 4| 2,85+2,19 N&o testado 2,6 £0,7 5,53 +2,40 7,68 £5,22 2,28 +0,67
72 4| 0,9+0,42 N&o testado 1,3+0,28 7,95 +3,36 5,95 +2,23 1,45 +0,33
120 4 | 1,75 0,07 Né&o testado 1,3+0,14 16,38 +6,91 7,60 £1,94 1,68 0,22
168 4| 16+1,13 Na&o testado 1,4 £0,56 21,28 +8,24 10,75 +2,27 2,15 0,19
240 4 | 10,14 Né&o testado 3,7+2,83 19,18 10,20 13,53 £7,17 14,20 16,73
336 4 | 2,55+2,05 N&o testado 37,85 15,3 21,10 +7,55 50,58 +12,91 65,60 +26,04
432 4| 1,35+0,91 N&o testado 105,25 +3,3 15,20 +10,86 59,75 +12,65 54,55 +19,11
504 4 | 3,55+2,05 N&o testado 107,1+4,38 33,15 +8,80 88,55 +24,63 85,63 +27,48
672 4 | 2,2+0,56 Na&o testado 88,9 +23,05 75,25 +18,30 88,55 +8,53 91,58 +18,55
840 3 | 3,075 2,70 N&o testado 105,37 +53,4 46,65 +5,30 92,33 45,16 91,85 +2,33
1008 3| 155+26,6 Na&o testado 108,85 +2,35 58,60 +9,48 92,45 +6,27 92,30 +2,69
1176 3 | 58,33+39,55 N&o testado 113,85 +2,62 72,95 +5,87 104,90 +3,5 101,90 0,42
1344 3| 71,55 43,02 Né&o testado 110,3+1,98 Né&o testado Né&o testado Néo testado
1512 3| 91,375 29,7 Né&o testado 110,6+0,85 Né&o testado Né&o testado Né&o testado
1680 3 | 112,22 +4,06 Né&o testado 112,15+0,5 Néo testado N&o testado Néo testado

Tempo = tempo em horas apés a injecdo de dose Unica; SEM = erro
padrdo da média; BLQ = Limite Abaixo de Quantificacdo; NC = N&o
calculado
[0302]

foram medidos pelo CP complementar (10 minutos de incubacéo) até o
Dia 70. H4H12166P bloqueou mais de 95% da atividade hemolitica da

CP até o dia 35. A atividade retornou aos niveis de hemoélise maxima de

Como mostrado na Tabela 25 e Figura 2, os efeitos da PD

pré-estudo no dia 70. O comparador 2 bloqueou cerca de 95% da
atividade hemolitica da CP até o dia 10, e a atividade rapidamente
retornou aos niveis de hemolise maximos de pré-estudo no dia 18.

[0303]

ensaios de hemdlise da trilha de AP complementar (60 minutos de

Os efeitos da PD também pagina foram medidos por meio de
incubacéo) até o dia 49. Como mostrado na Tabela 25 e Figura 3,
H4H12166P blogueou 80% da atividade hemolitica de AP total até o dia

18 e a atividade retornou ao nivel de hemolise maxima de pré-estudo
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no dia 50. O H4H1216P e o Comparador 2 bloquearam 90% da
atividade hemolitica de AP até o dia 7, e a atividade voltou aos niveis
de hemodlise maxima de pré-estudo no 21° dia.

Exemplo 11: Caracterizagdo de PK/PD de anticorpos anti-C5 em
camundongos C5-humanizados

[0304] Neste conjunto de experiéncias, as farmacocinéticas e
farmacodinamicas de anticorpos anti-C5 selecionados foram avaliadas
em camundongos humanizados para expressar a proteina C5 humana
usando tecnologia de Velocigene® (Valenzuela et al., 2003, Nat.
Biotechnol. 21: 652-659). Os camundongos humanizados foram
construidos para substituir o éxon 2 ao éxon 41 do gene C5 de murino
com 0s éxons 2 - 42 do gene C5 humano (descrito na Publicacdo do
Pedido de Patente US 2015/0313194, aqui incorporado em sua
totalidade).

[0305] Os niveis de C5 humanos circulantes totais foram
determinados usando um ELISA Human Complement C5 (Abcam, cat #
ab125963), que foi realizado de acordo com as recomendacdes do
fabricante.

Determinacdo do Nivel de Farmaco Total em Soro por ELISA

[0306] As concentracbes de anticorpo anti-C5 circulante, tanto
ligado como nédo ligado a C5, foram determinadas por andlise de
anticorpo humano total usando ELISA. Resumidamente, um anticorpo
policlonal de IgG anti-humano de cabra em 1 pg/mL em PBS foi
imobilizado em placas de 96 cavidades durante a noite; as placas foram
lavadas para remover IgG néo ligado e depois bloqueadas com 5% de
BSA. Diluicbes em série de anticorpo anti-C5 contendo amostras de
soro (6 pontos) e os padrdes de referéncia (12 pontos) dos respectivos
anticorpos foram transferidos para as placas revestidas com IgG anti-
humano e incubados durante uma hora. Os anticorpos anti-C5 ligados

a placas foram, entédo, detectados usando um anticorpo policlonal de
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IgG anti-humano de cabra conjugado com peroxidase de rabano
silvestre. As placas foram desenvolvidas com substrato de TMB de
acordo com o protocolo recomendado pelo fabricante e os sinais de
densidade d6tica (OD) em 450 nm foram registrados usando uma Leitora
de Placas Multimodal Perkin Elmer Victor X4. As concentracdes de
anticorpo anti-C5 no soro foram calculadas com base na curva de
calibracdo padréo de referéncia gerada usando o software GraphPad
Prism.

Determinacdo de parametros PK

[0307] Os parametros PK foram determinados por analise nao
compartimental (NCA) usando o software Phoenix®WinNonlin®
(Versédo 6.3, Certara, L.P.) e um modelo de dosagem extravascular.
Usando os respectivos valores meédios de concentracdo para cada
anticorpo, todos os parametros farmacocinéticos, incluindo a meia-vida
estimada observada (t12) e area sob a curva concentragao versus tempo
até a ultima concentracdo mensuravel (AUCuatima) foram determinados
usando uma regra trapezoidal linear com interpolacdao linear e
ponderacgao uniforme.

Analise PD por Ensaio de Hemolise

[0308] As farmacodinamicas de anticorpos anti-C5 selecionados
foram determinadas usando um ensaio de hemolise complementar da
trilha classica. Os glébulos vermelhos de ovelha (SRBCs) (Sangue de
ovelha em solucdo de Alsevers) foram lavados em tampdo GVB++
(Tampéao Gelatin Veronal com CaCl2 e MgClI2) (Boston BioProducts) e
foram novamente suspensos em 1x1079 células/mL. Para sensibilizar,
1x10"9/mL de SRBCs foram misturados com volume igual de
hemolisina anti-ovelha de coelho diluida 1:50 (1,5 mg/mL) a 37°C por
20 minutos. Os SRBCs sensibilizados foram diluidos para 2x1078
células/mL em GVB++ antes do uso no ensaio de hemdlise. As

amostras de soro de animais pré-dosados ou camundongos C5
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humanizados dosados com anticorpos anti-C5 colhidos nos dias 10, 20,
30, 40 e 50 apds a dose foram diluidas para 20% em tampao GVB++.
Um total de 100ul de SRBCs sensibilizados (2x10”células/mL) foram
semeados em placas de fundo redondo de 96 cavidades a 37°C,
seguido pela adicdo de 100ul de soro a 20% que foi suplementado com
160-180ug/mL de proteina de complemento 3 humana (huC3). As
células foram gentilmente misturadas e incubadas a 37°C por 1 hora.
Apos a incubacéo, as células foram centrifugadas em 1250xg a 4°C. Um
total de 100uL de sobrenadante foi transferido para uma placa de fundo
plano 96 fresca e lida em A412nm em uma leitora de microplaca
Spectramax. A porcentagem de hemdlise foi calculada com os valores

de absorvéncia usando a seguinte equacao:

% de Hemodlise = 100 x (Lise Celular Experimental — Lise Celular de Base)

(Lise Celular Maxima — Lise Celular de Base)

[0309] Nesta equacao, "lise celular de base" é a OD em A412nm de
SRBCs incubados em tamp&o GVB++ apenas nao contendo soro. A
"lise celular maxima" é a OD em A412nm de SRBCs tratados com agua.
Os resultados, expressos como% de hemolise, foram analisados por
meio de regressdo nao linear (logisticas de 4 parametros) com o
software Prism 6 (GraphPad) para obter os valores de ICso. Dados
representados como Média = (Erro Padrdo da Média).

Experiéncia 1

[0310] Nesta experiéncia, as farmacocinéticas e farmacodinamicas
do anticorpo exemplar H4H12166P foram avaliadas em comparagao ao
Comparador 1 e o Comparador 2 em camundongos C5 humanizados.
Os niveis de C5 humanos circulantes totais foram determinados usando
um ELISA Human Complement C5 (Abcam, cat # ab125963), que foi
realizado de acordo com as recomendacbes do fabricante. As
concentragdes médias de C5 humano nos ratos foram determinadas
como 39,73 upg/mL £+ 17,82 pg/mL. Houve uma diferenca entre
camundongos machos (55,4 + 1,7 yg/mL, n = 47) e fémeas (24,7 + 0,6
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Mg/mL, n = 49).
[0311]

humanizados machos e fémeas foram estratificados de acordo com o0s

Antes da dosagem do anticorpo, os camundongos C5

niveis de C5 humanos, com uma média de 40 ug/mL. Para cada
anticorpo anti-C5, coortes de vinte e dois camundongos receberam uma
dose unica de 15 mg/kg de H4H12166P, Comparador 1 ou Comparador
2 por injecdo subcutanea (s.c.). Todos os camundongos foram
sangrados na pré-dose e em um dia ap0s a injecdo para analise PK.
Além disso, aos 10, 20, 30, 40 e 50 dias ap0s a injecao, grupos de 4 ou
5 camundongos de cada coorte foram eutanasiados e sangramentos
terminais foram coletados para analise PK e PD. Amostras de soro do
dia 1 foram a média de todo o coorte de 22 camundongos. O sangue foi
processado em soro e congelado a -80°C até ser analisado.

[0312]

em 7 pontos de tempo e o percentual da atividade de hemdlise foi

As concentracdes totais de anticorpo foram determinadas

determinada em 6 pontos de tempo ao longo do periodo de 50 dias de
vida. As concentracdes de anticorpo anti-C5 totais sdo resumidas na
Tabela 26. As concentracdes de anticorpo total médias versus o perfil
de tempo sdo mostradas na Figura 4. Os parametros PK médios estao
descritos na Tabela 27.

Tabela 26: Concentracdes Médias de IgG Total no Soro ap6s uma
Unica Injecdo Subcutanea de 15 mg/kg de anticorpos anti-C5 em

camundongos C5 Humanizados

Tempo (Dia) # Concentracao sérica de Ab (pg/mL)
Média+SD
H4H12166P Comparador 1 Comparador 2

1 22 178+22,7 229+40,7 164+24,1
10 4 83,7222 102+22,9 44+24,1
20 5 57,1+26,8 29+31,3 11,4+10,3
30 5 38,1+7,6 30,1+34,2 3,6+3,2

40 4 11,945,0 0,4+0,4 0,5+0,4

50 4* 9,3+12,2 0,3+0,3 0,340,2

Tempo = tempo em horas apos a injecdo de dose Unica; Dia = Dia de

estudo; SD = Desvio padréo; SEM = Erro padrdo da média; ND = Néo
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detectado; NS = Sem amostra. * Para o Comparador 2, dia 50, n = trés
devido a incapacidade de uma amostra a ser analisada devido a
problemas técnicos.

Tabela 27: Parametros PK

Parametro Unidades H4H12166P Comparador 1 Comparador 2
Concentragdo de mAb do | pg/mL 178 229 164

dial

AUCuttima dia-yg/mL 2801 2708 1418

t12 d 11,3 4,7 7,6

Cmax = concentracdo maxima; AUC = Area sob a curva de concentracao-
tempo; AUCuartima= AUC calculada do tempo zero até o tempo da ultima
concentragao positiva; T2 = Meia-Vida estimada observada

[0313] Os perfis de concentracdo média versus tempo no dia 1
mostram que os trés anticorpos, H4H12166P, Comparador 1 e
Comparador 2, tinham concentracdes séricas comparaveis de 178, 229
e 164 pg/mL, respectivamente. O comparador 1 tinha um perfil de
eliminacdo semelhante ao H4H12166P até ao dia 30, mas nos dias 40
e 50 exibiu um aumento rapido na clearance versus H4H12166P. No dia
50, H4H12166P tinha uma concentracdo de soro de anticorpo média de
aproximadamente 9 pg/mL, enquanto que o Comparador 1 e o
Comparador 2 tinham ambos uma concentracdo seérica de anticorpo
meédia de 30 vezes mais baixa de 0,3 pg/mL. O comparador 2 exibiu a
menor exposicao dos trés anticorpos testados, com uma AUCqaiima de
aproximadamente 2 vezes menor (1408 dia‘uyg/mL) em comparacao
com o H4H12166P (2801 diapug/mL) e o Comparador 1 (2708
dia'pg/mL).

[0314] Os efeitos farmacolégicos dos anticorpos anti-C5
H4H12166P, Comparador 1 e Comparador 2 de amostras de soro de
camundongo C5 humanizado suplementados com C3 humano foram
medidos até o dia 50 e foram determinados ex vivo por hemdlise da
trilha classica complementar (CP) de SRBC sensibilizado. A
porcentagem média de hemdlise para cada anticorpo anti-C5 esta

resumida na Tabela 28 e o percentual médio de hemolise versus tempo
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€ mostrado na Figura 5.
Tabela 28: Percentual da Atividade de Hemoélise da Trilha Classica

Ex Vivo de Anticorpos C5 anti-humanos

Tempo (Dia) # % de Hemdlise da trilha classica em 10% de soro de
camundongo, 60 min, MédiazSEM

H4H12166P Comparador 1 Comparador 2
1 22 NS NS NS
10 4 12,6x7,79 10,39+2,88 12,06+9,12
20 5 18,848,1 21,59+£17,53 65,08+£52,87
30 5 13,76+10,9 78,98+40,3 91,67+£16,74
40 4 41,71+40,7 101,09+4,01 68,99+42 47
50 4* 62,2+56,6 88,99+17,51 105,14+4,07

Tempo = Tempo em horas apos a injecdo de dose Unica; Dia = Dia de
estudo; SEM = Erro padrdo da média; ND = Nao detectado; NS = Sem
amostra. *Para o Comparador 2, dia 50, n = trés devido a incapacidade
de uma amostra ser analisada devido a problemas técnicos

[0315]

atividade hemolitica complementar terminal que pareceu correlacionar-

H4H12166P, Comparador 1 e Comparador 2 inibiram a

se com exposicdes a anticorpos. O H4H12166P blogueou mais de 85%
da atividade hemolitica até o dia 30, com a atividade retornando aos
niveis de base de pré-dose no dia 50. O Comparador 1 e o Comparador
2 bloquearam cerca de 80% da atividade hemolitica até o dia 20 e dia
10, respectivamente, com atividade retornando aos niveis de base pelo
dia 30 para ambos.

Experiéncia 2

[0316]
dos anticorpos anti-C5 H4H12166P, H4H12161P, Comparador 1 e um

controle de iso6tipo foram avaliadas em camundongos C5 humanizados

Nesta experiéncia, as farmacocinéticas e farmacodinamicas

(camundongos homozigéticos para expressdao de C5 humano). Os
niveis de C5 circulantes totais foram determinados usando um ELISA
Human Complement C5 (Abcam, cat # ab125963), que foi realizado de
acordo com as recomendacdes do fabricante. As concentracdes médias
de C5 humano nos camundongos foram determinadas como 48,98
Mg/mL + 15,1 pyg/mL.

[0317]

Antes da dosagem do anticorpo, 0s camundongos
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humanizados C5 machos e fémeas foram estratificados de acordo com
os niveis humanos de C5, em média 50 ug/mL. Para cada mAb anti-C5,
0s coortes de cinco camundongos receberam uma injecdo subcutanea
(s.c.) de 15 mg/kg Unica de H4H12166P, H4H12161P, Comparador 1
ou um isotipo de controle. Todos os camundongos foram sangrados pré-
dose, 6 horas, 1, 2, 3, 4, 7, 10, 13, 21, 30 e 45 dias ap0s a injecao para
andlise de PK. Além disso, no dia 59, todos os ratos de cada coorte
foram eutanasiados e sangramentos terminais foram coletados para
analise de PK e PD. O sangue foi processado em soro e congelado a -
80°C até ser analisado.

[0318]

em 12 pontos de tempo e a atividade de hemolise percentual foi

As concentracdes totais de anticorpos foram determinadas

determinada em 1 ponto de tempo durante um periodo de vida de 59
dias. As concentragdes totais de anticorpos séricos para cada anticorpo
anti-C5 estdo resumidas na Tabela 29. Os niveis meédios de
concentracgao total de anticorpos versus tempo sdo mostrados na Figura
6. Os parametros PK médios estdo descritos na Tabela 30.

Tabela 29: Concentracfes médias de IgG total no soro apés uma
injecdo subcutanea Unica de 15 mg/kg de anticorpos anti-C5

selecionados em camundongos C5 humanizados

Tempo (Dia) Concentracao sérica de Ab (ug/mL) MédiatSD

H4H12166P H4H12161P Comparador 1 Controle de

Isétipo

0 ND ND ND ND
0,25 31,2442 43,5+16,3 59,2+24,1 61,5+29,4
1 149,9+16,1 193,8+24,1 179,049,8 218,1+17
2 160,8+20 221+26,5 166,6+22,3 188,8+25,8
3 166,2+12,4 210+31,2 159,2+33,2 177,9+26,2
7 158,648,5 162,5+34,8 136,1+38,1 184,9+33,9
10 123,5428,7 133,2+20,2 107,2+45,7 159,5+28,8
13 93,7+23,6 97,2+24.,6 70,6138 117,2424,1
21 60,4+14,9 42,4+30,3 29,5+20,6 80,0+17,5
30 37,8+10,8 15,3+19,7 4,2+3,5 42,1+6,7
45 20,745,2 3,645,2 0,4+0,3 16,5+13,9
59 4,1+1,9 0,6+1,0 0,08+0,04 4,64,5

Tempo = tempo em horas apoés a injecado de dose uUnica; Dia = dia de

estudo; SD = desvio padrdo; SEM = erro padrao da média; ND = Néo

detectado; NS = sem amostra.
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Parameter Units Anticorpo Teste (média +SD)
H4H12166P H4H12161P Comparador 1 | Controle de
Isétipo
Cmax pg/mL 178 + 10 225+ 22 183+18 221+19
AUClast d.pg/mL 3490 £+ 590 3040 = 900 2240 = 780 4080 + 480
t12 D 11+1 58%2 42+1 9,94
Cmax = concentragdo méaxima;, AUC = Area sob a curva de

concentracao-tempo; AUCuima= AUC calculado a partir do tempo zero
até ao momento da ultima concentracdo positiva; T1/2 = Meia-vida
estimada observada.

[0319]
H4H12166P, H4H12161P, Comparador 1 e controle de isGtipo atingiram

uma concentracdo sérica maxima (Cmax) entre os dias 1 a 3, com

Os perfis de concentracdo média versus tempo mostram que

valores de Cmax comparaveis em 1,3 vezes (178, 225, 183 e 221)
Mg/mL, respectivamente. H4H12166P e controle de isétipo tinham perfis
de eliminacdo similares, com niveis remanescentes de
aproximadamente 4ug/mL no dia 59. H4H12161P exibiu depuracao
mais rapida que H4H12166P e controle isotipico mas depurou mais
lentamente que o Comparador 1. No dia 59, H4H12161P teve nivel
meédio de farmaco sérica de 0,6 ug/mL, enquanto o Comparador 1 tinha
um nivel de farmaco quase indetectavel de 0,08 pg/mL.

[0320] O controle de isétipo, H4H12166P e H4H12161P exibiram
valores de exposi¢do comparaveis (AUCutima) €m 1,3 vezes (4080, 3490
e 3040 dia * pg/mL, respectivamente), enquanto o Comparador 1 exibiu
uma exposicao 1,6 vezes menor (2240 dia * pg/mL) em comparagao
com H4H12166P.

Exemplo 12: Ensaio baseado em LC-MRM-MS para determinar a
concentracao de C5 total humano

[0321]

humano foram determinadas usando uma cromatografia liquida

Neste Exemplo, as concentracdes séricas de C5 total

acoplada a um método de espectrometria de massa de monitoramento
(LC-MRM-MS) em um

farmacocinético/farmacodinamico do anticorpo anti-C5 H4H12166P.

de reacao multipla estudo
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[0322] As concentracOes seéricas de C5 total humano foram
determinadas medindo a concentragdo de um peptideo de 10
aminoacidos contido na sequéncia C5 LQGTLPVEAR (aa 1129-1138 de
SEQ ID NO: 359) como um substituto para C5. Teoricamente, este
método também pode detectar o produto de divisdo de C5, C5b. No
entanto, devido a instabilidade do C5b livre, as concentractes de C5b
no soro sdo geralmente baixas, estando a maioria do C5b ligada as
superficies celulares na forma de complexos MAC (Cooper & Muller-
Eberhard 1970, J. Exp. Med. 132: 775). -93; Hadders et al 2012, Cell
Rep. 1: 200-7). Portanto, as amostras de soro processadas aqui
analisadas provavelmente conterdo apenas quantidades insignificantes
de produto C5b, se houver.

Métodos

[0323] Para o estudo de PK/PD, os camundongos receberam uma
dose Unica de 15 mg/kg de H4H12166P por injecdo subcutanea (s.c.).
Todos os camundongos foram sangrados Pré-dose e em um dia apoés
injecdo para analise PK. Além disso, aos 10, 20, 30, 40, 50 e 60 dias
apos a injecdo, os camundongos foram eutanasiados e 0s
sangramentos terminais foram recolhidos para anélise de PK e PD.
[0324] O C5 humano foi usado como padrdo de referéncia para
calibracdo; e um peptideo C5 humano produzido com um residuo de
arginina marcado com um isétopo estavel C-terminal foi utilizado como
padrdo interno (LQGTLPVEAR-3Cg'°N4). O padrdo de referéncia foi
utilizado em concentragdes variando de 3,9 a 250 pg/mL (diluigdes 1: 2
em série) no soro de camundongos nocaute C5 gerados internamente,
nos quais o gene C5 de camundongo foi deletado (C5 -/-). Soro de
camundongos C5 -/- também foi usado como controle negativo (branco).
Padrdes de calibragdo, amostras e soro de estudo (10 uL cada) foram
secos e depois desnaturados em 100 yL de tampao Tris (2-carboxietil)
fosfina (TCEP) 8 M ureia/20 mM a 37°C por 1 hora. Em seguida, 10 pyL
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de 25 nM padrdo interno foi adicionado a todas as amostras. As
amostras foram alquiladas com 10 mM de 2-iodoacetamida em
temperatura ambiente durante 30 minutos e foram diluidas utilizando 50
mM de bicarbonato de amdnio até um volume final de 500 pL. As
amostras foram entéo digeridas por tripsina (1:20 p/p) durante a noite a
37°C. O peptideo triptico LQGTLPVEAR derivado de C5 foi detectado e
guantificado por LC-MRM-MS utilizando um sistema Waters Xevo TQ-S
com ACQUITY UPLC. Cada amostra processada (10 pL) foi injetada em
uma coluna ACQUITY UPLC BEH C18 pré-equilibrada. O caudal foi de
0,6 ml/min (fase moével A: agua: acido formico/100: 0,1 [V:V] e fase
movel B: acetonitrila: acido férmico/100: 0,1 [V: V]). O tempo de
retencdo e a area do pico foram determinados usando o software
Masslynx Analyst Data (Waters). As concentracdes de analisado C5
foram calculadas a partir da curva de calibracdo que foi construida
representando graficamente a relacdo de area de pico do padrdo de
referéncia C5 (peptideo C5 NO: marcado LQGTLPVEAR-12C614N4
gerado por digesto triptico de hC5) para padréao interno (peptideo C5
marcado com isétopo estavel) versus concentracdo nominal do padréao
de referéncia C5. As concentracdes foram calculadas usando regressao
linear. A menor concentracdo do padrédo de referéncia C5 (3,9 ug/mL)
estava dentro da faixa dinamica do ensaio e foi definida como o LLOQ
do ensaio.

Resultados

[0325] Concentracdes de C5 humano total no soro foram avaliadas
para amostras colhidas e via sangramento da cauda antes da dosagem
(Pré-dose) e via sangramento terminal nos dias 10, 30 e 35, dos animais
correspondentes. As concentragdes totais de hC5 apds a dosagem de
H4H12166P foram semelhantes (dentro de ~ 1 a 0,9 vezes) para
predizer os niveis nos dias 10, 30 e 35 ap0s a dosagem. As diferencas

menores observadas n&o foram estatisticamente significativas,
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conforme avaliado pelo teste de Mann-Whitney usando o software
GraphPad Prism. A analise da relacdo molar C5/H4H12166P
demonstrou que H4H12166P permaneceu em excesso molar de C5 ao
dia 35 apds a administracdo (Tabela 31).

Tabela 31: Resumo das caracteristicas de PD do H4H12166P

Dia % de CP | % de | C5 (ug/mL) H4H12166P Terminal de
apoés Hemodlise Inibi¢&o Pré-dose Terminal Mudanca (ng/mL) relagdo  molar
dose Média+SD de Média+SD C5: H4H12166P

Duplicacdo
0 77,2 0 n/d n/a n/a
10 52 93 34,2 30,0 1,0 78,8 0,3
30 7,4 90 31,9 28,4 0,9 30,4 0,8
35 6,0 92 36,1 32,7 1,0 29,6 0,9
40 37,1 52 n/d 20,9 n/d
50 Todos os animais em grupo excluidos devido a titulos de MAHA > 1000

60 73,57 [ 5 [ n/d [ 59 [ n/d

aPercentual da inibicdo da atividade hemolitica de CP foi calculada a

partir dos valores médios da% de hemodlise da PC na dose diurna
indicada em relacdo ao valor médio da hemdlise da PC no dia O.
bPMudanca de Duplicagdo = terminal (indicado dia apés a dosagem) C5:
Pré-dose C5. DP = desvio padrdo; MAHA = anticorpo anti-humano de
camundongo; ndo/d = nao determinado

[0326] Os animais com dados impactados por MAHA foram
completamente excluidos dos célculos (2x dia 30, 1x dia 35, 2x dia 40 e
todos os 4 camundongos no dia 50)

Exemplo 13: Mapeamento de epitopo de ligacdo de H4H12166P a
C5 por permuta de hidrogénio/deutério

[0327] Realizou-se mapeamento de epitopos de permuta de H/D
com espectrometria de massa para determinar os residuos de
aminoéacidos de hC5 [(aminoécidos M1-C1676 da SEQ ID No: 359) com
0s quais o H4H12166P interage. Uma descricdo geral do método de
permuta H/D apresentada em por exemplo, Ehring (1999) Analytical
Biochemistry 267 (2): 252-259; e Engen e Smith (2001) Anal. Chem. 73:
256A-265A.

[0328] Experimentos HDX-MS foram realizados em uma plataforma
Waters HDX/MS integrada, consistindo em um sistema Leaptec HDX

PAL para a marcacdo de deutério, um Waters Acquity M-Class
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(gerenciador de solvente auxiliar) para a digestdo e carregamento da
amostra, um Waters Acquity M-Class (gerenciador de solvente binario)
para o gradiente analitico de coluna, e espectrometro de massa Synapt
G2-Si para medicdo de massa peptidica péptica.

[0329] A solucdo de marcacéo foi preparada em tampao PBS 10
mM em D20 em pD 7,0 (equivalente o pH 6,6). Para a marcagédo de
deutério, 3,8 uL de C5 (6 pmol/pL) ou C5 pré-misturado com o anticorpo
na relacdo molar 1 : 1 foram incubados com 56,2 uL de solugéo de
marcacao DO para varios pontos de tempo (por exemplo, controle ndo-
induzido = 0 seg, marcado durante 1 min e 20 min). A deuteracéao foi
extinta transferindo 50 yL de amostra para 50 yL de tampao preé-
resfriado (TCEP a 0,2 M, cloreto de guanidina a 6 M em tampéao de
fosfato a 100 mM, pH 2,5) e a amostra mista foi incubada a 1,0°C
durante dois minutos. A amostra extinta foi entdo injetada em um Waters
HDX Manager para digestdao de pepsina/protease Xlll online. Os
peptideos digeridos foram retidos em uma pré-coluna ACQUITY UPLC
BEH C18 1,7 um, 2,1 x 5 mm VanGuard a 0 °C e eluidos para uma
coluna analitica ACQUITY UPLC BEH C18 1,7 um, 1,0 x 50 mm durante
uma separacao de gradiente de 9 minutos de 5% -40% B (fase movel
A: 0,1% de acido férmico em agua, fase movel B: 0,1% de acido férmico
em acetonitrila). O espectrometro de massa foi ajustado em uma tensao
de cone de 37 V, tempo de varredura de 0,5 s e faixa de massa/carga
de 50-1700 unidades Thomson (Th).

[0330] Para a identificacdo dos peptideos de C5 humano, os dados
LC-MSE da amostra ndo deuterada foram processados e pesquisados
contra o banco de dados, incluindo C5 humano, pepsina, e sua
sequéncia aleatoria através do software Waters ProteinLynx Global
Server (PLGS). Os peptideos identificados foram importados para o
software DynamX e filtrados por dois critérios: (1) produtos minimos por

aminoéacido = 0,3 e (2) limiar do arquivo de replicacédo = 3. O software
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DynamX determinou automaticamente a absor¢cdo de deutério de cada
peptideo com base no tempo de retencéo e elevada Precisdo de massa
(<10 ppm) em varios pontos de tempo com 3 réplicas de cada vez.

[0331]
aquisicdo de dados MSE, foram identificados 189 peptideos do C5

Utilizando a coluna pepsina/protease Xlll online acoplada a

humano na auséncia ou na presenca do anticorpo, representando 62%

de cobertura da sequéncia. Cinco peptideos reduziram
significativamente a captacdo de deuteracado (valores delta centroide>
0,9 daltons com valores de p <0,05) quando ligados a H4H12166P e
estao ilustrados na Tabela 32.

Tabela 32: Deuteracdo de peptideos C5 humanos apoés ligacéo a

H4H12166P
Residuos | Deuteracdo de 1 min Deuteracéo de 20 min
C5 C5+H4H12166P A C5 C5+H4H12166P A
Centroid H* Centroide MH* Centroide MH* Centroide MH*
591-599 1015,38+0,09 1014,44+0,16 -0,93 1015,64+0,04 1014,60+0,08 -1,04
593-599 769,41+0,11 768,33+0,05 -1,08 769,65+0,01 768,30+0,004 -1,35
775-787 1693,81+0,11 1692,85+0,07 -0,96 1694,06+0,04 1692,96+0,02 -1,10
775-794 2439,62+0,29 2438,42+0,20 -1,20 2440,16+0,06 2439,17+0,21 -0,99
779-787 1141,14+0,04 1140,21+0,05 -0,93 1141,23+0,03 1140,21+0,02 -1,02
[0332] A massa peptidica registrada corresponde ao valor médio da

massa MH* centroide de trés repeticbes. Estes peptideos,
correspondentes aos aminoacidos 591-599 e 775-794, tinham uma taxa
de deuteracdo mais lenta por ligacdo a H4H12166P. Estes residuos
identificados também correspondem aos residuos 591-599 e 775-794
de C5 humanos como definido por Uniprot entrada P01031
(CO5_HUMAN; SEQ ID NO: 359).

Exemplo 14: Efeito de anticorpos anti-C5 na inflamagé&o ocular na
Uveite Autoimune Experimental em camundongos

[0333]

na uveite autoimune experimental (EAU). Foram utilizados tanto

O presente estudo foi realizado para avaliar o papel do C5

abordagens experimentais genéticas [C5 nocaute (KO), C3/C5 duplo
KO], como farmacoldgicas (anticorpo anti-C5).
Métodos

[0334] Foram utilizados camundongos C57BL/6J adultos (n = 25,
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Jackson labs), C5 KO (n = 13) e C3/C5 KO (n = 8) (Regeneron
Pharmaceuticals Inc.). A EAU foi induzida por injecdo subcutanea de
peptideo da proteina de ligacdo a retinoide interfotorreceptor humano
(IRBP, New England Peptide) em adjuvante completo de Freund e
injecdo intraperitoneal de toxina pertussis. Administrou-se mAb C5
anticamundongo ou mAb de controle de isétipo através de injecdes
subcutaneas a cada 3 dias do dia 5 ao 28. O anticorpo anticamundongo
C5 utilizado neste estudo (M1M17628N) incluiu uma HCVR/LCVR de
SEQ ID NOs: 362/363. Utilizou-se SPECTRALIS® HRA + OCT
(Heidelberg Engineering, Inc.) para avaliar os niveis de inflamac&o nos
dias -1, 7, 14, 21 e 28. Todos os animais foram eutanasiados no dia 28
para a recolha de olhos e sangue. Ensaio de hemdlise com/sem C3
humano foi realizado para validar a inibicdo do complemento. Os dados
foram analisados por ANOVA.

Resultados

[0335] Em comparagcdo com camundongos do tipo selvagem, a
ocorréncia de inflamacéo (30-50%) e contagem de cluster de células
vitreas foram significativamente diminuidas em camundongos C5 KO (p
<0,01). PontuacBes tomografia de coeréncia Optica (OCT) em
camundongos C5 KO também reduziu significativamente 50% na
semana 3 (p <0,0001). Curiosamente, em camundongos C2/C5 duplo
KO, houve significativamente mais cluster de células vitreas e maiores
pontuacdes de doencga no dia 28 em comparagdo com os camundongos
do tipo selvagem (p <0,05). Em animais que receberam Ab anti-mC5
(50mg/kg), a incidéncia de inflamacéo e os cluster de células vitreas
foram significativamente menores em comparacdo com nenhum
tratamento ou grupo de controle isotipico no dia 21 (p <0,01). Nas
semanas 3 e 4, as pontuagcdes da OCT no grupo tratado com anticorpo
anti-C5 foram significativamente menores em comparagao com nenhum

tratamento ou controle de isé6tipo (p <0,0001). (Figura 7) Ensaios de
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hemolise com/sem C3 humano confirmaram o efeito de inibicdo do
anticorpo anti-C5 na semana 4 (Figura 8).

Concluséo

[0336] A inflamacé&o ocular devido a EAU foi atenuada pela inibig&o
da atividade de C5, quer por delecéo genética ou inibicdo farmacologica
com um anticorpo anti-C5 especifico. A deplecdo de C5 atrasou a
ocorréncia de EAU e reduziu o escore da doenca de OCT. Estes
resultados indicam que o C5 € um potencial alvo terapéutico para a
uveite autoimune. O anticorpo anti-C5 tem efeito protetor na doenca de
EAU em camundongos de tipo selvagem. Nossos resultados também
sugerem que o C3 pode ser benéfico para a doenca de EAU em
camundongos.

Exemplo 15: Efeito de anticorpos anti-C5 humanos na Uveite
Autoimune Experimental

[0337] Este Exemplo descreve os efeitos de anticorpos anti-C5
contra C5 humano em um modelo de camundongo de uveite autoimune
experimental (EAU). Os camundongos utilizados para este estudo foram
humanizados para expressar proteina C5 humana utilizando a
tecnologia Velocigene® (Valenzuela et al., 2003, Nat. Biotechnol. 21:
652-659). Os camundongos humanizados foram manipulados para
substituir o éxon 2 através do éxon 41 do gene C5 de murideo com os
éxons 2 - 42 do gene C5 humano (descrito na publicacdo do pedido de
patente dos EUA 2015/0313194, aqui incorporado na sua totalidade).
Métodos

[0338] Camundongos adultos, machos, foram imunizados
subcutaneamente em cada coxa com 150 pg de peptideo
interfotorreceptor humano ligante de retinoide (IRBP) 1-20
(GPTHLFQPSLVLDMAKVLLD) (SEQ ID NO: 364) (Avichezer et al
2000, Invest. Ophthalmol. Vis. Sci. 41: 127-131) em 0,2 ml de emulsao

de CFA, suplementado com a cepa de Mycobacterium tuberculosis
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H37RA até 2,5 mg/mL. Os camundongos foram entdo inoculados
intraperitonealmente com 1,0 pg de toxina pertussis (PTX) para facilitar
a inducdo da autoimunidade mediada por células, promovendo uma
polarizacdo Thl da resposta imunitéria (Thurau et al., 1997, Clin. Exp.
Immunol. 109: 370-376; Silver et al., 1999, Invest. Ophthalmol. Vis. Sci.
40: 2898-2905). Os pesos corporais dos animais foram monitorados
duas vezes por semana.

[0339] Os exames oftalmicos foram realizados no dia 1, antes da
indugdo da EAU e nos dias 7, 14, 21 e 28. Camundongos foram
anestesiados com cetamina (120 mg/kg, IP) e xilazina (5 mg/kg, IP). As
pupilas foram dilatadas usando uma solucdo oftalmica de 0,5% de
Tropicamida, e a base do olho foi examinado usando uma lente de
contato com uma camera de base em uma plataforma Spectralis
Heidelberg (HRA) + sistema OCT (Heidelberg Engineering, Carlsbad,
CA, USA).

[0340] Uma série de 61 secBes Opticas laterais foram obtidas para
cada olho usando a funcdo OCT no sistema Spectralis HRA + OCT
(Heidelberg Engineering, Carlsbad, CA, USA). A area de imagem da
OCT centrou-se no disco Optico permitindo uma imagem igual acima e
abaixo da cabeca do nervo 6ptico. A espessura da retina foi medida
como a distancia entre a base da camada de RPE e a membrana
limitante interna do olho. As medi¢des foram feitas a 1500 um do disco
optico, e os valores de 4 diferentes quadrantes da retina (por exemplo,
superior, inferior, temporal e nasal) foram calculados para uma média
da espessura da retina do olho.

[0341] A gravidade da infiltracdo de células inflamatorias no vitreo
também foi classificada em imagens de OCT, avaliando o nimero médio
de cluster de células inflamatorias no vitreo, em quatro exames de OCT
laterais que transeccionaram o nervo Optico, por olho.

[0342] Uma escala de 4 pontos foi desenvolvida para avaliacéo da
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gravidade da doenca em imagens de OCT (Pontuagdes OCT) (Tabela

33). Tabela 33: Pontuagdo da EAU in vivo usando Tomografia de

Coeréncia Optica (OCT)
Grau Critérios
0 Sem alteracéo

0,5 (Traco) Infiltracao de células inflamatérias menores no vitreo, principalmente perto
da cabeca do nervo éptico (<15 clusters)

1 Infiltracdo de células inflamatdérias menores no vitreo, principalmente perto
da cabeca do nervo éptico (<25 clusters); pequenas lesdes subretinianas
focais (manchas cinzentas) na periferia; dobras retinianas menores na
periferia; dilatacdo vascular retiniana; perivasculite e vasculite

2 Infiltracdo moderada de células inflamatdrias no vitreo mais difusa, mas néo
na periferia distante (<50 clusters); interrup¢cbes da camada retiniana;
formacdes de granuloma de tamanho pequeno a médio com pregas
retinianas primariamente na periferia; dilatagdo do vaso; neovascularizacao
coroidal focal menor; perivasculite e vasculite; edema retiniano menor (<10
pm)

3 Infiltrac@o de células inflamatdrias difusas moderadas a graves no vitreo (>
50 clusters); rompimentos difusos da camada retiniana e vasos dilatados na
camada nuclear interna; formacdes granulomatosas médias a grandes com
pregas retinianas em toda a retina; dilatacdo vascular retiniana grave;
perivasculite e vasculite; neovascularizagdo coroidal difusa moderada;
edema retiniano moderado a severo (10-40 ym); descolamentos de retina
menores

4 Infiltracdo de células inflamatdrias difusas graves no vitreo (> 70 cluster);
rupturas da camada difusa e vasos dilatados na camada nuclear interna;
formacdo de granuloma difuso grave com pregas retinianas;
neovascularizacdo coroidal difusa grave; perivasculite e vasculite;
degeneragao da retina ou edema retiniano grave (> 20 um de perda ou> 40
um de ganho, respectivamente); grandes destacamentos de retina

Anélise Estatistica

[0343] As andlises estatisticas para dados paramétricos (peso
corporal, cluster de células inflamatorias no vitreo e espessura da retina)
foram realizadas pelo teste one-way ANOVA e teste de comparacédo
multipla de Tukey. Para dados ndo paramétricos (pontuacdes OCT e
pontuacdes histolégicas), as analises foram realizadas pelo teste de
Kruskal-Wallis e teste de Dunn com o software GraphPad Prism verséo
5.0d, relativo aos grupos de isotipia ou sem tratamento. Os dados
mostram valores médios + SEM. Um valor de p inferior a 0,05 foi
considerado estatisticamente significativo.

Resultados

[0344] Em um primeiro estudo (Estudo A), os camundongos foram

tratados por via subcutanea a cada 3 dias a partir do dia 5 com controle
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de isotipo anticorpo (50 mg/kg) ou 10 mg/kg ou 50 mg/kg de
H4H12170P. O tratamento com 10 mg/kg de H4H12170P resultou em
uma reducdo da inflamacdo e danos na retina (Figura 9). Os
camundongos tratados com 10 mg/kg de H4H12170P também
mostraram uma reducao estatisticamente significativa nas pontuacdes
da OCT no dia 21 e no dia 28 (Figura 10).

[0345] Em um segundo estudo (estudo B), os camundongos foram
tratados por via subcutédnea a cada 3 dias a partir do sexto dia com
controle de isétipo (10 mg/kg), 3 mg/kg ou 10 mg/kg de H4H12166P ou
com Comparador 2 (veja o Exemplo 2 aqui, "Constru¢cées de Controle
usadas nos Exemplos a seguir"). O tratamento com H4H12166P a 3
mg/kg ou 10 mg/kg produziu uma reducéo relacionada a dose nas
pontuacdes da OCT que foi estatisticamente significativa nos dias 14 a
28 (Figura 11). O tratamento com 10 mg/kg de H4H12166P em
camundongos humanizados C5 iniciando 6 dias apés a indugédo de EAU
resultou em uma reducdo relacionada com a dose na inflamacéo e
danos na retina, conforme determinado pela OCT obtida nos dias 14 a
28 (Figura 12).

[0346] Para ambos os estudos, a avaliacao nao invasiva em vida
pela OCT mostrou um desenvolvimento progressivo de inflamacéo,
aumento da espessura da retina e anormalidades morfolégicas em
animais controle apés a imuniza¢do com IRBP.

Concluséo

[0347] Esses experimentos fornecem evidéncias farmacoldgicas
adicionais de que o C5 desempenha um papel na patogénese da uveite
autoimune. A deplecdo farmacolégica de C5 humano por anticorpos
anti-C5 totalmente humanos adiou a incidéncia de EAU e reduziu a
gravidade da doenca, estabelecendo a eficacia destes anticorpos na
uveite autoimune.

Exemplo 16: Efeito de anticorpos anti-C5 na lesdo de isquemia-
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reperfuséao renal

[0348] O presente estudo foi realizado para avaliar o papel do C5
na lesdo de isquemia-reperfusdo renal. Tanto os genéticos (usando
camundongos C3 nocaute e C5 nocaute) quanto farmacolbgicos
(usando anticorpos anti-C5) foram utilizados. O modelo de isquemia-
reperfusdo foi induzido por pincamento pedicular renal bilateral por 45
min seguido por 48 h de reperfusdo. Sham laparotomia serviu como
controles. O anticorpo anti-C5 foi administrado por via intravenosa a 50
mg/kg, em dose Unica, imediatamente apds a isquemia (curativa); ou
subcutaneamente como duas doses, dia -1 e dia 1 cirurgia (preventiva).
O anticorpo anti-C5 utilizado para este estudo foi M1M17628N
compreendendo HCVR/LCVR da SEQ ID NO: 362/363. Os marcadores
de nitrogénio ureico no sangue (BUN) e creatinina sérica foram
utiizados para avaliar os niveis de doenca e protecdo nos
camundongos.

Tabela 34: Variacdo percentual nos niveis de nitrogénio ureico no
sangue em camundongos tratados com anticorpo anti-C5

(M1M17628N) nos modos preventivo e terapéutico

BUN,% de Alteracéo Vs, RIRI + Vei RIRI + Iso. Ctl
Dia 2 Dia 2

RIRI + M1M17628N (Prev) -37,19 -34,68

RIRI + M1M17628N (Cur) - 53,70 -51,85

Tabela 35: Variacao percentual nos niveis séricos de creatinina em
camundongos tratados com anticorpo anti-C5 (M1M17628N) nos

modos preventivo e terapéutico

SCr,% de Alteragéo Vs. RIRI + Vei RIRI + Iso. Ctl
Dia 2 Dia 2

RIRI + M1M17628N (Prev) -53,09 -49,34

RIRI + M1M17628N (Cur) -59,40 -56,16

[0349] Em comparacdo com camundongos do tipo selvagem,

camundongos nocaute C3 e C5 mostraram protecdo funcional
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significativa no modelo RIRI de lesdo renal aguda, como evidenciado
pela reducdo nos niveis de nitrogénio ureico no sangue e creatinina
sérica. O anticorpo anti-C5 mostrou protecéo funcional no modelo RIRI
nos modos preventivo e terapéutico (Tabelas 34-35).

Exemplo 17: Efeito de anticorpos anti-C5 na Nefrite Lupica

[0350] Este exemplo descreve a eficacia de anticorpos anti-C5 no
tratamento da nefrite lGpica em um modelo de camundongo.

[0351] O |lUdpus eritematoso sistémico (LES) é um disturbio
autoimune causado pela perda de tolerancia a autoantigenos, producéo
de autoanticorpos e deposicao de complexos imunes fixadores de
complemento (Cls) em tecidos lesados. O LES é caracterizado por uma
ampla gama de manifestacdes clinicas e 6rgaos especificos, sendo a
nefrite ldpica uma das complicacbes mais graves. A ativacdo do
complemento nos rins de pacientes com nefrite lupica contribui para a
inflamacdo e dano tecidual. A eficacia dos anticorpos anti-C5 no
tratamento da nefrite lUpica foi estudada em camundongos NZBWF1,
um modelo espontaneo de nefrite lupica em camundongos (Yang et al
1996, PNAS). Os camundongos desenvolvem doengca autoimune
semelhante ao LES humano, autoanticorpos para antigenos nucleares
e proteinas da membrana celular, hipergamaglobulinemia, albumindria,
proteindria, glomerulonefrite do complexo imune inicial e faléncia renal
e doenca renal em estagio terminal entre 35 e 50 semanas de idade.
[0352] Para este estudo, camundongos NZBWF1 com 25 semanas
de idade foram tratados subcutaneamente com 30 mg/kg de controle de
isétipo, ou anticorpos anti-C5 duas vezes por semana durante 8
semanas seguidos de trés vezes por semana durante 10 semanas. Os
anticorpos anticamundongo C5 utilizados para este estudo foram
M1M17628N e M1M17627N, compreendendo HCVR/LCVR de SEQ ID
NOs: 362/363 e 365/366, respectivamente.

[0353] O tratamento com anticorpos anti-C5 melhorou
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significativamente a taxa de sobrevivéncia em camundongos (Figura
13). Ambos os anticorpos melhoraram a albumindria em 8-14 semanas
de tratamento (Figura 14) e os niveis de nitrogénio na ureia no sangue
as 12-16 semanas de tratamento (Figura 15).

Exemplo 18: Efeito de anticorpos anti-C5 contra a morte celular de
astrocitos

[0354] A neuromielite éptica (NMO) € uma doenca autoimune do
sistema nervoso central (SNC) que afeta principalmente o nervo optico
e a medula espinhal. Em NMO, os autoanticorpos anti-aquaporina-4
(AQP4-Ab) causam danos aos astrocitos pela ativacéo da citotoxicidade
dependente de complemento (CDC). Os objetivos deste estudo foram
avaliar o papel do sistema do complemento na progressdo da NMO e o
uso de um anticorpo contra uma proteina do complemento como um
potencial tratamento terapéutico para NMO.

[0355] Os astrocitos corticais primarios de rato foram obtidos do
cortex cerebral de filhotes de ratos apos natais e foram cultivados com
AQP4-Ab (anticorpo "rAb-53" da Publicacédo de Pedido de Patente US
2014/0170140; Bennett et al 2009, Ann. Neurol 66: 617-629) e proteinas
do complemento para demonstrar citotoxicidade mediada por células.
Em seguida, as experiéncias foram repetidas com a adicdo de um
anticorpo anti-C5 para demonstrar o bloqueio da destruicdo das células
astrocitos.

[0356] Para quantificar a morte celular, foi realizado um ensaio de
citotoxicidade da luminescéncia CytoTox-Glo ™. O ensaio utilizou varias
concentragcbes de anticorpos anti-C5 (0,001ug/mL, 0,01ug/mL,
0,1ug/mL, 1pg/mL, 10pug/mL, 100ug/mL ou 1000ug/mL) ou um anticorpo
isétipo de controle.

[0357] A fim de determinar se o anticorpo anti-C5 poderia bloquear
a CDC induzida por AQP4-Ab, os astrécitos foram plaqueados e o

ensaio de citotoxicidade CytoTox-GloTM foi repetido para encontrar
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uma dose ideal de AQP4-Ab para esse revestimento. A concentragao
ideal de AQP4-Ab foi encontrada em 50 pg/mL, e em uma experiéncia
seguinte foi utilizada uma dose constante de AQP4-Ab (50 ug/mL),
enquanto a dose do anticorpo anti-C5 foi variada. Como se mostra na
Figura 16, foi observada uma diminuicdo na RLU (em média 300k para,
em média, 100k) com quantidades crescentes de anticorpo anti-C5,
demonstrando que o anticorpo anti-C5 bloqueou a morte celular de
astrocitos. Para ambas as experiéncias, a RLU n&o variou com o
anticorpo de controle do isétipo. Como mostrado na Figura 16, os
anticorpos anti-C5 inibiram a citotoxicidade induzida por AQP4 Ab no
astrocito cortical primario com ICso de 15-17 nM.

[0358] Em um estudo subsequente, o anticorpo anti-AQP4 e o
anticorpo anti-C5 serdo injetados em cérebros de ratos para avaliar a
eficicia terapéutica contra a citotoxicidade mediada por complemento
de astrocitos no SNC.

Exemplo 19: Ensaio Endotelial

[0359] Este exemplo descreve um ensaio endotelial glomerular in
vitro para examinar se 0s anticorpos anti-C5 bloqueiam a deposicao de
C5b-9 e C3.

[0360] Métodos reproduziveis para avaliar os efeitos inibitérios de
candidatos a farmacos na ativacdo do complemento sdo essenciais para
o desenvolvimento pré-clinico. Devido a complexidade das vias de
ativacdo do complemento, um ensaio deve usar células e parametros
relevantes para a indicacao terapéutica dada. Aqui, utilizando uma
linhagem celular endotelial glomerular humana imortalizada (HGECS),
foi validado um modelo de deposicao de complemento C3 e C5 para
utilizacao avaliando a atividade blogueadora de mAbs anti-C3 ou C5.
Métodos

[0361] Células endoteliais glomerulares renais humanas primarias

(HGEC; Cell Biologics) foram semeadas durante a noite em meio
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completo em placas de 96 cavidades de base claro preta coberta com
colageno I. As células foram tratadas com PBS (controlo) ou ativadas
durante 10 min com 10 uM de ADP. Apés a lavagem com PBS,
adicionou-se soro humano a 50% (preservado em complemento,
esgotado em C3 ou depletado em C5) durante 4 horas. Anticorpos anti-
C5 foram adicionados a 1 mg/mL ao soro antes do tratamento. As
células foram lavadas e fixadas e sondadas com anticorpos anti-C3b
(Thermofisher) elou anticorpos anti-C5b-9 (Abcam), anticorpos
secundarios e contrastados com DAPI. As imagens foram capturadas
no ImagExpress e a analise de imagens de alto conteudo foi usada para
quantificar a coloracdo fluorescente para cada imagem e calcular a
média por condicao.

Resultados

[0362] A deposicdo de C3 e C5b-9 foi observada em HGECs
ativados por ADP expostos ao soro humano normal, mas ndo em
HGECs néo ativados (C3: 1,5x107 + 1,0x107; C5: 7,9x10° + 6,6x10°, P
< 0,05 vs HGEC néao ativado por ADP). A deposicéo de C3 e C5b-9 foi
significativamente reduzida em HGEC ativado por ADP exposto a soro
depletado em C3 ou C5 (C3: 3,3x10° + 4,8x10% C5: 1,5x10° + 6,0x10°,
P <0,05). A adicao de um mAb bloqueador anti-C5 reduziu
significativamente a deposicdo de C5b-9 derivada de soro humano
normal em HGEC ativado por ADP, a deposicao foi comparavel a soro
depletado de C5 (mAb C5: 1,02x108 + 6,0x10°, mAb de controle 3,7x10°
+1,6x108, P <0,05 vs. controle de mAD).

Concluséo

[0363] Estes dados demonstram a utilidade de um ensaio endotelial
glomerular humano in vitro para modelar a deposi¢cao de complemento
C3 e C5. Além da avaliacao in vitro, este ensaio oferece potencial como
modelo translacional para avaliar estratégias anticomplemento em

doencas renais usando amostras de soro derivadas de pacientes.
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[0364] A presente invencao nao deve ser limitada no escopo pelas
modalidades especificas descritas aqui. De fato, varias modificacdes da
invencdo para além das aqui descritas tornar-se-do evidentes para
aqueles versados na técnica a partir da descri¢cdo anterior e das figuras
anexas. Tais modificacbes destinam-se a cair no escopo das

reivindicacbes anexas.
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REIVINDICACOES

1. Uso de um anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigeno
do mesmo que se liga especificamente a C5, caracterizado pelo fato de
que é na fabricacdo de um medicamento e/ou composi¢cao farmacéutica
para tratar ou melhorar pelo menos um sintoma ou indicagcdo de uma
doenca ou disturbio associado a C5 em um individuo humano em
necessidade do mesmo, em que 0 anticorpo ou fragmento de ligagao ao
antigeno do mesmo que se liga especificamente a C5 compreende:

uma regiao variavel de cadeia pesada que compreende:

uma HCDRL1 consistindo em uma sequéncia de aminoacidos
conforme estabelecida na SEQ ID NO: 100,

uma HCDR2 consistindo em uma sequéncia de aminoacidos
conforme estabelecida na SEQ ID NO: 102, e

uma HCDR3 consistindo em uma sequéncia de aminoacidos
conforme estabelecida na SEQ ID NO: 104; e

uma regido variavel de cadeia leve que compreende

uma LCDR1 consistindo em uma sequéncia de aminoacidos
conforme estabelecida na SEQ ID NO: 108,

uma LCDR2 consistindo em uma sequéncia de aminoacidos
conforme estabelecida na SEQ ID NO: 110 e

uma LCDR3 consistindo em uma sequéncia de aminoacidos
conforme estabelecida na SEQ ID NO: 112; e

em que a doenca ou disturbio é selecionado do grupo que
consiste em sindrome hemolitica urémica atipica, hemoglobinaria
paroxistica noturna, degeneracdo macular relacionada a idade, atrofia
geografica, uveite, neuromielite 6ptica, esclerose mdultipla, acidente
vascular cerebral, sindrome de Guillain Barré, lesao cerebral traumatica,
doenca de Parkinson, um disturbio de ativacdo inapropriada ou
indesejavel do complemento, uma complicacdo de hemodidlise, rejeicao

hiperaguda de aloenxerto, rejeicdo de xenoenxerto, toxicidade induzida
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por interleucina-2 durante a terapia com IL-2, um disturbio inflamatorio,
inflamagcdo de uma doenca autoimune, doengca de Crohn doenca,
sindrome do desconforto respiratorio do adulto, lesdo térmica,
queimaduras, congelamento, uma condicdo de reperfusdo pos-
isquémica, infarto do miocéardio, sindrome de vazamento capilar,
obesidade, diabetes, doenca de Alzheimer, esquizofrenia, epilepsia,
aterosclerose, vasculite, penfigoide bolhoso, glomerulopatia C3,
membranoproliferativa glomerulonefrite, nefropatia diabética, sindrome
de Alport, insuficiéncia renal progressiva, doenca renal proteindrica,
lesdo de isquemia-reperfusao renal, nefrite lUpica, sindrome pos-bomba
em circulacdo extracorporea, sindrome po6s-bomba em circulacdo
extracorporea, hemodialise, isquemia renal, reperfusdo da artéria
mesentérica apos reconstrucdo aortica, doenca infecciosa , sepse, um
distarbio do complexo imune, uma doenca autoimune, um disturbio
renal, artrite reumatoide, lGpus eritematoso sistémico, nefrite por lUpus
eritematoso sistémico, nefrite proliferativa, anemia hemolitica, asma,
doenca pulmonar obstrutiva crbnica, enfisema, embolia pulmonar,
infarto pulmonar, pneumonia e miastenia gravis.

2. Uso de acordo com a reivindicacao 1, caracterizado pelo
fato de que a doenca ou disturbio € sindrome hemolitica urémica atipica.

3. Uso de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo
fato de que a doenca ou distarbio € hemoglobindria paroxistica noturna.

4. Uso de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelo
fato de que a composicdo farmacéutica € formulada para ser utilizada
em combinacdo com um segundo agente terapéutico.

5. Uso, de acordo com a reivindicacao 4, caracterizado pelo
fato de que o segundo agente terapéutico é selecionado do grupo que
consiste em um anticoagulante, um medicamento anti-inflamatorio, um
anti-hipertensivo, um agente imunossupressor, um agente

hipolipemiante, um agente anti-CD20, rituximabe, um agente anti-TNF,
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infliximab, um agente anticonvulsivante, um inibidor de C3, um segundo
anticorpo anti-C5 e um agente antitrombético.

6. Uso de acordo com a reivindicacao 1, caracterizado pelo
fato de que a composicéo farmacéutica é formulada para ser utilizada
por via subcutanea, intravenosa, intradérmica, intraperitoneal, oral,
intramuscular ou intracraniana.

7. Uso, de acordo com a reivindicacao 1, caracterizado pelo
fato de que o anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigeno do mesmo
compreende uma regido variavel de cadeia pesada que compreende a
sequéncia de aminoacidos apresentada na SEQ ID NO: 98.

8. Uso, de acordo com a reivindicacao 1, caracterizado pelo
fato de que o anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigeno do mesmo
compreende uma regido variavel de cadeia leve que compreende a
sequéncia de aminoacidos apresentada na SEQ ID NO: 106.

9. Uso, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado pelo
fato de que o anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigeno do mesmo
compreende uma regido variavel de cadeia pesada que compreende a
sequéncia de amino&cidos apresentada na SEQ ID NO: 98 e uma regido
variavel de cadeia leve que compreende a sequéncia de aminoacidos
apresentada na SEQ ID NO: 106.

10. Uso, de acordo com a reivindicagéo 1, caracterizado pelo
fato de que o anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigeno do mesmo
compreende uma cadeia pesada que compreende uma sequéncia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 353.

11. Uso, de acordo com a reivindicagéo 1, caracterizado pelo
fato de que o anticorpo ou fragmento de ligacdo ao antigeno do mesmo
compreende uma cadeia leve que compreende uma sequéncia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 354.

12. Uso de acordo com a reivindicacao 1, caracterizado pelo

fato de que o anticorpo ou fragmento de ligacdo a antigeno do mesmo
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compreende uma cadeia pesada que compreende uma sequéncia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 353; e uma cadeia leve que compreende
uma sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 354.

13. Uso de acordo com a reivindicagao 12, caracterizado
pelo fato de que o anticorpo ou fragmento de ligacdo a antigeno do
mesmo € um anticorpo.

14. Uso de acordo com a reivindicagao 13, caracterizado
pelo fato de que a doenca ou disturbio € hemoglobinudria paroxistica
noturna.

15. Uso de acordo com a reivindicagao 13, caracterizado
pelo fato de que a doenca ou distarbio € miastenia gravis.

16. Uso de acordo com a reivindicagao 13, caracterizado
pelo fato de que a doenca ou disturbio € neuromielite optica.

17. Uso, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 14
a 16, caracterizado pelo fato de que o anticorpo é formulado para ser
utilizado ao individuo por via intravenosa e subcutanea.

18. Uso de acordo com a reivindicagcao 17, caracterizado
pelo fato de que o anticorpo € formulado para ser utilizado em

combinacdo com um segundo agente terapéutico.
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