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RESUMO

"METODO DE PURIFICAQAO POR AFINIDADE"

A  invencdo refere-se a um método de purificacdo por
imunoafinidade, o qual compreende a utilizacdo de um agente
de ligacdo que se liga a um epitopo que estd presente pelo
menos duas vezes na molécula alvo. Noutra forma de
realizacdo o método utiliza pelo menos dois agentes de
ligacdo diferentes, cada um dos quais se liga a epitopos

diferentes na molécula alvo.



DESCRICAO

"METODO DE PURIFICAQAO POR AFINIDADE"

Campo da invencao

A invencdo refere-se a um método para purificacdo por
afinidade e a um agente de ligacdo para ser utilizado nesse

processo.

Antecedentes da invencgéao

A utilizacao de agentes de ligagdo na purificacdo por
afinidade ¢é conhecida a partir da EP-A-434317. Este
documento divulga que & possivel imobilizar agentes de
ligacgédo especificos pegquenos num veiculo de fase sélida. Os
agentes de ligacdo sao especialmente constituidos pelas
proteinas correspondentes do dominio VH e VL, mantidas em
conjunto pela sua interacdo natural. Ao serem imobilizados
estes agentes de ligacdo pequenos mantém a afinidade para o
seu ligando alvo. Um exemplo da tecnologia divulgada é a
imobilizacdo de uma Fv de anti-lisozima sobre agarose e a
sua utilizacdo como um imunoadsorvente. O imuncadsorvente
compreendendo Fv de anti-lisozima imobilizada foi
empacotado numa coluna e nesta coluna foi carregada uma
mistura de lisozima e outra proteina. A coluna foi lavada
para remover a proteina nédo ligada e subsequentemente foi

eluida a proteina ligada.

Neste tipo de sistemas de imuncafinidade a  forga,
especificidade e capacidade de ligagado do imunoadsorvente

sdo parametros importantes.



A forgca e especificidade de ligacdo referem-se a ligacéo
entre o agente de ligacido e o alvo. Especialmente, o agente
de ligacgdo é um anticorpo ou seu fragmento, e a ligacédo é
altamente especifica para o alvo. De modo desejavel, a
ligagdo especifica ao alvo ¢é maximizada e 1ligagdo néo
especifica é minimizada. A ligacdo com uma especificidade
apenas muito limitada estd subjacente aos sistemas de
purificacdo comerciais que se baseiam na proteina A e
proteina L. Sabe-se que estes se ligam a uma vasta gama de

moléculas de imunoglobulina tais como imunoglobulinas de

humano, rato e ratazana.

A forca de 1ligacao deve ser equilibrada entre uma boa
ligagdo de tal forma que a coluna ¢ facilmente carregada
com o material alvo e nenhum material alvo é eluido antes
da eluicdo, e o desejo de utilizar condig¢des de eluicao
suaves para evitar danos desnecessdrios as moléculas alvo.
As condicdes de eluicdao muito rigorosas sao indesejadas
porque podem levar a desnaturagdo, fragmentagdo ou outros
defeitos do material alvo. Além disso, as condig¢gdes suaves
sdo benéficas para o material da coluna e aumentam a vida

util do mesmo.

A capacidade do imunoadsorvente indica a quantidade de
material alvo que pode ser ligado pelo material
imunoadsorvente nas condigbdes de ligagdo. Assim gque é
alcangcada a capacidade maxima do material imunoadsorvente,
a carga adicional de alvo ndo resultard em ligacdo mas
originard a perda de material alvo no eluente. Isto resulta
numa perda de rendimento na purificacdo da proteina ou
requer a inclusdo de passos de processamento adicionais

(repetidos) .

Por exemplo, na EP-A-434317 alguns destes objetivos séao

abordados através da wutilizacdo de dominios varidveis



possuindo afinidade reduzida para o antigénio, levando a
eluicdo ou dessorcdo em condig¢des mais suaves. A ligacao
nado especifica é reduzida diminuindo o tamanho do agente de

ligacdo I até ao minimo necessario para ligacdao.

McNahon et al. (2000, Journal of Immunological methods
241:1-10) divulgam uma IgM monoclonal muridea anti-IgG de
cabra designada Ml11. Os autores descrevem que este
monoclonal era mono-reativo antes da purificacdo, enquanto
era poli-reativo a muitas ©proteinas diferentes apds

purificacao.

Lambin et al. (1993, Journal of Immunological methods
165:99-111) divulgam um método para purificar até um grau
elevado uma fracdo de IgG4 contendo predominantemente
anticorpo anti-pdlen com atividade blogqueadora numa coluna
de imunoafinidade compreendendo anticorpos monoclonais

humanos.

Bird et al. (1984, Journal of Immunological methods 71:97-
105) divulgam a wutilizacdo de anticorpos monoclonais de
murideos especificos para subclasses humanas (especificos
para anti-IgGl; anti-IgG2; anti-IgG3; anti-IgG4) e
restringidos a subclasses humanas (anti-IgG2, 3 e 4, nao-
IgGl; anti-IgGl, 2 e 4, nao-IgG3; anti-IgGl, 2 e 3, nao-
IgG4) para padronizar procedimentos de imuncafinidade para
permitir 0 isolamento de preparacgdes de subclasses

policlonais puras.

Monestier et al. (1989, Hybridoma 8 (6):631-638) divulgam um
método para a purificacdo de anticorpos de IgM de murideo.
Os autores divulgam a imunizacdo de ratazanas com um
anticorpo monoclonal IgM-kappa de murideo (TEPC 183) e trés
semanas depois com um anticorpo monoclonal IgM-lambda de

murideo (MOPC 104E), para gerar anticorpos monoclonais de



ratazana contra IgM de murideo. Foram obtidos dois
anticorpos monoclonais de ratazana que se ligam a ambos,
TEPC 183 e MOPC 104E. Foi observado que a ligacado era

independente da cadeia leve.

A WO 2004/041862 divulga polipéptidos antifator de necrose
tumoral-alfa (TNF-alfa) compreendendo um ou mais anticorpos
de dominio tnico dirigidos contra TNF-alfa. Além disso, foi

divulgada a sua utilizacdo em diagnéstico e terapia.

A WO 2004/041867 divulga um método de administracdo de
moléculas terapéuticas de proteina através de vias de
administracdo diferentes de forma a evitar a inativacdo. A
aplicacéo divulga uma construgao polipeptidica
compreendendo pelo menos um anticorpo de dominio tunico

dirigido contra a regido constante de IgE.

Ewert et al. (2002, Biochemistry 41:3628-3636) apresentam
as propriedades biofisicas dos dominios VHH de camelideo em
comparagdo com as propriedades de dominios VH3 humanos. Os
autores concluem que os fragmentos de VHH de camelideo séao
caracterizados por uma estabilidade favordvel e pela sua
aptiddo para fundir de forma reversivel sem agregacéao,
permitindo desse modo que os fragmentos recuperem a

afinidade de ligacdo apds renaturacdo térmica.

Pérez et al. (2001, Biochemistry 40:74-83) investigam a

estabilidade térmica dos anticorpos de cadeia pesada de

camelideos.
Muildermans e Lauwereys (1999, Journal of Molecular
Recognition 12:131-140) apresentam uma revisao dos

anticorpos apenas de cadeia pesada de camelideos. Os
autores discutem o anticorpo apenas de cadeia uUnica contra

0os anticorpos tradicionais e indicam qgue preveem gue O0S



anticorpos de dominio tnico de camelideos serdo aplicados

num numero de aplicagdes biotecnoldgicas ou médicas.

Van der Linden et al. (2000, Journal of Immunological
methods 240:185-195) abordam a questdo de saber se os lamas
sdo um fonte pratica de fragmentos VHH especificos para
antigénio e concluiram que os fragmentos VHH de anticorpo
especificos para antigénio sdo facilmente acessiveis a
partir do anticorpo de lama gerado contra a gonadotrofina

coridnica humana.

Embora estas medidas possam, em certa medida, melhorar as
caracteristicas de capacidade, especificidade e afinidade
do imunoadsorvente, continua a haver uma procura de

materiais imunoadsorventes ainda mais melhorados.

Sumdrio da invencéo

Nos determinamos surpreendentemente que um material
imunocadsorvente compreendendo um agente de ligacao
especifico, o qual é preferencialmente um anticorpo ou um
seu fragmento, que se liga a pelo menos dois epitopos num
alvo, tem a afinidade elevada desejada, enquanto a eluicéao
pode ser ainda realizada em condigdes suaves. Quando
utilizado como um material para cromatografia em coluna

verificou-se que origina uma alta capacidade da coluna.

Por conseguinte, a invengdo refere-se a um método de

purificacdo de uma imunoglobulina, em que:

a) o método compreende o passo de ligar a imunoglobulina a
um material imunocadsorvente que compreende pelo menos um

agente de ligacdo mono-especifico;



b) o agente de ligacdo tem afinidade para pelo menos dois
epitopos na imunoglobulina que estao espacialmente
separados por pelo menos 30 angstrom; e,

c) o agente de ligagcdo mono-especifico €é um dominio
varidvel de um anticorpo que pode ser obtido a partir de um
camelideo que consiste apenas de cadeias pesadas e que esté

naturalmente desprovido de cadeias leves.

Noutro aspeto a invengdo refere-se a um método de
purificagdo de uma molécula alvo por imuncafinidade, em que
a molécula alvo ¢é uma imunoglobulina, método esse que
compreende a utilizacgdo de um material imunoadsorvente
compreendendo pelo menos dois agentes de ligacao
diferentes, em que o0s agentes de ligacdo compreendem um
agente de ligacdo com afinidade de ligacgdo para um epitopo
(um) na molécula alvo e um agente de ligacdo com afinidade
de ligacgdo para um epitopo diferente (dois) na molécula

alvo.

Descrigcao da invencao

A molécula alvo ¢é definida como uma molécula gque deve
ligar-se a um agente de ligacdo tal como um anticorpo. Os
exemplos de moléculas alvo sdo proteinas que requerem

purificagdo, proteinas gue sé&o para ser identificadas.

A afinidade de 1ligagdo (KD) ¢é definida no contexto de
ligagdo especifica e é representada por uma afinidade de
pelo menos 1*10° M'. Preferencialmente, a afinidade de
ligacdo (medida no agente de ligacédo isolado e alvo) é de

pelo menos 1*10’ M ', mais preferido de pelo menos 1*10° M.

Material imunoadsorvente é agqui entendido como a combinacgéo
de um veiculo e um agente de ligacdo que estd imobilizado

no veiculo. O veiculo pode ser qualquer material gque possa



ser utilizado para a imobilizacdo de um agente de ligacéao.
Os exemplos adequados sado materiais de matriz, para reter o
agente de ligagdo, superficies celulares nas gquais o agente
de 1ligacdo ¢é apresentado e polimeros que podem estar
ligados covalentemente ao agente de ligagao. O especialista
na técnica de cromatografia de afinidade estd bem ciente de
veiculos adequados tais como, por exemplo, Sepharose. O
agente de ligacdo estd preferencialmente imobilizado sobre

o veiculo por uma ligacdo covalente.

Um epitopo é definido como a porcdo da molécula alvo que é
ligada pelo agente de ligacdo. Se o agente de ligacdo € um
anticorpo, aquele & a porgcdo de uma molécula alvo que
desencadeia uma resposta imunoldgica ao imunizar uma
espécie com esta molécula. De uma forma geral, é o sitio da

molécula alvo onde ocorre a ligagdo a um anticorpo.

De forma preferida, o epitopo estd naturalmente presente na
molécula alvo. Opcionalmente, o(s) epitopo(s) ¢é/sdo uma
sequéncia que foi incluida artificialmente na molécula
alvo. Opcionalmente, um sem-numero de epitopos iguais ou
diferentes sdo incluidos na molécula alvo para facilitar a

sua purificacao e detecao.

0O agente de ligagdo é um componente que se liga
especificamente a molécula alvo com a afinidade de ligacao
desejada. O agente de ligacdo ¢ um agente de ligacdo mono-
especifico. Uma composicdo compreendendo um agente de
ligacao mono-especifico, tal como 0s materiais
imunoadsorventes da presente invencédo, € entendida como uma
composicdo possuindo uma populagdo homogénea do agente de
ligacdo. Entende-se que o agente de ligacdo mono-especifico
é especifica para um Unico epitopo ou ligando. No entanto,
inclui-se expressamente na invencao que o material

imunoadsorvente pode compreender mais do que um tipo de



agente de ligacdo mono-especifico, consistindo cada de uma
populagdo homogénea. No entanto, em geral, no contexto da
presente invencao, um material imunoadsorvente nao
compreenderd mais do que 4, 6, 8, 10 ou 20 agentes de
ligacgéo mono-especificos diferentes. E extremamente
preferido que o agente de ligacdo seja um anticorpo ou um
seu fragmento. Nesse <caso, 0 agente de ligagdo mono-
especifico serd assim um anticorpo monoclonal ou um seu
fragmento, o qual pode ser obtido a partir de um hibridoma
ou expressado a partir de uma sequéncia de codificacgédo
clonada. O termo agente de 1ligacdo mono-especifico como
agui utilizado exclui assim anticorpos policlonais e
antissoros. Um exemplo de um fragmento adequado gque pode
ser utilizado é a parte de ligacdo do anticorpo, referida
como CDR (regido determinante de complementaridade). Tais
fragmentos podem ser adequadamente inseridos na molécula
suporte natural ou sintético tal como um péptido sintético.
A invencdo refere-se a um método de purificacdo por
imunoafinidade, o qual compreende a utilizacdo de um agente
de ligacgdo, que se liga a uma molécula alvo em pelo menos
duas posigbes. Isto é referido como ligacgdo multivalente.
Numa forma de realizacdo, o agente de ligacdo liga—-se a um
epitopo que estd presente pelo menos duas vezes na molécula
alvo. Noutra forma de realizagdo, o método utiliza pelo
menos dois agentes de ligacao diferentes, cada um dos quais

se liga a epitopos diferentes na molécula alvo.

Por conseguinte, a invengdo refere-se a um método de
purificacdo de uma molécula alvo por imunocafinidade, o qual
compreende a utilizagdo de um material 1imunoadsorvente

compreendendo um agente de ligacgao, o qual compreende quer

a) Um agente de ligacdo com afinidade de ligacd&o para um
epitopo que estd presente pelo menos duas vezes na molécula

alvo



b) ou compreende um agente de 1ligacdo com afinidade de
ligagdo para um epitopo (um) na molécula alvo e um agente
de ligacdo diferente com afinidade de ligagao para um

epitopo diferente (dois) na molécula alvo.

A seguir sédo apresentados outros passos preferidos deste

método.

Numa forma de realizacdo alternativa, a invencdo refere-se
a um método de purificacdo de uma molécula alvo por
imunoafinidade, o qual compreende a utilizacdo de um agente
de ligacado de acordo com (a) ou (b) acima, em combinacao
com pelo menos um agente de ligagdao qgque exibe 1ligacéo
monovalente para a molécula alvo. Tais combinagdes de
agente de ligacdo multiplo sé&o especialmente adequadas para
serem utilizadas se o agente de ligacgdo individual tiver

uma afinidade de ligacao inferior a 1*10% M1, para o alvo.

Opcionalmente, o método da invencdo é uma combinacdo de (a)

e (b) acima.

Numa forma de realizacdo preferida, a invencdo refere-se a
um método de purificacdo de uma molécula alvo, em gque o
método compreende o passo de ligagdo da molécula alvo a um
material 1munoadsorvente que compreende pelo menos um
agente de ligacd&o mono-especifico, e em que o agente de
ligacdo tem afinidade para pelo menos dois epitopos na

molécula alvo que estdo espacialmente separados.

Preferencialmente, a separacdo espacial dos pelo menos dois
epitopos na molécula alvo é de tal forma que a ligacdo de
um primeiro epitopo na molécula alvo a um agente de ligacgao
nao interfere substancialmente com a ligagdao de um segundo

ou mais epitopos a um agente de ligacgdo. Isto significa que
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a ligacdo de um primeiro epitopo na molécula alvo a um
agente de ligacdo ndo reduz ou "bloqueia" substancialmente
a ligacdo de um segundo ou mais epitopos a um agente de
ligagdo. A auséncia de Dbloqueio substancial ¢é aqui
entendido como significando que a ligagdo de um primeiro
epitopo na molécula alvo a um agente de ligacdo ndo reduz a
ligacdo de um segundo ou mais epitopos a um agente de
ligagdo em mais do que 50, 40, 30, 20, 10 ou 5%. A auséncia
de bloqueio substancial pode ser determinada em ensaios de
bloqueio cruzado  correntes (ver por exemplo "Using
Antibodies"™ E. Harlow e D. Lane, Cold Spring Harbor
Laboratory Press NY, 1999) ou como descrito no Exemplo 5

aqui.

A separacdo espacial dos pelo menos dois epitopos na
molécula alvo é, desse modo, preferencialmente de tal forma
que pelo menos dois epitopos na molécula alvo estejam
disponiveis para se ligarem a um agente de 1ligacdo no
material imunoadsorvente. A separacgao espacial dos pelo
menos dois epitopos €, desse modo, de tal forma que resulta
numa ligacdo multivalente. A ligacdo multivalente resulta
numa velocidade de dissociacgao significativamente menor (k-
diss) da molécula alvo do material imunoadsorvente
compreendendo o (s) agente(s) de ligacdo e em valores de Kp
significativamente mais altos. Preferencialmente, a
presengca de pelo menos dois epitopos espacialmente
separados na molécula alvo produz pelo menos um aumento de
5, 10, 50, 100, 500 ou 1000 vezes na afinidade ou valor de
Kp para o material imunoadsorvente compreendendo um agente
de ligacdo em comparagao com a afinidade ou valor de Kp de
uma molécula alvo compreendendo apenas uma uUnica cdédépia do
mesmo epitopo. Entende-se aqui que 120 fM é uma afinidade
ou valor de Kp mais alto do que, por exemplo, 6,3 nM. A
presencga de pelo menos dois epitopos espacialmente

separados na molécula alvo produz, ou melhor, induz avidez
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para o material imunocadsorvente compreendendo um agente de
ligacdo em comparacgdo com uma molécula alvo compreendendo
apenas uma unica cdépia do epitopo. Avidez é aqui entendida
como referindo-se a forca de ligacdo de uma molécula alvo
com multiplos sitios de ligagdo por um complexo maior de
agentes de ligacédo, 1isto é, a forca de ligacado da ligacéo
multivalente. Afinidade, por outro lado, refere-se a

sistemas receptor-ligando monovalentes simples.

Assim, numa forma de realizacdo preferida, a avidez do
material imunocadsorvente para a molécula alvo é pelo menos
5, 10, 50, 100, 500 ou 1000 vezes superior a afinidade mais
baixa de um agente de ligacdo para um epitopo individual na
molécula alvo. A afinidade baixa refere-se aqui a situacéo
em que o material imunoadsorvente compreende mais do gue um
tipo de agente de ligacdo para epitopos imunologicamente
distintos na molécula alvo e em que cada tipo individual de
agente de ligacdo pode ter uma afinidade diferente para o
seu epitopo. Na situacdo em gque um unico tipo de agente de
ligagdo liga um epitopo que se repete na molécula alvo a
afinidade mais baixa ¢ a afinidade do agente de 1ligacéo
para uma molécula de ensaio compreendendo apenas uma Unica

coépia do epitopo.

A separacdo espacial dos pelo menos dois epitopos na
molécula alvo é, desse modo, mais preferencialmente de tal
forma que a capacidade de 1ligacdo dinédmica do material
imunoadsorvente compreendendo um agente de ligacdo para a
molécula alvo € aumentada em pelo menos 10, 20, 50, 100 ou
200% em comparacdo com a capacidade de ligacdo dinédmica do
material para uma molécula alvo compreendendo apenas uma
Ginica cdépia do epitopo. A capacidade de ligacdo dinamica
(DBC) € aqui definida como a é&rea do pico de eluicao

dividida pela &area de pico total (escoamento + eluicido) e
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este multiplicado pela quantidade de molécula alvo (ver

Exemplo 3).

Outra caracteristica importante da presente invencdo & que
apesar da ligacdo multivalente da molécula alvo ao material
imunocadsorvente conduzir a afinidades de ligacdo ou avidez
elevadas para a molécula alvo, a libertacdo das referidas
moléculas pode ser contudo obtida em condigdes de eluicéo
suaves. Assim, numa forma de realizacgdo preferida, a avidez
de um material imunocadsorvente compreendendo um agente de
ligacdo para a molécula alvo é pelo menos 1*10° M ', 1*10'°
M?', 1*10 M ou 1*10% M'. Preferencialmente, & mesma pelo
menos 90% da molécula alvo pode ser eluida a partir do
material 1imunoadsorvente a um pH de 2,5, 2,75, 3,0, 3,25
3,5 ou maior. No entanto, preferencialmente as afinidades
individuais de um agente de 1ligacdo para um epitopo na
molécula alvo sdo inferiores a 1*10'° ™!, 1*10'' M*' ou

1*10%% M *t.

As caracteristicas definidas acima de ligacdo da molécula
alvo ao material 1imunoadsorvente podem ser conseguidas
quando os pelo menos dois epitopos na molécula alvo estédo
espacialmente separados por pelo menos 10, 20, 25, 30, 40,

50 ou 60 ﬁngstrom.

Nos métodos da invencdo, os pelo menos dois epitopos na
molécula alvo podem ser pelo menos dois epitopos
imunologicamente distintos. Nesse caso sao necessarios pelo
menos dois agentes de ligacao distintos no material
imunoadsorvente, preferencialmente um para cada epitopo

imunologicamente distinto.

Alternativamente, os métodos da invencdo, os pelo menos
dois epitopos na molécula alvo podem ser pelo menos dois

epitopos imunologicamente idénticos que estdo repetidos na
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molécula alvo. Nesse caso € necessario apenas um Unico tipo
de agente de ligacdo no material i1munoadsorvente. As
moléculas alvo com repeticdes de epitopos sdo, por exemplo,
proteinas homo-multiméricas tais como, por exemplo,

imunoglobulinas compreendendo 2 cadeias leves e 2 pesadas.

0O método compreende preferencialmente um passo de selecgao
do agente de ligacdo. Esta selecdo ¢é preferencialmente
feita em condig¢des que 1imitam as condicgdes de carga e
eluicdo para encontrar um agente de ligacgdao que ligue com
afinidade suficiente para ligar a molécula alvo durante a

carga e que também possa ser eluida facilmente.

Numa forma de realizacdo da invencdo, o agente de ligacéo
deve ter afinidade de ligacdo para um epitopo que ocorre
pelo menos duas vezes na molécula alvo. Através desta
selecdao sao selecionados agentes de ligacédo, especialmente
anticorpos ou seus fragmentos, que podem proporcionar
ligagdo multivalente com uma molécula alvo. Na pratica,
dois agentes de ligacao individuais, especialmente
moléculas de anticorpo, podem ligar-se a epitopos
diferentes da mesma molécula alvo, levando a ligacéo
multivalente da molécula alvo. Esta multivaléncia aumenta a
afinidade de ligacdo e a capacidade do imunoadsorvente com
niveis surpreendentemente altos. Sem se pretender ficar
limitado por qualquer teoria, Jjulga-se dque a ligacéao
multivalente ¢é essencial para conseguir a afinidade, ou
antes avidez, elevada, a alta capacidade de 1ligacéo
diné&mica e a eluicdo suave que sdo os objetivos da presente

invencao.

Os exemplos de tais anticorpos ou seus fragmentos séao
anticorpos gue reconhecem especificamente um epitopo gue
estd presente na cadeia leve kappa ou lambda dos anticorpos

humanos. Neste exemplo o anticorpo humano € a molécula
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alvo. Os anticorpos humanos compreendem duas cadeias leves

kappa que compreendem os epitopos.

Noutra forma de realizacado da invencado no passo de selecao
sdo selecionados pelo menos dois agentes de ligagao,
compreendendo um agente de ligacdo com afinidade de ligacao
para um epitopo (um) na molécula alvo e um agente de
ligacdo com afinidade de ligacdo para um epitopo diferente
(dois) na molécula alvo. Na pratica, o material adsorvente
compreenderd estes dois agentes de ligagdo diferentes,
especialmente anticorpos ou seus fragmentos, gque podem
ligar-se simultaneamente a mesma molécula alvo, levando

novamente a ligac¢do multivalente da molécula alvo.

Como mencionado acima, a ligacdo multivalente da molécula
alvo, isto €&, cada molécula alvo 1liga-se ao material
imunoadsorvente através de pelo menos duas ligagdes agente
de ligacado-epitopo, ¢é um aspeto preferido da presente

invencéao.

Entender-se-4 que a ligacdo multivalente ocorrerd de forma
6tima se a estrutura tridimensional da molécula alvo for de
tal forma que permite esta ligacdo multipla. Na préatica,
isto significa que estd preferencialmente presente uma
certa disténcia entre os dois epitopos na molécula alvo. A
aptiddo da molécula alvo para ligacdo multivalente pode ser

deduzida a partir da sua estrutura cristalina 3D.

A selecdo do anticorpo ou fragmento & preferencialmente
seguida da sua producao em quantidades maiores. Os sistemas
de produgao adequados incluem Saccharomyces Cerevisiae ou
outras leveduras, bolores ou Sistemas de expressao

bacterianos.
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Preferencialmente, aquela ¢ seguida de um passo em que O
agente de ligacédo ¢é posto em contacto com o material
imunoadsorvente. O 1imunoadsorvente e o agente de ligacéao
podem estar ligados covalentemente ou através de outras
interacgdes. Preferencialmente, o agente de 1ligacdo esté
covalentemente acoplado a um material imunoadsorvente.
Existem muitos protocolos conhecidos para 1imobilizar

proteinas ou fragmentos em material adsorvente.

Entender-se-a que quando é feita referéncia ao
imunocadsorvente compreendendo "um" agente de ligacao, isto
pretende também referir-se a situacdo em gque um material
imunocadsorvente é carregado com muitas moléculas

individuais de agente de ligacéo.

Os exemplos de material imunoadsorvente adequado incluem
materiais transportadores porosos de fase sélida tais como
agarose, poliestireno, vidro de poro controlado, celulose,
dextranos, terra-de-infusérios, polimeros sintéticos tais
como Sepharose™, silica amorfa porosa. Os materiais
transportadores podem estar em qualgquer formato adequado
tal como particulas, pds, folhas, esferas, filtros e
semelhantes. Outras especificacdes de materiais
transportadores adequados sao, por exemplo, divulgadas na
EP-A-434317.

Estdo disponiveis métodos para imobilizar ligandos de forma
rapida, féacil e segura através de um grupo funcional
escolhido. A escolha correta do método de acoplamento
depende da substdncia a ser imobilizada. Por exemplo, oS
seguintes derivados de Sepharose™ comercialmente conhecidos
permitem a imobilizagdo conveniente de ©proteinas nos
mesmos: a Sepharose™ 4B ativada com CnBr permite que
ligandos contendo grupos amino primadrios sejam rapidamente

imobilizados por uma reacdo espontéanea.
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As AH-Sepharose™ 4B e CH-Sepharose™ 4B tém ambas um bracgo
espacador com seis carbonos de comprimento e permitem o
acoplamento através de grupos carboxilo e amino
respetivamente. Os espacadores flexiveis s&o adequados para
serem utilizados em situacdes onde a flexibilidade das
moléculas alvo é limitada ou onde a estrutura
tridimensional do alvo requer alguma flexibilidade do

agente de ligacdo para permitir uma ligacdo dtima.

A CH-Sepharose™ 4B ativada proporciona um braco espacador
com seis carbonos e um éster ativo para acoplamento

esponténeo através de grupos amino.

Estes sao apenas alguns exemplos de vias de imobilizacao

adequadas.

Opcionalmente, o material imunoadsorvente ¢é colocado numa

coluna para facilitar separagdes cromatograficas faceis.

Num passo seguinte preferido, © material imunoadsorvente &
posto em contacto com uma composigcdo compreendendo O alvo.
Frequentemente, a composicdo serd uma composicdo aquosa
compreendendo muitas outras proteinas além do alvo a ser
purificado. As condicgdes deste passo de contacto sdo de tal
forma que ocorre a ligacdo do agente de ligacdo a molécula

alvo.

Preferencialmente, neste passo ¢ utilizado um tampdo de
carga possuindo um pH em torno de 6,5 a 8. Um tampéo

adequado € um tampao de PBS.

E preferido que o material carregado seja lavado até terem

eluido os agentes de ligacdo ndo especificos.
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A dessorcdo da molécula alvo é o passo sSeguinte. Este é
preferencialmente realizado mudando as condigdes de forma

que o anticorpo ou fragmento jad ndo liga a molécula alvo.

A eluicdo pode ser conseguida mudando as condicgdes em
relacdao ao pH, sal, temperatura ou qualgquer outra medida
adequada. Um método de eluicdo preferido para dessorcédo € a

eluicdo com um tampdo possuindo um pH inferior a 3.

Mais especificamente a invencdo refere-se a um método para
a purificacdo de uma molécula alvo por imunocafinidade

compreendendo os passos de:

a) selecionar um anticorpo ou seu fragmento, que se liga a
um epitopo que estd presente pelo menos duas vezes na
molécula alvo;

b) ligar o anticorpo ou seu fragmento ao material
imunocadsorvente;

c) carregar o material imunoadsorvente com uma composicéao
compreendendo a molécula alvo, preferencialmente em
condicdes as quais ocorre a ligacdo multivalente do agente
de ligacgdo a molécula alvo;

d) lavar o 1imunoadsorvente carregado para remover agentes
de ligacdo nao especificos; e,

e) eluir a molécula alvo aplicando condigdes de eluicdo.

O agente de 1ligagdo pode ser proveniente de qualquer
organismo fonte adequado ou pode ser preparado
sinteticamente ou por organismos geneticamente modificados.
E importante que o fragmento retenha a afinidade de ligacéo

como definida acima no contexto desta invencgao.

Os exemplos de fragmentos adequados sdo os fragmentos Fab,

fragmentos Fv.
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Numa forma de realizacao preferida, os agentes de ligacao
sdo anticorpos, mails preferida tais anticorpos ou seus
fragmentos s&o derivados de anticorpos naturalmente
desprovidos de cadeias leves. Tais anticorpos sao, por
exemplo, obtidos por 1imunizacdo de lamas ou tubardes e
purificacdao dos anticorpos assim gerados. Estes anticorpos
compreendem apenas cadeias pesadas e sdo desprovidos de
cadeias leves. A vantagem da utilizacdo destes anticorpos é
que sao excecionalmente estéaveis mesmo a altas
temperaturas, pequenos e facilmente produzidos em
organismos hospedeiros tais como Saccharomyces cerevisiae.
Estes anticorpos sao descritos em mails pormenor na EP-A-
656946.

De uma maneira mais geral, o agente de ligacadao compreende
preferencialmente o dominio variavel derivado de
imunoglobulina que compreende um sitio de ligagdo de
antigénio completo para um epitopo na molécula alvo numa
Unica cadeia polipeptidica. Assim, tais agentes incluem

especificamente mas se limitam a:

1) anticorpos que podem ser obtidos a partir de camelideos
e tubardes que consistem apenas de cadeias pesadas e dque
sdo naturalmente desprovidos de cadeias leves;

2) dominios varidveis dos anticorpos definidos em 1),
geralmente referidos como dominios VHH;

3) formas manipuladas dos anticorpos definidos em 1) tais
como, por exemplo, anticorpos "camelidizados" nos quais as
sequéncias estruturais de um dominio VHH de camelideo (ou
tubardo) sao enxertadas com CDRs obtidos de outras fontes;
4) formas manipuladas de dominios variaveis tipo
imunoglobulina nos quais as sequéncias estruturais de uma
variedade de moléculas tipo imunoglobulina sao combinadas
com CDRs especificos para uma dada molécula alvo como

descrito, por exemplo, em WO 04/108749.



19

A seguir ¢é dada uma definicdo de CDR e sequéncias
estruturais. Entende-se ainda que a sequéncia de
aminoacidos estrutural de um dominio variavel derivado de
imunoglobulina gque compreende um sitio de ligagdo de
antigénio completo para um epitopo na molécula alvo numa
Unica cadeia polipeptidica tem preferencialmente pelo menos
50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85 ou 90% de identidade de
aminoacidos com a sequéncia de aminoadcidos estrutural de
qualquer uma de SEQ ID NO 1 - 33. Preferencialmente, o
dominio wvariavel derivado de imunoglobulina tem uma

afinidade para o epitopo como definida agqui acima.

Um agente de ligacgdo preferido é um fragmento de anticorpo
de dominio tnico derivado de um anticorpo camelideo. Agui,
derivado de um anticorpo camelideo significa apenas que as
sequéncias de aminodcidos estruturais do fragmento s&o como
definidas acima mas que o fragmento pode ser concebido e
sintetizado, em vez de ser obtido diretamente ou gerado num

organismo camelideo.

Nés determinamos que 0o material imunoadsorvente da
invencao, compreendendo um agente de ligacao que se 1liga
especificamente a cadeia leve kappa de anticorpos humanos,
exibe afinidade e capacidade muito boas e precisa apenas de

condigdes de eluigao suaves.

Por conseguinte, numa forma de realizacdo especifica, a
invencao refere-se a um material imunoadsorvente
compreendendo um agente de ligacdo que tem afinidade de

ligagdo para a cadeia leve kappa de anticorpos humanos.

A invengdo refere-se ainda a utilizacdo desse material na

purificacdo de anticorpos humanos.
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Numa forma de realizacdo, a invencao refere-se a um agente
de ligacdo que é selecionado do grupo de moléculas VHH de
ligagdo a cadeia leve kappa selecionadas de SEQ ID NO 1 -
15 ou um agente de ligacdo compreendendo um dominio
varidvel derivado de imunoglobulina compreendendo uma
regido determinante de complementaridade (CDR) 1, 2 e/ou 3
exibindo pelo menos 80, 85, 90, 95, 98% de identidade de
aminoacidos com as CDRs das moléculas VHH de SEQ ID NO 1 -
15. Preferencialmente, os dominios varidveis derivados de
imunoglobulina tém uma afinidade para a cadeia leve kappa
de anticorpos humanos que €& pelo menos 10° Mm%, 10" M' ou
10° M. As CDRs 1, 2 e 3 podem exibir cada individualmente
as 1identidades definidas acima ou as CDRs podem exibir

coletivamente as identidades definidas acima.

As regides determinantes de complementaridade (CDR) 1, 2
e/ou 3 das moléculas VHH sdo aqui definidas como
representadas nas Figuras 3 e 4. Mais geralmente, as CDRs

dos dominios de cadeia pesada variadvel de camelideo séao

aqui definidas como descritas por Vu et al. (1997, Mol
Immunol. 34(16-17):1121-31) . As sequéncias de VHH
diferentes das sequéncias CDR na SEQ ID NO 1 - 33 ou como
definidas por Vu et al. (1997, supra) sado aqui definidas

como sequéncias estruturais VHH.

Noutra forma de realizacdo mais especifica, a invencéo
refere-se a um material imunoadsorvente compreendendo um
anticorpo ou seu fragmento ativo possuindo a sequéncia de

aminodcidos especificada abaixo como Sequéncia ID 1.

Sequéncia ID 1:

QVOLQESGGGLVQPGGSTRLSCAASGRTISRYAMSWFRQAPGKEREFVAVARRSGDGAFYADSVQGRFTV
SRDDAKNTVYLOMNSLKPEDTAVYYCAIDSDTFYSGSYDYWGQGTQVTVSS
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Noutra forma de realizacao, a invencado refere-se a um
anticorpo ou fragmento possuindo afinidade de ligacao para
um anticorpo humano, em gque as sequéncias compreendem a
sequéncia de acordo com a sequéncia ID n°® 1 ou séo
essencialmente homélogas a mesma. No contexto da invencao
essencialmente homdélogo significa que a molécula homdloga
exibe a afinidade de ligacdo desejada de pelo menos 10° M *'.
Os exemplos de sequéncias homdélogas sdo sequéncias que
foram modificadas na parte estrutural mas ndo na parte de
ligacdo ao antigénio do anticorpo de acordo com a sequéncia

ID 1.

Ainda noutra forma de realizacdo, a invencao refere-se a um
agente de ligacdo que é selecionado do grupo de moléculas
VHH de ligacdo a cadeia leve lambda selecionadas de SEQ ID
NO 16 - 33 ou um agente de ligacdo compreendendo um dominio
varidvel derivado de imunoglobulina compreendendo Regides
Determinantes de Complementaridade (CDR) 1, 2 e/ou 3
exibindo pelo menos 80, 85, 90, 95, 98% de identidade de
aminoacidos com as CDRs das moléculas VHH de SEQ ID NO 16 -
33. Preferencialmente, os dominios varidveis derivados de
imunoglobulina tém uma afinidade para a cadeia leve lambda
de anticorpos humanos que é pelo menos 10° M', 10’ M' ou
10° M. As CDRs 1, 2 e 3 podem exibir cada individualmente
as 1identidades definidas acima ou as CDRs podem exibir

coletivamente as identidades definidas acima.

Ainda numa outra forma de realizacao, o) material
imunoadsorvente compreende pelo menos dois agentes de
ligacao diferentes, que ligam cada um epitopo
imunologicamente distinto de um dominio Fc de IgG humana,
de acordo com o que os epitopos imunologicamente distintos
do dominio Fc de IgG humana, estdo espacialmente separados

como aqui definidos acima.
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Mais uma vez noutra forma de realizacdo, o material
imuncadsorvente compreende pelo menos dois agentes de
ligacao diferentes, que ligam cada um epitopo
imunologicamente distinto de albumina de soro humano, de
acordo com o que o0s epitopos imunologicamente distintos da
albumina estdo espacialmente separados como aqui definidos

acima.

Noutra forma de realizacgdo, a presente invengdo proporciona
métodos e materiais imunoadsorventes gque sdo extremamente
adequados para a adsorcdo ou isolamento e/ou purificacédo de
imunoglobulinas a partir de ©preparagbes em bruto, em
particular de imunoglobulinas humanas dos tipos IgM, IgA,

IgE e muito em particular dos isotipos IgG.

Os materiais imunoadsorventes compreendem como agentes de
ligagdo de imunoglobulina, cadeias pesadas naturalmente
desprovidas de uma cadeia leve, preferencialmente VHH de
camelideo, gque sao especificas para um epitopo que estéa
presente pelo menos duas vezes na imunoglobulina alvo, os

quais podem ser alvos idénticos ou diferentes.

Numa forma de realizacdo preferida, o alvo pode compreender
um epitopo presente numa cadeia leve dos isotipos kappa ou
lambda, alvos esses que estao sempre presentes em duplicado

numa imunoglobulina intacta.

Noutra forma de realizacdo, agquele pode ser um epitopo que
estd presente duas vezes na parte Fc da imunoglobulina, ou
dois epitopos diferentes que estdo presentes na parte Fc e
simultaneamente acessiveis para interacdo com a molécula de

ligagdo VHH.

Ainda noutra forma de realizacgéao, 0s materiais

imunoadsorventes podem compreender combinacgdes de
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anticorpos de ligacdo de kappa ou lambda com anticorpos de
ligagdo de Fc, preferencialmente anticorpos VHH camelideos,

normalmente desprovidos de uma cadeia leve.

A utilizacdo de agentes de 1ligagao de 1imunoglobulina
especificos para epitopos presente pelo menos duas vezes na
imunoglobulina alvo resulta numa diminuig¢do surpreendente
da velocidade de dissociacdo de 10 vezes até mais de 1000
vezes nalguns casos, como se demonstra na secgao de
exemplos para os anticorpos de ligagdo de kappa. A
diminuicdo da velocidade de dissociacdo ¢é util para
processos de isolamento e purificacédo, ja& que a capacidade
de ligagdo dindmica dos materiais imunoadsorventes (ou taxa
de retengao) é dramaticamente aumentada pela menor
dissociacdo. Em segundo lugar, as imunoglobulinas podem ser
ainda eluidas em condig¢des suaves, o que ¢é crucial para
manter a sua integridade estrutural e propriedades de

ligagédo de antigénio.

Neste documento e nas suas reivindicacgdes, o verbo
"compreender" e suas conjugacgbes sao utilizados no seu
sentido nao limitativo para significar que os itens que
seguem a palavra estdo incluidos, mas nédo estdo excluidos
0s 1itens nao especificamente mencionados. Além disso, a
referéncia a um elemento pelo artigo indefinido "um" ou
"uma" nado exclui a possibilidade de que esteja presente
mais do que um elemento, a menos dque o contexto exija
claramente que seja um e apenas um elemento. Assim, o
artigo indefinido "um" ou "uma" significa geralmente "pelo

menos um".

A invencdo é ilustrada pelos exemplos gue se seguem.

Descricado das figuras
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Figura 1 Alinhamentos dos VHHs de ligacdo a cadeia leve
lambda humana e kappa humana e consenso para as regides
CDR.

Figura 2 Sensorgramas de medic¢cdes de afinidade Biacore;
curvas de ligagdo de Fab e IgG em Biacore num circuito
integrado sensor revestido com VHH kappa-1-Hu (A; ligacgao e
dissociacédo, B; apenas dissociacgdo, 1indicando o efeito na
velocidade de dissociacgado (kdiss) induzida pela avidez.
Figura 3 Sequéncias de aminoadcidos da CDR de moléculas VHH
de ligagédo a cadeia leve kappa humana.

Figura 4 Sequéncias de aminoadcidos da CDR de moléculas VHH

de ligacdo a cadeia leve lambda humana.

Exemplos

Exemplo 1: Geracdo de ligandos VHH de Lama contra cadeias

leves kappa de anticorpos humanos.

O protocolo que se segue é tomado como um exemplo de como
os fragmentos VHH especificos podem ser isolados, clonados,

expressados, em seguida acoplados sobre a matriz desejada.

Apesar dos fragmentos VHH particulares descritos neste
exemplo terem sido derivados de um repertdrio imunoldgico,
eles também poderiam ter sido selecionados de uma
biblioteca de VHH ndo imunizada (ver EP1051493, Unilever)
ou uma biblioteca de VHH nao imunizada

sintética/semissintética (ver WO00/43507, Unilever).

Um lama foi imunizado com IgM policlonal preparada a partir
de soro humano por técnicas de precipitacdo e filtracdo em
gel e diluida em soro fisioldgico tamponado com fosfato pH
7,4 (PBS). Para aumentar a especificidade da resposta

imunoldgica, o lama recebeu varios reforgos apds a
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imunizagdo inicial (dias 0, 28 e 49) com 250 ng do
antigénio mencionado acima em specol (ID-DLO, Lelystad,
Paises Baixos) (Boersma et al., 1992). Uma amostra de
sangue de cerca de 150 mL foi colhida para heparina 6 dias
apdés a ultima imunizacdo. As células sanguineas periféricas

foram obtidas via uma centrifugacdao em Ficoll-Paque. A

partir de cerca de 2x10° linfécitos foi isolado o ARN total
essencialmente como descrito por Chomczynnski e Sacchi
(1987). O ADN que codifica fragmentos de VHH especificos
pode ser depois isolado utilizando métodos semelhantes aos
descritos em WO 94/04678 (Casterman et al.) e ligado, por
exemplo, num vetor de expressdao epissomal de Saccharomyces
cerevisiae como anteriormente descrito por Frenken et.al.
(2000) . A partir destas bibliotecas de expressao de VHH
podem ser selecionados fragmentos VHH com a especificidade
de ligacdo ao antigénio desejada (cadeias leves kappa ou
lambda de anticorpos humanos) por rastreio direto dos
sobrenadantes de cultura de coldénias individuais de S.

cerevisiae (Frenken et.al. 2000).

Alternativamente podem ser utilizados métodos de selecéo
baseados em técnicas de apresentacdo tipo apresentacdo em
fago e apresentacdo em levedura para 1isolar clones que
produzem = VHH anti-cadeia leve kappa a partir dos

repertdérios imunoldgicos.

Para o rastreio, placas de 1ligacdo Nunc Maxisorp foram
revestidas com antigénios de anticorpo humano e
subsequentemente blogueadas com leite em pd a 4% (p/v) em
PBS. Os fragmentos VHH ligados foram detetados gquer por um
mAb anti-His de rato em combinacdo com um conjugado
policlonal de cabra anti-rato-HRP (Bio-Rad, 172-1011) ou um
soro policlonal de coelho anti-VHH de lama em combinacgéo

com um conjugado policlonal de suino-anti-IgG de coelho-HPO
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(Dako, P217). O rastreio inicial foi realizado em placas
Maxisorp revestidas com um anticorpo monoclonal de IgGl
humana que possuia uma cadeia leve kappa ou um mab de IgGl
humana que possuia uma cadeia leve lambda. Os fragmentos
VHH de lama que exibiram ligacdo apenas a IgGl kappa foram
ainda testados em ELISA com diferentes anticorpos
monoclonais humanos (por exemplo IgG, IgA, IgM) para
confirmar a especificidade de ligacao para a cadeia leve
kappa humana. Durante o processo de rastreio puderam ser
identificados fragmentos VHH adicionais que exibiram
especificidade de ligacédo para a cadeia leve lambda humana.
A especificidade de ligacdo de um dos fragmentos VHH anti-
kappa humana (VHH kappa-1-Hu) como determinado por ELISA é
dada no Quadro 1 e aqui comparada com dois outros
fragmentos VHH que se ligam especificamente a porcdo Fc dos
anticorpos de IgG humana (VHHs Fc—1-Hu e Fc—-2-Hu,
respetivamente). Estes fragmentos VHH foram obtidos a
partir de uma biblioteca imunoldégica de VHH proveniente de
um lama imunizado com fragmentos Fc humanos preparados a
partir de IgG policlonal de soro humano. Como demonstrado
no Quadro 1, o VHH kappa-1-Hu reconhece um epitopo que estéa
presente nas cadeias leves kappa de anticorpos humanos e,
portanto, liga-se a um epitopo que estd presente duas vezes
na molécula alvo, por exemplo, no caso de anticorpos de
IgG, IgA e IgE ou dez vezes no caso de anticorpos de IgM.
Ambos os fragmentos VHH Fc-1-Hu e Fc-2-Hu mostram ser
especificos para um epitopo que estd presente no dominio Fc
de todas as 4 subclasses de IgG humana, estando o referido

epitopo presente apenas uma vez na molécula alvo de IgG.

A sequéncia destes anticorpos é apresentada na sequéncia ID
n® 1 a 15 para os VHHs de ligacdo a cadeia leve kappa, n°
16 a 31 para os VHHs de ligagcdo a lambda. O consenso para
ambos os agentes de ligacdo a kappa e lambda é mostrado na

Figura 1.
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Quadro 1 Especificidade de ligacgdo dos fragmentos VHH anti-
cadeia leve kappa humana e anti-Fc de IgG humana como

determinada por ELISA.

Anticorpo: Fragmento VHH:

Espécie Isotipo / Subclasse Kappa-Hu Fc-1-Hu Fc-2-Hu

Humano IgG, lambda - + +
IgG, lambda - + +
IgGs; lambda - + +
IgGs lambda - + +
IgG; kappa + + +
IgG; kappa + + +
IgGs kappa + + +
IgGs kappa + + +
IgG, fragmentos Fab + - -
IgG, fragmentos Fc - + +
IgM (policlonal) + — -
IgA (policlonal) + _ _

Bovino IgG (policlonal) - - -

Rato IgG (policlonal) - - -

Producdo de anticorpo e purificacdo por cromatografia de

afinidade de metal imobilizado (IMAC)

Os fragmentos de anticorpo VHH foram produzidos a escala de
fermentagdo de 1 1litro ou 10 1litros (baldes agitados)
utilizando uma estirpe geneticamente modificada de
Saccharomyces cerevisiae e purificados utilizando
cromatografia de troca idnica sobre SP sepharose de caudal
rédpido (Amersham Biosciences). Os anticorpos purificados
foram submetidos a didlise contra trés alteragdes de tampéo
de PBS, pH 7,4 ou o tampdo de acoplamento necessario, 48
horas a 4°C, utilizando tubo de corte de 3,5 kDa

(Spectra/Por 3; Spectrum Medical Industries). As
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concentracbes das amostras purificadas foram determinadas
por ODzsp. Todas as amostras purificadas foram conservadas a

-20 °C quando néo estavam em utilizagéo.

Exemplo 2 Medigdes da afinidade

As constantes de afinidade de 1ligacdo dos fragmentos VHH
kappa-1-Hu, Fc-1-Hu e Fc-2-Hu foram determinadas utilizando
analise de ressonéncia plasménica superficial (SPR) num
BiaCore 3000. Para este efeito, 0S8 fragmentos VHH
purificados foram imobilizados sobre a superficie de um
circuito integrado sensor CM5 e subsequentemente incubados
com diferentes concentracgdes de Fab humano e/ou anticorpos
de IgG humana em tampao de HBS-EP (HEPES 0,01 M, pH7,4;
NaCl 0,15 M; EDTA 3 mM; 0,005% de Tensioativo P20). A
ligagdo foi deixada decorrer durante 3 minutos a 30 pL/min
seguida de um passo de dissociagao de 15 minutos a
30 pL/min. Foram ajustadas curvas de ligacgd&o de acordo com
um modelo de ligagdo de Langmuir 1:1 utilizando o software
Biacore. No Quadro 2 ¢ dada uma visdo geral dos dados de
afinidade calculados. No que diz respeito ao fragmento
anti-kappa-1-Hu o efeito de avidez é claramente demonstrado
pelas grandes diferengas nas velocidades de dissociacgéo
entre Fab e moléculas de IgG. Uma vez que o fragmento anti-
kappa-1-Hu estd imobilizado sobre a superficie de um
circuito integrado sensor, a referida superficie pode
interagir simultaneamente com dois epitopos idénticos
presentes numa molécula de IgG. Em comparacdo com a
interagcdo monovalente com fragmentos Fab humanos, a
velocidade de dissociacéo (kdiss) para a IgG é
significativamente menor (> 1000 vezes) resultando num
valor de Kp para a IgG de cerca de 120 fM que compara com
6,3 nM para os fragmentos Fab. O ultimo valor situa-se na

mesa gama que o0s valores de Kp para o dois VHHs anti-Fc-Hu
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IgG,

respetivamente)

indicando

Quadro 2 Dados de afinidade Biacore de VHHs anti-kappa-1-Hu

e anti-Fc—-Hu

(VHHs imobilizados sobre o circuito integrado

sensor) .
VHH Antigénio |k ass (1/Ms) k diss KA (1/M) KD (M) Avidez
(1/s)

kappa-1-Hu Fab-Hu 1,24 x 10° [ 7,78 x 107* | 1,60 x 10° | 6,27 x 107° | Néo
kappa-1-Hu IgG-Hu 4,18 x 10° [ 5,29 x 107® | 7,90 x 10 |1,27 x 107 *°| Sim
Fe-1-Hu IgG-Hu 2,15 x 10° [ 1,39 x 107 | 1,55 x 10° | 6,44 x 107° | Néo
Fc-2-Hu IgG-Hu 8,30 x 10° | 1,78 x 107 | 4,66 x 10° [ 2,15 x 107° | Nao
Este efeito na velocidade de dissociacao (kdiss) induzida

pela avidez é ainda ilustrado pela Figura 2, a qual compara

as curvas de ligacéao de Fab e IgG em Biacore
(sensorgramas) .
Exemplo 3: Materiais e métodos gerais para acoplamento e

avaliacdo por cromatografia Acoplamento a sepharose 4 de

Caudal Rapido ativada com N-hidroxissuccinimida (NHS)
Apds purificagdo, os anticorpos foram submetidos a diadlise
contra tampdo de acoplamento com NHS. Este tampdo contém

HEPES 0,1 M, pH 8,3. Para uma eficiéncia de acoplamento

6tima, a proporcao recomendada de volumes da solugdo de
de 0,5 : 1. Os

0,5-15 mg/mL,

acoplamento/NHS sepharose ¢é anticorpos

tinham concentrac¢des diferentes, a proporcao

de anticorpo/NHS sepharose dos anticorpos variou entre 1

1 e 10 : 1. Quando é imobilizada uma mistura de 2 ligandos

numa matriz foi utilizada uma proporcgao 1:1 dos ligandos. O

seguinte procedimento foi utilizado para acoplar ©os

anticorpos a sepharose 4 de Caudal Ré4pido ativada com NHS
a matriz

(General Electric Healthcare). Subsequentemente,

foi lavada duas vezes com tampao de acoplamento com NHS. A
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NHS sepharose foi misturada com a solugdo de anticorpo e
deixada de um dia para o outro a 4°C em agitacao por
rotagdo vertical ou 1 hora a temperatura ambiente. Apds
incubag¢do, o material de gel foi filtrado sobre um filtro
de vidro sinterizado e os grupos por reagir do material de
gel foram bloqueados com Tris (0,1 M, pH 8,0) 1 hora a

temperatura ambiente. O meio acoplado foi lavado utilizando

pH baixo e alto alternado (3X 10 vc PBS pH 2 e 3X 10 vc PBS
pH 7,4). A eficiéncia de acoplamento foi determinada
utilizando a fracdo ndo ligada. Esta é determinada medindo
o valor de 0Dz da solucgdo de acoplamento antes e apds
acoplamento. A  eficiéncia de acoplamento foi também
determinada olhando para o padrdo de proteina na SDS-PAGE

da solucdo de acoplamento antes e apds acoplamento.

Experiéncias de cromatografia

Foram preparadas colunas a partir da matriz de anticorpo
acoplado wutilizando colunas HR 5/5 (GE Health). Foi
utilizado um volume de coluna de 400 pL. Todas as
experiéncias de cromatografia foram realizadas num Akta
explorer 100. Foi wutilizado um sistema de dois tampdes,
tampdo Al o tampao de carga foi PBS pH 7,4, tampdo B o
tampdo de eluicdo por exemplo PBS com a adicdo de HC1 8 M
para produzir pH 2,1 ou Glicina-HCl1l 0,1 M a pH 2 ou 3.
Foram utilizados v&rios programas. A detecdo da proteina
foi realizada em linha seguindo o sinal de ODziz € ODygg. AsS
fragbes foram recolhidas com um volume de 1 mL. As fracgdes

foram neutralizadas imediatamente com 20 pL de Tris (2 M).

Determinacdo da capacidade de 1ligacdo dindmica do matriz

acoplada a anticorpo
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Para determinar a capacidade de ligacdo dindmica, a coluna
fol carregada com a molécula alvo. Foi utilizado um caudal
de 150 cm/h. A gquantidade de molécula alvo no escoamento e
eluicdo foram <calculadas ©por integracdo da é&rea do
escoamento e pico de eluicd&o. A capacidade dinémica é a
drea do pico de eluicdo dividida pela &rea de pico total
(escoamento + eluicdo) e esta multiplicada pela quantidade

de molécula alvo.

Exemplo 4: Capacidades de ligagdo dinédmicas de diferentes

matrizes de VHH para a IgG humana

Os fragmentos VHH (ligandos) kappa-1-Hu, Fc-1-Hu e Fc-2-Hu
foram imobilizados sobre NHS sepharose como descrito atrés.
As densidades de ligando foram 20 mg de ligando por mL de
matriz. A capacidade de 1ligacdo dinadmica foi determinada
utilizando procedimentos como descritos acima. A coluna foi
carregada com uma gquantidade de IgG Humana superior a
capacidade de 1ligacdo dindmica esperada. A eluicdo foi
realizada utilizando tampdes de Glicina 0,1M com valores de

PH entre 2 e 4.

Como se pode ver no Quadro 3, a capacidade de 1ligacao
dindmica (DBC) mais elevada para a IgG humana é encontrada
para a matriz de kappa-1l-Hu e €& quase 2 vezes maior em
comparagado com as matrizes de Fc-1-Hu e Fc-2-Hu. As
medigdes de afinidade mostraram que a afinidade de ligacgao
(KD) deste anticorpo para as moléculas de IgG humana
(contendo 2 cadeias leves kappa idénticas) & de cerca de
120 fM. Isto é significativamente superior a afinidade de
ligacdo efetiva da kappa-1-Hu para o seu epitopo presente
nas cadeias leves kappa como determinado com os fragmentos
de ligacdo monovalente Fab (6,3 nM). O ultimo valor situa-
se mais na gama de ambos os fragmentos VHH especificos para

o Fc humano testados e composicdes geralmente conhecidas da
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técnica anterior. Isto mostra que a utilizacd&o de materiais
imuncadsorventes de acordo com a invencdo leva a uma maior
capacidade de ligacé&o em comparagao com 0SS sSistemas que nao

incluem a caracteristica de ligacdo multivalente.

Outra caracteristica importante da presente invencdo € que
apesar de os ligandos de ligacdo multivalente levarem a
afinidades de 1ligacdo elevadas para a molécula alvo, a
libertacao das referidas moléculas pode ser ainda obtida em
condigdes de eluicdo suaves. Como se demonstra no Quadro 3,
o pH 6timo de eluicgdo para a matriz de Fc-2-Hu é inferior
(pH 2) em comparacdo com as matrizes de kappa-1-Hu e Fc-1-
Hu (ambas pH 3). A forca de ligacdao do fragmento Fc—-2-Hu ao
seu epitopo na IgG humana ¢é qguase 3 vezes maior em
comparac¢cao com Fc—-1-Hu e kappa-1-Hu (2,2 nM contra 6,4 nM e
6, 3nM, respetivamente). Apesar de a ligacdo multivalente da
matriz de kappa-1-Hu aumentar a capacidade de 1ligacéao
diné&mica para a IgG humana em comparag¢do com, por exemplo,
a matriz de Fc-1-Hu, esta caracteristica de avidez
claramente nao afeta as condicdes para obter uma libertacao
eficiente da IgG 1ligada. As referidas condigbes séo
compardveis aquelas dos sistemas que ndo incluem a
caracteristica of ligacgdo multivalente (por exemplo matriz

de Fc-1-Hu).

Os resultados como mencionados neste exemplo sao medidos
com uma altura de leito baixa e um tempo de residéncia
curto. Alturas de leito maiores aumentardo o tempo de
residéncia e a capacidade dindmica. A capacidade dinédmica
da coluna de kappa-1-Hu descrita a uma altura de leito de
15 cm e um caudal linear de 150cm/h é de 30 a 40 mg de IgG
Humana/mL de matriz. Isto €& cerca de duas vezes superior a
capacidade de sistemas conhecidos que ndo incluem a
caracteristica de ligacdo multivalente, a qual é especifica

para a presente invengéao.
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Além disso, o exemplo demonstra que o) principio
multivalente da presente invencao permite uma combinacéo
Unica de alta capacidade de ligacdo por um lado e condicdes

de eluigado suaves por outro lado.

Quadro 3 Comparacdo da capacidade de ligacdo dindmica (DBC)

de matrizes anti-IgG Humana.

Matriz | Densidade de DBC (mg pPH de eluigdo que KD para
Ligando IgGHu/mL) origina >90% de IgGHu
libertagdo da IgG
(mg/mL) ligada (M—-1)
kappa- 20 24 3 1,27 X 1077
1-Hu
Fc—-1-Hu 20 14 3 6,44 x 107°
Fc—2-Hu 20 15 2 2,15 x 107°

Exemplo 5: Capacidades de ligacdo dindmicas de matrizes

para IgG humana compreendendo VHHs que se ligam a epitopos

diferentes presentes na molécula alvo

Este exemplo demonstra a caracteristica de maior capacidade
de ligacdo 1induzida pela ligacao multivalente utilizando
pelo menos dois ligandos de VHH diferentes, em que cada
ligando reconhece um epitopo diferente na molécula alvo,

neste caso anticorpos de IgG humana.

Para este efeito foram utilizados dois ligandos anti-Fc de
IgG humana (Fc-1-Hu e Fc-2-Hu), em que cada ligando se liga
a um epitopo diferente presente no dominio Fc dos
anticorpos de IgG humana como demonstrado pela andlise de
ligacgdo Biacore (ver Quadro 4). Nesta experiéncia Biacore,
ligandos anti-Fc de IgG humana purificados foram
imobilizados sobre a superficie de um circuito integrado
sensor CM5 e subsequentemente incubados com fragmentos Fc

humanos. Este passo de captura de Fc humano foi seguido de




34

incubagcdo com ligando VHH Fc-1-Hu ou Fc-2-Hu. O Quadro 4
mostra que o ligando VHH Fc-2-Hu pode ligar—-se aos
fragmentos Fc humanos quando capturado pelo ligando VHH Fc-
1-Hu imobilizado e vice versa (51 RU e 181 RU,
respetivamente) o gque demonstra que cada ligando se liga a
um epitopo diferente presente no dominio Fc dos anticorpos
de IgG humana. Nao foram obtidos sinais de 1ligacéo
significativos nesta experiéncia utilizando pares ligandos
idénticos, o que indica que cada ligando individual se liga
a um epitopo no dominio Fc de anticorpos de IgG humana gue

estd presente ou disponivel apenas uma vez.

Quadro 4 Sinais de ligagdo de VHHs anti-Fc-Hu em fragmentos

Fc humanos capturados em Biacore.

Experiéncia Sinal de
Biacore: Ligacao (RU)
VHH Alvo de captura VHH anti-Fc-Hu

Imobilizado (100 pg/mL) (100 pg/mL)

Fc-1-Hu Fc Humano Fc—-1-Hu 6,0
Fc—-1-Hu Fc Humano Fc—-2-Hu 51,0
Fc—-2-Hu Fc Humano Fc—-2-Hu 9,6
Fc-2-Hu Fc Humano Fc—-1-Hu 181, 9

Isto ilustra ainda mais que apesar dos anticorpos de IgG
consistirem de duas cadeias pesadas e leves idénticas, o0s
ligandos dirigidos contra os anticorpos podem reconhecer
epitopos que s&o formados por uma combinacdo de cadeias
idénticas tais como presentes no dominio Fc dos referidos
anticorpos. Outra caracteristica que pode ocorrer & que o
ligando liga-se a um parte da cadeia pesada do dominio Fc
de tal forma que impede a ligacdo de outro ligando idéntico

devido a impedimento estérico.

A este respeito, os dominios de cadeia leve dos anticorpos

(por exemplo anti-cadeias leves kappa humanas) como
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demonstrados no Exemplo 4, provaram ser epitopos ideais
para gerar ligandos especificos contra para permitir a
ligacdo multivalente a um epitopo que estd presente duas
vezes no caso de anticorpos. 0s referidos 1ligandos séao
claramente nao afetados por esta caracteristica de

impedimento estérico.

Foram construidos trés lotes diferentes de matrizes Fc
anti-IGg humana (Fc-1-Hu, Fc-2-Hu e Fc-1-Hu/2) sobre NHS
sepharose utilizando métodos como anteriormente descritos.
Para cada matriz a densidade de ligando final foi de 2 mg
de 1ligando por mL de matriz. A capacidade de 1ligacéo
diné&mica foi determinada utilizando o procedimento como
anteriormente descrito. A coluna foil carregada com uma
quantidade de IgG humana superior a capacidade de ligacéo
dinémica esperada. Como se pode observar no Quadro 5, a
capacidade de ligacdo dindmica para a matriz mista Fc-1/2-
Hu ¢é superior a cada uma das matrizes individuais. A
capacidade de ligacdo dinédmica para a matriz mista (2,45 mg
IgG humana/mL de matriz) ¢é 1,5 vezes superior ao valor
médio das matrizes individuais (1,65 mg de IgG humana / mL
de matriz) gque no méximo poderia ser esperado quando néo
ocorresse qgqualquer ligacdao multivalente na matriz mista.
Com base no principio da ligacdo multivalente da presente
invencao, estes resultados demonstram que podem ser obtidas
matrizes com alta capacidade de ligacdo utilizando
combinacdes de diferentes 1ligandos, em que cada ligando

liga-se a um epitopo diferente presente na molécula alvo.

Quadro 5 Comparacdo da capacidade de ligacgado dindmica (DBC)

de matrizes mistas anti-IgG humana.

Matriz Mista Densidade de Ligando DBC (mg
(mg/mL) IgGHuU/mL)

Fc—-1-Hu 2 1,95

Fc—-2-Hu 2 1,35
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Matriz Mista Densidade de Ligando DBC (mg
(mg/mL) IgGHuU/mL)

Fc-1-Hu / Fc—-2-Hu 2 2,45

Exemplo 6: Capacidades de ligacdo dinédmicas de matrizes

para albumina de soro humano compreendendo VHHs que se

ligam a epitopos diferentes presentes na molécula alvo

Este exemplo demonstra a caracteristica de maior capacidade
de 1ligacdo 1induzida pela ligacdo multivalente utilizando
pelo menos dois ligandos VHH diferentes, em dque cada
ligando reconhece um epitopo diferente na molécula alvo,

neste caso albumina de soro humano.

Para este efeito foram wutilizados trés ligandos VHH
especificos (HSA-1, HSA-2 e HSA-3) diferentes anti-albumina
de soro humano (HSA). Estes ligandos VHH foram obtidos a
partir de uma biblioteca imunoldgica de VHH proveniente de
um lama imunizado com albumina de soro humano. A andlise de
ligagdo em Biacore de acordo com métodos como anteriormente
descritos revelou que os ligandos HSA-2 e 3 se ligam ao
mesmo epitopo presente na HSA, enquanto gque o ligando HSA-1
se liga a um epitopo diferente permitindo uma ligacéo
multivalente de HSA quando o ligando VHH HSA-1 é utilizado

em combinag¢do com o ligando VHH HSA-2 ou 3.

Foram construidos cinco lotes diferentes de matrizes anti-
HSA (HSA-1, HSA-2, HSA-3, HSA-1/2 e HSA-2/3) sobre NHS
sepharose utilizando métodos como anteriormente descritos.
Para cada matriz a densidade de ligando final foi 2 mg de
ligando por mL de matriz. A capacidade de ligacédo dinamica
foi determinada utilizando o) procedimento como
anteriormente descrito. A coluna foil carregada com uma
gquantidade de HSA superior a capacidade de ligacgdo dinémica

esperada. Como se pode ver no Quadro 6, a capacidade de
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ligagdo dindmica para a matriz mista HSA-1/2 é maior do que
para cada matriz individual e para a matriz mista HSA-1/3.
A capacidade de ligagdo dindmica da matriz mista HSA-1/2 é
2,14 mg de HSA/mL de matriz, o que é cerca de 1,5 vezes
superior em comparagdo como o valor médio esperado de 1,48
mg de HSA/mL de matriz se ndo ocorresse qualquer ligacéo
multivalente na matriz mista ((1,72 + 1,23)/ 2 = 1,48). A
capacidade de ligacdo dindmica de HSA para a matriz mista
HSA-2/3 é 0,83 mg de HSA/mL de matriz. Isto estd em
consondncia com o valor médio esperado de 0,85 mg de HSA/mL
de matriz, uma vez que ambos os ligandos se ligam ao mesmo
epitopo presente na HSA e, por conseguinte, n&o podem
induzir a ligagdo multivalente que leva a uma maior
capacidade de 1ligacdo como demonstrado pela presente

invencao.

Quadro 6 Comparacao da capacidade de ligacdo diné&mica (DBC)

de matrizes mistas anti-HSA.

Matriz Mista|Densidade de Ligando DBC (mg de HSA/mL)
(mg/mL)

HSA-1 2 1,72

HSA-2 2 1,23

HSA-3 2 0,46

HSA-1/2 2 2,14

HSA-2/3 2 0,83
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1

5

10

15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Arg Thx Ile Ser Arg Tyr
20

25

Ala Leu Ser Trp Phe Arg Gln Ala Pro Gly Lys Glu

Ala

Gln

65

Leu

Ala

Gln

<210> o6

35

Val Ala

50

Gly Arg

Gln Met

Ile Asp

Gly Thr
115

<211> 112
<212> PRT

Arg

Phe

Asn

Ser

100

Gln

<213> Lama glama

<400> 6

Arg

Thr

Serxr

85

Asp

Val

Ser

Val

70

Leu

Thr

Thr

Gly

55

Ser

Lys

Phe

val

40

Asp

Arg

Pro

Tyxr

Ser
120

Gly Ala Phe Tyr
60

Asp Asp Ala Lys
75

Asp Asp Thr Ala
90

Ser Gly Ser Tyr
105

Ser

30

Arg Glu Phe Val
45

Ser Asp Ser Ala

Asn Thr val Tyr
80

Val Tyxr Tyr Cys
95

Asp Tyr Trp Gly
110



Gl

n Val Gln

Ser Leu Arg

Thr Met Ala

35

Ala Arg Val

50

Lys Gly Arg

65

Leu Gln Met

Al

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

<400>

a Ala Gly

5
118
PRT

Leu

Leu

20

Trp

Asp

Phe

Asp

Pro
100

Lama glama

Gln

Ser

Phe

Trp

Thr

Ser

85

Tyr

Glu

Cys

Arg

Sexr

Ile

70

Leu

Trp

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Lys

Gly

43

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Lys

Pro

Gln

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Gly
105

Gly

10

Asp

Gly

Thx

Asn

Asp

Thx

Leu

Arg

Lys

Glu

Ala

75

Ala

Gln

val

Tyr

Glu

Tyr

60

Lys

Ala

Val

Gln

Phe

Arg

45

Ala

Asn

val

Thr

Ala

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Val
110

Gly

Ser

Phe

Ser

Val

Tyr

95

Ser

Gly

His

Val

vVal

Tyr

80

Cys

Ser



Gln Val

Ser Leu

Il

Gl

e Met

y Ser
50

Gly Arg

65

Ile Thr

Tyr Tyr

Gln Val

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

<400>

8
118
PRT

Gln

Arg

Tyr

35

Met

Phe

Tyr

Cys

Thr
115

Leu

Leu
20

Trp

Tyr

Thr

Leu

Ala

100

val

Lama glama

8

Gln

Ser

Tyr

Ser

Ile

Gln

85

Ala

Ser

Glu

Cys

Arg

Asp

Ser

70

Met

Trp

Sex

Val

Gln

Gly

55

Arg

Asn

Ala

Ser-

44

Gly

Ala

Ala

40

Thr

Gly

Asn

Gly

Gly

Ser

25

Pro

Thr

Asp

Leu

Ser
105

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Ser

Gln

90

Phe

Leu

Ser

Lys

Tyr

Thr

75

Pro

Tyr

Gln Val Gln Leu Gln Asp Ser Gly Gly Gly Leu

1

5

10

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Arg
20

25

Ser Val Ala Trp Phe Arg Gln Val Pro Gly Lys
35

40

Ala Ser Ile Asn Arg Ser Gly Asp Asn Thr Tyr

50

55

Val

Ile

Gln

Val

60

Asp

Glu

Trp

Val

Thr

Glu

Ile
60

Gln

Phe

Arg

45

Asp

Asn

Asp

Gly

Gln

Phe

Arg

45

Glu

Ala

Ser

30

Glu

Ser

Ala

Thr

Ser
110

Ala

Serxr

30

Glu

Asp

Gly

15

Val

Arg

val

Lys

Ala

95

Gly

Gly

15

Gly

Leu

Ser

Gly

Asp

Val

Lys

Arg

80

val

Thr

Gly

Tyr

Val

val



Lys

65

Leu

Ala

Gln

<210> 9

<211>
<212>
<213>

<400> 9

Gln

1

Ser

Ile

Ala

Gly

65

Ile

Tyr

Gln

Val

Leu

Met

Ser

50

Arg

Thr

Tyr

Val

Gly Arg

Phe

Thr

Ile
70

Gln Leu Asn Ala Leu

85

45

Ser Thr Asp Asn Thr Lys Ser Thr Ile Tyr

75

80

Lys Pro Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
95

90

Ala Pro Tyr Gly Leu Gly Arg Tyr Asp Ser Trp Gly Gln Gly Thr
110

100

Val Thr Val

115

118
PRT

Gln Leu

Arg Leu
20

Tyr Trp
35

Met Phe

Phe Thr

Tyr Leu

Cys Ala

100

Thr Val
115

<210> 10

Lama glama

Gln

Ser

Tyr

Ser

Ile

Gln

85

Ala

Ser

Ser

Glu

Cys

Arg

Asp

Ser

70

Met

Trp

Ser

Ser

Ser

Val

Gln

Gly

55

Arg

Asn

Ala

Gly

Ala

Ala

40

Thr

Gly

Ser

Gly

Gly

Ser

25

Pro

Thr

Asp

Leu

Ser
105

105

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Ser

Gln

90

Phe

Leu

Ser

Lys

Tyr

Thr

75

Pro

Tyr

Val

Ile

Gln

Val

60

Asp

Glu

Trp

Gln

Phe

Arg

45

Asp

Asn

Asp

Gly

Ala

Ser

30

Glu

Ser

Ala

Thr

Gln
110

Gly

15

Val

Arg

vVal

Lys

Ala
95

Gly

Gly

Asp

Val

Lys

Arg

80

Val

Thr



<211> 113
<212> PRT

<213> Lama glama

<400> 10

Gln Val
1

Ser Leu

Thr Val

Val Ala
50

Val Lys
65

Phe Leu

Cys Ala

Ser

<210> 11
<211> 112
<212> PRT

Gln

Arg

Ala

35

Gln

Gly

Gln

Ala

Leu

Leu

20

Trp

Ile

Arg

Met

Gly
100

<213> Lama glama

<400> 11

Gln

Ser

Phe

Asn

Phe

Ser

85

Ser

Asp

Cys

Arg

Trp

Thr

70

Thr

Asn

Ser

Ala

Gln

Asn

55

Val

Leu

Trp

46

Gly

Ala

Thr

40

Gly

Ser

Lys

Gly

Gly

Ser

25

Pro

Asp

Arg

Pro

Gln
105

Gly

Ser

Gly

Ser

Asp

Glu

90

Gly

Leu

Arg

Gly

Thr

Asn

75

Asp

Thr

val

Thr

Lys

Asn

60

Val

Thr

Gln

Gln

Phe

Glu

45

Tyr

Lys

Ala

Val

Ala

Ser

30

Arg

Ala

Asn

Val

Thr
110

Gly

15

Val

Glu

Asp

Thr

Tyx

95

Val

Gly

Tyr

Phe

Ser

Val

80

Tyxr

Ser



Gl

Se

n Val

r Leu

Thr Met

Se

r Ser
50

Lys Gly

65

Leu Gln

Ala Ala

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

<400>

12
121
PRT

Gln

Arg

Ala

35

Ile

Arg

Met

Gly

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Arg
100

Lama glama

12

Gln

Ser

Phe

Trp

Thr

Ser

85

Asn

Asp

Cys

Arg

Asn

Ile

70

Leu

Trp

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Lys

Gly

47

Gly

Ala

Ala

40

Ala

Lys

Pro

Gln

Gly

Ser

25

Pro

val

Asp

Glu

Gly
105

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp
90

Thr

Leu

Arg

Gln

Asn

Ala

75

Thr

Gln

val

Ile

Glu

Tyx

60

Lys

Ala

val

Gln

Phe

Arg

Leu

Asn

Val

Thr

Ala

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Val
110

Gly

15

Thr

Phe

Ser

Val

Tyr
95

Ser

Gly

His

Val

Val

Tyr

80

Cys

Ser



Gln Val Gln

Ser Leu Arg

Ala Met Ala

35

Ala Val Ile

50

Glu Gly Arg

65

Leu Gln Met

Ala Ala Asp

Gln Gly Thr

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

<400>

115

13
126
PRT

Leu

Leu

20

Trp

Arg

Phe

Asn

vVal
100

Gln

Lama glama

13

Gln

Ser

Phe

Arg

Thr

Asn

85

Ser

Val

Glu

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Asp

Thr

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Lys

Asp

Val

48

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Pro

Asn

Ser
120

Gly

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Thr

105

Ser

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Gly

Leu

Arg

Lys

Tyr

Ala

75

Thr

Lys

Val

Thr

Glu

Tyr

60

Lys

Ala

Tyr

Gln

Phe

Arg

45

Ser

Asn

Val

Asp

Ala

Arg

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Tyr
110

Gly
15

Asn

Phe

Ser

Val

Tyr

95

Trp

Gly

Tyr

Val

Ala

Tyr

80

Cys

Gly

Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Ala Gly Gly

1

5

10

15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Arg Thr Ser Ser Ile His

20

25

30



Leu

Ala

Phe

65

Ala

Thr

Tyr

<210>
<211>

Met

Sex

50

Tyr

Arg

Ala

Asp

14
126

<212> PRT

<213> Lama glama

<400>

14

Ala

35

Ile

Gly

Asn

Val

Tyr
115

Trp

Ile

Asp

Thr

Tyr

100

Trp

Phe

Trp

Ser

Gly

85

Tyr

Gly

Arg

Thr

Ala

70

Tyr

Cys

Gln

Gln

Gly

55

Glu

Leu

Ala

Gly

Ala

40

Gly

Gln

Ala

Thr
120

49

Pro

Thr

Arg

Met

Thr

105

Gln

Gly

Thx

Phe

Asn

90

Ser

val

Lys

Tyr

Thr

75

Ser

Leu

Thr

Glu

Tyr

60

Ile

Leu

Val

Val

Arg

45

Ala

Ser

Lys

Asn

Ser
125

Glu

Gly

Asn

Pro

Pro

110

Ser

Phe

Thr

Asp

Glu

95

Thr

Leu

Thr

Asn

80

Asp

Arg



Gln Val

Ser Leu

Leu Met

Al

a Ser
50

Phe Tyr

65

Ala Arg

Thr Ala

Tyr Asp

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

<400>

15
126
PRT

Lama

15

Gln

Arg

Ala

35

Ile

Gly

Asn

Val

Tyr
115

Leu

Leu

20

Trp

Ile

Asp

Thr

Tyr

100

Trp

glama

Gln

Ser

Phe

Trp

Ser

Gly

85

Tyr

Gly

Glu

Cys

Arg

Thr

Ala

70

Cys

Gln

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Glu

Leu

Ala

Gly

50

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Gly

Gln

Ala

Thr
120

Gly

Ser

25

Pro

Thr

Arg

Met

Thr

105

Gln

Gly

10

Gly

Gly

Thx

Phe

Asn

90

Ser

val

Leu

Arg

Lys

Tyr

Thr

75

Ser

Leu

Thr

Val

Thr

Glu

Tyr

60

Ile

Leu

Glu

Val

Gln

Ser

Arg

45

Ala

Ser

Lys

Asn

Ser
125

Ala

Ser

30

Glu

Gly

Asn

Pro

Pro

110

Ser

Gly

15

Ile

Phe

Thr

Asp

Glu

95

Thr

Gly

His

Val

Thr

Asn

80

Asp

Arg



Gln Val Gln Leu

Ser Leu Arg Leu

20

Leu Met Ala Trp

35

Ala Ser Ile Ile

50

Phe Tyr Gly Asp

65

Ala Arg Asn Thr

Thr Ala val Tyr

100

Tyr Asp Tyr Trp

<210> 16
<211> 128
<212> PRT

<213> Lama

<400> 16

115

glama

Gln

Ser

Phe

Trp

Ser

Gly

85

Tyx

Gly

Glu

Cys

Arg

Thr

Ala

70

Tyxr

Cys

Gln

Ser

Thr

Gln

Gly

Glu

Leu

Ala

Gly

51

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Gly

Gln

Ala

Thr
120

Gly

Ser

25

Pro

Thr

Arg

Met

Thr

105

Gln

Gly Leu

Gly Arg

Gly Lys

Thr Tyr

Phe Thr

75

Asn Ser
90

Ser Leu

Val Thr

val Gln

Thr Ser

Glu Arg
45

Tyr Ala

60

Ile Ser

Leu Lys

Glu Asn

Val Ser
125

Ala

Ser

30

Glu

Gly

Asn

Pro

Pro

110

Ser

Gly Gly

Ile His

Phe Val

Thr Thr

Asp Asn

80

Glu Asp
95

Thr Arg

Gln Val Gln Leu Gln Asp Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly

1

5

10

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe

Ala Ile

Ser Cys

20

25

Gly Trp Phe Arg Gln Ala Pro Gly Lys

35

40

Ile Sex Ser Ser Asp Gly Ser Ser Asp

15

Thr Leu Asp Tyr Tyr

30

Glu Arg Glu Gly Val

45

Gly Tyr Thr Tyr Tyr



50

Ala Asp
65

Asn Thr

Val Tyr

Sexr Tyr

<210> 17
<211> 126
<212> PRT

<213> Lama

<400> 17

Gln Val
1

Ser Leu

Ala Ile

Ser Cys

50

Lys Gly

65

Leu Gln

Ala Ala

Met Gly

Ser Val

Val

Tyr

Phe
115

Tyr

Cys
100

Asp

glama

Gln

Arg

Gly

35

Ile

Arg

Met

Arg

Tyr
115

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

His

100

Trp

Lys

Ala

Ser

Gln

Ser

Phe

Ser

Thr

Serx

Tyr

Gly

Gly

70

Gln

Ala

Trp

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Gly

Lys

55

Arg

Met

Arg

Gly

Ser

Ala

Gln

Asp

55

Ser

Lys

Leu

Gly

52

Phe

Asn

Leu

Gln
120

Gly

Ala

Ala

40

Ser

Arg

Pro

Cys

Thr
120

Thr

Asn

Phe

105

Gly

Gly

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Val

105

Pro

Ile

Thr

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

val

val

Ser

75

Lys

val

Gln

Leu

Phe

Lys

Tyx

Ala

75

Thr

Asp

Thr

60

Arg

Pro

Ala

val

val

Thr

Glu

Tyr

60

Lys

Ala

Arg

Val

Asp

Glu

Thr

Thr
125

Gln

Leu

Arg

Glu

Asn

val

Ala

Ser
125

Asn

Asp

Thr

110

Val

Pro

Asp

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Tyr

110

Ser

Ala

0
()]

Asp

Ser

Gly

15

Tyr

Gly

Ser

Val

Tyr
95

Tyr

Lys

80

Ala

Pro

Ser

Gly

Tyr

Ile

Val

Tyr

80

Cys

Ala



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

<400>

18
128
PRT

Lama

18

Gln Vval

1

Ser Leu

Ala Ile

Se

Gl
65

As

Va

Se

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

<400>

r Cys
50

u Asp

n Thr

1 Tyr

r Tyr

19
124
PRT

Lama

19

glama

Gln

Arg

Gly

35

Met

Ser

Val

Tyr

Phe
115

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Val

Tyr

Cys

100

Asp

glama

Gln

Ser

Phe

Ser

Lys

Leu

85

Ala

Ser

Asp

Cys

Arg

Sex

Gly

70

Gln

Ala

Trp

Ser

Ala

Gln

Asp

55

Arg

Met

Arg

Gly

53

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Phe

Asn

Leu

Gln
120

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Thr

Asn

Tyr

105

Gly

Gly

10

Gly

Gly

Ser

Ile

Leu

920

Gly

Thr

Leu

Ser

Lys

Asp

Ser

75

Lys

Ile

Gln

Val

Thr

Glu

Gly

60

Arg

Pro

Ala

Val

Gln

Leu

Arg

Tyr

Asp

Glu

Thr

Thr
125

Pro

Asp

Glu

Thr

Asn

Asp

Thr

110

val

Gly

15

Tyr

Gly

Tyxr

Ala

Thr

95

Asp

Serxr

Gly

Tyxr

Val

Tyr

Lys

80

Ala

Pro

Ser



Gln Vval

Ser Leu

Ala Ile

Se

r Cys
50

Lys Gly

65

Leu Gln

Ala Ala

Ser Trp

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

<400>

20
126
PRT

Lama

20

Gln

Arg

Gly

35

Ile

Arg

Met

Axg

Gly
115

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Leu
100

Gln

glama

Gln

Ser

Phe

Ser

Thr

Ser
85

Phe

Gly

Asp

Cys

Arg

Ser

Ile
70

Leu

Gly

Thr

Ser

Ala

Gln

Asn

55

Ser

Lys

Val

Gln

54

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Pro

Ala

Val
120

Gly

Ser
25

Pro

Tyr

Asp

Glu

Thr
105

Thr

Gly
10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp
90

Met

Val

Leu

val

Lys

Tyr

Ala
75

Thr

Asp

Ser

Val

Thr

Glu

Tyxr

60

Lys

Ala

Pro

Ser

Gln

Leu

Arg

Glu

Asn

Val

Ser

Pro

Asp

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Tyxr
110

Gly

Asp

Gly

Ser

Val

Tyr
95

Phe

Gly

Tyr

Val

Val

Tyr
80

Cys

Gly



55

Gln Val Gln Leu Gln Asp Ser Gly Gly Ala Leu Val Gln Pro Gly Gly

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Leu Asp Asp Tyr
20 25 30

Ala Ile Gly Trp Phe Arg Gln Ala Pro Gly Arg Glu Arg Glu Gly Ile
35 40 45

Ser Cys Ile Ser Ser Asn Val Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Thr Val Tyr
65 70 75 80

Leu Gln Met Asn Ser Leu Lys Pro Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Ala Arg His Tyr Gly Leu Cys Val Val Asp Arg Tyr Tyr Tyr Asp
100 105 110

Met Gly Tyr Trp Gly Lys Gly Thr Pro Val Thr Val Ser Ser
115 120 125

<210> 21
<211> 130
<212> PRT

<213> Lama glama

<400> 21
Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly



Ser Leu

Ala Ile

Ser Cys

50

Ala Asp

65

Asn Thr

Val Tyr

Asp Tyr

Ser Ser

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

<400>

130

22
124
PRT

Lama

22

Arg Leu
20

Gly Trp
35

Ile Ser

Ser Val

Val Tyr

Tyxr Cys

100

Tyr Gly
115

glama

Ser

Phe

Ser

Lys

Leu

85

Ala

Lys

Cys

Arg

Ser

Gly

70

Gln

Ala

Gly

Ala

Gln

Asp

55

Arg

Met

Arg

Tyr

56

Ala

Ala

40

Gly

Phe

Asn

His

Trp
120

Ser

25

Pro

Ser

Thr

Ser

Tyr

105

Gly

10

Gly

Gly

Ser

Ile

Leu

90

Gly

Lys

Phe

Lys

Asp

Sex

75

Lys

Leu

Gly

Thr

Glu

Gly

60

Arg

Pro

Cys

Thr

Leu

Arg

45

Tyr

Asp

Glu

Val

Pro
125

Asp

30

Glu

Thr

Asn

Asp

Val

110

vVal

15

Tyr

Gly

Tyr

Ala

Met

95

Asp

Thr

Tyr

Val

Tyr

Lys

80

Ala

Pro

Val



Gln Vval

Ser Leu

Ala Ile

Ser Cys

50

Lys Gly

65

Leu Gln

Ala Ala

Ser Trp

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

<400>

23
119
PRT

Lama

23

Gln

Arg

Gly

35

Ile

Arg

Met

Arg

Gly
115

Leu

Leu

Trp

Ser

Phe

Asn

Leu
100

Gln

glama

Gln Asp

Ser Cys

Phe Arg

Ser Gly

Thr Ile
70

Ser Leu

85

Phe Gly

Gly Thr

Ser

Ala

Gln

Asn

55

Serx

Lys

vVal

Gln

57

Gly

Ala

Ala

40

Ser
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REIVINDICACOES

Método de purificacdo de uma imunoglobulina, em que:

a) o) método compreende 0 passo de ligar a
imunoglobulina a um material imunoadsorvente que
compreende pelo menos um agente de ligagao mono-
especifico;

b) o agente de ligacdo tem afinidade para pelo menos
dois epitopos na imunoglobulina que estéo
espacialmente separados por pelo menos 30 angstrom; e
c) o agente de ligagdo mono-especifico € um dominio
varidvel de um anticorpo que pode ser obtido a partir
de um camelideo que consiste apenas de cadeias pesadas

e gque estd naturalmente desprovido de cadeias leves.

Método de acordo com a reivindicacdo 1, em dque a
avidez do material imunoadsorvente para a
imunoglobulina ¢é pelo menos 50 vezes superior a
afinidade mais baixa de um agente de ligacdo para um

epitopo individual.

Método de acordo com a reivindicacdo 1 ou 2, em que O
material imunoadsorvente compreende um primeiro agente
de ligagdo com afinidade de ligagdo para um primeiro
epitopo na imunoglobulina e um segundo agente de
ligacdo com afinidade de 1ligacdo para um segundo
epitopo na imunoglobulina e em qgue o primeiro e
segundo epitopos sao epitopos imunologicamente

distintos.

Método de acordo com a reivindicagdo 1 ou 2, em gque 0s

pelo menos dois epitopos sdo pelo menos dois epitopos



10.

imunologicamente idénticos que estdo repetidos na

imunoglobulina.

Método de acordo com qualgquer uma das reivindicacgdes
anteriores, em que o agente de ligagao compreende um
dominio variéavel derivado de imunoglobulina que
compreende um sitio de ligacdo de antigénio completo
para um epitopo na imunoglobulina numa uUnica cadeia
polipeptidica e de acordo com o que as sequéncias de
aminodcidos estruturais do dominio varidvel tém pelo
menos 50% de identidade de aminodcidos com a sequéncia
de aminodcidos estrutural de qualquer uma de SEQ ID NO
1 - 33.

Método de acordo com qualguer uma das reivindicacgbes
anteriores, em que o0s pelo menos dois epitopos estéo

fora das CDR da imunoglobulina.

Método de acordo com qualguer uma das reivindicacgdes
anteriores, em que pelo menos um epitopo estd presente

na cadeia leve da imunoglobulina.

Método de acordo com qualquer uma das reivindicacgdes
anteriores, em que o0s pelo menos dois epitopos séo

epitopos de uma imunoglobulina humana.

Método de acordo com a reivindicacdo 8, em que o0s
epitopos sdo epitopos de uma cadeia leve de

imunoglobulina humana do isotipo kappa ou lambda.

Método de acordo com a reivindicagdo 9, em que o
agente de ligacdo é selecionado do grupo de moléculas
VHH de ligagdo a cadeia leve kappa selecionadas das
SEQ ID NO 1 - 15 ou um agente de ligacdo compreendendo

um dominio variavel derivado de imunoglobulina



11.

12.

compreendendo uma Regiao Determinante de
Complementaridade (CDR) 1, 2 e/ou 3 exibindo pelo
menos 80, 85, 90, 95, 98% de identidade de aminoacidos

com as CDRs das moléculas VHH de SEQ ID NO 1 - 15.

Método de acordo com a reivindicacdo 9, em que o
agente de ligacdo é selecionado do grupo de moléculas
VHH de ligacdo a cadeia leve lambda selecionadas das
SEQ ID NO 16 a 33 ou um agente de 1ligacéao
compreendendo um dominio varidvel derivado de
imunoglobulina compreendendo uma Regido Determinante
de Complementaridade (CDR) 1, 2 e/ou 3 exibindo pelo
menos 80, 85, 90, 95, 98% de identidade de aminoédcidos

com as CDRs das moléculas VHH de SEQ ID NO 16 - 33.

Método de acordo com a reivindicacdo 8, em que os pelo
menos dois epitopos sdao pelo menos dois epitopos
imunologicamente distintos de um dominio Fc de IgG

humana.
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Figura 2
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