(21) Br 112019014599-0 A2 |[|[[ |11 111
(22) Data do Depdsito: 17/01/2018

Repuiblica Federativa do Brasil  (43) Data da Publicacdo Nacional: 03/03/2020

Ministério da Economia
Instituto Nacional da Propriedade Industrial

(54) Titulo: LIGANTES DE ALBUMINA SERICA MELHORADOS

(51) Int. Cl.: CO7K 16/18.

(30) Prioridade Unionista: 17/01/2017 US 62/446,988.

(71) Depositante(es): ABLYNX N.V..

(72) Inventor(es): STEPHANIE STAELENS; SOREN STEFFENSEN; ERIKA MORIZZO; AN CERDOBBEL.
(86) Pedido PCT: PCT EP2018051083 de 17/01/2018

(87) Publicacdo PCT: WO 2018/134235 de 26/07/2018

(85) Data da Fase Nacional: 15/07/2019

(57) Resumo: A presente invengao se refere as sequéncias de aminoacidos que podem se ligar a albumina sérica. Em particular,
a presente invencao se refere aos dominios variaveis Unicos de imunoglobulina e, em particular, dominios variaveis Gnicos de
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”"LIGANTES DE ALBUMINA SERICA MELHORADOS”

[0001] A presente invencdo se refere as sequéncias de
aminocdcidos que podem se ligar a albumina sérica.

[0002] Em particular, a presente invencdo se refere aos
dominios varidveis tnicos de imunoglobulina e, em particular,
dominios varidveis tnicos de imunoglobulina de cadeia pesada,
que podem se ligar a albumina sérica.

[0003] Como agui descrito, os dominios wvaridveis unicos de
imunoglobulina proporcionados pela invencéao séo
preferivelmente aqueles que podem (pelo menos) se ligar (e em
particular, se ligar —especificamente) a albumina sérica
humana. Mais preferivelmente, como adicionalmente descrito
aqui, estes dominios wvaridveis uUnicos de imunoglobulina séo
preferencialmente adicionais de tal modo que sdo reativos de
forma cruzada (como agui descrito) entre a albumina sérica
humana e albumina sérica de pelc menos uma outra espécie de
mamifero.

[0004] A invencéo também se refere as proteinas,
polipeptideos e outras construgdes, compostos, moléculas ou
entidades quimicas que compreendem pelo menos um dos dominios
varidveis tuUnicos de imunoglobulina gque se ligam a albumina
sérica que s&do agquil descritos.

[0005] Dominios variaveis unicos de imunoglobulinas
geralmente também sdc aqui referidos por meio de abreviaturas

"ISVs" ou "ISVDs" (gque sdo aqui usados indistintamente).

Peticdo 870190066835, de 15/07/2019, pag. 147/236



2/65

[0006] Os dominics varidveis tGnicos de imunoglobulina que se
ligam a albumina sérica que sdo agqui descritos também sdo aqui
referidos comc "sequéncias de aminoacidos da invencédo", ou
"ligantes de albumina sérica da invencdo". Como adicionalmente
descrito aqui, os ligantes de albumina da invencdo podem em
particular ser Nanocorpos {(como adicionalmente descrito aqui).
[0007] As proteinas, polipeptideos e outras construcdes,
compostos, moléculas ou entidades gquimicas qgque compreendem
pelo menos um dos ligantes de albumina sérica da invencéo
serdo também aqui referidos como “compostos da invencdo” ou
como “polipeptideos da invencédo”. De preferéncia, os compostos
da invencdo sdo proteinas ou polipeptidecos e podem, em
particular, ser proteinas de fuséo.

[0008] Qutros aspectos, modalidades, caracteristicas,
utilizagcdes e vantagens da invencdo serdo claros para uma
pessoa versada na arte com base na presente divulgacéo.

[0009] No presente pedido, 0s residuos/posicdes de
aminocdcidos em um dominio varidvel de cadeia pesada de
imunoglobulina serdo indicados com a numeragdo de acordo com
Kabat. Por uma questdo de conveniéncia, a Figura 1 fornece uma
tabela listando algumas das posicdes de aminodcidos que seréo
especificamente referidas aqui e sua numeracdo de acordo com
alguns sistemas de numeracdo alternativos (como Aho e IMGT.
Nota: a menos que explicitamente indicadec em contrario, para a

presente descricdo e reivindicacdes, a numeracdo de Kabat é

Peticdo 870190066835, de 15/07/2019, pag. 148/236



3/65

decisiva; outros sistemas de numeracdo sdo dados apenas Ccomo
referéncia).

[0010] No que diz respeito as CDRs, como é bem conhecido
na arte, existem varias convencdes para definir e descrever as
CDRs de um fragmento VH ou VHH, tal como a definicdo de Kabat
(que ¢é baseada na variabilidade de sequéncia e é a mais
comumente usada) e a definicdc de Chothia (que é baseada na
localizacdo das regides do loop estrutural). Referéncia ¢é
feita, por exemplo, no site http://www.bioinf.org.uk/abs/.
Para os propdésitos do presente relatdério e reivindicacdes,
mesmo dque as CDRs de acordo com Kabat também possam ser
mencionadas, as CDRs sdo mais preferencialmente definidas com
base na definicdo Abm (que é baseada no software de modelagem
de anticorpos Abm da Oxford Molecular), como isso é

considerado um étimo compromisso entre as definicbes de Kabat

e Chothia. Referéncia é feita novamente ao site
httwe: / /www,.ololnf . org.uk/abs/.
[0011] Consequentemente, no presente relatdério descritivo e

reivindicacdes, todas as CDRs sdo definidas de acordo com a
convencdo Abm, a menos qgue explicitamente indicado de outra
forma neste documento.

[0012] Os ISVD's (e em particular os Nanocorpos) gque podem
se ligar a albumina sérica e as suas utilizagbes s&do bem
conhecidos na arte, por exemplo, dos documentos WO
2004/041865, WO 2006/122787, WO 2012/175400, WO 2015/173325 e

PCT/EP2016/ 077973, que descrevem ISVD de ligacdo a albumina
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sérica e sua utilizacdo para prolongar a meia-vida sérica
(como definido nestes pedidos de patente) de compostos,
porcdes e entidades terapéuticas. Por exemplo, o documento WO
2006/122787 divulga como SEQ ID NO: 62 um Nanocorpo de ligacédo
a albumina sérica humanizado denominado Alb-8 (ver aqui SEQ ID
NO: 1). O documento WO 2012/175400 divulga como SEQ ID NO: 6
um Nanocorpo de ligacao a albumina sérica  humanizado
denominado Alb-23D (ver a SEQ ID NO: 2 aqui). As sequéncias de
aminocdcidos de Alb-8 e Alb-23D e as suas CDRs (que sdo as
mesmas para Alb-8 e Alb-23D) s&o dadas na Tabela A abaixo como
SEQ ID NO: 1, 2 e 3 a 8, respectivamente.

[0013] Algumas outras referéncias gue divulgam ISVD contra
albumina sérica incluem WO 2003/035694, WO 2004/003019, EP 2
139 918, WO 2011/006915 e WO 2014/111550.

[0014] As Figuras 3A e 3B mostram os alinhamentos de Alb-8
(referéncia), Alb-23D (referéncia), SEQ ID NO: 18 (invencao) e
SEQ ID NO: 19 (invencao).

[0015] A presente invencdo visa proporcionar ligantes de
albumina sérica melhorados e, em particular, ligantes de
albumina sérica que possuem propriedades melhoradas em
comparacdo com os ligantes de albumina sérica conhecidos na
técnica. Em particular, a invencéao tem por objetivo
proporcionar ligantes de albumina sérica que podem se ligar a
albumina sérica do cdo e/ou que melhoraram a reatividade

cruzada entre a albumina sérica humana e albumina sérica do
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cdo (por exemplo, comparada com ligantes de albumina sérica da
arte anterior como Alb-8 e/ou Alb-23D).

Tabela A: Alb-8, Alb-23D e seus CDRs

SEQ Descrigédo Sequéncia
ID
NO
1 Alb-8 EVOLVESGGGLVQPGNSLRLSCAASGFTFSSFGMSWVRQO

(WO 2006/122787; |APGKGLEWVSSISGSGSDTLYADSVKGRFTISRDNAKTT
SEQ ID NO: 62) LYLOMNSLRPEDTAVYYCTIGGSLSRSSQGTLVTIVSS

2 Alb-23D EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWVRQ
(WO 2012/175400; |[APGKGPEWVSSISGSGSDTLYADSVKGRFTISRDNSKNT

SEQ ID NO: 6) LYLOMNSLRPEDTAVYYCTIGGSLSRSSQGTLVTVSSA
3 CDR1 (Kabat) SFGMS
4 CDR2 (Kabat) SISGSGSDTLYADSVKG
5 CDR3 (Kabat/Abm) |[GGSLSR
6 CDR1 (Abm) GEFTFRSFGMS
7 CDR2 (Abm) SISGSGSDTL

8 CDR3 (Kabat/Abm) |[GGSLSR

Nota:

— SEQ ID NOs: 1 e 2 compartilham as mesmas CDRs de acordo com
Kabat. Contudo, se as CDRs forem definidas sob a convencéao
Abm, a SEQ ID NO: 1 possui uma CDR1l diferente da SEQ ID NOs: 2
comparada com a SEQ ID NOs: 2, a SEQ ID NO: 1 possui um S na
posicdo 30 em vez de um R.

— SEQ ID NO: 5 e SEQ ID NO: 8 sado idénticas.

- Todas as CDRs sdo definidas de acordo com a convencdo Abm,

salvo indicacdo contraria.
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Tabela B: SEQ ID NOs: 18 e 19 e suas CDRs

SEQ Descrigédo Sequéncia

ID

NO

18 T0235002C06 EVQLVESGGGLVQTGDSLRLSCAASGGTFSTYVMGWFRQAPGK
(Tipo EREFVSAISONSIHTYYANSVKGRFTISRDNDKNTVYLQLNSL
selvagem) KPEDTAVYYCAASRFTSWYTADYEYDYWGQGTLVTVSS

19 T023500029 EVQLVESGGGVVQPGDSLRLSCAASGGTFSTYVMGWFRQAPGK

EREFVSAISONSIHTYYANSVKGRFTISRDNSKNTVYLQLNSL
RPEDTALYYCAASRFTSWYTADYEYDYWGQGTLVTVSS

9 CDR1 (Kabat) TYVMG

10 CDR2 (Kabat) AISONSIHTYYANSVKG

11 CDR2 (Kabat) AISONSIHTYYADSVKG

12 |CDR1 (Abm) GGTFSTYVMG

13 CDR2 (Abm) AISONSIHTY

14 CDR3 SRFTSWYTADYEYDY
(Kabat /Abm)

Nota:

- Todas as CDRs sdo definidas de acordo com a Convencao ABM,

salvo indicacdo contraria.

[0016] Geralmente, os ISVDs de ligacdo a albumina sérica
proporcionados pela presente invencéo sdo variantes da
sequéncia da SEQ ID NO: 18 e 19, em que:

— possuem as mesmas CDRs (ou essencialmente as mesmas CDRs)
que a sequéncia de SEQ ID NO: 18 e/ou 19 (com a condicdo de
que, se as CDRs sido definidas de acordo com Kabat, CDR2 pode
ser AISQNSIHTYYANSVKG (SEQ ID NO: 10) ou AISQNSIHTYYADSVKG

(SEQ ID NO: 11)); e
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- possuem um certo grau de i1dentidade de seguéncia com a
sequéncia de SEQ ID NO: 18 e/ou 19 (cujo grau de identidade de
sequéncia é como descrito aqui).

[0017] Em particular, ISVDs de 1ligacdo a albumina sérica
proporcionados pela presente invencdo possuem geralmente um
ntmero (limitado) de "diferencas de aminodcidos" (como aqui
descrito) em comparacdo com a sequéncia de SEQ ID NO: 18 e/ou
19. Estas diferencas de aminodcidos podem estar presentes nas
CDRs (desde que as sequéncias de aminocdcidos resultantes sejam
tais que retenham as propriedades adicionais das sequéncias de
aminocacidos da invencdo que sdo agquil expostas) e/ou estejam
presentes nas regides da estrutura e, em particular, pode
estar presente nas regides estruturais (conforme definido de
acordo com Kabat e/ou de acordo com Abm). Por exemplo e sem
limitacdo, estas diferencas de aminocdcidos podem ser por
exemplo substituicdes humanizantes, substituic¢cdes gue melhoram
a expressdo em uma célula hospedeira ou organismo hospedeiro
desejado, substituices que melhoram a estabilidade e/ou
resisténcia a degradacdo e/ou protease, mutacdes que reduzem a
ligacdo por anticorpos preexistentes e/ou outras mutacdes que
se destinam a otimizar a sequéncia das sequéncias de
aminocdcidos da invencdo; ou qualgquer combinacdo adequada de
tais diferencas de amincacidos. Referéncia é feita a

divulgacdo adicional aqui apresentada.
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[0018] Em um primeiro aspecto, a invencdo se refere a um
ISVD qgue se pode se ligar (e em particular, se ligar
especificamente) a albumina sérica humana e que tem:
— uma CDR1 (de acordo <com Kabat) que ¢é a sequéncia de
aminodcidos TYVMG (SEQ ID NO: 9) ou uma sequéncia de
aminoadcidos que tem 2 ou 1 diferengas de aminoadcidos (como
agqul definido) com a sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO: 9;
e
— uma CDR2 (de acordo com Kabat) que ¢é a sequéncia de
aminocdacidos AISONSIHTYYANSVKG (SEQ ID NO: 10) ou
AISQONSIHTYYADSVKG (SEQ ID NO: 11) ou uma seguéncia de
aminocdcidos que tem 3, 2 ou 1 diferencas de aminodcidos (como
agqul definido) com a sequéncia de aminodcidos da SEQ ID NO: 10
e/ou SEQ ID NO: 11; e

- uma CDR3 (de acordo com Kabat) que ¢é a sequéncia de
aminocdcidos SRETSWYTADYEYDY (SEQ ID NO: 14) ou uma sequéncia
de aminodcidos gque tem 3, 2 ou 1 diferencas de aminoacidos
(como aqui definido) com a sequéncia de aminocadcidos de SEQ ID
NO: 14.
[0019] Em particular, um ligante de albumina sérica de
acordo com este aspecto da invencdo pode ser (e de preferéncia
é) como aqui descrito adicionalmente.
[0020] Em um aspectoc mais especifico, a invencdo se refere a
um ISVD que pode se ligar (e em particular, se ligar

especificamente) a albumina sérica humana e que tem:
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— uma CDR1 (de acordo <com Kabat) que ¢é a sequéncia de
aminoacidos TYVMG (SEQ ID NO: 9); e

— uma CDR2 (de acordo com Kabat) que ¢é a sequéncia de
aminocdacidos AISONSIHTYYANSVKG (SEQ ID NO: 10) ou
AISQNSIHTYYADSVKG (SEQ ID NO: 11); e

— uma CDR3 (de acordo <com Kabat) que ¢é a sequéncia de
aminodcidos SRFTSWYTADYEYDY (SEQ ID NO: 14).

[0021] Novamente, um ligante de albumina sérica de acordo
com este aspecto da invencdo pode ser (e de preferéncia é)
como adicionalmente descrito aqui.

[0022] Em outro aspecto, a invencdo se refere a um ISVD que
pode se ligar (e em particular, se ligar especificamente) a
albumina sérica humana e gue tem:

- uma CDRI1 (de acordo com Abm) gque é a sequéncia de
aminocdcidos GGTFSTYVMG (SEQ ID NO: 12) ou uma seguéncia de
aminodcidos que tem 2 ou 1 diferenga entre aminoacidos (como
aqui definido) com a sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO:
12; e

- uma CDR2 (de acordo com Abm) gque é a sequéncia de
aminodcidos AISQNSIHTY (SEQ ID NO: 13) ou uma seqguéncia de
aminocdcidos que tem 3, 2 ou 1 diferencas de aminodcidos (como
aqui definido) com a sequéncia de aminodcidos da SEQ ID NO:
13; e

— uma CDR3 (de acordo com Abm) gque é a sequéncia de
aminocdcidos SRETSWYTADYEYDY (SEQ ID NO: 14) ou uma sequéncia

de aminodcidos gque tem 3, 2 ou 1 diferencas de aminoacidos

Peticdo 870190066835, de 15/07/2019, pag. 155/236



10/65

(como aqui definido) com a sequéncia de aminocadcidos de SEQ ID
NO: 14.

[0023] Em particular, um ligante de albumina sérica de
acordo com este aspecto da invencdo pode ser (e de preferéncia
é) como aqui descrito adicionalmente.

[0024] Em um aspectoc mais especifico, a invencdo se refere a
um ISVD que pode se ligar (e em particular, se ligar
especificamente) a albumina sérica humana e que tem:

- uma CDRI1 (de acordo com Abm) gque é a sequéncia de
aminodcidos GGTFSTYVMG (SEQ ID NO: 12); e

- uma CDR2 (de acordo com Abm) gque é a sequéncia de

aminodcidos AISQONSIHTY (SEQ ID NO: 13); e

— uma CDR3 (de acordo com Abm) gque é a sequéncia de
aminodcidos SRFTSWYTADYEYDY (SEQ ID NO: 14).
[0025] Novamente, um ligante de albumina sérica de acordo

com este aspecto da invencdo pode ser (e de preferéncia é)
como adicionalmente descrito aqui.

[0026] Geralmente, os ligantes de albumina sérica de acordo
com os diferentes aspectos da invencdo sdo, de preferéncia,
tais que possuem:

— um grau de identidade de sequéncia com a sequéncia da SEQ ID
NO: 18 e/ou 19 (em que as CDRs e qualquer extensdo C-terminal
gue possa estar presente ndo sdo consideradas para determinar
o grau de i1dentidade da sequéncia) de pelo menos 85%, de
preferéncia pelo menos 90%, mais preferencialmente pelo menos

95%;
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e/ou de tal forma que tenham:

- e/ou ndo tém mais do que 7, de preferéncia ndo mais do que
5, como apenas 3, 2 ou 1 “diferencas de aminoacidos” (como
definido aqui, e nédo levando em consideracdo as CDRs e
gqualgquer extensdo C-terminal gue possam estar presente) com a
sequéncia da SEQ ID NO: 18 e/ou 19.

[0027] Os ligantes de albumina sérica de acordo com os
diferentes aspectos da invencdo sdo geralmente de preferéncia
de tal modo que se ligam a albumina sérica humana com uma
constante de dissociacdoc (KD) de 10™° a 10712 moles/litrc ou
menos, e preferivelmente 107 a 10712 moles/litro ou menos e
mais preferivelmente 108 a 1012 moles/litro, e/ou com uma
afinidade de ligacdo de pelo menos 107 M1, preferencialmente
pelo menos 108 pelo menos 108 M1, mais preferencialmente pelo
menos 102 M1, tal como pelo menos 10712 M1, como determinado
usando ProteOn (referéncia ¢é feita ao Exemplo 1). De
preferéncia, um ligante de albumina sérica da invencdo se
ligard ao antigeno desejado com uma afinidade menor gque 500
nM, preferivelmente menor gque 200 nM, mais preferivelmente
menor gque 10 nM, tal como menor que 500 pM, novamente conforme
determinado usando ProteOn (referéncia ¢ novamente feita ao
Exemplo 1).

[0028] Os ligantes de albumina sérica de acordo com os
diferentes aspectos da invencdo sdo também preferencialmente
de tal modo gque competem com a sequéncia de aminoadcidos da SEQ

ID NO: 18 para ligacdo a albumina sérica (humana) e/ou que
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“blogueiam de modo cruzado” (como aqui definido) a ligacdo da
sequéncia de aminocdcidos da SEQ ID NO: 18 a albumina sérica
(humana) .

[0029] De um modo preferido, os ligantes de albumina da
invencdo sdo tais gque se ligam essencialmente aos mesmos
residuos de aminocdcidos e/ou epitopo na albumina sérica humana
como na SEQ ID NO: 18, e ainda mais preferencialmente de tal
modo que compartilham essencialmente as mesmas interacgdes de
aminodcidos da SEQ ID NO: 18. Para este propdsito, de acordo
com um aspecto especifico mas ndo limitativo, os ligantes de
albumina da invencdo preferencialmente possuem as mesmas CDRs
que a sequéncia da SEQ ID NO: 18, ou comparados com a
sequéncia da SEQ ID NO: 18 preferencialmente contém dentro de
suas CDR’s apenas tails mutacdes (tais como substituicgdes
conservadoras de aminodcidos) gque ainda lhes permitem sofrer
as mesmas ou essencialmente as mesmas interacdes de
aminoadcidos com a albumina sérica humana gue a SEQ ID NO: 18.
[0030] Os ligantes de albumina sérica de acordo com os
diferentes aspectos da invencdo sdo geralmente preferivelmente
também de tal modo gque sdo reativos de forma cruzada entre
albumina sérica humana e a albumina sérica de pelc menos um,
preferivelmente de pelo menos dois, mais preferencialmente
pelo menos trés e até essencialmente todas as seguintes
espécies de mamiferos: rato, camundongo, coelho, porquinho da
india, porco, ovelha, vaca e macaco cinomolgo. Em particular,

os ligantes de albumina sérica de acordo com os diferentes
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aspectos da invencdo podem ser tais que sejam (pelo menos)
reativos de forma cruzada entre albumina sérica humana e pelo
menos um, de preferéncia pelo menos dois, mais
preferencialmente a todos os trés entre albumina sérica de
rato, albumina sérica de camundongo e albumina sérica de
macaco cinomolgos. A este respeito, os ligantes de albumina
sérica da invencd@o podem ter uma reatividade cruzada melhorada
(em particular entre albumina sérica humana por um lado e
albumina sérica de rato/camundongo por outro lado)
comparativamente com os ligantes de albumina sérica gque tém
(essencialmente) as mesmas CDR’s de Alb-11 e/ou Alb-23D.
Referéncia é feita aos dados na Parte Experimental abaixo.

A titulc de referéncia, a Figura 11 apresenta um alinhamento
da albumina sérica de diferentes espécies de mamiferos (fonte:
http://macromoleculeinsights.com/albumin.php, a numeracdo de
aminoadcidos na Figura 11 é a numeracdo utilizada na referida
pdgina da web). Por uma questdo de conveniéncia, na sequéncia
da albumina sérica humana, os trechos de amincadcidos que sé&o
considerados parte do epitopo putativo das sequéncias de
aminodcidos da invencdo foram realcados. Sem se limitar a
qualguer mecanismo ou hipdétese especifica, assume-se que as
sequéncias de aminodcidos da invencdo s&do (essencialmente)
capazes de se ligar aos (um ou mais residuos de aminoacidos no
interior) trechos correspondentes de residuos de aminodcidos

que estd@o presentes dentro da sequéncia de amincadcidos das
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albuminas séricas de mamifero com as gquais as sequéncias de
aminodcidos da invencdo sdo reativas de forma cruzada.

[0031] Geralmente, um ligante de albumina sérica da invencéo
pode ser considerado como sendo de reacgdo cruzada entre
albumina sérica humana e albumina sérica de uma destas
espécies quando se pode ligar a albumina sérica humana com uma
afinidade inferior a 500 nM, de referéncia inferior a 200 nM,
mais preferivelmente inferior a 10 nM; e também a albumina
sérica da referida espécie com uma afinidade inferior a 500
nM, de preferéncia inferior a 200 nM, mais preferivelmente
inferior a 10 nM, novamente ambos como determinado utilizando
ProteOn (faz-se novamente referéncia ao Exemplo 1).

[0032] Os ligantes de albumina sérica de acordo com os
diferentes aspectos da invencdo sdo preferivelmente também
tais que:

— tém uma meia-vida sérica no homem (expressa como tl/2 beta)
que é maior do gque 6 horas, preferencialmente maior do gque 12
horas, mais preferivelmente maior do que 24 horas, ainda mais
preferencialmente maior do que 72 horas; por exemplo, cerca de
uma semana, duas semanas e até a meia-vida da albumina sérica
no homem (estimada em cerca de 19 dias);

e/ou de tal forma que:

— quando estd ligado a uma porcdoc ou entidade terapéutica,
confere ao polipeptideo resultante da invencdo uma meia-vida
sérica no homem (expressa como tl/2 beta) que é maior do que 6

horas, de preferéncia maior do que 12 horas, mais
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preferencialmente de mais de 24 horas, ainda mais
preferencialmente maior do que 72 horas; por exemplo, cerca de
uma semana, duas semanas e até a meia-vida da albumina sérica
no homem (estimada em cerca de 19 dias).

[0033] A meia-vida em espécies de mamiferos qgque ndo seja o
homem, entre outros fatores, dependerd principalmente das
propriedades de ligacdo (tal como afinidade) do ligante de
albumina da invencdc para a albumina sérica das referidas
espécies de mamiferos, bem como da meia-vida da albumina
sérica nativa na referida espécie. De acordo com uma
modalidade ©preferida da invencéao, quando um ligante de
albumina sérica da invencdo reage de forma cruzada (como agqui
definido) entre albumina sérica humana e albumina sérica de
outra espécie de mamiferoc, entdo a meia-vida do ligante de
albumina sérica da invencdo (e/ou de um composto da invencdo
compreendendo o referido ligante de albumina sérica) como
determinado na referida espécie ¢é preferivelmente pelo menos
5%, tal como pelo menos 10%, mails preferivelmente pelo menos
25%, por exemplo cerca de 50% e possivelmente até 100% da
meia-vida da albumina sérica nativa na referida espécie.

[0034] Em comparacdo com a sequéncia da SEQ ID NO: 18, os
ligantes de albumina sérica da invengdo também contém
preferencialmente (pelo menos):

— uma ou mais substituicdes humanizantes;

e/ou
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— uma ou mails mutacgdes (isto €&, substituigdes, delecgdes ou
adicbes de aminoadcidos e, em particular, substituicdes) que
reduzem a ligacdo por anticorpos preexistentes;

e pode opcionalmente conter uma ou mais mutagdes como aqgqui
descritas.

[0035] Para substituig¢bdes humanizantes adegquadas (e suas
combinacdes adequadas), referéncia é feita, por exemplo, ao WO
09/138519 (ou na técnica anterior citada em WO 09/138519) e ao
WO 08/020079 (ou na técnica anterior citada no WO 08/020079),
bem como as Tabelas A-3 a A-8 do WO 08/020079 (que sé&o listas
mostrando possiveis substituigdes humanizantes). Alguns
exemplos preferidos, mas ndo limitativos de tais substituigdes
humanizantes sd8o Ql08L e Al4P ou uma combinacdo adequada
destes. Tails substituicdes humanizantes podem também ser
adequadamente combinadas com uma ou mais outras mutagdes como
aqui descritas (tal como com uma ou mais mutag¢des que reduzem
a ligacdo por anticorpos preexistentes).

[0036] Para mutacgdes adequadas que podem reduzir a ligacédo
por anticorpos preexistentes (e combinag¢gdes adegquadas de tais
mutacdes), faz-se referéncia, por exemplo, ao WO 2012/175741 e
WO 2015/173325 e também, por exemplo, ao WO 2013/024059 e WO
2016/118733. Como aqui descrito, tais mutacdes podem
compreender (uma combinacao adequada de) uma ou mais
substituicgdes, delecbes ou adigdbes de aminodcidos (e em
particular substituicgdes), mutacdes estas que estaréao

frequentemente na chamada regido C-terminal do ISV. Por
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exemplo, tais mutacgdes podem compreender mutacdes (e em
particular substituigdes) em uma ou mails das posigdes 11, 13,
14, 15, 40, 41, 42, 82, 82a, 82b, 83, 84, 85, 87, 88, 89, 103,
108 e/ou mutacdes em uma ou mais posicgdes na sequéncia VIVSS
do terminal-C (por exemplo, posig¢des 109, 110, 111, 112 e
113), com uma ou mais mutacdes nas posicgdes 11, 89, 110 e/ou
112 sendo particularmente preferidas. Alguns exemplos
preferidos, mas nao limitativos de tais mutacdes sdo
substituicdes adeguadas (gquando necessario) de tal modo dque
apdés a mutacdo, na posicdo indicada, um dos seguintes residuos
de aminoacidos estd presente: 11L, 11K, 11v, 14A, 14p, 41A,
411, 41p, 418, 41T, 42E, 42G, 87A, 87T, 89A, 89L, 89T, 108L,
110K, 110Q, 112K e/ou 112Q (com 11L, 89A, 89L, 89T, 110K,
1100Q, 112K e 112Q sendo particularmente preferido); ou
qualgquer combinacdo adequada de tais substituicgdes, tais como,
por exemplo, e sem limitacdo: 11V em combinacdo com 89L ou
89T; 11V em combinacdo com 110K ou 110Q; ou 11V em combinacéo
com 89L e 110K ou 110Q. Tais mutacgdes que reduzem a ligacéo
por anticorpos preexistentes podem também ser adequadamente
combinadas com uma ou mais outras mutacdes como aquil descrito
(tal como com uma ou mais substituicdes humanizantes).

[0037] Quando apropriado (como adicionalmente descrito aqui,
e em particular guando o ligante de albumina sérica da
presente invencdo estd presente e/ou forma a extremidade C-
terminal do composto da invencdoc na gqual estd presente), para

reduzir a ligacdo de anticorpos existentes, os ligantes de
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albumina sérica da invencdo (e, como adiciconalmente descrito
aqui, também os compostos da invencao) podem também
compreender uma extensdo C-terminal (tal como um residuo de
alanina C-terminal). Conforme descrito no documento WO
2012/175741, tal extensdo C-terminal reduz a ligacdo por
anticorpos preexistentes. Uma extensdo C-terminal adequada
pode geralmente ser adicionalmente descrita agqui e pode em
particular ter a férmula - (X)n, na qual X pode ser qgualquer
aminodcido que ocorre naturalmente (mas preferencialmente néo
cisteina) e n pode ser 1, 2, 3, 4 ou 5. Faz-se referéncia
novamente ao documento WO 2012/175741, também, por exemplo, no
WO 2015/173325, WO 2013/024059 e WO 2016/118733. A presencga de
tal extensao C—terminal pode também ser adequadamente
combinada com uma ou mais das outras mutacdes aqui descritas
(tal como, com uma ou mais substituic¢des humanizantes e/ou uma
ou mails mutacdes que reduzem a ligacdo por anticorpos
preexistentes).

[0038] Outras mutacdes que ©podem estar presentes nos
ligantes de albumina sérica da invencédo, por exemplo e sem
limitacdo incluem uma ou mais mutacdes (uma substituicdes em
particular) gque melhoram a expressdo em uma célula hospedeira
ou organismo hospedeiro desejada, uma ou mais mutacdes (e em
particular substituig¢des) que melhoram a estabilidade e/ou
resisténcia a degradacdo e/ou proteases, e/ou uma ou mais
mutacdes que se destinam a otimizar a sequéncia das sequéncias

de aminodcidos da invencdo (por exemplo e sem limitacdo, uma
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ou mais mutacdes que (adicionalmente) reduz qgualguer tendéncia
dos ligantes de albumina para formar dimeros); ou gqualguer
combinacdo adequada de tais mutacdes.

[0039] Alguns exemplos ndo limitativos de tais mutagdes séo
substituicdes adeguadas (gquando necessario) de tal modo dque
apés a mutacdo, na posicdo indicada, estd presente um dos
seguintes residuos de aminoacidos: 16G, 49A, 61D, 74S, 75K,
76N, 82M e 83R; ou qualgquer combinacdo adequada de tais
substituicdes (por exemplo, de modo a formar um motivo SKN nas
posicdes 75 a 76). Também, gquando apropriado (como aqui
descrito adicionalmente), os ligantes de albumina sérica da
invencdo podem ter um D na posicdo 1 (por exemplo, uma mutacdo
E1D comparada com a sequéncia da SEQ ID NO: 18 e/ou 19), em
particular guando o ligante de albumina sérica da invencéo
estd presente e/ou forma a extremidade N-terminal do composto
da invencdo em gue estd presente. Tais mutacdes podem de novo
ser adequadamente combinadas com uma ou mais outras mutagdes
como aqui descrito (tal como com uma ou mails substituicgdes
humanizantes e/ou uma ou mails mutacgdes que reduzem a ligacdo
por anticorpos preexistentes).

[0040] OQutras mutacdes que ©podem estar presentes nas
sequéncias de aminoadcidos da invencdo serdo claras para uma

pessoa versada na técnica com base na divulgacdo aqui

apresentada.
[0041] Também ¢é possivel gque uma Unica mutacdo (ou uma
combinacao adequada de mutacdes) forneca maltiplas
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funcionalidades ou vantagens. Por exemplo e sem limitacdo, uma
substituicdo humanizada de Q1l08L pode também reduzir a ligacéo
por anticorpos preexistentes.

[0042] Alguns exemplos preferidos, mas ndo limitativos de
residuos de aminodcidos (isto é, mutacdes em comparacdo com a
sequéncia de aminoadcidos da SEQ ID NO: 18) gque podem estar
presentes nas sequéncias de aminodcidos da invencdo (isto é,
por si préprios ou em combinacdo adequada) incluem: 11V (por
exemplo, L11V), 14P (por exemplo, Al4P), 16G (por exemplo,
D16G), 49A (por exemplo, S49A), 61D (por exemplo, N6l1lD), 745
(por exemplo, D74S8), 82M (por exemplo, L82M), 83R (por
exemplo, K83R), 89L (por exemplo, V89L), 89T (por exemplo,
Vv89T), 110K (por exemplo, T110K) ou 110Q (por exemplo, T110Q);
bem como, gquando apropriado (como adicionalmente descrito
aqui), 1D (por exemplo, E1D) e/ou uma extensdo C-terminal (X)n
como aqui definido (tal como 114A). Referéncia também & feita
a sequéncias e mutacdes mostradas nas Figuras 4A e 4B. Por
exemplo, alguns exemplos preferidos, mas ndo limitativos de
combinacdes adequadas desses residuos de aminodcidos (isto &,
mutacdes comparadas com a sequéncia de aminocdcidos da SEQ 1ID
NO: 18) incluem:

- L11v,T14P,D16G,N61D,D74S,K83R,V89L

- L11v,T14P,D16G,D745,1L82M,K83R,V89L

- L11v,T14P,Dl6G,N61D,D74S,L82M,K83R,V89L

- L11v,T14P,Dl6G,S49A,D745,K83R,V89L
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- L11v,T14P,D1l6G,S49A,N61D,D745,K83R,V89L
- L11v,T14P,D1l6G,S49A,D74S,L82M,K83R,V89L
- L11v,T14P,D16G,S49A,N61D,D745,1L82M,K83R,V89L
- L11v,T14P,D74S,K83R,V89L
e outras combinac¢des adequadas serdo claras para uma pessoa
versada na técnica com base na divulgac&o agui apresentada.
[0043] Algumas sequéncias de aminoacidos preferidas, mas néao
limitativas da invencdo s&do aquelas em que (i) a posicdo 11 é
V e a posicdo 89 é L; (ii) a posicdo 89 & T; (i1iii) as posicdes
74 a 76 formam um motivo SKN; (iv) a posicdo 11 é V, a posicéo
89 é L e as posicbes 74 a 76 formam um motivo SKN; e (iv) a
posicdo 89 &€ T e as posicdes 74 a 76 formam um motivo SKN; nas
quals as sequéncias de aminodcidos da invencd@o sdo como agqui
descritas adicionalmente (e consequentemente também podem
conter adequadamente uma ou mais mutacdes de aminoacidos como
aqui descrito).
[0044] Alguns exemplos preferidos, mas ndo limitativos, das
sequéncias de aminodcidos da invencdo sdo dados na Figura 2
como:
- SEQ ID NOs: 18 a 26, que sdo exemplos de sequéncias de
aminodcidos da invencdo sem uma extensdo de alanina C-—
terminal;
- SEQ ID NOs: 27 a 35, que sdo exemplos de sequéncias de
aminodcidos da invencdo com uma extensdo C-terminal (em cada

caso, exemplificado por meio de uma extensd@o de alanina C-
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terminal, que é geralmente a extensdo C-terminal preferida);
e
- SEQ ID NOs: 36 a 44, qgue sdo exemplos de sequéncias de
aminodcidos da invencdoc com uma mutacdo E1D N-terminal).
[0045] Com base na divulgacdo adicional aqui, ficarad claro
para uma pessoa versada na técnica que, na pratica:
— o0s ligantes de albumina da invencdo com uma extensdo C-
terminal (tais como, os das SEQ ID NOs: 27 a 35) seréo
frequentemente utilizados na extremidade C-terminal dos
polipeptideos da invencdo (como aqui definido) em que eles
estao presentes;
- o0s ligantes de albumina da invencdo com uma mutacdo de
E1D (tais como os das SEQ ID NOs: 36 a 44) serdo muitas
vezes utilizados na extremidade N-terminal dos
polipeptideos da invencdo em gue estdo presentes;
— o0s ligantes de albumina da invencd@o sem uma extensdo C-
terminal e sem uma mutacdo EID (tais como, os das SEQ ID
NOs: 18 a 26) estardo frequentemente presentes em alguns
lugares no “meio” de um polipeptideo da invencéo.
[0046] Cada uma das sequéncias de aminodcidos das SEQ 1ID
NOs: 18 a 44, Dbem como proteinas, polipeptideos e outros
compostos e construcdes compreendendo o0s mesmos {como agqui
descrito mais adiante), formam aspectos adicionais da presente
invencé&o.
[0047] Em um outro aspecto, a invencdo se refere a uma

sequéncia de aminocdcidos gque é uma das seguéncias de
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aminodcidos da SEQ ID NO:18, SEQ ID NO:19, SEQ ID NO:20, SEQ
ID NO:21, SEQ ID NO:22, SEQ ID NO:23, SEQ ID NO:24, SEQ 1ID
NO:25, SEQ ID NO:26, SEQ ID NO:27, SEQ ID NO:28, SEQ ID NO:29,
SEQ ID NO:30, SEQ ID NO:31, SEQ ID NO:32, SEQ ID NO:33, SEQ ID
NO:34, SEQ ID NO:35, SEQ ID NO:36, SEQ ID NO:37, SEQ ID NO:38,
SEQ ID NO:39, SEQ ID NO:40, SEQ ID NO:41, SEQ ID NO:42, SEQ ID
NO:43, e/ou SEQ ID NO:44; e cada uma destas sequéncias de
aminocdcidos da invencédo (bem como os polipeptideos da invencéo
- como aqui definidos - qgue compreendem essa sequéncia de
aminocdcidos da invencdo) formam um outro aspecto da presente
invencé&o.

[0048] Como adicionalmente descrito aqui, as sequéncias de
aminocdcidos proporcionadas pela invencdo sdo proteinas que
podem se ligar, e que podem especificamente se ligar, (como
aqgqui descrito) a albumina sérica humana. Assim, podem ser
utilizados como unidades de 1ligacdc ou dominios de 1ligacéo
para ligacdo a albumina sérica (humana), por exemplo, para
conferir um aumento na meia-vida (como aqui definido) a
compostos, porcgdes ou entidades terapéuticas. Para a
utilizacdo de dominios de ligacdo a albumina sérica para
aumentar a meia-vida dos compostos, porcdes ou entidades
terapéuticas, faz—-se referéncia, por exemplo, ao WO
2004/041865, WO 2006/122787, EP 2 139 918, WO 2011/006915, WO
2012/175400 e/ou ao WO 2014/111550. Os ligantes de albumina

sérica da invencdo podem geralmente ser utilizados da mesma
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maneira e para os mesmos fins que os ligantes de albumina
sérica descritos nestas referéncias.

[0049] Em alguns outros aspectos ndo limitativos, a invencéo
também se refere a:

— proteinas, polipeptideos e outras construcbes, moléculas ou
entidades quimicas qgque compreendem ou consistem essencialmente
em pelo menos um ligante de albumina sérica da invencg&o como
agquli descrito (de noveo, também referido aqui como "compostos
da invencé@o" ou como "polipeptideos da invencéao");

- métodos para expressar/produzir um ligante de albumina
sérica da invencdo e/ou um composto da invencdo;

— uma célula hospedeira, organismo hospedeiro ou outro sistema
(de expressdo) gue pode expressar ou produzir um ligante de
albumina sérica da invencdo e/ou um composto da invencdo;

— composicdes e produtos (tais como composicgdes farmacéuticas
e produtos) gque compreendem um ligante de albumina sérica da
invencdo e/ou um composto da invencdo;

— sequéncias nucleotidica e 4&cidos nucleicos, tais como
vetores (de expressido), que codificam um ligante de albumina
sérica da invencdo e/ou compostos da invencdo;

— utilizacgdes dos compostos da invencdo e/ou dos compostos da
invencdo, tais como a utilizacdo de um composto da invencéo
para aumentar a meia-vida (sérica) de um composto terapéutico,
porcdo ou entidade e o uso profildtico e/ou terapéutico de um

composto da invencéao.
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[0050] Estes e outros aspectos, modalidades, vantagens,
aplicacdes e utilizagdes da invencdo se tornardo claros a
partir da descricdo adicional aqui apresentada.

[0051] No presente relatério:

- o termo “dominio wvaridvel uUnico de imunoglobulina” (também
referido como “ISV” ou ISVD”) é geralmente usado para se
referir aos dominios wvariaveis de imunoglobulina (que podem
ser dominios de cadeia pesada ou cadeia leve, incluindo
dominios VH, VHH ou VL) que pode formar um sitio de ligacdo ao
antigeno funcional sem interacdo com outro dominio wvariavel
(por exemplo, sem uma interacdo VH/VL conforme requerido entre
os dominios VH e VL do anticorpc monoclonal de 4 cadeias
convencionais). Exemplos de ISVDs serdo claros para uma pessoa
versada na arte e, por exemplo, incluem nanocorpos (incluindo
um VHH, um VHH humanizado e/ou um VH camelizado, tal como um
VH humano camelizado), IgNAR, dominios, anticorpos (dominio
tnice) (tais como dAb's™) que sdo dominios VH ou gque séo
derivados de um dominio VH e anticorpos (dominio tnico) (tais
como dAb's™) que s&o dominios VL ou qgque sdo derivados de um
dominio VL. A menos dgque explicitamente mencionado agui de
outra forma, ISVDs que sdo baseados em e/ou derivados de
dominios wvariadveis de cadeia pesada (tais como dominios VH ou
VHH) sd@o geralmente preferidos. Mails preferencialmente, a
menos que explicitamente indicado de outro modo neste

documento, um ISVD serd um Nanocorpo.
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[0052] - O termo “Nanocorpo” ¢é geralmente definido no
documento WO 2008/020079 ou WO 2009/138519 e, portanto, em um
aspecto especifico geralmente denota um VHH, um VHH humanizado
ou um VH camelizado (tal como um VH humano camelizado) ou
geralmente uma sequéncia VHH otimizada (como, por exemplo,
otimizado para estabilidade quimica e/ou solubilidade, méxima
sobreposicdo com regides de estrutura humana conhecidas e
maxima expressao) . Nota—se que os termos Nanocorpo ou
Nanocorpos sd8o marcas registradas da Ablynx N.V. e, portanto,
também podem ser referidos como Nanocorpo® e/ou Nanocorpos®) ;

[0053] - Geralmente, a menos gue aqui indicado de outro
modo, os I1ISVDs, Nanocorpos, polipeptideos, proteina e outros
compostos e construgdes aqui referidos sdo destinados a
utilizacdo na profilaxia ou tratamento de doengas ou
distirbios no homem (e/ou opcionalmente também em animais de
sangue gquente) e em particular mamiferos). Assim, geralmente,
os I1svDs, nanocorpos, polipeptideos, proteina e outros
compostos e construgdes sdo aquili descritos, de um modo
preferido, tais que podem ser utilizados como e/ou podem ser
adequadamente parte de um farmaco (bioldgico) ou de outro
agente farmacé&utico ou composto terapeuticamente ativo e/ou de
um produto farmacéutico ou composicdo. Tal farmaco, composto
ou produto preferencialmente, tal que adequado para
administracdo a um ser humano, e para profilaxia ou tratamento
de um individuo com necessidade de tal ©profilaxia ou

tratamento ou, por exemplo, como parte de um ensaio clinico.
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Como adicionalmente descrito aqui, para este fim, tal farmaco
ou composto pode conter outras porgdes, entidades ou unidades
de ligacdo além dos ISVDs proporcionados pela invencdo (que,
como também aqui descrito, podem ser, por exemplo, uma ou mais
outras unidades terapéuticas adicionais e/ou uma ou mais
outras porcgdes que influenciam as propriedades
farmacocinéticas ou farmacodindmicas do produto bioldgico
baseado em ISVD ou Dbaseado em Nanocorpo, como a sua meia-—
vida). Exemplos adegquados dessas outras porcgdes terapéuticas
ou outras serao claros para aqueles versados na arte e, por
exemplo, podem geralmente incluir qualquer proteina,
polipeptideo ou outro dominio de ligacg&o ou unidade de ligacéo
terapeuticamente ativos, bem como, por exemplo, modificacgdes,
tais como as descritas nas paginas 149, paragrafo 152 do WO
2009/138159. Um produto biocldgico baseado em ISVD ou baseados
em Nanocorpos €& de preferéncia um terapéutico ou é destinado a
ser utilizado como terapéutico (o que incluil profilaxia e
diagndéstico) e para este fim contém preferencialmente pelo
menos um ISVD contra um alvo terapeuticamente relevante (tal
como por exemplo RANK-L, vWF, IgE, RSV, CXCR4, IL-23 ou outras
interleucinas, e etc.). Para alguns exemplos especificos, mas
ndo limitativos de tais produtos bioldgicos baseados em ISVD
ou baseados em Nanocorpos, a referéncia é feita aos Exemplos 8
a 18 e também, por exemplo, feita as varios pedidos de patente
da Ablynx NV (como por exemplo e sem limitagdo ao WO

2004/062551, WO 2006/122825, WO 2008/020079 e WO 2009/068627),
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bem como, por exemplo (e sem limitacdo), aos pedidos de
pratente publicados como WO 2006/038027, WO 2006/059108, WO
2007/063308, WO 2007/063311, WO 2007/066016 e WO 2007/085814.
Também, como aqui descrito, a porcdo adicional pode ser um
ISVD ou Nanocorpo como aqui descrito direcionado contra uma
proteina do soro (humana), tal como albumina sérica (humana),
e tal ISVD ou Nanocorpo pode também encontrar usos
terapéuticos, em particular em e/ou para prolongar a meia-vida
dos ligantes do TINF aqui descritos. Faz—-se referéncia, por
exemplo, aos documentos WO 2004/041865, WO 2006/122787 e WO
2012/175400, gque descrevem geralmente o uso de nanocorpos de
ligacdo soro—-albumina para prolongamento da meia-vida. Também,
na presente descricdo, a menos que explicitamente mencionado
de outra forma aqui, todos os termos aquli mencionados possuem
0o significado dado no WO 2009/138519 (ou na arte anterior
citada no WO 2009/138519) ou no WO 2008/020079 (ou na arte
anterior citada no WO 2008/020079). Também, gquando um método
ou técnica ndo especificamente descrito aqui, estes podem ser
realizados como descrito no WO 2009/138519 (ou na arte
anterior citada no WO 2009/138519) ou no documento WO
2008/020079 (ou na arte anterior citada no WO 2008/020079).
Também, como agqui descrito, qualguer produto farmacéutico ou
composicdo compreendendo qualgquer ISVD ou composto da invencéo
pode também compreender um ou mails componentes adicionais
conhecidos em si para uso em produtos farmacéuticos ou

composicdes (isto é, dependendo da forma farmacéutica
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pretendida) e/ou por exemplo um ou mais outros compostos ou
principios ativos destinados ac uso terapéutico (ou seja, para
fornecer um produto de combinacdo).

[0054] Além disso, gquando usados no presente relatédrio
descritivo ou reivindicacgdes, os seguintes termos tém o mesmo
significado como dado dagqui por diante, e/ou onde aplicavel

podem ser determinados da maneira descrita nas paginas 62 a 75

do WO 09/138519: "agonista", "antagonista", "agonista
inverso", "residuo de aminoacido descarregado apolar",
"residuo de aminodcidos descarregado polar", "residuo de
aminodcido carregado polar", "identidade de sequéncia",

"exatamente o mesmo" e "diferenca de aminodcido" (quando se

referindo a uma comparacdo de seqgiiéncia de duas seqgiiéncias de

aminodcidos), " (na) forma essencialmente isolada", "dominio",
"dominio de ligagdo", "determinante antigénico", "epitopo",
"contra" ou "direcionado contra" (um antigeno),
"especificidade" e "meia-vida". Além disso, os termos
"modulacdo" e "modular", "local de interacdo", "especifico

para"™, "blogqueio", "bloqueado", "bloqueando" e "essencialmente
independente do pH" s&8o como definidos (e/ou podem ser
determinados conforme descrito) nas paginas 74 a 79 do WO
10/130832 da Ablynx N.V. Também, quando se refere a uma
construcdo, composto, proteina ou polipeptideo da invencéo,
termos como "monovalente", "bivalente"™ (ou "polivalentes"),

"biespecifico" (ou "multiespecifico"), e "biparatdépico" (ou
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"multiparatdépico") pode ter e} significado dado no WO
09/138519, WO 10/130832 ou WO 08/020079.

[0055] O termo “meia-vida” como usado aqui em relacdo a um
composto bioldgico, composto ou polipeptideo baseado em ISVD,
Nanocorpo, baseado em ISVD biolégico, baseado em Nanocorpo ou
qualguer outra sequéncia de aminodcidos agqui referido pode
geralmente ser definido como descrito no pardgrafo o©) na
pagina 57 do documento WO 2008/020079 e como agqui mencionado
se refere ao tempo necessdrio para que a concentracdo sérica
da sequéncia de aminodcidos, composto ou polipeptideo se
reduza em 50%, in wvivo, por exemplo, devido a degradacé&o da
sequéncia ou composto e/ou depuracdo ou sequestro da sequéncia
ou composto por mecanismos naturais. A meia-vida 1in vivo de
uma sequéncia de aminodcidos, composto ou polipeptideo da
invencdo pode ser determinada em qualquer maneira conhecida
propriamente dita, tais como por andlise farmacocinética.
Técnicas adequadas serdo claras para uma pessoa versada na
arte e, por exemplo, geralmente podem ser como descritas no
pardgrafo o) na pégina 57 do WO 08/020079. Como também
mencionado no paragrafo o) na pagina 57 do WO 08/020079, a
meia-vida pode ser expressa usando pardmetros como tl/2-alfa,
tl/2-beta e a area sob a curva (AUC). A este respeito, note-se
que o termo "meia-vida" neste documento em particular se
refere a tl/2-beta ou meia-vida terminal{em que o tl/2-alfa
e/ou a AUC ou ambos podem ser mantidos fora de consideracdes).

Por exemplo, referéncia é feita a parte Experimental abaixo,
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bem como aos manuais padrdes, tais como Kenneth, et al:

Chemical Stability of Pharmaceuticals: A Handbook for
Pharmacists and Peters et al, Pharmacokinete analysis: A
Practical Approach (1996). Referéncia também ¢é feita a

"Pharmacokinetics", M Gibaldi & D Perron, published by Marcel
Dekker, 2nd Rev. edition (1982). Da mesma forma, os termos
"aumentar a meia-vida" ou "meia-vida aumentada" também como
definidos no pardgrafo o) na pagina 57 do WO 08/020079, em
particular, se referem a um aumento no t¥%-beta, com ou sem um
aumento no t%-alfa e/ou a AUC ou ambos.

[0056] Quando um termo ndo é especificamente definido neste
documento, este tém o significado wusual na arte, gue sera
claro para uma pessoa versada na técnica. Por exemplo, a
referéncia é feita aos manuais padrdes, como Sambrook et al,
"Molecular Cloning: A Laboratory Manual" (2nd.Ed.), Vols. 1-3,
Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989); F. Ausubel et al,
eds., "Current protocols in molecular biology", Green
Publishing and Wiley Interscience, New York (1987); Lewin,
"Genes II", John Wiley & Sons, New York, N.Y., (1985); 0Old et
al., "Principles of Gene Manipulation: An Introduction to
Genetic Engineering", 2nd edition, University of California
Press, Berkeley, CA (1981); Roitt et al., "Immunology" (6th.
Ed.), Mosby/Elsevier, Edinburgh (2001); Roitt et al., Roitt's
Essential Immunology, 10 Ed. Blackwell Publishing, UK (2001);

e Janeway et al., "Immunobiology" (6th Ed.), Garland Science
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Publishing/Churchill Livingstone, New York (2005), bem como no
estado geral da arte citado aqui.

[0057] Também, como j& indicado neste documento, os
residuos de aminocdcidos de um Nanocorpo sdo numerados de
acordo com a numeracdo geral para dominios VHs dada por Kabat
et al. ("Sequence of proteins of immunological interest", US
Public Health Services, NIH Bethesda, MD, Publication No. 91),
como aplicado ao dominio Ve do camelideos no artigo de
Riechmann and Muyldermans, J. Immunol. Methods 2000 Jun 23;
240 (1-2): 185-195 (veja por exemplo a figura 2 desta
publicacdo); ou referidos aqui. De acordo com esta numeracio,
FR1 de um Nanocorpo que compreende os residuos de aminoacidos
nas posicdes 1-30, CDR1 de um Nanocorpo compreende os residuos
de amincacidos nas posicdes 31-35, FR2 de um Nanocorpo dgue
compreende os aminodcidos nas posicdes 36-49, CDR2 de um
Nanocorpo que compreende os residuos de aminodcidos de &cido
nas posicdes 50-65, FR3 de um Nanocorpo compreende os residuos
de aminodcidos nas posicgdes 66-94, CDR3 de um Nanocorpo dgue
compreende os residuos de aminodcidos nas posicdes 95-102, e
FR4 de um Nanocorpo que compreende os residuos de aminoacidos
nas posicdes 103-113. [A este respeito, convém notar que -
como € conhecido na arte de dominios Vi e dominios Ve - ©
ntmero total de residuos de aminodcidos em cada uma das CDR's
pode variar e pode ndo corresponder ao numero total de
residuos de aminodcidos indicados pela numeracdo de Kabat (ou

seja, uma ou mais posicdes de acordo com a numeracdo de Kabat
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ndo poderdo ser ocupadas na sequéncia real, ou a seqgquéncia
real pode conter residuos de aminodcidos mais do gque o numero
permitido pela numeracdo de Kabat). Isto significa que, em
geral, a numeracao de acordo com Kabat pode ou nao
corresponder a numeracdo real dos residuos de aminocacidos na
sequéncia real. Geralmente, entretanto, pode-se dizer que, de
acordo com a numeracdo de Kabat e independentemente do numero
de residuos de aminodcidos nas CDR's, de acordo com a posicéo
1 na numeracdo de Kabat corresponde ao inicio da FR1 e vice-
versa, a posicdo 36 de acordo com a numeracdo de Kabat
corresponde ao inicio da FR2 e vice-versa, a posicdo 66 de
acordo com a numeracdo de Kabat corresponde ao inicio de FR3 e
vice-versa, e na posicdo 103 de acordo com a numeracdo de
Kabat corresponde ao inicio da FR4 e vice-versal.

[0058] Métodos alternativos para a numeracdo dos residuos
de amincédcidos dos dominios Vi, cujos métodos podem também ser
aplicados de forma andloga aos dominios Vaz de camelideos e aos
Nanocorpos, sdo métodos descritos por Chothia et al. (Nature
342, 877-883 (1989)), a entdc chamada "definicdo ADLM" e a
entdo chamada "definicdo de contato”". No entanto, na presente
descricdo, reivindicacgbes e figuras, a numeracdo de acordo com
Kabat aplicada aos dominios Vms por Riechmann Muyldermans seréo
seguidos, salvo indicacdo contréaria.

[0059] Também deve ser notado que as Figuras, Listagem de
Sequéncia e Exemplos/Parte Experimental sdo dados somente para

ilustrar ainda mais a invencdo e ndo devem ser interpretados
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ou considerados como limitadores do escopo da invencdo e/ou
das reivindicagbes anexas de forma alguma, a menos Jue
explicitamente indicado em contrario.

[0060] Como adicionalmente descrito aqui, os ligantes de
albumina sérica da invencdo podem ser utilizados com vantagem
como uma unidade de ligacdo, unidade de ligacdo ou parceiros
de fusdo a fim de aumentar a meia-vida de compostos
terapéuticos, porcdes ou entidades tais como polipeptideos,
proteinas, compostos (incluindo, sem se limitar, as peguenas
moléculas) ou outras entidades terapéuticas.

[0061] Assim, em outro aspecto, a invencdo proporciona
polipeptideos, proteinas, construgdes, compostos ou outras
entidades quimicas qgque compreendem ou consistem essencialmente
em um ligante de albumina sérica da invengdo e uma ou mais
outras sequéncias de aminoacidos, dominios (de ligacéo),
unidades de ligacd@o ou outras porcdes ou entidades gquimicas.
[0062] Em particular, a invencdo proporciona polipeptideos,
proteinas, construcdes, compostos ou outras entidades gquimicas
gue compreendem um ligante de albumina sérica da invencgdo e
uma ou mais (tal como uma ou duas) porgdes terapéuticas (gque
podem ser i1gquails ou diferentes e podem por exemplo, ser
direcionadas contra o mesmo alvo ou a diferentes alvos, e
quando sao direcionadas para O mesmo alvo podem ser
direcionadas para os mesmos ou diferentes epitopos, porcgdes
dominios ou subunidades do referido alvo), adequadamente

ligados entre si diretamente ou via um ou mais adaptadores ou
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administradas podem ser determinadas pelco clinico, novamente
com base nos fatores citados acima.

[00104] Geralmente, para a prevencgdo e/ou tratamento das
doencas e disturbios aqui mencionados e dependendo da doenca
ou disturbio especifico a ser tratado, a poténcia e/ou a meia-—
vida dos compostos ou polipeptideos da invencdo a serem
utilizados, a via de administracdo especifica e a formulacéo
ou composicdc farmacéutica especifica utilizada, os compostos
ou polipeptideos da invencdc serdo geralmente administrados em
uma quantidade entre 1 grama e 0,01 microgramas por kg de peso
corporal por dia, de preferéncia entre 0,1 grama e 0,1
microgramas por kg de peso corporal por dia, tal como cerca de
1, 10, 100 ou 1000 microgramas por kg de peso corporal por
dia, continuamente (por exemplo, por infusdo) como uma dose
didria tUnica ou como varias doses divididas durante o dia. O
clinico geralmente serd capaz de determinar uma dose diaria
adequada, dependendo dos fatores aqui mencionados. Também
ficard claro que, em casocs especificos, o clinico pode optar
por se desviar desses valores, por exemplo, com base nos
fatores <citados acima e em seu Jjulgamento especializado.
Geralmente, algumas orientacdes sobre as quantidades a serem
administradas podem ser obtidas a partir das gquantidades
geralmente administradas para anticorpos convencionais
comparaveis ou fragmentos de anticorpos contra o mesmo alvo
administrado essencialmente pela mesma via, levando em

consideracéao, entretanto, diferencas na afinidade/avidez,
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eficacia, biodistribuicdo, meia-vida e fatores semelhantes bem
conhecidos para aqueles versado na arte.

[00105] Também, como os compostos da invencdo contém um
ligante de albumina sérica de meia-vida estendida da invencao,
eles nao precisam ser administrados essencialmente
continuamente (por exemplo, por infusido), mas podem ser
administrados em intervalos adequados (a ser determinado pelo
clinico). Por exemplo, eles podem ser administrados (em uma
dose adequada) uma vez a cada dois dias, uma vez a cada qguatro
dias, uma vez por semana, uma vez a cada duas semanas e em
alguns casos uma vez a cada gquatro semanas ou ainda menos
frequentemente, por exemplo por injecdo ou infusédo.

[00106] Um aspecto da invencdo se refere a uma composicdo
farmacéutica compreendendo pelo menos um composto ou
polipeptideo da invencdo em gue a referida composicgdo se
destina a administragdo em um intervalo entre uma vez por
semana e uma vez a cada 4 semanas, e em particular entre uma
vez a cada 7 dias e uma vez a cada 21 dias, como uma vez a
cada 7 dias ou 14 dias.

[00107] Normalmente, no método acima, serda utilizado um UGnico
polipeptideo da invencdo. No entanto, estd no &ambito da
invencdo wusar dols ou mais polipeptideos da invencdo em
combinacéo.

[00108] Os polipeptideos da invencdoc podem também ser
utilizados em <combinagcdo com um ou mais compostos ou

principios farmaceuticamente ativos adicionais, isto &, como
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um regime de tratamento combinado, que pode ou ndo conduzir a
um efeito sinérgico. Mais uma vez, o clinico serd capaz de
selecionar tais compostos ou principios adicionais, bem como
um regime de tratamento combinado adequado, com base nos
fatores citados acima e seu julgamento especializado.

[00109] Em particular, os polipeptideos da invencdo podem ser
utilizados em combinacdo com outros compostos ou principios
farmaceuticamente ativos que sd&o ou podem ser utilizados para
a prevencdo e/ou tratamento de doencas e disturbios que podem
ser prevenidos ou tratados com as construgdes ou proteinas de
fusdo da invencdo e, como resultado, um efeito sinérgico pode
ou nao ser obtido.

[00110] A eficdcia do regime de tratamento utilizado de
acordo com a invencdo pode ser determinada e/ou seguida de
gualquer maneira conhecida per se para a doenga ou disturbio
envolvido, como serd claro para o clinico. O clinico também
podera, quando apropriado e/ou caso a caso, alterar ou
modificar um regime de tratamento especifico, de modo a obter
o efeito terapéutico desejado, evitar, limitar ou reduzir os
efeitos colaterais indesejados e/ou conseguir um equilibrio
apropriado entre alcancar o efeito terapéutico desejado por um
lado e evitar, limitar ou reduzir efeitos colaterais
indesejados por outro lado.

[00111] Geralmente, o regime de tratamento serd sequido até

que o efeito terapéutico desejado seja alcancado e/ou engquanto
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o efeito terapéutico desejado for mantido. Novamente, isso
pode ser determinado pelo clinico.

[00112] OQutros aspectos, modalidades, vantagens e aplicacdes
da invencdo se tornardo claros a partir da descrigcdo adicional
aquil apresentada.

[00113] A invencdo serd agora descrita adicionalmente por
meio dos segquintes aspectos preferidos ndo limitativos,
exemplos e figuras.

[00114] A Figura 1 €& uma tabela que lista algumas das
posicdes de aminoadcidos gque serdo especificamente referidas
aqui e sua numeracdo de acordo com alguns sistemas de
numeracdo alternatives (tais como Aho e IMGT).

[00115] A Figura 2 lista as sequéncias de aminodcidos que sé&o
aqui referidas.

[0011l6] As Figuras 3A e 3B mostram um alinhamento da
sequéncia da SEQ ID NOs: 18 e 19 (invencdo) com as sequéncias

da técnica anterior das SEQ ID NOs: 1 e 2;

[00117] A figura 4 mostra um alinhamento das SEQ ID NOs: 18 a
44,
[00118] A Figura 5 apresenta um alinhamento da albumina

sérica de diferentes espécies de mamiferos.

[00119] A Figura 6 é um gradfico que mostra a ligacdo da SEQ
ID NO: 1 (referéncia) -cMycHis6 para HSA revestida na presenca
do ligante da albumina sérica da SEQ ID NO: 19 (invencéo). 1,5
nM SEQ ID No 1-cMycHis6é e séries de concentragdes de

His6Flag3—-SEQ ID NO: 1 (referéncia), Flag3His6-SEQ ID NO: 19
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(invencdo) ou cAblys3-Flag3His6 (referéncia) foram incubadas
em HSA revestido. A SEQ ID NO: l1-cMycHis6 ligada foi detectada
com anti-cMyc de cabra e anticorpos anti-cabra de coelho e
marcados com HRP.

[00120] A Figura 7 é um grafico que mostra a ligacdo da HSA
ao FcRn na presenca do ligante da albumina sérica da SEQ 1ID
NO: 19 (invencé&o). O heterodimero de microglobulina R2 humana
FcRn—humana foi imobilizado em chip CM5. A ligagdo de 1 puM de
HSA na auséncia ou presenca de 2 pM de Nanocorpo em NaP04 a 50
mM + NaCl a 150 mM + Tween-20 a 0,05% com pH 6,0 foi
monitorada em um instrumento Biacore T100.

[00121] Todo o contetdo de todas as referéncias (incluindo
referéncias bibliograficas, patentes publicadas, pedidos de
patente publicados e pedidos de patentes pendentes) citados ao
longo deste pedido s&o aqui expressamente incorporados por
referéncia, em particular para o ensino que ¢é referenciado
acima.

Parte Experimental

Exemplo 1: Afinidade da albumina sérica

[00122] A afinidade do ligante de albumina sérica da SEQ ID
NO: 15 para humanos (Sigma-Aldrich A3782), macaco cinomolgos
(gerado internamente), camundongo (Albumin Bioscience 2601),
rato (Sigma—-Aldrich A4538), coelho (Sigma—-Aldrich A0764),
porguinho da india (Gentaur GPSA62), porco (Sigma—-Aldrich
A4414), ovelha (Sigma-Aldrich A3264), c&o (Abcam 119814) e

albumina sérica bovina (Sigma-Aldrich A3059) (SA) foi medido
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via Ressonédncia de plasmons de superficie (SPR) Instrumento

ProteOn XPR36 (BioRad). A albumina sérica fol imobilizada

através de acoplamento de amina em chip GLC ProteOn utilizando

o Kit de Acoplamento de Amina ProteOn (BioRad). Diferentes
concentracgdes (300 nM, 100 nM, 33,3 nM, 11,1 nM, 3,7 nM e 1,23
nM) do ligante de albumina sérica da SEQ ID NO: 19 (invencgéo)
foram injetadas em tampdo HBS-P+ pH 7,4 (GE Healthcare) a 45
pL/min por 120 s, seguido de dissociagdo por 900 s. Nio foi
observada nenhuma ligacdo ou ligacdo muito baixa para o
ligante de albumina sérica da SEQ ID NO: 19 (invencgdo) em SA

de coelho, ovelha e bovino. A afinidade do ligante de albumina

sérica da SEQ ID NO: 19 (invencdo) para humano, macaco

cinomolgos, camundongo, ratc e porguinho-da-india foi superior

comparada com as respectivas afinidades do ligante de albumina

sérica da SEQ ID NO: 1. Os resultados sdo dados na Tabela 1

abaixo e mostram que o ligante de albumina sérica de SEQ 1ID

NO: 19 (invencédo) é de reacdo cruzada com SA de cdo e porco.

Tabela 1: Pardmetros cinéticos para ligacdo do ligante de

albumina sérica da SEQ ID NO: 19 em SA de diferentes espécies.

SEQ ID NO:19 SEQ ID NO:1
(invencgédo) (referéncia)
ka Kd KD ka Kd KD
SA (s-1M-1) (s-1) (M) (s—-1M-1) (s-1) (M)
Humano | 7, 9E+05 3,7E-05 | 4,6E-11 4,.9E+05 1.6E-03 3.3E-09
cino 8,3E+05 1,4E-05 | 1,6E-11 4.6E+05 1.4E-03 3.1E-09
Camund 1,2E+06 1,5E-05 | 1,2E-11 3.9E+05 2.6E-01 6.7E-07
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ongo

Rato 9, 4E+05 1,5E-05|1,6E-11 6.6E+05 3.0E-02 3.9E-08
Porqui

nho da| 9,4E+05 5,6E-05 | 5,9E-11

india 9.4E+05 1.9E-02 2.0E-08
cao 9,0E+05 2,5E-03 | 2,8E-09 Sem ligante

porco 1,2E+05 3,6E-02 | 2,9E-07 Sem ligante

0 ligante de albumina sérica de SEQ ID NO: 19 (invencédo) foi
injetado em diferentes concentragdes em SA imobilizado em um
instrumento ProteOn. A cinética de ligacdo e dissociacdo foi
analisada em pH 7,4. Os parédmetros cinéticos para SEQ ID NO: 1 séo
listados como referéncia e foram determinados em experimentos
separados.

[00123] A meia-vida longa da albumina no sangue é
impulsionada principalmente por duas caracteristicas: (i) o
tamanho grande (65 kDa) da albumina limita sua filtracéo
glomerular e (ii) a albumina se liga ao FcRn em pH baixo (pH
6), gque protege albumina da degradacdo nos lisossomos apds
endocitose passiva em células endoteliais e epiteliais, pela
reciclagem do endossoma inicial de volta ao ambiente
extracelular. Para gque os Nanocorpos de ligacdo a albumina
resultem em meia-vida sérica longa através da ligacdo a
albumina e subsequente reciclagem, estes devem permanecer

ligados & albumina na faixa de pH de 5,0 a 7,4. A

dissociacdo do ligante de albumina
(invencao)

instrumento ProteOn como descrito acima,

1 (referéncia)
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de SEQ ID NO: 19 (invencdo) e SEQ ID NO: 1 (referéncia) foram
injetados a 500 nM e 300 nM, respectivamente, em tampdo HBS-P+
pPH 7,4. Os tampdes de dissociacdo foram 50 mM NaOAc/HOAc + 150
mM NaCl + 0,05% Tween-20 pH 5,0, 50 mM NaOAc/HOAc + 150 mM
NaCl + 0,05% Tween-20 pH 6,0 e HBS-P+ pH 7,4 respectivamente.
A dissociacdo foil analisada por 2700 S. As taxas de
dissociacdo para o ligante de albumina sérica da SEQ ID NO: 19
(invencdo) ndo diferem significativamente ao longo da faixa de
pPH de 5,0 a 7,4. Os resultados sdo mostrados na Tabela 2.
Tabela 2 Taxa de dissociacdo do ligante de albumina sérica

de SEQ ID NO: 19 (invencédo) de HSA em diferentes pH.

kd (s-1)
PH SEQ ID NO:19 SEQ ID NO:1
(invengédo) (referéncia)
pH 7,4 2.0E-04 1.3E-03
PH 6,0 3.2E-04 9.2E-04
pPH 5,0 5.1E-04 1.1E-03

Os ligantes de albumina sérica de SEQ ID NO: 19 (invencgédo) e
SEQ ID NO: 1 (referéncia) foram injetados em albumina sérica

humana imobilizada. A dissociacdo foi monitorada em pH 5,0,

6,0 e 7,4 em um instrumento ProteOn.

Exemplo 2: Epitopo

[00124] A compartimentacdo de epitopos foi analisada em um
ELISA de competicdo. A albumina sérica humana foi revestida a
125 ng/ml em PBS a 4°C durante a noite. Apds bloqueio com PBS
+ caseina a 1%, ligante de albumina sérica 1,5 nM da SEQ 1ID

NO: 1 (referéncia)-cMycHisé e uma série de concentracdes de
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competidores (His6Flag3— o ligante de albumina sérica da SEQ
ID NO: 19 (invencdo), His6Flag3-SEQ ID NO: 1 (referéncia) como
controle positivo ou anticorpo de dominio Unico de ligacdo a
lisozima de ovo de galinha cAblys3-Flag3His6 como controle
negativo) foram adicionados. A  SEQ ID NO: 1 ligada
(referéncia) -cMycHis6 foil detectada com anticorpos anti-cMyc
de cabra (Abcam abl9%234) e anti-cabra marcada com HRP (Genway
18-511-244226) . O ligante de albumina sérica de SEQ ID NO: 19
(invencdo) e SEQ ID NO: 1 (referéncia) ndo se ligam a epitopos
idénticos em HSA (Figura 6).

Exemplo 3: Interferéncia com interagdo entre SA e FcRn

[00125] Para o ligante de albumina sérica da SEQ ID NO: 15
resultar em meia-vida longa via ligacé&o a albumina e
subsequente a reciclagem, nédo deve interferir com a ligacdo de
albumina a FcRn. Isso foi analisado no SPR em um instrumento
Biacore T100 (GE Healthcare). O heterodimero de microglocbulina
B2 humana FcRn—humana (Sino Biological CTO09—-HO8H) foi
imobilizado em chip CM5 através de acoplamento de amina padréo
(kit de acoplamento de amina Biacore). Uma mistura de 1 pM de
HSA e 2 pM de Nanocorpo (His6Flag3-o ligante de albumina
sérica da SEQ ID NO: 19 (invencédo), His6éFlag3-SEQ ID NO: 1
(referéncia) ou cAblys3-Flag3His6) em 50 mM de NaP0O4 + 150 mM
de NaCl + 0,05% de Tween-20 em pH 6,0 foi injetado em 10
pl/min por 120 s, seguido de dissociacdo durante 600 s. As
curvas de ligacdo foram comparadas qualitativamente com a

curva de ligagdo de 1 pM de HSA na auséncia de Nanocorpo. o
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ligante de albumina sérica de SEQ ID NO: 19 (invencgdo) néao
interferiu com a ligacdo de HSA para FcRn (Figura 7).

Exemplo 4 — Perfil PK no céo

[00126] As farmacocinéticas de uma construcdo de Nanocorpo
trivalente (SEQ ID NO: 53) apdés a dose intravenosa Unica séo
estudadas em cdes. A construgdo trivalente foi produzida em
Pichia pastoris e compreende dois Nanocorpos contra o virus
sincicial respiratdério (RSV) com o Nanocorpo de ligacdo a
albumina da SEQ ID NO: 21 na extremidade C-terminal (na gqual
0os trés Nanocorpos estdo ligados um  ao outro usando
(Gly4Ser))7 ligantes).

[00127] O perfil farmacocinético da construcdo avaliado em um
estudo farmacocinético ( ndo cruzado, dose Unica) em doze cdes
Beagles machos, saudaveis em Jjejum (saudaveis como determinado
por um exame prévio de saude). A construcgdo ¢ administrada
intravenosamente.

[00128] Os animais sd@o colocados em Jejum {(com acesso
ininterrupto a Agua) durante a noite antes da dosagem e antes
da coleta de amostras de sangue em pré-doses de 24, 168 e 336
horas apds a dosagem (tempo de Jjejum total ndo é maior do que
24 horas). A comida ¢é dada 4 horas apdés a dose, ou
imediatamente apdés a coleta de sangue, as 24, 168 e 336 horas.
O peso corporal também ¢é registrado e analisado durante o
estudo.

[00129] 1 ml de sangue total (ou 2-3 ml pré-dose e as 24, 168

e 336 horas) para plasma ¢é coletado de uma pré-dose de vaso
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periférico e em 5, 15, 30 min e 1, 4, 8, 12, 24, 72, 168, 240,
336, 504 e 672 horas apdés a dose 1inicial. As amostras
recolhidas para processamento do SOro sao mantidas a
temperatura ambiente e sdo deixadas coagular. O sangue &
centrifugado a 10.000 rpm por 2 minutos usando uma centrifuga
refrigerada (ajustada para manter 4°C). As amostras séo
congeladas dentro de 30 minutos da coleta até serem submetidas
a andlise (incluindo medigdo da concentracdo da construcgdo

Nanocorpo relevante).
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espacadores adequados. Tais polipeptideos, proteinas ou
construgdes podem, por exemplo e sem limitacgcdo, ser uma
proteina de fusdo, tal como agui descrito.

[0063] A invencdo se refere ainda a utilizacdes terapéuticas
de tais polipeptideos, proteinas, construcdes ou compostos e
composicdes farmacéuticas compreendendo tais polipeptideos,
proteinas, construcgdes ou compostos.

[0064] Em um aspecto, pelo menos uma porcdo terapéutica
compreende ou consiste essencialmente em uma proteina,
polipeptideo, composto, fator ou outra entidade terapéutica.
Em uma modalidade preferida, a porgao terapéutica é
direcionada contra um antigeno ou alvo desejado, € capaz de se
ligar a um antigeno desejado (e em particular capaz de se
ligar especificamente a um antigeno desejado) e/ou & capaz de
interagir com um alvo desejado. Em outra modalidade, pelo
menos uma porgao terapéutica compreende ou consiste
essencialmente em uma proteina ou poclipeptideo terapéutico. Em
uma modalidade adicional, pelo menos uma porcdo terapéutica
compreende ou consiste essencialmente em um dominio de ligacéo
ou unidade de ligacéao, tal como uma imunoglobulina ou
sequéncia de imunoglobulina (incluindo, mas sem se limitar a
um fragmento de uma imunoglobulina), tal como um anticorpo ou
um fragmento de anticorpo (incluindo, mas sem se limitar a um
fragmento ScFv), ou de outro esqueleto de proteina adequado,
tais como dominios de proteina A (como Affibodies™),

tendamistat, fibronectina, lipocalina, CTLA-4, receptores de
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células T, proteinas projetadas de repeticdo de anquirina,
multimeros de avidez (avimers) e dominios PDZ (Binz et al.
Nat. Biotech 2005, Vol 23:1257), e porc¢des de ligacdo, baseada
em DNA ou RNA, incluindo mas ndo limitados a aptémeros DNA ou
RNA (Ulrich et al. Comb Chem High Throughput Screen 2006 9
(8): 619-32).

[0065] Ainda em outro aspecto, pelo menos uma pPoOrcao
terapéutica compreende ou consiste essencialmente em um
dominio variadvel de anticorpo, tal como um dominio wvariavel de
cadeia pesada ou um dominio varidvel de cadeia leve.

[0066] Em um aspecto preferido, pelo menos uma porgao
terapéutica compreende ou consiste essencialmente em pelo
menos um dominic varidvel Unico de imunoglobulina, tal como um
anticorpo de dominio, anticorpo de dominio unico, “dAb” ou
Nanocorpo (tal como um VHH, wum VHH humanizado ou um VH
camelizado) ou um dominio IgNAR.

[0067] Em uma modalidade especifica, pelo menos uma porcédo
terapéutica compreende ou consiste essencialmente em pelo
menos um Nanocorpo monovalente ou uma construgdao de Nanocorpo
bivalente, multivalente, biespecifica ou multiespecifica.

[0068] Os polipeptideos, proteinas (de fusd@o), construcdes
ou compostos que compreendem um ligante de albumina sérica da
invencdo e uma ou mals porcgdes terapéuticas podem geralmente
ser (preparados e utilizados) como descrito na técnica
anterior citada acima (tais como, WO 04/041865, WO 06/122787,

WO 2012/175400 e WO 2015/173325, também se faz referéncia, por
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exemplo, ao WO 2004/003019, EP 2 139 918, WO 2011/006915 e WO
2014/111550) com um ligante de albumina sérica da invencdo, em
vez das porcdes aumentadas da meia-vida.

[0069] Os polipeptideos, proteinas (de fusd@o), construcdes
ou compostos que compreendem um ligante de albumina sérica da
invencdo e uma ou mails porcgdes terapéuticas ter, de um modo
geral e de referéncia, uma meia-vida aumentada (como aqgqui
descrito e preferivelmente expresso como tl/2-beta), em
comparacdo com a porcdo terapéutica ou porcgdes em si.

[0070] Geralmente, os compostos, polipeptideos, construcdes
ou proteinas de fusdo aqui descritas possuem preferivelmente
uma meia-vida (novamente, como aqui descrito e
preferencialmente expresso como tl/2-beta) que ¢ pelc menos
1,5 vezes, de preferéncia pelo menos 2 vezes, tal como pelo
menos 5 vezes, por exemplo, pelo menos 10 vezes ou mais de 20
vezes, maior do que a meila-vida da porcdo terapéutica
correspondente em si (medida tanto no homem como em qualquer
animal adequado, tais como, rato ou macaco cinomolgos).

[0071] Também, preferivelmente, qualgquer desses compostos,
polipeptideo, proteina de fusdo ou construgdo tem uma meia-
vida (novamente, como aqui descrito, e preferencialmente
expresso como tl/2-beta) no homem que é aumentada em mais do
que 1 hora, de preferéncia mais do que 2 horas, mais
preferivelmente maior do que 6 horas, tal como de maior do gue
12 horas, comparado com a meia-vida da porcdo terapéutica

correspondente em si.
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[0072] Também, preferivelmente, um composto ou polipeptideo
da invencdo tem uma meia-vida (novamente, como aqui descrito,
e de preferéncia expresso como tl/2-beta) no homem que é maior
do que 1 hora, preferencialmente maior do gque 2 horas, mais
preferencialmente maior do que 6 horas, como por exemplo maior
do que 12 horas e, por exemplo, cerca de um dia, dois dias,
uma semana, duas semanas e até meia-vida de albumina sérica no
homem (estimada em cerca de 19 dias).

[0073] Como mencionado, em um aspecto, um ligante de
albumina sérica da invencdo utilizado para aumentar a meia-—
vida de (um ou mais) dominios variaveis tnicos de
imunoglobulina, tais como anticorpos de dominio, anticorpos de
dominio tUnico, "dAb's", VHHs ou Nanocorpos (tais como VHH's,
VHH humanizados ou VH camelizado, tais como VHs humanos
camelizados) .

[0074] Assim, uma modalidade da invencdo se refere a um
polipeptideo, construcdo ou proteina de fusdo gque compreende
um ligante de albumina sérica da invencdo e uma ou mais (tal
como uma ou duas) sequéncias de dominio wvaridvel TtUnico de
imunoglobulina, qgque estdo adequadamente ligadas umas as
outras, gquer diretamente quer opcionalmente através de um ou
mais adaptadores ou espacadores adequados. Como aqui
mencionado, cada dominio wvaridvel TUnico de imunoglobulina
presente em um tal polipeptideo, construcdo ou proteina de
fusdo pode independentemente ser um anticorpo de dominio,

anticorpo de dominio unice, "dAb" ou Nanocorpo (tais como, um

Peticdo 870190066835, de 15/07/2019, pag. 184/236



39/65

VHH, VHH humanizado ou VH camelizado, tal como um VH humano
camelizado); e de acordo com um aspectoc especifico, mas néo
limitativo, pelo menos um (e até todos) destes dominios
varidveils uUnicos de imunoglobulina compreende duas ou trés
pontes dissulfeto. De preferéncia, todos os ISVD presentes
neste composto da invencdo s80 nanocorpos.

[0075] Quando um composto da invencdo tem um ISVD na sua
extremidade C-terminal (tal como um ligante de albumina sérica
da invencdo ou um ISVD que ¢é direcionado contra um alvo
terapéutico), entdo o dito ISVD C-terminal (e assim, pela
extensdo, todo o composto da invencdo) preferencialmente tem
uma extensdo C-terminal na sua extremidade C-terminal. Esta
extensdo C-terminal serd diretamente ligada ao ultimo residuo
de aminodcido do ISVD C-terminal, gque geralmente serd o
residuo de aminodcidc na posicdo 113 de acordo com Kabat (a
menos gque o ISVD contenha uma ou mais delegdes de aminoacidos
de forma gue a seqguéncia do ISVD termina antes da posicéo
113). Assim, geralmente, a extensao C-terminal sera
diretamente ligada a sequéncia VTIVSS C-terminal (SEQ ID NO:
78) do ISV C-terminal (e assim, por extensdo, a sequéncia
TVTSS C-terminal do composto da invencdo) ou a sequéncia C-
terminal do ISVD C-terminal que corresponde sequéncia ISVD C-
terminal (por exemplo, em gque a referida sequéncia C-terminal
do ISVD C-terminal contém uma ou mails substituigdes ou
delecdes comparativamente a sequéncia VTIVSS usual, tal como

T110K, T110Q, S112K ou S112K).
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[0076] Serd também claro para uma pessoa versada na técnica
no caso em gque um composto da invencdo tem um ligante de
albumina sérica da invencdo na sua extremidade C-terminal, gque
entdo o referido ligante de albumina sérica da invencéo
transportard a referida extensdo C-terminal.
[0077] Geralmente, qualgquer extensdo C-terminal que ¢é aqui
utilizada (isto é, na extremidade C-terminal de um composto da
invencdo e/ou na extremidade C-terminal de um ligante de
albumina sérica da invencédoc) pode geralmente ser como descrito
no WO 2012/174741 ou WO 2015/173325 (referéncia também &
feita, por exemplo, WO 2103/024059 e WO2016/118733). Em
particular, uma extensdo C-terminal pode ter a férmula (X)n,
na qual n é 1 a 10, preferivelmente 1 a 5, tal como 1, 2, 3, 4
ou 5 (e preferivelmente 1 ou 2, tal como 1l); e cada X é um
residuo de aminocdcido (de preferéncia de ocorréncia natural)
que ¢ independentemente escolhido dos residuos de aminocacido
que ocorrem naturalmente (embora de acordo com um aspecto
preferido, nédc contém quaisgquer residuos de cisteina) e de
preferéncia independentemente escolhido do grupo consistindo
de alanina (A), glicina (G), wvalina (V), 1leucina (L) ou
isoleucina (I).
[0078] De acordo com alguns aspectos preferidos, mas néo
limitativos, de tais extensdes do C-terminal, X@m), X e n podem
ser os seguintes:

(a) n=1¢e X = Ala;

(b} n

2 e cada X = Ala;
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n =3 e cada X = Ala;

n = 2 e pelo menos um X = Ala {(com os residuos de
aminoacidos remanescentes X sendo escolhidos
independentemente de qualquer aminodcido de ocorréncia
natural, mas preferivelmente sendo escolhido
independentemente de Val, Leu e/ou Ile);

n = 3 e pelo menos um X = Ala {(com os residuos de
aminoacidos remanescentes X sendo escolhidos
independentemente de qualquer aminodcido de ocorréncia
natural, mas preferivelmente sendo escolhido
independentemente de Val, Leu e/ou Ile);

n = 3 e pelo menos dois X = Ala (com os residuos de
aminoacidos remanescentes X sendo escolhidos
independentemente de qualquer aminodcido de ocorréncia
natural, mas preferivelmente sendo escolhido
independentemente de Val, Leu e/ou Ile);

n=1e X = Gly;

n =2 e cada X = Gly;
n =3 e cada X = Gly;
n = 2 e pelo menos um X = Gly (com os residuos de
aminodcidos remanescentes X sendo escolhidos

independentemente de qualquer aminodcido de ocorréncia
natural, mas preferivelmente sendo escolhido
independentemente de Val, Leu e/ou Ile);

n = 3 e pelo menos um X = Gly (com os residuos de

aminodcidos remanescentes X sendo escolhidos
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independentemente de qualquer aminodcido de ocorréncia
natural, mas preferivelmente sendo escolhido
independentemente de Val, Leu e/ou Ile);

(1) n = 3 e pelo menos dois X = Gly (com os residuos de
aminoacidos remanescentes X sendo escolhidos
independentemente de qualquer aminodcido de ocorréncia
natural, mas preferivelmente sendo escolhido

independentemente de Val, Leu e/ou Ile);

(m) n =2 e cada X = Ala ou Gly;
(n) n =3 e cada X = Ala ou Gly;
(0) n = 3 e pelo menos um X = Ala ou Gly (com os residuos

de aminoacidos remanescentes X sendo escolhidos
independentemente de qualquer aminodcido de ocorréncia
natural, mas preferivelmente sendo escolhido
independentemente de Val, Leu e/ou Ile); ou

(p) n = 3 e pelo menos dois X = Ala ou Gly {(com os residuos
de aminoacidos remanescentes X sendo escolhidos
independentemente de qualquer aminodcido de ocorréncia
natural, mas preferivelmente sendo escolhido
independentemente de Val, Leu e/ou Ile);

com os aspectos (a), (b), (c), (g), (), (i), {(m) e (n) sendo

particularmente preferidos, com aspectos em que n = 1 ou 2
sendo preferidos e aspectos em gque n = 1 é particularmente
preferido.

[0079] Deve também notar—-se que, de preferéncia, qualqgquer

extensdo C-terminal presente em um ligante de albumina sérica
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da invencdo ndo contém um residuo de cisteina (livre) (a menos
gue o referido residuo de <cisteina seja utilizado ou
pretendido para posterior funcionalizacdo, por exemplo para
peguilacéo) .

[0080] Alguns exemplos especificos, mas ndo limitativos, de
extensdes Uteis do C-terminal sdo as seguintes sequéncias de
aminodcidos: A, AA, AAA, G, GG, GGG, AG, GA, AAG, AGG, AGA,
GGA, GAA ou GAG.

[0081] De preferéncia também, quando um composto da invencéo
tem um ISVD na sua extremidade C-terminal (tal como um ligante
de albumina sérica da invencdo ou um ISVD que ¢é direcionado
contra um alvo terapéutico), entdo (pelo menos) o referido
ISVD C-terminal preferivelmente contém, ainda mais
preferencialmente em adigdo de uma extensdo C-terminal como
aqui descrita, uma ou mails mutacdes que reduzem a ligagdo por
anticorpos preexistentes (isto é, como agqui descritoc para os
ligantes de albumina sérica da invencdo e como descrito de
modo geral no WO 2012/175741 e WO 2015/173325 e também, por
exemplo, nos documentos WO 2013/024059 e WO 2016/118733). A
este respeito, serd clarc para uma pessoa versada na técnica
no caso em gque um composto da invencdo tem um ligante de
albumina sérica da invencdo na sua extremidade C-terminal, gque
entdo (pelo menos) o referido ligante de albumina sérica da
invencdo preferencialmente conterd tais mutacdes (isto ¢&, de

preferéncia além de uma extensdo C-terminal).
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[0082] Mais geralmente, de acordo com um aspecto especifico
da invencédo, guando um composto da invencdo contém dois ou
mais ISVDs (por exemplo, um ligante de albumina sérica da
invencdo e um ou mais ISVD contra um alvo terapéutico), de
preferéncia todos estes ISVDs contém mutagdes gque reduzem a
ligacdo a anticorpos preexistentes (de novo, de preferéncia em
adicdo a extensdo C-terminal que estd ligada ao ISVD C-
terminal se o composto da invencdo tiver wum ISVD na sua
extremidade C-terminal).

[0083] Quando um composto da invencdo tem um ISVD na sua
extremidade N-terminal (tal como um ligante de albumina sérica
da invencdo ou um ISVD que ¢é direcionado contra um alvo
terapéutico), entdo o dito ISVD N-terminal (e assim, por
extensdo, todo o composto da invencdo) contém preferivelmente
um D na posicdo 1. A este respeito, serd novamente claro para
uma pessoa versada na técnica no caso em gue um composto da
invencdo tem um ligante de albumina sérica da invencdo na sua
extremidade N-terminal, onde entdo o referido 1ligante de
albumina sérica da invencgédo teréd preferencialmente um D na
posicdo 1 (isto ¢, uma mutacdc EID em comparacdo com, por
exemplo, a sequéncia da SEQ ID NO: 18 e/ou 19, tal como nas
sequéncias de aminodcidos da invencdo de SEQ ID NOs: 36 a 44).
[0084] Em alguns aspectos adicionais, a invencdo se refere a
uma proteina, polipeptideo ou outrc composto ou construcdo gue
compreende ou consiste essencialmente em pelo menos um (e de

preferéncia apenas um) ligante de albumina sérica da invencéo
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e pelo menos uma (tal como um, dois ou trés) porgcdo ou
entidade terapéutica (em que o referido ligante de albumina
sérica e uma ou mais porcdes ou entidades terapéuticas sé&o
adequadamente ligados, opcionalmente por meio de um ou mais
ligantes adequados), cuja construcdo de proteina,
polipeptideo, composto, é tal que:

- quando tem um ISVD na sua extremidade C-terminal, entdo (o
ISVD C-terminal da) a referida ©proteina, polipeptideo,
composto, construcdo tem uma extensdo C-terminal (X)n (como
adicionalmente descrito aqui) na sua extremidade C-terminal;
e/ou

— quando tem um ISVD na sua extremidade C-terminal, entéo pelo
menos o ISVD C-terminal contém uma ou mais mutacdes que
reduzem a ligacdo de anticorpos preexistentes (como aqui
descrito mais adiante);

- quando tem um ISVD na sua extremidade N-terminal, entdo (o
ISVD N-terminal da) a referida ©proteina, polipeptideo,
composto, construcdoc contém preferencialmente um D na posicéo
1; e/ou

- em que os referidos ISVDs cuja proteina, polipeptideo ou
outro composto podem também ter ISVD na sua extremidade N-
terminal, cujo caso a dita extremidade do ISDV N-terminal tem
preferencialmente um D ou um E1D na posicdo 1;

- de preferéncia, essencialmente, todos os ISVD presentes na

referida proteina, polipeptideo, composto, construcdo contém
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uma ou mails mutacdes que reduzem a ligacdo de anticorpos
preexistentes (como aqui descrito mais adiante).

[0085] De acordo com um aspecto especifico da invencéo,
todas as porgdes terapéuticas presentes em um composto da
invencdo sdo ISVD (isto é, ISVD contra um alvo terapéutico) e,
em particular, ISVDs de cadeia pesada e mais em particular
Nanocorpos {(isto &, Nanocorpos contra um alvo terapéutico).
[0086] Por exemplo e sem limitacdo, tais compostos da
invencdo podem compreender:

- uma cdépia de um ligante de albumina sérica da invencdo e um
ISVD (e preferivelmente Nanocorpo) contra um alvo terapéutico;
ou

- uma cdépia de um ligante de albumina sérica da invencdo e
dois ISVDs (e preferivelmente dois Nanocorpos) contra um alvo
terapéutico (que ISVDs podem ser iguais ou diferentes e qgquando
diferentes podem ser direcionados contra o mesmo alvo, contra
diferentes epitopos no mesmo alvo ou contra diferentes alvos
terapéuticos); ou

- uma cdépia de um ligante de albumina sérica da invencdo e
trés 1ISVDs (e preferencialmente trés nanocorpos) contra um
alvo terapéutico (gque ISVDs podem ser iguais ou diferentes e
qgquando diferentes podem ser direcionados contra o mesmo alvo,
contra diferentes epitopos no mesmo alvo ou contra diferentes
alvos terapéuticos).

[0087] Alguns exemplos ndo limitativos de <construgdes,

proteinas de fusdo ou polipeptideos da invencdo podem ser
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esquematicamente representados como se segue, em que "[Alb]"
representa um ligante de albumina sérica da invencao,
"[porcdo terapéutica 1]" e "[porgcido terapéutica 2]” representa
as porcgdes terapéuticas (as quais como mencionado podem ser
independentemente um dominio variavel unico de
imunoglobulina), "-" representa um ligante adequadoc (que &
opcional; exemplos adeqgquados sdo ligantes 9GS e 35GS) e o N-

terminal estd no lado esquerdo e o C-terminal estd do lado

direito:
[Alb] - [porcdo terapéutica 1]
[porcdo terapéutica 1] - [Alb]-X@m
[Alb] - [porcgdo terapéutica 1] - [porcdo terapéutica 1]
[porcdo terapéutica 1] - [porcdo terapéutica 1] - [Alb]-X@m
[porcdo terapéutica 1] - [Alb] - [porcdo terapéutica 1]
[Alb] - [porcgdo terapéutica 1] - [porcdo terapéutica 2]
[porcdo terapéutica 1] - [porcdo terapéutica 2] - [Alb]-X@m
[porcdo terapéutica 1] - [Alb] - [porcdo terapéutica 2]
[0088] Quando as porcgdes terapéuticas séo ISVDs (e

preferivelmente Nanocorpos) contra um alvo terapéutico, mas
ndo limitantes as construcdes, proteinas de fuséo ou
polipeptideos preferidos da invencéao podem ser
esquematicamente representadas como se segue, em que “[Albl]”
representa um ligante de albumina sérica da invencdo, “[ISVD
terapéutico 11”7 e M[ISVD terapéutico 2]” representam ISVDs
contra um alvo terapéutico (cujos ISVDs podem ser iguais ou

diferentes, e quando diferentes podem ser direcionados contra
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o mesmo alvo, contra diferentes epitopos do mesmo alvo ou

contra alvos terapéuticos diferentes), "-" representa

ligante adequado (que ¢é opcional), X (n) representa

extensdo C-terminal como descrito agui, e o N-terminal estd no

lado esquerdo e o C-terminal estd no lado direito:

[Alb] - [ISVD terapéutico 1] —-Xm
[ISVD terapéutico 1] - [Alb]-X@m
[Alb] - [ISVD terapéutico 1] - [ISVD terapéutico 1]
[ISVD terapéutico 1] - [ISVD terapéutico 1] - [Alb]-Xm
[ISVD terapéutico 1] - [Alb] - [ISVD terapéutico 1]
[Alb] - [ISVD terapéutico 1] - [ISVD terapéutico 2]
[ISVD terapéutico 1] - [ISVD terapéutico 2] - [Alb]-X@m
[ISVD terapéutico 1] - [Alb] - [ISVD terapéutico 2]
[0089] Assim, em outro aspecto, a invencdo se refere a uma
construcdo de Nanocorpo multiespecifica (e em

particular

biespecifica) gue compreende um ligante de albumina sérica da

invencdo e pelo menos um outro Nanocorpo (tal como um ou dois

outros Nanocorpos, que podem ser iguails ou diferentes),

o referido pelc menos um outro Nanocorpo ¢é de preferéncia

direcionado contra um alvo desejado (que ¢é preferencialmente

um alvo terapéutico) e/ou outro Nanocorpo gque seja Util ou

adequado para fins terapéuticos, profilaticos

diagndéstico. Mais uma vez, o ligante de albumina

sérica da

invencdo e o0s outros nanocorpos podem ser adequadamente

ligados uns aos outros tanto diretamente como opcionalmente

via um ou mais ligantes ou espacadores adequados.
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[0090] Para uma descricéao geral de polipeptideos
multivalentes e multiespecificos contendo um ou mais
nanocorpos € a sua preparacdo, referéncia também é feita a
Conrath et al., J. Biol. Chem. 276, 10. 7346-7350, 2001;
Muyldermans, Reviews 1in Molecular Biotechnology 74 (2001),
277-302; bem como, por exemplo, nos documentos WO 96/34103, WO
99/23221, WO 04/041862, WO 2006/122786, WO 2008/020079, WO
2008/142164 ou WO 2009/068627.

[0091] Por meio de ilustracdo, alguns exemplos de compostos
da invencdo s8o dados nas SEQ ID NOs: 46 a 52, wusando o
Nanocorpo anti-HER2 da SEQ ID NO: 45 como um exemplo
representativo de um Nanocorpo anti-alvo, e com o Nanocorpos
constituintes em diferentes posig¢des no composto da invencgéo.
Os compostos de SEQ ID NOs: 46 a 49 sdo exemplos que ilustram
compostos biespecificos bivalentes da invencdoc e os compostos
de SEQ ID NOs: 50 a 52 s3o exemplos que ilustram compostos
biespecificos trivalentes da invencdo. Em cada caso, o©0s
compostos contém uma mutacdo EID e um residuo de alanina C-
terminal, e contém exemplos representativos, mas nao
limitativos da utilizacd&o de ligantes adequados (isto €, um
ligante 15GS nas SEQ ID NOs: 47 e 48 e ou ligantes 35GS nas
SEQ ID Nos: 46 e 49 a 52).

[0092] Alguns outros exemplos de algum polipeptideo
multiespecifico e/ou multivalente especifico da invencdoc podem
ser encontrados nos pedidos da Ablynx N.V. aqui mencionados.

Em particular, para uma descrig¢do geral de construcdes
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multivalentes e multiespecificas compreendendo pelo menos um
Nanocorpo contra uma proteina do soro para aumentar a meia-—
vida, de adcidos nucleicos que codificam o mesmo, de
composicdes que compreendem o mesmo, da preparacdo do acima
mencionado, e da utilizacdo do acima mencionada, faz-se
referéncia aos pedidos internacionais WO 04/041865 e WO
06/122787 mencionados acima (os ligantes de albumina sérica da
invencdo aqui descritos podem geralmente ser utilizados
analogamente aos Nanocorpos de meia-vida estendida descritos
no mesmo, tal como Alb -8), bem como com a descrigdo geral e
exemplos especificos de tais construces dadas, por exemplo,
nos documentos WO 04/041862, WO 2006/122786, WO 2008/020079,
WO 2008/142164 ou WO 2009/068627.

[0093] A invencdc também se refere as sequéncias de
nucleotideos ou A&cidos nucleicos que codificam os ligantes,
compostos ou polipeptideos de albumina da invencdo. A invencéo
inclui ainda construcdes genéticas gque incluem as sequéncias
nucleotidica ou &cidos nucleicos anteriores e um ou mais
elementos para construcbes genéticas conhecidas em si. A
construcdo genética pode estar na forma de um plasmideo ou
vetor. Novamente, tais construgdes podem ser geralmente como
descrito nos pedidos de patente publicados da Ablynx N.V.,
tais como, por exemplo, WO 04/041862, WO 2006/122786, WO
2008/020079, WO 2008/142164 ou WO 2009/068627.

[0094] A invencdo também se refere aos hospedeiros ou

células hospedeiras que contém tais sequéncias nucleotidicas
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ou &acidos nucleicos, e/ou que expressam (ou sdo capazes de
expressar), os ligantes de albumina, compostos ou
polipeptideos da invengdo. Novamente, tais células hospedeiras
podem ser geralmente como descrito nos pedidos de patente
publicados de Ablynx N.V., tais como, por exemplo, WO
04/041862, WO 2006/122786, WO 2008/020079, WO 2008/142164 ou
WO 2009/068627.

[0095] A invencdo também se refere a um método para preparar
um ligante de albumina, composto ou polipeptidec da invencéo,
cujo método compreende cultivar ou manter uma célula
hospedeira como aqui descrito sob condicgcdes tais que a
referida célula hospedeira produz ou expressa um ligante de
albumina, composto ou polipeptideo da invencéao e,
opcionalmente, compreende adicionalmente isolar o ligante de
albumina, composto ou polipeptideo da invencéao assim
produzido. Mais uma vez, tais métodos podem ser realizados
como geralmente descrito nos pedidos de patente publicados da
Ablynx N.V., tais como, por exemplo, WO 04/041862, WO
2006/122786, WO 2008/020079, WO 2008/142164 ou WO 2009/068627.
[0096] A invencdo também se refere a uma composicéo
farmacéutica que compreende pelo menos um  composto ou
polipeptideo da invencdo e, opcionalmente, pelo menos um
veiculo, diluente ou excipiente farmaceuticamente aceitéavel.
Tais preparacdes, veiculos, excipientes e diluentes podem
geralmente ser tails como descrito nos pedidos de patente

publicados da Ablynx NV, tais como, por exemplo, WO 04/041862,
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WO 2006/122786, WO 2008/020079, WO 2008/142164 ou WO

2009/068627.
[0097] Contudo, uma vez que os compostos ou polipeptideos da
invencéao tém uma meia-vida aumentada, eles sao

preferencialmente administrados para a circulacdo. Como tal,
podem ser administrados de qualquer maneira adequada que
permita que o composto ou polipeptideo da invencdoc entre na
circulacdo, tal como intravenosamente, via injecdo ou infuséao,
ou de gualguer outro modo adequado {(incluindo administracéo
oral, administracdo subcutédnea, administracdo intramuscular,
administracdo através da pele, administracdo intranasal,
administracdo via pulmdes, e etc.). Métodos e vias de
administracdo adequados serdo claros para uma pessoa versada
na técnica, novamente, por exemplo, também do ensinamento dos
pedidos de patente publicados da Ablynx NV, tais como, por
exemplo, WO 04/041862, WO 2006/122786, WO 2008/020079, WO
2008/142164 ou WO 2009/068627.

[0098] Assim, em outro aspecto, a invencdo se refere a um
método para a prevengdo e/ou tratamento de pelo menos uma
doenca ou disturbio qgque pode ser prevenidc ou tratado pela
utilizacdo de um composto ou polipeptideo da invencédo, gque
compreende a administracdo, a um sujeito na necessidade deste,
uma quantidade farmaceuticamente ativa de um composto ou
polipeptideo da invencgdo, e/ou de uma composicdo farmacéutica
compreendendo a mesma. As doencas e distuirbios que podem ser

prevenidos ou tratados pela utilizacdo de um composto ou
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polipeptideo da invencédo, como aqui descrito, serdo geralmente
0s mesmos que as doencas e disturbios que podem ser prevenidos
ou tratados pela utilizacdo da porgcdo terapéutica ou porcgdes
que estd/estdo presentes no composto ou polipeptideo da
invencé&o.

[0099] No contexto da presente invencdo, o termo “prevencao
e/ou tratamento” ndc sé compreende a prevencdo e/ou o
tratamento da doenca, mas também geralmente compreendem a
prevencdo do atagque da doenca, reducdo de velocidade ou
reversdao do progresso da doenga, prevencao ou reducgao de
velocidade do ataque de um ou varios sintomas associados com a
doenca, reducdo e/ou alivio de um ou vAarios sintomas
associados com a doenca, reducdo da gravidade e/ou a duracéo
da doenca e/ou de qgqualgquer sintoma associado com 1sso e/ou
prevencdo de um novo aumento na gravidade da doenca e/ou de
gqualgquer sintoma associado com 1sso, prevencdo, reducgdo ou
reversdo de qualquer dano fisioldgico causado pela doenca, e
geralmente qualguer acdc farmacoldgica que ¢é benéfica ao
paciente a ser tratado.

[00100] O sujeito a ser tratado pode ser gualguer animal de
sangue qguente, mas €& em particular um mamifero e, mais em
particular, um ser humano. Como ficard claro para uma pessoa
versada na técnica, o sujeito a ser tratado sera, em
particular, uma pessoa que sofra ou esteja em risco das

doencas e disttirbios agui mencicnados.

Peticdo 870190066835, de 15/07/2019, pag. 199/236



54/65

[00101] Em outra modalidade, a invencdo se refere a um método
para imunoterapia e, em particular, para imunoterapia passiva,
cujo método compreende a administracéao, a um individuo
sofrendo ou em risco das doencas e pertubacdes aqui
mencionadas, uma quantidade farmaceuticamente ativa de um
composto ou polipeptideo da invencdo, e/ou de uma composicdo
farmacéutica compreendendo 0s mesmos.

[00102] O composto ou polipeptideo da invencdo e/ou as
composicdes compreendendo os mesmos sSdo administrados de
acordo com um regime de tratamento que ¢é adequado para
prevenir e/ou tratar a doenca ou distirbio a ser prevenido ou
tratado. O médico serd geralmente capaz de determinar um
regime de tratamento adequado, dependendo de fatores tais como
a doenca ou disturbio a ser prevenido ou tratado, a gravidade
da doenca a ser tratada e/ou a gravidade dos seus sintomas, o
polipeptideoc especifico da invencdo a ser utilizado, a via
especifica de administracdoc e a formulacdo ou composicéo
farmacéutica a ser utilizada, a idade, sexo, peso, dieta,
estado geral do doente e fatores similares bem conhecidos do
clinico.

[00103] Geralmente, o regime de tratamento compreendera a
administracdo de um ou mais compostos ou polipeptidecs da
invencdo, ou de uma ou mals composicdes compreendendo oS
mesmos, em uma ou mais quantidades ou doses farmaceuticamente

eficazes. As quantidades especificas ou doses a serem
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REIVINDICAGOES

1. Sequéncia de aminodcidos que € um dominic variavel
Unicoe de imunoglobulina capaz de se ligar a albumina sérica
(humana), CARACTERIZADA por compreender:

— uma CDR1 (de acordo com Abm) que é a sequéncia de
amincdcidos GGTFSTYVMG (SEQ ID NO: 12) ou uma sequéncia de
amincdcidos que tem 2 ou 1 diferenca de amincacidos (como aqui
definido) com a sequéncia de aminocdcidos da SEQ ID NO: 12; e

— uma CDR2 (de acordo com Abm) que é a sequéncia de
amincacidos AISQNSIHTY (SEQ ID NO: 13) ou uma sequéncia de
amincacidos que tem 3, 2 ou 1 diferencas de aminodcidos (como
agqui definido) com a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO:
13; e

— uma CDR3 (de acordo com Abm) que é a sequéncia de
amincadcidos SRFTSWYTADYEYDY (SEQ ID NO: 14) ou uma sequéncia
de aminodcidos gque tem 3, 2 ou 1 diferencas de aminodcidos
(como aqui definido) com a sequéncia de aminodcidos de SEQ ID
NO: 14.

2. Sequéncia de aminoacidos de acordo com a
reivindicacdo 1, CARACTERIZADA por compreender:

— uma CDR1 (de acordo com Abm) que é a sequéncia de
aminoacidos GGTFSTYVMG (SEQ ID NO: 12); e

— uma CDR2 (de acordo com Abm) que é a sequéncia de

aminodcidos AISQONSIHTY (SEQ ID NO: 13); e
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— uma CDR3 (de acordo com Abm) que é a sequéncia de
aminodcidos SRFTSWYTADYEYDY (SEQ ID NO: 14).

3. Sequéncia de aminoacidos de acordo com a
reivindicacdo 1, CARACTERIZADA pelo fato de que pode se ligar
a albumina sérica humana com uma afinidade melhor gque 100 nM,
preferencialmente melhor que 50 nM, conforme determinado
usando ProteOn.

4. Sequéncia de aminodcidos de acordo com qualgquer uma
das reivindicacgdes de 1 a 3, CARACTERIZADA pelo fato de que é
um dominio varidvel Unico de imunoglobulina de cadeia pesada.

5. Sequéncia de aminocdcidos de acordo com qualgquer das
reivindicacdes de 1 a 4, CARACTERIZADA pelo fato de gque €& um
VHH, um VHH humanizado ou um VH camelizado (e em particular,
um VH humano camelizado).

6. Sequéncia de aminodcidos de acordo com gualgquer uma
das reivindicacdes de 1 a 5, CARACTERIZADA pelo fato de que é
tal que:

— tem uma meia-vida no homem (expressa como tl/2 beta)
qgque é maior do que 6 horas, preferencialmente maior do que 12
horas, mais preferivelmente maior do que 24 horas, ainda mais
preferencialmente maior do gque 72 horas;

e/ou de tal forma que:

quando ligada a uma porcdo ou entidade terapéutica,
confere ao polipeptideo resultante da invencdo uma meia-vida
no homem (expressa como tl/2 beta) que é maior do que 6 horas,

de preferéncia maior do que 12 horas, mais preferencialmente
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de mais de 24 horas, ainda mais preferencialmente maior do que
72 horas.

7. Sequéncia de aminodcidos de acordo com qualgquer uma
das reivindicacdes de 1 a 6, CARACTERIZADA pelo fato de
compreender:

— um grau de identidade da sequéncia com a sequéncia
da SEQ ID NO: 18 e/ou 19 (em que as CDRs e qualguer extensdo
C-terminal gque que possa estar presente ndo sdo consideradas
para determinar o grau de identidade da sequéncia) de pelo
menos 85%, de preferéncia pelo menos 20%, mais preferivelmente
pelo menos 95%;

e/ou que tenha:

- ndo mais que 7, de preferéncia ndo mais que 5, como
apenas 3, 2 ou 1 “diferencas de aminoacidos” (como aqui
definido, e ndo levando em conta as CDRs e qualgquer extenséao
C-terminal que possa estar presente) com a sequéncia da SEQ ID
NO: 18 e/ou 19.

8. Sequéncia de aminodcidos de acordo com qualguer uma
das reivindicacdes de 1 a 7, CARACTERIZADA pelo fato de
compreender:

— um grau de identidade da sequéncia com a sequéncia
da SEQ ID NO: 18 (em que as CDRs e qualquer extensdo C-
terminal que possa estar presente ndo sdo consideradas para
determinar o grau de identidade da sequéncia) de pelo menos
85%, de preferéncia pelo menos 90%, mais preferivelmente pelo

menos 95%;
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e/ou que tenha:

- ndo mais que 7, de preferéncia ndo mais que 5, como
apenas 3, 2 ou 1 “diferencas de aminoacidos” (como aqui
definido, e ndo levando em conta as CDRs e qualgquer extenséao
C-terminal que possa estar presente) com a sequéncia da SEQ ID
NO: 18.

9. Sequéncia de aminoacidos de acordo com gualgquer uma
das reivindicacdes de 1 a 7, CARACTERIZADA pelo fato de
compreender:

— um grau de identidade da sequéncia com a sequéncia
da SEQ ID NO: 19 (em gque as CDRs e gqualquer extensdo C-terminal
gue possa estar presente ndo sdo consideradas para determinar
o grau de identidade da sequéncia) de pelo menos 85%, de
preferéncia pelo menos 90%, mais preferivelmente pelo menos
95%;

e/ou que tenha:

- ndo mais que 7, de preferéncia ndo mais que 5, como
apenas 3, 2 ou 1 “diferencas de aminoacidos” (como aqui
definido, e ndo levando em conta as CDRs e qualgquer extenséao
C-terminal que possa estar presente) com a sequéncia da SEQ ID
NO: 19.

10. Sequéncia de aminocacidos de acordo com qualguer
uma das reivindicacgbes de 1 a 9, CARACTERIZADA pelo fato de
gue contém, em comparacdo com a sequéncia da SEQ ID NO: 18,
uma ou mais mutacgdes gque reduzem a ligacdo por anticorpos

preexistentes.
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11. Sequéncia de amincacidos de acordo com qualquer
uma das reivindicacdes de 1 a 10, CARACTERIZADA pelo fato de
gque é um VHH e que contém, em comparacdc com a sequéncia da
SEQ ID NO: 18, uma ou mais substituicgdes de humanizacédo.

12. Sequéncia de aminoadcidos CARACTERIZADA pelo fato
de que é um dominio variavel Unico de imunoglobulina capaz de
se ligar a albumina sérica (humana) e gqgue é escolhida das SEQ
ID NOs: 18 a 44.

13. Proteina, polipeptideos ou outra construcéo,
composto, molécula ou entidade quimica CARACTERIZADOS pelo
fato de gue compreende pelo menos uma sequéncia de aminodcidos
conforme definida em gqualguer uma das reivindicag¢des de 1 a
12,

14. Proteina, ©polipeptideo ou outra construcéo,
composto, molécula ou entidade qguimica de acordo com a
reivindicacdo 13, CARACTERIZADOS pelo fato de que compreende
pelo menos uma porg¢do ou entidade terapéutica.

15. Proteina, polipeptideo ou outra construcéo,
composto, molécula ou entidade quimica conforme de acordo com
gqualguer uma das reivindicacgdes 13 ou 14, CARACTERIZADOS pelo
fato de que é uma proteina de fuséio.

16. Proteina, ©polipeptideo ou outra construcéo,
composto, molécula ou entidade gquimica de acordo com gualquer
uma das reivindicacdes de 13 a 15, CARACTERIZADOS pelo fato de
gue compreende uma meia-vida sérica no homem (expressa como

t1l/2 beta) que seja maior do gque 6 horas, preferivelmente maior
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do que 12 horas, mais preferencialmente maior do que 24 horas,
e ainda mais preferencialmente maior do que 72 horas.

17. Proteina, ©polipeptideo ou outra construcéo,
composto, molécula ou entidade gquimica de acordo com gualgquer
uma das reivindicacdes de 13 a 16, CARACTERIZADOS pelo fato de
que sdo tais que:

- guando tem um dominio variavel unico de
imunoglobulina na sua extremidade C-terminal, entdo (o dominio
variavel Unico de imunoglobulina C-terminal da) referida
proteina, polipeptideo, composto, construcdo tem uma extenséo
C-terminal (X)n (como adicionalmente descrito aqui) na sua
extremidade C-terminal; e/ou

- guando tem um dominio variavel unico de
imunoglobulina na sua extremidade C-terminal, entdo pelo menos
o referido dominio varidvel tGnico de imunoglobulina C-terminal
contém uma ou mais mutacdes que reduzem a ligacdo de anticorpos
preexistentes (tal como adicionalmente descrito aqui); e/ou

- guando tem um dominio variavel unico de
imunoglobulina na sua extremidade N-terminal, entdo (o dominio
variadvel unico de imunoglobulina N-terminal da) a referida
proteina, polipeptideo, composto, construcdo preferivelmente
contém um D na posicdo 1; e/ou

- em gque os ditos dominios variaveis Unicos de
imunoglobulina, cuja proteina, polipeptideo ou outro composto
também podem ter dominio varidvel tGnico de imunoglobulina na

sua extremidade N-terminal, em cujo caso a referida extremidade

Peticdo 870190066835, de 15/07/2019, pag. 217/236



7/8

de dominio wvariavel uUnico de imunoglobulina N-terminal tem
preferencialmente um D ou um EL1D na posicdo 1; e/ou

— preferencialmente, essencialmente, todos os dominios
varidveis TUnicos de imunoglobulina presentes na referida
proteina, polipeptideo, composto, construcdoc contém uma ou
mais mutacdes que reduzem a ligacéo de anticorpos
preexistentes.

18. Composicdo farmacéutica, CARACTERIZADA pelo fato
de compreender uma proteina, polipeptideo ou cutra construcéo,
composto, molécula ou entidade quimica conforme definidos em
qualgquer uma das reivindicacgdes de 13 a 17.

19. Acido nucleico CARACTERIZADO pelo fato de gque
codifica a sequéncia de aminodcidos conforme definida em
gualgquer uma das reivindicag¢des de 1 a 12 ou o composto ou
polipeptideo conforme definidos em gualquer uma das
reivindicacdes de 13 a 17, opcionalmente incluem uma construcdo
genética.

20. Célula hospedeira ou hospedeira CARACTERIZADA pelo
fato de que contém o &cido nucleico e/ou que expressa a
sequéncia de aminoacidos conforme definida em gqualguer uma
das reivindicacbes de 1 a 12 ou o composto ou polipeptideo
conforme definidos em qualquer uma das reivindicacdes de 13 a
17.

21. Método para preparar a sequéncia de aminodcidos
conforme definida em qualquer uma das reivindicacdes de 1 a 12

ou o composto ou polipeptideo de conforme definidos em qualquer
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uma das reivindicagbes de 13 a 17, o referido método sendo
CARACTERIZADO por compreender a cultura ou manutengdo de uma
célula hospedeira conforme definida na reivindicacdo 20 sob
condicdes tais que a referida célula hospedeira produza ou
expresse a sequéncia de aminocadcidos conforme definida em
gualgquer uma das reivindicacgdes de 1 a 12 ou o composto ou
polipeptideo conforme definidos em gualquer uma das
reivindicagdes de 13 a 17, e opcionalmente compreendendo
adicionalmente 1isolar a sequéncia de aminodcidos conforme
definida em qualquer uma das reivindicagdes de 1 a 12 ou o
composto ou polipeptideo conforme definidos em qualgquer uma
das reivindicacdes de 13 a 17 assim produzido.

22. Composto ou polipeptideo conforme definido em
gqualgquer uma das reivindicacgdes de 13 a 17, CARACTERIZADOS por
serem utilizados em um método para prevencdo e/ou tratamento
de pelo menos uma doenca ou disturbio gue pode ser prevenido
ou tratado pela utilizacdo de um composto ou polipeptideo
conforme definidos em qualquer uma das reivindicagdes de 13 a

17.
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Numeracio de acordo

com

Numeracio de acordo

Numeracio de acordo

com com Aho IMGT
according to Kabat
VH) Chothia (VH)
11 11 12 12
14 14 15 15
41 41 48 46
42 42 49 47
87 87 101 99
89 89 103 101
108 108 144
110 110 146
112 112 148

Fonte: http://www.bioc.uzh.ch/plueckthun/antibody/Numbering/NumFrame.html
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SEQ
D
NO

Descricao

Sequéncia

1

Referéncia

EVQLVESGGGLVQPGNSLRLSCAASGFTFSSFGMSWV
RQAPGKGLEWYVSSISGSGSDTLYADSVKGRFTISRDNA
KTTLYLOMNSLRPEDTAVYYCTIGGSLSRSSQGTLVTV
SS

Referéncia

EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFRSFGMSWV
RQAPGKGPEWVSSISGSGSDTLY ADSVKGRFTISRDNS
KNTLYLOQMNSLRPEDTAVYYCTIGGSLSRSSQGTLVTV
SS

3 CDRI1 (Kabat) |SFGMS
4 CDR2 (Kabat) |SISGSGSDTLYADSVKG
5 CDR3 GGSLSR
(Kabat/Abm)
6 CDR1 (Abm) GFTFRSFGMS
7 CDR2 (Abm) SISGSGSDTL
8 CDR3 GGSLSR
(Kabat/Abm)
9 CDRI1 (Kabat) |TYVMG
10 CDR2 (Kabat) AISQNSIHTYYANSVKG
11 CDR2 (Kabat)) | AISQNSIHTYYADSVKG
12 CDR1 (Abm) GGTFSTYVMG
13 CDR2 (Abm) AISQNSIHTY
14 CDR3 SRFTSWYTADYEYDY
(Kabat/Abm)
15 Sequéncia C- VTVSS
terminal
16 Ligante 15GS GGGGSGGGGSGGGGS

17

Ligante 35 GS

GGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGS
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Figura 2 (continuacio)

3/15

SEQ
ID
NO

Descricao

Sequéncia

18

Invencao

EVQLVESGGGLVQTGDSLRLSCAASGGTFSTYVMGWF
RQAPGKEREFVSAISQNSIHTY YANSVKGRFTISRDND
KNTVYLQLNSLKPEDTAVYYCAASRFTSWYTADYEY
DYWGQGTLVTVSS

19

Invencao

EVQLVESGGGVVQPGDSLRLSCAASGGTFSTYVMGWF
RQAPGKEREFVSAISQNSIHTY YANSVKGRFTISRDNSK
NTVYLQLNSLRPEDTALYYCAASRFTSWYTADYEYDY
WGQGTLVTVSS

20

Invencao

EVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGGTFSTYVMGWF
RQAPGKEREFVSAISQNSIHTY YADSVKGRFTISRDNSK
NTVYLQLNSLRPEDTALYYCAASRFTSWYTADYEYDY
WGQGTLVTVSS

21

Invencao

EVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGGTFSTYVMGWF
RQAPGKEREFVSAISQNSIHTY YANSVKGRFTISRDNSK
NTVYLOMNSLRPEDTALYYCAASRFTSWYTADYEYD
YWGQGTLVTVSS

22

Invencao

EVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGGTFSTYVMGWF
RQAPGKEREFVSAISQNSIHTY YADSVKGRFTISRDNSK
NTVYLOMNSLRPEDTALYYCAASRFTSWYTADYEYD
YWGQGTLVTVSS

23

Invencao

EVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGGTFSTYVMGWF
RQAPGKEREFVAAISQONSIHTYYANSVKGRFTISRDNS
KNTVYLQLNSLRPEDTALYYCAASRFTSWYTADYEYD
YWGQGTLVTVSS

24

Invencao

EVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGGTFSTYVMGWF
RQAPGKEREFVAAISQNSIHTYYADSVKGRFTISRDNS
KNTVYLQLNSLRPEDTALYYCAASRFTSWYTADYEYD
YWGQGTLVTVSS

25

Invencao

EVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGGTFSTYVMGWF
RQAPGKEREFVAAISQONSIHTYYANSVKGRFTISRDNS
KNTVYLOMNSLRPEDTALYYCAASRFITSWYTADYEY
DYWGQGTLVTVSS

26

Invencao

EVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGGTFSTYVMGWF
RQAPGKEREFVAAISQNSIHTYYADSVKGRFTISRDNS
KNTVYLOMNSLRPEDTALYYCAASRFITSWYTADYEY
DYWGQGTLVTVSS
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Figura 2 (continuacio)
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SEQ
ID
NO

Descricao

Sequéncia

27

Invencao

EVQLVESGGGLVQTGDSLRLSCAASGGTFSTYVMGWF
RQAPGKEREFVSAISQNSIHTY YANSVKGRFTISRDND
KNTVYLQLNSLKPEDTAVYYCAASRFTSWYTADYEY
DYWGQGTLVTVSSA

28

Invencao

EVQLVESGGGVVQPGDSLRLSCAASGGTFSTYVMGWF
RQAPGKEREFVSAISQNSIHTY YANSVKGRFTISRDNSK
NTVYLQLNSLRPEDTALYYCAASRFTSWYTADYEYDY
WGQGTLVTVSSA

29

Invencao

EVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGGTFSTYVMGWF
RQAPGKEREFVSAISQNSIHTY YADSVKGRFTISRDNSK
NTVYLQLNSLRPEDTALYYCAASRFTSWYTADYEYDY
WGQGTLVTVSSA

30

Invencao

EVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGGTFSTYVMGWF
RQAPGKEREFVSAISQNSIHTY YANSVKGRFTISRDNSK
NTVYLOMNSLRPEDTALYYCAASRFTSWYTADYEYD
YWGQGTLVTVSSA

31

Invencao

EVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGGTFSTYVMGWF
RQAPGKEREFVSAISQNSIHTY YADSVKGRFTISRDNSK
NTVYLOMNSLRPEDTALYYCAASRFTSWYTADYEYD
YWGQGTLVTVSSA

32

Invencao

EVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGGTFSTYVMGWF
RQAPGKEREFVAAISQONSIHTYYANSVKGRFTISRDNS
KNTVYLQLNSLRPEDTALYYCAASRFTSWYTADYEYD
YWGQGTLVTVSSA

33

Invencao

EVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGGTFSTYVMGWF
RQAPGKEREFVAAISQNSIHTYYADSVKGRFTISRDNS
KNTVYLQLNSLRPEDTALYYCAASRFTSWYTADYEYD
YWGQGTLVTVSSA

34

Invencao

EVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGGTFSTYVMGWF
RQAPGKEREFVAAISQONSIHTYYANSVKGRFTISRDNS
KNTVYLOMNSLRPEDTALYYCAASRFITSWYTADYEY
DYWGQGTLVTVSSA

35

Invencao

EVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGGTFSTYVMGWF
RQAPGKEREFVAAISQNSIHTYYADSVKGRFTISRDNS
KNTVYLOMNSLRPEDTALYYCAASRFITSWYTADYEY
DYWGQGTLVTVSSA
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Figura 2 (continuacio)

5/15

SEQ
ID
NO

Descricao

Sequéncia

36

Invencao

DVQLVESGGGLVQTGDSLRLSCAASGGTFSTYVMGWF
RQAPGKEREFVSAISQNSIHTY YANSVKGRFTISRDND
KNTVYLQLNSLKPEDTAVYYCAASRFTSWYTADYEY
DYWGQGTLVTVSS

37

Invencao

DVQLVESGGGVVQPGDSLRLSCAASGGTFSTYVMGW

FRQAPGKEREFVSAISQNSIHTYYANSVKGRFTISRDNS
KNTVYLQLNSLRPEDTALYYCAASRFTSWYTADYEYD
YWGQGTLVTVSS

38

Invencao

DVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGGTFSTYVMGW

FRQAPGKEREFVSAISQNSIHTYYADSVKGRFTISRDNS
KNTVYLQLNSLRPEDTALYYCAASRFTSWYTADYEYD
YWGQGTLVTVSS

39

Invencao

DVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGGTFSTYVMGW
FRQAPGKEREFVSAISQNSIHTYYANSVKGRFTISRDNS
KNTVYLOMNSLRPEDTALYYCAASRFITSWYTADYEY
DYWGQGTLVTVSS

40

Invencao

DVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGGTFSTYVMGW
FRQAPGKEREFVSAISQNSIHTYYADSVKGRFTISRDNS
KNTVYLOMNSLRPEDTALYYCAASRFITSWYTADYEY
DYWGQGTLVTVSS

41

Invencao

DVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGGTFSTYVMGW
FRQAPGKEREFVAAISQNSIHTY YANSVKGRFTISRDNS
KNTVYLQLNSLRPEDTALYYCAASRFTSWYTADYEYD
YWGQGTLVTVSS

42

Invencao

DVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGGTFSTYVMGW
FRQAPGKEREFVAAISQNSIHTY YADSVKGRFTISRDNS
KNTVYLQLNSLRPEDTALYYCAASRFTSWYTADYEYD
YWGQGTLVTVSS

43

Invencao

DVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGGTFSTYVMGW
FRQAPGKEREFVAAISQNSIHTY YANSVKGRFTISRDNS
KNTVYLOMNSLRPEDTALYYCAASRFITSWYTADYEY
DYWGQGTLVTVSS

44

Invencao

DVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGGTFSTYVMGW
FRQAPGKEREFVAAISQNSIHTY YADSVKGRFTISRDNS
KNTVYLOMNSLRPEDTALYYCAASRFITSWYTADYEY
DYWGQGTLVTVSS
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Figura 2 (continuaco)

SEQ Descricao Sequéncia
ID
NO
45 anti-HER2- EVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCAASGITESINTMGWY
Nanocorpo RQAPGKQRELVALISSIGDTYYADSVKGRFTISRDNAK

NTVYLOMNSLKPEDTAVYYCKRFRTAAQGTDYWGQG
TLVTVSS

46

Composto da
Invencao

DVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCAASGITFSINTMGWY
RQAPGKQRELVALISSIGDTYYADSVKGRFTISRDNAK
NTVYLOMNSLKPEDTAVYYCKRFRTAAQGTDYWGQG
TLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGG
SGGGGSEVQLVESGGGVVQPGDSLRLSCAASGGTEST
YVMGWFRQAPGKEREFVSAISQNSIHTYYANSVKGRF
TISRDNSKNTVYLQLNSLRPEDTALYYCAASRFTSWYT
ADYEYDYWGQGTLVTVSSA

47

Composto da
Invencao

DVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCAASGITFSINTMGWY
RQAPGKQRELVALISSIGDTYYADSVKGRFTISRDNAK
NTVYLOMNSLKPEDTAVYYCKRFRTAAQGTDYWGQG
TLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSEVQLVESGGGVVQPG
DSLRLSCAASGGTFSTY VMGWFRQAPGKEREFVSAISQ
NSIHTYYANSVKGRFTISRDNSKNTVYLQLNSLRPEDT
ALYYCAASRFTSWYTADYEYDYWGQGTLVTVSSA

48

Composto da
Invencao

DVQLVESGGGVVQPGDSLRLSCAASGGTFESTYVMGW

FRQAPGKEREFVSAISQNSIHTYYANSVKGRFTISRDNS
KNTVYLQLNSLRPEDTALYYCAASRFTSWYTADYEYD
YWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSEVQLVESGG
GLVQAGGSLRLSCAASGITFSINTMGWYRQAPGKQRE

LVALISSIGDTYYADSVKGRFTISRDNAKNTVYLQMNS
LKPEDTAVYYCKRFRTAAQGTDYWGQGTLVTVSSA

49

Composto da
Invencao

DVQLVESGGGVVQPGDSLRLSCAASGGTESTY VMGW

FRQAPGKEREFVSAISQNSIHTYYANSVKGRFTISRDNS
KNTVYLQLNSLRPEDTALYYCAASRFTSWYTADYEYD
YWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGG
SGGGGSGGGGSEVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCAASG
ITFSINTMGW YRQAPGKQRELVALISSIGDTYYADSVK

GRFTISRDNAKNTVYLQMNSLKPEDTAVYYCKRFRTA

AQGTDYWGQGTLVTVSSA
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Figura 2 (continuaco)

SEQ
D
NO

Descricao

Sequéncia

50

Composto da
Invencao

DVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCAASGITFSINTMGWY
RQAPGKQRELVALISSIGDTYYADSVKGRFTISRDNAK
NTVYLOMNSLKPEDTAVYYCKRFRTAAQGTDYWGQG
TLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGG
SGGGGSEVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCAASGITFSIN
TMGWYRQAPGKQRELVALISSIGDTYYADSVKGRFTIS
RDNAKNTVYLQMNSLKPEDTAVYYCKRFRTAAQGTD
YWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGG
SGGGGSGGGGSEVQLVESGGGVVQPGDSLRLSCAASG
GTFSTYVMGWFRQAPGKEREFVSAISQNSIHTYYANSV
KGRFTISRDNSKNTVYLQLNSLRPEDTALYYCAASRFT
SWYTADYEYDYWGQGTLVTVSSA

51

Composto da
Invencao

DVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCAASGITFSINTMGWY
RQAPGKQRELVALISSIGDTYYADSVKGRFTISRDNAK
NTVYLOMNSLKPEDTAVYYCKRFRTAAQGTDYWGQG
TLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGG
SGGGGSEVQLVESGGGVVQPGDSLRLSCAASGGTEST
YVMGWFRQAPGKEREFVSAISQNSIHTYYANSVKGRF
TISRDNSKNTVYLQLNSLRPEDTALYYCAASRFTSWYT
ADYEYDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGG
GSGGGGSGGGGSGGGGSEVQLVESGGGLVQAGGSLR
LSCAASGITFSINTMGWYRQAPGKQRELVALISSIGDTY
YADSVKGRFTISRDNAKNTVYLQMNSLKPEDTAVYYC
KRFRTAAQGTDYWGQGTLVTVSSA

52

Composto da
Invencao

DVQLVESGGGVVQPGDSLRLSCAASGGTFESTYVMGW
FRQAPGKEREFVSAISQNSIHTYYANSVKGRFTISRDNS
KNTVYLQLNSLRPEDTALYYCAASRFTSWYTADYEYD
YWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGG
SGGGGSGGGGSEVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCAASG
ITFSINTMGWYRQAPGKQRELVALISSIGDTYYADSVK
GRFTISRDNAKNTVYLQMNSLKPEDTAVYYCKRFRTA
AQGTDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGG
SGGGGSGGGGSGGGGSEVQLVESGGGLVQAGGSLRLS
CAASGITFSINTMGWYRQAPGKQRELVALISSIGDTYY
ADSVKGRFTISRDNAKNTVYLQMNSLKPEDTAVYYCK
RFRTAAQGTDYWGQGTLVTVSSA
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Figura 2 (continuaco)

SEQ Descricao Sequéncia
ID
NO
53 Composto da DVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCAASGRTFSSYAMGWEF
Invengdo RQAPGKEREFVAAISWSDGSTYYADSVKGRFTISRDNA

KNTVYLOMNSLRPEDTALYYCAADLTSTNPGSYIYIW
AYDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSG
GGGSGGGGSGGGGSEVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCA
ASGRTFSSYAMGWFRQAPGKEREFVAAISWSDGSTYY
ADSVKGRFTISRDNAKNTVYLQMNSLRPEDTALYYCA
ADLTSTNPGSYIYIWAYDYWGQGTLVTVSSGGGGSGG
GGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSEVQLVESG
GGVVQPGGSLRLSCAASGGTESTY VMGWFRQAPGKE
REFVSAISQNSIHTY YANSVKGRFTISRDNSKNTVYLQ
MNSLRPEDTALYYCAASRFTSWYTADYEYDYWGQGT
LVTVSS
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Figura 5 (Continuacio)
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Figura 5 (Continuacio)
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Figura 6
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RESUMO

LIGANTES DE ALBUMINA SERICA MELHORADOS

A presente invencdo se refere as sequéncias de
amincacidos que podem se ligar a albumina sérica. Em
particular, a presente invencdo se refere aos dominios
variadveis uUnicos de imunoglobulina e, em particular, dominios
variadveis Gnicos de imunoglobulina de cadeia pesada, que podem
se ligar a albumina sérica. Adicionalmente, a invencdo se
refere as proteinas, polipeptideos e outras construcgdes,
compostos, moléculas ou entidades gquimicas gque compreendem
pelo menos um dos dominios variaveis uUnicos de imunoglobulina

gue se ligam a albumina sérica que sdo agqui descritos.
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Este anexo apresenta o codigo de controle da listagem de sequéncias
biolbgicas.

Cédigo de Controle

Campo 1

953 0E 6 FA290B57ES>5

Campo 2

9 BB3AA9BS503339 6E

Qutras Informacdes:

- Nome do Arquivo: PCT_seq_ST25.TXT
- Data de Geracao do Cédigo: 15/07/2019
- Hora de Geracéo do Cadigo: 18:34:15
- Cdédigo de Controle:
- Campo 1. 9530E6FA290B57ES
- Campo 2: 9BB3AA9B5033396E
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