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Relatorio Descritivo da Patente de Invencdo para "POLI-
PEPTIDEO, SEU METODO DE FABRICACAO, CELULA HOSPE-
DEIRA BACTERIANA, DE LEVEDURA OU FUNGICA, COMPOSI-
CAO FARMACEUTICA, KIT DE DIAGNOSTICO, E METODO DE DI-
AGNOSTICO".

Dividido do BR112014021080-2, depositado em 25.02.2013
CAMPO DA INVENCAO

[001] A presente invencéao se refere a polipeptideos de ligacao de

CX3CR1, em particular polipeptideos os quais compreendem dominios
de imunoglobulina especificos. A invencdo também se refere a acidos
nucléicos codificando semelhantes polipeptideos; a métodos para pre-
parar semelhantes polipeptideos; a células hospedeiras expressando
ou capazes de expressar semelhantes polipeptideos; a composicdes
compreendendo semelhantes polipeptideos; e a utilizacdes de seme-
Ihantes polipeptideos ou semelhantes composi¢cdes, em particular para
fins profilaticos, terapéuticos e de diagndstico.

ANTECEDENTES DA INVENCAO

[002] A CX3CR1 é uma proteina de membrana integral acoplada

a proteina G, a qual é um receptor de quimniocina. E expressada pre-
dominantemente sobre tipos celulares tais como mondcitos, células
dendriticas e células T que tém sido associados com a iniciacdo e a
progressdo de placas ateroscleroticas. E hiperregulada em mondcitos
por lipideos oxidados e media a migracao destas células para dentro e
sobrevida dentro das placas. Seu unico ligante fractalcina (FKN) é ex-
pressado sobre a superficie de células endoteliais vasculares e mus-
culares lisas em lesdes onde modula a adeséo dos leudcitos. A frac-
talcina também é liberada na circulacéo por clivagem proteolitica onde
funciona como um agente quimiotético.

[003] Em seres humanos, foi demonstrado que uma variante de
CX3CR1 (V2491/T280M) com atividade reduzida esta associada com
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um menor risco de doenca cardiovascular (doenca cardiaca coronaria,
doenca cerebrovascular ou doenca vascular periférica) (McDermott,
2001; Circ Res 89:401), doenca das artérias coronarias (evidéncia an-
giografica de estenose) (McDermott, 2003; J. Clin. Invest. 111:1241), e
doenca oclusiva da artéria carétida (Ghilardi, 2004; Stroke 35:1276).
CX3CR1 colocalizou com fractalcina a qual apresentou aumentada
imunocoloracdo por anticorpos policlonais dentro de placas ateroscle-
réticas (Wong, 2002 Cardiovasc. Path. 11:332). N&o foi observada co-
lorac&o de fractalcina em regides arteriais nao de placas.

[004] Varios estudos genéticos independentes em camundongos
demonstraram um defeito benéfico da deficiéncia de CX3CR1 sobre a
aterosclerose. Foi vista uma reducdo na area de lesdo no arco aértico
e na aorta toracica bem como uma reducdo na acumulacdo de moné-
citos/macrofagos nas placas em duas cepas derivadas de modo inde-
pendente de camundongos CX3CR1”’ apoE’ alimentados uma dieta
de alto teor de gordura (Combadiere, 2003; Circulation, 107:1009,
Lesnik, 2003; J. Clin. Invest. 111:333).

[005] Isto mostra que CX3CR1 esta envolvida em doencas cardi-
ovasculares e que a modulacdo de sua atividade pode proporcionar
terapias promissoras. Portanto existe a necessidade de moléculas de
antagonistas contra CX3CR1 com propriedades farmacoldgicas bené-
ficas, as quais podem ser usadas como agentes terapéuticos para tra-
tar doencas, em particular doencas cardiovasculares em seres huma-
nos.

[006] Por conseguinte, um objetivo da presente invencédo é pro-
porcionar moléculas de antagonistas anti-CX3CR1, em particular mo-
léculas de antagonistas anti-CX3CR1, as quais tém alta afinidade de
ligacdo para CX3CR1.

[007] Um objetivo adicional da presente invencéo é proporcionar

moléculas de antagonistas anti-CX3CR1, as quais tém alta especifici-
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dade para CX3CR1.

[008] Um objetivo adicional da presente invencdo é proporcionar
antagonistas anti-CX3CR1, as quais tém potente atividade.

[009] Um objetivo adicional da presente invencéo é proporcionar
antagonistas anti-CX3CR1, as quais tém uma biodisponibilidade e uma
meia-vida favoraveis.

[0010] Um objetivo adicional da presente invencdo é proporcionar
antagonistas anti-CX3CR1, as quais tém propriedades biofisicas favo-
raveis.

[0011] Objetivos adicionais da presente invencdo incluem combi-
nacoes de qualquer um dos objetivos estipulados acima.

SUMARIO DA INVENCAO

[0012] A invencdo proporciona polipeptideos os quais ligam a

CX3CR1 humana e séo capazes de bloquear a ligacdo de fractalcina
humana a CX3CR1 humana. Em um aspecto, o polipeptideo é uma
imunoglobulina a qual compreende um dominio de ligacao antigénica o
qual compreende trés regides determinantes de complementaridade
CDR1, CDR2 e CDR3, em que a referida imunoglobulina liga a
CX3CR1 humana e é capaz de bloquear a ligacdo de fractalcina hu-
mana a CX3CR1 humana. Em um aspecto adicional, o polipeptideo
compreende um ou mais dominios variaveis unicos de imunoglobulina
anti-CX3CR1, em que o referido polipeptideo é capaz de bloquear a
ligacdo de fractalcina humana a CX3CR1 humana.
[0013] Em um aspecto, um polipeptideo da presente invencéo é
caracterizado por uma ou mais das seguintes propriedades:

eLiga com alta afinidade a CX3CR1 humana,;

eBloqueia a ligacdo de fractalcina soliuvel a CX3CR1 hu-
mana;

eInibe a quimiotaxia induzida pela fractalcina;

elnibe a internalizacdo de receptores de CX3CR1 humana
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induzida pela fractalcina;

[0014] Tem reacdo cruzada com CX3CR1 cyno dentro de 10 ve-
zes da E/ICso para CX3CR1 humana para ligacdo e inibi¢cao funcional.
[0015] Em um aspecto adicional, um polipeptideo da presente in-
vencdo compreende um dominio variavel anico de imunoglobulina anti-
CX3CR1 e compreende adicionalmente uma porgao de prolongamento
da meia-vida, por exemplo, uma porcao de ligacdo de albumina, uma
molécula de polietileno glicol ou um dominio de Fc. Em um aspecto
adicional, um polipeptideo da presente invencdo compreende dois ou
mais dominios varidveis Unicos de imunoglobulina anti-CX3CR1. Em
um aspecto, os dois dominios variaveis Unicos de imunoglobulina anti-
CX3CR1 sdo encadeados de modo covalente por um peptideo enca-
deador. Em um aspecto, os dois dominios variaveis Unicos de imuno-
globulina anti-CX3CR1 em um polipeptideo da presente invencdo tém
a mesma sequéncia de aminoacidos. Em outro aspecto, os dois domi-
nios variaveis Unicos de imunoglobulina anti-CX3CR1 em um polipep-
tideo da presente invencao tém sequéncias de aminoacidos diferentes.
Em um aspecto, um polipeptideo da presente invencdo compreende
dois dominios varidveis Unicos de imunoglobulina anti-CX3CR1 e
compreende adicionalmente uma porcdo de prolongamento da meia-
vida, por exemplo, uma porcéo de ligacdo de albumina, uma molécula
de polietileno glicol ou um dominio de Fc.

[0016] Em um aspecto, um polipeptideo da presente invencéo
compreende um primeiro dominio variavel Unico de imunoglobulina
anti-CX3CRL1 ligado de modo covalente a uma porcao de ligacéo de
albumina por um primeiro peptideo encadeador, em que a referida
porcado de ligacdo de albumina é adicionalmente ligada de modo cova-
lente a um segundo dominio variavel Unico de imunoglobulina anti-
CX3CR1 por um segundo peptideo encadeador.

[0017] Em um aspecto, um polipeptideo da presente invencgao
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compreende um dominio variavel Unico de imunoglobulina anti-
CX3CR1 ligado de modo covalente a um dominio de Fc por um pepti-
deo encadeador. Em um aspecto, semelhante polipeptideo compreen-
dendo um dominio variavel Unico de imunoglobulina anti-CX3CR1 li-
gado de modo covalente a um dominio de Fc por um peptideo enca-
deador é proporcionado como um dimero, por exemplo, através de
pontes de dissulfeto.

[0018] Os polipeptideos da presente invencédo sédo usados para a
prevencado, o tratamento, a mitigacdo e/ou o diagndstico de doencas,
distarbios ou condi¢cBes associados com CX3CR1, em particular doen-
cas cardiovasculares, tais como aterosclerose.

[0019] Em um aspecto adicional, a presente invengao proporciona:
[0020] Modalidade 1: Uma imunoglobulina a qual compreende um
dominio de ligacdo antigénica o qual compreende trés regides deter-
minantes de complementaridade CDR1, CDR2 e CDR3, em que a re-
ferida imunoglobulina liga & CX3CR1 humana e € capaz de bloquear a
ligagdo de fractalcina humana a CX3CR1 humana.

[0021] Modalidade 2: Um polipeptideo compreendendo um ou
mais dominios variaveis Unicos de imunoglobulina anti-CX3CR1, em
gue o referido polipeptideo é capaz de bloquear a ligacdo de fractalci-
na humana a CX3CR1 humana.

[0022] Modalidade 3: Um polipeptideo de acordo com a modalida-
de 2, em que o referido dominio variavel unico de imunoglobulina anti-
CX3CR1 consiste essencialmente em quatro regides de framework
(FR1, FR2, FR3 e FR4) e trés regides determinantes de complementa-
ridade (CDR1, CDR2 e CDR3).

[0023] Modalidade 4: Um polipeptideo de acordo com a modalida-
de 3, em que o referido dominio variavel Unico de imunoglobulina anti-
CX3CR1 tem a estrutura FR1 - CDR1 - FR2 - CDR2 - FR3 - CDR3 -
FRA4.

Peticio 870230015340, de 23/02/2023, pag. 12/186



6/166

[0024] Modalidade 5: Um polipeptideo de acordo com qualquer
uma das modalidades 2 a 4, em que o referido dominio variavel Unico
de imunoglobulina anti-CX3CR1 é um dominio de anticorpo.

[0025] Modalidade 6: Um polipeptideo de acordo com a modalida-
de 5, em que o referido dominio variavel Unico de imunoglobulina anti-
CX3CR1 é um VH, um VL, um VHH, um VH camelizado, ou um VHH
gue é otimizado para estabilidade, poténcia, fabricabilidade e/ou simi-
laridade para regides de framework humanas.

[0026] Modalidade 7: Um polipeptideo de acordo com qualquer
uma das modalidades 1 a 6, em que o referido polipeptideo tem uma
afinidade para CX3CR1 humana a:

[0027] uma EC50 de menos de ou iqual a 10 nM, menos de ou
iqual a 5 nM, menos de ou iqual a 2,5 nM ou menos de ou iqual a 1
nM, conforme determinado por FACS de ligacao celular; ou

[0028] uma IC50 de menos de ou iqual a 10 nM, menos de ou
iqual a 5 nM, menos de ou iqual a 2,5 nM ou menos de ou iqual a 1
nM, conforme determinado por FACS de competicao.

[0029] Modalidade 8: Um polipeptideo de acordo com qualquer
uma das modalidades 1 a 7, em que o referido polipeptideo bloqueia a
ligacdo de fractalcina humana a CX3CR1 humana a uma IC50 de me-
nos de ou iqual a 300 nM, ou menos de ou iqual a 100 nM, ou menos
de ou iqual a 20 nM, ou menos de ou iqual a 10 nM, ou menos de ou
iqual a 5 nM, ou menos de ou iqual a 2,5 nM ou menos de ou iqual a 1
nM.

[0030] Modalidade 9: Um polipeptideo de acordo com qualquer
uma das modalidades 1 a 8, em que o referido polipeptideo inibe a
guimiotaxia induzida pela fractalcina mediada pela CX3CR1 humana a
uma IC50 de menos de ou iqual a 500 nM, ou de menos de ou iqual a
100 nM, ou de menos de ou iqual a 75 nM, ou de menos de ou iqual a

50 nM, ou menos de ou iqual a 10 nM ou menos de ou iqual a 5 nM.
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[0031] Modalidade 10: Um polipeptideo de acordo com qualquer
uma das modalidades 1 a 9, em que o referido polipeptideo inibe a in-
ternalizagéo de fractalcina mediada pela CX3CR1 humana a uma IC50
de menos de ou iqual a 10 nM, ou menos de ou iqual a 5 nM ou ou
menos de ou iqual a 1 nM.

[0032] Modalidade 11: Um polipeptideo de acordo com qualquer
uma das modalidades 3 a 10, em que a referida CDR3 tem a sequén-
cia de aminoacidos de Asp-Xaal-Arg-Arg-Gly-Trp-Xaa2-Xaa3-Xaa4-
Xaa5 (SEQ ID NO: 197), em que:

[0033] - Xaal é Pro, Ala ou Gly;
[0034] - Xaa2 é Asp ou Asn;

[0035] - Xaa3 é Thr ou Ser;

[0036] - Xaa4 é Arg, Lys, Ala ou Gly; e
[0037] - Xaab é Tyr ou Phe.

[0038] Modalidade 12: Um polipeptideo de acordo com qualquer

uma das modalidades 3 a 11, em que:

[0039] a)

[0040] - Xaal é Pro, Ala ou Gly;

[0041] - Xaa2 é Asp ou Asn;

[0042] - Xaa3 é Thr;

[0043] - Xaa4 é Arg ou Lys; e

[0044] - Xaab é Tyr,

[0045] elou

[0046] b) em que a referida CDR3 € selecionada entre qualquer

uma de SEQ ID No's: 186 a 190.

[0047]Modalidade 13: Um polipeptideo de acordo com qualquer uma
das modalidades 3 a 12, em que a referida CDR3 tem a sequéncia de
aminoacidos de Asp-Pro-Arg-Arg-Gly-Trp-Asp-Thr-Arg-Tyr (SEQ ID
NO: 186).

[0048]Modalidade 14: Um polipeptideo de acordo com qualquer uma
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das modalidades 3 a 10, em que:

[0049] a referida CDR1:

[0050] tem a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 141,
[0051] tem uma sequéncia de aminoacidos que tem no minimo
80% de identidade de aminoacidos com a sequéncia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 141;

[0052] tem uma sequéncia de aminoacidos que tem 2, ou 1 dife-
renca de aminoacidos com a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 141, em que

[0053] - ha posicao 2 o S foi modificado para T, ou G;

[0054] - na posicéo 6 o S foi modificado para R;

[0055] - ha posicao 7 o N foi modificado para T; e/ou

[0056] - na posicédo 9 o M foi modificado para K; ou

[0057] d) tem uma sequéncia de aminoacidos selecionada entre

qgualquer uma de SEQ ID NO's: 141 a 145 e 213;

[0058] a referida CDR2:

[0059] tem a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 164;
[0060] tem uma sequéncia de aminoacidos que tem no minimo
70% de identidade de aminoacidos com a sequéncia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 164,

[0061] tem uma sequéncia de aminoacidos que tem 4, 3, 2, ou 1
diferenca de aminoacidos com a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 164, em que

[0062] - ha posicao 1 o G foi modificado para A, L, V ou S;
[0063] - na posicao 3 o N foi modificado para D, S, Q, Gou T,
[0064] - ha posicao 4 o S foi modificado para T, K, G ou P;
[0065] - na posicao 5 o V foi modificado para A;

[0066] - na posicao 6 o G foi modificado para D;

[0067] - na posicao 7 o | foi modificado para T, ou V;

[0068] - ha posicao 8 o T foi modificado para A; e/ou
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[0069] - ha posicao 9 o K foi modificado para R; ou

[0070] d) tem uma sequéncia de aminoacidos selecionada entre
gualgquer uma de SEQ ID NO's: 162 a 175 e 214 a 221; e

[0071] a referida CDR3:

[0072] tem a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 186;
[0073] tem uma sequéncia de aminoacidos que tem no minimo
70% de identidade de aminoacidos com a sequéncia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 186;

[0074] tem uma sequéncia de aminoacidos que tem 3, 2, ou 1 dife-
renca de aminoacidos com a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 186, em que

[0075] - ha posicao 2 o P foi modificado para A, ou G;

[0076] - na posicao 7 o D foi modificado para N; e/ou

[0077] - ha posicao 9 o R foi modificado para K; ou

[0078] d) tem uma sequéncia de aminoacidos selecionada entre

qualquer uma de SEQ ID NO's: 186 a 190.
[0079] Modalidade 15: Um polipeptideo de acordo com qualquer

uma das modalidades 3 a 10, em que

[0080] a referida CDR1 tem a sequéncia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 146;
[0081] ii) a referida CDR2 tem uma sequéncia de aminoacidos que

a) tem no minimo 90% de identidade de aminoacidos com a sequéncia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 176 ou b) tem a sequéncia de amino-
acidos de SEQ ID NO: 176 ou 177; e

[0082] a referida CDR3 tem a sequéncia de aminoacidos de SEQ
ID NO: 191.

[0083] Modalidade 16: Um polipeptideo de acordo com qualquer
uma das modalidades 3 a 10, em que

[0084] a referida CDR1:

[0085] tem a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 147; ou
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[0086] tem uma sequéncia de aminoacidos que tem 6, 5, 4, 3, 2,
ou 1 diferenga de aminoacidos com a sequéncia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 147, em que

[0087] - ha posicao 1 o G foi modificado para K, R, ou A;

[0088] - ha posi¢ao 2 o T foi modificado para |, P, Sou L;

[0089] - ha posicao 3 o | foi modificado para V, ou T;

[0090] - ha posi¢ao 4 o F foi modificado para L;

[0091] - na posicao 5 o S foi modificado para R, ou D;

[0092] - ha posicao 6 o N foi modificado para S, T, ou D; e/ou
[0093] - ha posicao 7 o N foi modificado para T, ou Y; ou

[0094] c) tem uma sequéncia de aminoacidos selecionada entre

gualgquer uma de SEQ ID NO's: 147 a 161,

[0095] i) a referida CDR2:

[0096] tem a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 179; ou
[0097] tem uma sequéncia de aminoacidos que tem 4, 3, 2, ou 1
diferenca de aminoacidos com a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 179, em que

[0098] - na posicao 3 o S foi modificado para T, ou G;

[0099] - ha posicao 4 o N foi modificado para S, ou |;

[00100] - na posicao 5 o S foi modificado para T;

[00101] - na posicao 6 o G foi modificado para Y; e/ou

[00102] - na posicao 8 o T foi modificado para A; ou

[00103] tem uma sequéncia de aminoacidos selecionada entre
qualquer uma de SEQ ID NO's: 178 a 185; e

[00104] iii) areferida CDR3:

[00105] tem a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 192; ou
[00106] tem uma sequéncia de aminoacidos que tem no minimo
80% de identidade de aminoacidos com a sequéncia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 192; ou

[00107] tem uma sequéncia de aminoacidos que tem 2, ou 1 dife-
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renca de aminoacidos com a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 192, em que

[00108] - na posicao 2 o A foi modificado para G;

[00109] - na posicao 8 o T foi modificado para S;

[00110] - na posicao 9 o A foi modificado para G; e/ou

[00111] - na posicao 10 oY foi modificado para F; ou

d) tem uma sequéncia de aminoacidos selecionada entre qualquer
uma de SEQ ID NO's: 192 a 196.

[00112] Modalidade 17: Um polipeptideo de acordo com a modali-
dade 3, em que as sequéncias de aminoacidos das referidas CDR1,
CDR2 e CDR3 séo estipuladas em:

[00113] - SEQ ID No: 141, 162 e 186, respectivamente; ou

[00114] - SEQ ID No: 141, 163 e 187, respectivamente; ou

[00115] - SEQ ID No: 141, 164 e 186, respectivamente; ou

[00116] - SEQ ID No: 141, 166 e 186, respectivamente; ou

[00117] - SEQID No: 141, 167 e 186, respectivamente; ou

[00118] - SEQID No: 141, 167 e 189, respectivamente; ou

[00119] - SEQ ID No: 141, 168 e 186, respectivamente; ou

[00120] - SEQID No: 141, 168 e 187, respectivamente; ou

[00121] - SEQ ID No: 141, 169 e 190, respectivamente; ou

[00122] - SEQID No: 141, 170 e 186, respectivamente; ou

[00123] - SEQ ID No: 141, 171 e 186, respectivamente; ou

[00124] - SEQID No: 141, 174 e 186, respectivamente; ou

[00125] - SEQID No: 141, 175 e 187, respectivamente; ou

[00126] - SEQ ID No: 142, 165 e 188, respectivamente; ou

[00127] - SEQ ID No: 142, 173 e 188, respectivamente; ou

[00128] - SEQ ID No: 143, 164 e 186, respectivamente; ou

[00129] - SEQID No: 144, 172 e 187, respectivamente; ou

[00130] - SEQ ID No: 145, 172 e 187, respectivamente; ou

[00131] - SEQID No: 141, 214 e 186, respectivamente; ou
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[00132] - SEQ ID No: 141, 215 e 186, respectivamente; ou

[00133] - SEQ ID No: 141, 216 e 186, respectivamente; ou

[00134] - SEQ ID No: 141, 217 e 186, respectivamente; ou

[00135] - SEQ ID No: 141, 218 e 186, respectivamente; ou

[00136] - SEQ ID No: 141, 219 e 186, respectivamente; ou

[00137] - SEQ ID No: 141, 220 e 186, respectivamente; ou

[00138] - SEQ ID No: 213, 221 e 186, respectivamente; ou

[00139] - SEQ ID No: 213, 214 e 186, respectivamente.

[00140] Modalidade 18: Um polipeptideo de acordo com a modali-
dade 3, em que as sequéncias de aminoacidos das referidas CDR1,
CDR2 e CDR3 séo estipuladas em:

[00141] - SEQ ID No: 146, 176 e 191, respectivamente; ou

[00142] - SEQ ID No: 146, 177 e 191, respectivamente.

[00143] Modalidade 19: Um polipeptideo de acordo com a modali-
dade 3, em que as sequéncias de aminoacidos das referidas CDR1,
CDR2 e CDR3 séao estipuladas em:

[00144] - SEQID No: 147, 178 e 192, respectivamente; ou

[00145] - SEQ ID No: 147, 179 e 192, respectivamente; ou

[00146] - SEQ ID No: 147, 179 e 194, respectivamente; ou

[00147] - SEQ ID No: 148, 179 e 193, respectivamente; ou

[00148] - SEQ ID No: 149, 179 e 192, respectivamente; ou

[00149] - SEQ ID No: 149, 180 e 192, respectivamente; ou

[00150] - SEQ ID No: 149, 181 e 192, respectivamente; ou

[00151] - SEQ ID No: 149, 183 e 192, respectivamente; ou

[00152] - SEQ ID No: 149, 185 e 192, respectivamente; ou

[00153] - SEQ ID No: 150, 179 e 194, respectivamente; ou

[00154] - SEQ ID No: 150, 182 e 194, respectivamente; ou

[00155] - SEQID No: 151, 179 e 193, respectivamente; ou

[00156] - SEQ ID No: 151, 182 e 194, respectivamente; ou

[00157] - SEQ ID No: 151, 184 e 196, respectivamente; ou
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[00158] - SEQ ID No: 152, 179 e 195, respectivamente; ou

[00159] - SEQ ID No: 153, 179 e 194, respectivamente; ou

[00160] - SEQ ID No: 154, 182 e 194, respectivamente; ou

[00161] - SEQ ID No: 155, 179 e 195, respectivamente; ou

[00162] - SEQ ID No: 156, 181 e 192, respectivamente; ou

[00163] - SEQ ID No: 157, 179 e 194, respectivamente; ou

[00164] - SEQ ID No: 158, 179 e 192, respectivamente; ou

[00165] - SEQ ID No: 159, 178 e 192, respectivamente; ou

[00166] - SEQ ID No: 160, 179 e 194, respectivamente; ou

[00167] - SEQ ID No: 161, 179 e 194, respectivamente.

[00168] Modalidade 20: Um polipeptideo de acordo com a modali-
dade 3, em que as sequéncias de aminoacidos das referidas CDR1,
CDR2 e CDR3 sao estipuladas em: SEQ ID NO's: 141, 164 e 186, res-
pectivamente, ou SEQ ID NO's: 141, 162 e 186, respectivamente.
[00169] Modalidade 21: Um polipeptideo de acordo com a modali-
dade 3, em que as sequéncias de aminoacidos das referidas CDR1,
CDR2 e CDR3 séo estipuladas em: SEQ ID NO's: 213, 214 e 186 res-
pectivamente, SEQ ID NO's: 213, 221 e 186 respectivamente, ou SEQ
ID NO's: 141, 162 e 186 respectivamente.

[00170] Modalidade 22: Um polipeptideo de acordo com qualquer
uma das modalidades 2 a 10, em que o referido dominio variavel Gnico
de imunoglobulina anti-CX3CR1 é um dominio VHH compreendendo a
sequéncia estipulada em:

[00171] a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3;

[00172] sequéncias de aminoacidos que tém no minimo 90% de
identidade de aminoacidos com as sequéncias de aminoacidos de
SEQ ID NO: 3;

[00173] sequéncias de aminoacidos que tém 11, 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4,
3, 2, ou 1 diferenca de aminoacidos com as sequéncias de aminoaci-
dos de SEQ ID NO: 3; ou
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[00174] uma sequéncia de aminoacidos de qualquer uma de SEQ
ID NO: 1a48, 121 a 140 ou 222 a 224.

[00175] Modalidade 23: Um polipeptideo de acordo com qualquer
uma das modalidades 2 a 10, em que o referido dominio variavel Unico
de imunoglobulina anti-CX3CR1 é um dominio VHH compreendendo a
sequéncia estipulada em:

[00176] a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 49;

[00177] uma sequéncia de aminoacidos que tem no minimo 95% de
identidade de aminoacidos com as sequéncias de aminoéacidos de
SEQ ID NO: 49;

[00178] uma sequéncia de aminoacidos que tem 5, 4, 3, 2, ou 1 di-
ferenca de aminoacidos com as sequéncias de aminoacidos de SEQ
ID NO: 49; ou

[00179] uma sequéncia de aminoacidos de qualquer uma de SEQ
ID NO: 49 a 52.

[00180] Modalidade 24: Um polipeptideo de acordo com qualquer
uma das modalidades 2 a 10, em que o referido dominio variavel Unico
de imunoglobulina anti-CX3CR1 é um dominio VHH compreendendo a
sequéncia estipulada em:

[00181] a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 67;

[00182] uma sequéncia de aminoacidos que tem no minimo 90% de
identidade de aminoacidos com as sequéncias de aminoacidos de
SEQ ID NO: 67,

[00183] uma sequéncia de aminoacidos que tem 12, 11, 10, 9, 8, 7,
6, 5, 4, 3, 2, ou 1 diferenca de aminoacidos com as sequéncias de
aminoacidos de SEQ ID NO: 67; ou

[00184] uma sequéncia de aminoacidos de qualquer uma de SEQ
ID NO: 53 a 120.

[00185] Modalidade 25: Um polipeptideo de acordo com a modali-

dade 2, em que o referido dominio variavel Uunico de imunoglobulina
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anti-CX3CR1 compreende a sequéncia estipulada em SEQ ID NO: 1
ou SEQ ID NO: 3.

[00186] Modalidade 26: Um polipeptideo de acordo com a modali-
dade 2, em que o referido dominio variavel unico de imunoglobulina
anti-CX3CR1 compreende a sequéncia estipulada em qualquer uma
de SEQ ID NO: 121 a 140 ou SEQ ID NO: 222 a 224.

[00187] Modalidade 27: Um polipeptideo de acordo com qualquer
uma das modalidades acima, o qual € humanizado e/ou otimizado pa-
ra estabilidade, poténcia, fabricabilidade e/ou similaridade para regides
de framework humanas.

[00188] Modalidade 28: Um polipeptideo de acordo com a modali-
dade 27, o qual é humanizado e/ou tem otimizacdo de sequéncia em
uma ou mais das seguintes posi¢cdes (de acordo com numeracao Ka-
bat): 1, 11, 14, 16, 74, 83, 108.

[00189] Modalidade 29: Um polipeptideo de acordo com a modali-
dade 28, compreendendo uma ou mais das seguintes mutacdes: E1D,
S11L, Al14P, E16G, A74S, K83R, Q108L.

[00190] Modalidade 30: Um polipeptideo de acordo com qualquer
uma das modalidades 3 a 29, no qual:

[00191] FR1 é selecionado entre SEQ ID NO's: 198 a 204;

[00192] i) FR2 é selecionado entre SEQ ID NO's: 205 a 208;
[00193] iii) FR3 é selecionado entre SEQ ID NO's: 209 a 210; e/ou
[00194] FR4 é selecionado entre SEQ ID NO's: 211 a 212.

[00195] Modalidade 31: Um polipeptideo de acordo com qualquer
uma das modalidades 3 a 30, o qual € humanizado e/ou tem otimiza-
cao de sequéncia em uma ou mais das seguintes posi¢coes (de acordo
com numeracao Kabat): 52, 53.

[00196] Modalidade 32: Um polipeptideo de acordo com a modali-
dade 31, compreendendo uma ou mais das seguintes mutacoes:
N52S, S53T.
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[00197] Modalidade 33: Um polipeptideo de acordo com qualquer
uma das modalidades 3 a 32, no qual CDR2 ¢é selecionada entre SEQ
ID NO's: 214 a 221.

[00198] Modalidade 34: Um polipeptideo de acordo com qualquer
uma das modalidades 2-33, em que o referido dominio variavel Unico
de imunoglobulina anti-CX3CR1 compreende a sequéncia estipulada
em qualquer uma de SEQ ID NO's: 138 a 140 ou 222 a 224.

[00199] Modalidade 35: Um polipeptideo de acordo com qualquer
uma das modalidades 22 a 26, em que o referido dominio VHH consis-
te em qualquer uma das referidas sequéncias de aminoacidos.

[00200] Modalidade 36: Um polipeptideo de acordo com qualquer
uma das modalidades 2 a 35, em que o referido dominio variavel Gnico
de imunoglobulina blogueia a ligacdo de no minimo um dos dominios
variaveis Unicos de imunoglobulina de SEQ ID NO's: 1 a 120, 121 a
140 e 222 a 224 a CX3CR1.

[00201] Modalidade 37: Um polipeptideo de acordo com qualquer
uma das modalidades 2 a 35, em que o referido dominio variavel Unico
de imunoglobulina é bloqueado de *ligacdo a CX3CR1 por no minimo
uma das sequéncias de aminoacidos de SEQ ID NO's: 1 a 120, 121 a
140 e 222 a 224.

[00202] Modalidade 38: Um polipeptideo de acordo com qualquer
uma das modalidades 2 a 37, em que o polipeptideo compreende adi-
cionalmente uma porcéo de prolongamento da meia-vida.

[00203] Modalidade 39: Um polipeptideo de acordo com a modali-
dade 38, em que a referida porcdo de prolongamento da meia-vida €
ligada de modo covalente ao referido polipeptideo e é selecionada en-
tre o grupo consistindo em uma porcao de ligacdo de albumina, tal
como um dominio de imunoglobulina anti-alboumina, uma porcdo de
ligacdo de transferrina, tal como um dominio de imunoglobulina anti-

transferrina, uma molécula de polietileno glicol, uma molécula de polie-
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tileno glicol recombinante, albumina sérica humana, um fragmento de
albumina sérica humana, um peptideo de ligacdo de albumina ou um
dominio de Fc.

[00204] Modalidade 40: Um polipeptideo de acordo com a modali-
dade 38 ou 39, em que a referida por¢céo de prolongamento da meia-
vida consiste em um dominio variavel Unico de imunoglobulina anti-
albumina.

[00205] Modalidade 41: Um polipeptideo de acordo com a modali-
dade 40, em que o dominio variavel Unico de imunoglobulina é seleci-
onado entre um dominio VHH, um dominio VHH humanizado, um do-
minio VH camelizado, um anticorpo de dominio, um anticorpo de do-
minio Unico e/ou "dAb"s.

[00206] Modalidade 42: Um polipeptideo de acordo com a modali-
dade 41, em que o dominio variavel Unico de imunoglobulina anti-
albumina é selecionado entre SEQ ID NO's: 230 a 232.

[00207] Modalidade 43: Um polipeptideo de acordo com qualquer
uma das modalidades 2 a 39, em que o referido polipeptideo € ligado a
uma porcao Fc (tal como um Fc humano, por exemplo, conforme esti-
pulado em SEQ ID NO: 252), opcionalmente através de um encadea-
dor adequado ou uma regiao de articulacéo.

[00208] Modalidade 44: Um polipeptideo de acordo com qualquer
uma das modalidades 2 a 39, em que o referido polipeptideo é ligado
adicionalmente a um ou mais dominios constantes (por exemplo, 2 ou
3 dominios constantes que podem ser usados como parte de/para
formar uma porcéo Fc), a uma porcado Fc e/ou a uma ou mais partes
de anticorpo, fragmentos ou dominios que conferem uma ou mais fun-
cOes efetoras ao polipeptideo da invencdo e/ou podem conferir a ca-
pacidade para ligar a um ou mais receptores de Fc, opcionalmente
através de um encadeador adequado ou uma regido de articulacao.

[00209] Modalidade 45: Um polipeptideo de acordo com qualquer
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uma das modalidades 2 a 37, em que o referido polipeptideo compre-
ende adicionalmente um segundo dominio variavel Gnico de imunoglo-
bulina, preferencialmente um segundo dominio variavel Unico de imu-
noglobulina anti-CX3CRL1.

[00210] Modalidade 46: Um polipeptideo de acordo com a modali-
dade 45, em que o referido primeiro e o referido segundo dominios va-
riaveis Unicos de imunoglobulina sdo encadeados de modo covalente
por um peptideo encadeador.

[00211] Modalidade 47: Um polipeptideo de acordo com a modali-
dade 45 ou 46, em que os referidos segundos dominios variaveis uni-
cos de imunoglobulina essencialmente consistem em quatro regides
de framework (FR1 a FR4) e trés regides determinantes de comple-
mentaridade (CDR1 a CDR3).

[00212] Modalidade 48: Um polipeptideo de acordo com qualquer
uma das modalidades 45 a 47, em que o referido primeiro e o referido
segundo dominios variaveis unicos de imunoglobulina sdo dominios de
anticorpo.

[00213] Modalidade 49: Um polipeptideo de acordo com qualquer
uma das modalidades 45 a 48, em que os referidos primeiro e segun-
do dominios variaveis unicos de imunoglobulina sdo um VH, um VL,
um VHH, um VH camelizado, ou um VHH que é otimizado para estabi-
lidade, poténcia, fabricabilidade e/ou similaridade para regides de fra-
mework humanas.

[00214] Modalidade 50: Um polipeptideo de acordo com qualquer
uma das modalidades 45 a 49, em que as referidas CDR1 a CDR3 do
referido dominio variavel unico de imunoglobulina séo estipuladas em
gualguer uma das modalidades 11 a 21.

[00215] Modalidade 51: Um polipeptideo de acordo com qualquer
uma das modalidades 45 a 50, em que o referido primeiro e o referido

segundo dominios variaveis unicos de imunoglobulina compreendem a
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mesma CDR3.

[00216] Modalidade 52: Um polipeptideo de acordo com a modali-
dade 51, em que a referida CDR3 é estipulado em qualquer uma das
modalidades 11 a 13.

[00217] Modalidade 53: Um polipeptideo de acordo com qualquer
uma das modalidades 45 a 53, em que o referido primeiro e o referido
segundo dominios varidveis Unicos de imunoglobulina compreendem
as mesmas CDR1, CDR2 e CDR3.

[00218] Modalidade 54: Um polipeptideo de acordo com a modali-
dade 53, em que as referidas CDR1 a CDR3 sao estipulados em qual-
guer uma das modalidades 11 a 21.

[00219] Modalidade 55: Um polipeptideo de acordo com qualquer
uma das modalidades 45 a 54, em que o referido primeiro e o referido
segundo dominios varidveis Unicos de imunoglobulina compreendem o
mesmo dominio VHH.

[00220] Modalidade 56: Um polipeptideo de acordo com qualquer
uma das modalidades 45 a 55, em que o referido dominio VHH é esti-
pulado em qualquer uma das modalidades 22 a 37.

[00221] Modalidade 57: Um polipeptideo compreendendo um pri-
meiro dominio variavel unico de imunoglobulina o qual compreende a
CDR1, a CDR2 e a CDRS3 estipuladas em SEQ ID NO's: 141, 164 e
186 ou SEQ ID NO's: 141, 162 e 186 e um segundo dominio variavel
anico de imunoglobulina conforme estipulado em qualquer uma das
modalidades 2 a 37.

[00222] Um polipeptideo semelhante pode em particular ser um po-
lipeptideo de acordo com qualquer uma das modalidades 45 a 56.
[00223] Modalidade 58: Um polipeptideo de acordo com a modali-
dade 57, em que o referido primeiro dominio variavel Unico de imuno-
globulina compreende a CDR1, a CDR2 e a CDR3 estipuladas em
SEQ ID NO's: 213, 214 e 186, SEQ ID NO's: 213, 221 e 186 ou SEQ
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ID NO's: 141, 162 e 186.

[00224] Modalidade 59: Um polipeptideo de acordo com a modali-
dade 57 ou 58, em que o referido dominio variavel anico de imunoglo-
bulina compreende a CDR1, a CDR2 e a CDR3 estipuladas em SEQ
ID NO's: 141, 164 e 186 ou SEQ ID NO's: 141, 162 e 186.

[00225] Modalidade 60: Um polipeptideo de acordo com a modali-
dade 57 ou 58, em que o referido dominio varidvel unico de imunoglo-
bulina compreende a CDR1, a CDR2 e a CDR3 estipuladas em: SEQ
ID NO's: 213, 214 e 186, SEQ ID NO's: 213, 221 e 186 ou SEQ ID
NO's: 141, 162 e 186.

[00226] Modalidade 61: Um polipeptideo compreendendo um pri-
meiro dominio variavel Unico de imunoglobulina, em que o referido
primeiro dominio variavel Unico de imunoglobulina é um dominio VHH
compreendendo a sequéncia estipulada em SEQ ID NO: 1 ou SEQ ID
NO: 3 e um segundo dominio variavel Unico de imunoglobulina de
acordo com qualquer uma das modalidades 2 a 37.

[00227] Um polipeptideo semelhante pode em particular ser um po-
lipeptideo de acordo com qualquer uma das modalidades 45 a 60.
[00228] Modalidade 62: Um polipeptideo de acordo com a modali-
dade 61, em que o referido primeiro dominio variavel Unico de imuno-
globulina € um dominio VHH compreendendo a sequéncia estipulada
em qualquer uma de SEQ ID NO: 121 a 140 ou 222 a 224.

[00229] Modalidade 63: Um polipeptideo de acordo com a modali-
dade 61 ou 62, em que o referido dominio variavel anico de imunoglo-
bulina € um dominio VHH compreendendo a sequéncia estipulada em
SEQ ID NO: 1 ou SEQ ID NO: 3.

[00230] Modalidade 64: Um polipeptideo de acordo com a modali-
dade 63, em que o referido dominio variavel anico de imunoglobulina é
um dominio VHH compreendendo a sequéncia estipulada em qualquer
uma de SEQ ID NO: 121 a 140 ou 222 a 224.
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[00231] Modalidade 65: Um polipeptideo de acordo com qualquer
uma das modalidades 45 a 64, em que o polipeptideo compreende
adicionalmente uma porcao de prolongamento da meia-vida.

[00232] Modalidade 66: Um polipeptideo de acordo com a modali-
dade 65, em que a referida por¢cdo de prolongamento da meia-vida é
ligada de modo covalente ao referido polipeptideo e é selecionada en-
tre 0 grupo consistindo em uma porgdo de ligacdo de albumina, tal
como um dominio de imunoglobulina anti-alboumina, uma porcdo de
ligacdo de transferrina, tal como um dominio de imunoglobulina anti-
transferrina, uma molécula de polietileno glicol, uma molécula de polie-
tileno glicol recombinante, albumina sérica humana, um fragmento de
albumina sérica humana, um peptideo de ligacdo de albumina ou um
dominio de Fc.

[00233] Modalidade 67: Um polipeptideo de acordo com a modali-
dade 66, em que a referida porcdo de prolongamento da meia-vida
consiste em um dominio variavel Unico de imunoglobulina anti-
albumina.

[00234] Modalidade 68: Um polipeptideo de acordo com a modali-
dade 67, em que o dominio variavel Unico de imunoglobulina & seleci-
onado entre um dominio VHH, um dominio VHH humanizado, um do-
minio VH camelizado, um anticorpo de dominio, um anticorpo de do-
minio Unico e/ou "dAb'"s.

[00235] Modalidade 69: Um polipeptideo de acordo com a modali-
dade 68, em que o dominio variavel unico de imunoglobulina anti-
albumina é selecionado entre SEQ ID NO's: 230 a 232.

[00236] Modalidade 70: Um polipeptideo de acordo com qualquer
uma das modalidades 45 a 64, em que o referido polipeptideo € ligado
a uma porcéao Fc (tal como um Fc humano, por exemplo, conforme es-
tipulado em SEQ ID NO: 252), opcionalmente através de um encadea-

dor adequado ou uma regido de articulagao.
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[00237] Modalidade 71: Um polipeptideo de acordo com qualquer
uma das modalidades 45 a 66, em que o referido polipeptideo € ligado
adicionalmente a um ou mais dominios constantes (por exemplo, 2 ou
3 dominios constantes que podem ser usados como parte de/para
formar uma porcéo Fc), a uma porcdo Fc e/ou a uma ou mais partes
de anticorpo, fragmentos ou dominios que conferem uma ou mais fun-
cOes efetoras ao polipeptideo da invencédo e/ou podem conferir a ca-
pacidade para ligar a um ou mais receptores de Fc, opcionalmente
através de um encadeador adequado ou uma regido de articulagéo.
[00238] Modalidade 72: Um polipeptideo compreendendo a se-
guéncia de aminoacidos de qualquer uma de SEQ ID NO: 225 a 227.
[00239] Modalidade 73: Um polipeptideo compreendendo a se-
guéncia de aminoacidos de qualquer uma de SEQ ID NO: 249 ou 277
a 281.

[00240] Modalidade 74: Um polipeptideo compreendendo a se-
quéncia de aminoacidos de qualquer uma de SEQ ID NO: 257 a 262.
[00241] Modalidade 75: Um polipeptideo compreendendo a se-
guéncia de aminoacidos de qualquer uma de SEQ ID NO: 253 ou 254.
[00242] Modalidade 76: Um polipeptideo compreendendo a se-
guéncia de aminoacidos de qualquer uma de SEQ ID NO: 263 ou 266.
[00243] Modalidade 77: Um polipeptideo compreendendo a se-
guéncia de aminoéacidos de qualquer uma de SEQ ID NO: 267 a 276 e
282.

[00244] Modalidade 78: Uma molécula de acido nucléico compre-
endendo uma regido codificando um polipeptideo de acordo com qual-
quer uma das modalidades 1 a 77.

[00245] Modalidade 79: Um vetor de expressdao compreendendo
uma molécula de acido nucléico de acordo com a modalidade 78.
[00246] Modalidade 80: Uma célula hospedeira que carrega um ve-

tor de expressdo compreendendo uma molécula de acido nucléico, a

Peti¢c&o 870230015340, de 23/02/2023, pag. 29/186



23/166

referida molécula de acido nucléico compreendendo uma regiao codifi-
cando um polipeptideo de acordo com qualquer uma das modalidades
1 a 77, em que a referida célula hospedeira é capaz de expressar um
polipeptideo de acordo com qualquer uma das modalidades 1 a 77, e
em que a referida célula hospedeira é uma célula procariética ou uma
célula eucaridtica.

[00247] Modalidade 81: Uma composicao farmacéutica compreen-
dendo (i) como o ingrediente ativo, um ou mais polipeptideos de acor-
do com qualquer uma das modalidades 1 a 77, e (ii) um veiculo farma-
ceuticamente aceitavel, e opcionalmente (iii) um diluente, um excipien-
te, um adjuvante e/ou um estabilizante.

[00248] Modalidade 82: Um método de fabricar um polipeptideo de
acordo com qualquer uma das modalidades 1 a 77, compreendendo
as etapas de

[00249] - cultivar uma célula hospedeira sob condi¢bes que permi-
tem a expressao de um polipeptideo de acordo com qualquer uma das
modalidades 1 a 77,

[00250] em que a referida célula hospedeira que carrega um vetor
de expressao compreendendo uma molécula de &cido nucléico, a refe-
rida molécula de acido nucléico compreendendo uma regido codifican-
do um polipeptideo de acordo com qualquer uma das modalidades 1 a
77, e em que a referida célula hospedeira € uma célula procariética ou
uma célula eucaridtica;

[00251] - recuperar o referido polipeptideo; e

[00252] - purificar o referido polipeptideo.

[00253] Modalidade 83: Um meétodo de usar um polipeptideo de
acordo com qualquer uma das modalidades 1 a 77 para o tratamento,
a prevencao ou a mitigacdo de uma doencga, um disturbio ou uma con-
dicdo, em particular em um ser humano.

[00254] Modalidade 84: O método da modalidade 83, em que a re-
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ferida doenca, o referido disturbio ou a referida condi¢cdo € uma doen-
¢a, um disturbio ou uma condi¢do associada com CX3CR1.

[00255] Modalidade 85: O método da modalidade 83, em que a re-
ferida doenca, o referido disturbio ou a referida condicédo é ateroscle-
rose.

[00256] Modalidade 86: Uma composicdo farmacéutica injetavel
compreendendo o polipeptideo de acordo com qualquer uma das mo-
dalidades 1 a 77, a referida composi¢cao sendo adequada para injecéao
intravenosa ou subcutanea em um ser humano.

[00257] Modalidade 87: Um método para prevenir e/ou tratar uma
doenca ou um disturbio que é associado com CX3CR1, em que o refe-
rido método compreende administrar a um individuo que necessite do
mesmo uma quantidade farmaceuticamente ativa de no minimo um
polipeptideo de acordo com qualquer uma das modalidades 1 a 77.
[00258] Modalidade 88: Um método da modalidade 85, adicional-
mente compreendendo administrar um agente terapéutico adicional
selecionado entre o grupo consistindo em uma estatina, um antipla-
guetario, um anticoagulante, um antidiabético e um anti-hipertensivo.
[00259] Modalidade 89: Um método para inibir a ligacdo de
CX3CR1 a fractalcina em uma célula de mamifero, compreendendo
administrar a célula um polipeptideo de acordo com qualquer uma das
modalidades 1 a 77, por meio do qual € inibida a sinalizacdo mediada
pela fractalcina.

[00260] Modalidade 90: Um método para detectar e/ou quantificar
niveis de CX3CR1 em uma amostra biolégica contactando a amostra
com um polipeptideo de acordo com qualquer uma das modalidades 1
a 77 e detectando a ligacdo do polipeptideo com CX3CR1.

[00261] Modalidade 91: Um método para diagnosticar um disturbio
associado com CX3CR1 ou para determinar se um individuo tem um

risco aumentado de desenvolver um disturbio associado com
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CX3CR1, em que o método compreende contatar uma amostra biol6-
gica de um individuo com um polipeptideo de acordo com qualquer
uma das modalidades 1 a 77 e detectar a ligacdo do polipeptideo a
CX3CR1 para determinar a expressao ou concentracdo de CX3CR1.
[00262] Modalidade 92. Um polipeptideo de acordo com qualquer
uma das modalidades 1 a 77 para utilizacdo no tratamento, na preven-
¢do ou na mitigacdo de uma doenca, um distdrbio ou uma condicéo,
em um ser humano.

[00263] Modalidade 93. O polipeptideo para uso de acordo com a
modalidade 92, em que a doenca, o disturbio ou a condicdo é uma do-
enca, um disturbio ou uma condicédo associada com CX3CRL1.

[00264] Modalidade 94. O polipeptideo para uso de acordo com a
modalidade 92, em que a doenca, o disturbio ou a condicdo € selecio-
nado entre disturbios ateroscleréticos cardio- e cerebrovasculares, do-
enca arterial periférica, restenose, nefropatia diabética, glomerulonefri-
te, glomerulonefrite crescente humana, nefropatia por IgA, nefropatia
membranosa, nefrite lapica, vasculite incluindo purpura de Henoch-
Schonlein e granulomatose de Wegener, artrite reumatoide, osteoartri-
te, rejeicdo de aloenxerto, esclerose sistémica, disturbios neurodege-
nerativos e doenca desmielinizante, esclerose multipla (em inglés,
MS), mal de Alzheimer, doencas pulmonares tais como doenca pul-
monar obstrutiva crénica, asma, dor neuropatica, dor inflamatoria, ou
cancer.

[00265] Modalidade 95. O polipeptideo para uso de acordo com a
modalidade 92, em que a doenca, o distlrbio ou a condicéo é ateros-
clerose.

[00266] Modalidade 96. Uso de um polipeptideo de acordo com
qualquer uma das modalidades 1 a 77 para a fabricacdo de um medi-
camento para o tratamento, a prevencao ou a mitigacao de uma doen-

ca, um distdrbio ou uma condicédo, em um ser humano.
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[00267] Modalidade 97. O método de acordo com a modalidade 87,
em que a doenca ou o disturbio é selecionado entre distarbios ateros-
cleréticos cardio- e cerebrovasculares, doenca arterial periférica, res-
tenose, nefropatia diabética, glomerulonefrite, glomerulonefrite cres-
cente humana, nefropatia por IgA, nefropatia membranosa, nefrite 10-
pica, vasculite incluindo purpura de Henoch-Schonlein e granulomato-
se de Wegener, artrite reumatoide, osteoartrite, rejeicao de aloenxerto,
esclerose sistémica, distirbios neurodegenerativos e doenca desmieli-
nizante, esclerose mditipla (em inglés, MS), mal de Alzheimer, doen-
cas pulmonares tais como doenca pulmonar obstrutiva cronica, asma,
dor neuropatica, dor inflamatoria, ou cancer.

[00268] Modalidade 98. O método de acordo com a modalidade 87,
em que a doenca, o disturbio ou a condicdo é aterosclerose.

[00269] Modalidade 99. Um kit de diagnéstico ou um método de di-
agnostico compreendendo um polipeptideo de acordo com qualquer
uma das modalidades 1 a 77, ou 0 uso do mesmo.

[00270] Modalidade 100. Um kit de diagndstico ou um método de
diagndstico de acordo com a modalidade 99, para o diagndstico de no
minimo um de disturbios ateroscleréticos cardio- e cerebrovasculares,
doenca arterial periférica, restenose, nefropatia diabética, glomerulo-
nefrite, glomerulonefrite crescente humana, nefropatia por IgA, nefro-
patia membranosa, nefrite lipica, vasculite incluindo parpura de He-
noch-Schonlein e granulomatose de Wegener, artrite reumatoide, 0s-
teoartrite, rejeicdo de aloenxerto, esclerose sistémica, disturbios neu-
rodegenerativos e doenca desmielinizante, esclerose mdultipla (em in-
glés, MS), mal de Alzheimer, doencas pulmonares tais como doenca
pulmonar obstrutiva crbnica, asma, dor neuropatica, dor inflamatéria,
ou cancer.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

Definicdes
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[00271] Os aspectos e modalidades acima e outros da invencao se
tornardo evidentes a partir da descricdo que se segue aqui, neste re-
guerimento de patente, na qual:

[00272] A menos que indicado ou definido de modo diverso, todos
os termos usados tém seu significado usual na técnica, o qual sera
evidente para a pessoa versada. E feita referéncia, por exemplo, aos
manuais de rotina, tais como Sambrook et al, "Molecular Cloning: A
Laboratory Manual" (2nd Ed.), Vols. 1-3, Cold Spring Harbor Labora-
tory Press (1989); Lewin, "Genes V", Oxford University Press, New
York, (1990), e Roitt et al., "Immunology" (2" Ed.), Gower Medical
Publishing, London, New York (1989), bem como aos antecedentes
gerais da técnica citados aqui, neste requerimento de patente; Além
disso, a menos que indicado de modo diverso, todos os métodos, eta-
pas, técnicas e manipulacdes que ndo sao especificamente descritos
em detalhes podem ser realizados e foram realizados em uma maneira
conhecida per se, conforme sera evidente para a pessoa versada. No-
vamente é feita referéncia, por exemplo, aos manuais de rotina, aos
antecedentes gerais da técnica referidos acima e as referéncias adici-
onais citadas nos mesmos;

[00273] b) A menos que indicado de modo diverso, os termos "imu-
noglobulina” e "sequéncia de imunoglobulina” - quer usado aqui, neste
requerimento de patente, para se referir a um anticorpo de cadeia pe-
sada ou a um anticorpo de 4 cadeias convencional - sdo usados como
termos gerais de modo a incluir tanto o anticorpo de tamanho comple-
to, as cadeias individuais do mesmo, bem como todas as partes, do-
minios ou fragmentos do mesmo (incluindo mas nao limitados a domi-
nios ou fragmentos de ligacdo antigénica tais como dominios VHH ou
dominios VH/VL, respectivamente). Além disso, o termo "sequéncia”
conforme usado aqui, neste requerimento de patente, (por exemplo,

em termos como “"sequéncia de imunoglobulina”, "sequéncia de anti-
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corpo”, "sequéncia de dominio variavel (Unico)", "sequéncia de VHH"
ou "sequéncia de proteina"), serdo entendidos de modo geral como
incluindo tanto a sequéncia de aminoacidos relevante bem como se-
guéncias de acido nucléico ou sequéncias de nucleotideos codificando
as mesmas, a menos gque o contexto exija uma interpretacdo mais limi-
tada;

[00274] c¢) O termo "dominio" (de um polipeptideo ou uma proteina)
conforme usado aqui, neste requerimento de patente, se refere a uma
estrutura de proteina dobrada a qual tem a capacidade de conservar
sua estrutura terciaria independentemente do resto da proteina. De
modo geral, os dominios sdo responsaveis por propriedades funcio-
nais distintas das proteinas, e em muitos casos podem ser adiciona-
dos, removidos ou transferidos para outras proteinas sem perda de
funcéo do restante da proteina e/ou do dominio.

[00275] d) O termo "dominio de imunoglobulina” conforme usado
aqui, neste requerimento de patente, se refere a uma regido globular
de uma cadeia de anticorpo (tal como por exemplo, uma cadeia de um
anticorpo de 4 cadeias convencional ou de um anticorpo de cadeia pe-
sada), ou a um polipeptideo que essencialmente consiste em uma re-
gido globular semelhante. Os dominios de imunoglobulina sdo caracte-
rizados pelo fato de que conservam a dobra de imunoglobulina carac-
teristica de moléculas de anticorpos, a qual consiste em um sanduiche
de 2 camadas de cerca de 7 filamentos beta antiparalelos dispostos
em duas beta-sheets, opcionalmente estabilizados por uma ligacao de
dissulfeto conservada.

[00276] e) O termo "dominio variavel de imunoglobulina” conforme
usado aqui, neste requerimento de patente, significa um dominio de
imunoglobulina essencialmente consistindo em quatro "regides de fra-
mework" as quais séo referidas na técnica e nas partes que se se-

guem como "regido de framework 1" ou "FR1"; como "regido de fra-
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mework 2" ou"FR2"; como "regido de framework 3" ou "FR3"; e como
“regido de framework 4" ou "FR4", respectivamente; cujas regides de
framework séo interrompidas por trés "regides determinantes de com-
plementaridade” ou "CDRs", as quais séo referidas na técnica e nas
partes que se seguem como "regido determinante de complementari-
dade 1"ou "CDR1"; como "regido determinante de complementaridade
2" ou "CDR2"; e como "regiao determinante de complementaridade 3"
ou "CDR3", respectivamente. Portanto, a estrutura geral ou sequéncia
de um dominio variavel de imunoglobulina pode ser indicada como se
segue: FR1 - CDR1 - FR2 - CDR2 - FR3 - CDR3 - FR4. S&do o um ou
mais dominios variaveis de imunoglobulina que conferem especificida-
de a um anticorpo para o antigeno carregando o sitio de ligacdo anti-
génica.

[00277] f) Os termos "dominio variavel Unico de imunoglobulina” e
"dominio variavel Unico" conforme usado aqui, neste requerimento de
patente, significam um dominio varidvel de imunoglobulina o qual &
capaz de ligar especificamente a um epitope do antigeno sem parea-
mento com um dominio varidvel de imunoglobulina adicional. Um
exemplo de dominios variaveis Unicos de imunoglobulina no significa-
do da presente invencdo sao "anticorpos de dominio”, tais como o0s
dominios variaveis unicos de imunoglobulina VH e VL (dominios VH e
dominios VL). Outro exemplo de dominios variaveis Unicos de imuno-
globulina sdo "dominios VHH" (ou simplesmente "VHHs") de cameli-
deos, conforme definido nas partes que se seguem.

[00278] Em vista da definicdo acima, o dominio de ligacéo antigéni-
ca de um anticorpo de 4 cadeias convencional ( tal como uma molécu-
la de 1gG, IgM, IgA, IgD ou IgE; conhecida na técnica) ou de um frag-
mento Fab, um fragmento F(ab')2, um fragmento Fv tal como um frag-
mento Fv ligado por dissulfeto ou um fragmento scFv, ou um diabody

(todos conhecidos na técnica) derivdo a partir de um semelhante anti-
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corpo de 4 cadeias convencional, normalmente néo seria considerado
como um dominio variavel tnico de imunoglobulina, uma vez que, nes-
tes casos, normalmente ndo ocorreria a ligagdo ao respectivo epitope
de um antigeno por um (Unico) dominio de imunoglobulina mas por um
par de dominios de imunoglobulina (em associagdo) tais como domi-
nios variaveis de cadeias leve e pesada, isto €, por um par VH-VL de
dominios de imunoglobulina, os quais conjuntamente ligam a um epi-
tope do respectivo antigeno.

[00279] f1) "Dominios VHH", também conhecidos como VHHSs, do-
minios VuH, VHH fragmentos de anticorpos, e anticorpos VHH, foram
descritos originalmente como o dominio (variavel) de imunoglobulina
de ligacdo antigénica de "anticorpos de cadeia pesada” (isto €, de "an-
ticorpos destituidos de cadeias leves"; Hamers-Casterman C,
Atarhouch T, Muyldermans S, Robinson G, Hamers C, Songa EB,
Bendahman N, Hamers R.: "Naturally occurring antibodies devoid of
light chains"; Nature 363, 446-448 (1993)). O termo "dominio VHH" foi
escolhido de modo a distinguir estes dominios variaveis dos dominios
variaveis de cadeia pesada que estdo presentes em anticorpos de 4
cadeias convencionais (0s quais sao referidos aqui, neste requerimen-
to de patente, como "dominios VH" ou "dominios VH") e dos dominios
varidveis de cadeia leve que estdo presentes em anticorpos de 4 ca-
deias convencionais (0s quais sao referidos aqui, neste requerimento
de patente, como "dominios V" ou "dominios VL"). Os dominios VHH
podem ligar especificamente a um epitope sem um dominio de ligacéo
de antigeno adicional (ao contrario de dominios VH ou VL em um anti-
corpo de 4 cadeias convencional, em cujo caso o epitope € reconheci-
do por um dominio VL junto com um dominio VH). Os dominios VHH
sao unidades pequenas, robustas e eficientes de reconhecimento anti-
génico formadas por um unico dominio de imunoglobulina.

[00280] No contexto da presente invencéo, os termos dominio VHH,
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VHH, dominio VyxH, fragmento de anticorpo VHH, anticorpo VHH, bem
como "Nanobody®" e "dominio Nanobody®" ("Nanobody" sendo uma
marca registrada da empresa Ablynx N.V.; Ghent; Bélgica) sdo usados
de modo intercambiavel e sédo tipicos de dominios variaveis unicos de
imunoglobulina (tendo a estrutura: FR1-CDR1-FR2-CDR2-FR3-CDR3-
FR4 e ligando especificamente a um epitope sem necessitar da pre-
senca de um segundo dominio varidvel de imunoglobulina), e os quais
sao distinguidos de dominios VH pelos chamados "residuos de hall-
mark", conforme definido, por exemplo, na publicacdo de patente in-
ternacional No. WO2009/109635, Fig. 1.

[00281] Os residuos aminoacido de um dominio VHH sdo numera-
dos de acordo com a numeracao geral para dominios Vy proporciona-
da por Kabat et al. ("Sequéncia de proteinas de interesse imunologico”
("Sequence of proteins of immunological interest"))™, US Public Health
Services, NIH Bethesda, MD, Publicacdo No. 91), conforme aplicado
aos dominios VHH de Camelideos, conforme mostrado por exemplo,
na Figura 2 de Riechmann e Muyldermans, J. Immunol. Methods 231,

25-38 (1999). De acordo com esta numeracao,

[00282] - FR1 compreende os residuos aminoacido nas posicdes 1
a 30,

[00283] - CDR1 compreende os residuos aminoacido nas posicdes
31 a 35,

[00284] - FR2 compreende os aminoacidos nas posicoes 36 a 49,
[00285] - CDR2 compreende os residuos aminoacido nas posi¢coes
50 a 65,

[00286] - FR3 compreende os residuos aminoacido nas posi¢cdes 66
a 94,

[00287] - CDR3 compreende os residuos aminoacido nas posicoes
95a102, e

[00288] - FR4 compreende os residuos aminoacido nas posicoes
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103 a 113.

[00289] No entanto, deve ser observado que - conforme é de co-
nhecimento geral na técnica para dominios Vu e para dominios VHH -
0 numero total de residuos aminoacido em cada uma das CDRs pode
variar e pode nao corresponder ao numero total de residuos aminoaci-
do indicados pela numeragcdo Kabat (isto €, uma ou mais posi¢coes de
acordo com a numeracao Kabat podem n&o estar ocupadas na se-
guéncia real, ou a sequéncia real pode conter mais residuos aminoa-
cido do que o numero permitido pela numeracao Kabat). Isto significa
que, de modo geral, a numeracédo de acordo com Kabat pode ou néao
corresponder a numeracao real dos residuos aminoacido na sequéncia
real.

[00290] Métodos alternativos para a humeracdo dos residuos ami-
noacido de dominios Vh, cujos métodos também podem ser aplicados
em uma maneira analoga para dominios VHH, sdo conhecidos na téc-
nica. No entanto, nas presentes descricao, reivindicagdes e figuras,
sera seguida a numeracdo de acordo com Kabat e aplicada aos domi-
nios VHH conforme descrito acima, a menos que indicado de modo
diverso.

[00291] O ndmero total de residuos aminoacido em um dominio
VHH geralmente sera na faixa de a partir de 110 até 120, frequente-
mente entre 112 e 115. No entanto, deve ser observado que sequén-
cias menores e mais longas também podem ser adequadas para o0s
fins descritos aqui, neste requerimento de patente.

[00292] Caracteristicas estruturais e propriedades funcionais adici-
onais de dominios VHH e polipeptideos contendo as mesmas podem
ser resumidas como se segue:

[00293] Dominios VHH (os quais tenham sido "projetados” pela na-
tureza para ligarem funcionalmente a um antigeno sem a presenca de,

e sem qualquer interacdo com, um dominio variavel de cadeia leve)
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podem funcionar como uma unica e relativamente pequena unidade
estrutural, como um dominio ou como um polipeptideo de ligacdo anti-
génica funcional. Isto distingue os dominios VHH dos dominios VH e
VL de anticorpos de 4 cadeias convencionais, 0s quais por si s6 de
modo geral ndo sdo adequados para aplicacdo pratica como proteinas
de ligacdo antigénica Unica ou dominios variaveis unicos de imunoglo-
bulina, mas precisam ser combinados em alguma forma ou outra de
modo a proporcionar uma unidade de ligacdo antigénica funcional
(como por exemplo, em fragmentos de anticorpos convencionais tais
como fragmentos Fab; em scFv's, 0s quais consistem em um dominio
VH ligado de modo covalente a um dominio VL).

[00294] Devido a estas propriedades Unicas, o uso de dominios
VHH - ou isolados ou como parte de um polipeptideo maior - oferece
uma série de vantagens significativas em relacdo ao uso de convenci-
onais dominios VH e VL, scFv's ou fragmentos de anticorpos conven-
cionais (tais como fragmentos Fab ou F(ab")2):

[00295] - somente um Unico dominio € necessario para ligar um an-
tigeno com alta afinidade e com alta seletividade, de modo que nédo ha
nenhuma necessidade de ter dois dominios separados presentes, nem
de assegurar que estes dois dominios estejam presentes na confor-
macao espacial e na configuracdo corretas (isto é, através do uso de
encadeadores especialmente projetados, conforme com scFv's);
[00296] - dominios VHH podem ser expressados a partir de um uni-
CO gene e ndo necessitam de dobra pos-translacional ou modificacoes;
[00297] - dominios VHH podem ser facilmente manipulados para
formatos multivalentes e multiespecificos (conforme adicionalmente
discutido aqui, neste requerimento de patente);

[00298] - dominios VHH sé&o altamente solUveis e ndo tém uma ten-
déncia para agregar (conforme com os dominios de ligacdo antigénica

derivados de camundongo descritos por Ward et al., Nature 341: 544-
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546 (1989));

[00299] - dominios VHH séo altamente estaveis ao calor, pH, pro-
teases e outras condigbes ou agentes desnaturantes e, portanto, po-
dem ser preparados, armazenados ou transportados sem o uso de
equipamentos de refrigeracéo, transferindo uma economia de custos,
de tempo e ambiental,

[00300] - dominios VHH sao faceis e relativamente baratos de pre-
parar, mesmo em uma escala requerida para producéo. Por exemplo,
dominios VHH e polipeptideos contendo os mesmos podem ser pro-
duzidos usando fermentagdo microbiana (por exemplo, conforme adi-
cionalmente descrito abaixo) e nédo requerem o uso de sistemas de
expressdo de mamiferos, conforme com, por exemplo, fragmentos de
anticorpos convencionais;

[00301] - dominios VHH sao relativamente pequenos (aproximada-
mente 15 kDa, ou 10 vezes menores do que uma IgG convencional)
comparados com anticorpos de 4 cadeias convencionais e fragmentos
de ligacdo antigénica dos mesmos, e portanto

[00302] -- apresentam alta(maior) penetracdo em tecidos e

[00303] -- podem ser administrados em maiores doses

[00304] do que os referidos anticorpos de 4 cadeias convencionais
e fragmentos de ligacéo antigénica dos mesmos;

[00305] - dominios VHH podem apresentar as chamadas proprie-
dades de ligacdo de cavidade (entre outros devido a seu loop CDRS3
estendido, comparados com convencionais dominios VH) e portanto
também podem acessar alvos e epitopes ndo acessiveis para anticor-
pos de 4 cadeias convencionais e fragmentos de ligacdo antigénica
dos mesmos.

[00306] Meétodos de obtencdo de dominios VHH ligando a um anti-
geno ou um epitope especifico foram descritos anteriormente, por

exemplo, nas publicacbes de patente internacional Nos.
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WO02006/040153 e W0O2006/122786. Conforme também descrito nas
mesmas em detalhes, dominios VHH derivados a partir de camelideos
podem ser "humanizados" substituindo um ou mais residuos aminoa-
cido na sequéncia de aminoacidos da sequéncia VHH original por um
ou mais dos residuos aminoacido que ocorrem na posi¢cado correspon-
dente ou nas posi¢des correspondentes em um dominio VH de um an-
ticorpo de 4 cadeias convencional de um ser humano. Um dominio
VHH humanizado pode conter uma ou mais sequéncias de regides de
framework totalmente humanas, e, em uma modalidade ainda mais
especifica, podem conter sequéncias de regides de framework huma-
nas derivadas de DP-29, DP-47, DP-51, ou partes das mesmas, opci-
onalmente combinadas com sequéncias de JH, tais como JH5.

[00307] f2) "Anticorpos de dominio", também conhecidos como
"Dab"s, "Domain Antibodies", e "dAbs" (os termos "Domain Antibodies"
e "dAbs" sendo usados como marcas registradas pelo grupo de em-
presas da GlaxoSmithKline) foram descritos, por exemplo, em Ward,
E.S., et al.: "Binding activities of a repertoire of single immunoglobulin
variable domains secreted from Escherichia coli"; Nature 341: 544-546
(1989); Holt, L.J. et al.: "Domain antibodies: proteins for therapy";
TRENDS in Biotechnology 21(11): 484-490 (2003); e na publicacdo de
patente internacional No. WO2003/002609.

[00308] Anticorpos de dominio essencialmente correspondem aos
dominios VH ou VL de mamiferos ndo camelideos, em particular anti-
corpos de 4 cadeias humanas. De modo a ligar um epitope como um
unico dominio de ligacdo de antigeno, isto €, sem ser pareado com um
dominio VL ou VH, respectivamente, € necessaria selecdo especifica
para semelhantes propriedades de ligacdo antigénica, por exemplo,
usando bibliotecas de sequéncias de dominios VH ou VL uUnicos hu-
manos.

[00309] Anticorpos de dominio tém, como VHHSs, um peso molecu-
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lar de cerca de 13 a cerca de 16 kDa e, caso derivados de sequéncias
totalmente humanas, ndo necessitam de humanizacdo para, por
exemplo, utilizagao terapéutica em seres humanos. Como no caso de
dominios VHH, s@o bem expressados também em sistemas de ex-
pressdo procaridtica, proporcionando uma reducdo significativa no
custo de fabricacao total.

[00310] Anticorpos de dominio, bem como dominios VHH, podem
ser submetidos a maturacédo por afinidade por introducdo de uma ou
mais alteracBes na sequéncia de aminoacidos de uma ou mais CDRs,
cujas alteracBes resultam em uma aprimorada afinidade do dominio
variavel Unico de imunoglobulina resultante por seu respectivo antige-
no, em comparacao com a molécula parental respectiva. Moléculas de
dominios variaveis unicos de imunoglobulina maturados por afinidade
da invencdo podem ser preparadas por meio de métodos conhecidos
na técnica, por exemplo, conforme descrito por Marks et al., 1992, Bio-
technology 10:779-783, ou Barbas, et al., 1994, Proc. Nat. Acad. Sci,
USA 91: 3809-3813.; Shier et al., 1995, Gene 169:147-155; Yelton et
al., 1995, Immunol. 155: 1994-2004; Jackson et al., 1995, J. Immunol.
154(7):3310-9; e Hawkins et al., 1992, J. Mol. Biol. 226(3): 889 896;
KS Johnson e RE Hawkins, "Affinity maturation of antibodies using
phage display”, Oxford University Press 1996.

[00311] f3) Além disso, também serd evidente para a pessoa versa-
da que é possivel "enxertar" uma ou mais das CDR's mencionadas
acima sobre outros "andaimes”, inclusive mas néo limitados a andai-
mes humanos ou andaimes ndo imunoglobulina. Andaimes e técnicas
adequados para a enxertacdo de CDR referida s&o conhecidos na téc-
nica.

[00312] g) Os termos “"epitope" e "determinante antigénico”, os
guais podem ser usados de modo intercambiavel, se referem a parte

de uma macromolécula, tal como um polipeptideo, que € reconhecida
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por moléculas de ligacdo antigénica, tais como anticorpos convencio-
nais ou os polipeptideos da invencao, e mais particularmente pelo sitio
de ligacdo antigénica das referidas moléculas. Epitopes definem o sitio
de ligacdo minimo para uma imunoglobulina, e portanto representam o
alvo de especificidade de uma imunoglobulina.

[00313] A parte de uma molécula de ligacdo antigénica (tal como
um anticorpo convencional ou um polipeptideo da invenc¢éo) que reco-
nhece o epitope é denominada um paratope.

[00314] h) O termo molécula de ligacdo (antigénica) "biparatopico”
ou polipeptideo "biparatépico” conforme usado aqui, neste requerimen-
to de patente, vai significar um polipeptideo compreendendo um pri-
meiro dominio variavel anico de imunoglobulina e um segundo dominio
variavel Unico de imunoglobulina conforme definido aqui, neste reque-
rimento de patente, em que estes dois dominios variaveis sdo capazes
de ligacdo a dois diferentes epitopes de um antigeno, cujos epitopes
nao sdo normalmente ligados ao mesmo tempo por uma imunoglobuli-
na monoespecifica, tal como por exemplo, um anticorpo convencional
ou um dominio variavel unico de imunoglobulina. Polipeptideos bipara-
tépicos podem ser composdos de dominios variaveis os quais tém es-
pecificidades de epitopes diferentes, e ndo contém pares de dominios
variaveis mutuamente complementares os quais ligam ao mesmo epi-
tope. Os dois dominios variaveis portanto ndo competem um com 0
outro por ligagao ao alvo.

[00315] i) Um polipeptideo ( tal como uma imunoglobulina, um anti-
corpo, um dominio variavel Unico de imunoglobulina, um polipeptideo
da invencao, ou geralmente uma molécula de ligagdo antigénica ou um
fragmento da mesma) que pode "ligar a" ou "ligar especificamente a",
gue "tem afinidade por" e/ou que "tem especificidade por" um determi-
nado epitope, um determinado antigeno ou uma determinada proteina

(ou por no minimo uma parte, um fragmento ou um epitope da mesma)
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diz-se que € "contra" ou "direcionado contra " o referido epitope, o re-
ferido antigeno ou a referida proteina ou € uma molécula de "ligacao"
com respeito a semelhante epitope, antigeno ou proteina, ou diz-se
gue é "anti"-epitope, "anti"-antigeno ou "anti"-proteina (por exemplo,
anti-CX3CRL1).

[00316] k) Geralmente, o termo "especificidade” se refere ao nume-
ro de diferentes tipos de antigenos ou epitopes aos quais uma molécula
de ligacdo antigénica em particular ou uma proteina de ligacédo antigéni-
ca ( tal como uma imunoglobulina, um anticorpo, um dominio variavel
Unico de imunoglobulina, ou um polipeptideo da invencao) pode ligar. A
especificidade de uma proteina de ligacdo antigénica pode ser determi-
nada com base em sua afinidade e/ou avidez. A afinidade, representada
pela constante de equilibrio para a dissociacdo de um antigeno com
uma proteina de ligacdo antigénica (KD), € uma medida para a forca de
ligacdo entre um epitope e um sitio de ligagdo antigénica sobre a prote-
ina de ligagédo antigénica: quanto menor o valor da KD, maior a forca de
ligacdo entre um epitope e a molécula de ligacao antigénica (alternati-
vamente, a afinidade também pode ser expressa como a constante de
afinidade (KA), a qual é de 1/KD). Conforme sera evidente para a pes-
soa versada (por exemplo, com base na descricao adicional aqui, neste
requerimento de patente), a afinidade pode ser determinada em uma
maneira conhecida per se, dependendo do antigeno especifico de inte-
resse. Avidez é a medida da forca de ligacdo entre uma molécula de
ligagédo antigénica (tal como uma imunoglobulina, um anticorpo, um do-
minio variavel Unico de imunoglobulina, ou um polipeptideo da inven-
céo) e o antigeno pertinente. A avidez é relacionada tanto com a afini-
dade entre um epitope e seu sitio de ligacdo antigénica sobre a molécu-
la de ligacdo antigénica quanto com o numero de sitios de ligacao perti-
nentes presentes sobre a molécula de ligacdo antigénica.

[00317] I) Residuos aminoacido sedréo indicados de acordo com o

Peticio 870230015340, de 23/02/2023, pag. 45/186



39/166

codigo de aminoacidos padréao de trés letras ou de uma letra, confor-
me € de conhecimento geral e acordado na técnica. Ao comparar duas
sequéncias de aminoéacidos, o termo "diferenca de aminoacidos" se
refere a insercdes, delecbes ou substituicbes do numero indicado de
residuos aminoacido em uma posicdo da sequéncia de referéncia,
comparada com uma segunda sequéncia. No caso de uma ou mais
substituicdes, a uma ou mais substituicdes referidas preferencialmente
serdo uma ou mais substituicdes de aminoacidos conservadoras, 0
gue significa que um residuo aminoacido é substituido com outro resi-
duo aminoacido de estrutura quimica similar e o qual tem pouca ou
essencialmente nenhuma influéncia sobre a funcéo, a atividade ou ou-
tras propriedades biologicas do polipeptideo. As substituices de ami-
noacidos conservadoras referidas sdo de conhecimento geral na técni-
ca, por exemplo, na publicagdo de patente internacional No. WO
98/49185, em que substituicdes de aminoacidos conservadoras prefe-
rencialmente sdo substituicdes nas quais um aminoacido dentro dos
grupos (i) a (v) que se seguem € substituido por outro residuo aminoa-
cido dentro do mesmo grupo: (i) residuos pequenos alifaticos, ndo po-
lares ou ligeiramente polares: Ala, Ser, Thr, Pro e Gly; (ii) residuos po-
lares, negativamente carregados e suas amidas (ndo carregadas):
Asp, Asn, Glu e GlIn; (iii) residuos polares, positivamente carregados:
His, Arg e Lys; (iv) grandes residuos alifaticos, ndo polares: Met, Leu,
lle, Val e Cys; e (v) residuos aromaticos: Phe, Tyr e Trp. Substituigbes
de aminoacidos conservadoras particularmente preferenciais séo co-
mo se segue:

[00318] Ala para Gly ou para Ser;

[00319] Arg para Lys;

[00320] Asn para GIn ou para His;

[00321] Asp para Glu;

[00322] Cys para Ser;
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[00323] GIn para Asn;

[00324] Glu para Asp;

[00325] Gly para Ala ou para Pro;

[00326] His para Asn ou para GIn;

[00327] lle para Leu ou para Val,;

[00328] Leu para lle ou para Val;

[00329] Lys para Arg, para Gln ou para Glu;

[00330] Met para Leu, para Tyr ou para lle;

[00331] Phe para Met, para Leu ou para Tyr;

[00332] Ser para Thr;

[00333]  Thr para Ser,

[00334]  Trp para Tyr;

[00335]  Tyr para Trp ou para Phe;

[00336] Val para lle ou para Leu.

[00337] m) Uma molécula de polipeptideo ou acido nucléico é con-
siderada como sendo "(em forma) essencialmente isolada"” - por
exemplo, quando comparada com sua fonte biolégica nativa e/ou o
meio de reacdo ou 0 meio de cultuda a partir do qual tenha sido obtida
- quando tenha sido separada a partir de no minimo um outro compo-
nente com o qual é geralmente associada na referida fonte ou no refe-
rido meio, tal como outro acido nucléico, outra proteina/outro polipepti-
deo, outro componente bioldgico ou macromolécula ou no minimo um
contaminante, uma impureza ou um componente menor. Em patrticular,
uma molécula de polipeptideo ou acido nucléico € considerada "es-
sencialmente isolada" quando foi purificada no minimo 2 vezes, em
particular no minimo 10 vezes, mais em particular no minimo 100 ve-
zes, e até 1000 vezes ou mais. Uma molécula de polipeptideo ou aci-
do nucléico que esta "em forma essencialmente isolada" é preferenci-
almente essencialmente homogénea, conforme determinado usando

uma técnica adequada, tal como uma técnica cromatografica adequa-
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da, tal como eletroforese por gel de poliacrilamida;

[00338] n) "Identidade de sequéncias " entre por exemplo, duas se-
quéncias de dominios variaveis Unicos de imunoglobulina indica a per-
centagem de aminoacidos que sao idénticos entre estas duas sequén-
cias. Pode ser calculada ou determinada conforme descrito no para-
grafo f) as paginas 49 e 50 do Requerimento de Patente Internacional
de No. WO08/020079. "Similaridade de sequéncias" indica a percenta-
gem de aminoacidos que ou séo idénticos ou que representam substi-
tuicdes de aminoacidos conservadoras.

Especificidade de alvo

[00339] Os polipeptideos da invencdo tém especificidade para
CX3CR1 humana. Deste modo, os polipeptideos da invencéo prefe-
rencialmente ligam a CX3CR1 humana (SEQ ID NO: 255). Em um as-
pecto, os polipeptideos da presente invencdo também ligam a
CX3CR1 de cynomolgus (SEQ ID NO: 256).

Polipeptideos da invencao

[00340] A invencdo proporciona novos agentes farmaceuticamente
ativos para a prevencdo, o tratamento, a mitigacdo e/ou o diagndstico
de doencas, disturbios ou condi¢cbes associados com CX3CR1, tais co-
mo doencas cardiovasculares. Em particular, a invencdo proporciona
polipeptideos os quais ligam a CX3CR1 humana e sdo capazes de blo-
guear a ligacéo de fractalcina humana a CX3CR1 humana. Em um as-
pecto, o polipeptideo € uma imunoglobulina a qual compreende um do-
minio de ligag&do antigénica o qual compreende trés regides determinan-
tes de complementaridade CDR1, CDR2 e CDR3, em que a referida
imunoglobulina liga @ CX3CR1 humana e é capaz de bloquear a ligagéao
de fractalcina humana a CX3CR1 humana. Em um aspecto adicional, o
polipeptideo compreende um ou mais dominios variaveis unicos de
imunoglobulina anti-CX3CR1, em que o referido polipeptideo € capaz

de bloquear a ligacéo de fractalcina humana a CX3CR1 humana.
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[00341] Em um aspecto, um polipeptideo da presente invencao €
caracterizado por uma ou mais das seguintes propriedades:

eLiga com alta afinidade a CX3CR1 humana, por exemplo,
a uma EC50 de menos de ou iqual a 10 nM, menos de ou iqual a 5
nM, menos de ou iqual a 2,5 nM ou menos de ou iqual a 1 nM, con-
forme determinado por FACS de ligacdo celular,;

eBloqueia a ligacdo de fractalcina humana a CX3CR1 hu-
mana, por exemplo, a uma IC50 de menos de ou iqual a 300 nM, ou
menos de ou iqual a 100 nM, ou menos de ou iqual a 20 nM, ou menos
de ou iqual a 10 nM, ou menos de ou iqual a 5 nM, ou menos de ou
iqual a 2,5 nM ou menos de ou iqual a 1 nM,;

eInibe a quimiotaxia induzida pela fractalcina mediada pela
CX3CR1 humana, por exemplo, a uma IC50 de menos de ou iqual a
500 nM, ou menos de ou iqual a 100 nM, ou de menos de ou iqual a
75 nM, ou menos de ou iqual a 50 nM, ou menos de ou iqual a 10 nM
ou menos de ou iqual a 5 nM; a eficacia de inibicdo obtida é de mais
de ou igual a 15%, ou de mais de ou igual a 50%, ou de mais de ou
igual a 80%, ou de mais de ou igual a 95%;

elnibe a internalizacdo induzida pela fractalcina mediada
pela CX3CR1 humana, por exemplo, a uma IC50 de menos de ou
iqual a 10 nM ou menos de ou iqual a 5 nM;

eTem reacao cruzada com CX3CR1 de cynomolgus, por
exemplo, dentro de 10 vezes da E/ICso para CX3CR1 humana para
ligacao e inibicdo funcional.
[00341] Em um aspecto adicional, um polipeptideo da presente in-
vencao compreende adicionalmente uma por¢ao de prolongamento da
meia-vida, por exemplo, uma porcéo de ligacdo de albumina, uma mo-
leécula de polietileno glicol ou um dominio de Fc. Em um aspecto adici-
onal, um polipeptideo da presente invencdo compreende dois ou mais

dominios variaveis unicos de imunoglobulina anti-CX3CR1. Em um
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aspecto, os dois dominios variaveis uUnicos de imunoglobulina anti-
CX3CR1 sdo encadeados de modo covalente por um peptideo enca-
deador. Em um aspecto, os dois dominios variaveis Unicos de imuno-
globulina anti-CX3CR1 em um polipeptideo da presente invengao tém
a mesma sequéncia de aminoacidos. Em outro aspecto, os dois domi-
nios variaveis unicos de imunoglobulina anti-CX3CR1 em um polipep-
tideo da presente invencao tém sequéncias de aminoacidos diferentes.
Em um aspecto, um polipeptideo da presente invencdo compreende
dois dominios variaveis Unicos de imunoglobulina anti-CX3CR1 e
compreende adicionalmente uma porcao de prolongamento da meia-
vida, por exemplo, uma porcéo de ligacdo de albumina, uma molécula
de polietileno glicol ou um dominio de Fc.

[00342] Em um aspecto, um polipeptideo da presente invencao
compreende um primeiro dominio variavel Unico de imunoglobulina
anti-CX3CRL1 ligado de modo covalente a uma porcao de ligacdo de
albumina por um primeiro peptideo encadeador, em que a referida
porcao de ligacdo de albumina é adicionalmente ligada de modo cova-
lente a um segundo dominio variavel Unico de imunoglobulina anti-
CX3CR1 por um segundo peptideo encadeador.

[00343] EmM um aspecto, um polipeptideo da presente invencao
compreende um dominio variavel Unico de imunoglobulina anti-
CX3CR1 ligado de modo covalente a um dominio de Fc por um pepti-
deo encadeador. Em um aspecto, semelhante polipeptideo compreen-
dendo um dominio variavel Unico de imunoglobulina anti-CX3CR1 li-
gado de modo covalente a um dominio de Fc por um peptideo enca-
deador é proporcionado como um dimero, por exemplo, através de
pontes de dissulfeto.

[00344] Polipeptideos de acordo com a presente invencao séo obti-
dos conforme descrito nas partes que se seguem. Em resumo, domi-

nios variaveis unicos da presente invencédo foram identificados a partir
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de uma biblioteca expressando dominios variaveis unicos (VHH) deri-
vados a partir de um lhama imunizado com DNA codificando CX3CR1
humana. A biblioteca de fagos foi varrida (panned) sobre lipoparticulas
virais de hCX3CR1 e fagos de ligacdo foram triados para sua capaci-
dade para competir por ligagdo de receptor com fractalcina com eti-
queta de Alexa-fluor (AF-FKN). Dominios variaveis unicos tipicos da
presente invencéo sdo descritos aqui, neste requerimento de patente,
em detalhes adicionais.

[00345] Em um aspecto, um dominio variavel Unico de imunoglobu-
lina da presente invengao consiste essencialmente em quatro regides
de framework (FR1, FR2, FR3 e FR4) e trés regides determinantes de
complementaridade (CDR1, CDR2 e CDR3). Em particular, o dominio
variavel Unico de imunoglobulina tem a estrutura FR1 - CDR1 - FR2 -
CDR2 - FR3 - CDR3 - FR4. Em um aspecto, o dominio variavel unico
de imunoglobulina é um dominio de anticorpo.

[00346] Em um aspecto, a CDR3 de um polipeptideo da presente
invencdo, em particular um dominio Gnico de imunoglobulina da pre-
sente invencdo tem a sequéncia de aminoacidos de Asp-Xaal-Arg-
Arg-Gly-Trp-Xaa2-Xaa3-Xaa4-Xaa5 conforme estipulado em SEQ ID
NO: 197, em que:

[00347] - Xaal € Pro, Ala ou Gly;

[00348] - Xaa2 é Asp ou Asn;

[00349] - Xaa3 é Thr ou Ser;

[00350] - Xaa4 é Arg, Lys, Ala ou Gly; e

[00351] - Xaab é Tyr ou Phe.

[00352] Em um aspecto, a CDR3 de um polipeptideo da presente
invencdo, em particular um dominio Unico de imunoglobulina da pre-
sente invencgao, tem a sequéncia de aminoacidos de Asp-Xaal-Arg-
Arg-Gly-Trp-Xaa2-Xaa3-Xaa4-Xaa5 conforme estipulado em SEQ ID
NO: 197, em que:
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[00353] - Xaal é Pro, Ala ou Gly;

[00354] - Xaa2 é Asp ou Asn;

[00355] - Xaa3 é Thr;

[00356] - Xaa4d é Argou Lys; e

[00357] - Xaab é Tyr.

[00358] Em um aspecto, a CDR3 de um polipeptideo da presente
invencdo, em particular um dominio Unico de imunoglobulina da pre-
sente invencédo, tem a sequéncia de aminoacidos de Asp-Pro-Arg-Arg-
Gly-Trp-Asp-Thr-Arg-Tyr conforme estipulado em SEQ ID NO: 186.
[00359] Em um aspecto adicional, um polipeptideo da presente in-
vencao, em particular um dominio Unico de imunoglobulina da presen-
te invencéo, tem as seguintes CDR1, CDR2 e CDR3:

[00360] - CDRI1:

[00361] a) tem a sequéncia de aminoacidos de GSIFSSNAMA
(SEQ ID NO: 141); ou

[00362] b) tem uma sequéncia de aminoacidos que tem no minimo
80% de identidade de aminoacidos com a sequéncia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 141; ou

[00363] c¢) tem uma sequéncia de aminoacidos que tem 2, ou 1 dife-
renca de aminoacidos com a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 141, em que

[00364] - na posicao 2 o S foi modificado para T, ou G;

[00365] - na posicao 6 o S foi modificado para R;

[00366] - na posicao 7 o N foi modificado para T; e/ou

[00367] - na posicao 9 o M foi modificado para K; ou

[00368] d) tem uma sequéncia de aminoacidos selecionada entre
qualquer uma de SEQ ID NO's: 141 a 145 e 213;

[00369] - CDR2:

[00370] a) tem a sequéncia de aminoacidos de GINSVGITK (SEQ
ID NO: 164); ou
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[00371] b) tem uma sequéncia de aminoacidos que tem no minimo
70% de identidade de aminoacidos com a sequéncia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 164; ou

[00372] c¢) tem uma sequéncia de aminoacidos que tem 4, 3, 2, ou 1
diferenca de aminoacidos com a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 164, em que

[00373] - na posicao 1 o G foi modificado para A, L, Vou S;

[00374] - naposicao 3 o N foi modificado paraD, S, Q, Gou T;
[00375] - na posicao 4 o S foi modificado para T, K, G ou P;

[00376] - na posicao 5 o V foi modificado para A;

[00377] - naposicao 6 o G foi modificado para D;

[00378] - na posicao 7 o | foi modificado para T, ou V;

[00379] - naposicao 8 o T foi modificado para A; e/ou

[00380] - na posicao 9 o K foi modificado para R; ou

[00381] d) tem uma sequéncia de aminoacidos selecionada entre
qualquer uma de SEQ ID NO's: 162 a 175 e 214 a 221; e

[00382] - CDRa3:

[00383] a) tem a sequéncia de aminoacidos de DPRRGWDTRY
(SEQ ID NO: 186); ou

[00384] b) tem uma sequéncia de aminoacidos que tem no minimo
70% de identidade de aminoacidos com a sequéncia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 186; ou

[00385] c¢) tem uma sequéncia de aminoacidos que tem 3, 2, ou 1
diferenca de aminoacidos com as sequéncias de aminoacidos de SEQ
ID NO: 186, em que

[00386] - na posicao 2 o P foi modificado para A, ou G;

[00387] - na posicao 7 o D foi modificado para N; e/ou

[00388] - na posicao 9 o R foi modificado para K; ou

[00389] d) tem uma sequéncia de aminoacidos selecionada entre
qualquer uma de SEQ ID NO's: 186 a 190.
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[00390] Em um aspecto adicional, um polipeptideo da presente in-
vencao, em particular um dominio Unico de imunoglobulina da presen-

te invencéao, tem as seguintes CDR1, CDR2 e CDR3, em que:

[00391] - a referida CDR1 tem a sequéncia de aminoacidos de
GRTFSSYAMG (SEQ ID NO: 146);
[00392] - areferida CDR2 tem uma sequéncia de aminoacidos que

a) tem no minimo 90% de identidade de amino&cidos com a sequéncia
de aminoacidos de GISGSASRKY (SEQ ID NO: 176) ou b) tem a se-
guéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 176 ou 177; e

[00393] - a referida CDR3 tem a sequéncia de aminoacidos de
SNSYPKVQFDY (SEQ ID NO: 191).

[00394] Em um aspecto adicional, um polipeptideo da presente in-
vencao, em particular um dominio Unico de imunoglobulina da presen-
te invencéo, tem as seguintes CDR1, CDR2 e CDR3:

[00395] - areferida CDR1:

[00396] a) tem a sequéncia de aminoacidos de GTIFSNNAMG
(SEQ ID NO: 147); ou

[00397] b) tem uma sequéncia de aminoacidos que tem 6, 5, 4, 3, 2,
ou 1 diferenga de aminoacidos com a sequéncia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 147, em que

[00398] - na posicao 1 o G foi modificado para K, R, ou A;

[00399] - na posicao 2 o T foi modificado para |, P, S ou L;

[00400] - na posicao 3 o | foi modificado para V, ou T;

[00401] - na posicao 4 o F foi modificado para L;

[00402] - na posicao 5 o S foi modificado para R, ou D;

[00403] - na posicao 6 o N foi modificado para S, T, ou D; e/ou
[00404] - na posicao 7 o N foi modificado para T, ou Y; ou

[00405] c¢) tem uma sequéncia de aminoacidos selecionada entre
gualgquer uma de SEQ ID NO's: 147 a 161,

[00406] - areferida CDR2:
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[00407] a) tem a sequéncia de aminoacidos de SISNSGSTN (SEQ
ID NO: 179); ou

[00408] b) tem uma sequéncia de aminoacidos que tem 4, 3, 2, ou 1
diferenca de aminoacidos com a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 179, em que

[00409] - na posicao 3 o S foi modificado para T, ou G;

[00410] - na posicao 4 o N foi modificado para S, ou |;

[00411] - na posicao 5 o S foi modificado para T;

[00412] - na posicao 6 o G foi modificado para Y; e/ou

[00413] - na posicao 8 o T foi modificado para A; ou

[00414] c¢) tem uma sequéncia de aminoacidos selecionada entre
gualgquer uma de SEQ ID NO's: 178 a 185; e

[00415] - areferida CDRS3:

[00416] a) tem a sequéncia de aminoacidos de DARRGWNTAY
(SEQ ID NO: 192); ou

[00417] b) tem uma sequéncia de aminoacidos que tem no minimo
80% de identidade de aminoacidos com a sequéncia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 192; ou

[00418] c¢) tem uma sequéncia de aminoacidos que tem 2, ou 1 dife-
renca de aminoacidos com a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 192, em que

[00419] - na posicao 2 o A foi modificado para G;

[00420] - na posicao 8 o T foi modificado para S;

[00421] - na posicao 9 o A foi modificado para G; e/ou

[00422] - naposicao 10 o Y foi modificado para F; ou

[00423] d) tem uma sequéncia de aminoacidos selecionada entre
gualquer uma de SEQ ID NO's: 192 a 196.

[00424] Em um aspecto adicional, um polipeptideo da presente in-
vencao, em particular um dominio Unico de imunoglobulina da presen-

te invencéo, tem as seguintes CDR1, CDR2 e CDR3:
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[00425] - SEQ ID No: 141, 162 e 186, respectivamente; ou
[00426] - SEQ ID No: 141, 163 e 187, respectivamente; ou
[00427] - SEQ ID No: 141, 164 e 186, respectivamente; ou
[00428] - SEQ ID No: 141, 166 e 186, respectivamente; ou
[00429] - SEQ ID No: 141, 167 e 186, respectivamente; ou
[00430] - SEQ ID No: 141, 167 e 189, respectivamente; ou
[00431] - SEQ ID No: 141, 168 e 186, respectivamente; ou
[00432] - SEQ ID No: 141, 168 e 187, respectivamente; ou
[00433] - SEQ ID No: 141, 169 e 190, respectivamente; ou
[00434] - SEQ ID No: 141, 170 e 186, respectivamente; ou
[00435] - SEQ ID No: 141, 171 e 186, respectivamente; ou
[00436] - SEQ ID No: 141, 174 e 186, respectivamente; ou
[00437] - SEQ ID No: 141, 175 e 187, respectivamente; ou
[00438] - SEQ ID No: 142, 165 e 188, respectivamente; ou
[00439] - SEQ ID No: 142, 173 e 188, respectivamente; ou
[00440] - SEQ ID No: 143, 164 e 186, respectivamente; ou
[00441] - SEQID No: 144, 172 e 187, respectivamente; ou
[00442] - SEQ ID No: 145, 172 e 187, respectivamente; ou
[00443] - SEQID No: 141, 214 e 186, respectivamente; ou
[00444] - SEQ ID No: 141, 215 e 186, respectivamente; ou
[00445] - SEQ ID No: 141, 216 e 186, respectivamente; ou
[00446] - SEQ ID No: 141, 217 e 186, respectivamente; ou
[00447] - SEQ ID No: 141, 218 e 186, respectivamente; ou
[00448] - SEQ ID No: 141, 219 e 186, respectivamente; ou
[00449] - SEQ ID No: 141, 220 e 186, respectivamente; ou
[00450] - SEQ ID No: 213, 221 e 186, respectivamente; ou
[00451] - SEQ ID No: 213, 214 e 186, respectivamente.
[00452] Em um aspecto adicional, um polipeptideo da presente in-
vencao, em particular um dominio Unico de imunoglobulina da presen-

te invencéo, tem as seguintes CDR1, CDR2 e CDR3:
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[00453] - SEQ ID No: 146, 176 e 191, respectivamente; ou
[00454] - SEQ ID No: 146, 177 e 191, respectivamente.
[00455] Em um aspecto adicional, um polipeptideo da presente in-
vencao, em particular um dominio Unico de imunoglobulina da presen-
te invencéo, tem as seguintes CDR1, CDR2 e CDR3:

[00456] - SEQ ID No: 147, 178 e 192, respectivamente; ou
[00457] - SEQ ID No: 147, 179 e 192, respectivamente; ou
[00458] - SEQ ID No: 147, 179 e 194, respectivamente; ou
[00459] - SEQ ID No: 148, 179 e 193, respectivamente; ou
[00460] - SEQ ID No: 149, 179 e 192, respectivamente; ou
[00461] - SEQ ID No: 149, 180 e 192, respectivamente; ou
[00462] - SEQ ID No: 149, 181 e 192, respectivamente; ou
[00463] - SEQ ID No: 149, 183 e 192, respectivamente; ou
[00464] - SEQ ID No: 149, 185 e 192, respectivamente; ou
[00465] - SEQ ID No: 150, 179 e 194, respectivamente; ou
[00466] - SEQ ID No: 150, 182 e 194, respectivamente; ou
[00467] - SEQID No: 151, 179 e 193, respectivamente; ou
[00468] - SEQ ID No: 151, 182 e 194, respectivamente; ou
[00469] - SEQ ID No: 151, 184 e 196, respectivamente; ou
[00470] - SEQ ID No: 152, 179 e 195, respectivamente; ou
[00471] - SEQ ID No: 153, 179 e 194, respectivamente; ou
[00472] - SEQ ID No: 154, 182 e 194, respectivamente; ou
[00473] - SEQ ID No: 155, 179 e 195, respectivamente; ou
[00474] - SEQ ID No: 156, 181 e 192, respectivamente; ou
[00475] - SEQ ID No: 157, 179 e 194, respectivamente; ou
[00476] - SEQ ID No: 158, 179 e 192, respectivamente; ou
[00477] - SEQ ID No: 159, 178 e 192, respectivamente; ou
[00478] - SEQ ID No: 160, 179 e 194, respectivamente; ou
[00479] - SEQ ID No: 161, 179 e 194, respectivamente.

[00480] Em um aspecto adicional, um polipeptideo da presente in-
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vencao, em particular um dominio Unico de imunoglobulina da presen-
te invencéo, tem a CDR1, a CDR2 e a CDR3 estipuladas em:
[00481] -SEQ ID NO's: 141, 164 e 186; ou
[00482] - SEQID NO's: 141, 162 e 186.
[00483] EmM um aspecto adicional, um polipeptideo da presente in-
vencao, em particular um dominio Unico de imunoglobulina da presen-
te invencédo, tem a CDR1, a CDR2 e a CDR3 estipuladas em:
[00484] - SEQID NO's: 213, 214 e 186; ou
[00485] - SEQ ID NO's: 213, 221 e 186; ou
[00486] - SEQID NO's: 141, 162 e 186.
[00487] Polipeptideos tipicos da presente invencéo tendo as CDRs
descritas acima sdo mostrados nas Tabelas 1, 2, 3 (polipeptideos tipi-
cos das familias 101, 9 e 13, respectivamente) e 4 (polipeptideos tipi-
cos de variantes otimizadas da familia 101.

TABELA 1: FAMILIA 101

Nanobody | SEQ | CDR1* SEQ CDR2* SEQ CDR3* SEQ

CDR1 CDR2 CDR3
oy | 1| Conre | 141 [AnsvevTk | 162 | DTRREWPT T ags
C;ﬁ;ﬁi’gp 2 G’\i':/lsf' 141 | VINSVGITK | 163 | G[\;\/A;T_RY 187
Cﬁg;ﬂm 3 GI\?LFI\/?/S' 141 | GINSVGITK | 164 DPRF;?(WDT 186
Cﬁg;ﬂm 4 eriﬁf 141 | GINSVGITK | 164 DPRF;?(WDT 186
Cﬁg;ﬁ'm 5 GSL'LSE' 141 | GINSVGITK | 164 DPRi?(WDT 186
CXOCRIBIP| | OTFSS- | 1) | ivoyormc | 165 | DPRROWNT | g
Cﬁg;fl'm 7 G{iﬁ:' 141 | GINSVGITK | 164 DPRF;?(WDT 186
CXOCRIBIP| | OTISS- | 1) | ivyprmc | 165 | PPRROWNT | 1
Cﬁg;ﬁm 9 G’\?LF;AS' 141 | AINSVGITK | 166 DPRF;?(WDT 186
Cﬁg;fgp 10 GI\‘T‘:;ASAS' 141 | GINSVGITK | 164 DPRFFZ%WDT 186
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Nanobody |SEQ | CDR1* SEQ CDR2* SEQ CDR3* SEQ

CDR1 CDR2 CDR3
Cﬁg;félp 11 GSL';ASAS' 141 | LINSVGITK | 167 DGR':?{WDT 189
Cﬁg;fg"a 12 GSA'\F;AS' 141 | GINSVGITK | 164 DPRF;C;WDT 186
Cxl\jg;lfglp 13 GSL';ASAS' 141 | AINSVGITK | 166 DPR':?{WDT 186
Cﬁg;gm 14 GI\?LF;AS' 141 | LINSVGITK | 167 DPRF;C;WDT 186
Cﬁg;fl'"a 15 GI\TLFMSAS' 142 | GINSVDITK | 165 DPRF;?(WNT 188
Cﬁg;ﬂm 16 GSL';AS:' 141 | VINSVGITK | 163 | _ G[\;VA;T'RY 187
csi%?i?gp 17 GI\TLFMSAS' 142 | GINSVDITK | 165 DPRF;?(WNT 188
Cﬁg;fl'm 18 GI\TE\/IS:- 141 | LINSVGITK | 167 DPRF;?(WDT 186
Cﬁg;tssl"a 19 GI\?,IAT\/ISAS- 141 | LINSVGITK | 167 DPRF;?(WDT 186
Cﬁg 6R 11EBZ”P 20 GS'A':ASAS' 141 | GINSVGITK | 164 DPRi$WDT 186
Csﬁiiﬂp 21 GI\?LFN?AS' 141 | AINSVGITK | 166 DPRF;?(WDT 186
Cﬁg;fz'm 22 GI\?LFN?AS' 141 | LINSVGITK | 167 DPRF;?(WDT 186
Cﬁg;gm 23 GS'A':ASAS' 141 | AINSVGITK | 166 DPRi$WDT 186
Cﬁg;fim 24 GI\?LFN?AS' 141 | AINSVGITK | 166 DPRF;?(WDT 186
Cxl\jg;lliup 25 G{\?}Lﬁf’ 141 | VINTVGITK | 168 | | G[\;\'/A;T'RY 187
Csi%ﬁ?'l”a 26 GSL'T\ASE' 141 | VINSVGITK | 163 | _ G[\;VADRT'RY 187
c>|<\/|3§:11882up 27 G{\?}Lﬁf’ 141 | VINTVGITK | 168 | | G[\;\'/A;T'RY 187
Cﬁg;gm 28 GSL'T\ASE' 141 | LIDSAGITK | 169 DARRK?(WNT' 190
CKICRIBIP | g | GSIESS: |11 | novermc | 165 | PPRROWOT | 1
Csicesﬁéilp 30 GSA'\F;AS' 141 | GINSVGIAK | 170 DPRF;?(WDT 186
CX3CRI1BIIP| 31 | GSIFSS- | 143 | GINSVGITK | 164 | DPRRGWDT | 186
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Nanobody | SEQ| CDR1* SEQ CDR2* SEQ CDR3* SEQ
CDR1 CDR2 CDR3
MP65E10 NAKA RY
Csﬁiéﬁgp 32 GSLF;AS' 141 | GINSVGITK | 164 DPRF;C;WDT 186
Csi%'zéilp 33 GSL';ASAS' 141 | VINKVGITK | 171 DPR':?{WDT 186
Csﬁiéﬁgp 34 GSLF;AS' 141 | AINSVGITK | 166 DPRF;C;WDT 186
Csicéiéggp 35 GSLF“ASE' 144 | SINSVGITK | 172 | | G'\DNA[?T'RY 187
caicggiggp 36 Gl\i":ws's' 145 | SINSVGITK | 172 | _ G[\;VA;T'RY 187
CKCRIBIP| 7 | OTIESS- |1y [ Ginsvorrs | 173 | OPRROWNT | g
cslic;gi'ggp 38 G’\?L':ASAS' 141 | LINSVGITK | 167 DPRE?(WDT 186
Cﬁ%gigzp 39 GSLFSE' 141 | AINSVGITK | 166 DPRF;?(WDT 186
Csﬁiéggp 40 G,\?L':ASAS' 141 | LINSVGITK | 167 DPRi$WDT 186
Csﬁgéﬂp 41 G'\?LFI\/?/S' 141 | AINSVGTTK | 174 DPRF;?(WDT 186
CRCRIBIP |, | OSIESS: |1y [ ysuarmi | 167 | OPRROWDT | 15
Cﬁ%@éggp 43 G,\?L':ASAS' 141 | GINSVGITK | 164 DPRi$WDT 186
Csﬁgiﬁzp 44 G'\?LF;AS' 141 | LINSVGITK | 167 DPRF;?(WDT 186
C;;?D%Eégzp 45 GJ'A';ASE" 142 | GINSVDITK | 165 DPRF;?(WNT 188
Cﬁi%géggp 46 Gj:?\ﬂsf' 141 | VINSVGITK | 163 | _ G[\;VADRT'RY 187
C;;?;%Eéﬁgp 47 G{\?}Lﬁf’ 141 | SIDSVGITK | 175 | | G[\;\'/A;T'RY 187
Cﬁi%géﬂp 48 G'\?LT\AS;' 141 | LINSVGITK | 167 DGR';?(WDT 189

[00488] *As sequéncias de CDR foram determinadas de acordo
com o Antibody Engineering, vol 2 por Konetermann & Dubel (Eds.),
Springer Verlag Heidelberg Berlin, 2010. Os nameros de sequéncias

na Tabela (SEQ) se referem as sequéncias na listagem de sequéncias
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do presente requerimento.
TABELA 2: FAMILIA 9

SEQ SEQ SEQ
Nanobody | SEQ CDR1* CDR2* CDR3*
CDR1 CDR2 CDR3
CX3CR1BI
GRT- GISGSAS- SNSYPKV
IPMP111H1 49 FSSYAMG 146 RKY 176 QFDY 191
CX3CR1BI GRT- GISGSAS- SNSYPKV
IPMP12B6 >0 FSSYAMG 146 RKY 176 QFDY 191
CX3CR1BI GRT- GISGSGS- SNSYPKV
IPMP12G9 °1 FSSYAMG 146 RKY Lot QFDY 191
CX3CR1BI
GRT- GISGSGS- SNSYPKV
IPMP15G1| 52 14 177 191
1 °G ° FSSYAMG 6 RKY QFDY o

[00489] *As sequéncias de CDR foram determinadas de acordo
com o Antibody Engineering, vol 2 por Konetermann & Dubel (Eds.),
Springer Verlag Heidelberg Berlin, 2010. Os nameros de sequéncias
na Tabela (SEQ) se referem as sequéncias na listagem de sequéncias
do presente requerimento.

TABELA 3: FAMILIA 13

SEQ SEQ SEQ
Nanobody |SEQ| CDR1* CDR2* CDR3*

CDR1 CDR2 CDR3
CX3CR1BII GTIFSN- SIS- DARRGWN-
pmp1sEs | > | Namg | 47 | ssgstn | 178 TAY 192
CX3CR1BII GTIFSN- SISNS- DAR-
pmp12c2 | 4| Tamg | 148 GSTN 179 | rewnsay | 193
CX3CR1BII GIIFSN- SISNS- DARRGWN-
pMP18A10 | 2> | Namg | 140 GSTN 179 TAY 192
CX3CR1BII GIIFSN- SIGSTYST DARRGWN-
pmp1sa2 | 2° | namg | 140 N 180 TAY 192
CX3CR1BII RTIFRS- SISNS- DAR-
pmp18as | °7 | namg | TPV GSTN 179 | rewnToy | 194
CX3CR1BII GIIFSN- SIS- DARRGWN-
PMP18A9 | 20 | NamG | 1 | stystn | 18 TAY 192
CX3CR1BII GTIFRS- SISNS- DAR-
PMP18B7 | >0 | Namg | Tt GSTN 179 1 rownscy | 193
CX3CR1BII| 60 | GTIFSN- | 147 SIS- 178 | DARRGWN-| 192
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SEQ SEQ SEQ
Nanobody |SEQ| CDR1* CDR2* CDR3*

CDR1 CDR2 CDR3
PMP18B9 NAMG SSGSTN TAY
CX3CR1BII GTIFSN- SISNS- DARRGWN-
PMP18C6 61 NAMG 147 GSTN 179 TAY 192
CX3CR1BII GIIFSN- SISNS- DARRGWN-
PMP18C9 62 NAMG 149 GSTN 179 TAY 192
CX3CR1BII GIIFSN- SISNS- DARRGWN-
PMP18D1 63 NAMG 149 GSTN 179 TAY 192
CX3CR1BII GTIFSN- SISNS- DARRGWN-
PMP18D10 o4 NAMG 147 GSTN 179 TAY 192
CX3CR1BII GTIFSN- SISNS- DARRGWN-
PMP18D12 05 NAMG 141 GSTN 179 TAY 192
CX3CR1BII GTIFSN- SISNS- DARRGWN-
PMP18F1 06 NAMG 141 GSTN 179 TAY 192
CX3CR1BII GTIFSN- SISNS- DARRGWN-
PMP18F5 67 NAMG 141 GSTN 179 TAY 192
CX3CR1BII GTIFSN- SISNS- DARRGWN-

68 147 179 192
PMP18F6 NAMG GSTN TAY
CX3CR1BII GTIFRT- SISNS- DGRRGWN

69 152 179 195
PMP18F9 NAMG GSTN TGY
CX3CR1BlI RTIFRS- SISNS- DAR-

70 150 179 194
PMP18G5 NAMG GSTN RGWNTGY
CX3CR1BII GTIFSN- SISNS- DARRGWN-
PMP18H1 n NAMG 141 GSTN 179 TAY 192
CX3CR1BII KTIFRS- SISNS- DAR-
PMP18H10 2 NAMG 153 GSTN 179 RGWNTGY 194
CX3CR1BII GIIFSN- SISNS- DARRGWN-
PMP18H7 & NAMG 149 GSTN 179 TAY 192
CX3CR1BII GTIFSN- SISNS- DARRGWN-
PMP18H9 4 NAMG 141 GSTN 179 TAY 192
CX3CR1BII GIIFSN- SIGSTYST DARRGWN-
PMP20B3 & NAMG 149 N 180 TAY 192
CX3CRI1BI GTIFRS- SISNS- DAR-
PMP20C12 76 NAMG 151 GSTN 179 RGWNSGY 193
CX3CR1BIlI GIIFSN- SISNS- DARRGWN-
PMP20C3 7 NAMG 149 GSTN 179 TAY 192
CX3CRI1BI GTIFSN- SISNS- DARRGWN-
PMP20C6 8 NAMG 147 GSTN 179 TAY 192
CX3CR1BII GTT- SITNS- DAR-
PMP20D8 & FRS- 154 GSTN 182 RGWNTGY 194
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Nanobody |SEQ| CDR1* >EQ CDR2* >EQ CDR3* >EQ
CDR1 CDR2 CDR3
NAMG
CX3C S- SITNS- ]
cocmim o | P | o | S| e | o | o
CX3C GTIFSN- SISNS- ]
Supooes | & | nawe | M7 | sete | 70 | rownroy | 1%
CX3C GTIFSN- SIs- GWN-
CX3CR1BII ATIFRS- SISNS- DGRRGWN
pmp2or4 | 83 | namg | P GSTN 179 TGY 195
Crocrisl g0 | SN | sag | S | o PR i,
Cpx,\,?,gleE:I 88 GI;II-,LIIZ\/IRC? 151 |SISISGSTN| 184 RG'\DNANRT'GF 196
cpx'j;:;;FBln 92 c?\:m;g 149 SIGSNTYST 180 DARTI?A\C\S(WN— 102
et oo | TS s | I | o | o
CX3C S- SISNS- ]
PXMP§91EB7” 98 KI;IF,L\FIVITG 153 CLST'N 179 RGSVANRTGY 194
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Nanobody |SEQ| CDR1* >EQ CDR2* >EQ CDR3* >EQ
CDR1 CDR2 CDR3
CX3CR1BiII GTIFRS- SITNS- DAR-
PMP29G10 99 NAMG 151 GSTN 182 RGWNTGY 194
CX3CR1BilI GIIFSN- SIT- DARRGWN-
PMP29G7 100 NAMG 149 NTGSTN 185 TAY 192
CX3C GTIFSN- SISNS- GWN-
(;XN3”(33§11888II 110 (?\:!;\jg- 149 SIGSI\'II'YST 180 DAR-I-F;?(WN- 192
CPXNSIPC‘IZIFBQII 112 (,;\:'IAI\:SCN; 149 SIGSI\'II'YST 180 DARTITA\C\E(WN- 192
CX3C GIIFSN- SIS- GWN-
P)I(\/IPAI‘?61I-IBSII 116 I\:,IOI\:MCNS 149 STYISTN 181 DARTF;\YWI\I 192
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SEQ SEQ SEQ
Nanobody |SEQ| CDR1* CDR2* CDR3*

CDR1 CDR2 CDR3
CX3CR1BII RTIFRS- SISNS- DAR-
PMP48D11 118 NAMG 150 GSTN 179 RGWNTGY 194
CX3CR1BII RTIFRS- SISNS- DAR-
PMP48G8 119 NAMG 150 GSTN 179 RGWNTGY 194
CX3CR1BII GTIFSN- SISNS- DARRGWN-
PMP48H9 120 NAMG 141 GSTN 179 TAY 192

[00490] *As sequéncias de CDR foram determinadas de acordo com
o Antibody Engineering, vol 2 por Konetermann & Duibel (Eds.), Springer
Verlag Heidelberg Berlin, 2010. Os numeros de sequéncias na Tabela
(SEQ) se referem as sequéncias na listagem de sequéncias do presente
requerimento.

TABELA 4: VARIANTES OTIMIZADAS

Nanobody |SEQ| CDR1 SEQ corRz | 02 CDR3 SEQ

CDR1 CDR2 CDR3
o] o | | v | 1 T
CX3§1§18” 121 GI\“T’L'I:\ASAS" 141 VA(;':'/?;( 162 DPR':?(WDT 186
CX3§518” 123 GI\“T’L'I:\ASAS" 141 VA(;':'/?;( 162 DPR':?(WDT 186
CX3§1§18” 124 GI\“T’L'I:\ASAS" 141 VA(;':'/?;( 162 DPR':?(WDT 186
CXBOCE)?B” 126 GI\“T’L'I:\ASAS' 141 vAclal:I/?;( 162 DPR';?(WDT 186
CXBOCGTB” 127 GS’L'IZ\;SAS' 141 vAclal:I/; 162 DPR';?(WDT 186
CX3OC5'215” 128 GS’L'I:\;SAS' 141 vAclal:I/; 162 DPR';?(WDT 186
CXSOCSF;:LB” 129 GSLT\;SAS- 141 VA(IEI:I;;( 162 DPRF;?(WDT 186
P30 | SOFOS 1 aan | S | 1e2 | PPRREWPTH 466
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SEQ SEQ SEQ
Nanobody |SEQ| CDR1 CDR2 CDR3
CDR1 CDR2 CDR3

CX3CR1BII GSIFSS- AlS- DPRRGWDT

065 131 NAMA 141 SVGVTK 214 RY 186
CX3CR1BII GSIFSS- Al- DPRRGWDT

067 132 NAMA 141 QSVGVTK 215 RY 186
CX3CR1BII GSIFSS- AIGSVGVT DPRRGWDT

068 133 NAMA 141 K 216 RY 186
CX3CR1BII GSIFSS- AITSVGVT DPRRGWDT

074 134 NAMA 141 K 217 RY 186
CX3CR1BIlI GSIFSS- AINTVGVT DPRRGWDT

118 135 NAMA 141 K 218 RY 186
CX3CR1BII GSIFSS- AIN- DPRRGWDT

129 136 NAMA 141 GVGVTK 219 RY 186
CX3CR1BII GSIFSS- AIN- DPRRGWDT

158 137 NAMA 141 PVGVTK 220 RY 186
CX3CR1BII GSI- AlS DPRRGWDT

306 138 | FSSTA- | 213 SVGVTK 214 RY 186

MA
CX3CR1BII Gsl- AISTVGVT DPRRGWDT
139 | FSSTA- | 213 221 186
307 K RY
MA

CX3CR1BII GSIFSS- AINS- DPRRGWDT

308 140 NAMA 141 VGVTK 162 RY 186

[00491] *As sequéncias de CDR foram determinadas de acordo
com o Antibody Engineering, vol 2 por Konetermann & Dubel (Eds.),
Springer Verlag Heidelberg Berlin, 2010. Os numeros de sequéncias
na Tabela (SEQ) se referem as sequéncias na listagem de sequéncias
do presente requerimento.

[00492] Em um aspecto adicional, a presente invencao proporciona
polipeptideos que tém um ou mais dominios VHH.

[00493] Em um aspecto, um dominio VHH da presente invencéo
compreende ou essencialmente consiste na sequéncia estipulada em:
[00494] a) a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3; ou
[00495] b) sequéncias de aminoacidos que tém no minimo 90% de
identidade de aminoacidos com as sequéncias de aminoacidos de
SEQ ID NO: 3; ou
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[00496] c) sequéncias de aminoacidos que tém 11, 10, 9, 8, 7, 6, 5,
4, 3, 2, ou 1 diferenca de aminoacidos com as sequéncias de aminoa-
cidos de SEQ ID NO: 3 ou

[00497] d) uma sequéncia de aminoacidos de qualquer uma de SEQ
ID NO: 1a48, ou SEQ ID NO: 121 a 140, ou SEQ ID NO: 222 a 224.
[00498] Em um aspecto adicional, um dominio VHH da presente
invencdo compreende ou essencialmente consiste na sequéncia esti-
pulada em:

[00499] a) a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 49; ou
[00500] b) uma sequéncia de aminoacidos que tem no minimo 95%
de identidade de aminoacidos com as sequéncias de aminoacidos de
SEQ ID NO: 49; ou

[00501] c¢) uma sequéncia de aminoacidos que tem 5, 4, 3, 2, ou 1
diferenca de aminoacidos com as sequéncias de aminoacidos de SEQ
ID NO: 49; ou

[00502] d) uma sequéncia de aminoacidos de qualquer uma de
SEQ ID NO: 49 a 52.

[00503] EmM um aspecto adicional, um dominio VHH da presente
invencdo compreende ou essencialmente consiste na sequéncia esti-
pulada em:

[00504] a) a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 67; ou
[00505] b) uma sequéncia de aminoacidos que tem no minimo 90%
de identidade de aminoacidos com as sequéncias de aminoacidos de
SEQ ID NO: 67; ou

[00506] c) uma sequéncia de aminoacidos que tem 12, 11, 10, 9, 8,
7,6, 5, 4, 3, 2, ou 1 diferenca de aminoacidos com as sequéncias de
aminoacidos de SEQ ID NO: 67; ou

[00507] d) uma sequéncia de aminoacidos de qualquer uma de
SEQ ID NO: 53 a 120.

[00508] Em um aspecto adicional, um dominio VHH da presente
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invencdo compreende ou essencialmente consiste na sequéncia de
aminoacidos estipulada em qualquer uma de SEQ ID NO: 121 a 140,
ou SEQ ID NO: 222 a 224.
[00509] Em um aspecto adicional, um dominio VHH da presente
invengdo compreende ou essencialmente consiste na sequéncia de
aminoacidos estipulada em qualquer uma de SEQ ID NO: 138 a 140.
[00510] Em um aspecto adicional, um dominio VHH da presente
invencdo compreende ou essencialmente consiste na sequéncia de
aminoacidos estipulada em qualquer uma de SEQ ID NO: 222 a 224.
[00511] Dominios VHH tipicos da presente inven¢do sdo mostrados
na Tabela 5 e dominios VHH otimizados tipicos da presente invencao
sédo mostrados na Tabela 6 abaixo:

TABELA 5: DOMINIOS VHH
[00512] SEQ ID NO: 1 a 48 sédo dominios VHH da familia 101. SEQ
ID NO: 49 a 52 sdo dominios VHH da familia 9. SEQ ID NO: 53 a 120

sao dominios VHH da familia 13.

EVQLVESGGGSVQAGESLRLSCAASGSIFSNAMA-
CX3CR1BIIP (WYRQAPGKRRDLVAAINSVGVTKYADSVKGRFTIS- | SEQ 1
MP66B02 RDNAKNTVYLQMNSLKPEDTAVYYCTSDPRRGW- |ID NO:
DTRYWGQGTQVTVSS
EVQLVESGGGSVQAGESLRLSCAASGSIFSSNAMA-
CX3CR1BIIP (WYRQAPGKQRDLVAVINSVGITKYADSVKGRFTISG-| SEQ 5
MP54A12 DNAKNTVYLQMNSLKPEDTAVYYCTSDARRGWDT- |ID NO:
RYWGQGTQVTVSS
EVOQLVESGGGSVQAGESLRLSCAASGSIFSSNAMA-
CX3CR1BIIP (WYRQAPGKQRDLVAGINSVGITKYADSVKGRFTIS- | SEQ 3
MP54A3 RDNAKNTVYLQMNSLKPEDTAVYYCTSDPRRGWD- |ID NO:
TRYWGQGTQVTVSS
EVQLVESGRGSVQAGESLRLSCAASGSIFSSNAM-
CX3CR1BIIP |AWYRQAPGKQRDLVAGINSVGITKYADSVKGRFTIS-| SEQ 4
MP54A4 RDNAKNTVYLOQMNSLKPEDTAVYYCTSDPRRGWD- |ID NO:
TRYWGQGTQVTVSS
EVOQLVESGGGSVQAGESLRLSCAASGSIFSS-
CX3CR1BIIP [NAMAWYRQAPGKQRDLVAGINSVGIT- SEQ 5
MP54A5 KYDSVKGRFTISRDNAKNTVYLQMNSLKPEDTA- ID NO:
VYYCTSDPRRGWDTRYWGQGTLVTVSS
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EVQLVESGGGSVQAGESLRLSCAASGTIFSSNAMA-

CX3CR1BIIP (WYRQAPGKQRDLVAGINSVDITKYADSVKGRFTISR-| SEQ 6
MP54A7 DNAKNTVYLQMNSLKPEDTAVYYCTSD- ID NO:
PRRGWNTRYWGQGTQVTVSS
EVQLVESGGGSVQAGESLRLSCAASGSIFSSNAMA-
CX3CR1BIIP [WYRQAPGKQRDLVAGINSVGITKYADSVKGRFTIS- | SEQ 7
MP54B1 RDNAKNTAYLQMNSLKPEDTAVYYCTSDPRRGWD- |ID NO:
TRYWGQGTQVTVSS
EVQLVESGGGSVQAGESLRLSCAASGTIFSSNAMA-
CX3CR1BIIP (WYRQAPGKQRDLVAGINSVDITKYADSVKGRFTISR-| SEQ 8
MP54B2 DNAKNTVYLQMNSLKPEDTAVYYCTSDPRRGWN- |ID NO:
TRYWGQGTLVTVSS
EVOQLVESGGGSVQAGESLRLSCAASGSIFSSNAM-
CX3CR1BIIP |AWYRQAPGKQRDLVAAINSVGITKYADSVKGRFTI- SEQ 9
MP54B3 SRDNAKNTVYLQMNSLKPEDTAVYYCTSDPRRG- ID NO:
WDTRYWGQGTQVTVSS
EVOQLVESGGGSVQAGESLRLSCAASGSIFSSNAM-
CX3CR1BIIP |AWYRQAPGKQRDLVAGINSVGITKYADSVKGRFTI- | SEQ 10
MP54B5 SRDNAKNTAYLQMNSLKPEDTAVYYCTSDPRRGW- |ID NO:
DTRYWGQGTLVTVSS
EVQLVESGGGSVQAGESLRLSCAASGSIFSSNAMA-
CX3CR1BIIP [WYRQAPPGKQRDLVALINSVGITKYADSVKGRFTI- SEQ 11
MP54D5 SSDNAKNTVYLEMNSLKPEDTAVYYCTSDGRR- ID NO:
GWDTRYWGQGTQVTVSS
EVOQLVESGGGSVQAGGSLRLSCAASGSIFSSNAMA-
CX3CR1BIIP (WYRQAPGKQRDLVAGINSVGITKYADSVKGRFTISR-| SEQ 12
MP54D8 DNAKNTVYLQMNSLKPEDTAVYYCTSDPRRGWDT- |ID NO:
RYWGQGTLVTVSS
KVQLVESGGGSVQAGESLRLSCAASGSIFSSNAM-
CX3CR1BIIP |AWYRQAPGKQRDLVAAINSVGIT- SEQ 13
MP54F6 KYADSVKGRFTISRDNAKNTVYLQMNSLKPEDTA- ID NO:
VYYCTSDPRRGWD-TRYWGQGTLVTVSS
EVQLVESGGGSVQAGESLRLSCAASGSIFSSNAM-
CX3CR1BIIP |AWYRQAPGKQRDLVALINSVGITKYADSVKGRFTIS- | SEQ 14
MP54G3 RDNAKNTVYLQMNSLKPEDTAVYYCTSDPRRGWD- |ID NO:
TRYWGQGTLVTVSS
EVOQLVESGGGSVQAGESLRLSCAASGTIFSSNAMA-
CX3CR1BIIP (WYRQAPGKQRDLVAGINSVDITKYADSVKGRFTV- SEQ 15
MP54H1 SRDNAKNTVYLQMNSLKPEDTAVYYCTSD- ID NO:

PRRGWNTRYWGQGTQVTVSS
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EVQLVESGGGSVQAGESLRLSCAASGSIFSS-

CX3CR1BIIP INAMAWYRQAPGKQRDLVAVINSVGIT- SEQ 16

MP54H4 KYADSVKGRFTISGDNAKNTVYLQMNSLKPEDTA- ID NO:
VYYCTSDARRGWDTRYWGQGTLVTVSS
KVQLVESGGGSVQAGESLRLSCAASGTIFSS-

CX3CR1BIIP [INAMAWYRQAPGKQRDLVAGINSVDIT- SEQ 17

MP61F10 KYADSVKGRFTISRDNAKNTVYLQMNSLKPEDTA- ID NO:
VYYCTSDPRRGWNTRYWGQGTQVTVSS
EVQLVESGGGSVQAGESLRLSCAASGSIFSS-

CX3CR1BIIP [NAMAWYRQAFGKQRDLVALINSVGIT- SEQ 18

MP61D1 KYADSVKGRFTISRDNAKNTVYLQMNSLKPEDTA- ID NO:
VYYCTSDPRRGWDTRYWGQGTQVTVSS
KVQLVESGGGSVQAGESLRLSCAASGSIFSS-

CX3CR1BIIP [NAMAWYRQAFGKQRDLVALINSVGIT- SEQ 19

MP61D5 KYADSVKGRFTISRDNAKNTVYLQMNSLKPEDTA- ID NO:
VYYCTSDPRRGWDTRYWGQGTQVTVSS
EVOQLVESGGGSVQAGESLRLSCAASGSIFSS-

CX3CR1BIIP INAMAWYRQAPGKQRDLVAGINSVGIT- SEQ 20

MPG61E2 KYADSVKGRFTISRDNAKNTVYLQMNSLKPED- ID NO:
MAVYYCTSDPRRGWDTRYWGQGTQVTVSS
KVQLVESGGGSVQAGESLRLSCAASGSIFSS-

CX3CR1BIIP [INAMAWYRQPPGKQRDLVAAINSVGIT- SEQ 21

MP61F11 KYADSVKGRFTIFRDNAKNTVYLQMNSLKPEDTA- ID NO:
VYYCTSDPRRGWDTRYWGQGTQVTVSS
EVQLVKSGGGSVQAGESLRLSCAASGSIFSS-

CX3CR1BIIP [NAMAWYRQAPGKQRDLVALINSVGIT- SEQ 29

MP61G2 KYADSVKGRFTISRDNAKNTVYLQMNSLKPEDTA- ID NO:
VYYCTSDPRRGWDTRYWGQGTQVTVSS
KVQLVESGGGSMQAGESLRLSCAASGSIFSS-

CX3CR1BIIP INAMAWYRQAPGKQRDLVAAINSVGIT- SEQ 23

MP61G3 KYADSVKGRFTISRDNAKNTVYLQMMSLKPEDTA- |ID NO:
VYYCTSDPRRGWDTRYWGQGTQVTVSS
KVQLVESGGGSVQAGGSLRLSCAASGSIFSS-

CX3CR1BIIP [NAMAWYRQAPGKQRDLVAAINSVGIT- SEQ o4

MP61G4 KYADSVKGRFTISRDNAKNTVYLQMMSLKPEDTA- |ID NO:
VYYCTSDPRRGWDTRYWGQGTQVTVSS
EVQLVESGGGSVQAGASLRLSCAASGSIFSS-

CX3CR1BIIP INAMAWYRQAPGKQRDLVAVINTVGIT- SEQ 25

MP61F4 KYADSVKGRFTISRDNAKNTVYLQMNSLKPEDTA- ID NO:

VYYCTSDARRGWDTRYWGQGTLVTVSS
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EVQLVESRGGSVQAGESLRLSCAASGSIFSS-

CX3CR1BIIP [NAMAWYRQAPGKQRDLVAVINSVGIT- SEQ |

MP61A11  |KYADSVKGRFTISGDNAKNTVYLQMNSLKPEDTA- |ID NO:
VYYCTSDARRGWDTRYWGQGTQVTVSS
EVQLVESRGGSVQAGASLRLSCAASGSIFSS-

CX3CR1BIIP [NAMAWYRQAPGKQRDLVAVINTVGIT- SEQ | ,,

MP61B2 KYADSVKGRFTISRDNAKNTVYLQMNSLKPEDTA- | ID NO:
VYYCTSDARRGWDTRYWGQGTQVTVSS
EVQLVKSGGGSVQAGESLRLSCAASGSIFSS-

CX3CR1BIIP INAMAWYRQALGKQRDLVALIDSAGIT- SEQ | g

MP61C9  |KYADSVKGRFTISRDNAKNTVYLQMNRLKPEDTA- |ID NO:
VYYCASDARRGWNTKYWGQGTLVTVSS
EVQLVESGGGSVQAGESLRLSCAASGSIFSS-

CX3CR1BIIP [NAMAWYRQAPGKQRDLVAAINSVGIT- SEQ | g

MP65H02  |KYADSVKGRFTISRDNAKNTVHLQMNSLKPEDTA- |ID NO:
VYYCTSDPRRGWDTRYWGQGTLVTVSS
EVQLVESGGGSVQAGESLRLSCAASGSIFSS-

CX3CR1BIIP [NAMAWYRQAPGKQRDLVAGINS- SEQ | 4,

MP65E11  |VGIAKYADSVKGRFTISRDNAKNTVYLQMNSLK- ID NO:
PEDTAVYYCTSDPRRGWDTRYWGQGTLVTVSS
EVQLVESGGGSVQAGESLRLSCAASGSIFSSNA-

CX3CR1BIIP [KAWYRQAPGKQRDLVAGINSVGIT- SEQ | 4,

MP65E10  |KYADSVKGRFTISRDNAKNTVYLQMNSLKPEDTA- |ID NO:
VYYCTSDPRRGWDTRYWGQGTLVTVSS
KVQLVESGGGSVQAGESLRLSCAASGSIFSS-

CX3CR1BIIP [NAMAWYRQAPGKQRDLVAGINSVGIT- SEQ | ,

MP65E05  |KYADSVKGRFTISRDNAKNTVYLQMNSLKPEDTA- | ID NO:
VYYCTSDPRRGWDTRYWGQGTLVTVSS
EVQLVKSGGGSVQAGESLRLSCAASGSIFSS-

CX3CR1BIIP [NAMAWYRQAPGKQRDLVAVINKVGIT- SEQ |

MP65B11  |KYADSVKGRFTISRDNAKNTVYLQMNSLKPEDTA- |ID NO:
VYYCTSDPRRGWDTRYWGQGTQVTVSS
EVQLVESGGGSVQAGESLRLSCAASGSIFSS-

CX3CR1BIIP [NAMAWYRQAPGKQRDLVAAINSVGIT- SEQ | ,

MP65B07  |KYADSVKGRFTISRDNAKNTVYLQMNSLKPEDTA- |ID NO:
VYYCTSDPRRGWDTRYWGQGTLVTVSS
EVQLVESGGGSVQAGESLRLSCAASGSIFSR-

CX3CR1BIIP [NAMAWYRQAPGKQRDLVASINSVGIT- SEQ | 4

MP65B09  |KYGDSVKGRFTISRDNAKNTVYLQMNSLKPEDTA- |ID NO:

VYYCTSDARRGWDTRYWGQGTLVTVSS
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EVQLVESGGGSVQAGESLRLSCAASGGIFSRNA-

CX3CRIBIIP [ MAWYRQAPGKQRDLVASINSVGITKYGDSVKGR- | SEQ | .

MP65H01  |FTISRDNAKNTVYLQMNSLKPEDTAVYYCTSDA- ID NO:
RRGWDTRYWGQGTQVTVSS
EVQLVESGGGSVQAGESLRLSCAASGTIFSSNAM-

CX3CRIBIIP |AWYRQAPGKQRDLVAGINSVDITRYADSVKGRFTIS-| SEQ | .

MP65G07  |RDNAKNTVYLQMNSLKPEDTAVYYCTSDPRRGWN- |ID NO:
TRYWGQGTQVTVSS
EVQLVESGGGSVQAGESLRLSCAASGSIFSSNAMA-

CX3CR1BIIP | WYRQAPGKQRDLVALINSVGITKYADSVKGRFTIS- | SEQ |

MP66H08  |RDNAKNTVYLQMNSLKPEDTAVYYCTSD- ID NO:
PRRGWDTRYWGQGTQVTVSS
EVQLVESGGGSVQAGGSLRLSCAASGSIFSS-

CX3CR1BIIP [NAMAWYRQAPGKQRDLVAAINSVGIT- SEQ | 44

MP66H04  |KYADSVKGRFTISRDNAKNTVYLQMMSLKPEDTA- |ID NO:
VYYCTSDPRRGWDTRYWGQGTLVTVSS
EVQLVESGGGSVQAGESLRLSCAASGSIFSS-

CX3CR1BIIP INAMAWYRQAPGKQRDLVALINSVGIT- SEQ | .

MP66F02  |KYAGSVKGRFTISRDNAKNTVYLQMNSLKPEDTA- |ID NO:
VYYCTSDPRRGWDTRYWGQGTQVTVSS
EVQLVESGGGSVQAGESLRLSCAASGSIFSS-

CX3CR1BIIP [NAMAWYRQAPGKQRDLVAAINSVGTT- SEQ | ,,

MP66E11  |KYADSVKGRFTISRDNAKNTVYLQMNSLKPEDTA- |ID NO:
VYYCTSDPRRGWDTRYWGQGTQVTVSS
EVQLVESGGGSVQAGESLRLSCAASGSIFSS-

CX3CR1BIIP INAMAWYRQALGKQRDLVALINSVGIT- SEQ | ,,

MP66D10  |KYADSVKGRFTISRDNAKNTVYLQMNSLKPEDTA- |ID NO:
VYYCTSDPRRGWDTRYWGQGTQVTVSS
EVQLMESGGGSVQAGESLRLSCAASGSIFSS-

CX3CR1BIIP [NAMAWYRQAPGKQRDLVAGINSVGIT- SEQ | ,,

MP66D08  |KYADSVKGRFTISRDNAKNTVYLQMNSLKPEDTA-  |ID NO:
VYYCTSDPRRGWDTRYWGQGTQVTVSS
EVQLVESGGGSVQAGESLRLSCAASGSIFSS-

CX3CR1BIIP INAMAWYRQALGKQRDLVALINSVGIT- SEQ | ,,

MP66A04  |KYADSVKGRFTISRDNAKNTVYLQMNSLKPEDTA- |ID NO:
VYYCTSDPRRGWDTRYWGQGTLVTVSS
KVQLVESGGGSVQAGESLRLSCAASGTIFSS-

CX3CR1BIIP [NAMAWYRQAPGKQRDLVAGINSVDIT- SEQ | ,¢

MP66D04  |KYADSVKGRFTISRDNAKNTVYLQMNSLKPEDTA- |ID NO:

VYYCTSDPRRGWNTRYWGQGTLVTVSS
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EVQLVESGGGSVQAGESLRLSCAASGSIFSS-

CX3CR1BIIP [NAMAWYRQAPGKQRDLVAVINSVGIT- SEQ | ¢
MP66D02  |KYADSVKGRFTTSGDNAKNTVYLQMNSLKPEDTA- |ID NO:
VYYCTSDARRGWDTRYWGQGTQVTVSS
EVQLVESGGGSVQAGESLRLSCAASGSIFSS-
CX3CR1BIIP [NAMAWYRQAPGKQRDLVASIDSVGIT- SEQ | -
MP66D06  |KYRDSVKGRFTISRDNAKNTVYLQMNSLKPEDTA- | ID NO:
VYYCTSDARRGWDTRYWGQGTQVTVSS
EMQLVESGGGSVQAGESLRLSCAASGSIFSS-
CX3CR1BIIP [NAMAWYRQAPGKQRDLVALINSVGIT- SEQ | g
MP66G01  |KYADSVKGRFTISRDNAKNTVYLQMNSLKPEDTA- |ID NO:
VYYCTSDGRRGWDTRYWGQGTQVTVSS
EVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCVASGRTFSSYAM-
CX3CR1BIIP | GWFRQAPGKERAFVAGISGSAS- SEQ | 49
MP11H11  |RKYYADSVKGRFTVSRDNARNTVYLQMNSLK- ID NO:
PEDTAVYYCAASNSYPKVQFDYYGQGTQVTVSS
EVQLVQSGGGLVQAGGSLRLSCVASGRTFSSYAM-
CX3CR1BIIP | GWFRQAPGRERAFVAGISGSAS- SEQ | ¢,
MP12B6 RKYYADSVKGRFTVSRDNARNTVYLQMNSLK- ID NO:
PEDTAVYYCAASNSYPKVQFDYYGQGTQVTVSS
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCVASGRTFSSYAM-
CX3CR1BIIP | GWFRQAPGKEREFVAGISGSGS- SEQ | .,
MP12G9  |RKYYADSVKGRFTISRDNARNTVYLQMNSLKPE-  |ID NO:
DRAVYYCAASNSYPKVQFDYYGQGTQVTVSS
EVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCVASGRTFSSYAM-
CX3CR1BIIP | GWFRQAPGKEREFVAGISGSGS- SEQ | o,
MP15G11 |RKYYADSVKGRFTISRDNARNTVYLQMNSLKPE-  |ID NO:
DRAVYYCAASNSYPKVQFDYYGQGTQVTVSS
KVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCATSGTIFSNNAM-
CX3CR1BIIP |GWYRQAPGKKRDLVASIS- SEQ | .,
MP18E6 SSGSTNYADSVKGRFTVSRDNDKNTGYLQMNSLK- | ID NO:
PEDTGVYYCTLDARRGWNTAYWGQGAQVTVSS
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCATSGTIFSNTAM-
CX3CR1BIIP | GWYRQAPGKKRDLVASISNS- SEQ | ¢,
MP12C2  |GSTNYADSVKGRFTVSRDNDKNTGYLQMNSLK-  |ID NO:
PEDTGVYYCTVDARRGWNSGYWGQGTQVTVSS
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCATSGIIFSNNAM-

CX3CR1BIIP | GWYRQAPGKKRDLVASISNS- SEQ
MP18A10  |GSTNYADSAKGRFTVSRDNDKNTGYLOMNSLK- | ID NO:| >
PEDTGVYYCTVDARRGWNTAYWGQGTQVTVSS
CX3CR1BIIP |[EVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCVTSGIIFSNNAM- | SEQ | 56

Peticio 870230015340, de 23/02/2023, pag. 73/186




67/166

MP18A2 GWYRQGPGKKRDLVASI- ID NO:
GSTYSTNYADSVKGRFTVSRDNDKNTGYLQMNS-
LKPEDTGVYYCTIDARRGWNTAYWGQGTPVTVSS
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCATSRTIFRSNAM-

CX3CR1BIIP | GWYRQAPGKKRDLVASISNS- SEQ |

MP18A8 GSTNYADSVKGRFTVSRDNDKNTGYLQMNSLK- | ID NO:
PEDTGVYYCTIDARRGWNTGYWGQGTQVTVSS
EVQLVESGGGVVQPGGSLRLSCVTSGIIFSNNAM-

CX3CR1BIIP |GWYRQGPGKKRDLVASIS- SEQ |

MP18A9 STYSTNYADSVKGRFTVSRDNDKNTGYLQMNSLK- | ID NO:
PEDTGVYYCTIDARRGWNTAYWGQGTPVTVSS
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCATSGTIFRSNAM-

CX3CR1BIIP | GWYRQAPGKKRDLVASISNS- SEQ | .4

MP18B7 GSTNYADSVKGRFTVSRDNDKNTGYLQMNSLK- | ID NO:
PEDTGVYYCTVDARRGWNSGYWGQGTQVTVSS
EVQLVESRGGLVQPGGSLRLSCATSGTIFSNNAM-

CX3CR1BIIP |GWYRQAPGKKRDLVASIS- SEQ |

MP18B9 SSGSTNYADSVKGRFTVSRDNDKNTGYLQMNSLK- | ID NO:
PEDTGVYYCTLDARRGWNTAYWGQGTQVTVSS
EVQLMESGGGLVQPGGSLRLSCATSGTIFSNNAM-

CX3CR1BIIP |GWYRQAPGKKRDLVASISNS- SEQ | o,

MP18C6  |GSTNYADSVKGRFTVSRDNDKNTGYLQMNSLK-  |ID NO:
PEDTGVYYCTVDARRGWNTAYWGQGTQVTVSS
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCATSGIIFSNNAM-

CX3CR1BIIP | GWYRQAPGKKRDLVASISNS- SEQ | ¢,

MP18C9  |GSTNYADSVKGRFTVSRDNDKNTGYLQMNSLK-  |ID NO:
PEDTGVYYCTVDARRGWNTAYWGQGTQVTVSS
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCATSGIIFSNNAM-

CX3CR1BIIP | GWYRQAPGKKRDLVASISNS- SEQ |

MP18D1  |GSTNYADSVKGRFTVSRDNDKSTGYLQMNSLK- ID NO:
PEDTGVYYCTVDARRGWNTAYWGQGTQVTVSS
EVQLVESGGGLVQPGGSLGLSCATSGTIFSNNAM-

CX3CR1BIIP | GWYRQAPGKKRDLVASISNS- SEQ |,

MP18D10  |GSTNYADSVKGRFTVSRDNDKNTGYLQMNSLK-  |ID NO:
PEDTGVYYCTVDARRGWNTAYWGQGTQVTVSS
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCTTSGTIFSNNAM-

CX3CR1BIIP | GWYRQAPGKKRDLVASISNS- SEQ | (¢

MP18D12  |GSTNYADSVKGRFTVSRDNDKNTGYLQMNNLK-  |ID NO:
PEDTGVYYCTLDARRGWNTAYWGQGTQVTVSS

CX3CR1BIIP |KVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCATSGTIFSNNAM- | SEQ | 66
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MP18F1 GWYRQAPGKKRDLVASISNS- ID NO:
GSTNYADSVKGRFTVSRDNDKNTGYLQMNSLK-
PEDTGVYYCTVDARRGWNTAYWGQGTQVTVSS
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCATSGTIFSNNAM-

CX3CR1BIIP |GWYRQAPGKKRDLVASISNS- SEQ |

MP18F5 GSTNYADSVKGRFTVSRDNDKNTGYLQMNSLK- ID NO:
PEDTGVYYCTVDARRGWNTAYWGQGTQVTVSS
EVQLVDSGGGLVQPGGSLRLSCATSGTIFSNNAM-

CX3CR1BIIP |GWYRQAPGKKRDLVASISNS- SEQ | g

MP18F6 GSTNYADSVKGRFTVSRDNDKNTGYLQMNSLK- ID NO:
PEDTGVYYCTVDARRGWNTAYWGQGTQVTVSS
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCATSGTIFRTNAM-

CX3CR1BIIP |GWYRQAPGKKRDLVASISNS- SEQ | 49

MP18F9 GSTNYADSVKGRFTVSRDNDKNTAYLQMNSLK- ID NO:
PEDTGVYYCTIDGRRGWNTGYWGQGTQVTVSS
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCATSRTIFRSNAM-

CX3CR1BIIP |GWYRQAPGKKRDLVASISNS- SEQ |

MP18G5  |GSTNYADSVKGRFTVSRDNDKNTGYLQMNSLK- ID NO:
PEDTGVYYCTVDARRGWNTGYWGQGTQVTVSS
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCATSGTIFSNNAM-

CX3CR1BIIP |GWYRQALGKKRDLVASISNS- SEQ | _,

MP18H1 GSTNYADSVKGRFTVSRDNDKNTGYLQMNSLK- ID NO:
PEDTGVYYCTVDARRGWNTAYWGQGTQVTVSS
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCATSKTIFRSNAM-

CX3CR1BIIP |GWYRQAPGKKRDLVASISNS- SEQ | _,

MP18H10 |GSTNYADSVKGRFTVSRDNDKNTGYLQMNSLK- ID NO:
PEDTGVYYCTVDARRGWNTGYWGQGTQVTVSS
EVQLVESRGGLVQPGGSLRLSCATSGIIFSNNAM-

CX3CR1BIIP |GWYRQAPGKKRDLVASISNS- SEQ | _,

MP18H7 GSTNYADSVKGRFTVSRDNDKNTGYLQMNSLK- ID NO:
PEDTGVYYCTVDARRGWNTAYWGQGTQVTVSS
EVQLVKSGGGLVQPGGSLRLSCTTSGTIFSNNAM-

CX3CR1BIIP |GWYRQAPGKKRDLVASISNS- SEQ |,

MP18H9 GSTNYADSVKGRFTVSRDNDKNTGYLQMNNLK- | ID NO:
PEDTGVYYCTLDARRGWNTAYWGQGTQVTVSS
EVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCVTSGIIFSNNAM-

CX3CR1BIIP |GWYRQGPGKKRDLVASI- SEQ | ¢

MP20B3 GSTYSTNYADSVKGRFTVSRDNDKNTGYLQMNS- | ID NO:
LKPEDTGVYYCTIDARRGWNTAYWGQGTPVTVSS

CX3CRIBIIP |[EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCATSGTIFRSNAM- | SEQ | _

MP20C12 |GWYRQAPGKKRDLVASISNS- ID NO:
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GSTNYADSVKGRFTVSRDNDKNTGYLQMNSLK-
PEDTGVYYCTVDARRGWNSGYWGQGTRVTVSS

KVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCATSGIIFSNNAM-

CX3CR1BIIP |GWYRQAPGKKRDLVASISNS- SEQ | .

MP20C3  |GSTNYADSVKGRFTVSRDNDKNTGYLQMNSLK-  |ID NO:
PEDTGVYYCTVDARRGWNTAYWGQGTQVTVSS
EVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCATSGTIFSNNAM-

CX3CR1BIIP | GWYRQAPGKKRDLVASISNS- SEQ | g

MP20C6  |GSTNYADSVKGRFTVSRDNDKNTGYLQMNSLK-  |ID NO:
PEDTGVYYCTVDARRGWNTAYWGQGTQVTVSS
EVQLVESGGGLVQPGRSLRLSCATSGTTFRSNAM-

CX3CR1BIIP | GWYRQGPGKKRDLVASITNS- SEQ | g

MP20D8  |GSTNYADSVKGRFTVSRDNDKNTGYLQMSSLK- ID NO:
PEDTGVYYCTLDARRGWNTGYWGQGTQVTVSS
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCATSRTIFRSNAM-

CX3CR1BIIP |GWYRQGPGKKRDLVASITNS- SEQ | o

MP20E11  |GSTNYADSVKGRFTVSRDNDRNTGYLQMNSLK-  |ID NO:
PEDTGVYYCTVDARRGWNTGYWGQGTQVTVSS
KVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCATSGTIFSNNAM-

CX3CR1BIIP | GWYRQVPGKKRDLVASISNS- SEQ | 4,

MP20E5 GSTNYADSVKGRFTVSRDNDKNTGYLQMNSLK- | ID NO:
PEDTGVYYCTVDARRGWNTGYWGQGTQVTVSS
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCATSGTIFSNNAM-

CX3CR1BIIP |GWYRQAPGKKRDLVASIS- SEQ | 4,

MP20F3 SSGSTNYADSVKGRFTVSRDNDKNTGYLQMNSLK- | ID NO:
PEDTGVYYCTLDARRGWNTAYWGQGTQVTVSS
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCATSATIFRSNAM-

CX3CR1BIIP |GWYRQAPGKKRDLVASISNS- SEQ | o,

MP20F4 GSTNYADSVKGRFTVSRDNDKNTAYLQMNSLK- ID NO:
PEDTGVYYCTIDGRRGWNTGYWGQGTQVTVSS
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCATSATIFRSNAM-

CX3CR1BIIP | GWYRQAPGKKRDLVASISNSGSTNYADSVKGRS- | SEQ |

MP20F5 TVSRDNDKNTAYLQMNSLKPEDTGVYYCTID- ID NO:
GRRGWNTGYWGQGTQVTVSS
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCATSGTIFSNNAM-

CX3CR1BIIP | GWYRQAPGKKRDLVASISNS- SEQ | o

MP21B6 GSTNYADSVKGRFTVSRDNDKNTGYLQMNSLK- | ID NO:
PEDMGVYYCTVDARRGWNTAYWGQGTQVTVSS

CX3CRIBIIP |EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCATSGIIFSNNAM- | SEQ |

MP24A12  |GWYRQAPGKKRDLVASISNS- ID NO:
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GSANYADSVKGRFTVSRDNDKNTGYLQMNSLK-
PEDTGVYYCTVDARRGWNTAYWGQGTQVTVSS

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCTTSGTIFSNAMG-

CX3CR1BIIP | WYRQAPGKKRDLVASISNSGSTNYADSVKGRFTVS- | SEQ |

MP24A6 GDNDKNTGYLQMNNLKPEDTGVYYCTLDARRGWN- | ID NO:
TAYWGQGTQVTVSS
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCATSGTIFRSNAM-

CX3CR1BIIP | GWYRQAPGKKRDLVASISISGSTNYADSVKGRFTV- | SEQ |

MP24B9 SRDNDKNTGYLQMNSLKPEDTGVYYCTVDARRGW- | ID NO:
NTGFWGQGTQVTVSS
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCVTSGIIFSNNAM-

CX3CR1BIIP |GWYRQGPGKKRDLVASIS- SEQ | 44

MP24D3 STYSTNYADSVKGRFTVSRDNDKNTGYLQMNSLK- |ID NO:
PEDTGVYYCTIDARRGWNTAYWGQGTPVTVSS
EVQLMESGGGMVQVGGSLRLSCTASGLIFSNNAM-

CX3CR1BIIP |GWYRQGPGKKRDLVASIS- SEQ | 44

MP24F7 STYSTNYADSVKGRFTVSRDNDKNTGYLQMNSLK- |ID NO:
PEDTGVYYCTIDARRGWNTAYWGQGTPVTVSS
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAISATIFRSNAM-

CX3CR1BIIP |GWYRQAPGKKRDLVASISNS- SEQ | 4,

MP28B4 GSTNYADSVKGRFTVSRDNDKNTAYLQMNSLK- ID NO:
PEDTGVYYCTIDGRRGWNTGYWGQGTQVTVSS
EMQLVESGGGVVQPGGSLRLSCVTSGIIFSNNAM-

CX3CR1BIIP |GWYRQGPGKKRDLVASI- SEQ | o,

MP28F1 GSTYSTNYADSVKGRFTVSRDNDKNTGYLQMNS- | ID NO:
LKPEDTGVYYCTIDARRGWNTAYWGQGTPVTVSS
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCATSGIIFSNNAM-

CX3CR1BIIP |GWYRQAPGKKRDLVASISNS- SEQ | o,

MP28F6 GSTNHADSVKGRFTVSRDNDKNTGYLQMNSLK- ID NO:
PEDTGVYYCTVDARRGWNTAYWGQGTQVTVSS
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCATSGTIFSNNAM-

CX3CR1BIIP |GWYRQVPGKKRDLVASISNS- SEQ | o,

MP28F9 GSTNYADSVKGRFTVSRDNDKNTGYLQMNSLK- ID NO:
PEDTGVYYCTVDARRGWNTGYWGQGTQVTVSS
EVQLVESRGGLVQPGGSLRLSCATSGTIFSNNAM-

CX3CR1BIIP |GWYRQAPGKKRDLVASISNS- SEQ | oo

MP29A5 GSTNYADSVKGRFTVSRDNDKNTGYLQMNSLK- ID NO:
PEDTGVYYCTVDARRGWNTAYWGQGTQVTVSS

CX3CRIBIIP |KVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCATSGTIFRSNAM- | SEQ | o

MP29D5 GWYRQAPGKKRDLVASISNS- ID NO:
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GSTNYADSVKGRFTVSRDNDKNTGYLQMNSLK-
PEDTGVYYCTVDARRGWNSGYWGQGTQVTVSS

EVQLVESEGGLVQPGGSLRLPCATSKTIFRSNAM-

CX3CR1BIIP | GWYRQAPGKKRDLVASISNS- SEQ 97

MP29E3 GSTNYADSVKGRFTVSRDNDKNTGYLQMNSLK- ID NO:
PEDTGVYYCTVDARRGWNTGYWGQGTQVTVSS
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCATSKTIFRSNAM-

CX3CR1BIIP |GWYRQAPGKKRGLVASISNS- SEQ 08

MP29E7 GSTNYADSVKGRFTVSRDNDKNTGYLQMNSLK- ID NO:
PEDTGVYYCTVDARRGWNTGYWGQGTQVTVSS
EVQLMESGGGLVQPGGSLRLSCATSGTIFRSNAM-

CX3CR1BIIP |GWYRQGPGKKRDLVASITNS- SEQ 99

MP29G10 GSTNYADSVKGRFTVSRDNDKNTGYLQMSSLK- ID NO:
PEDTGVYYCTLDARRGWNTGYWGQGTQVTVSS
EVOQLVESGGGLVQPGGSLRLSCATSGIIFSNNAM-

CX3CR1BIIP | GWYRQGPGKKRDLVASIT- SEQ 100

MP29G7 NTGSTNYADSVKGRFTVSRDNDRNTVYLOQMNSLK- |ID NO:
PEDTGVYYCTVDARRGWNTAYWGQGTQVTVSS
EVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCTTSGTIFSNNAM-

CX3CR1BIIP |GWYRQAPGKKRDLVASISNS- SEQ 101

MP29H1 GSTNYADSVKGRFTVSRDNDKNTGYLQMNNLK- ID NO:
PEDTGVYYCTLDARRGWNTAYWGQGTQVTVSS
EVOQLVESGGGLVQPGGSLRLSCATSRTIFRSNAM-

CX3CR1BIIP |GWYRQAPGKKRDLVASISNS- SEQ 102

MP37A8 GSTNYADSAKGRFTVSRDNDKNTGYLQMNSLK- ID NO:
PEDTGVYYCTVDARRGWNTGYWGQGTQVTVSS
EVOQLVESGGLVQPGGSLRLSCATSGTIFSNNAM-

CX3CR1BIIP | GWYRQAPGKKRDLVASISNS- SEQ 103

MP37B9 GSTNYADSVKGRFTVSRDNDKNTGYLQMNSLK- ID NO:
PEDTGVYYCTVDARRGWNTAYWGQGTQVTVSS
EVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCVASGSIFRSNAM-

CX3CR1BIIP |GWYRQAPGKKRDLVASISNS- SEQ 104

MP37C12 GSTNYADSVKGRFTVSRDNDKNTGYLQMNSLK- ID NO:
PEDTGVYYCTIDARRGWNTGYWGQGTQVTVSS
EVOQLVESGGGLVQPGGSLRLSCATSRTIFSNNAM-

CX3CR1BIIP |GWYRQAPGKKRDLVASISNS- SEQ 105

MP37C7 GSTNYADSVKGRFTVSRDNDKNTGYLQMNSLK- ID NO:
PEDTGVYYCTVDARRGWNTAYWGQGTQVTVSS

CX3CRI1BIIP |[EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCATSGTVFSNNAM- | SEQ 106

MP37D9 GWYRQAPGKKRDLVASIS- ID NO:
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SSGSTNYADSVKGRFTVSRDNDKNTGYLQMNSLK-
PEDTGVYYCTLDARRGWNTAYWGQGTQVTVSS

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCATSKPIFRSNAM-

CX3CR1BIIP |GWYRQAPGKKRDLVASISNS- SEQ 107

MP37E12 GSTNYADSVKGRFTVSRDNDKNTGYLQMNSLK- ID NO:
PEDTGVYYCTVDARRGWNTGYWGQGTQVTVSS
EVQLVESEGGLVQPGGSLRLSCTTSGTIFSNNAM-

CX3CR1BIIP |GWYRQAPGKKRDLVASISNS- SEQ 108

MP41B10 GSTNYADSVKGRFTVSRDNDKNTGYLQMNNLK- ID NO:
PEDTGVYYCTLDARRGWNTAYWGQGTQVTVSS
EVOLVESGGGLVQPGGSLRLSCATSGTIFSNNAM-

CX3CRI1BIIP |GWYRQAPGKKRDLVASISNS- SEQ 109

MP41B11 GSTNYADSVKGRFTVSRDNDKNTGYLQMNSPK- ID NO:
PEDTGVYYCTVDARRGWNTAYWGQGTQVTVSS
EVQLVESEGGVVQPGGSLRLSCVTSGIIFSNNAM-

CX3CRI1BIIP |GWYRQGPGKKRDLVASI- SEQ 110

MP41B8 GSTYSTNYADSVKGRFTVSRDNDKNTGYLQMNS- ID NO:
LKPEDTGVYYCTIDARRGWNTAYWGQGTPVTVSS
EMQLVESGGGLVQPGGSLRLSCATSRTIFRSNAM-

CX3CRI1BIIP |GWYRQAPGKKRDLVASISNS- SEQ 111

MP41C10 GSTNYADSVKGRFTVSRDNDKSTGYLQMNSLK- ID NO:
PEDTGVYYCTVDARRGWNTGYWGQGTQVTVSS
EVQLVESGGGVVQPGESLRLSCVTSGIIFSNNAM-

CX3CR1BIIP [GWYRQGPGKKRDLVASI- SEQ 112

MP41F9 GSTYSTNYADSVKGRFTVSRDNDKNTGYLQMNS- ID NO:
LKPEDTGVYYCTIDARRGWNTAYWGQGTPVTVSS
KVQLVESGGGLVQPGDSLRLSCAASGLTLDDYAM-

CX3CRI1BIIP |GWYRQAPGKKRDLVASISNS- SEQ 113

MP41H10 GSTNYADSVKGRFTVSRDNDKNTGYLQMNSLK- ID NO:
PEDTGVYYCTIDARRGWNTGYWGQGTQVTVSS
KVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCATSRTIFRSNAM-

CX3CRI1BIIP |GWYRQAPGKKRDLVASISNS- SEQ 114

MP46B5 GSTNYADSVKGRFTVSRDNDKNTGYLQMNSLK- ID NO:
PEDTGVYYCTIDARRGWNTGYWGQGTQVTVSS
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCATSGTIFSNNAM-

CX3CR1BIIP |GWYRQVPGKKRDLVASISNS- SEQ 115

MP46D3 GSTNYADSVKGRFTVSRDNDKNTGYLRMNSLK- ID NO:
PEDTGVYYCTVDARRGWNTGYWGQGTQVTVSS

MP46H5 ID NO:

STYSTNYADSVKGRFTVSRDNDKNTGYLQMNSLK-
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PEDTGVYYCTIDARRGWNTAYWGQGTPVTVSS
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCATSKTIFRSNAM-
CX3CR1BIIP | GWYRQAPGKKRDLVASISNS- SEQ | 4,5
MP48B8 GSTNYTDSVKGRFTVSRDNDKNTGYLQMNSLK- ID NO:
PEDTGVYYCTVDARRGWNTGYWGQGTQVTVSS
KVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCATSRTIFRSNAM-
CX3CR1BIIP | GWYRQAPGKKRDLVASISNS- SEQ | g
MP48D11 |GSTNYADSVKGRFTVSRDNDKNTGYLQMNSLK- ID NO:
PEDTGVYYCTVDARRGWNTGYWGQGTQVTVSS
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCATSRTIFRSNAM-
CX3CR1BIIP | GWYRQAPGKKRDLVASISNSGSTNYADSVKGRFA- | SEQ | o
MP48G8  |VSRDNDKNTGYLQMNSLKPEDTGVYYCTVDAR- ID NO:
RGWNTGYWGQGTQVTVSS
cxacr1Blp |EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCATSGTIFSNNAM- | o .
MP4SHS GWYRQAPGKKRDLVASISNSGSTNYAD- D NO:
FVKGRFTVSRDNDKNTGYLQMNSLK-
PEDTGVYYCTVDARRGWNTAYWGQGTQVTVSS
TABELA 6: DOMINIOS VHH OTIMIZADOS
EVQLVESGGGSVQPGESLRLSCAASGSIFSS-
CX3CR1BI |[NAMAWYRQAPGKRRDLVAAINSVGVT- SEQ | 15,
1043 |KYADSVKGRFTISRDNSKNTVYLQMNSLRPEDTA- ID NO:
VYYCTSDPRRGWDTRYWGQGTLVTVSS
DVQLVESGGGSVQPGESLRLSCAASGSIFSS-
CX3CR1BI |[NAMAWYRQAPGKRRDLVAAINSVGVT- SEQ |1,
1045 |KYADSVKGRFTISRDNSKNTVYLQMNSLRPEDTA- ID NO:
VYYCTSDPRRGWDTRYWGQGTLVTVSS
EVQLVESGGGLVQPGESLRLSCAASGSIFSS-
CX3CR1BI |[NAMAWYRQAPGKRRDLVAAINSVGVT- SEQ | .,
1047 |KYADSVKGRFTISRDNSKNTVYLQMNSLRPEDTA- ID NO:
VYYCTSDPRRGWDTRYWGQGTLVTVSS
EVQLVESGGGSVQPGGSLRLSCAASGSIFSS-
CX3CR1BI |[NAMAWYRQAPGKRRDLVAAINSVGVT- SEQ | 154
1048 |KYADSVKGRFTISRDNSKNTVYLQMNSLRPEDTA- ID NO:
VYYCTSDPRRGWDTRYWGQGTLVTVSS
EVQLVESGGGSVQPGESLRLSCAASGSIFSS-
CX3CR1BI |[NAMAWYRQAPGKQRDLVAAINSVGVT- SEQ | s
1049 |KYADSVKGRFTISRDNSKNTVYLQMNSLRPEDTA- ID NO:
VYYCTSDPRRGWDTRYWGQGTLVTVSS
oxacrip | EVQLVESGGGSVQPGESLRLSCAASGSIFSS- SEQ
050 | NAMAWYRQAPGKRRELVAAINSVGVT- D No: | 126
KYADSVKGRFTISRDNSKNTVYLQMNSLRPEDTA- '
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VYYCTSDPRRGWDTRYWGQGTLVTVSS

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGSIFSS-

CX3CR1BI | NAMAWYRQAPGKRRDLVAAINSVGVT- SEQ | 5y
1061 |KYADSVKGRFTISRDNSKNTVYLQMNSLRPEDTA- ID NO:
VYYCTSDPRRGWDTRYWGQGTLVTVSS
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGSIFSS-
CX3CR1BI | NAMAWYRQAPGKQRDLVAAINSVGVT- SEQ |1,
1056  |KYADSVKGRFTISRDNSKNTVYLQMNSLRPEDTA- ID NO:
VYYCTSDPRRGWDTRYWGQGTLVTVSS
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGSIFSS-
CX3CR1BI | NAMAWYRQAPGKRRELVAAINSVGVT- SEQ | g
1057 |KYADSVKGRFTISRDNSKNTVYLQMNSLRPEDTA- ID NO:
VYYCTSDPRRGWDTRYWGQGTLVTVSS
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGSIFSS-
CX3CR1BI | NAMAWYRQAPGKQRELVAAINSVGVT- SEQ | 145
1060 |KYADSVKGRFTISRDNSKNTVYLQMNSLRPEDTA- ID NO:
VYYCTSDPRRGWDTRYWGQGTLVTVSS
EVQLVESGGGSVQAGESLRLSCAASGSIFSS-
CX3CR1BI | NAMAWYRQAPGKRRDLVAAISSVGVT- SEQ | 14
1065 |KYADSVKGRFTISRDNAKNTVYLQMNSLKPEDTA- ID NO:
VYYCTSDPRRGWDTRYWGQGTLVTVSS
EVQLVESGGGSVQAGESLRLSCAASGSIFSS-
CX3CR1BI |[NAMAWYRQAPGKRRDLVAAIQSVGVT- SEQ | 4,
1067 |KYADSVKGRFTISRDNAKNTVYLQMNSLKPEDTA- ID NO:
VYYCTSDPRRGWDTRYWGQGTLVTVSS
EVQLVESGGGSVQAGESLRLSCAASGSIFSS-
CX3CR1BI |[NAMAWYRQAPGKRRDLVAAIGSVGVT- SEQ | 4q
1068  |KYADSVKGRFTISRDNAKNTVYLQMNSLKPEDTA- ID NO:
VYYCTSDPRRGWDTRYWGQGTLVTVSS
EVQLVESGGGSVQAGESLRLSCAASGSIFSS-
CX3CR1BI | NAMAWYRQAPGKRRDLVAAITSVGVT- SEQ | 14,
1074  |KYADSVKGRFTISRDNAKNTVYLQMNSLKPEDTA- ID NO:
VYYCTSDPRRGWDTRYWGQGTLVTVSS
EVQLVESGGGSVQAGESLRLSCAASGSIFSS-
CX3CR1BI | NAMAWYRQAPGKRRDLVAAINTVGVT- SEQ | 14
1118 |KYADSVKGRFTISRDNAKNTVYLQMNSLKPEDTA- ID NO:
VYYCTSDPRRGWDTRYWGQGTLVTVSS
oxacrip) |EVQLVESGGGSVQAGESLRLSCAASGSIFSS- SEQ
oo |NAMAWYRQAPGKRRDLVAAINGVGVT- D No: | 138

KYADSVKGRFTISRDNAKNTVYLQMNSLKPEDTA-
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VYYCTSDPRRGWDTRYWGQGTLVTVSS
EVQLVESGGGSVQAGESLRLSCAASGSIFSS-
CX3CR1BI [NAMAWYRQAPGKRRDLVAAINPVGVT- SEQ 137
1158 KYADSVKGRFTISRDNAKNTVYLQMNSLKPEDTA- ID NO:
VYYCTSDPRRGWDTRYWGQGTLVTVSS
DVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGSIFSSTA-
CX3CR1BI [ MAWYRQAPGKRRDLVAAISSVGVT- SEQ 138
1306 KYADSVKGRFTISRDNSKNTVYLQMNSLRPEDTA- ID NO:
VYYCTSDPRRGWDTRYWGQGTLVTVSS
DVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGSIFSSTA-
CX3CR1BI |MAWYRQAPGKRRDLVAAISTVGVT- SEQ 139
1307 KYADSVKGRFTISRDNSKNTVYLQMNSLRPEDTA- ID NO:
VYYCTSDPRRGWDTRYWGQGTLVTVSS
DVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGSIFSS-
CX3CR1BI [NAMAWYRQAPGKRRDLVAAINSVGVT- SEQ 140
1308 KYADSVKGRFTISRDNSKNTVYLQMNSLRPEDTA- ID NO:
VYYCTSDPRRGWDTRYWGQGTLVTVSS
CX3CRIB EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGSIFSSTA-
100306 MAWYRQAPGKRRDLVAAISSVGVT- SEQ 992
(DIE) KYADSVKGRFTISRDNSKNTVYLQMNSLRPEDTA- ID NO:
VYYCTSDPRRGWDTRYWGQGTLVTVSS
CX3CRIB EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGSIFSSTA-
100307 MAWYRQAPGKRRDLVAAISTVGVT- SEQ 993
(DIE) KYADSVKGRFTISRDNSKNTVYLQMNSLRPEDTA- ID NO:
VYYCTSDPRRGWDTRYWGQGTLVTVSS
CX3CRIB EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGSIFSS-
100308 NAMAWYRQAPGKRRDLVAAINSVGVT- SEQ 224
(DIE) KYADSVKGRFTISRDNSKNTVYLQMNSLRPEDTA- ID NO:
VYYCTSDPRRGWDTRYWGQGTLVTVSS

[00513] Em um aspecto adicional, um polipeptideo de acordo com a
presente invencao, em particular um dominio variavel Unico de imuno-
globulina da presente invencdo, € humanizado e/ou otimizado para
estabilidade, poténcia, fabricabilidade e/ou similaridade para regides
de framework humanas. Por exemplo, o polipeptideo é humanizado
e/ou tem otimizac&do de sequéncia em uma ou mais das seguintes po-
sicdes (de acordo com numeracado Kabat): 1, 11, 14, 16, 74, 83, 108.
Em um aspecto, o polipeptideo compreende uma ou mais das seguin-
tes mutagfes: E1D, S11L, A14P, E16G, A74S, K83R, Q108L.
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[00514] Em um aspecto, uma ou mais regides de framework de um
polipeptideo de acordo com a presente invencdo, em particular um do-
minio variavel Unico de imunoglobulina da presente invencdo, sdo hu-
manizadas e/ou tém otimizacdo de sequéncia. Em um aspecto, um poli-
peptideo de acordo com a presente invencdo, em particular um dominio
variavel unico de imunoglobulina da presente invengcédo, compreende
regides de framework (FR) por exemplo, conforme estipulado abaixo:
[00515] i) FR1 é selecionado entre qualquer uma de SEQ ID NO's:
198 a 204;

[00516] i) FR2 é selecionado entre qualquer uma de SEQ ID NO's:
205 a 208;

[00517] iii) FR3 é selecionado entre qualguer uma de SEQ ID NO's:
209 a 210; e/lou

[00518] iv) FR4 é selecionado entre qualquer uma de SEQ ID NO's:
211 a 212.

[00519] Sequéncias de regides de framework (FR) de imunoglobuli-
na humana que também podem ser usadas como sequéncias de regi-
oes de framework para os dominios variaveis unicos de imunoglobuli-
na conforme descrito acima s&o conhecidas na técnica. Além disso
sdo conhecidos na técnica métodos para humanizacdo de regifes de
framework de dominios variaveis Unicos de imunoglobulina derivada a
partir de espécies diferentes de humanos.

[00520] Em um aspecto adicional, uma ou mais regides de CDR de
um polipeptideo de acordo com a presente invencdo, em particular um
dominio variadvel Unico de imunoglobulina da presente invencéo, sao
humanizadas e/ou tém otimizacédo de sequéncia. Em um aspecto, um
polipeptideo de acordo com a presente invencdo, em particular um
dominio variavel unico de imunoglobulina da presente invencao, € hu-
manizado e/ou tem otimizagc&do de sequéncia em uma ou mais das se-

guintes posic¢des (de acordo com numeracgao Kabat): 52, 53.
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[00521] Em um aspecto adicional, um polipeptideo de acordo com a
presente invengdo, em particular um dominio variavel anico de imuno-
globulina da presente invencdo, compreende uma ou mais das seguin-
tes mutacoes: N52S, S53T.
[00522] Em um aspecto adicional, um polipeptideo de acordo com a
presente invencao, em particular um dominio variavel Unico de imuno-
globulina da presente invencdo, compreende uma CDR2 selecionada
entre qualquer uma de SEQ ID NO's: 214 a 221.
[00523] Sequéncias tipicas humanizadas e/ou otimizadas da pre-
sente invengcao sdo mostradas na Tabela 4 e 6 nas partes que se se-
guem e na Tabela 7 abaixo aqui, neste requerimento de patente.
TABELA 7: VARIANTES DE SEQUENCIA OTIMIZADA
[00524] A Tabela 7a mostra a FR1-CDR1-FR2-CRD2 das variantes
de sequéncia otimizada, a Tabela 7b mostra a FR3-CDR3-FR4-CDR4
das referidas variantes. Os nimeros de sequéncias nas tabelas (SEQ)

se referem as sequéncias na listagem de sequéncias do presente re-

guerimento.
Tabela 7a: Variantes de sequéncia otimizada (FR1-CDR1-FR2-
CDR2
Nano SE SE SE SE
SEQ FR1 Q CDR1 Q FR2 Q CDR2 Q
body FR1 CDR1 FR2 CDR2
CX3CR1 E\gg's\(/EQSA- GSlI- WYR- AINS-
BIIPMP66 1 GESLRLS- 198 FSS- 141 QAPGK 205 VGVT 162
B0O2 NAMA RRDLVA K
CAAS
EVQLVES-
GSlI- WYR- AINS-
C;iizl 121 C(;ESLSI;/I?S’? 199 FSS- 141 QAPGK 205 VGVT 162
CAAS NAMA RRDLVA K
DVQLVES-
GSlI- WYR- AINS-
Cé?(iil 122 g(égl_sgl?; 200 FSS- 141 QAPGK 205 VGVT 162
NAMA RRDLVA K
CAAS
EVQLVES-
GSlI- WYR- AINS-
CX3CR1 GGGLVQP
BI1047 123 GESLRSS- 201 FSS- 141 QAPGK 205 VGVT 162
CAAS NAMA RRDLVA K
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Nano SEQ SEQ SEQ SEQ
SEQ FR1 CDR1 FR2 CDR2
body FR1 CDR1 FR2 CDR2
EVQLVES-
CX3CR1 GGGSVQP GSl- WYR- AINS-
aioas | 124 | GosLRLS 202 FSS- 141 | QAPGK | 205 | VGVT | 162
CAAS NAMA RRDLVA K
CX3CR1 E\C/sQGLS\CEQSP GSl- WYR- AINS-
cioas | 125 | GESLRLS 199 FSS- 141 | QAPGK | 206 | VGVT | 162
CAAS NAMA QRDLVA K
EVQLVES-
GSI- WYR- AINS-
CX3CR1 GGGSVQP
aioso | 128 | GesLRLS 199 FSS- 141 | QAPGK | 207 | VGVT | 162
CAAS NAMA RRELVA K
EVQLVES- GSI- WYR- AINS-
CX3CR1 GGGLVQP
cost | 27 | cestRLs 203 FSS- 141 | QAPGK | 205 | VGVT | 162
CAAS NAMA RRDLVA K
EVQLVES-
CX3CR1 GGGLVQP GSl- WYR- AINS-
cioss | 128 | cestRLs 203 FSS- 141 | QAPGK | 206 | VGVT | 162
CAAS NAMA QRDLVA K
EVQLVES-
I- WYR- AINS-
CX3CR1 GGGLVQP GS S
s | 129 | GesiRLS 203 FSS- 141 | QAPGK | 207 | VGVT | 162
CAAS NAMA RRELVA K
EVQLVES- GSI- WYR- AINS-
CX3CR1 GGGLVQP
cioso | 130 | cestRLs 203 FSS- 141 | QAPGK | 208 | VGVT | 162
CAAS NAMA QRELVA K
EVQLVES-
GSI- WYR- AlS-
C;focegl 131 EESI_SF:/I?SA 198 FSS- 141 | QAPGK | 205 | SVGV | 214
CAAS NAMA RRDLVA TK
CX3CR1 cE;\c/;%Ls\(/EQSA GSl- WYR- Al-
cios7 | 132 | GEsLRLS 198 FSS- 141 | QAPGK | 205 |QSVG| 215
CAAS NAMA RRDLVA VTK
CX3CR1 Eé%?(/EQSA GSl- WYR- AIGSV
ioss | 133 | cesiris, | 198 FSS- 141 | QAPGK | 205 | “° | 216
NAMA RRDLVA
CAAS
EVQLVES-
CX3CR1 GG%SVQSA GSlI- WYR- AITSV
cio7a | 134 | GEsLRLS 198 FSS- 141 | QAPGK | 205 |~ | 217
CAAS NAMA RRDLVA
CX3CR1 Eé%?(/EQSA GSl- WYR- AINTV
cinie | 135 | GESLRLS 198 FSS- 141 | QAPGK | 205 | . | 218
CAAS NAMA RRDLVA
CX3CR1 | 136 | EVQLVES- | 198 GSI- 141 WYR- | 205 | AIN- 219
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Nano SEQ SEQ SEQ SEQ
SEQ FR1 CDR1 FR2 CDR2
body FR1 CDR1 FR2 CDR2
BII129 GGGSVQA FSS- QAPGK GVGV
GESLRLS- NAMA RRDLVA TK
CAAS
EVQLVES-
GSI- WYR- AIN-
ﬁ;i&;l 137 ZE§3¥3§ 198 FSS- 141 | QAPGK | 205 | PVGV | 220
CAAS NAMA RRDLVA TK
DVQLVES-
CX3CR1 GGGLVQP GSl- WYR- AIS-
si206 | 138 | GestRLs 204 |FSSTA| 213 | QAPGK | 205 |sSvGv | 214
CAAS MA RRDLVA TK
DVQLVES-
GSI- WYR-
CX3CRL | gg | GECLVQP 1 504 |rssTA| 213 QAPGK | 205 AISTVI o1
BII307 GGSLRLS- VA RRDLVA GVTK
CAAS
DVQLVES-
GSI- WYR- AINS-
ﬁ;iigl 140 gg§b¥8§ 204 FSS- 141 | QAPGK | 205 |VGVT | 162
CAAS NAMA RRDLVA K

Tabela 7b: Variantes de sequéncia otimizada (FR3-CDR3-FR4)

Nano SEQ SEQ SEQ
SEQ FR3 CDR3 FR4
body FR3 CDR3 FR4
X3CR1B YADSVKGRFTISRD-
CX3C SVKGRFTIS DPRRGWDTR WGQGT-
IIPMP66B | 1 NAKNTVYLQMNS- | 209 v 186 OVTVSS 211
02 LKPEDTAVYYCTS
YADSVKGRFTIS-
Cﬁiile 121 | RDNSKNTVYLQMNS | 210 DPRRinDTR 186 %%6?325 212
LRPEDTAVYYCTS
YADSVKGRFTIS-
Cﬁiing 122 | RDNSKNTVYLQMNS | 210 DPRR??VDTR 186 1¥6¥$§5 212
LRPEDTAVYYCTS
YADSVKGRFTIS-
CX3CR1B DPRRGWDTR WGQG-
123 | RDNSKNTVYLQMNS | 210 186 Q 212
11047 Y TLVTVSS
LRPEDTAVYYCTS
YADSVKGRFTIS-
CX3CRIB| 154 | RONSKNTVYLOMNS | 210 |PPRREWDTRI g6 WGEQG- 212
11048 Y TLVTVSS
LRPEDTAVYYCTS
CX3CR1B YADSVKGRFTIS- DPRRGWDTR WGQG-
125 | RDNSKNTVYLQMNS | 210 186 212
11049 Y TLVTVSS
LRPEDTAVYYCTS
YADSVKGRFTIS-
CX3CR1B SVKGRFTIS DPRRGWDTR WGQG-
\os0 | 126 | RDNSKNTVYLQMNS | 210 v 186 TLVTVSS 212
LRPEDTAVYYCTS
YADSVKGRFTIS-
Cﬁi;ilB 127 | RDNSKNTVYLQMNS | 210 DPRR??MDTR 186 1¥6¥€2§ 212
LRPEDTAVYYCTS
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Nano SEQ SEQ SEQ
SEQ FR3 CDR3 FR4
body FR3 CDR3 FR4
YADSVKGRFTIS-
CX”3(§35I218 128 | RDNSKNTVYLQMNS | 210 DPRR?(WDTR 186 TVC/\?T?/(;S 212
LRPEDTAVYYCTS
YADSVKGRFTIS-
CX3CR1B DPRRGWDTR WGQG-
11057 129 | RDNSKNTVYLQMNS | 210 v 186 TLVTQVSS 212
LRPEDTAVYYCTS
YADSVKGRFTIS-
CX3CR1B DPRRGWDTR WGQG-
11060 130 | RDNSKNTVYLQMNS | 210 v 186 TLVTQVSS 212
LRPEDTAVYYCTS
YADSVKGRFTISRD-
CX”30CGR;18 131 NAKNTVYLQMNS- 209 DPRRC\;(WDTR 186 TVLV\?TQVC;S 212
LKPEDTAVYYCTS
YADSVKGRFTISRD-
CXHB(;,:?B 132 NAKNTVYLQMNS- 209 DPRRC\;(WDTR 186 TVLV\?T?/C;S 212
LKPEDTAVYYCTS
YADSVKGRFTISRD-
CX3CR1B DPRRGWDTR WGQG-
11068 133 NAKNTVYLQMNS- 209 v 186 TLVT?/SS 212
LKPEDTAVYYCTS
YADSVKGRFTISRD-
CXHB(;ZlB 134 NAKNTVYLQMNS- 209 DPRR?(WDTR 186 TVC/\?T?/C;S 212
LKPEDTAVYYCTS
YADSVKGRFTISRD-
CX”31ClF\;18 135 NAKNTVYLQMNS- 209 DPRR?(WDTR 186 TVLV\?T?/(;S 212
LKPEDTAVYYCTS
YADSVKGRFTISRD-
CX||31CzF\;lB 136 NAKNTVYLQMNS- 209 DPRR(\B(WDTR 186 TVLV\?T?/(;S 212
LKPEDTAVYYCTS
YADSVKGRFTISRD-
CX”31CsR;18 137 NAKNTVYLQMNS- 209 DPRR(\B(WDTR 186 TVLV\(/BTQV(;S 212
LKPEDTAVYYCTS
YADSVKGRFTIS-
CX3CR1B DPRRGWDTR WGQG-
11306 138 | RDNSKNTVYLQMNS | 210 v 186 TLVTQVSS 212
LRPEDTAVYYCTS
YADSVKGRFTIS-
CX3CR1B DPRRGWDTR WGQG-
139 | RDNSKNTVYLQMNS | 210 186 Q 212
11307 Y TLVTVSS
LRPEDTAVYYCTS
CX3CR1B YADSVKGRFTIS- DPRRGWDTR WGQG-
1308 140 | RDNSKNTVYLQMNS | 210 v 186 TLVTVSS 212
LRPEDTAVYYCTS

[00525] Em um aspecto da presente invencdo, um polipeptideo da
invencao pode conter adicionalmente modificagdes tais como residuos
glicosila, cadeias laterais de aminoacidos modificados, e semelhantes.
[00526] Sera evidente para a pessoa versada que para utilizacdes

farmacéuticas em seres humanos, os polipeptideos da invencdo séo
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preferencialmente direcionados contra CX3CR1 humana, ao passo
gue para fins de veterinaria, os polipeptideos da invencdo séo prefe-
rencialmente direcionados contra a CX3CR1 da espécie a ser tratada.
[00527] Além disso sera evidente para a pessoa versada que quan-
do usados como um agente terapéutico em seres humanos, os domi-
nios variaveis unicos de imunoglobulina compreendidos nos polipepti-
deos de acordo com a invencgdo sao preferencialmente dominios vari-
aveis unicos de imunoglobulina humanizados.

[00528] De acordo com a invenc¢ao, um dominio variavel Unico de
imunoglobulina pode ser um anticorpo de dominio, isto é, anticorpo de
VL ou VH, e/ou dominios VHH conforme descrito acima, e/ou qualquer
outro tipo de dominio variavel Unico de imunoglobulina, por exemplo,
VH camelizado, contanto que estes dominios variaveis unicos de imu-
noglobulina sejam dominios variaveis Unicos de imunoglobulina anti-
CX3CR1.

[00529] Em um aspecto da invencdo, o dominio variavel Unico de
imunoglobulina essencialmente consiste em ou uma sequéncia de an-
ticorpo de dominio ou uma sequéncia de dominio VHH conforme des-
crito acima. Em particular, o dominio variavel tnico de imunoglobulina
essencialmente consiste em uma sequéncia de dominio VHH.

[00530] Em um aspecto adicional, um polipeptideo da presente in-
vencdo compreende dois ou mais dominios variaveis Unicos de imu-
noglobulina anti-CX3CR1. Em um aspecto adicional, um polipeptideo
da presente invencdo compreende dois dominios variaveis unicos de
imunoglobulina anti-CX3CR1, por exemplo, VHHs anti-CX3CR1. Em
um aspecto, os dois dominios variaveis unicos de imunoglobulina anti-
CX3CR1 em um polipeptideo da presente invencdo tém a mesma se-
guéncia de aminoacidos. Em outro aspecto, os dois dominios variaveis
anicos de imunoglobulina anti-CX3CR1 em um polipeptideo da presen-

te invencéo tém sequéncias de aminoacidos diferentes.
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[00531] De acordo com outra modalidade da inven¢édo, os no mini-
mo dois dominios variaveis Unicos de imunoglobulina presentes em
um polipeptideo da invencdo podem ser ligados uns aos outros dire-
tamente (isto €, sem uso de um encadeador) ou através de um enca-
deador. O encadeador é preferencialmente um peptideo encadeador
e, de acordo com a invencéao, sera selecionado de modo a permitir a
ligagdo dos no minimo dois dominios variaveis Unicos de imunoglobu-
lina a CX3CR1, quer dentro de uma e da mesma molécula de
CX3CR1, ou dentro de duas moléculas diferentes.

[00532] Encadeadores adequados entre outros vao dependes dos
epitopes e, especificamente, da distancia entre os epitopes sobre a
CX3CR1 a qual os dominios variaveis unicos de imunoglobulina ligam,
e serdo evidentes para a pessoa versada com base na descricao aqui,
neste requerimento de patente, opcionalmente depois de algum grau
limitado de experimentacéo de rotina.

[00533] Além disso, quando os dois ou mais dominios variaveis
Unicos de imunoglobulina anti-CX3CR1 s&o anticorpos de dominio ou
dominios VHH, também podem ser ligados uns aos outros através de
um terceiro anticorpo de dominio ou dominio VHH (no qual os dois ou
mais dominios variaveis Unicos de imunoglobulina podem ser ligados
diretamente ao terceiro anticorpo de dominio ou dominio VHH ou
através de encadeadores adequados). Um terceiro anticorpo de do-
minio ou dominio VHH semelhante pode ser, por exemplo, um anti-
corpo de dominio ou um dominio VHH que proporciona uma meia-
vida aumentada, conforme adicionalmente descrito aqui, neste reque-
rimento de patente. Por exemplo, o ultimo anticorpo de dominio ou
dominio VHH pode ser um anticorpo de dominio ou um dominio VHH
que € capaz de ligacdo a uma proteina do soro (humana) tal como
albumina sérica (humana) ou transferrina (humana), conforme adicio-

nalmente descrito aqui, neste requerimento de patente.
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[00534] Alternativamente, os dois ou mais dominios variaveis Uni-
cos de imunoglobulina anti-CX3CR1 podem ser ligados em série (quer
diretamente ou através de um encadeador adequado) e o terceiro
(Unico) anticorpo de dominio ou dominio VHH (o qual pode proporcio-
nar meia-vida aumentada, conforme decrito acima) pode ser conecta-
do diretamente ou através de um encadeador a uma destas duas ou
mais sequéncias de imunoglobulina mencionadas acima.

[00535] Encadeadores adequados s&o descritos aqui, neste reque-
rimento de patente, em conexdao com especifico polipeptideos da in-
vencado e podem compreender - por exemplo, e sem limitagdo - uma
sequéncia de aminoécidos, cuja sequéncia de aminoacidos preferen-
cialmente tem uma extensdo de 5 ou mais aminoacidos, 7 ou mais
aminoacidos, 9 ou mais aminoacidos, 11 ou mais aminoacidos, 15 ou
mais aminoacidos ou no minimo 17 aminodcidos, tal como cerca de 20
a 40 aminoéacidos. No entanto, o limite superior ndo € crucial mas é
escolhido por razbes de conveniéncia considerando, por exemplo, a
producéo biofarmacéutica de semelhantes polipeptideos.

[00536] A sequéncia de encadeador pode ser uma sequéncia que
ocorre naturalmente ou uma sequéncia que nao ocorre naturalmente.
Caso usada para fins terapéuticos, o encadeador é preferencialmente
ndo imunogénico no individuo ao qual o polipeptideo da invencéo é
administrado.

[00537] Um grupo util de sequéncias de encadeadores sao encade-
adores derivados a partir da regido de articulagcdo de anticorpos de ca-
deia pesada conforme descrito nas publicac6es de patente internacio-
nal Nos. WO 96/34103 e WO 94/04678.

[00538] Outros exemplos sdo sequéncias de encadeadores de poli-
alanina tais como Ala-Ala-Ala.

[00539] Exemplos preferenciais adicionais de sequéncias de enca-

deadores sdo encadeadores de Gly/Ser de diferente extensao tais co-
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mo encadeadores de (glyxsery);, incluindo (glysser)s, (glysser)as,
(glyaser), (glysser), glys, e (glysserz)s.

[00540] Se o polipeptideo da invencdo for modificado pela ligacéo
de um polimero, por exemplo, uma porcéo polietileno glicol (PEG), a
sequéncia de encadeador preferencialmente inclui um residuo amino-
acido, tal como uma cisteina ou uma lisina, permitindo a referida modi-
ficacao, por exemplo, PEGuilacdo, na regido do encadeador.
EXEMPLOS DE ENCADEADORES SAQ:

[00541] GGGGS (encadeador de 5 GS, SEQ ID NO: 233)

[00542] SGGSGGS (encadeador de 7GS, SEQ ID NO: 234)

[00543] GGGGCGGGS (encadeador de 8GS, SEQ ID NO: 235)
[00544] GGGGSGGGS (encadeador de 9GS, SEQ ID NO: 236)
[00545] GGGGSGGGGS (encadeador de 10GS, SEQ ID NO: 237)
[00546] GGGGSGGGGSGGGGS (encadeador de 15GS, SEQ ID
NO: 238)

[00547] GGGGSGGGGSGGGGGGGS (encadeador de 18GS, SEQ
ID NO: 239)

[00548] GGGGSGGGGSGGGGSGGGGS (encadeador de 20GS,
SEQ ID NO: 240)

[00549] GGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGS (encadeador de
25GS, SEQ ID NO: 241)

[00550] GGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGS (enca-
deador de 30GS, SEQ ID NO: 242)

[00551] GGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGS
(encadeador de 35GS, SEQ ID NO: 243)

[00552] EPKSCDKTHTCPPCP (encadeador de articulagcdo de G1,
SEQ ID NO: 244)

[00553] GGGGSGGGSEPKSCDKTHTCPPCP (encadeador de
9GS-articulagao de G1, SEQ ID NO: 245)

[00554] EPKTPKPQPAAA (regido de articulacdo longa superior de
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Lhama, SEQ ID NO: 246)

[00555]

ELKTPL-

GDTTHTCPRCPEPKSCDTPPPCPRCPEPKSCDTPPPCPRCPEPKSC
DTPPPCPRCP (articulagédo de G3, SEQ ID NO: 247)

[00556]
[00557]

AAA (encadeador de Ala, SEQ ID NO: 248)

Além do mais, o encadeador também pode ser uma porcao

poli(etileno glicol), conforme mostrado por exemplo, na publicacdo de
patente internacional No. WO04/081026.

[00558]

Exemplos ndo limitantes de polipeptideos os quais compre-

endem ou consistem em dois ou mais dominios variaveis Unicos de

imunoglobulina anti-CX3CR1 sao dados na Tabela 8a.
TABELA 8A: POLIPEPTIDEOS ANTI-CX3CR1 BIVALENTES

CX3CR1
BIIOO7

EVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCVASGRTFSSYAMGW-
FRQAPGKERAFVAGISGSASRKYYADSVKGRFTVSRD-
NARNTVYLOQMNSLKPEDTAVYYCAASNSYPKVQFDYY-
GQGTQVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGESGGGEG-
SGGGGSGGGGSKVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAT-
SGTIFSNNAMGWYRQAPGKKRDLVASISSSGSTNYAD-
SVKGRFTVSRDNDKNTGYLQMNSLKPEDTGVYYCTLD-
ARRGWNTAYWGQGAQVTVSS

SEQ ID
NO:

267

CX3CR1
BIIO09

KVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCATSGTIFSNNAMGWY-
RQAPGKKRDLVASISSSGSTNYADSVKGRFTVSRDNDK-
NTGYLQMNSLKPEDTGVYYCTLDARRGWNTAYWGQG-
AQVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGG-
GGSGGGGSEVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCVASGRT-
FSSYAMGWFRQAPGKERAFVAGISGSASRKYYADSVK-
GRFTVSRDNARNTVYLQMNSLKPEDTAVYYCAASNSY-
PKVQFDYYGQGTQVTVSS

SEQ ID
NO:

268

CX3CR1
BI1012

EVOQLVESGGGSVQAGGSLRLSCAASGSIFSSNAMAWY -
RQAPGKQRDLVAGINSVGITKYADSVKGRFTISRDNAK-
NTVYLQMNSLKPEDTAVYYCTSDPRRGWDTRYWGQG-
TLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGG
SGGGGSKVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCATSGTIFSN-
NAMGWYRQAPGKKRDLVASISSS-
GSTNYADSVKGRFTVSRDNDKNTGYLQMNSLK-
PEDTGVY-YCTLDARRGWNTAYWGQGAQVTVSS

SEQ ID
NO:

269

CX3CR1

EVQLVESGGGSVQAGESLRLSCAASGSIFSSNAMA-

SEQ ID

270
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BII016

WYRQAPGKQRDLVAVINSVGITKYADSVKGRFTISGD-
NAKNTVYLOQMNSLKPEDTAVYYCTSDAR-
RGWDTRYWGQGT-
QVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGE
SGGGGSEVQLVESGGGSVQAGESLRLSCAASGSIFSS-
NAMAWYRQAPGKQRDLVAVINSVGIT-
KYADSVKGRFTISGDNAKNTVYLQMNSLKPEDTA-
VYYCTSDARRGWDTRYWGQGTQVTVSS

NO:

CX3CR1
BIIO17

EVQLVESGGGSVQAGESLRLSCAASGSIFSSNAMAW-
YRQAPPGKQRDLVALINSVGITKYADSVKGRFTISSDN-
AKNTVYLEMNSLKPEDTAVYYCTSDGRRGWDTRYWG-
QGTQVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGS-
GGGGSGGGGSEVQLVESGGGSVQAGESLRLSCAASG-
SIFSSNAMAWYRQAPPGKQRDLVALINSVGITKYADS-
VKGRFTISSDNAKNTVYLEMNSLKPEDTAVYYCTSD-
GRRGWDTRYWGQGTQVTVSS

SEQ ID
NO:

271

CX3CR1
B11018

EVOQLVESGGGSVQAGESLRLSCAASGSIFSSNAMAW-
YRQAPGKRRDLVAAINSVGVTKYADSVKGRFTISRDNA-
KNTVYLQMNSLKPEDTAVYYCTSDPRRGWDTRYWGQ-
GTQVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGG
GGSGGGGSEVQLVESGGGSVQAGESLRLSCAASGSIF-
SSNAMAWYRQAPGKRRDLVAAINSVGVTKYADSVKGR-
FTISRDNAKNTVYLQMNSLKPEDTAVYYCTSDPRRGW-
DTRYWGQGTQVTVSS

SEQ ID
NO:

272

CX3CR1
BI1019

EMQLVESGGGSVQAGESLRLSCAASGSIFSSNAMA-
WYRQAPGKQRDLVALINSVGITKYADSVKGRFTISRDN-
AKNTVYLQMNSLKPEDTAVYYCTSDGRRGWDTRYW-
GQGTQVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGG-
SGGGGSGGGGSEMQLVESGGGSVQAGESLRLSCAAS-
GSIFSSNAMAWYRQAPGKQRDLVALINSVGITKYADS-
VKGRFTISRDNAKNTVYLQMNSLPEDTAVYYCTSDGR-
RGWDTRYWGQGTQVTVSS

SEQ ID
NO:

273

CX3CR1
BII020

EVQLVESGGGSVQAGESLRLSCAASGSIFSSNAMAWY -
RQAPGKQRDLVAGINSVGITKYADSVKGRFTISRDNAK-
NTAYLOMNSLKPEDTAVYYCTSDPRRGWDTRYWGQG-
TLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGG-
GSGGGGSEVQLVESGGGSVQAGESLRLSCAASGSIF-
SSNAMAWYRQAPGKQRDLVAGINSVGITKYADSVKGRF-
TISRDNAKNTAYLQMNSLKPEDTAVYYCTSDPRRGWD-
TRYWGQGTLVTVSS

SEQ ID
NO:

274

CX3CR1

EVOQLVESGGGLVQAGGSLRLSCVASGRTFSSYAMGW-

SEQ ID

275
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BII026 |FRQAPGKERAFVAGISGSASRKYYADSVKGRFTVSRD- NO:
NARNTVYLQMNSLKPEDTAVYYCAASNSYPKVQFDYYG-
QGTQVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGS-
GGGGSGGGGSEVQLVESGGGSVQAGESLRLSCAASG-
SIFSSNAMAWYRQAPGKRRDLVAAINSVGVTKYADSV-
KGRFTISRDNAKNTVYLQMNSLKPEDTAVYYCTSDPR-
RGWDTRYWGQGTQVTVSS

EVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCVASGRTFSSYAMGW-
FRQAPGKERAFVAGISGSASRKYADSVKGRFT-
VSRDNARNTVYLQMNSLKPEDTAVYYCAASNSYPKVQF-
CX3CR1 |IDYYGQGTQVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGES- SEQ ID
B11027 |GGGGSGGGGSGGGGSEVQLVESGGGSVQAGESLRL- NO:
SCAASGSIFSSNAMAWYRQAPGKQRDLVAGINSVG-
ITKYADSVKGRFTISRDNAKNTAYLQMNSLKPEDTA-
VYYCTSDPRRGWDTRYWGQGTLVTVSS

276

EVOQLVESGGGLVQAGGSLRLSCVASGRTFSSYAM-
GWFRQAPGKERAFVAGISGSASRKYYADSVKGRFTVS-
RDNARNTVYLQMNSLKPEDTAVYYCAAS-
CX3CR1 NSYPKVQFDYYGQG- SEQ ID
BI1006 TLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGG NO:
SGGGGSEVQLVESGGGLVQAGGSLRLSCVASGRT-
FSSYAMGWFRQAPGKERAFVAGISGSAS-
RKYYADSVKGRFTVSRDNARNTVYLQMNSLKPEDTA-

VYYCAASNSYPKVQFDYYGQGTLVTVSS

282

[00559] Em outra modalidade, os no minimo dois dominios varia-
veis Unicos de imunoglobulina do polipeptideo da invencéo sao ligados
uns aos outros através de outra porcdo (opcionalmente através de um
ou dois encadeadores), tal como outro polipeptideo o qual, em uma
modalidade preferencial porém néo limitante, pode ser um dominio va-
riavel unico de imunoglobulina adicional conforme ja descrito acima. A
porcdo referida pode ou ser essencialmente inativa ou pode ter um
efeito biolégico tal como aprimoramento das propriedades desejadas
do polipeptideo ou pode conferir uma ou mais propriedades desejadas
adicionais ao polipeptideo. Por exemplo, e sem limitacdo, a porgao
pode aumentar a meia-vida da proteina ou do polipeptideo, e/ou pode
reduzir sua imunogenicidade ou aprimorar qualquer outra propriedade
desejada.

[00560] Em um aspecto, um polipeptideo da invencéao inclui, especi-
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almente quando usado como um agente terapéutico, uma porcédo a
qual prolonga a meia-vida do polipeptideo da invenc&o no soro ou em
outros fluidos corporais de um paciente. O termo "meia-vida" significa
0 tempo que leva para a concentracdo seérica do polipeptideo (modifi-
cado) reduzir por 50%, in vivo, por exemplo, devido a degradacédo do
polipeptideo e/ou ao clearance e/ou a sequestracdo por mecanismos
naturais.

[00561] De acordo com uma modalidade adicional da invencéo, os
dois dominios variaveis Unicos de imunoglobulina pdoem ser fundidos
a uma molécula de albumina sérica, tal como descrito por exemplo,
nas publicacbes de patente internacional Nos. WO01/79271 e No.
WO003/59934.

[00562] Alternativamente, a referida porcédo de prolongamento da
meia-vida pdoe ser ligada de modo covalente ou fundida ao referido
polipeptideo e pode ser, sem limitacdo, uma porcdo Fc, uma porgao
albumina, um fragmento de uma porcao albumina, uma porcéo de li-
gacédo de albumina, tal como um dominio variavel Unico de imunoglo-
bulina anti-albumina, uma porcéo de ligacao de transferrina, tal como
um dominio variavel Unico de imunoglobulina anti-transferrina, uma
molécula de polioxialquileno, tal como uma molécula de polietileno gli-
col, um peptideo de ligacdo de albumina, ou derivados de hidroxietil
amido (HES).

[00563] Em outro aspecto, o polipeptideo da invencédo compreende
uma porcao a qual liga a um antigeno encontrado no sangue, tal como
albumina sérica, imunoglobulinas do soro, proteina de ligacédo de tiro-
xina, fibrinogénio ou transferrina, deste modo conferindo uma aumen-
tada meia-vida in vivo ao polipeptideo resultante da invencdo. De
acordo com uma modalidade, a porcao referida € uma imunoglobulina
de ligac&o de albumina e, em particular, um dominio variavel Unico de

imunoglobulina de ligacdo de albumina tal como um dominio VHH de
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ligac&o de albumina.

[00564] Em outra modalidade, o polipeptideo da invengdo compre-
ende uma porcao a qual liga a albumina sérica, em que a porc¢éao refe-
rida € um peptideo de ligacdo de albumina, conforme descrito por
exemplo, nas publicacbes de patente internacional Nos.
W02008/068280 e WO2009/127691.

[00565] Caso pretendido para utilizagdo em seres humanos, o refe-
rido dominio variavel unico de imunoglobulina de ligacédo de albumina
(também denominado dominio variavel Unico de imunoglobulina anti-
albumina) preferencialmente ligara a albumina sérica humana e prefe-
rencialmente sera um dominio VHH de ligacdo de albumina humaniza-
do.

[00566] Dominios variaveis unicos de imunoglobulina ligando a al-
bumina sérica humana sdo conhecidos na técnica e sdo descritos em
detalhes adicionais, por exemplo, na publicacdo de patente internacio-
nal No. W0O2006/122786. Um dominio VHH de ligacdo de albumina
especificamente (til consiste em ou contém a sequéncia de aminoci-

dos conforme estipulado em qualquer uma de SEQ ID NO: 230 a 232:

TABELA 8B
AVQLVESGGGLVQPGNSLRLSCAASGFT-
FRSFGMSWVRQAPGKEPEWVSSIS- SEQ

ALB-1 GSGSDTLYADSVKGRFTISRDNAKT- ID 230
TLYLQMNSLKPEDTAVYYCTIGGSLS- NO:
RSSQGTQVTVSS

ALB-11 EVOQLVESGGGLVQPGNSLRLSCAASGFT-

(humani- FSSFGMSWVRQAPGKGLEWVSSIS- SEQ
~ed ALB- GSGSDTLYADSVKGRFTISRDNAKT- ID 231
1) TLYLOQMNSLRPEDTAVYYCTIGGSLS- NO:
RSSQGTLVTVSS
AVQLVESGGGLVQGGGSLRLACAASERI-
FDLNLMGWYRQGPGNEREL- SEQ

ALB-2 VATCITVGDSTNYADSVKGRFTISMDYT- ID 232
KQTVYLHNSLRPEDTGLYYCKIR- NO:
RTWHSELWGQGTQVTVSS
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[00567] De acordo com uma modalidade, um polipeptideo da inven-
¢cao pode ser ligado a uma ou mais partes de anticorpo, fragmentos ou
dominios que conferem uma ou mais funcfes efetoras ao polipeptideo
da invencado e/ou podem conferir a capacidade para ligar a um ou mais
receptores de Fc. Por exemplo, para este fim, e sem ser limitado a is-
to, as partes de anticorpo podem ser ou podem compreender dominios
CH2 e/ou CH3 de um anticorpo, tal como de um anticorpo de cadeia
pesada (conforme descrito acima) e mais preferencialmente de um an-
ticorpo de 4 cadeias humano convencional; especificamente, o poli-
peptideo da invencéo pode ser ligado a uma regido Fc, por exemplo,
de IgG humana, de IgE humana ou de outra Ilg humana. Por exemplo,
a publicacao de patente internacional No. WO 94/04678 descreve anti-
corpos de cadeia pesada compreendendo um dominio VHH Cameli-
deo ou um derivado humanizado do mesmo, no qual o dominio CH2
e/ou CH3 Camelidae foram substituidos por dominios CH2 e/ou CH3
humanos, de modo a proporcionar uma imunoglobulina que consiste
em 2 cadeias pesadas, cada uma compreendendo um dominio VHH -
opcionalmente humanizado - e dominios CH2 e CH3 humanos (mas
ndo dominio CH1), cuja imunoglobulina tem a funcéo efetora proporci-
onada pelos dominios CH2 e CH3, pode funcionar sem a presenca de
quaisquer cadeias leves, e tem uma meia-vida aumentada em compa-
racdo com os dominios VHH correspondentes sem a modificagcéo refe-
rida.

[00568] Em um aspecto, um polipeptideo da presente invengéo
compreende dois VHHs anti-CX3CR1 e um VHH capaz de ligacao a
albumina sérica. Em um aspecto, os VHHs sé&o fundidos usando pep-
tideos encadeadores. Exemplos tipicos de semelhantes polipepti-
deos da presente invencdo sdo mostrados nas partes que se se-
guem.

[00569] Em um aspecto, um polipeptideo da presente invencgao
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compreende um primeiro VHH anti-CX3CR1 fundido a um primeiro
peptideo encadeador, o qual é o préoprio fundido a um VHH capaz de
ligacdo a albumina sérica, o qual € o proprio fundido a um segundo
peptideo encadeador, o qual € o préprio fundido a um segundo VHH
anti-CX3CR1. Em um aspecto, o primeiro ou 0 segundo peptideo en-
cadeador € um encadeador de 9GS, em um aspecto, 0 primeiro e 0
segundo peptideo encadeador é um encadeador de 9GS. Em um as-
pecto, o VHH capaz de ligacdo a albumina sérica € capaz de ligacéo a
albumina sérica humana. Em um aspecto, o VHH capaz de ligacdo a
albumina sérica tem a sequéncia de aminoacidos estipulada em SEQ
ID NO: 231. Em um aspecto, o primeiro e o segundo VHH anti-
CX3CR1 tém a mesma sequéncia de aminoacidos. Em um aspecto, o
primeiro ou o0 segundo VHH anti-CX3CR1 tem a CDR1, a CDR2 e a
CDR3 estipuladas em:

[00570] - SEQ ID NQO's: 213, 214 e 186; ou

[00571] - SEQ ID NO's: 213, 221 e 186; ou

[00572] -SEQID NO's: 141, 162 e 186.

[00573] Em um aspecto, o primeiro e o segundo VHH anti-CX3CR1
tém a CDR1, a CDR2 e a CDR3 estipuladas em:

[00574] - SEQ ID NQO's: 213, 214 e 186; ou

[00575] - SEQ ID NO's: 213, 221 e 186; ou

[00576] - SEQ ID NO's: 141, 162 e 186.

[00577] Em um aspecto, o primeiro ou o segundo VHH anti-
CX3CR1 tem a sequéncia de aminoacidos estipulada em qualquer
uma de SEQ ID NO: 138 a 140 ou SEQ ID NO: 222 a 224. Em um as-
pecto, o primeiro e 0 segundo VHH anti-CX3CR1 tém a mesma se-
guéncia de aminoéacidos, em que a referida sequéncia de aminoacidos
€ a sequéncia estipulada em qualquer uma de SEQ ID NO: 138 a 140
ou SEQ ID NO: 222 a 224.

[00578] Exemplos nao limitantes de polipeptideos da presente in-
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vencao sao os polipeptideos de qualquer uma de SEQ ID NO: 225 a
227,249 ou 277 a 281.

TABELA 9

CX3CR1
BII00312

DVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGSI-
FSSTAMAWYRQAPGKRRDLVAAISSVGVT-
KYADSVKGRFTISRDNSKNTVYLQMNSLR-
PEDTAVYYCTSDPRRGWDTRYWGQG-
TLVTVSSGGGGSGGGSEVQLVES-
GGGLVQPGNSLRLSCAASGFTFSSFGMSWVR-
QAPGKGLEWVSSISGSGS-
DTLYADSVKGRFTISRDNAKTTLYLQMNSLR-
PEDTAVYYCTIGGSLSRSSQG-
TLVTVSSGGGGSGGGSEVQLVES-
GGGLVQPGGSLRLSCAASGSIFSSTAMAWYR-
QAPGKRRDLVAAISS-
VGVTKYADSVKGRFTISRDNSKNTVLQNSLRP-
EDTAVYYCTSDPRRGWDTRYWGQGTLVTVSS

SEQ

NO:

225

CX3CR1
B1100313

DVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGSI-
FSSTAMAWYRQAPGKRRDLVAAISTVGVT-
KYADSVKGRFTISRDNSKNTVYLQMNSLR-
PEDTAVYYCTSDPRRGWDTRYWGQG-
TLVTVSSGGGGSGGGSEVQLVES-
GGGLVQPGNSLRLSCAASGFTFSSFGMSWVR-
QAPGKGLEWVSSISGSGS-
DTLYADSVKGRFTISRDNAKTTLYLQMNSLR-
PEDTAVYYCTIGGSLSRSSQG-
TLVTVSSGGGGSGGGSEVQLVES-
GGGLVQPGGSLRLSCAASGSIFSSTAMAWYR-
QAPGKRRDLVAAISTVGVTKYADSVKGRFTIS-
RDNSKNTVYLQMNSLRPEDTAVYYCTSD-
PRRGWDTRYWGQGTLVTVSS

SEQ

NO:

226

CX3CR1
BII00314

DVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGSIFSS-
NAM-

AWYRQAPGKRRDLVAAINSVGVT-
KYADSVKGRFT-
ISRDNSKNTVYLQMNSLRPEDTAVYYCTSD-
PRRG-
WDTRYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGSEVQL-
VESGGGLVQPGNSLRLSCAASGFTFSSFG-

SEQ

NO:

227
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MSWVRQAPGKGLEWVSSISGSGS-
DTLYADSVKGRFTISRDNAKTTLYLQMNSLR-
PEDTAVYYCTIGGSLSRSSQG-
TLVTVSSGGGGSGGGSEVQLVES-
GGGLVQPGGSLRLSCAASGSIFSSNAMAWYR-
QAPGKRRDLVAAINSVGVTKYADSVKGRFTIS-
RDNSKNTVYLQMNSLRPEDTAVYYCTSD-
PRRGWDTRYWGQGTLVTVSS

CX3CR1
BI1032

EVOQLVESGGGSVQAGESLRLSCAASGSIFSS-
NAMAWYRQAPGKRRDLVAAINSVGVT-
KYADSVKGRFTISRDNAKNTVYLQMNSLK-
PEDTAVYYCTSDPRRGWDTRYWGQGT-
QVTVSSGGGGSGGGSEVQLVESGGGSVQA-
GESLRLSCAASGSIFSSNAMAWYR-
QAPGKRRDLVAAINSVGVTKYADSVKGRFTIS-
RDNAKNTVYLQMNSLKPEDTAVYYCTSD-
PRRGWDTRYWGQGT-
QVTVSSGGGGSGGGSEVQLVES-
GGGLVQPGNSLRLSCAASGFTFSSFGMSWVR-
QAPGKGLEWVSSISGSGS-
DTLYADSVKGRFTISRDNAKTTLYLQMNSLR-
PEDTAVYYCTIGGSLSRSSQGTLVTVSS

SEQ

NO:

277

CX3CR1
B11034

EVOQLVESGGGSVQAGESLRLSCAASGSIFSSNA-
MAWYRQAPGKRRDLVAAINSVGVT-
KYADSVKGRF-
TISRDNAKNTVYLQMNSLKPEDTAVYYCTSD-
PRRGWDTRYWGQGT-
QVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGG
SGGGGSGGGGSEVQLVESGGGSVQAGESLR-
LSCAASGSIFSSNAMAWYRQAPGKRRDLVAA-
INSVGVTKYADSVKGRFTISRD-
NAKNTVYLQMNSLKPEDTAVYYCTSD-
PRRGWDTRYWGQGT-
QVTVSSGGGGSGGGSEVQLVES-
GGGLVQPGNSLRLSCAASGFTFSSFGMSWVR-
QAPGKGLEWVSSISGSGS-
DTLYADSVKGRFTISRDNAKTTLYLQMNSLR-
PEDTAVYYCTIGGSLSRSSQGTLVTVSS

SEQ

NO:

278

CX3CR1

EVOQLVESGGGSVQAGESLRLSCAASGSIFSS-

SEQ

249
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B11036

NAMAWYRQAPGKRRDLVAAINSVGVT-
KYADSVKGRFTIS-
RDNAKNTVYLQMNSLKPEDTAVYY-
CTSDPRRGWDTRYWGQG-
TLVTVSSGGGGSGGGSEVQLVES-
GGGLVQPGNSLRLSCAASGFTFSSFGMSWVR-
QAPGKGLEWVSSISGSGS-
DTLYADSVKGRFTISRDNAKTTLYLQMNSLR-
PEDTAVYYCTIGGSLSRSSQG-
TLVTVSSGGGGSGGGSEVQLVESGGGSVQA-
GESLRLSCAASGSIFSSNAMAWYR-
QAPGKRRDLVAAINSVGVTKYADSVKGRFTIS-
RDNAKNTVYLQMNSLKPEDTAVYYCTSD-
PRRGWDTRYWGQGTLVTVSS

NO:

CX3CR1
B11040

EVOQLVESGGGSVQAGESLRLSCAASGSIFSS-
NAMAWYRQAPGKRRDLVAAINSVGVT-
KYADSVKGRFTISRDNAKNTVYLQMNSLK-
PEDTAVYYCTSDPRRGWDTRYWGQGT-
QVTVSSGGGGSGGGSEVQLVESGGGSVQA-
GESLRLSCAASGSIFSSNAMAWYR-
QAPGKRRDLVAAINSVGVTKYADSVKGRFTIS-
RDNAKNTVYLQMNSLKPEDTAVYYCTSD-
PRRGWDTRYWGQGT-
QVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGG
SGGGGSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGNSLR-
LSCAASGFTFSSFGMSWVRQAPGKGLEWVS-
SISGSGSDTLYADSVKGRFTISRDNAKT-
TLYLQMNSLRPEDTAVYYCTIGGSLSRSSQG-
TLVTVSS

SEQ

NO:

279

CX3CR1
B11041

EVOQLVESGGGSVQAGESLRLSCAASGSIFSS-
NAMAWYRQAPGKRRDLVAAINSVGVT-
KYADSVKGRFTISRDNAKNTVYLQMNSLK-
PEDTAVYYCTSDPRRGWDTRYWGQGT-
QVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGEG
SGGGGSGGGGSEVQLVESGGGSVQAGESLR-
LSCAASGSIFSSNAMAWYRQAPGKRRDLVAA-
INSVGVTKYADSVKGRFTISRD-
NAKNTVYLQMNSLKPEDTAVYYCTSD-
PRRGWDTRYWGQGT-

SEQ

NO:

280
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QVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGESGGGE
SGGGGSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGNSLR-
LSCAASGFTFSSFGMSWVRQAPGKGLEWVS-
SISGSGSDTLYADSVKGRFTISRDNAKT-
TLYLOMNSLRPEDTAVYYCTIGGSLSRSSQG-
TLVTVSS

EVOQLVESGGGSVQAGESLRLSCAASGSIFSS-
NAMAWYRQAPGKRRDLVAAINSVGVT-
KYADSVKGRFTISRDNAKNTVYLQMNSLK-
PEDTAVYYCTSDPRRGWDTRYWGQGT-
QVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGG
SGGGGSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGNSLR-
LSCAASGFTFSSFGMSWVRQAPGKGLEWVS- SEQ
SISGSGSDTLYADSVKGRFTISRDNAKT- ID | 281
TLYLOQMNSLRPEDTAVYYCTIGGSLSRSSQG- NO:
TLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGG
GSGGGGSGGGGSEVQLVESGGGSVQAGESL-
RLSCAASGSIFSSNAMAWYRQAPGKRRDLVAA-
INSVGVTKYADSVKGRFTISRD-
NAKNTVYLQMNSLKPEDTAVYYCTSD-
PRRGWDTRYWGQGTQVTVSS

CX3CR1
B11042

[00579] Em outro aspecto, um polipeptideo da presente invencéao
compreende um VHH anti-CX3CR1 e um dominio de Fc. Em um as-
pecto, um polipeptideo da presente invencdo compreende um VHH
anti-CX3CR1 fundido a um peptideo encadeador, o qual é o préprio
fundido a um dominio de Fc. Em um aspecto, o peptideo encadeador
€ um encadeador de 15GS. Em um aspecto, o dominio de Fc tem a
sequéncia de aminoéacidos estipulada em SEQ ID NO: 250 ou 252.
Em um aspecto, o VHH tem a CDR1, a CDR2 e a CDRS3 estipuladas
em:

[00580] - SEQ ID NO's: 213, 214 e 186; ou

[00581] - SEQID NO's: 213, 221 e 186; ou

[00582] - SEQID NO's: 141, 162 e 186.

[00583] EmM um aspecto, o VHH tem a sequéncia de aminoacidos
estipulada em qualquer uma de SEQ ID NO: 138 a 140 ou SEQ ID NO:

222 a 224. Em um aspecto o polipeptideo esta sob a forma de um dime-
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ro, por exemplo, em que o dimero é formado por uma ou mais pontes

de dissulfeto.

[00584] Exemplos nao limitantes de polipeptideos da presente in-

vencao sao os polipeptideos de SEQ ID NO: 251, 253 ou 254.
TABELA 10

PPCKCPAPNLLGGPSVFIFPPKIKDVLMIS-
LSPIVTCVVVAVSEDDPDVQISWFV-
NNVEVHTAQTQTHREDYNSTLRVVSALPI-
Dominio |QHQDWMSGKEFKCKVNN-

de Fc de [KDLPAPIERTISKPK-

camun- |GSVRAPQVYVLPPPEEEMTK-

dongo |KQVTLTCMVTDFMPEDIYVEW-
TNNGKTELNYKNTEPVLDSDGSYFM-
YSKLRVEKKNWVERNSYSCS-
VVHEGLHNHHTTKSFSRTPGK

EVOQLVESGGGSVQAGESLRLSCAASGSI-
FSSNAMAWYRQAPGKRRDLVAAINS-
VGVTKYADSVKGRFTISRDNAKNTVYLQ-
MNSLKPEDTAVYYCTSDPRRGW-
DTRYWGQGTLVTVSSG-
GGGSGGGGSGGGGSPPCKCPAPNLLGG-
66B02- |PSVFIFPPKIKDVLMISLSPIVTC- SEQ

mFc  |VVVAVSEDDPDVQISWFVNNVEVHTAQT- ID | 251
QTHREDYNSTLRVVSALPIQHQD- NO:
WMSGKEFKCKVNNKDLPAP-
IERTISKPKGSVRAPQVYVLPPPEEEMTK-
KQVTLTCMVTDFMPEDIYVEW-
TNNGKTELNYKNTEPVLDSDGSYFMY SKL-
RVEKKNWVERNSYSCSVVHEGLHNHHTT-
KSFSRTPGK

SEQ
ID | 250
NO:

Dominio |CPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMIS- SEQ
Fc hu- |[RTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVD- ID | 252
mano |GVEVHNAKTKPREEQYNS- NO:
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TYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSN-
KALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPS-
REEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWES-
NGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVD-
KSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKS-
LSLSPGK

306D-
hFc

DVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGSI-
FSSTAMAWYRQAPGKRRDLVAAISSVGVT-
KYADSVKGRFTISRDNSKNTVYLQMNSLR-
PEDTAVYYCTSDPRRGWDTRYWGQG-
TLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSCPPCPA-
PEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMIS-
RTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVD-
GVEVHNAKTKPREEQYNS-
TYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSN-
KALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPS-
REEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWES-
NGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVD-
KSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKS-
LSLSPGK

SEQ

NO:

253

307D-
hFc

DVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGSI-
FSSTAMAWYRQAPGKRRDLVAAISTVGVT-
KYADSVKGRFTISRDNSKNTVYLQMNSLR-
PEDTAVYYCTSDPRRGWDTRYWGQG-
TLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSCPPCPA-
PEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMIS-
RTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVD-
GVEVHNAKTKPREEQYNS-
TYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSN-
KALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPS-
REEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWES-
NGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVD-
KSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKS-
LSLSPGK

SEQ

NO:

254
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[00585] Um polipeptideo da invencdo pode ser modificado para me-
lhorar suas propriedades. Em um aspecto, um polipeptideo da presente
invencao pode ser modificado para aumentar sua estabilidade depois de
armazenamento. Em um aspecto, um polipeptideo da presente invencéo
pode ser modificado para facilitar sua expressao em um sistema hospe-
deiro em particular. Por exemplo, o primeiro codon de um polipeptideo
da presente invencéo pode ser modificado. Em um aspecto, um polipep-
tideo da presente invencédo se inicia com um acido glutamico (glu) como
seu primeiro aminoacido. Em outro aspecto, um polipeptideo da presen-
te invencado se inicia com um &cido aspartico (asp) como seu primeiro
aminoacido, por exemplo, para reduzir a formacao de piroglutamato no
N-término durante o armazenamento e portanto aumentar a estabilidade
do produto. Em outro aspecto, um polipeptideo da presente invencéo se
inicia com uma alanina (ala) ou uma valina (val) como seu primeiro ami-
noéacido, por exemplo, para facilitar a expressao do polipeptideo em um
sistema de expressao procariética, tal como Escherichia coli. A modifica-
cdo referida de um polipeptideo de acordo com a presente invengao é
feita usando técnicas conhecidas na técnica.

[00586] Exemplos tipicos de polipeptideos de acordo com a presen-
te invencdo com um primeiro codon modificado sédo estipulados em
qualquer uma de SEQ ID NO: 257 a 262 e 263-266 e sdo mostrados
nas Tabelas 11 e 12 abaixo:

TABELA 11

AVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGSIFSSTAMA-
WYRQAPGKRRDLVAAISSVGVTKYADSVKG-
RFTISRDNSKNTVYLQMNSLRPEDTAVYYCTSDPR-
RGWDTRYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGSE-

CX3CR1BI
o0als | VQLVESGGGLVQPGNSLRLSCAASGFTFSSF- SEQ | e,
(D1A) GMSWVRQAPGKGLEWVSSISGSGSDTLYADSV- ID NO:

KGRFTISRDNAKTTLYLQMNSLRPEDTAVY-
YCTIGGSLSRSSQGTLVTVSSGGGGSGGGSEVQL-
VES-GGGLVQPGGSLRLSCAASGSIFSSTAMAW-
YRQAPGK-RRDLVAAISSVGVTKYADSVKGRFTISRD-
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NSKNTVYLOMNSLRPEDTAVYYCTSDPR-
RGWDTRYWGQGTLVTVSS

AVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGSIFSSTA-
MAWYRQAPGKRRDLVAAISTVGVTKYADS-
VKGRFTISRDNSKNTVYLOMNSLRPEDTAVYYC-
TSDPRRGWDTRYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGS-
CX3CR1BI EVQLVESGGGLVQPGNSLRLSCAASGFTFSSFG-
100313 MSWVRQAPGKGLEWVSSISGSGSDTLYADSVK- SEQ 258
(D1A) GRFTISRDNAKTTLYLOMNSLRPEDTAVYYCTIGG- ID NO:
SLSRSSQGTLVTVSSGGGGSGGGSEVQLVESG-
GGLVQPGGSLRLSCAASGSIFSSTAMAWYRQ-
APGKRRDLVAAISTVGVTKYADSVKGRFTIS-
RDNSKNTVYLQMNSLRPEDTAVYYCTSDPRRGWD-

TRYWGQGTLVTVSS

AVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGSIFSSNAMA-
WYRQAPGKRRDLVAAINSVGVTKYADSVKGRF-
TISRDNSKNTVYLQMNSLRPEDTAVYYCTSDPR-
RGWDTRYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGSEV-
CX3CR1BI QLVESGGGLVQPGNSLRLSCAASGFTFSSFGMS-
100314 WVRQAPGKGLEWVSSISGSGSDTLYADSVKGRF- SEQ 259
(D1A) TISRDNAKTTLYLQMNSLRPEDTAVYYCTIG- ID NO:
GSLSRSSQGTLVTVSSGGGGSGGGSEV-
QLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGSIFSS-
NAMAWYRQAPGKRRDLVAAINSVGVTKYAD-
SVKGRFTISRDNSKNTVYLQMNSLRPEDTAVYYCTS-

DPRRGWDTRYWGQGTLVTVSS

VQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGSIFSSTA-
MAWYRQAPGKRRDLVAAISSVGVTKYADS-
VKGRFTISRDNSKNTVYLQMNSLRPEDTAVYYC-
TSDPRRGWDTRYWGQGTLVTVSSGGGGSGG-
GSEVQLVESGGGLVQPGNSLRLSCAASGFTF-
SSFGMSWVRQAPGKGLEWVSSISGSGSD- SEQ
TLYADSVKGRFTISRDNAKTTLYLQMNSLRPEDTA- ID NO:
VYYCTIGGSLSRSSQGTLVTVSSGG-
GGSGGGSEVQVESGGGLVQPGGSLRLSCAAS-
GSIFSSTAMAWYRQAPGKRRDLVAAISSVGVTK-
YADSVKGRFTISRDNKNTVYLQMNSLRPED-
TAVYYCTSDPRRGWDTRYWGQGTLVTVSS

CX3CR1BI
100312
(D1V)

260

VQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGSIFSSTA-
MAWYRQAPGKRRDLVAAISTVGVTKYADSVKG- SEQ

RFTISRDNSKNTVYLQMNSLRPEDTA- ID NO:
VYYCTSDPRRGWDTRYWGQGTLVTVSSG-

CX3CR1BI
100313
(D1V)

261
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GGGSGGGSEVQLVESGGGLVQPGNSLRL-
SCAASGFTFSSFGMSWVRQAPGKGLEWVSSIS-
GSGSDTLYADSVKGRFTISRDNAKTT-
LYLOMNSLRPEDTAVYYCTIGGSLSRSSQGTL-
VTVSSGGGGSGGGSEVQLVESGGGLV-
QPGGSLRLSCAASGSIFSSTAMAWYRQAPGKR-
RDLVAAISTVGVTKYADSVKGRFTISRDSKNTVYLQ-
MNSLRPEDTAVYYCTSDPRRGWDTRYWGQG-
TLVTVSS

CX3CR1BI
100314
(D1V)

VOQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGSIFSS-
NAMAWYRQAPGKRRDLVAAINSVGVTKYADS-
VKGRFTISRDNSKNTVYLQMNSLRPEDT-
AVYYCTSDPRRGWDTRYWGQG-
TLVTVSSGGGGSGGGSEVQLVESGGGLVQPGNSL-
RLSCAASGFTFSSFGMSWVRQA-
PGKGLEWVSSISGSGS-
DTLYADSVKGRFTISRDNAKTTLYLQMNSLRPEDTA-
VYYCTIGGSLRSSQGTLVTVSSGGG-
GSGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGSIF-
SSNAMAWYRQAPGKRRDLVAAINSV-
GVTKYADSVKGRFTISRDNSKNTVYLQM-
NSLRPEDTAVYYCTSDPRRGWDTRYWGQG-
TLVTVSS

SEQ
ID NO:

262

TABELA 12

306D-hFc
(D1A)

AVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGSISSTA-
MAWYRQAPGKRRDLVAAISSVGVT-
KYADSVKGRFTISRDNSKNTVYLQMNSLR-
PEDTAVYYC-
TSDPRRGWDTRYWGQGTLVTVSSG-
GGGSGGGGSGGGGSCPPCPAPEAAGGPS-

VFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHED- SEQ ID
PEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNST- NO:

YRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKA-
LPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREE-
MTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESN-
GQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTV-
DKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLS-
LSPGK

263

307D-hFc
(D1A)

AVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGSI-

FSSTAMAWYRQAPGKRRDLVAAISTVG- SEQ ID
VTKYADSVKGRFTISRDNSKNTVYLQMNS- NO:

LRPEDTAVYYCTSDPRRGWDTRYWGQGTL-

264
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VTVSSGGGGSGGGGSGGGGSCPPCPAPE-
AAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVD-
VSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREE-
QYNSTYRVVSLTVLHQDWLNGKEYKCK-
VSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPS-
REEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIA-
VEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDG-
SFFLYSKLTVDKSRWQQGNV-
FSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

306D-hFc
(D1V)

VQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGSIF-
SSTAMAWYRQAPGKRRDLVAAISSVGVT-
KYADSVKGRFTISRDNSKNTVYLQMNSLR-
PEDTAVYYTSDPRRGWDTRYWGQG-
TLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSCPPCPAPE-
AAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVV-
DVSHEDPEVKFNWYVDGV-
EVHNAKTKPREEQYNS-
TYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKAL-
PAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMT-
KNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESN-
GQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSK-
LTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYT-
QKSLSLSPGK

SEQ ID
NO:

265

307D-hFc
(D1V)

VQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGSI-
FSSTAMAWYRQAPGKRRDLVAISTVGVT-
KYADSVKGRFTISRDNSKNTVYLQMNSLR-
PEDTAVYYCTSDPRRGWDTRYWGQG-
TLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSCPPCPAPE-
AAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVV-
DVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREE-
QYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSN-
KALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPS-
REEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESN-
GQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKS-
RWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLS-
LSPGK

SEQ ID
NO:

266

[00587]

Em um aspecto adicional, um polipeptideo da presente in-

vencao é caracterizado por uma ou mais das seguintes propriedades:

eLiga com alta afinidade a CX3CR1 humana;
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eInibe a ligacéo de fractalcina solivel & CX3CR1 humana;

elnibe a quimiotaxia induzida pela fractalcina;

elnibe a internalizacdo de receptores de CX3CR1 humana
induzida pela fractalcina;

eTem reacdo cruzada com CX3CR1 cyno dentro de 10 ve-
zes da E/ICso para CX3CR1 humana para ligagéo e inibi¢cao funcional.
[00588] Por conseguinte, em um aspecto, um polipeptideo da pre-
sente invencgdo tem uma afinidade para CX3CR1 humana a uma IC50
menos de ou iqual a 10 nM, ou menos de ou iqual a 5 nM, ou menos
de ou iqual a 2,5 nM ou menos de ou iqual a 1 nM, conforme determi-
nado por FACS de competicéo.
[00589] Em um aspecto adicional, um polipeptideo da presente in-
vencao tem uma afinidade para CX3CR1 humana a uma EC50 de me-
nos de ou iqual a 10 nM, ou menos de ou iqual a 5 nM, ou menos de
ou iqual a 2,5 nM ou menos de ou iqual a 1 nM, conforme determinado
por FACS de ligacao celular.
[00590] Em um aspecto adicional, um polipeptideo da presente in-
vencdo bloqueia a ligacdo de CX3CR1 humana a fractalcina humana a
ou acima de 50%, ou a ou acima de 60%, ou a ou acima de 70%, ou a
ou acima de 80%, ou a ou acima de 90%, ou a ou acima de 95% con-
forme determinado por FACS de competicdo com fractalcina humana.
[00591] Em um aspecto adicional, um polipeptideo da presente in-
vencao bloqueia a ligacao de fractalcina humana a CX3CR1 humana a
uma IC50 de menos de ou iqual a 300 nM, ou menos de ou iqual a 100
nM, ou menos de ou iqual a 20 nM, ou menos de ou iqual a 10 nM,
menos de ou iqual a 5 nM, menos de ou iqual a 2,5 nM ou menos de
ou iqual a 1 nM conforme determinado por FACS de competicdo com
fractalcina humana.
[00592] Em um aspecto adicional, um polipeptideo da presente in-

vencao inibe a quimiotaxia induzida pela fractalcina mediada pela
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CX3CR1 humana a ou acima de 10%, ou a ou acima de 30%, ou a ou
acima de 40%, ou a ou acima de 50%, ou a ou acima de 60%, ou a ou
acima de 70%, ou a ou acima de 80%, ou a ou acima de 90%.

[00593] Em um aspecto adicional, um polipeptideo da presente in-
vencado inibe a quimiotaxia induzida pela fractalcina mediada pela
CX3CR1 humana a uma IC50 de menos de ou iqual a 500 nM, ou de
menos de ou iqual a 100 nM, ou menos de ou iqual a 75 nM, ou menos
de ou iqual a 50 nM, ou menos de ou iqual a 10 nM ou menos de ou
iqual a 5 nM.

[00594] Em um aspecto adicional, um polipeptideo da presente in-
vencao inibe a internalizacao de receptor da CX3CR1 humana induzi-
da pela fractalcina a uma ICso de menos de ou iqual a 10 nM, ou me-
nos de ou iqual a 5 nM ou ou menos de ou iqual a 1 nM.

[00595] De acordo com ainda outra modalidade, uma modificacéo
de prolongacdo da meia-vida de um polipeptideo da invencéo (a refe-
rida modificacdo também reduzindo a imunogenicidade do polipepti-
deo) compreende a ligacdo de um polimero farmacologicamente acei-
tavel adequado, tal como poli(etileno glicol) (PEG) de cadeia reta ou
ramificada ou derivados do mesmo (tais como metoxipoli(etileno glicol)
ou mPEG). De modo geral, pode ser usada qualquer forma adequada
de PEGuilacéo, tal como a PEGuilacdo usada na técnica para anticor-
pos e fragmentos de anticorpos (incluindo mas né&o limitados a anticor-
pos de dominio e scFVv's); é feita referéncia, por exemplo, a: Chapman,
Nat. Biotechnol., 54, 531-545 (2002); Veronese e Harris, Adv. Drug
Deliv. Rev. 54, 453-456 (2003); Harris e Chess, Nat. Rev. Drug. Dis-
cov. 2 (2003); publicacdo de patente internacional No. WO 04/060965;
e patente dos Estados Unidos No. US6.875.841.

[00596] Vérios reagentes para PEGuilacdo de polipeptideos tam-
bém estdo disponiveis comercialmente, por exemplo, na Nektar The-

rapeutics, EUA, ou na NOF Corporation, Japéo, tais como as EA Seri-
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es, SH Series, MA Series, CA Series, e ME Series da Sunbright®, tais
como Sunbright® ME-100MA, Sunbright® ME-200MA, e Sunbright®
ME-400MA.

[00597] Preferencialmente, € usada PEGuilacao sitio-direcionada, em
particular através de um residuo cisteina (vide, por exemplo, Yang et
al., Protein Engineering 16, 761-770 (2003)). Por exemplo, para este
fim, PEG pode ser ligado a um residuo cisteina que ocorre natural-
mente em um polipeptideo da invencado, um polipeptideo da invencéo
pode ser modificado de modo a introduzir adequadamente um ou mais
residuos cisteina para ligacdo de PEG, ou uma sequéncia de aminoéa-
cidos compreendendo um ou mais residuos cisteina para ligacdo de
PEG pode ser fundida ao N- e/ou C-término e/ou PEG pode ser ligado
a uma regido de encadeador que faz ponte entre dois ou mais domi-
nios funcionais de um polipeptideo da invencao, todas usando técnicas
de engenharia de proteina conhecidas per se pela pessoa versada.
[00598] Preferencialmente, para os polipeptideos da invencédo, é
usado um PEG com um peso molecular de mais de 5 kDa, tal como
mais de 10 kDa e menos de 200 kDa, tal como menos de 100 kDa; por
exemplo, na faixa de 20 kDa a 80 kDa.

[00599] Com respeito a PEGuilacdo, deve ser observado que, de
modo geral, a invencdo também engloba qualquer polipeptideo da in-
vencao que tenha sido PEGuilado em uma ou mais posi¢des de ami-
noacido, preferencialmente em um modo tal que a referida PEGuilagéo
ou (1) aumenta a meia-vida in vivo; (2) reduz a imunogenicidade; (3)
proporciona uma ou mais propriedades benéficas adicionais conheci-
das per se para PEGuilacéo; (4) ndo afeta essencialmente a afinidade
do polipeptideo para CX3CR1 (por exemplo, ndo reduz a referida afi-
nidade por mais de 50%, e mais preferencialmente ndo por mais de
10%, conforme determinado por um teste adequado, tais como 0s

descritos nos Exemplos abaixo); e/ou (4) ndo afeta qualquer uma das
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outras propriedades desejadas dos polipeptideos da invencéo. Gru-
pamentos PEG adequados e métodos para a ligacdo dos mesmos,
guer especificamente ou ndo especificamente, serdo evidentes para a
pessoa versada.

[00600] De acordo com uma modalidade especificamente preferen-
cial da invencédo, um polipeptideo PEGuilado da invencao inclui uma
por¢cado PEG de PEG linear tendo um peso molecular de 40 kDa ou 60
kDa, em que a porcdo PEG & ligada ao polipeptideo em uma regido de
encadeador e, especificamente, em um residuo Cys, por exemplo, na
posicao 5 de um peptideo encadeador de GS8 conforme mostrado em
SEQ ID NO: 235.

[00601] Exemplos preferenciais de polipeptideos PEGuilados da
invencdo sdo PEGuilados preferencialmente com um dos reagentes
PEG conforme mencionado acima, tal como "Sunbright® ME-400MA"

conforme mostrado na formula quimica que se segue:

0 0

I
CHSD_{G HECHEO]n_DHECHchENHC[CHE]E'N
0
[00602] o qual tem um peso molecular médio de 40 kDa.

Utilizacdes terapéuticas

[00603] Em um aspecto, a presente invencédo proporciona um poli-
peptideo da presente invencdo ou uma composicdo farmacéutica
compreendendo o referido polipeptideo para uso como um medica-
mento.

[00604] Em um aspecto, a presente invengao proporciona o uso de
um polipeptideo da presente invencdo ou uma composi¢cao farmacéu-
tica compreendendo o referido polipeptideo para o tratamento ou a
profilaxia de distarbios ateroscleroticos cardio- e cerebrovasculares,
doenca arterial periférica, restenose, nefropatia diabética, glomerulo-

nefrite, glomerulonefrite crescente humana, nefropatia por IgA, nefro-
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patia membranosa, nefrite lUpica, vasculite incluindo purpura de He-
noch-Schonlein e granulomatose de Wegener, artrite reumatoide, os-
teoartrite, rejeicdo de aloenxerto, esclerose sistémica, disturbios neu-
rodegenerativos e doenca desmielinizante, esclerose multipla (em in-
glés, MS), mal de Alzheimer, doencas pulmonares tais como doenca
pulmonar obstrutiva crdénica, asma, dor neuropatica, dor inflamatoria,
ou cancer.

[00605] Em outro aspecto, a presente invengao proporciona o uso
de um polipeptideo da presente inven¢do ou uma composi¢cao farma-
céutica compreendendo o referido polipeptideo para o tratamento ou a
profilaxia de aterosclerose.

[00606] Em outro aspecto, a presente invengao proporciona o uso
de um polipeptideo da presente invencdo ou uma composicao farma-
céutica compreendendo o referido polipeptideo para o tratamento ou a
profilaxia de aterosclerose por prevencdo e/ou reducédo da formacéao
de novas lesBes ou placas ateroscleréticas e/ou por prevencéo ou di-
minui¢ao da progresséo de lesdes e placas existentes.

[00607] Em outro aspecto, a presente invengao proporciona o uso
de um polipeptideo da presente inven¢do ou uma composi¢cao farma-
céutica compreendendo o referido polipeptideo para o tratamento ou a
profilaxia de aterosclerose por modificagdo da composicédo das placas
de modo a reduzir o risco de ruptura de placas e de eventos atero-
trombaticos.

[00608] Em um aspecto, a presente invencdo também proporciona
um método de tratamento, ou reducdo do risco de, disturbios ateros-
cleréticos cardio- e cerebrovasculares, doenca arterial periférica, res-
tenose, nefropatia diabética, glomerulonefrite, glomerulonefrite cres-
cente humana, nefropatia por IgA, nefropatia membranosa, nefrite U-
pica, vasculite incluindo purpura de Henoch-Schonlein e granulomato-

se de Wegener, artrite reumatoide, osteoartrite, rejeicdo de aloenxerto,
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esclerose sistémica, distirbios neurodegenerativos e doenca desmieli-
nizante, esclerose mditipla (em inglés, MS), mal de Alzheimer, doen-
¢as pulmonares tais como doenca pulmonar obstrutiva cronica, asma,
dor neuropatica, dor inflamatéria, ou cancer, em uma pessoa sofrendo
de ou em risco de, a referida doenca ou condicdo, em que o método
compreende administrar a pessoa uma quantidade terapeuticamente
eficaz de um polipeptideo de acordo com a presente invengcdo ou uma
composicao farmacéutica compreendendo o referido polipeptideo.
[00609] Em um aspecto, a presente invencdo também proporciona
um meétodo de tratamento, ou reducdo do risco de aterosclerose em
uma pessoa sofrendo de ou em risco de, a referida doenca ou condi-
cdo, em que o método compreende administrar & pessoa uma quanti-
dade terapeuticamente eficaz de polipeptideo da presente invencéo ou
uma composicao farmacéutica compreendendo o referido polipeptideo.
[00610] Em um aspecto, a presente invencdo também proporciona
um meétodo de tratamento, ou reducdo do risco de aterosclerose por
prevencao e/ou reducdo da formac&o de novas lesGes ou placas ate-
roscleréticas e/ou por prevencao ou diminuicdo da progressao de le-
sOes e placas existentes em uma pessoa sofrendo de ou em risco de,
a referida doenca ou condicdo, em que o método compreende admi-
nistrar a pessoa uma quantidade terapeuticamente eficaz de polipepti-
deo da presente invencdo ou uma composicao farmacéutica compre-
endendo o referido polipeptideo.

[00611] Em um aspecto, a presente invengdo também proporciona
um método de tratamento, ou reducdo do risco de aterosclerose por
modificacdo da composicado das placas de modo a reduzir o risco de
ruptura de placas e eventos aterotrombdéticos em uma pessoa sofren-
do de ou em risco de, a referida doenca ou condicdo, em que 0 méto-
do compreende administrar & pessoa uma quantidade terapeuticamen-

te eficaz de um polipeptideo da presente invengcao ou uma composicao
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farmacéutica compreendendo o referido polipeptideo.

[00612] Em um aspecto, um polipeptideo da presente invencéo é
indicado para utilizagdo no tratamento ou na profilaxia de uma doenca
ou um distarbio que é associado com CX3CRL1.

[00613] Em um aspecto, um polipeptideo da presente invencédo é
indicado para utilizacdo no tratamento ou na profilaxia de doencas ou
condi¢des nas quais é desejavel a modulacdo da atividade no receptor
de CX3CR1. Em um aspecto, a presente invencao também proporcio-
na um meétodo de tratamento, ou reducdo do risco de, doencas ou
condi¢cdes nas quais o antagonismo do receptor de CX3CR1 é benéfi-
co o0 qual compreende administrar a uma pessoa sofrendo de ou em
risco de, a referida doenca ou condicdo, um polipeptideo da presente
invencao.

[00614] Espera-se que a profilaxia seja particularmente relevante
para o tratamento de pessoas que sofreram de um episodio prévio de,
ou sao consideradas de modo diverso como estando em risco aumen-
tado de, a doenca ou condicdo em questdo. Pessoas em risco de de-
senvolver uma doencga ou condicdo em particular geralmente incluem
aquelas tendo um histoérico familiar da doenca ou condi¢édo, ou aquelas
gue foram identificadas por teste genético ou triagem como sendo par-
ticularmente suscetiveis a desenvolver a doenca ou condicéo.

[00615] No contexto da presente invencao, o termo "prevencao, tra-
tamento e/ou mitigacdo" ndo somente compreende prevencdo e/ou
tratamento e/ou mitigacdo da doenca, mas também compreende ge-
ralmente prevencdo do inicio da doenca, diminuicdo ou reversdo do
progresso da doencga, prevencao ou desaceleracéo do inicio de um ou
mais sintomas associados com a doenca, reducao e/ou mitigacdo de
um ou mais sintomas associados com a doencga, reducao da gravidade
e/ou da duracdo da doenca e/ou de quaisquer sintomas associados

com a mesma e/ou prevencao de um aumento posterior na gravidade
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da doenca e/ou de quaisquer sintomas associados com a mesma, pre-
vencado, reducdo ou reversdo de qualquer dano fisioldgico causado
pela doenca, e de modo geral qualquer acdo farmacoldgica que é be-
néfica para o paciente sendo tratado.

[00616] O individuo a ser tratado serd um mamifero, e mais particu-
larmente um ser humano. Conforme sera evidente para a pessoa ver-
sada, o individuo a ser tratado sera em particular uma pessoa sofren-
do de, ou em risco de, as doencas, os distirbios ou as condi¢des
mencionados aqui, neste requerimento de patente.

[00617] Além disso sera evidente para a pessoa versada gue 0S
métodos de tratamento de uma doenca acima incluem a preparacéo
de um medicamento para o tratamento da referida doencga. Além do
mais, € evidente que os polipeptideos da invengdo podem ser usados
como um ingrediente ativo em um medicamento ou em uma composi-
cado farmacéutica pretendidos para o tratamento das doencas acima.
Deste modo, a invencdo também se refere ao uso de um polipeptideo
da invencéo na preparacdo de uma composi¢cdo farmacéutica para a
prevencao, o tratamento e/ou a mitigacao de qualquer uma das doen-
cas, dos disturbios ou das condicdes mencionados acima. A invencao
adicionalmente se refere a um polipeptideo da invencéao para utilizagdo
terapéutica ou profilatica e, especificamente, para a prevencéo, o tra-
tamento e/ou a mitigacdo de qualquer uma das doencgas, dos distur-
bios ou das condigbes mencionados acima. A invencgédo adicionalmente
se refere a uma composicdo farmacéutica para a prevencéao, o trata-
mento e/ou a mitigacdo das doencas, dos disturbios ou das condi¢cdes
mencionados acima, em que a referida composicdo compreende no
minimo um polipeptideo da invencéo.

[00618] Os polipeptideos da invencéo e/ou as composi¢cdes com-
preendendo os mesmos podem ser administrados a um paciente que

necessite dos mesmos em qualquer maneira adequada, dependendo
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da formulacdo farmacéutica especifica ou da composicdo a ser usada.
Deste modo, os polipeptideos da invencéo e/ou as composi¢cdes com-
preendendo os mesmos podem ser administrados, por exemplo, por
via intravenosa, por via subcutanea, por via intramuscular, por via in-
traperitoneal, por via transdérmica, por via oral, por via sublingual (por
exemplo, sob a forma de um comprimido sublingual, spray ou gota co-
locada sob a lingua e adsorvida através das membranas mucosas pa-
ra dentro da rede de capilares sob a lingua), por via (intra-)nasal (por
exemplo, sob a forma de um spray nasal e/ou como um aerosol), topi-
camente, por meio de um supositério, por inalacdo, por via intravitreal
(esp. para o tratamento de degeneracdo macular seca (em inglés, dry
AMD) ou glaucoma), ou qualguer outra maneira adequada em uma
guantidade ou dose eficaz.

[00619] Os polipeptideos da invencdo e/ou as composicdes com-
preendendo os mesmos sao administrados de acordo com um regime
de tratamento que € adequado para prevencéo, tratamento e/ou miti-
gacédo da doenca, do disturbio ou da condi¢cdo a ser prevenido, tratado
ou mitigado. O médico geralmente sera capaz de determinar um regi-
me de tratamento adequado, dependendo de fatores tais como a do-
enca, o disturbio ou a condi¢do a ser prevenido, tratado ou mitigado, a
gravidade da doenca, a gravidade dos sintomas da mesma, o polipep-
tideo especifico da invencdo a ser usado, a via de administracéo es-
pecifica e a formulagcdo farmacéutica ou composi¢cdo a ser usada, a
idade, 0 sexo, 0 peso, a dieta, a condi¢cao geral do paciente, e fatores
similares de conhecimento geral do médico. De modo geral, o regime
de tratamento compreendera a administracdo de um ou mais polipep-
tideos da invencéo, ou de uma ou mais composicées compreendendo
0S mesmos, em quantidades ou doses terapeuticamente e/ou profilati-
camente eficazes.

[00620] De modo geral, para a prevencéo, o tratamento e/ou a miti-
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gacao das doencas, dos disturbios e das condicdes mencionados aqui,
neste requerimento de patente, e dependendo da doenca, do disturbio
ou da condicdo especifico a ser tratado, da poténcia do polipeptideo
especifico da invencao a ser usado, da via de administracdo especifica
e da formulacdo farmacéutica ou composicéo especifica usada, os po-
lipeptideos da invencdo geralmente serdo administrados em uma
guantidade entre 0,005 e 20,0 mg por quilograma de peso corporal e
dose, preferencialmente entre 0,05 e 10,0 mg/kg/dose, e mais prefe-
rencialmente entre 0,5 e 10 mg/kg/dose, ou continuamente (por exem-
plo, por infusdo) ou como doses Unicas (tais como por exemplo, doses
diaria, semanais, ou mensais; cf. abaixo), mas podem variar significati-
vamente, especialmente, dependendo dos parametros acima mencio-
nados.

[00621] Para aplicacdes profilaticas, as composi¢cdes contendo os
polipeptideos da invencdo também podem ser administradas em do-
sagens similares ou ligeiramente menores. A dosagem também pode
ser ajustada pelo médico do individuo no caso de qualquer complica-
cao.

[00622] Dependendo do polipeptideo da invencao especifico e sua
farmacocinética especifica e outras propriedades, pode ser adminis-
trado diariamente, a cada dois, tés, quatro, cinco ou seis dias, sema-
nalmente, mensalmente, e semelhantes. Um regime de administracéo
pode incluir tratamento semanal, de longo termo. Por "longo termo" se
indica no minimo duas semanas e preferencialmente meses, ou anos
de duracéo.

[00623] A eficacia dos polipeptideos da invencédo, e de composi-
cOes compreendendo os mesmos, pode ser testada usando qualque
teste in vitro adequado, teste celular, teste in vivo e/ou modelo animal
conhecido per se, ou qualquer combinacdo dos mesmos, dependendo

da doenca especifica envolvida. Testes e modelos animais adequados

Peticiio 870230015340, de 23/02/2023, pég. 118/186



112/166

serdo evidentes para a pessoa versada, e por exemplo, incluem os
testes e modelos animais usados nos Exemplos abaixo.

[00624] Para utilizacdo farmacéutica, os polipeptideos da invencéo
podem ser formulados como uma preparacao farmacéutica compreen-
dendo (i) no minimo um polipeptideo da invencéo e (ii) no minimo um
veiculo, diluente, excipiente, adjuvante, e/ou estabilizante farmaceuti-
camente aceitavel, e (iii) opcionalmente um ou mais polipeptideos e/ou
compostos farmaceuticamente ativos adicionais. Por "farmaceutica-
mente aceitavel" se indica que o respectivo material ndo apresenta
qguaisquer efeitos biolégicos ou indesejaveis de modo diverso quando
administrados a um individuo e néo interage em uma maneira prejudi-
cial com qualquer um dos outros componentes da composi¢cao farma-
céutica (tais como por exemplo, o ingrediente farmaceuticamente ati-
vo) na gqual esta contido. Exemplos especificos podem ser encontra-
dos em manuais de rotina, tais como por exemplo, Remington's Phar-
maceutical Sciences, 18" Ed., Mack Publishing Company, EUA (1990).
Por exemplo, os polipeptideos da invencdo podem ser formulados e
administrados em qualquer maneira conhecida per se para anticorpos
convencionais e fragmentos de anticorpos e outras proteinas farma-
ceuticamente ativas. Portanto, de acordo com uma modalidade adicio-
nal, a invencao se refere a uma composicao farmacéutica ou prepara-
cdo que contém no minimo um polipeptideo da invencdo e no minimo
um veiculo, diluente, excipiente, adjuvante e/ou estabilizante farma-
ceuticamente aceitavel, e opcionalmente uma ou mais substancias
farmaceuticamente ativas adicionais.

[00625] Por meio de exemplos nado limitantes, uma formulagdo se-
melhante pode estar em uma forma adequada para administracao oral,
para administracdo parenteral (tal como por injecdo intravenosa, in-
tramuscular, subcutanea, intratecal, intracavernosa ou intraperitoneal

ou por infusdo intravenosa), para administracdo topica, para adminis-

Peticao 870230015340, de 23/02/2023, pég. 119/186



113/166

tracdo sublingual, para administracdo por inalacdo, por um emplastro
de pele, por um implante, por um supositorio, para administracao
transdérmica, nasal, intravitreal, retal ou vaginal, e semelhantes. As
formas de administragcdo adequadas referidas - as quais podem ser
sélidas, semi-sélidas ou liquidas, dependendo da maneira de adminis-
tracdo - bem como os métodos e veiculos para utilizacdo na prepara-
¢cao das mesmas, serao evidentes para a pessoa versada.

[00626] Preparacdes farmacéuticas para administracdo parenteral,
tal como injegao intravenosa, intramuscular, subcutanea ou infuséo
intravenosa podem ser, por exemplo, solugdes, suspensdes, disper-
sbOes, emulsdes, ou pos estéreis 0s quais compreendem o ingrediente
ativo e os quais sdo adequados, opcionalmente depois de uma etapa
adicional de dissolucédo ou diluicdo, para infusdo ou injecdo. Veiculos
ou diluentes adequados para as preparacdes referidas por exemplo
incluem, sem limitacdo, agua estéril e tampdes e solu¢cbes aquosos
farmaceuticamente aceitaveis tais como salina tamponada com fosfato
fisiologica, solucdes de Ringer, solucdo de dextrose, e solucdo de
Hank; 6leos de agua; glicerol; etanol; glicéis tais como propileno glicol,
bem como 6leos minerais, 6leos animais e Oleos vegetais, por exem-
plo, 6leo de amendoim, Oleo de soja, bem como misturs adequadas
dos mesmos.

[00627] SolucBes do composto ativo ou seus sais também podem
conter um preservante para prevenir o crescimento de micro-
organismos, tais como agentes antibacterianos e antifingicos, por
exemplo, parabenos, clorobutanol, fenol, acido soérbico, timerossal (ti-
omersal), e semelhantes. Em muitos casos, sera preferencial incluir
agentes isotdnicos, por exemplo, acucares, tampdes ou cloreto de s6-
dio. A fluidez apropriada pode ser mantida, por exemplo, por meio da
formacado de lipossomas, pela manutencdo do tamanho de particula

requerido no caso de dispersdes ou pelo uso de surfatantes. Outros
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agentes de retardamento da absorcdo, por exemplo, monoestearato
de aluminio e gelatina, também podem ser adicionados.

[00628] Em todos os casos, a forma de dosagem final deve ser es-
téril, fluida e estavel sob as condi¢cbes de fabricacdo e armazenamen-
to. Solucdes injetaveis estéreis sdo preparadas incorporando o com-
posto ativo na quantidade requerida no solvente apropriado com varios
dos outros ingredientes enumerados acima, conforme necessario, se-
guidos por esterilizagdo por filtro. No caso de pos estéreis para a pre-
paracdo de solucdes injetaveis estéreis, os metodos de preparacao
preferenciais sdo as técnicas de secagem a vacuo e de secagem por
congelamento (liofilizacdo), as quais produzem um po6 do ingrediente
ativo mais qualquer ingrediente desejado adicional presente nas solu-
cOes previamente filtradas estéreis.

[00629] Geralmente, serdo preferenciais solu¢gdes ou suspensoes
aguosas. De modo geral, formulacfes adequadas para proteinas tera-
péuticas tais como os polipeptideos da invencao sdo solucdes de pro-
teinas tamponadas, tais como solu¢@es incluindo a proteina em uma
concentracao adequada (tal como de 0,001 a 400 mg/mL, preferenci-
almente de 0,005 a 200 mg/mL, mais preferencialmente de 0,01 a 200
mg/mL, mais preferencialmente de 1,0 a 100 mg/mL, tal como 1,0
mg/mL (administragdo i.v.) ou 100 mg/mL (administragdo s.c.) e um
tampéo aquoso tal como:

[00630] - salina tamponada com fosfato, pH 7,4,

[00631] - outros tampdes de fosfato, pH 6,2 to 8,2,

[00632] - tampdes de histidina, pH 5,5 to 7,0,

[00633] - tampdes de succinato, pH 3,2 t0 6,6, e

[00634] - tampdes de citrato, pH 2,1 to 6,2,

[00635] e, opcionalmente, sais (por exemplo, NaCl) e/ou acucares
ou polialcodis (tais como trealose, manitol, ou glicerol) para proporcio-

nar a isotonicidade da solucéo.
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[00636] Solucdes de proteinas tamponadas preferenciais sdo solu-
¢Oes incluindo cerca de 0,05 mg/mL do polipeptideo da invencao dis-
solvido em 25 mM de tampao de fosfato, pH 6,5, ajustadas para isoto-
nicidade adicionando 220 mM de trealose. Além disso, outros agentes
tais como um detergente, por exemplo, 0,02% de Tween-20 ou Tween-
80, podem ser incluidos em semelhantes solucdes. Formulacfes para
aplicacdo subcutanea podem incluir concentracdes significativamente
maiores do polipeptideo da invencao, tal como até 100 mg/mL ou
mesmo acima de 100 mg/mL. No entanto, sera evidente para a pessoa
versada na técnica que os ingredientes e as quantidades dos mesmos
conforme proporcionado acima somente representam uma opgao pre-
ferencial. Alternativas e variacbes da mesma serdo imediatamente
evidentes para a pessoa versada, ou podem ser facilmente concebidas
iniciando a partir da descrigcado acima.

[00637] Os polipeptideos da invencdo também podem ser adminis-
trados usando formulacdes de depdsito, de liberacéo lenta ou de libe-
racdo gradual adequadas, por exemplo, adequadas para injecéo,
usando dispositivos de liberacdo controlada para implantacédo sob a
pele, e/ou usando uma bomba de dosagem ou outros dispositivos co-
nhecidos per se para a administracdo de substancias ou principios
farmaceuticamente ativos. Além disso, os polipeptideos da invencéo
podem ser formulados sob a forma de um gel, de um creme, de um
spray, de uma gota, de um emplastro ou de um filme o qual, caso co-
locado sobre a pele, passa através da pele.

[00638] Além disso, comparados com anticorpos convencionais ou
fragmentos de anticorpos, uma importante vantagem do uso dos poli-
peptideos da invencédo € que também podem ser facilmente adminis-
trados através de vias diferentes da administragdo parenteral e podem
ser facilmente formulados para semelhante administracdo. Por exem-

plo, conforme descrito no requerimento de patente internacional No.
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W02004/041867, semelhantes polipeptideos podem ser formulados
para administragdo oral, intranasal, intrapulmonar e transdérmica.
[00639] De acordo com outra modalidade da invencédo é proporcio-
nada uma combinacdo farmacéutica compreendendo no minimo um
polipeptideo da invencdo conforme descrito aqui, neste requerimento
de patente, e no minimo um outro agente terapéutico selecionado en-
tre 0 grupo consistindo em estatinas, antiplaquetarios, anticoagulantes,
antidiabéticos e anti-hipertensivos.

[00640] A combinacgéo farmacéutica referida opcionalmente e adici-
onalmente pode compreender um diluente, um excipiente, um adjuvan-
te e/ou um estabilizante.

[00641] Quando duas ou mais substancias ou principios devem ser
usados como parte de um regime de tratamento combinado, podem
ser administrados através da mesma via de administracdo ou através
de diferentes vias de administracao, essencialmente ao mesmo tempo
ou em momentos diferentes (por exemplo, essencialmente simultane-
amente, consecutivamente, ou de acordo com um regime alternado).
Quando as substancias ou principios devem ser administrados simul-
taneamente atravéds da mesma via de administracdo, podem ser ad-
ministrados como diferentes formula¢cdes ou composi¢cdes farmacéuti-
cas ou como parte de uma formulagdo ou composicado farmacéutica
combinada. Além disso, quando duas ou mais substancias ou princi-
pios ativos devem ser usados como parte de um regime de tratamento
combinado, cada uma das substancias ou dos principios pode ser ad-
ministrado na mesma quantidade e de acordo com 0 mesmo regime
conforme usado quando o composto ou principio € usado por si so, e a
utilizacdo combinada referida pode levar ou ndo a um efeito sinérgico.
No entanto, quando a utilizagdo combinada das duas ou mais subs-
tdncias ou principios ativos leva a um efeito sinérgico, também pode

ser possivel reduzir a quantidade de uma, mais ou todas as substan-
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cias ou principios a serem administrados, enquanto ainda obtendo a
acao terapéutica desejada. Isto pode ser util, por exemplo, para evitar,
limitar ou reduzir quaisquer efeitos colaterais indesejados que estao
associados com o0 uso de uma ou mais das substancias ou principios
guando sao usados em suas quantidades usuais, enguanto ainda ob-
tendo o efeito farmacéutico ou terapéutico desejado.

[00642] Ainda, uma modalidade adicional da invengcédo € um método
para tratar as doencas e os disturbios conforme estipulado acima,
compreendendo administrar a um individuo, simultaneamente, separa-
damente ou sequencialmente, uma quantidade eficaz de no minimo
um polipeptideo da invencdo e no minimo um agente selecionado en-
tre 0 grupo consistindo em uma estatina, um antiplaquetario, um anti-
coagulante, um antidiabético e um anti-hipertensivo.

[00643] De acordo com um aspecto adicional da invenc¢ao, o poli-
peptideo da invencéo é preparado para ser administrado em combina-
cdo com outros farmacos usados para o tratamento das doencas e dos
distarbios estipulados acima, os outros farmacos referidos sendo sele-
cionados entre o grupo consistindo em uma estatina, um antiplaqueta-
rio, um anticoagulante, um antidiabético e um anti-hipertensivo.

[00644] e acordo com ainda outro aspecto da invencao, farmacos
usados para o tratamento das doencas e dos disturbios estipulados
acima, os farmacos referidos sendo selecionados entre o grupo con-
sistindo em uma estatina, um antiplaquetario, um anticoagulante, um
antidiabético e um anti-hipertensivo sao preparados para serem admi-
nistrados em combinacdo com o polipeptideo da invencéo.

[00645] De acordo com um aspecto adicional da invencéo, o poli-
peptideo da invencdo € usado em combinacdo com um dispositivo til
para a administracdo do polipeptideo, tal como uma seringa, caneta
injetora, ou dispositivo diverso.

[00646] De acordo com ainda outra modalidade da invencéo, € pro-
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porcionado um método de diagnosticar uma doenca, um distarbio ou
uma condi¢cdo mediada pela disfuncdo de CX3CR1 compreendendo as
etapas de:

[00647] a) obter uma amostra de um individuo, e

[00648] b) contatar, in vitro, a amostra com um polipeptideo da in-
vencao conforme definido acima, e

[00649] c) detectar a ligacdo do referido polipeptideo com a referida
amostra, e

[00650] d) comparar a ligacdo detectada na etapa (c) com um pa-
drdo, em que uma diferenca na ligacdo relativa a referida amostra é
diagnostico de uma doenca, um disturbio ou uma condicdo caracteri-
zada por disfuncéo de CX3CRL1.

[00651] De acordo com outra modalidade da invencéo, € proporcio-
nado um método de diagnosticar uma doenc¢a, um distirbio ou uma
condicdo mediada pela disfuncdo de CX3CR1 compreendendo as eta-
pas de:

[00652] a) obter uma amostra de um individuo, e

[00653] b) contatar a amostra com um polipeptideo da invencéo
conforme definido acima,;

[00654] c) determinar a quantidade de CX3CR1 na amostra; e
[00655] d) comparar a quantidade determinada na etapa (c) com
um padrdo, em que uma diferenca na quantidade relativa a referida
amostra é diagnoéstico de uma doenca, um distirbio ou uma condicéo
caracterizada por disfuncdo de CX3CRL1.

[00656] Os métodos de diagndstico acima também podem ser usa-
dos para monitorar a eficacia de um tratamento terapéutico de um in-
dividuo.

[00657] De acordo com outra modalidade da invencéo, € proporcio-
nado um kit para diagnosticar uma doenca, um distlrbio ou uma con-

dicdo mediada pela disfungcdo de CX3CR1, para utilizagdo em um mé-
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todo conforme definido acima, o kit referido compreendendo no mini-
mo um polipeptideo da invencgéo e, opcionalmente, um ou mais meios,
meios de deteccdo e/ou agentes de imagiologia in vitro ou in vivo, e,
adicionalmente e opcionalmente, instru¢cdes de utilizacdo. Agentes de
imagiologia in vivo adequados incluem 99mTc, 111indio, 123lodo, e,
para estudo por imagens de ressonancia magnética, compostos para-
magnéticos.

[00658] A invencao adicionalmente proporciona um kit compreen-
dendo no minimo um polipeptideo da invencao e, adicionalmente, um ou
mais componentes diversos selecionados entre o grupo consistindo em
outros farmacos usados para o tratamento das doencas e dos disturbios
conforme descrito acima, e dispositivos conforme descrito acima.
[00659] A invencédo adicionalmente proporciona métodos de fabricar
um polipeptideo da invencédo, os métodos referidos geralmente com-
preendendo as etapas de:

[00660] - cultivar células hospedeiras compreendendo um &cido nu-
cléico capaz de codificando um polipeptideo da invencéo (nas partes
gue se seguem: "acido nucléico da invencéo") sob condi¢cdes que per-
mitem a expressao do polipeptideo da invencéo; e,

[00661] - recuperar ou isolar o polipeptideo expressado pelas célu-
las hospedeiras a partir da cultura; e

[00662] - opcionalmente adicionalmente purificar e/ou modificar
e/ou formular o polipeptideo da invencgéao.

[00663] Um acido nucléico da invencdo pode ser DNA gendmico,
cDNA ou DNA sintético (tal como DNA com um uso de cédon que te-
nha sido especificamente adaptado para expressdo na célula hospe-
deira pretendida ou no organismo hospedeiro pretendido). De acordo
com uma modalidade da invencéo, o acido nucléico da invencédo esta
em forma essencialmente isolada, conforme definido acima.

[00664] O acido nucléico da invencdo também pode estar sob a
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forma de, estar presente em e/ou ser parte de um vetor, tal como por
exemplo, um plasmideo, um cosmideo ou um YAC, o qual hovamente
pode estar em forma essencialmente isolada. O vetor pode ser espe-
cialmente um vetor de expressao, isto €, um vetor que pode proporcio-
nar expressao do polipeptideo in vitro e/ou in vivo (por exemplo, em
uma célula hospedeira adequada, em um organismo hospedeiro ade-
guado e/ou em um sistema de expressao adequado). O vetor de ex-
pressao referido geralmente compreende no minimo um acido nucléico
da invencado que é ligado operavelmente a um ou mais elementos re-
guladores adequados, tais como um ou mais promotores, um ou mais
reforcadores, um ou mais terminadores, e semelhantes. Exemplos es-
pecificos de semelhantes elementos reguladores e outros elementos,
tais como um ou mais fatores de integragcdao, um ou mais marcadores
de selecdo, uma ou mais sequéncias de sinal ou lider, um ou mais ge-
nes reporter, e semelhantes, Gteis ou necessarios para expressar 0S
polipeptideos da invencdo, sdo descritos, por exemplo, as pp. 131 a
133 da publicagéo de patente internacional No. WO2006/040153.

[00665] Os acidos nucléicos da invencédo podem ser preparados ou
obtidos em uma maneira conhecida per se (por exemplo, por sintese
de DNA automatizada e/ou por tecnologia de DNA recombinante), com
base na informacédo sobre as sequéncias de aminoacidos para os poli-
peptideos da invencdo proporcionada aqui, neste requerimento de pa-
tente, e/ou podem ser isolados a partir de uma fonte natural adequada.
[00666] De acordo com outra modalidade, a invencdo se refere a
um hospedeiro ou uma célula hospedeira que expressa ou € capaz de
expressar um polipeptideo da invencao; e/ou que contém um &cido
nucléico codificando um polipeptideo da invencdo. De acordo com
uma modalidade particularmente preferencial, as células hospedeiras
referidas sdo células bacterianas, células de levedura, células flingicas

ou células de mamifero.
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[00667] Células bacterianas adequadas incluem células de cepas
bacterianas gram-negativas tais como cepas de Escherichia coli, Pro-
teus, e Pseudomonas, e cepas bacterianas gram-positivas tais como
cepas de Bacillus, Streptomyces, Staphylococcus, e Lactococcus. Cé-
lulas fungicas adequadas incluem células de espécies de Trichoderma,
Neurospora, e Aspergillus. Células de levedura adequadas incluem
células de espécies de Saccharomyces (por exemplo, Saccharomyces
cerevisiae), Schizosaccharomyces (por exemplo, Schizosaccha-
romyces pombe), Pichia (por exemplo, Pichia pastoris e Pichia metha-
nolica), e Hansenula.

[00668] Células de mamifero adequadas incluem por exemplo, célu-
las CHO, células BHK, células HelLa, células COS, células NSO, células
HEK, e semelhantes. No entanto, também podem ser usadas células de
anfibios, células de insetos, células de plantas, e quaisquer outras célu-
las usadas na técnica para a expressao de proteinas heterélogas.
[00669] Para producdo em escala industrial, hospedeiros heterdlo-
gos preferenciais para a producao (industrial) de polipeptideos de do-
minio variavel Unico de imunoglobulina e terapéuticos de proteina con-
tendo os mesmos incluemcepas de E. coli, Pichia pastoris, e S. cerevi-
siae que sédo adequadas para expressao, producao e fermentacédo em
larga escala, e em particular para expressao (bio-)farmacéutica, pro-
ducao e fermentacao em larga escala.

[00670] A escolha do sistema de expresséao especifico vai depender
em parte da necessidade de altumas modificacbes poOs-translacionais,
mais especificamente glicosilacdo. A producdo de um polipeptideo da
invencdo para o qual glicosilacdo é desejada ou requerida vai necessi-
tar do uso de hospedeiros de expressdao mamiferos que tém a capaci-
dade de glicosilar a proteina expressada. A este respeito, sera eviden-
te para a pessoa versada que o padrao de glicosilacdo obtido (isto €, o

tipo, nimero e posicao de residuos anexados) vai depender da célula
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ou linhagem celular que € usada para a expressao.

[00671] Polipeptideos da invencédo produzidos em uma célula con-
forme estipulado acima podem ser produzidos quer intracelullarmente
(por exemplo, no citosol, no periplasma ou em corpos de incluséo) e
em seguida isolados das células hospedeiras e opcionalmente adicio-
nalmente purificados; ou podem ser produzidos extracelularmente (se-
cretados no meio no qual as células hospedeiras sdo cultivadas) e em
seguida isolados do meio de cultura e opcionalmente adicionalmente
purificados.

[00672] Meétodos e reagentes adicionais usados para a producéo
recombinante de polipeptideos, tais como vetores de expressao ade-
quados, métodos de transformacdo ou transfeccdo, marcadores de
selecdo, métodos de inducéo de expressao de proteinas, condi¢cdes de
cultura, e semelhantes, sdo conhecidos na técnica. De modo similar,
técnicas de isolamento e purificacdo de proteinas Gteis em um método
de fabricacdo de um polipeptideo da invencdo sdo de conhecimento
geral para a pessoa versada.

[00673] A producdo dos polipeptideos da invencao através de fer-
mentacdo em organismos hospedeiros recombinantes convenientes
tais como E. coli e levedura é rentavel, em comparacdo com anticor-
pos convencionais 0s quais também requerem caras instalacbes de
cultura de células de mamifero. Além disso, 0s niveis de expressao
obteniveis séo elevados e as producdes dos polipeptideos da inven-
cao sdo na faixa de 1 a 10 g/l (E. coli) e até 10 g/l (levedura) e mais.
EXEMPLOS

[00674] Producdo de linhagens celulares CHO, Baf/3, Caki e
HEK293 superexpressando CX3CR1 humana ou CX3CR1 de cynomo-
lgus

[00675] Células CHO e Baf/3 superexpressando CX3CR1 humana

ou de cynomolgus foram geradas usando técnicas conhecidas na téc-
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nica. Células expressando CCR2 ou CCR5 humanas também foram
geradas usando técnicas conhecidas na técnica.

[00676] O cDNA foi clonado em pCDNA3.1(+)-neo para CX3CR1
humana ao passo que pcDNA-DEST40-neo foi usado para CX3CR1
de camundongo.

[00677] As sequéncias de aminoacidos de CX3CR1 humana e
CX3CR1 de cynomolgus estéo representadas em SEQ ID NO: 255 e
256, respectivamente.

[00678] De modo a estabelecer células de rim de camelo (Caki, Ca-
mel Kidney) superexpressando CX3CR1 humana ou CX3CR1 de ca-
mundongo, células Caki parentais foram eletroporadas com pCD-
NA3.1(+)-neo-hCX3CR1 ou pcDNA-DEST40-neo-mCX3CR1, respecti-
vamente. Para todas as condi¢cbes, os transfectantes foram seleciona-
dos adicionando 1 mg/mL de geneticina (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA).
[00679] Células de rim embrionario humano (HEK293, Human Em-
byonic Kidney) superexpressando CX3CR1 humana ou CX3CR1 de
cynomolgus foram geradas por transfeccdo mediada por lipideos com
Fugene (Roche) de plasmideos pCDNA3.1(+)-neo-hCX3CR1 ou
cyCX3CR1, respectivamente, na linhagem celular parental HEK293.
Estas células foram usadas como transfectantes transitorios e deste
modo nao foram postas sob selecdo. Em resumo, 2*10E6 células fo-
ram semeadas por T75 e incubadas de um dia para o outro antes de
transfeccdo. Depois de remocédo do meio de cultura, as células foram
transfectadas com os plasmideos respectivos (9 pg) e Fugene (27 pl)
de acordo com as instrucdes do fabricante. 48 horas depois da trans-
feccéo, as células foram colhidas e congeladas para uso posterior.
EXEMPLO 1: IMUNIZACAO COM CX3CR1 INDUZ UMA REACAO
IMUNE HUMORAL EM LHAMA

1.1. Imunizacdes

[00680] Depois de aprovacdo pelo Commité de Etica (University
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Antwerp, Bélgica, UA2008A1, 2008/096, 2007/068), 9 lhamas (desig-
nados No. 368, 369, 370, 381, 382, 384, 312, 313 e 314) foram imuni-
zados.

[00681] Seis Ihamas (312, 313, 314, 381, 382 e 384) foram imuni-
zados com 4 inje¢cOes intramusculares (2 mg/dose em intervalos se-
manais ou bisemanais) de vetor de plasmideo pVAX1-huCX3CR1 (In-
vitrogen, Carlsbad, CA, EUA ). Trés lhamas (381, 382 e 384) em se-
guida receberam 4 injecdes subcutaneas de CX3CR1 humana supe-
rexpressando células Caki as quais foram estabelecidas conforme
descrito acima. As células foram ressuspendidas em D-PBS e manti-
das sobre gelo antes da injecao.

[00682] Trés lhamas adicionais (designados No. 368, 369 e 370) fo-
ram imunizados de acordo com protocolos de rotina com 4 subcutaneas
injecBes de CX3CR1 humana superexpressando células Caki as quais
foram estabelecidas conforme descrito acima. As células foram ressus-
pendidas em D-PBS e mantidas sobre gelo antes da injecdo. Em segui-
da, a estes lhamas foram administradas duas inje¢cdes com fragmento
recombinante CX3CR1 NT/EC3 acoplado a BSA (TABELA 13). Os pep-
tideos foram ordenados no NeoMPS (PolyPeptide Group, Strasbourg,
Franca) e acoplados a BSA de acordo com protocolos de rotina.
TABELA 13SEQUENCIA DE FRAGMENTOS DE PEPTIDEO USA-
DOS PARA REFORCO DE IMUNIZACAO

Fragmento sequéncia SEQ ID NO:
CX3CR1- Ac-Met-Asp-GIn-Phe-Pro-Glu-Ser-Val-Thr-
NT Glu-Asn-Phe-Glu-Tyr-Asp-Asp-Leu-Ala- 228
Glu-Ala-Cys-NH2
CX3CR1- Ac-Lys-Leu-Tyr-Asp-Phe-Phe-Pro-Ser-
EC3 Cys-Asp-Met-Arg-Lys-Asp-Leu-Arg-Leu- 229
NH2

[00683] A primeira injecao foi formulada em Adjuvante de Freund

Completo (Difco, Detroit, MI, EUA), ao passo que a injecao subse-
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guente foi formulada em Adjuvante de Freund Incompleto (Difco, De-
troit, MI, eUA).

1.2. Avaliacdo de reacdes imunes induzidas em |lhama

[00684] De modo a avaliar a inducdo de reacdes imunes nos ani-
mais contra CX3CR1 humana por ELISA ou FACS, foram colhidos so-
ros dos lhamas 312, 313 e 314 no dia 0 (pré-imune), e diferentes pon-
tos do tempo no esquema de imunizacdo (tempo de coleta de linfécitos
do sangue periférico [PBL)).

[00685] Em resumo, Neutravidina (2 pg/mL) foi imobilizada de um
dia para o outro a 4°C em uma placa Maxisorb de 96 cavidades (Nunc,
Wiesbaden, Alemanha). As cavidades foram blogueadas com uma so-
lucdo de caseina (1%) em PBS. Em seguida fragmento NT recombi-
nante biotinilado (Polypeptide, Strasbourg, Franca) ou fragmentos EC3
biotinilados de CX3CR1 (Polypeptide, Strasbourg, Franca) foram cap-
turados a 2 pug/mL. Depois da adicéo de diluicbes séricas, imunoglobu-
linas ligadas especificamente foram detectadas usando uma imuno-
globulina anti-lhama de cabra conjugada a peroxidase de raiz forte
(HRP) (Bethyl Laboratories Inc., Montgomery, TX, EUA) e uma reacéo
enzimatica subsequente na presenca do substrato TMB One (3,3',5,5'-
tetramentilbenzidina) (Promega, Mannheim, Alemanha), mostrando
gue uma significativa reacdo imune dependente de anticorpos contra
CX3CR1 foi induzida depois das imuniza¢cdes com o0s peptideos.
[00686] Adicionalmente, os titulos séricos de animais imunizados
com células foram confirmados por analise FACS sobre CX3CR1 hu-
mana crescendo ativamente superexpressando células CHO. As res-
postas de titulos séricos de CX3CR1 para os lhamas 368, 369 e 370
foram determinadas com soro amostrado depois de 4 imunizacdes ce-
lulares (dia 49), 4 imunizacdes celulares e 1 reforco de peptideo (dia
77) e 4 imunizacdes celulares e 2 reforcos de peptideo (dia 81). As

células foram colhidas e lavadas antes de incubac&o com as diluicdes

Peticaio 870230015340, de 23/02/2023, pég. 132/186



126/166

séricas. Foi realizada deteccdo com IgG anti-lhama de cabra (Bethyl,

Montgomery, TX, EUA) seguida por anti-cabra de burro acoplada com

PE (Jackson Laboratories, Suffolk, Reino Unido) e leitura por analise

em FACSArray (BD Biosciences). Um sumario das respostas séricas

obtidas conforme determinado ou por ELISA ou por FACS é mostrado
na TABELA 14 e na TABELA 15.
TABELA 14 ANALISE DOS TITULOS SERICOS PARA OS ANIMAIS
IMUNIZADOS COM CELULAS/PEPTIDEOS

ELISA

FACS

Lhama

Imunogénio

NT Recombi-
nante

EC3 Recombi-
nante

Depois de
imunizacao
celular

Depois
de refor-
cos de

peptideo

368

Caki-
huCX3CR1 +
peptideo
NT/EC3

+/- -

369

Caki-
huCX3CR1 +
peptideo
NT/EC3

+/- +

370

Caki-
huCX3CR1 +
peptideo
NT/EC3

++

++ -

TABELA 15ANALISE DOS TITULOS SERICOS PARA OS ANIMAIS
IMUNIZADOS COM DNA/CELULAS

ELISA FACS
L~ NT Recom- EC3 Re- .Dep(.)ls d~e Depois de
Lhama | Imunogénio . . imunizagao reforgos
binante combinante
com DNA celulares
381 DNA + Caki- o N oy o
huCX3CR1
DNA + Caki-
+
382 huCX3CR1
DNA + Caki-
384 ++
8 huCX3CR1
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[00687] Para os lhamas imunizados com DNA somente (312, 313 e
314) nao foi determinado nenhum titulo sérico.

EXEMPLO 2: CLONAGEM DOS REPERTORIOS DE FRAGMENTOS
DE ANTICORPO DE CADEIA PESADA SOMENTE E PREPARACAO
DE FAGO

[00688] Depois da injecdo de imunogénio final de cada subgrupo,

tecidos imunes como a fonte de células B que produzem os anticorpos
de cadeia pesada foram coletados dos lhamas imunizados. Para os
Ihama 312, 313 e 314, duas amostras de sangue de 150 mL, coletadas
4 e 8 dias depois da ultima injecdo de antigeno foram coletadas por
animal. Para os Ihamas 368, 369 e 370 foram coletadas quatro amos-
tras de sangue de 150 mL, 5 e 7 dias depois da ultima imunizacao ce-
lular e adicionalmente 4 e 8 dias depois da ultima imunizacdo com
peptideo. Préximo a estas, foram colhidas duas bidpsias de linfonodo,
12 dias depois da ultima imunizacéo celular e 12 dias depois da ultima
imunizagdo com peptideo. Para os Ihamas 381, 382 e 384 foram cole-
tadas cinco amostras de sangue de 150 mL, 8 dias depois da ultima
imunizagcdo com DNA e adicionalmente 4 dias depois do primeiro re-
forco celular, 8 e 11 dias depois do segundo reforco celular e 8 dias
depois da ultima imunizacdo celular. Proximo a estas, foi colhida uma
biépsia de linfonodo, 8 dias depois da segunda imunizacéo celular.
[00689] A partir das amostras de sangue, linfocitos do sangue peri-
férico (PBLs) foram preparados usando Ficoll-Hypaque de acordo com
as instrucfes do fabricante (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ,
EUA). A partir dos PBLs e da biopsia de linfonodos (LN), foi extraido
RNA total, o qual foi usado como material de partida para RT-PCR de
modo a amplificar os segmentos de DNA codificando VHH.

[00690] Para cada lhama imunizado, foram construidas bibliotecas
agrupando o RNA total isolado a partir das amostras originarias de um

determinado subgrupo do esquema de imunizacédo, isto €, depois de
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um tipo de antigeno de imunizacdo, e para alguns lhamas amostras
dos diferentes animais foram reunidas em uma biblioteca (TABELA
16).

TABELA 16AGRUPAMENTO DAS DIFERENTES AMOSTRAS PARA
CONSTRU(;AO DE BIBLIOTECAS

Nome da Biblioteca Lhama Amostra
368-PBL1+2+LN-V-100209 368 PBL1e?2, LN
369+370-PBL1+2+LN-V-100209 369, 370 PBL1e?2, LN
368-PBL3+4-V-280909 368 PBL3e4
369-PBL3+4-V-070409 369 PBL3e4
370-PBL3+4-V-070409 370 PBL3e4
381-PBL1-V-180310 381 PBL 1
382-PBL1-V-180310 382 PBL1
384-PBL1-V-180310 384 PBL1
381-PBL1+2+3+4+5+LN-V-280909 381 PBL1,2,3,4,5elLN
382-PBL1+2+3+4+5+LN-V-280909 382 PBL1,2,3,4,5elLN
384-PBL1+2+3+4+5+Ln-V-280909 384 PBL1,2,3,4,5elLN
312+313+314-PBL1+2-V-220210 312,313 e 314 PBL1e?2
312-PBL1+2-V-180310 312 PBL1e?2
313-PBL1+2-V-180310 313 PBL1e?2
314-PBL1+2-V-180310 314 PBL1e?2

[00691] Em resumo, o repertorio de VHH amplificado por PCR foi
clonado através de sitios de restricdo especificos em um vetor desig-
nado para facilitar o display de fago da biblioteca de VHH. O vetor foi
derivado de pUC119 e contém o promotor LacZ, uma sequéncia codi-
ficante de proteina M13 fago glll, um gene de resisténcia para ampici-
lina ou carbenicilina, um sitio de clonagem multipla e uma sequéncia
lider hibrida glll-pelB (pAX050). In frame com a sequéncia codificante
de VHH, o vetor codifica uma etiqueta c-myc C-terminal e uma etiqueta
His6. Os fagos foram preparados de acordo com protocolos de rotina e
armazenados depois de esterilizacao por filtro a 4°C ou a -80°C em

20% de glicerol para utilizacdo posterior.
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EXEMPLO 3: SELECAO DE VHHS ESPECIFICOS PARA CX3CR1
ATRAVES DE DISPLAY DE FAGO
[00692] Repertérios de VHH obtidos a partir de todos os lhamas e

clonados como biblioteca de fagos foram usados em diferentes estra-
tégias de selecdo, aplicando uma multiplicidade de condi¢cBes de sele-
cdo. Variaveis incluem i) a forma de apresentacdo da proteina
CX3CR1 (sobre diferentes fundos celulares ou sobre liposso-
mas/VLPs), ii) o método de apresentacédo de antigeno (Em solucédo ao
usar células ou revestido sobre placas ao usar VLPS), iii) a concentra-
cdo de antigeno iv) o ortdlogo usado (humano ou cynomolgus) v) o
namero de rodadas de selecdo e vi) métodos de elutriacdo diferentes
(inespecificos através de tripsina ou especificos através do ligante
Fractalcina). Todas as selecGes de fase solida revestida foram feitas
em placas Maxisorp de 96 cavidades (Nunc, Wiesbaden, Alemanha).
[00693] As selecdes foram realizadas como se segue: preparacoes
de antigeno CX3CR1 para formatos de selecdo de fase sélida e de
solucdo foram apresentadas conforme descrito acima em mudltiplas
concentracdes. Depois de 2 horas de incubacdo com as bibliotecas de
fagos seguidas por extensiva lavagem, os fatos ligados foram elutria-
dos com tripsina (1 mg/mL) por 15 minutos. Quando tripsina foi usada
para elutriacdo de fago, a atividade de protease foi imediatamente
neutralizada aplicando 0,8 mM de inibidor de protease ABSF. Como
controle, sele¢cdes sem antigeno foram realizadas em paralelo.

[00694] As producbes de fagos foram usadas para infectar E. coli
as quais foram em seguida por sua vez usadas para preparar fago pa-
ra a proxima rodada de selecao (resgate de fago). Depois da segunda
rodada de selecao, as producdes de fagos foram usadas para infectar
E. coli as quais foram em seguida laminadas sobre placas de agar
(LB+carb+glicose®®) para andlise de clones de VHH individuais. De

modo a triar uma producéo de selecdo para ligantes especificos, colo-
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nias unicas foram selecionadsa entre as placas de agar e cultivadas
em 1 mL de placas de 96 cavidades profundas. A expressao de VHH
controlada por LacZ foi induzida adicionando IPTG (1 mM final) na au-
séncia de glicose. Extratos periplasmaticos (em um volume de ~ 80
uL) foram preparados de acordo com protocolos de rotina.

EXEMPLO 4: TRIAGEM DE EXTRATOS PERIPLASMATICOS EM
TESTE FACS DE COMPETICAO CX3CR1-FRACTALKINA

[00695] Extratos periplasmaticos foram triados em um teste de

competicdo FACS CX3CR1 humana/Fractalcina humana de modo a
avaliar a capacidade de bloqueio dos VHHs expressados. CX3CR1
humana estava presente sobre células CHO superexpressando
CX3CRL1. Foi usada tanto uma configuracao usando células colhidas a
partir de uma cultura crescendo ativamente quanto uma configuracéo
usando células congeladas. Como um reagente de deteccéo foi usada
fractalcina etiguetada (R&D Systems, Minneapolis, MN, EUA) etique-
tada com alexa647 (A647-Fractalcina) em um grau de marcagéo de 1.
De modo a configurar o teste, primeiro foi realizada uma série de titu-
lagdes da fractalcina etiqguetada sobre as células CHO-huCX3CR1 de
modo a determinar o valor da EC50 para ligagéo. Inicialmente foi reali-
zada triagem em uma maior concentracdo de fractalcina (3 nM) de
modo a aumentar a robustez do teste. De modo a aumentar a sensibi-
lidade da triagem a um maximo, a concentracdo a EC30 (1 nM) foi es-
colhido para triagem subsequente. Em resumo, 50 ul de extrato peri-
plasmatico foi adicionado a 6 nM de fractalcina etiquetada (50 pl) e
200 000 células CHO-huCX3CR1. Depois de uma hora de incubacéo a
4 C, as células foram lavadas trés vezes antes de ser realizada a leitu-
ra em um FACS Array (Becton Dickinson). Primeiro uma barreira (ga-
te) foi definida sobre as células intactas conforme determinado a partir
do perfil de difusdo. Em seguida, as células mortas foram excluidas

(gated out) por seu perfil de fluorescéncia a partir da cepa Pl (Sigma,
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St Louis, EU). O perfil de fluorescéncia da etiqueta alexa647 foi deter-
minado para cada amostra e foi usado para calculo da capacidade de
bloqueio. Como controles, as condi¢gdes foram tomadas junto onde nao
havia nenhum VHH presente no peri extrato ou um VHH irrelevante
conhecido e amostras foram incluidos onde o excesso de fractalcina a
frio foi incluido. Para cada amostra a percentagem de bloqueio foi de-
terminada usando as amostras de controle para determinar a janela de
teste.

[00696] A partir desta triagem, VHHs foram selecionados e andlise
de sequéncias revelou 120 VHHs Unicos pertencentes a 3 diferentes
linhagens de células B. O numero total de variantes encontradas para
cada linhagem de células B é representado na TABELA 17.

TABELA 17PARAMETROS DE SELECAO USADOS PARA A IDEN-
TIFICAGAO DAS LINHAGENS DE CELULAS B DE VHH ESPECIFI-
COS DE CX3CR1 HUMANA

Linhagem de | o o yynip | No-de bibliotecas
células B variantes
9 CX3CR1BII11H11 4 368-PBL1+2+LN-V-100209
368-PBL1+2+LN-V-100209
13 CX3CR1BII18E06 68
368-PBL3+4-V-280909
312+313+314-PBL1+2-V-220210
101 CX3CR1BII66B02 48
314-PBL1+2-V-180310

[00697] Uma visao geral do procedimento de selecdo e da perfor-
mance durante triagem inicial € dada para todos os VHHs na Tabela 18.
TABELA 18CONDICOES DE SELECAO E RESULTADO DA TRIA-
GEM PRIMARIA PARA O VHH ESPECIFICO PARA HUCX3CR1

N % de
o . Selecgdes :
VHH ID |Familia|Biblioteca bloqueio
primeirarodada | segundarodada
368-
CX3CR1B PBL1+2+L|BA/F3_h| total CHO- total
[IPMP11H 9 - . K1 hCX3 | . 99,0
11 N-V- CX3CR1 | (tripsina) CR1 (tripsina)
100209
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N % de
s - Selecgdes .
VHH ID |Familia|Biblioteca bloqueio
primeirarodada | segundarodada
CX3CR1B 368- CHO-
IIPMP18E| 13 | PBL3+4- EQ;FC?’F—QZ (trim;?rlla) K1_hCX3 (tritoé?rlla) 53,1
6 V-280909 P CR1 P
+313+
CX3CR1B 31213113 VLPs- hFrac (2 VLPs- hFrac (2
IIPMP54A| 101 hCX3CR hCX3CR1 93,8
12 PBLI*2- ) ouy | ™ | oy | WM
V-220210
+313+
CX3CR1B 3121::13 VLPs- hFrac (2 VLPs- HFrac (2
IIPMP54A| 101 hCX3CR hCX3CR1 90,8
3 PBLI*2- ) ouy | ™ | qouy | WM
V-220210
+ +
CX3CR1B 3121i13 VLPs- hFrac (2 VLPs- HFrac (2
IIPMP54A| 101 hCX3CR hCX3CR1 86,6
4 PBLI*2- ) qouy | ™ | qouy | WM
V-220210
+313+
CX3CR1B 3121:23 VLPs- hFrac (2 VLPs- hFrac (2
IIPMP54A| 101 hCX3CR hCX3CR1 92,5
5 PBLI*2- ) ouy | ™ | qouy | WM
V-220210
+ +
CX3CR1B 312 1::13 VLPs- total VLPs- total
IIPMP54A| 101 hCX3CR L. hCX3CR1 L 68,9
. PBL1+2- 1 (10U) (tripsina) (10U) (tripsina)
V-220210
+313+
CX3CR1B 3121313 VLPs- hFrac (2 VLPs- hFrac (2
IIPMP54B| 101 hCX3CR hCX3CR1 92,1
1 PBL1+2- 1 (10U) UM) (10U) uM)
V-220210
+ +
CX3CR1B 3123134)113 VLPs- hFrac (2 VLPs- hFrac (2
IIPMP54B| 101 hCX3CR hCX3CR1 65,3
2 PBL1+2- 1 (10U) UM) (10U) M)
V-220210
+ +
CX3CR1B 312134)113 VLPs- hFrac (2 VLPs- hFrac (2
IIPMP54B| 101 hCX3CR hCX3CR1 90,1
3 PBL1+2- 1 (10U) HM) (10U) M)
V-220210
+313+
CX3CR1B 3121?:113 VLPs- hFrac (2 VLPs- hFrac (2
IIPMP54B| 101 hCX3CR hCX3CR1 92,6
5 PBL1+2- 1 (10U) pM) (10U) M)
V-220210
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N % de
s - Selecgdes .
VHH ID |Familia|Biblioteca bloqueio
primeirarodada | segundarodada
+313+
CX3CR1B 3121:5113 VLPS- 1 Erac 2 VLPS- ) rrac 2
IIPMP54D| 101 hCX3CR hCX3CR1 87,8
5 PBLI*2- 1) ouy | "™ | qouy | *W
V-220210
+313+
CX3CR1B 3124313+ ) ps. VLPs-
314- total total
IIPMP54D| 101 hcx3CR| 0% |hex3cR1|, ¢ 64,1
3 PBL1+2- 1 (10U) (tripsina) (10U) (tripsina)
V-220210
+313+
CX3CR1B 3121:213 VLPs- hFrac (2 VLPs- hFrac (2
IIPMP54F | 101 hCX3CR hCX3CR1 96,6
6 PBLI*2- ' ouy | ™ | qouy | WM
V-220210
+313+
CX3CR1B 31213113 VLPS- 1 erac 2 VLPS- |\ rrac 2
IIPMP54G| 101 hCX3CR hCX3CR1 747
3 PBLI*2- ) ouy | ™ | oy | WM
V-220210
+313+
CX3CR1B 3121313 VLPs- hFrac (2 VLPs- hFrac (2
IIPMP54H| 101 hCX3CR hCX3CR1 74.6
1 PBL1+2- 1 (10U) UM) (10U) M)
V-220210
+313+
CX3CRI1B 3121113 VLPS- | erac 2| EPS | hErac 2
IIPMP54H| 101 hCX3CR hCX3CR1 96,0
4 PBL1+2- 1 (10U) UM) (10U) uM)
V-220210
CX3CR1B 314- | VLPs- VLPs-
IIPMP61F| 101 | PBL1+2- |hCX3CR h':";;)(z hCX3CR1 hFri‘AC)(Z 735
10 v-180310 | 1 (10U) | M aouy | M
CX3CR1B 314- | VLPs- VLPs-
hFrac (2 hFrac (2
IIPMP61D| 101 | PBL1+2- |hCX3CR r‘;’\‘/lc)( hCX3CR1 ri‘:)( 68,4
1 v-180310 | 1 (1ou) | M @aou) |
CX3CR1B 314- | VLPs- VLPs-
hFrac (2 hFrac (2
IIPMP61D| 101 | PBL1+2- |hCX3CR r‘;’\‘/lc)( hCX3CR1 ri‘:)( 94,9
5 v-180310 | 1 (10u) | M aouy |
CX3CR1B 314- | VLPs- VLPs-
IIPMP61E| 101 | PBL1+2- |hCX3CR hFri‘AC)(Z hCX3CR1 hFri:)(z 70,3
2 v-180310 | 1 (10u) | M @aouy | M
CX3CR1B 314- | VLPs- VLPs-
hFrac (2 hFrac (2
IIPMP61F| 101 | PBL1+2- |hCX3CR rf\‘;:)( hCX3CR1 ri/‘l:)( 96,5
11 v-180310| 1 (ou) | @aou) | *
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N % de
s - Selecgdes .
VHH ID |Familia|Biblioteca bloqueio
primeirarodada | segundarodada
CX3CR1B 314- | VLPs- VLPs-
IPMP61G| 101 | PBL1+2- |hCX3CR hFrT\‘/IC)(Z hCX3CR1 hFriAC)(Z 82,0
2 v-180310 | 1 (10u) | M @aou) |
CX3CR1B 314- | VLPs- VLPs-
IIPMP61G| 101 | PBL1+2- |hCX3CR hFrT\‘/IC)(Z hCX3CR1 hFriAC)(Z 92,1
3 v-180310 | 1 (10u) | M @aouy |
CX3CR1B 314- | VLPs- VLPs-
IPMP61G| 101 | PBL1+2- |hCX3CR hF":AC)(z hCX3CR1 hFr"I’\‘AC)(Z 94,5
4 v-180310 | 1 (10u) | M aouy | M
CX3CR1B 314- | VLPs- VLPs-
IIPMP61F| 101 | PBL1+2- |hCX3CR hFr?/T)(z hCX3CR1 hFr?/‘I:)(Z 94,4
4 v-180310 | 1 (10u) | M @uy | ¥
CX3CR1B 314- | VLPs- VLPs-
IIPMP61A| 101 | PBL1+2- |hCX3CR hFr?/T)(z hCX3CR1 hFri/(I:)(z 78,0
11 v-180310 | 1 (1ou) | M @aou) |
CX3CR1B 314- | VLPs- VLPs-
IIPMP61B| 101 | PBL1+2- |hCX3CR hFrel\‘/(I:)(z hCX3CR1 hFriAC)(Z 94,5
2 v-180310 | 1 (10U) | M aouy | M
CX3CR1B 314- | VLPs- VLPs-
total total
IPMPBIC| 101 | PBL1+2- [hCX3CR| oo |NCXBCRL| o | 69,4
9 v-180310 | 1 (10U) | (10U) P
CX3CR1B 3121313+ VLPS- | erac 2| P | hErac 2
IIPMP65H| 101 hCX3CR hCX3CR1 #NIA
02 PBLLY2- 1 oy | ™ | ouy | MW
V-220210
CXSCR1B 312111% VLPs- hFrac (2 VLPs- hFrac (2
IIPMP65E| 101 hCX3CR hCX3CR1 #NIA
11 PBLI*2- ' ouy | ™ | qouy | WM
V-220210
+313+
CX3CR1B 31231?:113 VLPs- hFrac (2 VLPs- hFrac (2
IIPMP65E| 101 hCX3CR hCX3CR1 #NIA
10 PBLI*2- ) ouy | ™ | oy | WM
V-220210
CX3CR1B 312134)1134- VLPs- hFrac (2 VLPs- hFrac (2
IIPMP65E| 101 hCX3CR hCX3CR1 #NIA
05 PBLI*2- ) ouy | ™ | qouy | WM
V-220210
CX3CR1B 101 312+313+| VLPs- |hFrac (2| VLPs- |hFrac (2 4NJA
IIPMP65B 314- |hCX3CR| pM) |hCX3CRL| uM)
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- % de
s - Selecgdes .
VHH ID |Familia|Biblioteca bloqueio
primeirarodada | segundarodada
11 PBL1+2- | 1 (10U) (10U)
V-220210
+313+
CX3CR1B 3121313 VLPs- hFrac (2 VLPs- hFrac (2
IIPMP65B| 101 hCX3CR hCX3CR1 #N/A
07 PBLLY2- 1 oy | ™ | ouy | MW
V-220210
312+313+
CX3CR1B VLPs- VLPs-
314- hFrac (2 hFrac (2
IIPMP65B| 101 hCX3CR hCX3CR1 #N/A
PBL1+2- HM) UM)
09 1 (10U) (10U)
V-220210
CX3CR1B 3120313+ | p VLPs
S_
314- hFrac (2 | hCX3CRL1 | hFrac (2
[IPMP65H| 101 hCX3CR #N/A
PBL1+2- M) (10U) M)
01 1 (10V)
V-220210
312+313+
CX3CR1B VLPs- VLPs-
314- hFrac (2 hFrac (2
IIPMP65G| 101 hCX3CR hCX3CR1 #N/A
PBL1+2- UM) uM)
07 1 (10U) (10V)
V-220210
CX3CR1B 314- VLPs- VLPs-
hFrac (2 hFrac (2
IIPMP66H| 101 PBL1+2- |hCX3CR M) hCX3CR1 M) #N/A
08 V-180310 | 1 (10V) H (10V) H
CX3CR1B 314- | VLPs- VLPs-
hFrac (2 hFrac (2
IPMPGGH| 101 | PBLL+2- |hCX3CR| T %% |hCX3CRL| T || #NIA
04 v-180310 | 1 (10U) | ™ (10U) H
CX3CR1B 314- | VLPs- VLPs-
hFrac (2 hFrac (2
IPMP66F| 101 | PBL1+2- |[hCX3CR ) hCX3CR1 ) #N/A
02 v-180310 | 1 (10U) | " (10V) H
CX3CR1B 314- | VLPs- VLPs-
hFrac (2 hFrac (2
IIPMP66E| 101 PBL1+2- |hCX3CR M) hCX3CR1 M) #N/A
11 Vv-180310 | 1 (10u) | " @aouy | M
CX3CR1B 314- | VLPs- VLPs-
hFrac (2 hFrac (2
IPMP66D| 101 | PBLL+2- |hCXSCR| |\ IhCXSCRL| T 1| #N/A
10 v-180310 | 1 (10U) | " aouy | "
CX3CR1B 314- VLPs- VLPs-
hF 2 hF 2
IPMP66D| 101 | PBL1+2- |hCX3CR rel\‘/lc)( hCX3CR1 ri/lc)( #NIA
08 v-180310 | 1 (0U) | M @au | *
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N % de
s - Selecgdes .
VHH ID |Familia|Biblioteca bloqueio
primeirarodada | segundarodada
CX3CR1B 314- | VLPs- VLPs-
IIPMP66B| 101 | PBL1+2- |hCX3CR hFrT\‘/IC)(Z hCX3CR1 hFriAC)(Z #N/A
02 v-180310 | 1 (10u) | M @aou) |
CX3CR1B 314- | VLPs- VLPs-
IIPMP66A| 101 | PBL1+2- |hCX3CR hFrT\‘/IC)(Z hCX3CR1 hFriAC)(Z #N/A
04 v-180310 | 1 (10u) | M @aouy |
CX3CR1B 314- | VLPs- VLPs-
IIPMP66D| 101 | PBL1+2- |hCX3CR hFrT\‘AC)(z hCX3CR1 hFriAC)(Z #NIA
04 v-180310 | 1 (10u) | M aouy | M
CX3CR1B 314- | VLPs- VLPs-
hFrac (2 hFrac (2
IIPMP66D| 101 | PBL1+2- |hCX3CR ri;)( hCX3CR1 r?;:)( #N/A
02 v-180310 | 1 (10u) | M aouy | M
CX3CR1B 314- | VLPs- VLPs-
hFrac (2 hFrac (2
IIPMP66D| 101 | PBL1+2- |hCX3CR ri;)( hCX3CR1 r?;:)( #N/A
06 v-180310 | 1 (10u) | M aouy | M
CX3CR1B 314- | VLPs- VLPs-
hFrac (2 hFrac (2
IIPMP66G| 101 | PBL1+2- |hCX3CR ri;)( hCX3CR1 ri;:)( #N/A
01 v-180310 | 1 (10u) | M @aou) | M

[00698] As sequéncias de aminoacidos de todos os VHHs Unicos
obtidos sdo mostradas na Listagem de Sequéncias e acima (foram in-
dicadas CDRs e regides de framework).

EXEMPLO 5: CARACTERIZACAO DE VHHS PURIFICADOS

[00699] VHHs anti-CX3CRL1 inibidores selecionados a partir da tria-

gem descrita no Exemplo 4 foram adicionalmente purificados e carac-

terizados. VHHs selecionados foram expressados em E. coli TG1 co-
mo proteinas com etiqueta c-myc, His6. Foi induzida expressao por
adicdo de 1 mM de IPTG e deixada para continuar por 4 horas a 37°C.
Depois de cxentrifugar as culturas celulares, foram preparados extra-
tos periplasméaticos por congelamento-descongelamento dos péletes.
Estes extratos foram usados como material de partida e VHHs foram
purificados através de IMAC e cromatografia de exclusdo de tamanho
(SEC) resultando em 95% de pureza conforme avaliado através de
SDS-PAGE.
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Inibicao por VHHs anti-CX3CR1 de ligacao de Fractalcina humana

a CX3CR1 humana expressada sobre células BA/E3

[00700] A capacidade de bloqueio para o ligante fractalcina dos
VHHs foi avaliada em um FACS de competicdo de CX3CR1 humana
conforme resumido no Exemplo 4. Foram usadas ou células CHO-
huCX3CR1, células BA/F3-huCX3CR1 ou células HEK293T transfec-
tadas transitoriamente. A quantidade de ligante marcado usado nas
diferentes configuracfes de competicdo também foi variada. Os valo-
res da ICso para VHHs bloqueando a interacéo de fractalcina humana
com CX3CR1 humana sao representados na TABELA 19.

TABELA 19POTENCIA E EFICACIA DO VHH EM UM FACS DE
COMPETICAO DE LIGANTE

I\?Hd: Familia| Linhagem celular IC50 %qdueeibcl)o- Repeticdes
11H11 9 CHO-huCX3CR1 1.7 E-8 100 4
18E06 13 CHO-huCX3CR1 1.8 E-9 33 4
54A12 101 CHO-huCX3CR1 2.1 E-9 104 2
54D08 | 101 CHO-huCX3CR1 1.5E-8 101 2
54A07 101 CHO-huCX3CR1 1.1E-8 78 2
54D05 | 101 CHO-huCX3CR1 2.7 E-9 102 2
54B03 101 CHO-huCX3CR1 25E-8 108 1
54G03 | 101 CHO-huCX3CR1 5.6 E-8 107 1
11H11 9 BA/F3-huCX3CR1 | 8.1 E-9 100 3
18E06 13 BA/F3-huCX3CR1 | 2.8 E-9 71 3
54A12 101 BA/F3-huCX3CR1 | 4.0 E-9 100 4
54D08 | 101 BA/F3-huCX3CR1 | 3.8 E-8 99 1
54A07 101 BA/F3-huCX3CR1 | 1.5E-8 81 4
54D05 | 101 BA/F3-huCX3CR1 | 5.5E-9 99 1
54B03 101 BA/F3-huCX3CR1 | 3.3 E-8 99 1
54G03 | 101 BA/F3-huCX3CR1 | 9.8 E-8 98 1
54A12 101 | HEK293-huCX3CR1 | 6.8 E-9 96 5
54D08 101 HEK293-huCX3CR1 | 8.4 E-8 95 2
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I\?Hd: Familia| Linhagem celular IC50 %qduee:)clo- Repeticdes
54A07 101 | HEK293-huCX3CR1 | 2.3 E-8 52 2
54D05 | 101 | HEK293-huCX3CR1l | 5.3 E-9 94 5
54B03 101 | HEK293-huCX3CR1 | 6.7 E-8 92 2
54G03 | 101 | HEK293-huCX3CR1 | 2.7E-7 89 2
61E02 101 | HEK293-huCX3CR1 | 8.2 E-8 98 2
61B04 | 101 | HEK293-huCX3CR1 | 5.7 E-8 97 2
61B02 101 | HEK293-huCX3CR1 | 1.0 E-8 94 2
54H01 | 101 |HEK293-huCX3CR1 | 1.0 E-8 64 2
54A04 101 HEK293-huCX3CR1 | 4.9 E-8 100 2
61F11 101 | HEK293-huCX3CR1 | 4.6 E-8 96 2
61G03 | 101 |HEK293-huCX3CR1 | 6.0 E-8 96 2
61G04 | 101 | HEK293-huCX3CR1 | 4.2 E-8 96 2
66B02 101 | HEK293-huCX3CR1 | 2.5 E-9 102 2
66G01 | 101 | HEK293-huCX3CR1 | 1.4 E-8 99 2

Inibicdo por VHHs anti-CX3CR1 de quimiotaxia, induzida por Frac-

talcina humana, de células BA/F3 superexpressando CX3CR1

humana

[00701] De modo a avaliar a inibicdo de quimiotaxia induzida por
Fractalcina, um teste de quimiotaxia foi configurado usando a camara
descartavel ChemoTx com tamanho de poro de 5 um (Neuroprobe,
Gaithersburg, EU). As células foram colhidas a partir de uma cultura
crescendo ativamente e foram lavadas antes do uso em meio de teste,
RPMI (Gibco, Carlsbad, EU) suplementado com 0,1% de BSA. A ca-
mara de fundo foi preenchida com 320 pM de Fractalcina humana em
um volume total de 300 ul. Depois de aplicacdo da membrana, 0.13E6
células foram depositadas na parte superior da membrana em um vo-
lume total de 70 pl. Quimiotaxia foi permitida por 3 horas a 37°C em
uma camara umidificada com CO2. Depois deste periodo de incuba-
cdo, a membrana foi removida e as células na camara de fundo foram

ressuspendidas. A quantidade de ATP presente nas cavidades foi de-
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terminada usando o kit CellTiter-Glo (Promega, Madison WI, EU). Foi
realizada leitura em um Envision (Perkin Elmer, Massachusetts, EU)
com as configuragdes de rotina para leitura da luminescéncia. Séries
de titulacbes foram realizadas em triplicata e cada placa continha
amostras de controle também em triplicata. Como controle, foi incluida
uma amostra sem VHH bem como uma amostra onde néo foi adicio-
nada nenhuma Fractalcina humana a camara de fundo. Um sumario
dos resultados € mostrado na TABELA 20.

TABELA 20 POTENCIA E EFICACIA DO VHH EM BLOQUEIO DA
QUIMIOTAXIA INDUZIDA PELA FRACTALCINA

VHHID | Familia IC50 %deblo- | oneticoes
queio
11H11 9 2 E-7 89 5
18E06 13 NA 17 4
54A12 101 8 E-8 84 6
54D08 101 NA 33 2
54A07 101 5 E-8 45 4
54D05 101 7E-8 81 4
54B03 101 1E-7 73 1
54G03 101 NA 40 1
66B02 101 2 E-8 87 2
66G01 101 AE-7 54 2

Avaliacdo da reatividade cruzada dos VHHs anti-CX3CR1 contra
CX3CR1 de cynomolqus

[00702] Inicialmente, uma configuracédo de ligacdo a base de FACS

foi usada para avaliar a reatividade cruzada com cynomolgus. Para
isto, os VHHs foram incubados com as células respectivas por 30 mi-
nutos a 4°C seguido por trés etapas de lavagem e subsequentemente
incubados com os reagentes de deteccao. Como deteccéao, foi usado
um anticorpo anti-cmyc de camundongo (Serotec, MCA2200) seguido

por um anticorpo anti-camundongo de cabra acoplado a PE (Jackson
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115-116-071), cadaincubacédo por 30 minutos a 4°C, seguida por trés
etapas de lavagem. Os resultados do teste sdo mostrados na TABELA
21.

TABELA 21 VALOR DA EC50 PARA LIGACAO DO VHH RESPEC-
TIVO SOBRE CX3CR1 HUMANA OU SOBRE CX3CR1 DE CYNO-

MOLGUS

ID do Familia ECS0 (M)|  ECS0 (M) proporcéo |[Repeticdes
VHH Human | Cynomolgus

11H11 9 8,0 E-10 NA NA 2
18E06 13 15E-9 1,4 E-8 9 2
54A12 101 3,5E-8 1,1 E-7 3.3 1
54A07 | 101 54 E-7 3,0E-8 0.1 1
54D05 | 101 | 8,4E-10 5,0 E-8 59.6 1

[00703] Para VHHs identificados posteriormente, um FACS de
competicdo de Fractalcina humana foi configurado usando CX3CR1
humana ou de cynomolgus expressada em células HEK293T. Tanto o
receptor humano quanto o receptor de cynomolgus foram transfecta-
dos de modo transitério em células HEK293T e as transfeccfes foram
combinadas pela ligacdo do ligante etiquetado, fractalcina humana. A
competicao foi avaliada usando a concentracdo EC30 de fractalcina e
deste modo os valores da IC50 obtidos sao uma boa estimativa do va-
lor Ki, uma medida para afinidade (TABELA 22). O experimento foi
realizado conforme descrito no Exemplo 4. A propor¢ao dos valores da
IC50 em CX3CR1 de macaco cynomolgus e humana foi usada para
avaliar potenciais diferencas na afinidade por CX3CR1 em ambas as
espécies.

TABELA 22 EFICACIA E POTENCIA DE VHHS EM FACS DE COM-
PETICAO DE LIGANTE PARA CX3CR1 HUMANA E DE CYNOMOL-
GUS
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- Humana Cynomolgus oropor- | Repe-

D doVHH Familia | o5 M) %qduee?cio' IC50 (M) %qdue;olo' cdo  |ticBes
54A12 101 6,8 E-9 96 6,7 E-8 94 9,85 5
54D08 101 8,4 E-8 95 7,2 E-8 91 0,85 2
54A07 101 2,3E-8 52 28 E-7 69 12,3 2
54D05 101 53E-9 94 6,4 E-8 91 12,25 5
54B03 101 6,7 E-8 92 4,7 E-7 95 7,05 2
54G03 101 2,7E-7 89 4,7 E-7 89 1,74 2
61E02 101 8,2 E-8 98 4,6 E-8 96 0,55 2
61B04 101 5,7 E-8 97 8,7 E-8 93 1,53 2
61B02 101 10E-8 94 4,5 E-8 92 4,37 2
54H01 101 1,0E-8 64 6,8 E-8 92 6,48 2
54A04 101 49 E-8 100 3,1E-8 91 0,64 2
61F11 101 4,6 E-8 96 1,6 E-7 95 3,58 2
61G03 101 6,0 E-8 96 3,0E-7 89 5,02 2
61G04 101 4,2 E-8 96 2,0 E-7 100 4.8 2
66B02 101 25E-9 102 19E-8 97 7,5 2
66G01 101 1,4 E-8 99 1,2 E-7 100 8,29 2

LigacOes dos VHHs anti-CX3CR1 humana a CCR2 humana, CCR5
humana ou CX3CR1 de camundongo

[00704]
realizando um experimento de ligacdo FACS sobre células parentais
CHO-K1 ou células CHO expressando huCCR2, huCCR5 ou

mMsCX3CR1. Os VHHs foram incubados com as respectivas linhagens

A especificidade para o receptor de huCX3CRL1 foi avaliada

celulares por 30 minutos a 4°C seguido por trés etapas de lavagem e
em seguida foram incubados com os reagentes de deteccdo. Como
deteccéo, foi usado um anticorpo anti-cmyc de camundongo (Serotec,
MCAZ2200) seguido por um anticorpo anti-camundongo de cabra aco-
plado a PE (Jackson 115-116-071), cada incubacdo por 30 minutos a
4°C, seguida por trés etapas de lavagem. Para cada linhagem celular
foi incluido um controle de qualidade com anticorpo receptor-
especifico. Além disso, a maior concentracédo de cada VHH também foi
incubada com células CHO expressando huCX3CR1 como um contro-

le positivo. Nao pode ser observada ligacdo a msCX3CR1, huCCR2 ou
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huCCRS.

Determinacao do epitope bin

[00705] Um experimento de ligacdo competitiva foi configurado de
modo a determinar se os VHHSs ligam epitopes em sobreposi¢do sobre
CX3CR1. Para isto, foi usado o VHH 66B02 marcado com alexa647
em um FACS de competicdo sobre as células BA/F3 expressando
huCX3CR1. VHHs tipicos das trés familias funcionais foram usados
como competidores para a ligagdo do 66B02 marcado. Os valores
IC50 obtidos sdo mostrados na TABELA 23.

TABELA 23 BINNING DE EPITOPE A BASE DE FACS DE COMPE-

TICAO
ID do VHH familia IC50 (M) % de bloqueio
11H11 9 4.9E-09 100
18E06 13 2.3E-09 100
66B02 101 1.5E-09 100

[00706] Como uma inibicdo completa de ligacado de 66B02 pode ser
obtida por todos os VHHs tipicos das diferentes familias de bloqueio
de ligante, pode ser concluido que todas as familias funcionais ligam
em proximidade suficientemente estreita umas das outras de tal modo
gue competem com a ligacéo de 66B02.

EXEMPLO 6: FORMATACAO DE VHHS PARA BIVALENCIA

Construcao de bivalentes

[00707] De modo a aumentar a poténcia e/ou a eficacia de uma se-
lecdo dos VHHSs obtidos, moléculas bivalentes foram construidas por
engenharia genética. Dois VHHs foram geneticamente ligados junto
com um encadeador de 35GS entre os dois blocos de construcéo e
subsequentemente expressados em E.coli conforme descrito acima
para os VHHs monovalentes. Diferentes constructos bivalentes foram
produzidos conforme listado na TABELA 24.

TABELA 24 FORMATOS BIVALENTES TiPICOS
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COII’IZ'[(:SC'[O Id;gt\i/?_la:e Familia | Encadeador | Identidade do VHH | Familia
CxﬁilB” CX?’liRlllB”l 9 35GS CX3CRI1BII8E6 | 13
CX3§)§1E‘” CX3§ER§B"1 13 35GS | CX3CRIBILIHIL | 9
CX3001F;15” CX34CD'§);B”5 101 35GS | CX3CRIBIIL8EO6 | 101
CX3(§31F(§15” CX34CA'EB”5 101 35GS | CX3CRIBIIS4A12 | 101
CX3001'§15” CX32§515”5 101 35GS | CX3CRIBII54D5 | 101
CX3001':15” CXE‘?};B”G 101 35GS | CX3CRIBII66B02 | 101
CX3001"‘9’15” CX%%EB”G 101 35GS | CX3CR1BII66GO1 | 101
stoczle” CX34CBR;B”5 101 35GS | CX3CRI1BII54B5 | 101
CX3C§:2|218” CXB;'?lB”l 9 35GS | CX3CRIBII66B02 | 101
CX3OC;15” CX31C$1118”1 9 35GS | CX3CRIBIIS4B5 | 101

Inibicao por VHHs anti-CX3CR1 da ligacao de Fractalcina humana

a CX3CR1 humana expressada sobre as células BA/F3
[00708]

vestigada para os diferentes formatos conforme descrito no Exemplo

A inibicdo da oligacédo de ligante a CX3CR1 humana foi in-

4. Para esta caracterizacdo foi usada a linhagem celular BA/F3-
huCX3CR1 apresentando expressdo estavel do receptor de CX3CR1
humana. O ligante fractalcina marcado com alexa647 foi usado em sua
concentracdo EC30 e deste modo os valores IC50 obtidos sao reflexo
dos valores Ki. Uma visédo geral dos dados obtidos é mostrada na ta-
bela 25.

TABELA 25 POTENCIA DE FORMATOS BIVALENTES EM COMPE-
TICAO DE LIGANTE
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ID do Constructo Linhagem celular IC50 (M) %qduee:)olo— Repeticbes
CX3CR1BII007 CHO-huCX3CR1 3.8 E-10 100 2
CX3CR1BI1009 CHO-huCX3CR1 7.0 E-10 91 2
CX3CR1BII012 CHO-huCX3CR1 8.0 E-10 93 1
CX3CR1BII016 HEK293-huCX3CR1 19 E-10 102 2
CX3CR1BII017 HEK293-huCX3CR1 3.1 E-10 99 2
CX3CR1BII018 HEK293-huCX3CR1 3.0 E-10 102 2
CX3CR1BII019 HEK293-huCX3CR1 29E-10 100 2
CX3CR1BI1020 HEK293-huCX3CR1 2.2 E-10 102 2
CX3CR1BI1026 BA/F3-huCX3CR1 7.0 E-10 100 3
CX3CR1BII027 BA/F3-huCX3CR1 6.7 E-10 100 3

Inibicdo por VHHs anti-CX3CR1 da quimiotaxia, induzida por Frac-

talcina humana, de células BA/F3 superexpressando CX3CR1

humana
[00709]

Similar ao que foi descrito para os VHHs monovalentes an-

ti-CX3CR1, a inibicdo de quimiotaxia induzida pela fractalcina sobre as

células BA/F3-huCX3CR1 foi avaliada para os constructos bivalentes.

Foi usada uma configuracdo de teste idéntica conforme descrito acima

e 0s resultados obtidos estdo resumidos na tabela 26.
TABELA 26 INIBICAO DE QUIMIOTAXIA INDUZIDA PELA FRAC-
TALCINA POR CONSTRUCTOS DE VHH BIVALENTES

1D do Ct(())nstruc- Linhagem celular| 1C50 (M) %qduee:aolo- R;é)ee:-
CX3CR1BII007 |BA/F3-huCX3CR1 4 E-9 101 5
CX3CR1BII009 |BA/F3-huCX3CR1 2 E-8 79 5
CX3CR1BII012 |BA/F3-huCX3CR1 4 E-9 78 1
CX3CR1BII016 |BA/F3-huCX3CR1 2 E-9 88 3
CX3CR1BII017 |BA/F3-huCX3CR1 3 E-9 89 3
CX3CR1BII018 |BA/F3-huCX3CR1| 6 E-10 98 6
CX3CR1BII019 |BA/F3-huCX3CR1 2 E-9 85 3
CX3CR1BII020 |BA/F3-huCX3CR1 2 E-9 85 3
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CX3CR1Bl1026

BA/F3-huCX3CR1

3 E-10

98

1

CX3CR1BI1027

BA/F3-huCX3CR1

9 E-10

98

1

Avaliacao da reatividade cruzada dos VHHs anti-CX3CR1 contra

CX3CR1 de cynomolgus

[00710]

Também para os constructos bivalentes a reatividade cru-

zada para CX3CR1 de cynomolgus foi avaliada e comparada com a

reatividade humana. Conforme descrito anteriormente, ou uma confi-

guracéo de ligacao (Tabela 27) ou uma configuracdo de competicdo
de ligante (TABELA 28) foram aplicadas usando células HEK293T

transfectadas de modo transitério. Lotes de células transfectadas de

modo transitério foram combinados por seu nivel de expressao de

receptor.

TABELA 27 LIGACAO DE CONSTRUCTOS BIVALENTES A
CX3CR1 HUMANA OU DE CYNOMOLGUS

ID dp Linhagem | EC50 (M) EC50 (M) | propor-| Repeti-
Constructo celular Humana | Cynomolgus cao coes
CX3CR1BII007 HEK293T 3,1 E-10 4,8 E-8 154 2
CX3CR1BII009 HEK293T 2,0E-9 6,8 E-9 3,3 2
CX3CR1BII012 HEK293T 5,6 E-11 6,3 E-11 1,1 1

TABELA 28 COMPETICAO DE LIGANTE DE CONSTRUCTOS BI-
VALENTES SOBRE CX3CR1 HUMANA OU DE CYNOMOLGUS

Humana Cynomolgus Re
ID do Cons- | Linhagem % de % de Ss- ptle
truct lul - -

ructo celular | 1C50 (M) blo. IC50 (M) bIo' cdo |cGe
queio queio s
CX3CR1BII016| HEK293T | 1,9E-10 | 102 | 6,9 E-10 98 3,67 | 2
CX3CR1BII017| HEK293T | 3,1 E-10 99 16 E-9 95 534 | 2
CX3CR1BII018| HEK293T | 3,0E-11 | 102 | 1,0E-10 97 3,33 | 2
CX3CR1BII019| HEK293T | 29 E-10 | 100 | 8,2E-10 96 2,86 | 2
CX3CR1BII020| HEK293T | 2,2E-10 | 102 | 3,2E-10 97 1,47 | 2

EXEMPLO 7:

EXPLORACAO DO COMPRIMENTO DO ENCADEA-

DOR E EXTENSAO DA MEIA VIDA
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Avaliacdo do comprimento do encadeador e posicionamento do
VHH alb11
[00711]

bivalente pode impactar drasticamente sobre a poténcia obtida, foram

Como o comprimento do encadeador usado em um formato

avaliados diferentes comprimentos de encadeador.
[00712]
humana foi incluido de modo a aumentar a meia-vida in vivo das molé-
No. WO

06/122787). Foram produzidos diferentes formatos incluindo variagdes

Além disso, Alb11, um Nanobody ligando a albumina sérica

culas formatadas (publicacdo de patente internacional

sobre os comprimentos do encadeador usado, mas também o posicio-
namento dos diferentes VHHs da composi¢cdo. Um sumario dos forma-
tos explorados é mostrado na TABELA 29.

TABELA 29 EXPLORACAO DA EXTENSAO DA MEIA-VIDA E DO
COMPRIMENTO DO ENCADEADOR

ID do Identidade do Enca- Identidade do Enca- | Identidade
Constructo VHH deador VHH deador | do VHH
CX3S;R2’18II CX3CR1BII66B02 | 9GS |CX3CR1BII66B02| 9GS Albl1
ng(gle” CX3CR1BII66B02 | 35GS |CX3CR1BII66B02| 9GS Albl1
CX3CR1BII CX3CRI1BII

036 CX3CRI1BII66B02 | 9GS Albl11 9GS 66802
CX3(§::\(;18” CX3CRI1BII66B02 | 9GS |CX3CR1BII66B02| 35GS Albl11
CX30C4R1’18II CX3CRI1BII66B02 | 35GS |CX3CR1BII66B02| 35GS Albl11
CX3CR1BII CX3CR1BII

042 CX3CRI1BII66B02 | 35GS Albl11 35GS 66802
[00713] Sequéncias codificantes para o VHH formatado foram clo-

nadas em um plasmideo construido internamente (in-house) permitin-
do expressdo em Pichia pastoris e secre¢do no meio de cultura. O ve-
tor de expresséo foi derivado de pPICZa (Invitrogen) e continha o pro-
motor AOX1 para expressao induzida por methanol, fortemente regu-

lada, um gene de resténcia para Zeocin™, um sitio de multiclonatem e

Peticao 870230015340, de 23/02/2023, pég. 153/186



147/166

o sinal de secrecdo do fator a. Depois de transformacéo, culturas de
expressdo foram cultivadas e a expressao de VHH foi induzida por
adicdo de metanol e deixada para continuar por 48 horas a 30°C.

[00714]

teste de competicao de ligante conforme descrito acima. Vendo que a

A poténcia destes diferentes formatos foi avaliada usando o

concentracdo de ligante usada € abaixo do valor da EC50, os valores
da IC50 obtidos sé&o equivalentes aos valores Ki. O Ki obtido para os
diferentes formatos esta resumido na Tabela 30.

TABELA 30 POTENCIA DE FORMATOS DE MEIA-VIDA ESTENDI-

DA EM COMPETICAO DE LIGANTE

COI[IZt(:SCtO Linhagem celular | 1C50 (M) %qdueeibcl,o- Repeticdes
CX3CR1BII032 | BA/F3-huCX3CR1 | 5,8 E-10 99 2
CX3CR1BII034 | BA/F3-huCX3CR1 | 5,2 E-10 99 2
CX3CR1BII036 | BA/F3-huCX3CR1 | 5,6 E-10 99 2
CX3CR1BII040 | BA/F3-huCX3CR1 | 5,9 E-10 104 1
CX3CR1BII041 | BA/F3-huCX3CR1 | 6,4 E-10 102 1
CX3CR1BII042 | BA/F3-huCX3CR1 | 8,9 E-10 100 1

Impacto da albumina sérica humana sobre a poténcia
[00715]

pode impactar sobre a poténcia do formato e portanto a competicdo de

A ligacdo de albumina sérica humana (HSA) ao alb11l VHH

ligante foi repetida na presenca de HSA. Em resumo, de modo a per-
mitir a ligacdo de HSA ao albll VHH, os constructos sob avaliacéo e
fractalcina foram pré-incubados com HSA por 30 minutos antes de
adicdo as células. Além disso as células foram ressuspendidas em
tampdo FACS suplementado com HSA. A concentracéo final de HSA
usada foi um excesso de 50 vezes acima da maior concentracdo de
VHH usada. Em seguida, a competicao foi permitida por 2 horas e o

processamento posterior foi conforme descrito no Exemplo 4.

ID do Cons- . % de blo- .
Linhagem celular IC50 (M) ° . Repeticbes
tructo queio
CX3CR1BII032 BA/F3-huCX3CR1 14 E-9 100 2
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IDd Cons- . %d blo- .
© ons Linhagem celular IC50 (M) oae . ° Repeticdes
tructo queio
CX3CR1BII034 BA/F3-huCX3CR1 1,3E-9 100 2
CX3CR1BII036 BA/F3-huCX3CR1 14E-9 100 2

[00716] A potencial interferéncia da HSA também foi avaliada em
uma configuracdo de quimiotaxia adaptada, incluindo HSA nos diferen-
tes compartimentos do teste. A concentracdo de HSA usada foi nova-
mente um excesso de 50 vezes em relacdo a maior concentracdo de
constructo usada e os constructos foram carregados com HSA por 30
minutos antes do inicio do teste. O tampéao de teste também foi suple-
mentado com HSA de tal modo que HSA esta presente durante toda a
extenséo do experimento. Conforme descrito acima, foi usada a cama-
ra descartavel ChemoTx com tamanho de poro de 5 um (Neuroprobe,
Gaithersburg, MD, EUA). As células foram colhidas a partir de uma
cultura crescendo ativamente e foram lavadas antes do uso em meio
de teste, RPMI (Gibco, Carlsbad, EU) suplementado com 0,1% de
BSA e 62,5 uM de HSA (Sigma, A8763). A camara de fundo foi preen-
chida com 320 pM de Fractalcina humana em um volume total de 300
pl. Depois de aplicagcdo da membrana, 0.13E6 células foram deposita-
das na parte de cima da membrana em um volume total de 70 pl. Foi
permitida quimiotaxia por 3 horas a 37 C em uma camara umidificada
com CO2. Depois deste periodo de incubacdo, a membrana foi remo-
vida e as células na camara do fundo foram ressuspendidas. A quanti-
dade de ATP presente na cavidade foi determinada usando o kit Cell-
Titer-Glo (Promega, Madison WI, EUA). Foi realizada leitura em um
Envision (Perkin Elmer, Waltham, MA, EUA) com as configuracdes de
fabrica de rotina para leitura da luminescéncia. Foram realizadas sé-
ries de titulacbes em triplicata e cada placa continha amostras de con-
trole também em triplicata. Como controle, foi incluida uma amostra
sem VHH bem como uma amostra onde n&o foi adicionada nenhuma

Fractalcina humana a camara de fundo. Os valores IC50 obtidos estao
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listados na TABELA 31.
TABELA 31 QUIMIOTAXIA INDUZIDA POR FRACTALCINA NA
PRESENCA DE HSA

COI!]I'DSt(:l(thO Linhagem celular | IC50 (M) blz)/(:qizm Repeticdes
CX3CR1BII032 | BA/F3-huCX3CR1 | 6E-10 98
CX3CR1BII034 | BA/F3-huCX3CR1 | 9E-10 100
CX3CR1BII036 | BA/F3-huCX3CR1 6E-10 102

Inibicdo da internalizacdo de Fractalcina pelos polipeptideos for-

matados bivalentes de meia-vida estendida

[00717] Testes funcionais adicionais foram realizados para demons-
traar a atividade de antagonista dos polipeptideos bivalentes de meia-
vida estendida. Os polipeptideos foram avaliados para sua capacidade
para inibir a internalizacdo de A647-Fractalcina em células CHO
huCX3CR1. Em resumo, 1E4 células/cavidade foram laminadas em
placas de 96 cavidades de fundo preto escuro transparente (BD, Fran-
klin Lakes, NJ, EUA) e cultivadas de um dia para o outro. As células
foram lavadas uma vez e em seguida equilibradas em tampéao de teste
(HBSS com calcio e magnésio (Gibco) suplementado com 10 mM de
HEPES e 0,1% de BSA). Os constructos de polipeptideos formatados
foram adicionados e as placas foram incubadas por 15 minutos a 37 C.
A647-Fractalcina foi em seguida adicionada em uma concentracéao fi-
nal de 8 nM e as células foram incubadas por 60 minutos a 37 C. O
meio foi removido e as células foram fixadas por 10 minutos com 3,7%
de solucdo de formaldeido (Polysciences, Warrington, PA, EUA). As
células foram enxaguadas uma vez com PBS e os nucleos foram mar-
cados com corante da Hoechst (Life Technologies, Grand Island, NY,
EUA). De modo a quantificar a Fractalcina etiquetada internalizada, as
células foram estudadas por imagem usando o sistema de bioimage-
amento BD Pathway. Foi realizada segmentacdo de imagens identifi-

cando o nucleo celular marcado e desenhando um anel de 3 pixes em
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torno daquela mascara. A intensidade média de A647 foi medida no
anel citoplasmatico. Os polipeptideos formatados inibiram potentemen-
te a internalizacéo de Fractalcina conforme resumido na Tabela 32:
TABELA 32 INIBICAO DA INTERNALIZACAO DE A647-
FRACTALCINA

ID do Constructo | Linhagem celular IC50 (M) Repeticdes
CX3CR1BI1032 CHO-huCX3CR1 4,0 E-10 5
CX3CR1BII034 CHO-huCX3CR1 7,4 E-10 3
CX3CR1BII036 CHO-huCX3CR1 4,9 E-10 8
CX3CR1BI1040 CHO-huCX3CR1 1,0E-9 3
CX3CR1BII041 CHO-huCX3CR1 1,1E-9 2
CX3CR1BI1042 CHO-huCX3CR1 8,5 E-10 2

Um polipeptideo de meia-vida estendida bivalente formatado anti-
CX3CR1 é destituido de atividade de agonista

[00718] De modo a confirmar que um polipeptideo de meia-vida es-
tendida bivalente anti-CX3CR1 né&o tinha atividade de agonista,
CX3CR1BII036 foi avaliado para inducéo de influxo de calcio nas célu-
las CHO huCX3CRL1. Fractalcina mediou aumentos nos niveis de cél-
cio citosdlico nestas células em uma maneira dependente de CX3CR1
e CX3CR1BII036 inibiu esta resposta.

[00719] As células CHO huCX3CR1 foram laminadas a 5E4 células/
cavidade em placas de 96 cavidades de fundo preto transparente (BD)
e foram cultivadas de um dia para o outro. As ceélulas foram incubadas
com corante Calcium-4 /2 mM de probenicid (Molecular Devices,
Sunnyvale, CA, EUA) em HBSS suplementado com 20 mM de HEPES
por 60 minutos a 37°C. Para demonstrar o antagonismo dos polipepti-
deos, CX3CR1BII036 foi pré-incubado com as células por 15 minutos
da adicdo de Fractalcina em seu valor de EC80. A mobilizacéo de cal-
cio foi monitorada em um sistema FLIPR Tetra (Molecular Devices) de
acordo com as instru¢des do fabricante. Para determinar o agonismo,

nao houve nenhuma pré-incubacdo com o polipeptideo e ao invés,

Peticao 870230015340, de 23/02/2023, pég. 157/186



151/166

CX3CR1BII036 foi usado ao invés da estimulacdo com Fractalcina.
Enquanto CX3CR1BII036 inibiu o influxo de calcio mediado pela Frac-
talcina com uma IC50 de 1,3 nM, ndo foram observados aumentos nos
niveis de calcio citosolico quando o polipeptideo isolado foi adicionado
em concentracdes até 1 uM.

EXEMPLO 8: EXPLORACAO DE FORMATOS DE EXTENSAO DA
MEIA-VIDA USANDO FC DE CAMUNDONGO

[00720] De modo a investigar modalidades de extensdo da meia-

vida alternativas, o dominio VHH 66B02 foi produzido como uma prote-
ina de fusdo com um dominio de Fc de IgG2 de camundongo (66B02-
mFc). Uma mutacéo de acido aspartico para alanina (D265A) foi incor-
porada no dominio CH2 para anular a potencial funcdo efetora media-
da por Fc neste constructo (Baudino, J. Immunol., 181, 6664-6669
(2008)). 66B02-mFc foi expressado em células HEK293T ou células
NSO e purificado por cromatografia por afinidade de Proteina A segui-
da por cromatografia de permuta idnica. Esta molécula foi testada para
atividade utilizando os formatos de teste descritos no Exemplo 7. Os
resultados sao resumidos na Tabela 33:

TABELA 33 ATIVIDADE DE 66B02-MFC

Teste Linhagem celular IC50 (M) Repeticdes
Com!oetlgao BA/F3-huCX3CR1 5,7 E-10 2
de ligante
Quimiotaxia | BA/F3-huCX3CR1 8,9 E-10 3
I lizaca
nemallzacao | -5 huCcx3crl | 5,2 E-10 5
de Ligante
Infl al-
" uxzige “@" | CHO-hucX3cRL | 9,8E-10 5

[00721] Apesar de 66B02-mFc ter inibido potentemente a ativacao
de CX3CR1 mediada pela Fractalcina, ndo apresentou atividade de
agonista. Nao foi observado nenhum aumento nos niveis de calcio ci-

tosolico com tratamento com até 1 uM desta molécula.
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EXEMPLO 9: INIBICAO DA PROGRESSAO DE PLACAS EM UM
MODELO DE ATEROSCLEROSE EM CAMUNDONGO DE POLIPEP-
TIDEOS BIVALENTES DE MEIA-VIDA ESTENDIDA

Producdo de camundongos Apo E 7 de knock-in de CX3CR1 hu-

mana
[00722] Dada a falta de reatividade cruzada dos VHHSs identificados
para CX3CR1 de camundongo (Exemplo 5), foi gerada uma linhagem
de camundongo de knock-in de CX3CR1 humana (hu CX3CR1 KIl) na
TaconicArtemis (Koeln, Alemanha) para permitir experimentos destas
moléculas em modelos de doenca em camundongo. Foi empregada
uma estratégia que permitiu a expressao do receptor de quimniocina
humana sob o controle do promotor de camundongo correspondente
enquanto ocorrendo a disrupcéo da expressao da proteina de camun-
dongo enddgena. Em resumo, foi construido um vetor de direciona-
mento onde a regido codificante de CX3CR1 de camundongo no éxon
2 foi substituida com o frame de leitura aberta de CX3CR1 humana
completo e flanqueada por marcadores de selecéo e sitios loxP. O ve-
tor de direcionamento foi introduzido em células ES de camundongo e
clones que tinham sifo submetidos com sucesso a recombinagéo ho-
mologa foram usados para gerar camundongos quiméricos. Estes ca-
mundongos foram reproduzidos para camundongos altamente eficien-
tes Flp-deleter de modo a obter a remocao do marcador de selegcao e
transmissdo para a linhagem germinativa. Os camundongos hu
CX3CR1 KI resultante em um pano de fundo C57BL/6 foram em se-
guida cruzados com camundongos Apo E - (The Jackson Laboratory,
Bar Harbor, Maine, EUA) de modo a gerar camundongos hu CX3CR1
Kl Apo E”. O modelo de camundongos Apo E”’- proporciona um méto-
do robusto para induzir estensiva formacao de placas aterosclerodticas
gue € a grosso modo similar a doenca humana com respeito a locali-

zacao sitio-especifica da formacéo de placas, a composi¢cao histologi-
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ca, e aos fatores de risco conhecidos (colesterol, inflamacéo, hiperten-
sao, etc).

Avaliacao dos polipeptideos anti-CX3CR1 bivalentes de meia-vida

estendida no modelo de aterosclerose em camundongo Apo E™
[00723] Camundongos fémeas hu CX3CR1KI ApoE 7 foram alimen-

tados com uma dieta de alto teor de gordura/alto teor de colesterol

contendo 1,5% de colesterol por 16 semanas iniciando em quatro se-
manas de idade. Depois de 10 semanas, 0s animais were administra-
dos por injecao i.p. veiculo (20 mM de Citrato de Na pH 6,0, 115 mM
de NaCl), 10 mg/kg 66B02-mFc uma vez ou duas vezes por semana
ou 30 mg/kg de CX3CR1BII036 duas vezes por semana por 6 sema-
nas. Os animais foram anestesiados por anestesia com gas e perfun-
didos com salina a 0,9%. A aorta descendente para a bifurcacao iliaca
foi cuidadosamente removida e fixada em formalina. Em seguida foi
aberta longitudinalmente, e corada com Sudan IV por 15 minutos, se-
guido por metanol a 70% por 2 minutos. Os vasos foram lavados sob
agua corrente e cobertos com PBS. Os tecidos foram fotografados
com uma camera digital usando o software SPOT Advanced (SPOT
Imaging Solutions, Sterling Heights, MI, EUA). A percentagem de colo-
racao de lipideos foi determinada com software de andlise de imagens
(Image-Pro Plus, MediaCybernetics, Rockville, MD, EUA) e expressa
como uma percentagem de coloragao positiva do vaso. Os resultados
deste estudo estdo resumidos na Tabela 34:

TABELA 34 QUANTIFICACAO DO TAMANHO DE PLACA NA AOR-
TA DESCENDENTE EM CAMUNDONGOS FEMEAS HU CX3CR1 Kl

APOE -
. % R -
No. de % da Area de Sde (?du
Grupo Dose o céo na Area
Animais Placas
de Placas
Controle
N/A 6 3,4 N/A
(10 semanas)
Controle Veiculo 17 14,8 N/A
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0, -
No. de % da Area de /fde Rgdu
Grupo Dose o ¢céo na Area
Animais Placas
de Placas
(16 semanas)
66B02-mFc 10 mglkg 17 13,0 16
(1x/ semana)
10 mg/kg
66B02-mF 17 10,3 39 (p<0,05
mre (2x/ semana) ’ (p<0,05)
30 mg/k
CX3CR1BII036 mo'kg 17 10,1 41 (p<0,05)
(2x/ semana)

[00724] Tanto 66B02-mFc quanto CX3CR1BII036 inibiram significa-
tivamene a progressdo de placas quando dosados duas vezes por
semana. Isto se correlacionou com a cobertura uma vez que os niveis
plasmaticos destas moléculas podem ser confirmados para serem
mantidos do inicio ao fim do estudo. Para dosagem de uma vez por
semana de 66B02-mFc, ndo foram mantidos niveis plasmaticos detec-
taveis e isto se correlacionou com a falta de eficicia significativa ob-
servada depois de 6 semanas de tratamento. Nenhuma molécula afe-

tou significativamente os niveis plasmaticos de colesterol ou trigliceri-

deos.
EXEMPLO 10: OTIMIZACAO DE SEQUENCIA DO VHH PARENTAL
[00725] Em geral, durante otimizacdo de sequéncia de VHH, se-

guéncias de VHH selvagem parental sdo mutadas para produzir se-
quéncias de VHH que s&o mais idénticas a sequéncias de consenso
da linhagem germinativa VH3-JH humana. Aminoacidos especificos
nas regides de framework que diferem entre o VHH e o consenso da
linhagem germinativa VH3-JH humana séo alterados para o equivalen-
te humano de tal modo que a estrutura, a atividade e a estabilidade da
proteina sdo mantidas intactas. Para investigar isto, todas as variantes
de otimizacdo de sequéncia foram comparadas com o VHH parental
em trés testes diferentes: (i) determinacdo da temperatura de fusdo
(Tm) em um teste de mudanca térmica (TSA, Thermal Shift Assay), (ii)

analise da poténcia in vitro em FACS de competicdo de fractalcina, e
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para alguns constructos (iii) analise da poténcia in vitro no teste de
quimiotaxia induzida pela fractalcina.

Mutacao de residuos de framework

[00726] Para otimizacdo de sequéncia, foram investigadas as se-
guintes mutacdes: E1D, S11L, A14P, E16G, R44Q, D46E, A74S, K83R
e Q108L. Os mutantes individuais que foram gerados na sequéncia pa-
rental de CX3CR1BII66B02 estéao representados na Tabela 35:
TABELA 35 MUTACOES INVESTIGADAS DURANTE OTIMIZACAO
DE SEQUENCIA DE 66B02

Numero do Clone Mutacdes introduzidas
C100CX3CR1BII043 |A14P,A74S,K83R,Q108L
C100CX3CR1BII045 E1D,A14P,A74S,K83R,Q108L
C100CX3CR1BII047 S11L,A14P,A74S,K83R,Q108L
C100CX3CR1BII048 Al14P,E16G,A74S,K83R,Q108L
C100CX3CR1BII049 |[A14P,R44Q,A74S,K83R,Q108L
C100CX3CR1BIIO50 |A14P,D46E,A74S,K83R,Q108L
C100CX3CR1BII061 S11L,A14P,E16G,A74S,K83R,Q108L
C100CX3CR1BII056 S11L,A14P,E16G,R44Q,A74S,K83R,Q108L
C100CX3CR1BII057 S11L,A14P,E16G,D46E,A74S,K83R,Q108L
C100CX3CR1BII0O60  [S11L,A14P,E16G,R44Q,D46E,A74S,K83R,Q108L

[00727] Todos os constructos foram clonados em um vetor de ex-
pressdo em E. coli, e expressados em E. coli como proteinas com eti-
gueta myc/His em um volume de cultura de 0,25 L a 0,5 L de meio TB.
Foi induzida expressao por adicdo de 1 mM de IPTG e deixada para
continuar por 4 horas a 37°C e 250 rpm. As células foram peletizadas,
e extratos periplasmaticos foram preparados por congelamento-
descongelamento e ressuspensdo em dPBS. Estes extratos foram
usados como material de partida para cromatografia por afinidade com
metal imobilizado (IMAC) usando colunas brutas Histrap FF (GE heal-
thcare). Nanobodies foram elutriados da coluna com 250 mM de imi-

dazol e em seguida dessalgados para dPBS. A pureza e a integridade
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dos Nanobodies foi verificada por SDS-PAGE redutor.

[00728] Conforme resumido na Tabela 36, as mutagcbes Al4P,
A74S, K83R e Q108L nao tiveram nenhum efeito claro sobre a potén-
cia conforme determinado a partir do FACS de competicdo. De modo
similar, as mutagdes adicionais E1D, S11L e E16G néo afetaram a po-
téncia. Por outro lado, a introducéo de ou R44Q ou D46E resultou em
uma queda significatica na poténcia que foi ainda mais pronunciada no
caso de ambas as mutacdes terem sido introduzidas.

TABELA 36 POTENCIA DE CONSTRUCTOS DE OTIMIZACAO DE
SEQUENCIA DETERMINADOS POR FACS DE COMPETICAO DE

LIGANTE

Numero do Clone IC50 | % de bloqueio TmempH?7

CX3CR1BII66B02 | 2.6E-09 101,0 65,66
C100CX3CR1BII043 | 2.2E-09 101 66,49
C100CX3CR1BII045 | 2.2E-09 101,2 66,07
C100CX3CR1BII047 | 2.3E-09 101,2 66,49
C100CX3CR1BI1048 | 1.9E-09 101,2 67,74
C100CX3CR1BI1049 | 1.8E-08 101,2 66,07
C100CX3CR1BIIO50 | 1.7E-08 101,1 71,90
C100CX3CR1BII061 | 1.4E-09 98,9 68,57
C100CX3CR1BII056 | 1.6E-08 101,1 68,57
C100CX3CR1BIIO57 | 1.4E-08 99,4 74,39
C100CX3CR1BII060 | 1.9E-07 98,4 74,81

[00729] Além disso, foi avaliada a temperatura de fusdo, preditiva
para a estabilidade do VHH. A maioria das mutac¢des individuais teve
efeito limitado ou nenhum efeito com a excecédo da mutacdo D46E, a
gual aumentou a temperatura de fusado por aproximadamente 6°C. A
introducdo das mutacbes combinadas também aumentou a estabilida-
de térmica, cfr 057 e 060.

[00730] Devido aos importantes efeitos sobre a poténcia no FACS

de competicéo de ligante, as mutacdes R44Q e D46E né&o foram inclu-
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idas na sequéncia final.

Mutacao de residuos CDR

[00731] Com base na andlise in silico da sequéncia parental, um
sitio de glicosilacéo foi previsto na posi¢cao 52. Portanto foram constru-
idas duas bibliotecas; uma para a posi¢cdo 52 e uma para a posi¢ao
53, a qual foi projetada para incluir todos os aminoacidos possiveis na
respectiva posicdo. As bibliotecas foram triadas como extratos peri-
plasmaticos em um FACS de competicdo de ligante. Primeiro, uma
série de diluicbes foi feita de material periplasmatico da sequéncia pa-
rental e trés diluicbes foram selecionadas para triagem posterior. Um
primeiro ponto de diluicdo (duas vezes) foi escolhido para proporcionar
bloqueio total da interacéo do ligante ao passo que os outros dois pon-
tos de diluicdo (128 e 512 vezes) véo resultar em 70% e 40% de blo-
queio respectivamente. Depois da producdo dos extratos periplasmati-
cos da biblioteca, todas as amostras foram divididas em duas e uma
delas foi submetida a um tratamento com calor. Tanto as amostras n&o
tratadas quanto as tratadas com calor foram em seguida analisadas no
FACS de competicao de ligante nos trés pontos de diluicdo. O impacto
da mutac&o pode ser estimada comparando o bloqueio obtido com o
bloqueio da sequéncia parental. A analise das amostras tratadas com
calor proporciona uma medida para um potencial impacto sobre a es-
tabilidade da mutacéo.

[00732] Com base nos resultados de triagem inicial, sete mutacdes
foram selecionadas para caracterizagao posterior. A poténcia obtida no
FACS de competicdo de ligante é mostrada na Tabela 37.

TABELA 37 REMOQAO DE SITIO DE GLICOSILAC;AO NA POSI-

CAO 52
: Tm em
Constructo IC50 (M) | % de bloqueio
pH 7
C100CX3CR1BII66B02 2.5E-09 98,0 65,66
CX3CR1BII66B02 (N52S, Q108L) 1.7E-09 98,0 66,07
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Constructo IC50 (M) | % de bloqueio T;nHer
CX3CR1BII66B02 (N52Q, Q108L) 2.1E-09 97,9 59,83
CX3CR1BII66B02 (N52G, Q108L) 1.1E-09 98,0 59,83
CX3CR1BII66B02 (N52T, Q108L) 2.8E-09 98,0 66,07
CX3CR1BII66B02 (S53T, Q108L) 1.3E-09 98,1 66,07
CX3CR1BII66B02 (S53G, Q108L) 1.2E-09 98,3 64,83
CX3CR1BII66B02 (S53P, Q108L) 8.0E-10 98,2 66,91

[00733] A partir desta analise, alinhamento de sequéncia com a se-
guéncia de referéncia humana e com base em um programa de previ-
sdo de reconhecimento de epitope de células T in silico, foi decidido
incluir as mutacdes N52S e S53T na sequéncia.

[00734] Por questdes de estabilidade, foi produzida uma biblioteca
adicional para a posicdo 32. A triagem de competicdo de ligante foi
configurada em um modo similar conforme descrito acima. Novamente
trés diluicbes dos extratos periplasmaticos foram triadas e a% de blo-
gueio obtida foi comparada com% de bloqueio obtida para a sequéncia
parental. Depois de andlise dos varios mutantes, a substituicdo de
N32T foi escolhida e incluida na variante de sequéncia final otimizada.

EXEMPLO 11: ANALISE DAS VARIANTES OTIMIZADAS

[00735] Em uma rodada de caracterizacao final foram caracteriza-

dos os constructos listados na TABELA 38.
TABELA 38 VARIANTES DE SEQUENCIA OTIMIZADA DO VHH

66B02 LIDER
SEQ ID
Numero do Clone Mutagéo introduzida N%_
X3CR1BII66B02(E1D,S11L,A14P,E16G,N32
CX3CR1BI100306 exX3¢ 66BO2(E1D S11L, EL6GN3 138

T,N52S,A74S,K83R,Q108L)

CX3CR1BII66B02(E1D,S11L,A14P,E16G,N32
CX3CR1BII00307 139
T,N52S,S53T,A74S,K83R,Q108L)

CX3CR1BII66B02(E1D,S11L,A14P E16G,A74
CX3CR1BI100308 140
S,K83R,Q108L)

CX3CR1BI100312 |CX3CR1BII66B02(E1D,S11L,A14P,E16G,N32| 225
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T,N52S,A74S,K83R,Q108L)-9GS-Alb11-9GS-
CX3CR1BII66B02(S11L,A14P,E16G,N32T,N5
2S,A74S,K83R,Q108L)

CX3CR1BII66B02(E1D,S11L,A14P,E16G,N32
T,N52S,S53T,A74S,K83R,Q108L)-9GS-

CX3CR1BII66B02(S11L,A14P,E16G,A74S,K8
3R,Q108L)

CX3CR1BI100313 |Alb11-9GS- 226
CX3CR1BII66B02(S11L,A14P,E16G,N32T,N5
2S,S53T,A74S,K83R,Q108L)
CX3CR1BII66B02(E1D,S11L,A14P,E16G,A74
S,K83R,Q108L)-9GS-Alb11-9GS-

CX3CR1BI100314 227

[00736]

Foi realizado um experimento de FACS de competi¢cdo con-

forme descrito acima bem como uma determinacao da temperatura de

fusdo. Os valores obtidos séo representados na Tabela 39.
TABELA 39 FACS DE COMPETICAO E TEMPERATURA DE FUSAO
(TM) DA VARIANTES DE SEQUENCIA OTIMIZADA

Constructo IC50 (M) |% de bloqueio| Tm em pH 7
C100CX3CR1BII66B02 | 2.5E-09 98,0 65,05
CX3CR1BII00306 1.7E-09 97,0 68,54
CX3CR1BI100307 1.9E-09 97,0 68,13
CX3CR1BI100308 1.6E-09 97,0 68,13
CX3CR1BI100312 4.6E-10 100,0 59,37
CX3CR1BI100313 4.0E-10 100,0 58,88
CX3CR1BII00314 6.5E-10 100,0 58,40

[00737]

Estes constructos também foram caracterizados em quimio-

taxia induzida pela fractalcina conforme descrito acima (Tabela 40).
TABELA 40 QUIMIOTAXIA INDUZIDA POR LIGANTE COM VARI-
ANTES DE SEQUENCIA OTIMIZADA

Constructo IC50 (M) |% de bloqueio
C100CX3CR1BII66B02 | 3.6E-08 91
CX3CR1BI100306 6.3E-08 95
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Constructo IC50 (M) |% de bloqueio n
CX3CR1BI100307 6.3E-08 100 2
CX3CR1BI100308 4.4E-08 89 2
CX3CR1BI100312 2.7E-09 99 3
CX3CR1BI100313 2.7E-09 99 3
CX3CR1BII00314 3.6E-09 100 3

[00738] Constructos selecionados foram avaliados para inibicdo da
internalizacdo induzida A647-Fractalcina em células CHO huCX3CRL1.
Os resultados séo resumidos na Tabela 41:
TABELA 41 INTERNALIZACAO INDUZIDA POR LIGANTE COM
VARIANTES DE SEQUENCIA OTIMIZADA

Constructo IC50 (M) n
CX3CR1BII00312 5.5 E-10 1
CX3CR1BII00313 3.3E-10 6

Um polipeptideo de sequéncia otimizada anti-CX3CR1 de meia-

vida estendida é destituido de atividade agonista

[00739] De modo a confirmar que o polipeptideo de sequéncia oti-
mizada anti-CX3CR1 de meia-vida estendida ndo tem atividade ago-
nista, CX3CR1BI1100313 foi avaliado para inducdo do influxo de calcio
nas células CHO huCX3CR1. Enquanto a pré-incubacdo com
CX3CR1BI100313 inibiu o influxo de calcio mediado pela Fractalcina
com uma IC50 de 1,3 nM, nao foi obsevado nenhum aumento nos ni-
veis de calcio citosoélicos quando o polipeptideo isolado foi adicionado
em concentracfes até 1 puM.

EXEMPLO 12: EXPLORACAO DE FORMATOS DE EXTENSAO DA
MEIA-VIDA USANDO FC HUMANO

[00740] De modo a investigar modalidades de extensdo da meia-

vida adicionais, os dominios VHH de sequéncia otimizada
CX3CR1BII00306 e CX3CR1BI100307 foram produzidos como protei-

nas de fusdo com um dominio de Fc de IgG1 humana (306D-hFc e
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307D-hFc). Duas mutagdes foram incorporadas no dominio CH2 para
anular potencial funcdo efetora mediada por Fc neste constructo.
306D-hFc e 307D-hFc foram expressados em células HEK293T ou
células NSO e purificados por cromatografia por afinidade por Proteina
A seguida por cromatografia de permuta i6nica. Estas moléculas foram
testadas para atividade funcional utilizando os formatos de teste des-
critos no Exemplo 7. Os resultados estao resumidos na Tabela 42:
TABELA 42 ATIVIDADE DE PROTEINAS DE FUSAO HFC

ICS0 IS0 Repeticdes
Teste Linhagem de Repeticdes de dg 30§D
celular 306D- | de 306D-hFc | 307D- hEc
hFc hFc
Competicao de BA/F3- 6.9 E- 2 7,0 E- 2
ligante huCX3CR1 10 10
_ . BA/F3-
Quimiotaxia hUCX3CR1 2.9 E-9 2 3,0 E-9 3
Internalizacéo CHO- 4.8 E- 3 3,7 E- 3
de ligante huCX3CR1 10 10
L CHO-
Influxo de calcio hUCX3CR1 1.3 E-9 3 3,2 E-9 3

[00741] Apesar destas moléculas terem inibido potentemente a ati-
vacdo de CX3CR1 mediada pela Fractalcina, ndo apresentaram ativi-
dade agonista. Nao foram observados aumentos nos niveis de calcio
citosolico com tratamento com até 1 uM destes Nanobodies isolados.
EXEMPLO 13: INIBICAO DA PROGRESSAO DE PLACA EM UM
MODELO DE ATEROSCLEROSE EM CAMUNDONGO POR UM NA-
NOBODY ANTI-CX3CR1 DE SEQUENCIA OTIMIZADA

[00742] Camundongos fémeas hu CX3CR1KI ApoE - foram alimen-

tados com uma dieta de alto teor de gordura/alto teor de colesterol

contendo 1,5% de colesterol por 16 semanas iniciando em quatro se-
manas de idade. Depois de 10 semanas, 0s animais foram administra-

dos por injecédo i.p. veiculo (20 mM de Citrato de Na pH 6,0, 115 mM
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de NaCl), 30 mg/kg de CX3CR1BII00313 uma vez ou duas vezes por
semana ou 30 mg/kg de CX3CR1BII036 duas vezes por semana por 6
semanas. Os animais foram sacrificados e a percentagem da area de
placas na aorta descendente foi quantificada conforme descrito acima.
Os resultados deste estudo estdo resumidos na Tabela 43:

TABELA 43 QUANTIFICACAO DO TAMANHO DE PLACAS NA
AORTA DESCENDENTE EM CAMUNDONGOS FEMEAS HU
CX3CR1KIAPOE "

% de Re-
GrUDO Dose No. Ani- | % da Area | ducédo na
P mais de Placas | Areade
Placas
le (1 -
Controle (10 sema N/A 5 21 N/A
nas)
Controle (16 sema- | /1o 18 12,0 N/A
nas)
CxacR1BIIo0313 | -0 MYk (X 17 10,7 13
semana)
30 mg/kg (2x/
CX3CR1BII00313 | 0 Mk (2x 18 59 |62 (p<0,01)
semana)
kg (2
CX3CR1BlIo3s | S0 Makg (2X/ 17 68 |52 (p<0,01)
semana)

[00743] Tanto CX3CR1BII00313 quanto CX3CR1BII036 inibiram
significativamente a progressao de placas quando dosados duas ve-
zes por semana. Isto se correlacionou com a cobertura uma vez que
0s niveis plasmaricos destas moléculas pode ser confirmado como
sendo mantido do inicio ao fim do estudo. Para dosagem uma vez por
semana de CX3CR1BII00313, ndo foram mantidos niveis plasmaricos
detectaveis e isto se correlacionou com a falta de eficacia significativa
observada depois de 6 semanas de tratamento. Nenhuma molécula
afetou significativamente os niveis plasmaticos de colesterol ou trigli-
cerideos.

EXEMPLO 14: LIGACAO DE NANOBODY A CELULAS CD14+ PRI-
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MARIAS HUMANAS E DE MACACO CYNOMOLGUS NO SANGUE
TOTAL
FACS de Competicdo com Nanobody anti-CX3CR1 de sequéncia

otimizada formatado

[00744] De modo a confirmar a ligacdo do Nanobody anti-CX3CR1
de sequéncia otimizada formatado a células primarias humanas, foi
demonstrado que CX3CR1BII00313 compete pela ligacdo de
CX3CR1BII018 marcado com A647 (A647-018) a células CD14+ em
um teste FACS de competicdo no sangue total. Em resumo, um anti-
corpo CD14 anti-humano de camundongo conjugado com eFluor 450
(eBioscience, San Diego, CA, EUA) foi diluido a 1:10 em sangue total
tratado com EDTA de um doador humano saudavel. 40 nl/ cavidade foi
adicionado a placa de fundo redondo de poliestireno de 96 cavidades
seguido por 10 ul/ cavidade de CX3CR1BII00313 diluido em Stain Buf-
fer com BSA (BD Pharmingen) em uma concentracao final variando de
100 nM a 0,002 pM e as amostras foram incubadas por 20 minutos em
temperatura ambiente. 10 pl/ cavidade de A647-018 em Stain Buffer foi
em seguida adicionado para produzir uma concentracao final de 1 nM
(a EC80 da ligacao de A647-018) e as amostras foram incubadas por
um adicional de 20 minutos em temperatura ambiente. 220 nl/ cavida-
de de solucao 1-Step Fix/Lyse (eBioscience) foi em seguida adiciona-
do. Depoisa de uma incubacédo em temperatura ambiente por 10 minu-
tos, as células foram peletizadas, lavadas duas vezes em Stain buffer
e ressuspendidas neste tampao. As amostras foram analisadas em um
citobmetro de fluxo BD LSR Il. A intensidade de fluorescéncia média
para AlexaFluor 647 foi quantificada para gate a populacédo de células
CD14 positivas. CX3CR1BII00313 inibiu potentemente a ligacdo de
A647-018 a células CD14 positivas no sangue humano com uma IC50
de 0,35 nM (n=8).

[00745] De modo a confirmar a ligacdo do Nanobody anti-CX3CR1
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de sequéncia otimizada formatado para células primarias de macaco
cynomolgus, foi demonstrado que CX3CR1BII00313 compete pela li-
gacdo de CX3CR1BII018 marcado com A647 (A647-018) a células
CD14+ em um teste FACS de competicdo no sangue total de macaco
cynomolgus. O método usado foi analogo ao método resumido acima
com a excecao de que a concentracdo final de A647-018 foi de 3 nM
(a EC80 da ligacao de A647-018) e tampao de lise ACK (Life Techno-
logies) foi usado ao invés da solucéo 1-Step Fix/Lyse. As células foram
ressuspendidas em Stain buffer suplementado com 1% de formaldeido
antes da andlise. CX3CR1BII00313 inibiu potentemente a ligacdo de
A647-018 a células CD14 positivas no sangu de macaco cynomolgus
com uma IC50 de 0,43 nM (n=4).

EXEMPLO 15: FARMACOCINETICA (PK) EM MACACOS CYNOMO-
LGUS

[00746] Um estudo farmacocinético foi conduzido em macacos

cynomolgus machos naive (Macaca fascicularis) de 2 a 5 anos de ida-
de com uma faixa de peso corporal entre 2,4 a 3,5 kg. Os macados
foram divididos em quatro grupos de tratamento. O Grupo 1 (n=3) re-
cebeu 0,2 mg/kg de CX3CR1BII00313 i.v.; Grupo 2 (n=3) recebeu 2
mg/kg de CX3CR1BII00313 i.v.; Grupo 3 (n=3) recebeu 2 mg/kg de
CX3CR1BII00313 s.c. e Grupo 4 (n=3) recebeu 5 mg/kg de
CX3CR1BII00313 i.v. CX3CR1BII00313 foi administrado como uma
solugéo a 2 mg/mL em tampéo de citrato (20 mM de citrato de so-
dio/115 mM de cloreto de sodio, pH 6,0). Amostras de sangue foram
coletadas durante 6 semanas a partir de uma veia periférica para tu-
bos de separador de soro para analise farmacocinética.

[00747] As amostras de soro foram analisadas usando um formato
MSD (Meso Scale Discovery). Em resumo, um anticorpo anti-
Nanobody biotinilado foi ligado a uma plac a de estreptavidina padréo

MSD (Meso Scale Discovery, Rockville, MD, EUA). As placas foram
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lavadas com 0,05% de Tween 20 em salina tamponada com fosfato e
blogueadas com 5% em peso/volume de SeraCare BSA (SeraCare
Life Sciences, Milford, MA, EUA) antes de incubagcdo com as amostras
de soro. CX3CR1BI1100313 foi detectado utilizando um Nanobody anti-
Nanobody sulfo-marcado e as placas foram analisadas em um Sector
Imager 2400 (Meso Scale Discovery). Concentracdes variaveis de
CX3CR1BII0313 de 5000 a 0,5 ng/mL em 5% de soro de macaco fo-
ram usadas como padroes. O envolvimento-alvo foi avaliado monito-
rando os niveis de CX3CR1 livre sobre monécitos CD14+ gated. Este
teste foi analogo ao teste FACS de competicdo resumido no Exemplo
14 com a excegcdo de que né&o foi acrescentado nenhum
CX3CR1BI100313 adicional. As amostras de soro também foram moni-
toradas para a presenca de anticorpos anti-humanos de primata (PA-
HA) uma vez que podem impactar a avaliacdo da farmacocinética e de
CX3CR1 livre.

[00748] ForteBio RED96 foi usado para deteccédo de PAHA. Em re-
sumo, CX3CR1BI10313 biotinilado foi capturado sobre sensores de
estreptavidina. Soro de macaco naive agrupado foi em seguida usado
como um controle negativo para calcular o valor de corte (definido co-
mo duas vezes acima do sinal de ligacdo média de soros naive). To-
das as amostras de soro foram diluidas 20 vezes em tamcéo e a res-
posta de PAHA foi determinada como sendo positiva se o sinal de li-
gacao foi maior do que o valor de corte.

[00749] Dados para pontos do tempo depois da deteccdo de PAHA
foram excluidos da analise farmacocinética/farmacodindmica. Os da-
dos farmacocinéticos estdo resumidos na Tabela 44 abaixo.

TABELA 44 PARAMETROS FARMACOCINETICOS DE
CX3CR1BI100313
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Dose CL T MRT AUC(O_Md).
(ma/kg) (mLidiakg) | (dia) dia) Dose normali- | F%
zada (nM-d)
IV 0.2 113 1 1 *x
IV 2.0 9+1 9+2 8+2 56530
IV 5.0 el el * 58604
SC2.0 54

[00750] **dados insuficientes para caracterizagédo da fase terminal

[00751] O clearance e a meia-vida a 2,0 mg/kg i.v. foram de
9,4 mL/d/kg e de 9,6 dias, respectivamente. A 0,2 mg/kg i.v., o0 clea-
rance foi substancialmente maior (113 mL/d/kg) consistente com far-
macocinética de disposicdo mediada por alvo (TMD) saturavel. A
AUC(0-149) dose-ajustada foi comparavel entre as doses de 2 e de
5 mg/kg i.v. sugerindo saturacdo da TMD na dose de 2 mg/kg. A expo-
sicdo em 2 semanas depois da administracdo de Nanobody ou i.v. ou
s.c. foi > 70 nM e a biodisponibilidade depois de administracao s.c. foi
de 54%. Receptor livre ratreado com exposi¢cdo com mais de 90% de

cobertura média mantida em exposi¢fes > 10 nM.
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1. Polipeptideo, caracterizado pelo fato de que compreende

um dominio variavel Unico de imunoglobulina anti-CX3CR1 (anti-CX3

guimiocina receptor 1),

bloguear a ligacdo de fractalcina humana a CX3CR1 humana, em que

o referido polipeptideo compreende uma CDR1, CDR2 e CDRS3 tendo

1/7

REIVINDICACOES

em que o referido polipeptideo é capaz de

as sequéncias de aminoacidos definidas na:

- SEQ ID No:
- SEQ ID No:
- SEQ ID No:
- SEQ ID No:
- SEQ ID No:
- SEQ ID No:
- SEQ ID No:
-SEQ ID No:
- SEQ ID No:
- SEQ ID No:
-SEQ ID No:
- SEQ ID No:
-SEQ ID No:
- SEQ ID No:
-SEQ ID No:
- SEQ ID No:
- SEQ ID No:
-SEQ ID No:
- SEQ ID No:
-SEQ ID No:
- SEQ ID No:
-SEQ ID No:
- SEQ ID No:
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147, 178 e 197, respectivamente; ou
147, 179 e 197, respectivamente; ou
148, 179 e 197, respectivamente; ou
149, 179 e 197, respectivamente; ou
149, 180 e 197, respectivamente; ou
149, 181 e 197, respectivamente; ou
149, 183 e 197, respectivamente; ou
149, 185 e 197, respectivamente; ou
150, 179 e 197, respectivamente; ou
150, 182 e 197, respectivamente; ou
151, 179 e 197, respectivamente; ou
151, 182 e 197, respectivamente; ou
151, 184 e 197, respectivamente; ou
152, 179 e 197, respectivamente; ou
153, 179 e 197, respectivamente; ou
154, 179 e 197, respectivamente; ou
155, 179 e 197, respectivamente; ou
156, 181 e 197, respectivamente; ou
157, 179 e 197, respectivamente; ou
158, 179 e 197, respectivamente; ou
159, 178 e 197, respectivamente; ou
160, 179 e 197, respectivamente; ou

161, 179 e 197, respectivamente; ou
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-SEQ ID No: 213, 221 e 197, respectivamente; ou

-SEQ ID No: 213, 214 e 197, respectivamente.

2. Polipeptideo, de acordo com a reivindicacdo 1,
caracterizado pelo fato de que o dominio variavel Unico da
imunoglobulina anti-CX3CR1 consiste essencialmente em quatro
regides estruturais (FR1, FR2, FR3 e FR4) e trés regides
determinantes complementares (CDR1, CDR2 e CDR3).

3. Polipeptideo, de acordo com a reivindicacdo 1 ou 2,
caracterizado pelo fato de que o dominio variavel Unico da
imunoglobulina anti-CX3CR1 é um VH, VL, VHH, VH camelizado ou
VHH que é otimizado para estabilidade, poténcia, capacidade de
fabricacao e / ou similaridade para regides de framework humanas.

4. Polipeptideo, de acordo com qualquer uma das
reivindicagbes 1 a 3, caracterizado pelo fato de que o referido
polipeptideo compreende um CDR1l, CDR2 e CDR3 tendo as
sequéncias de aminoacidos definidas na:

- SEQ ID No: 147, 178 e 192, respectivamente; ou

- SEQ ID No: 147, 179 e 192, respectivamente; ou

- SEQ ID No: 147, 179 e 194, respectivamente; ou

- SEQ ID No: 148, 179 e 193, respectivamente; ou

- SEQ ID No: 149, 179 e 192, respectivamente; ou

- SEQ ID No: 149, 180 e 192, respectivamente; ou

- SEQ ID No: 149, 181 e 192, respectivamente; ou

- SEQ ID No: 149, 183 e 192, respectivamente; ou

- SEQ ID No: 149, 185 e 192, respectivamente; ou

- SEQ ID No: 150, 179 e 194, respectivamente; ou

- SEQ ID No: 150, 182 e 194, respectivamente; ou

- SEQ ID No: 151, 179 e 193, respectivamente; ou

- SEQ ID No: 151, 182 e 194, respectivamente; ou

- SEQ ID No: 151, 184 e 196, respectivamente; ou
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- SEQ ID No: 152, 179 e 195, respectivamente; ou

- SEQ ID No: 153, 179 e 194, respectivamente; ou

- SEQ ID No: 154, 182 e 194, respectivamente; ou

- SEQ ID No: 155, 179 e 195, respectivamente; ou

- SEQ ID No: 156, 181 e 192, respectivamente; ou

- SEQ ID No: 157, 179 e 194, respectivamente; ou

- SEQ ID No: 158, 179 e 192, respectivamente; ou

- SEQ ID No: 159, 178 e 192, respectivamente; ou

- SEQ ID No: 160, 179 e 194, respectivamente; ou

- SEQ ID No: 161, 179 e 194, respectivamente.

5. Polipeptideo, de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes 1 a 4, caracterizado pelo fato de que o referido dominio
variavel Unico de imunoglobulina anti-CX3CR1 é um dominio VHH
compreendendo a sequéncia definida:

a) na sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 67; ou

b) uma sequéncia de aminoacidos de qualquer uma de
SEQ ID NO: 53-120.

6. Polipeptideo, de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes 1 a 5, caracterizado pelo fato de que o polipeptideo
compreende ainda uma porcao de prolongamento da meia-vida.

7. Polipeptideo, de acordo com a reivindicagdo 6,
caracterizado pelo fato de que a referida porcdo de prolongamento da
meia-vida € ligada de modo covalente ao referido polipeptideo e é
selecionada do grupo consistindo em uma porcdo de ligacdo de
albumina, tal como um dominio de imunoglobulina anti-albumina, uma
porcdo de ligacdo de transferrina, tal como um dominio de
imunoglobulina anti-transferrina, uma molécula de polietileno glicol,
uma molécula de polietileno glicol recombinante, albumina sérica
humana, um fragmento de albumina sérica humana, um peptideo de

ligac&o de albumina ou um dominio de Fc.
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8. Polipeptideo, de acordo com a reivindicagdo 6 ou 7,
caracterizado pelo fato de que a referida por¢ao de prolongamento da
meia-vida consiste em um dominio variavel Unico de imunoglobulina
anti-albumina.

9. Polipeptideo, de acordo com a reivindicagdo 8,
caracterizado pelo fato de que o dominio variavel Unico de
imunoglobulina anti-alboumina compreende uma sequéncia selecionada
de qualquer uma de SEQ ID NO’s: 230 a 232.

10. Polipeptideo, de acordo com a reivindicacdo 9,
caracterizado pelo fato de que o dominio variavel U(nico de
imunoglobulina € selecionado de um dominio VHH, um dominio VHH
humanizado, um dominio VH camelizado, um anticorpo de dominio,
um anticorpo de dominio Unico e/ou "dAb"s.

11. Célula hospedeira bacteriana, de levedura ou flngica,
caracterizada pelo fato de que compreende uma molécula de &cido
nucléico codificando um polipeptideo, como definido em qualquer uma
das reivindicagbes 1 a 10, em que a referida célula hospedeira é capaz
de expressar o referido polipeptideo.

12. Composicdo farmacéutica, caracterizada pelo fato de
gue compreende (i) um polipeptideo, como definido em qualquer uma
das reivindicacbes 1 a 10, e (i) um veiculo farmaceuticamente
aceitavel, e opcionalmente (iii) um diluente, um excipiente, um
adjuvante e/ou um estabilizante.

13. Composigao farmacéutica, de acordo com a reivindica-
cao 12, caracterizada pelo fato de que a referida composicao farma-
céutica é adequada para injecdo intravenosa ou subcutdnea em um
ser humano.

14. Método de fabricar um polipeptideo, como definido em
gualquer uma das reivindicagcdes 1 a 10, caracterizado pelo fato de

gue compreende as etapas de
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- cultivar uma célula hospedeira sob condicbes que permi-
tem a expressao de um polipeptideo, como definido em qualquer uma
das reivindicagdes 1 a 10,

em que a referida célula hospedeira esta carregando um
vetor de expressdo compreendendo uma molécula de &cido nucléico,
a referida molécula de acido nucléico compreendendo uma regido co-
dificando um polipeptideo, como definido em qualquer uma das reivin-
dicacbes 1 a 10, e em que a referida célula hospedeira é uma célula
procariética ou uma célula eucaridtica.

15. Método, de acordo com a reivindicacao 14, caracteriza-
do pelo fato de que adicionalmente compreende as etapas de

- recuperar o referido polipeptideo; e

- purificar o referido polipeptideo.

16. Polipeptideo, de acordo com qualquer uma das reivindi-
cacOes 1 a 10, caracterizado pelo fato de ser para uso no tratamento,
na preven¢cdo ou ha mitigacdo de uma doenca, um distirbio ou uma
condicdo, em um ser humano.

17. Polipeptideo, de acordo com a reivindicacdo 16, carac-
terizado pelo fato de que a doenca, o distarbio ou a condicdo € uma
doenca, um disturbio ou uma condi¢do associada com CX3CR1.

18. Polipeptideo, de acordo com a reivindicacdo 17, carac-
terizado pelo fato de que a doenca, o disturbio ou a condicdo é seleci-
onado de disturbios ateroscleréticos cardio- e cerebrovasculares, do-
enca arterial periférica, restenose, nefropatia diabética, glomerulonefri-
te, glomerulonefrite crescente humana, nefropatia por IgA, nefropatia
membranosa, nefrite lUpica, vasculite incluindo purpura de Henoch-
Schonlein e granulomatose de Wegener, artrite reumatoide, osteoartri-
te, rejeicdo de aloenxerto, esclerose sistémica, disturbios neurodege-
nerativos e doenca desmielinizante, esclerose multipla (em inglés,

MS), mal de Alzheimer, doencas pulmonares tais como doenca pul-
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monar obstrutiva cronica, asma, dor neuropatica, dor inflamatoria, ou
cancer.

19. Polipeptideo para uso, de acordo com a reivindicacédo
17, caracterizado pelo fato de que a doenca, o disturbio ou a condicéo
é aterosclerose.

20. Kit de diagnostico, caracterizado pelo fato de que com-
preende um polipeptideo, como definido em qualquer uma das reivin-
dicacdes 1 a 10, e um ou mais meios, meios de deteccao e/ou agentes
de imagem, e ainda opcionalmente, instru¢cdes de uso; em que o refe-
rido kit € adequado para o diagndéstico de uma doenca, disturbio ou
condicéo caracterizada por disfuncdo CX3CRL1.

21. Kit de diagnéstico ou um método de diagndstico, de
acordo com a reivindicacédo 20, caracterizado pelo fato de ser para o
diagnéstico de no minimo um de distarbios ateroscleréticos cardio- e
cerebrovasculares, doenca arterial periférica, restenose, nefropatia di-
abética, glomerulonefrite, glomerulonefrite crescente humana, nefropa-
tia por IgA, nefropatia membranosa, nefrite lUpica, vasculite incluindo
parpura de Henoch-Schonlein e granulomatose de Wegener, artrite
reumatoide, osteoartrite, rejeicdo de aloenxerto, esclerose sistémica,
distirbios neurodegenerativos e doenca desmielinizante, esclerose
multipla (em inglés, MS), mal de Alzheimer, doencgas pulmonares tais
como doenca pulmonar obstrutiva crénica, asma, dor neuropatica, dor
inflamatoria, ou cancer.

22. Método de diagnéstico, caracterizado pelo fato de que
compreende, a partir de uma amostra de um individuo, as etapas de:

a) contatar a amostra com um polipeptideo como definido
em qualquer uma das reivindica¢des 1 a 10;

b) determinar a quantidade de CX3CR1 na amostra; e

c) comparar a quantidade determinada na etapa (b) com

um padrdo, em que uma diferenca na quantidade em relacdo a referi-
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da amostra é diagnostica de uma doenca, distarbio ou condi¢ao carac-
terizada por disfuncéo de CX3CR1.

23. Método de diagndstico, de acordo com a reivindicacao
22, caracterizado pelo fato de que €é para o diagndstico de pelo menos
um dentre disturbios ateroscleréticos cardio- e cerebrovasculares, do-
enca arterial periférica, restenose, nefropatia diabética, glomerulonefri-
te, glomerulonefrite crescente humana, nefropatia por IgA, nefropatia
membranosa, nefrite lUpica, vasculite incluindo purpura de Henoch-
Schonlein e granulomatose de Wegener, artrite reumatoide, osteoartri-
te, rejeicdo de aloenxerto, esclerose sistémica, distirbios neurodege-
nerativos e doenca desmielinizante, esclerose multipla (em inglés,
MS), mal de Alzheimer, doencas pulmonares tais como doenca pul-
monar obstrutiva crénica, asma, dor neuropatica, dor inflamatéria, ou

cancer.
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