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(57) Resumo: MOLECULAS LIGANTES A presente invengéo
refere-se a fabricacdo de com- plexos ligantes polipeptideo mono, di e
multivalentes, também complexos ligantes polipeptideo mono, di ou
multi-especificos e seus usos. A invengdo também refere-se a
fabricagdo e uso de um repertério diverso de dominios ligantes
Vhespecificos de antigeno derivados de bibliotecas de mostra de fago,
animais transgénicos ou fontes naturais. Preferivelmente os dominios
ligantes VH e os dominios de dimerizagdo compreendem sequéncias
humanas. Os complexos de ligagdo de polipeptideo compreendem
dominios de homo ou hetero-dimerizagdo com quatro dominios de
ligagdo de antigeno [VHJ fundidos nos termini amino e carboxila dos
dominios de dimerizagéo preferivelmente usando peptideos ligadores
ou de articulagdo.Onde os complexos de ligagcéo polipeptideo carecem
de fungdes efetoras CH2-CHS3 eles séo preferivelmente de menos que
I20kDa em tamanho. Rotas de fabricagéo séo aqui descritas.



“MOLECULAS LIGANTES”

Campo da Invenc¢ao

A presente invencdo refere-se a geracdo de comple-

xos ligantes polipeptideos compreendendo dominios 1ligantes

5 VH (como aqui definidos) ligados a ambos termini amino e

carboxila de dominios de dimerizac¢do. Dominios ligantes VH e

dominios de dimerizacdo gerados usando ©0s processos da pre-

sente invencdo mostram inerente  estabilidade estrutural e

funcional com relacdo de complexos ligantes polipeptideos

10 derivados de scFv descritos na técnica anterior, assim pro-

vendo vantagens para fabricacdo de produto e estabilidade de
produto. Os seus usos também sao descritos.

Antecedentes da Invencao

, Anticorpos monoclonais ou suas variantes represen-
15 tardo uma alta proporgdo de novos medicamentos lancgados no
21° século. Terapia de anticorpo monoclonal j& é aceita como
ﬁma rota preferida para o tratamento de artrité reumatdide e
doenca de Crohn e hé impressionante progresso no tratamento
de cancer. Produtos baseados em anticorpo também estdo em
20 desenvolvimento para o tratamento de doengas cardiovascula-
res e infecciosas. Maior parte de produtos anticorpos mono-
clonais comercializados reconhecem e ligam um epitopo bem
definido, simples sobre o ligante alvo (por exemplo, TNFa).
A montagem de um complexo consistindo em duas cadeias pesa-
25 das e duas cadeias leves (o complexo H;L;) e subseqlientes
processos de glicosilagdo pds-traducionais requerem o uso de
sistemas de producdo mamiferos. Custos de produgd&o e custos

de capital para fabricagdo de anticorpos através de cultura
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de célula mamifera sdo altos e ameagam limitar o potencial
de terapias baseadas em anticorpo na auséncia de alternati-
vas aceitdveis. Uma variedade de organismos transgénicos séo
capazes de expressarem anticorpos inteiramente funcionais.
Estes incluem plantas, insetos, galinhas, cabras e gado.
Fragmentos de anticorpo funcional podem ser fabricados em E.
coli mas o produto genericamente tem baixa estabilidade em
soro a menos que pegilado durante o processo de fabricacdo.
Complexos anticorpo bi-especifico sdo moléculas
baseadas em Ig engenheiradas capazes de ligacdo de dois di-
ferentes epitopos sobre os mesmos, ou diferentes antigenos.
Proteinas de ligacdo bi-especificas incorporando anticorpos

sozinhas ou em combinacdo com outros agentes ligantes mos-

tram promessa para modalidades de tratamento onde fungdes

imunes humanas capturadas elicitam um efeito terapéutico,
por exemplo, a eliminagdo de patdgenos (Van Spriel et al.,
(1999) J. Infect.-  Diseases, 179, 661-669; Tacken et al.,
(2004) J. Immunol., 172, 4934-4940; US 5 487 890), o trata-
mento de cancer (Glennie and van der Winkel, (2003) Drug
Discovery Today, 8, 503-5100); e imunoterapia (Van Spriel et
al., (2000) Immunol.. Today, 21, 391-397; Segal et al.,
(2001) J. Immunol. Methods, 248, 1-6; Lyden et al., (2001)
Nat. Med., 7, 1194-1201).

Questdes de fabricagdo sdo compostas onde um pro-
duto anticorpo bi-especifico é baseado em dois ou mais com-
plexos Hy;L,. Por exemplo, co-expressdo de dois ou mais con-
juntos de genes de cadeia pesada e leve pode resultar na

formacdo de até 10 diferentes combinag¢des, somente uma das
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quais é o desejado heterodimero (Suresh et al., (1986) Me-
thods Enzymol., 121, 210-228).

Para enderecar a este assunto, um numero de estra-
tégias foram desenvolvidas para a produgdao em células mami-
feras de formatos.IgG bi-especificos de inteiro comprimento
(BsIgG) que retém fungdo efetora de cadeia pesada. BsIgGs
requerem cadeias peéadas “macaneta e burado” para prevenir
formacdo der heterodimero e utilisa cadeias-L idénticas para
evitar desemparelhamento de cadeia-L (Carter, (2001) J. Im-
munol. Methods, 248, 7-15). Estratégias de reticulagdo qui-
mica alternativas também foram descritas para a producgdo de
complexoé a partir de fragmentos de anticorpos cada um reco-
nhecendo diferentes antigenos (Ferguson et al., (1995) Art-
hritis and Rheumatism, 38, 190-200) ou a reticulacdo de ou-
tras proteinas ligantes, por exemplo, colectinas, a fragmen-
tos de anticorpos (Tacken et al., (2004) J. Immunol., 172,
4934-4940) .

O desenvolvimento de diacorpos ou mini anticorpos

(BsAb) genericamente carecendo de fungdes efetoras de cadeia

pesada também supera redundancia de heterodimero. Estes com-
preendem anticorpos de cadeia simples minimos incorporando
sitios de ligagdo Vy e Vi (scFv) que subséquentemente dobram
e dimerizam para formacdo de um anticorpo bi-especifico di-
valente, monovalente para cada um de seus antigenos alvos
(Holliger et al., (1993) PNAS, 90, 6444-6448; Muller et al.,
(1998) FEBS Lett., 422, 259-264). Em um exemplo, dominios
constantes-L e Cyl foram usados como dominios de heterodime-

rizacdo para formacdo de mini - anticorpo bi-especifico
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(Muller et al., (1998) FEBS Lett., 259-264). Uma variedade
de processos recombinantes baseados em sistemas de expressao
de E. coli foram desenvolvidos para a producdo de BsAbs
(Hudson, (1999) Curr. Opin. Immunol., 11, 548-557), embora
possa parecer que o custo e escala de produgdao de material
anticorpo multivalente grau clinico permanece o impedimento
primdrio para desenvolvimento clinico (Segal et al., (2001)
J. Immunol. Methods, 248, 1-6).

Recentemente, o conceito BsAb foi estendido para
abranger anticorpos bi-especificos tetravalentes, di-
diacorpos, onde os dominios Vyz e Vi, sobre cadeia H e L foram
substituidos por pares engenheirados de dominios de ligagédo
scFv. Tais construcgdes, embora complexas para engenheirar,
podem ser montadas em células mamiferas em 'cultura na ausén-

cia de redundancia de heterodimero (Lu et al., (2003) J. Im-

-munol. Methods, 279, 219-232).

A estrutura de imunoglobulinas é bem conhecida na
técnica. Maioria de imunoglobulinas naturais compreende duas
cadeias pesadas e duas cadeias leves. As cadeias pesadas es-
tdo ligadas umas as outras via ligagdes dissulfeto entre do-
minios de articulacdo localizados aproximadamente no meio do
caminho ao longo de cada cadeia pesada. Uma cadeia leve estéa
associada com cada cadeia pesada sobre o lado terminal N do
dominio de articulacdo. Cada cadeia leve estd normalmente
ligada a sua respectiva cadeia pesada através de uma ligagéo
dissulfeto préxima do dominio de articulacgdao.

Quando uma molécula Ig é coiretamente dobrada, ca-

da cadeia dobra em um numero de dominios globularés distin-
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tos ligados por mais seqiiéncias polipeptideos lineares. Por
exemplo, a cadeia leve dobra em um dominio variavel (Vi) e
um constante (Cp). Cadeias pesadas tém um dominio variavel
simples Vg, adjacente ao dominio variavel da cadeia leve, um
primeiro dominio constante, um dominio de articulag¢ao, e a-
inda dois ou trés dominios constantes. Interacdo dos domi-
nios varidveis de cadeia pesada (Vy) e leve (V) resulta na
formacdo de uma regido de ligacdo de antigeno (Fv). Generi-
camente, ambos Vy e Vi sdo requéridos para 6tima ligacdo de
antigeno, embora dimeros de cadeia pesada e fragmentos ter-
minais amino tenham sido mostrados reterem atividade na au-
séncia de cadeia leve (Jaton et al., (1968) Biochemistry, 7,
4185-4195) .

Com o advento de novas técnicas de biologia mole-
cular, a presenca de anticorpo somente cadeia pesada (desti-
tuido de cadeia leve) foi identificada em distirbios proli-
ferativos de célula-B no homem (Heavy Chain Disease) e em
sistemas modelos murinos. Andlises de doenca de cadeia pesa-
da no nivel molecular mostraram que muta¢gdes e supressdes no
nivel do genoma podem resultar em expressao impréprié do do-
minio Cyl de cadeia pesada, originando a expressdo de anti-
corpo somente cadeia pesada carecendo de habilidade pafa 1i-
gar cadeia leve (ver Hendershot et al., (1987) J. Cell Bi-
ol., 104, 761-767; Brandt et al., (1984) Mol. Cell. Biol.,
4, 1270-1277).

Estudos separados sobre dominios Vi humanos isola-
dos derivados de bibliotecas de fago (Ward et al., (1989)

Nature, 341, 544-546) demonstraram ligagdo especifica de an-
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tigeno de dominios Vy mas que estes dominios genericamente
mas ndo sempre provaram ser de solubilidade relativamente
baixa (ver Jespers et al. (2004) J. Mol. Biol. 337, 893-
903) .

Estudos usando outras espécies de vertebrados mos-
traram que camelideos, como um resultado de mutag¢des natu-
rais de genes, produzem dimeros somente de cadeia pesada
IgG2 e IgG3 funcionais que sdo incapazes de ligarem cadeia
leve devido & auséncia da regido de ligacdo de cadeia leve
Cxl (Hamers-Casterman et al., (1993) Nature, 363, 446-448) e
que espécies tais como tpbaréo produz iuma familia de prote-
inas de ligacdo semelhante a somente cadeia pesada, prova-
velmente relacionada ao receptor de célula-T mamifera ou ca-
deia leve de imunoglobulina (Stanfield et al., (2004) Scien-
ce, 305, 1770-1773).

Uma caracteristica do anticorpo somente cadeia pe-
sada camelideo é o dominio Vy camelideo, que prové apeffei—
coada solubilidade e estabilidade em relagdo ao dominio Vy

humano natural. Dominios Vy humanos podem ser engenheirados

"para aperfeicoadas caracteristicas de solubilidade (ver Da-

vies and Riechmann, (1996) Pfotein Eng., 9(6), 531-537; Lutz
and Muyldermans, (1999) J. Immuno. Methods. 231, 25-38) ou
solubilidade pode ser adquirida por seleg¢do natural in vivo
(ver Tanha et al., (2001) J. Biol. Chem., 276, 24774-24780;
Jespers L, Schon O, James LC, Veprintsev D, Winter G., J Mol
Biol. 2004 Apr 2; 337(4):893-903). Entretanto, onde dominios
de ligagdo Vy foram derivados de bibliotecas de fagos, afi-

nidades intrinsecas para antigeno permanecem na faixa de mi-
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cromolar baixa a nanomolar alta, a despeito da aplicacgdo de
estratégias de aperfeicoamento de afinidade envolvendo, por
exemplo, randomizagdo de ponto quente de afinidade (Yau et
al., (2005) J. Immunol. Methods, 297, 213-224).

scFvs tém limitacdes devido a inerente instabili-
dade e ineficiéncia de dobra quando produzidos e recuperados
de células hospedeiras, ou quando produzidos como intracor-
pos em um ambiente intracelular redutor (ver der Maur et
al., (2002) J. Biol. Chem. 277, 45075-45085). Em contraste
dominios Vg, tipificados por Vyy camelideo, mostra alta esta-
bilidade termodindmica em relacdo a fragmentos de anticorpos
convencionais (Dumoulin et al., (2002) Protein Science, 11,
500-515) e retém estabilidade funcional mesmo na présenga de
tensoativos ndo-idnicos e anidnicos, e condigdes desnaturan-
tes &speras como uréia (Dolk et al., (2005) Applied and En-
vironmental Microbiology, 71, 442-450), importantes caracte-
risticas para a recuperagao de complexos de anticorpo fun-
cionais em alto rendimento a partir de ambientes de fabrica-
cdo duros, e a manutengdo de integridade estrutural e fun-
cional de produto in vivo e in vitro. Dominios de anticorpo
Vy engenheirados ou camelisados também mostram o potencial
para maior penetracdo de alvo de agentes infecciosos que
maiores fragmentos de anticorpos convencionais (Stijlemans
et al., (2004) J. Biol..Chem. 279, 1256-1261) e, quando usa-
do como um “intracorpo”, retém estabilidade funcional e es-
trutural intracelular, bloqueando a produgdo de retrovirus
suino por células PK15 em cultura (Dekker et al., (2003) J.

Virol. 77, 12132-12139). Anticorpos Vy camelideos também sé&o
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caracterizados por uﬁ lagco CDR3 modificado. Este laco CDR3
é, em ﬁédia, maior que aqueles encontrados em anticorpos
ndo-camelideos e é uma caracteristica considerada ser uma
maior influéncia sobre afinidade e especificidade de antige-
no total, que parece compensar a auséncia de um dominio Vi
nas espécies de anticorpos somente cadeia pesada camelideos
(Desmyter et al., (1996) Nat. Struct. Biol., 3, 803-811,
Riechmann and Muyldermans, (1999) J. Immunol. Methods, 23,
25-28).

Recentemente, processo para a producgao de anticor-
pos somente cadeia pesada em mamiferos transgénicos foi de-
senvolvido (ver WO02/085945 e W0O02/085944). Anticorpo somen-
te cadeia pesada funcional de potencialmente qualquer classe
(IgM, IgG, IgD, IgA, ou IgE) e derivado de qualquer mamifero
(incluindo homem) pode ser produzido a partir de mamiferos
transgénicos (preferivelmente camundongos) como um resultado
de desafio de antigeno.

Anticorpos monoclonais somente cadeia pesada podem
ser recuperados de células B do bago através de tecnologia
de clonagem padrdo ou recuperados de ARNm de célula B atra-
vés de tecnologia de mostra de fagor(Ward et al., (1989) Na-
ture, 341, 544-546). Anticorpos somente cadeia pesada deri-
vados de camelideos ou animais.transgénicos séo.de alta afi-
nidade. Estudos estruturais baseados em anticorpos elevados
em camundongos transgénicos como um resultado de desafio de
antigeno mostram que diversidade de anticorpos Vg humanos
camelisados é grandemente dirigida através de processos de

maturacdo in vivo, com dependéncia sobre eventos de recombi-
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nacdo VDJ e mutagdo somdtica. Entretanto, diferénte do VHH
camelideo, o laco CDR3 estd ausente de VH humano camelizado
onde a regido CDR3 ¢ derivada de regides D e J humanas (ver
Janssen et al., (2006) PNAS 103(41):15130-5. Epub 2006 Oct
2* e PCT/GB2005/002892).

Uma caractéristica importante e comum dos dominios
Vg encontrados em anticorpos somente cadeia pesada, tais co-
mo anticorpos somente cadeia pesada Vyg camelideos e anti-
corpos somente cadeia pesada Vy humanos camelizados, é que
cada regido se liga a um monbmero sem dependéncia sobre di-
merizacdo com uma regido Vy para otima solubilidade e afini-
dade de ligacdo. Estas caracteristicas parecem particular-
mente apropriadas para a producao de agentes de bloqueio e
agentes de penetragdo de tecido (para uma revisdo ver, Hol-
liger, P. & Hudson, P.J. (2005) Nature Biotechnology 23,
1126-1136) .

Entretanto, os beneficios de dominios Vy encontra-
dos em anticorpos somente cadeia pesada ainda tém de ser u-
sados para vantagem em desenho de proteinas multiméricas co-
mo reagentes, terapéuticos e diagndsticos, embora dois domi-
nios Vy presos por uma regido de articulagdo de anticorpo
naturai tenham sido mostrados reterem caracteristicas ligan-
tes dentro de'construgées bi—especificas ou bivalentes (Con-
rath et al., (2001) J. Biol. Chem. 276, 7346-7352).

A incorporacdo de multiplos dominios de ligacdo em
combinagdo com um dominio de dimerizacdo tem clara vantagem
sobre abordagens paralelas usando scFvs que tém de ser enge-

nheirados a partir de dominios Vy e V, com o potencial asso-
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ciado de perda de especificidade e avidez, o aumentado risco
de antigenicidade devido a presenca de peptideos ligadores,
e 1inerente falta de estabilidade em relacdo a dominios de
ligacao VH.‘Dominios de ligacdo Vy derivados de familias de
genes relacionados a anticorpo tais como receptores de célu-
la-T ou a familia de imunoglobulina de tubardo também provém
alternativas para scFv para a geracdo de moléculas ligantes
bi- ou multi-especificas.

A presenca de dominios constantes Cyg2 e Cy3 de ca-
deia pesada prové as bases para a dimerizagdo estavel vista
em anticorpos naturais, e prové sitios de reconhecimento pa-
ra glicosilagdo pds-traducional em adigcdo a fungdes efetoras
de cadeia pesada. Dominios de dimerizacdo Cyg2-Cg3 tém sido
usados no desenho de homodimeros monoespecificos tetraméri-
cos ou homodimeros bi-especificos bivalentes carreando domi-
nios de ligacdo scFv em seus termini amino e carboxila (ver
Jendreyko et al. (2003) J. Biol. Chem. 278, 47812-47819) ou
combinacdes de dominios de ligagdo scFv e proteinas de liga-
cdo de receptor (Biburger et al. (2005) J. Mol. Biol. 346,
1299-1311). Dominios Cg2-Cy3 também tém sido usados para
construcdo de homodimeros bi-especificos bivalentes usando—
dominios Vyy llama e Vy camelizado encontrados em anticorpos
somente cadeia pesada (PCT/GB2005/002892).

Permanece uma necessidade na técnica de aperfeigo-
amento sobre tecnologia scFv disponivel e provimento de com-
plexos de ligagdo de polipeptideo mono - valente, bi - va-
lente ou multi - valente especificos de antigeno, soltveis e

estruturalmente estdveis. Dominios de dimerizacdo podem com-
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preender dominios de dimerizagao Cy2-Cy3 de imunoglobulina
engenheirada ou natural carecendo de fungao efetora de ca-
deia pesada, por exemplo, Cyu2-Cy3 derivado de IgG4 (ver,
Bruggemann, M. et al., J. Ex. Med. (1987) 166, 1351-136l1).
Preferivelmente dominios de dimerizagéo.outros que nado Cy2-
Cy3 sdo incorporados. Preferivelmente, o resultante complexo
de ligacgdo polipeptideo &€ de menos que 120 kDa em peso mole-
cular de modo a maximizar penetragdo de tecido quando admi-
nistrado in vivo.

Breve Resumo da Invencgdo

A presente invencdo prové um processo para uso de
dominios ligantes VH (como aqui definido) sozinhos ou em
combinacdo com outros dominios 1ligantes, mas excluindo
scFVs, para producdo de um complexo ligante polipeptideo.

De acordo com a invengéé é provido um complexo de
ligacdo polipeptideo compreendendo um dimero de uma primeira
cadeia pesada e uma segunda cadeia pesada, onde cada cadeia
pesada compreende um dominio de ligagdo VH terminal amino
(como aqui definido); um dominio de ligagdo VH terminal car-
boxi (como aqui definido); e um dominio de dimerizacdo pre-
ferivelmente carecendo de funcionalidade de dimerizacdo Cy2-
Cu3.

O termo “dominio de ligagdo VH” como‘aqui usado
inclui dominios de ligagdo VH naturais, por exemplo como ex-
presso por um locus de cadeia pesada sozinho como um resul-
tado de recombinacdo entre segmentos de genes V, D e J sim-
ples seguida subsegiientemente por mutagdo somatica. O termo

“dominio de ligagdo VH” abrange qualquer dominio de ligagdo
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de antigeno ocorrendo naturalmente derivado de um vertebra-
do, incluindo tubardo, camelideo e humano. Onde o dominio de
ligagcdo VH é tomado de um camelideo ou outro anticorpo so-
mente cadeia pesada natural, ele é referido como um domiﬁio
Vgg. Onde o dominio VH é tomado ou derivado de um anticorpo
outro que ndo um anticorpo somente cadeia pesada, ele é re-
ferido como um dominio Vyg. "“Dominio de ligag¢do VH” inclui
dominios Vg ou Vyy queAforam alterados através de selecdo ou
engenharia para alterar s@as caracteristicas. Por exemplo,
estabilidade sob certas condigdes ou solubilidade podem ter
sido alteradas. O dominio VH também pode ter sido alterado
através deAselegéo ou engenharia para parecer mais de perto
a um dominio Vy ou Vg de uma outra espécie. Por exemplo, uma
regido V de um dominio Vy humano foi alterada para parecer
mais de perto a uma regido V encontrada em um dominio Vg
camelideo. O termo “dominio de ligagdo VH” também inclui ho-
mélogos, derivados ou fragmentos de proteinas, que sdo capa-
zes de funcionarem como um dominio VH, por exemplo, um domi-
nio de ligacdo VL. Todas tais realizag¢des sao incluidas na
invencéao.

Alternativamente, o complexo de ligagdo polipepti-
deo pode compreender um dimero de uma primeira cadeia pesada
e uma segunda cadeia pesada, onde cada cadeia pesada compre-
ende um ou mais dominios de ligacdo de VH terminal amino a-
dicionais em tandem e separados por um dominio de articula-
cdo; e um ou mais dominios de ligagcdo VH terminal carboxi
adicionais em tandem e separados por um dominio de articula-

cao.
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Para aplicacdes terapéuticas, o dominio de dimeri-
zacdo é preferivelmente de origem humana, e pode, dependendo
da aplicacdo, compreender sitios de glicosilag¢do naturais ou
engenheirados para aperfeigoar estabilidade de plasma ou al-
ternativamente pode carecer de todos os sitios de modifica-
cdo pbds-traducional para aperfeigoar depuragdao de plasma oui
para reduzir mascaramento de modo a aperfeigoar reconheci-
mento de alvo e ligacdo. Onde critérios de performance in
vivo, tal como penetragdo de tecido ou depuragdo de plasma,
sdo requeridos, o tamanho do complexo de ligagdo polipepti-
deo total preferivelmente ndo deve ser maior que 120 kDa.

Onde o complexo de ligagdo de polipeptideo compre-
endendo dominios de ligacdo VH é para ser usado como um in-
tracorpo (ver Dekker et al. (2003) J. Virol. 77, 12132-
12139), caracteristicas de sinalizacdo intracelular, adicio-
nais podem ser incorporadas para determinar, por exemplo,
localizacdo intranuclar ou em membrana (ver, por exemplo,
Jendreyo et al., (2003) J. Biol. Chem. 278, 47812—47819).
Para propbésitos de fabricagdo, peptideos sinais também podem
ser incorporados em vetores nos termini amino de complexos
de ligagéo‘de polipeptideo de modo a facilitar sintese e se-
crecdo do complexo polipeptideo montado a partir de células
de producdo de escolha (por exemplo, células de levedura,
inseto ou mamiferas). O dominio de dimerizagdo pode compre-
ender um homodimero ou um heterodimero.

Em uma realizacdo, o dominio de dimerizacdo da
primeira cadeia pesada é diferente daquele da segunda cadeia

pesada, de modo que o complexo de ligagdo de polipeptideoc é
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um heterodimero compreendendo diferentes polipeptideos (he-
terodimeros). Em uma realizacdo alternativa, o dominio de
dimerizacdo da primeira cadeia pesada é o mesmo como aquele
da segunda cadeia pesada, de modo que o complexo de ligagéo
polipeptideo & um homodimero compreendendo dois polipepti-
deos idénticos (homodimeros). Os dominios VH da invengdo po-
dem mostrar a mesma especificidade ou eles podem mostrar di-
ferente especificidade. Onde o complexo de ligagdo de poli-
peptideo compreende quatro dominios VH, estes podem ser mono
- especificos tetravalentes, bi - especificos bivalentes,
tri - especificos ou tetra - especificos. Onde existem mais
gue quatro dominios VH, entdo complexos de ligagdo polipep-
tideo sdo imaginados os quals mostram maiores niveis cres-
centes de especificidade em linha com o numero de adicionais
dominios VH. Por exemplo, um complexo polipeptideo cdm oito
dominios VH pode mostrar octa - especificidade.

Onde rapida depuracgdo ou aperfeigoada penetracéao
de tecido é requerida, entac preferivelmente, o complexo de
ligagdo polipeptideo é de menos que 120 kDa em tamanho. Em
uma realizacdo alternativa, um ou mais, mas nem todos os do-
minios VH podem estar substituidos com uma classe altérnati—
va de dominio de ligacdo de polipeptideo. Preferivelmente, o
dominio de ligacdo alternativo é uma citocina, um fator de
crescimento, um antagonista ou agonista de receptor ou ou um
ligante.

Preferivelmente, o dominio de dimerizacdo e/ou os
dominios de ligacdo de terminal amino ou carboxi de uma ou

ambas cadeias pesadas sdo separados por um dominio de arti-
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culacdo flexivel.

A inveng¢do também prové um acido nucléico isolado
codificando a primeira cadeia pesada, segunda cadeia pesada
ou ambas cadeias pesadas da invengdo. A invengdo também pro-
vé um vetor compreendendo o acido nucléico isolado. A inven-
cdo ainda prové uma célula transformada com o vetor.

Em uma outra realizagdo, a invencdo prové um pro-
cesso para a produgdo do complexo de ligacdo de polipeptideo
da invengdo, compreendendo cultura de uma célula hospedeira
transformada com um vetor compreendendo um &acido nucléico

codificando uma primeira cadeia pesada, segunda cadeia pesa-

-da ou ambas cadeias pesadas.

Os dominios de ligacdo VH, dominios de dimerizacéao
ou polipeptideos ligadores da invencdo podem ser produzidos
através de uma rota sintética, tal como quimica de peptideo
ou conjugag¢do quimica. O complexo de ligagdo polipeptideo
pode ser pegilado para aperfeigoar estabilidade in wvivo. A
invencdo também prové uma composigcdo farmacéutica compreen-
dendo um complexo de ligacdo polipeptideo de acordo com a
invencdo. A invencdo também prové um processo de tratamento
de um paciente através de administra¢do de uma composicgédo
farmacéutica ou um vetor da invencdo a um paciente.

A invencdo também prové o uso de um complexo de
ligacdo polipeptideo de acordo com a invengdo na preparacao
de um medicamento para profilaxia ou tratamento de doencga. A
invencdo também prové uso de um complexo de ligag¢do polipep-
tideo da invencdo como um diagndéstico, um reagente, uma ab-

zima, um agente inibidor, um reagente citoquimico, um agente
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de formacdo de imagem ou um intracorpo.

Um complexo de ligacdo polipeptideo compreende um
dominio de dimerizacdo configurado com dominios de ligacéao
VH em ambos termini amino e carboxila da molécula. Opcional-
mente o dominio de dimerizacgdo e o dominio de ligacdo VH sé&o
separados por um ligador polipeptideo flexivel. Configura-
¢des preferidas compreendem complexos’de ligagdo VH polipep-
tideo mono-especificos tetravalentes e complexos de ligacgdo
VH polipeptideo bi-especificos bivalentes (ver Figs 1 a 5).

O dominio de ligacdo VH pode ser derivado de qual-
quer vertebrado embora seja preferivelmente de origem huma-
na. Tais dominios de ligacdo VH podem ser derivados de fon-
tes naturais como camelideo, animais transgénicos ou tubaréao
ou selecionados de arranjos de biblioteca sintética tais co-
mo bibliotecas de mostra de VH de levedura ou fago. Dominios
de ligacdo VH podem ser engenheirados para aperfeigoamento
de caracteristicas fisicas como solubilidade e estabilidade,
ou humanizados para evitar ou reduzir antigenicidade. A de-
finicdo de VH abrange qualquer dominio de ligagdo de poli-
peptideo natural derivado de cadeia pesada de imunoglobuli-
na, cadeia leve de imunoglobulina, receptor de célula-T ou
molécula similar, mas exclui moléculas scFv engenheiradas
onde o sitio de ligacdo € engenheirado a partir de dominios
Vg e Vy de um anticorpo tetramérico (H,L;).

O dominio de dimerizacdo compreende um homodimero
ou heterodimero derivado de uma fonte natural, preferivel-
mente humana, que é estdvel sob condigdes fisioldgicas. O

dominio de dimerizacdo pode naturalmente incorporar adicéo
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de funcdes efetoras ou pode ser engenheirado para incorporar
adicionais funcdes efetoras. Estes podem incluir mas ndo séo
limitados a sitios para modificagdes pds-traducionais (fos-
forilacdo e glicosilagédo), sitios para pegilacdo, enzimicos,
citotdbéxicos, e formacdo de imagem, estimulador imune e fun-
¢Oes de ligacdo de receptor.

A  presente invengéo também prové um ve-
tor (es)compreendendo uma seqliéncia de nucleotideos codifi-
cando o.complego de ligacdo polipeptideo VH e dominio de di-
merizacdo da invenc¢do e uma célula hospedeira transformada
com um tal vetor(es).

E também provido o uso de um complexo de ligagao
polipeptideo da invencdo, na preparacdo de um medicamento.
Os complexos de ligacdo de polipeptideo da invencgdo também
podem ser usados como agentes de formagdo de imagem, diag-
noésticos, reagentes, abzimas ou agentes inibidores. E tam-
bém provida uma composigdo farmacéutica compreendendo o com-
plexo de ligagdo de polipeptideo de acordo com a invengdo, e
um carreador farmacologicamente apropriado. O complexo de
ligacdo polipeptideo da invengdo também pode ser usado como
um intracorpo se liberado para a célula alvo como um vetor
capaz de direcionar a sintese intracelular do complexo de
ligacdo polipeptideo na célula alvo, ou liberado como um
complexo protéico para tomada celular e subseqiente fungéo
intracelular dentro de célula alvo.

Descricdo Detalhada da Invencdo

Os presentes inventores previamente mostraram (ver

WO 02/085945, WO 02/085944 e PCT/GB2005/002892) gque animais
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transgénicos, em particular camundongos, podem ser gerados
usando “micro loci” para produzir anticorpos somente cadeia
pesada VH especificos - classe, ou uma mistura de diferentes
classes de anticorpos somente cadeia pesada VH que sdo se-
cretados por plasma ou células B em resposta a desafio de
antigeno. Estes entdo podem ser usados tanto para gerar um
suprimento confidvel de anticorpo somente cadeia pesada, es-
pecifico - classe usando tecnologia de hibridoma estabeleci-
da ou como uma fonte de dominios de ligacgdo Vygy camelideo
funcionais ou dominios de ligacdo somente cadeia pesada VH,
preferivelmente dominios de 1ligagdo somente cadeia pesada
Vg, sollveils, de origem humana. Similarmente dominios de 1li-
gagdo VH da requerida especificidade podem ser obtidos de
bibliotecas de mostra construidas similarmente ou.de levedu-
ra, fago.

Dominios VH funcionais podem ser clonados e ex-
pressos em sistemas bacteriais para geragdo de dominios de
ligacdao VH com retengdo de ligagdo, especificidade e afini-
dade de antigeno. Além disso, dominios de ligacdo VH retém
funcionalidade se presentes no terminus amino ou carboxila
de um dominio de dimerizac&o. Estas caracteristicas tém sido
usadas para construgdo de moléculas de ligagdo VH de homodi-
mero bi-especificas bi-valentes usando a regido de dimeriza-
cdo Cy2-Cy3 de cadeia pesada de imunoglobulina como um domi-
nio de homo dimerizacido (ver PCT/GB2005/002892).

Tomadas juntas, estas observagdes tém importantes
implicag¢des para a engenharia aperfeicoada e simplificada de

anticorpos através de uso de dominios VH soluveis, funcio-
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nalmente estédveis. Complexos de ligagdo VH mono - especifi-
cos tetra - valentes, ou complexos de ligagdo VH bi - espe-
cificos bi - valentes podem ser montados usando dominios de
homo- ou hetero - dimerizagdo e podem ser expressos e monta-
dos usando células em cultura (por exmeplo, células bacteri-
anas, levedura, inseto, planta, ou mamiferas) ou através de
organismos transgénicos (por exemplo, mamifero, inseto,
planta, etc.) sem a necessidade de extensiva engenharia an-
terior do dominio de ligagdo (scFv), a necessidade de reti-
culacdo quimica ou a necessidade de separar o produto de
misfuras heterb6logas de dominios de ligagdo desemparelhados.

Dominios VH s&do pequenos (aproximadamente 15 kDa)
em relacdo a dominios de ligacdo scEv (28 kDa) ou. Fab- (55
kDa). Diferencial de tamanho e a presenga ou de outro modo
de funcdo efetora de cadeia pesada tem efeito marcado sobre
as farmaco - cinéticas e biodistribuigdo de complexos de
proteina in vivo. Assim complexos de ligag¢do polipeptideo
soluveis pequenos, que mostram radpida penetracdo em tecido e
alta retencdo em alvo, carecem de algumas ou todas as fun-
coes efetoras e sdo rapidamente depurados da corrente san-
gliinea sdo superiores em algumas circunsténcias clinicas a
moléculas IgG grandes com pobre penetragdo de tecido, asso-
ciadas com fungdes efetoras, e longas meias-vidas em soro
(ver Holliger, P. & Hudson, P.J. (2005) Nature Biotechno-
logy, 23, 1126-1136 para revisdo extensiva). O uso de domi-
nios de dimerizacdo Cy2-Cy3 mais naturais adiciona funcéo
efetora de cadeia pesada a complexos de ligacdo de polipep-

tideo VH. O uso de um dominio Cy2-Cy3 derivado de IgG4 ou
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dominios de homo- ou hetero - dimerizagdo alternativos per-
mite restricdes de tamanho serem engenheiradas em uma manei-
ra controlada na auséncia de funcdo efetora de cadeia pesa-
da, mas com a incorporacdo de adicionais caracteristicas
funcionais desejadas como requerido.

A auto associagdo de proteinas para formar dimeros
e oligbmeros de maior ordem através de tipos distintos de
interface proteina - proteina requerendo interacgdes ndo-
covalentes facilita muitas fung¢des bioldgicas (Ofran, Y. &
Rost, B. (2003) J. Mol. Biol. 325, 377-387). Especifica di-
merizacdo de proteina é integral para funcdo bioldgica, es-
trutura e controle (ver Marianayagam et al. (2004) TIBS, 29,
618-625). Zipers leucina representam um motivo estrutural
bem caracterizado capaz de formar homo- e hetero-dimeros
(Landschulz et al., (1988) Science, 240, 1759-1764). Dominio
de cadeia pesada Cyl e dominio constante de cadeia leve for-
mam heterodimeros estdveis. Os termini carboxila de certas
proteinas transcricionais eucaridticas, como a proteina de
ligagcdo TATA, foram homodimeros estaveis (Coleman et al.,
(1995) J. Biol. Chem. 270, 13842-13860). Numerosos outros
dominios de dimerizacdo foram identificados e caracterizados
(ver Brown, J.H. (2006) Protein Science 15, 1-13). Alguns,
mas ndo todos, sdo apropriados para o desenvolvimento de
complexos de ligacgdo polipeptideo.-Dominios de dimerizacédo
preferidos s&o de origem humana, preferivelmente produzidos
em tecidos especializados de modo que eles sdo improvaveis
de estarem presentes como contaminantes homdélogos durante

fabricacdo em diversos sistemas de producdo de proteina. Al-
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ternativamente, o dominio de dimerizacdo quando presente na
proteina natural deve ter uma localizagdo nuclear ou cito-
plésmica de modo que proteina enddgena pode ser segregada de
um produto proteina de ligag¢do polipeptideo dimerizada des-
tinada para secreg¢do via o caminho secretdrio usando proces-
sos de ligacdo de membrana intracelular natural. Preferivel-
mente associacdo / dissociacdo do dimero polipeptideo né&o é
dependente de fosforilagao.

Complexos de ligacdo de polipeptideo VH, especial-
mente aqueles de origem humana, tém aplicacgdes de ampla va-
riacdo no campo de cuidados de saude como medicamentos, a-
gentes de formagdo de imagem, diagnésticos, abzimas e rea-
gentes, com paralelas aplicag¢des agriculturais, ambientais e
industriais.

Anticorpos somente cadeia pesada e seus fragmentos

O dominio de ligagdo VH especifico de antigeno da
invencdo pode ser clonado de, por exemplo, ARNm isolado de
uma célula produzindo anticorpo de um animal transgénico 1i-
munizado como descrito acima. Seqiiéncias de dominio de liga-
cdo VH clonadas também podem ser isoladas de arranjos de fa-
gos (Ward et al., (1989) Nature, 341, 544—546).ou bibliote-
cas de arranjo similares, por exemplo, usando sistemas base-
ados em levedura (Boder and Wittrup, (1997) Nat. Biotech-
nol., 15, 553-7). Dominios de ligagdo VH especificos de an-
tigeno entdo podem ser fabricados tanto sozinhos ou como
proteinas de fusdo em sistemas de expressdo alternativos ou
de levedura, bacterianocs, escaléveis. Seqiliéncias codificando

dominios de ligagdo VH também podem ser clonadas a partir de
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hibridomas caracterizados derivados através de procedimentos
classicos a partir de camundongos transgénicos imunizados.
Estes entdo podem ser usados para a producdo de dominios de
ligacdo VH especificos de antigeno e seus derivados.

Alternativamente, fragmentos contendo dominio VH
podem ser gerados de cadeias pesadas imunoglobulina isola-
das, anticorpos somente cadeia pesada derivados de animais
transgénicos ou fontes naturais (tubardes e camelideos) u-
sando tecnologia_de clivagem quimica ou enzimdtica e subse-
gliente separag¢do do fragmento contendo dominio VH dos outros
produtos de clivagem (Jaton et al., (1968) Biochemistry, 7,
4185-4195).

Onde o dominio de ligacdo VH é isolado de um hi-
bridoma caracterizado, a seqgiéncia de dominio de ligacdo VH
derivada de ARNm pode ser diretamente clonada em um vetor de
expressdo sem recorrer a adicionais etapas de selecgdo ne-
cessidrias usando fago e outros sistemas de mostra para ca-
racterizar e otimizar a afinidade do dominio de ligagdo VH
selecionado.

Sistemas de producdo para dominios de ligagdo VH
incorporando regides efetoras e de dimerizagdo de cadeia pe-
sada incluem células mamiferas em cultura (por exemplo, hi-
bridomas de célula-B, células CHO), plantas (por exemplo,
milho), cabras, coelhos, gado,_carneiro, e galinhas transgé-
nicas e larvas de insetos apropriadas para tecnologia de re-
aring mass. Outros sistemas de produgdo, incluindo infeccgdo
com virus (por exemplo, baculovirus em larvas de insetos e

linhas de células), sado alternativas para cultura de células
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e abordagens de linha germe. Outros processos de produgdo
também serdo familiares para aqueles versados na técnica.
Processos apropriados para a produgdo de anticorpo somente
cadeia pesada camelideo ou dominios de ligagdo VH sozinhos
sdo cénhecidos na técnica. Por exemplo, dominios de ligagéo
VH camelideos foram produzidos em sistemas bacterianos e ho-
modimeros somente cadeia pesada camelideos foram produzidos
em hibridomas e células mamiferas transfectadas (ver Reich-
mann and Muyldermans, (1999) J. Immunol. Methods, 231, 25-
38).

Processos também sdo bem estabelecidos para a ex-
pressdo de dominios de ligagdo Vy humanos engenheirados de-
rivados usando tecnologia de mostra de fago (Tanha et al.,
(2001) J. Biol. Chem., 276, 24774-24780 e referéncias ali).

Larvas de insetos de linhas de moscas transgénicas
foram mostradas produzirem fragmentos de anticorpos somente
cadeia pesada funcionais com caracteristicas nao distingui-
veis do mesmo anticorpo produzido por células mamiferas
(PCT/GB2003/0003319) .

A presente invengdo também prové um vetor (es) com-
preendendo uma prdteina’de ligagcdo de polipeptideo, ou seu
ffagmento, codificando dominios de ligagcdo de VH e o domi-
nio(s) de dimerizacdo de acordo com a presente invenc¢ao.

A presente invengdo também prové uma célula ﬁospe—
deira transformada com vetores de acordo com a presente in-
vencao.

Em um primeiro aspecto, a presente inveng¢do prové

um complexo de ligacdo polipeptideo compreendendo um dominio
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de ligacdo VH especifico de antigeno fundido nas extremida-
des terminais carboxila e amino de um dominio de dimerizacgéo
carecendo de funcédo(des) efetora de cadeia pesada Cyg2-Cyx3.
Estes complexos de ligagdo de polipeptideo retém a fungao
fisioldgica conferida pelo dominio(s) de ligagdo VH especi-
fico de antigeno em combinag¢do cm adicionais fung¢des de al-
vejamento ou efetoras naturalmente presentes ou engenheira-
das no dominio de dimerizacdo. Tais complexos de ligagdo de
polipeptideo podem estar na forma de complexos de ligagédo
tetraméricos mono - especificos, complexos de ligag¢do bi -
especificos bivalentes, ou complexos de ligacdo tetra - es-
pecificos. Dominios de ligacdo VH estdo presentes nos termi-
ni amino e carboxi da molécula de ligagdo (ver Figura 1 por
exemplo). Dominios de dimerizagdo podem ser homodimeros ou
heterodimeros dependente do desenho requerido do complexo de
ligacdo polipeptideo funcional final.

As vantagens deste arranjo sdo multiplas. A presenga de dois
ou mais dominios VH atuando em uma maneira cooperativa prové
uma molécula ligante de maior afinidade e avidez que um VH
simples sozinho. N&o somente o produto VH tetramérico (por
exemplo, um medicamento) terd maior potencial poténcia que a
forma VH monomérica ou dimérica, um complexo de ligagdo po-
lipeptideo mono - especifico tetravalente montado como ﬁm
homodimero proteina pode ser produzido a partir de uma se-
qiiéncia de gene clonado simples como um produto simples 1i-
vre de seqiéncias de ligagao contaminantes desemparelhadas.
Um complexoc de ligacgdo polipeptideo bi - especifico bivalen-

te pode facilitar reticulagdo de diferentes alvos enquanto
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retendo o efeito cooperativo benéfico de dois dominios de
ligacdo VH para cada antigeno. Por exemplo, um complexo po-
lipeptideo bi - especifico pode ser utilizado para aperfei-
coar interagdes célula - célula ou interagdes célula / patd-
geno. Nesta realizagdo, os complexos polipeptideos da inven-
cdo podem ser utilizados, por exemplo, para ponte entre dois
tipos de células tal como um eritrécito e um patdgeno (ver
Taylor et al., (1991) PNAS 88, 3305-3309). Bifuncionalidade
pode ser usada para simultaneamente inibir dois componentes
de um caminho de enzima (Jendreyko et al. (2003) J. Biol.
Chem. 278, 47812-47819).

Bifuncionalidade pode ser usada para colocar uma
metade efetora em proximidade com uma célula alvo. Preferi-
velmente, o dominio de ligacdo VH na extremidade terminal
amino de cada dominio é idéntico e aqueles na extremidade
terminal carboxila sdo idénticos (mas reconhecem um diferen-
te antigeno ou epitopo para aquele na extremidade terminal
amino), facilitando ligacdo cooperativa de pares de dominios
de ligag¢do VH.

O termo ‘metade efetora’ como aqui usado inclui
qualquer metade que media um desejado efeito bioldgico sobre
uma célula. A metade efetora é preferivelmente soluvel e po-
de ser um peptideo, polipeptideo ou proteina ou pode ser uma
estrutura ndo-peptidica. Por exemplo, a metade efetora pode
ser uma enzima, horménio, citocina, droga, pré-droga, toxi-
na, em particular uma toxina proteina, um radionuclido em
uma estrutura quelante, um agente de formacdo de imageﬁ, al-

bumina ou um agente inibidor. A metade efetora pode ser uma
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célula, por exemplo, uma célula T, um peptideo, polipeptideo
ou proteina ou pode ser uma estrutura ndo-peptidica. A meta-
de efetora associada com o dominio de ligag¢dao VH pode ser
celular, protéica, organica -ou inorganica em natureza, de-
pendendo do efeito desejado.

Albumina, imunoglobulinas ou outras proteinas de
soro podem ser utilizadas como uma metade efetora para au-
mentar a estabilidade ou propriedades fé&rmaco - cinéticas
e/ou fadrmaco - dinédmicas do dominio de ligagdo VH especifico
de antigeno (Sung et al., (2003) J. Interferon Cytokine
Res., 23 (1):25-36: Harmsen et al. (2005) Vaccine, 23(41)
4926-4934). Alternativamente, a metade efetora pode ser uma
estrutura PEGilada ou uma estrutura glicosilada naturalmente
de modo a aperfeigoar propriedades férmaco - dinémicas.

Dominios de Dimerizacdo de Polipeptideo

Os presentes inventores também reconheceram que as
propriedades de qualquer complexo de 1ligagdo polipeptideo
ndo sdo justo dependentes dos dominios de ligag¢do VH incor-
porados no complexo de ligagdo polipeptideo final. O tamanho
do complexo total tem significante influéncia sobre as far-
maco - cinéticas do complexo in vivo e a facilidade de fa-
bricacdo. Além disso, o dominio de dimerizag¢do, dependente
do desenho do complexo de ligacdo de polipeptideo, pode com-
preender adicional atividade efetora. Como tal, em um segun-
do aspecto da invencgdo, o complexo polipeptideo compreende
um dominio de dimerizacdo que é limitado em tamanho de modo
a benficiar penetracgdo de tecido. O segundo aspecto da pre-

sente invencdo prové um dominio de dimerizacdo, onde o domi-
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nio de dimerizagdo pode compreender um homodimero, ou um he-
terodimero. Preferivelmente, a dimerizacdo é através de in-
teracgdes ndo-covalentes.

Dominios de dimerizacdo sdo ligados covalentemente
a dominios de ligacdo VH nos termini amino e carboxila de
dominio de dimerizacdo.

Opcionalmente, o complexo de ligagdo polipeptideo
inclui dominios semelhantes a articulacdo flexiveis naturais
ou engenheirados ligando os dominios de ligag¢do VH e o domi-
nio de dimerizacdo. A presenca de regides de articulacgdo fa-
cilita a funcdo independente dos dominios de ligagéé VH no
resultante complexo de ligagd&o de polipeptideo.

Opcionalmente, o dominio de dimerizagdo pode com-
preender outras fungdes Uteis, ou pode ser engenheirado para
incorporar adicionais caracteristicas tais como seqiéncias
de reconhecimento para glicosilacdo, pegilacdo, ligagdo de
receptor de superficie de célula, ou rdétulos para anticorpo
ou reconhecimento de proteina ligante. Dominios de dimeriza-
cdo podem ser engeheirados para otimizar associacdo através
de introducdo ou eliminacdo por exemplo de adicionais resi-
duos cisteina.

Pequenos dominios de dimerizacdo como ziperes leu-
cina podem estar presentes como mondmeros ou pares tandem
para aperfeigoar estabilidade. Adicionais dominios VH podem
ser usados para ligar dominios de dimerizagdo tandem.

Preferivelmente, o dominio de dimerizacdo tem um
tamanho ndo maior que 60 kDa e o tamanho do complexo de 1li-

gacdo de polipeptideo é aproximadamente 120 kDa de modo a
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aperfeicoar penetragdo de tecido.

Dominios de dimerizagdo preferidos compreendem do-
minios pequenos de proteinas naturais (humanas). Estas in-
cluem os pequenos motivos ziperes leucina de 30 aminodcidos
presentes em muitas proteinas reguladoras de gene (Lands-
chulz et al. (1988) Science, 240, 1759-1764). Esta abordagem
foi previamente usada para a produgdo de heterodimeros
F(ab’), bis-especificos (Kostelny et al., (1992) J. Immuno-
logy 148, 1547-1553). Ziperes podem ser engenheirados para
aumentar a especificidades de um dado evento de heterodime-
rizagcdo (Loriaux et al., (1993) PNAS 90, 9046-9050).

Um dominio de dimerizagdo de acordo com o primeiro
e segundo aspectos da invencdo pode ser qualquer proteina,
fragmento de peptideo ou seqiéncia consenso capaz de formar
uma interaééo homo ou heterodimero proteina - proteina, tal
como aquela vista entre regido Cy2-Cy3 das regides constan-
tes de cadeia pesada de imunoglobulina, o dominio Cygl de uma
cadeia pesada de imunoglobulina e a regido constante de uma

cadeia leve de imunoglobulina, ou a homodimerizacdo do domi-

nio terminal carboxila de 180 aminodcidos da proteina de 1li-

gagdo TATA (Coleman et al., (1995) J. Biol. Chem. 270,
13842-13849); VCAM e VLA-4; integrinas e proteinas de matriz
extracelular; integrinas e moléculas de superficie de célula
como CD54 ou CD102; dominios de heterodimerizacdo de ziper
leuciné; glutationa transferases; e dominios SRCR provém e-
xemplos alternativos.

| Complexos de 1ligagdo polipeptideos exemplares de

acordo com o primeiro e segundo aspectos da invengdo sdo u-
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teis para marcagdo citoquimica, processos de alvejamento ou
terapia. Por exemplo:

1.Se um dominio de ligagdo VH especifico de anti-
geno terminal aminoalveja um marcador de superficie de célu-
la de céncer, o VH terminal carboxila pode ligar uma metade
efetora compreendendo uma enzima de conversdo de proé-droga.
O dominio de ligagdo VH especifico de antigeno terminal ami-
no liga-se ao alvo e o VH terminal carboxila coloca a metade
efetora em proximidade com o alvo de modo que a metade efe-
tora pode exercer um efeito bioldgico sobre o alvo na pre-
senca da prdé-droga (por exemplo, nitro redutase ou DT diafo-
rase com CB1954);

2.S5e os dominios de ligagcdo VH terminal amino e
carboxila alvejam uma citocina (por exemplo, TNFa), todos os
quatro dominios de ligacgdo atuando cooperativamente atuarado
com maior avidez e afinidade que um mon”“omero ou dimero VH
sozinho. Alternativamente os dominios de ligagdo VH terminal
amino podem ligar uma citocina e os dominios carboxila albu-
mina de soro de modo a aperfeicoar a meia-vida em soro do
complexo ativo.

O termo ‘dominio de ligacdo’ como agqui usado com
relacdo a todos os aspectos acima da presente inveng¢do in-
clui qualquer dominio de ligagdo de polipeptideo que tenha
atividade efetora em um meio fisioldgico. Um tal dominio de
ligacdo de polipeptideo também tem de ter a habilidade para
ligar-se a um alvo sob condigdes fisioldgicas.

Um dominio de ligacgdo VH pode compreender um domi-

nio VH camelideo ou pode compreender um dominio VH obtido de
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um ndo-camelideo. Preferivelmente, o dominio de ligacdo VH é
um dominio de ligag¢do VH humano. Dominios de ligag¢do VH sao
preferivelmente de origem de célula B, dervada de animais
transgénicos ou camelideos (como descrito acima) como oposto
a dominios VH derivados de bibliotecas de fagos sintéticos,
desde que o anterior serd de maior afinidade devido sua ge-
racdo em resposta a desafio de antigeno in vivo via rearran-
jo VDJ e mutagdo somatica.

De acordo com o terceiro aspecto da invencgdo al-
guns ou todos os dominios de ligagdo VH podem ser substitui-
dos por dominios de ligagdo de proteina alternativos. Prefe-
rivelmente substituicdo ocorre nos termini amino ou carboxi-
la mas ndo ambos.

Tais dominios de ligacdo incluem dominios que po-
dem mediar ligacdo ou adesdo a uma superficie de célula. Do-
minios apropriados que podem ser usados nos complexos poli-
peptideos da invencdo s&do moléculas mamiferas, procaridticas
e de adesdo de célula viral, citocinas, fatores de cresci-
mento, antagonistas ou agonistas de receptores, ligantes,
receptores de superficie de célula, fatores reguladores,
proteinas estruturais e peptideos, proteinas de soro, prote-
inas secretadas, proteinas associadas plasmalemma, antigenos
virais, antigenos bacterianos, antigenos protozoarios, anti-
genos parasiticos, lipoproteinas, glicoproteinas, hormdnios,
neurotransmissores, fatores coagulantes e semelhantes; mas
excluindo Fvs de cadeia simples engenheirada.

Seqiiéncias de polinucleotideos, vetores e células

hospedeiras
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A presente invencdo também prové uma seqgiéncia de
polinucleotideos codificando qualquer um dos complexos de
ligacdo polipeptideo da presente invencdo, um vetor compre-
endendo uma ou mais das seqiiéncias de polinucleotideos refe-
ridas acima e uma célula hospedeira transformada com um ve-
tor ou vetores codificando o complexo de ligagdo de polipep-
tideo da presente invengdo. Os polinucleotideos preferivel-
mente incluem seqiiéncias que permitem o complexo de ligagdo
de polipeptideo expresso ser secretado como homo ou hetero-
dimeros no meio no qual a célula hospedeira esta crescendo.
A célula hospdeira pode incluir mas n&o é limitada a células
hospedeiras bacterianas e de levedura, inseto, planta e ma-
miferas.

Além disso, a presente invencdo prové um organismo
transgénico expressando pelo menos um complexo de ligagao
polipeptideo homo- ou hetero-dimero da presente invencao. O
organismo transgénico pode ser um vertebrado n&do-humano ou
mamifero, uma planta ou um inseto.

A producdo de complexos de ligacdo de polipeptideo
para aplicacgdes de cuidados de saude requer sistemas de fa-
bricacdo de grande escala, exemplos dos quais sdo discutidos
em detalhes acima. Tals sistemas incluem plantas (por exem-
plo, milho), gado e ovelhas transgénicos, e galinhas, também
larvas de insetos apropriadas para tecnologia de massa rea-
ring. Outros sistemas de produgdo, incluindo infeccdo com
virus (por exemplo, baculovirus em larvas de insetos e ii—
nhas de células) como uma alternativa para cultura‘de célula

e abordagens de linha germe também serdao familiares para a-
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queles versados na técnica.

Estes processos e outros processos apropriados co-
nhecidos na técnica, podem ser usados para a produgdo dos
complexos de ligagdo de polipeptideo da invengdao. Producgdo
de homodimeros e/ou heterodimeros pode ser obtida usando es-
tes processos.

Usos de Complexos de Ligagdao de Polipeptideo da
Invencao

Complexos de ligagdo de polipeptideo da invencéo
tém um grande numero de aplicacdes. Por exemplo, os comple-
x0s de ligagdo de polipeptideo da invengdo compreendem com-
plexos de polipeptideo mono- bi- e multi - especificos. Es-
tes complexos sdoc particularmente vantajosos, por exemplo,
como terapéuticos para o tratamento, prevencdo e diagndstico
de doencgas. Os complexos de ligagdo polipeptideo da invengéo
sdo Uteis para marcacdo citoquimica, processos de alvejamen-
to, terapia e diagnésticos.

Em terapia de mono-anticorpo, escape de patdgeno,
por exemplo, devido a uma mutagdo conduzindo a perda de um
sitio de ligacdo simples, abolird o efeito terapéutico do
anticorpo. A produgdo de complexos de ligacdo de polipepti-
deo bi—especificos bivalentes reconhecendo diferentes anti-
genos sobre o mesmo patdgeno pode superar este problema. O
uso de dois dominios de ligag¢do VH tendo diferentes especi-
ficidades nos complexos de ligacdo de polipeptideo da inven-
cdo também pode ser utilizado para aperfeigoar ambas intera-
¢cdes célula - célula e interacgdes célula / patdgeno.

Nesta realizacdo, os complexos de polipeptideo da
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invencdo podem ser utilizados, por exemplo, para ponte de
complexos de polipeptideos entre dois tipos de células tais
como um patdégeno e um macrdéfago, ou uma célula de tumor e
uma célula T. Alternativamente o complexo de polipeptideo
pode reconhecer dois ou trés epitopos sobre o mesmo patdgeno
com funcdo efetora sendo provida por dominio de reconheci-
mento de receptor dentro ou inserido entre o dominio de di-
merizacdo e a sequéncia de articulacgédo.

Alternativamente, complexos de ligacdo de polipep-
tideo bi—especificos podem ser usados para alvejar células e
tecidos in vivo, entdo subsegientemente para capturar molé-
culas efetoras circulantes ou agentes de formag¢do de imagem.
Por exemplo, agentes de alvejamento de tumor bi-especificos
podem. ser usados para capturar complexos de conversdao de
pré-droga para a subseqgiente conversdo localizada de pré-
droga para agente reativo. Complexos de ligag¢ao bi- e multi
- especificos em combinagcdo com agentes efetores também po-
dem ser usados para ligar e destruir um ou mais patdgenos
dependente da selecdo de dominios de ligagdo. Alternativa-
mente, a presenca de dois ou mais dominios de ligagdo que
reconhecem diferentes antigenos sobre o mesmo patdégeno prové
vantagens clinicas e reduz a probabilidade de escape de pa-
tégeno e redundéncia de droga como um resultado de mutacgao
dentro de patdgeno.

O primeiro aspecto da presente invengdo prové do-
minios de ligagcdo VH ou seus fragmentos e dominios de dime-
rizacdo incluindo dominios de dimerizagdo Cy2-Cyg3 naturais

ou engenheirados carecendo de algumas ou todas as fungdes



10

15

20

25

34

efetoras de cadeia pesada. De acordo com o segundo aspecto
da invencdo complexos de ligagéb de polipeptideos né&o séo
maiores que 120 kDa em tamanho de modo a aperfeigoar pene-
tracdo de tecido do complexo de ligagdo de polipeptideo. De
acordo com o terceiro aspecto da invengdo dominios de liga-
cdo VH terminal amino ou carboxila podem ser substituidos
com dominios de ligagdo alternativos exceto scFv. Complexos
de ligacdo de polipeptideo compreendendo seqgiliéncias predomi-
nantemente humanas sdo apropriados para uso farmacéutico em
humanos, e assim a invencdo prové uma composicgado farmacéuti-
ca do complexo de ligacdo de polipeptideo compreendendo do-
minios de ligacdo VH ligados a um dominio de dimerizagao a-
través de uma regido articulada opcional nos termini amino e
carboxila. A invencdo também prové o uso de um complexo de
ligacdo de polipeptideo da presente invengdo na preparagao
de um medicamento para a profilaxia e/ou tratamento de doen-
ca. Onde apropriado complexos de ligagdo de polipeptideo e
metades efetoras podem ser formulados separadamente ou jun-
tos.

'As composicgdes farmacéuticas e medicamentos tipi-
camente seréo formulados antes de administracdo a pacientes.

Por exemplo, os complexos de ligagdo de polipepti-
deo podem ser misturados com estalizantes, particularmente
se eles sdo para serem liofilizados. Adigdo de agucares (por
exemplo, manitol, sucrose, ou trealose) é tipica para render
estabilidade durante liofilizagdo, e um estabilizador prefe-
rido é manitol. Albumina de soro humano (preferivelmente re-

combinante) também pode ser adicionada como um estabiliza-
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dor. Misturas de acucares também podem ser usadas, por exem-
plo, sucrose e manitol, trealose e manitol, etc.

Tampdo pode ser adicionado a composigdo, por exem-
plo, um tampdo Tris, um tampdo histidina, um tampdo glicina
ou, preferivelmente, um tampdo fosfato (por exemplo, conten-
do diidrogeno fosfato de sédio e hidrogeno fosfato de sé-
dio). Adicdo de tampdo para render um pH entre 7,2 e 7,8 é
preferida, e em particular um pH de cerca de 7,5.

Para reconstituicdo apds liofilizacgdo, Aagua esté-
ril para injecdo pode ser usada. E também possivel reconsti-
tuir uma torta liofilizada com uma composigdo agquosa compre-
endendo albumina de soro humano (preferivelmente recombinan-
te).

Genericamente, os comlexos de ligacdo de polipep-
tideo serdo utilizados em forma purificada junto com carrea-
dores farmacologicamente apropriados.

A invencdo assim prové um processo para tratamento
de um paciente, compreendendo administragdo de uma composi-
cdo farmacéutica da invengdo ao paciente. O paciente é pre-
ferivelmente um humano, e pode ser uma crianga (por exemplo,
comecando a andar ou bebé), um adolescente ou um adulto, mas
genericamente sera um adulto.

A invencdo também prové um complexo de ligacdo de
polipeptideo da invengdo para uso como um medicamento.

A invencdo também prové o uso dos complexos de li-
gacdo de polipeptideo da invengdo na fabricagdo de um medi-
camento para tratamento de um paciente.

Estes usos, processos e medicamentos sdo preferi-
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velmente para o tratamento de uma das seguintes doengas ou
disturbios: cura de ferimento, disturbios proliferativos de
células, incluindo neoplasma, melanoma, pulmdo, colo-retal,
osteosarcoma, retal, ovariano, sarcoma, cervical, esofageal,
mama, pancreas, bexiga, cabega e pescogo e outros tumores
sélidos; distuirbios mieloproliferativos, tais como leucemia,
linfoma ndo-Hodgkin, leucopenia, trombocitopenia, disturbio
de angiogénese, sarcoma de Kaposi; distUrbios autoimunes /
inflamatérios, incluindo alergia, doencg¢a inflamatéria de in-
testino, artrite, psoriase, e inflamacdo de trato respiratd-
rio, asma, distirbios imuno e rejeigdo de transplante de o6r-
gdo; disturbios cardiovasculares e vasculares, incluindo hi-
pertensdo, edema, angina, aterosclerose, trombose, sepsia,
choque, dano de reperfusdo, e isquemia; disturbios neuroléd-
gicos incluindo doenga de sistema nervoso central, mal de
Alzheimer, dano de cérebro, esclerose lateral amiotrdéfica, e
dor; disturbios desenvolvimentais; disturbios metabdlicos
incluindo diabetes melitus, osteoporose, e obesidade, AIDS e
doenga renal; infecgdes incluindo infecgdo viral, infecgdo
bacteriana, infeccdo com fungos, e infeccgao parasitica, con-
digdes patolégicas associadas com a placenta e outras condi-
cdes patoldgicas e para uso em imunoterapia.

Ainda em um aspecto, a presente invengdo prové o
uso de um complexo de ligacdo de polipeptideo da presente
invencao como um diagnéstico, progndstico ou agente de for-
macdo de imagem terapéutico.

A presente invengdo prové o uso de um anticorpo

somente cadeia pesada ou um seu fragmento como aqui descrito
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como um reagente de ligagdo intracelular, ou uma abzima.
Fragmentos de anticorpo somente cadeia pesada preferidos sdao
dominios de ligacdo VH especificos de antigeno soluveis.

A presente invencdo também prové o uso de comple-
xos de ligacdo de polipeptideo VH de acordo com a presente
invencdo como inibidores de enzima ou bloqueadores de recep-
tor.

A presente invencgdo também prové o uso de comple-
xos de ligagdo de polipeptideo VH para uso como um agente de
formacdo de imagem, terapéutico, diagnéstico, abzima ou rea-
gente.

A presente invengdo também prové complexos de 1li-
gacdo de polipeptideo VH para uso como um agente de ligacgéao
intracelular (intracorpo), e prové vetores funcionais em cé-
lulas alvos para a expressdo intraelular de intracorpos com-
preendendo complexos de ligacdo de polipeptideo VH.

Breve Descricdo dos Desenhos

Figura l:mostra um complexo de ligac¢do de polipep-
tideo compreendendo um dominio de ligagcdo de polipeptideo
VH, dominios de homo dimerizacdo ligados por seqﬁéncias de
articulacdo ou  ligadoras. Dominios de polipeptideo VH sdo
posicionados nas extremidades terminais amino e carboxi dos
dominios de dimerizacdo.

A.mostra um dominio de ligac&o de polipeptideo mo-
noespecifico tetravalente

B.mostra um dominio de ligacdo de polipeptideo bi-
especifico bivalente

C.mostra um dominio de ligacdo de polipeptideo te-
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tra-especifico monovalente

Figura 2:mostra diferentes configurac¢des para do-
minios de ligacdo de heterodimerizacgdo.

Figura 3:mostra uma estratégia para a geracdo de
um complexo de ligacdo de polipeptideo mono - especifico te-
travalente

Figura 4:mostra uma estratégia para a geracgdo de
um complexo de ligacdo de polipeptideo Dbivalente bi-
especifico com afinidade de ligacdo para GAG e HSP

Figura 5:mostra um exemplo de um anticorpo tetra -
valente bi - especifico compreendendo mais de um dominio VH
terminal amino e carboxi.

Figura 6:mostra um esquema para geracdo de molécu-
las de ligacdo bi-valentes bi-especificas heterodimerizadas
usando dominios ziperes fos e jun.

Figura 7:resultados de PCR

Técnicas Genéricas

A menos que definido de outro modo, todos os ter-
mos técnicos e cientificos usados aqui tém os mesmo signifi-
cado como entendido por aqueles versados na técnica (por e-
xemplo, em cultura de células, genética molecular, quimica
de &cido nucléico, técnicas de hibridizagdo e bioquimica).
Técnicas padrdes sdo usadas para processos moleculares, ge-
néticos e bioquimicos (ver genericamente, sambrook et al.,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2nd Ed. (1989) Cold
Spring Harbor Laboratory Press, Cold spring Harbor, N.Y. e
Ausubel et al., Short Protocols in Molecular Biology (1999)

4*™™ Ed., John Wiley & Sons, Inc.) e processos quimicos. Em
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adicdo Harlow & Lane, A Laboratory Manual, Cold spring Har-
bor, N.Y. é referido para técnicas imunoldégicas padrdes.

Qualquer técnica de ADN recombinante apropriada
pode ser usada na produgdo dos complexos polipeptideos bi- e
multi-valentes, anticorpos de cadeia pesada simples, e seus
fragmentos, da presente invencgdo. Tipicos vetores de expres-
sdo, como plasmideos, sdo construidos compreendendo seqlién-
cias de ADN codificando cada uma das cadeias do complexo de
polipeptideo ou anticorpo. Quaisquer técnicas estabelecidas
apropriadas para fragmentacdo enzimica e quimica de imuno-
globulinas e separacéo de‘fragmentos resultantes pode ser
usada. A identificacédo, isolamento e caracterizacdo de domi-
nios de ligacdo de polipeptideo VH especificos de antigeno a
partir de bibliotecas de mostra de fago e hibridomas deriva-
dos de camelideos e camundongos transgénciso usam metodolo-
gias bem estabelecidas.

A presente invengdo também prové vetores incluindo
construgdes para a construgcdo e expressdo de complexos de
ligacdo de polipeptideo da presente invencéao.

Ser4 apreciado que um vetor simples pode ser cons-
truido que contem as seqléncias de ADN codificando mais de
uma cadeia de polipeptideo. Por exemplo, as segiiéncias de
ADN codificando duas diferentes cadeias de polipeptideos de
um heterodimero com dominios de ligagd&o VH associados, podem
ser inseridas em diferentes posig¢des sobre o mesmo plasmi-
deo.

Alternativamente, a seqiiéncia de ADN codificando

cada cadeia de polipeptideo, pode ser inserida individual-
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mente em um plasmideo, assim produzindo um numero de plasmi-
deos construidos, cada um codificando uma particular cadeia
de polipeptideo. Preferivelmente, os plasmideos nos quais as
seqiiéncias sao inseridas sdo compativeis.

Cada plasmideo é entdo usado para transformar uma
célula hospedeira de modo que cada célula hospedeira contem
seqliéncias de ADN codificando para cada uma das cadeias de
polipeptideos no complexo de ligacdo de polipeptApropriados
vetores de expressdo que podem ser usados para.clonagem em
sistemas bacterianos incluem plasmideos, tais como Col EI1,
pcRl, pBR322, pACYC 184 e RP4, ADN fago ou derivados de
qualquer um destes.

Para uso em clonagem em sistemas de leveduras, apropriados
ve£ores de expressdo incluem plasmideos baseados em origem 2
micron.

Qualquer plasmideo contendo uma apropriada seqiiéncia promo-
tora de gene mamifera pode ser usada em clonagem em sistemas
mamiferos. Seqgliéncias promotoras de 1inseto ou baculovirus
pdem ser usadas para expressdo de gene de célula de inseto.
Tais vetores incluem plasmideos derivados de, por exemplo,
pBR322, virus de papiloma bovino, retrovirus, virus ADN e
virus vaccinia.

Apropriadas células hospedeiras que podem ser usa-
das para expressdo do complexo de polipeptideo ou anticorpo
incluem células de bact 'rias, leveduras e eucaridticas, como
célula de inseto ou mamifero, plantas transgénicas, insetos,
mamiferos e outros sistemas de expressdo invertebrados ou

vertebrados.
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Complexos de Ligagdo de Polipeptideos da presente
Invencao

Serd entendido que o termo ‘complexo de ligagdo de
polipeptideo’, inclui polipeptideo homélogo e seqiiéncias de
adcidos nucléicos obtidas de qualquer fonte, por exemplo, ho-
mbélogos celulares relacionados, hombélogos de outras espécies
e suas variantes ou derivados.

| Assim, a presente invenc¢do abrange variantes, ho-
mélogos, ou derivados dos complexos de ligagdo de polipepti-
deo, dominios de ligagdo VH e dominios de dimerizag¢do como
aguli descritos.

No contexto da presente invencdo, uma seqiiéncia
hombéloga é tomada para incluir uma seqiiéncia de aminoacidos
que é pelo menos 80, 85, 90, 95, 96, 97, 98, 99, 99,5, 99,6,
99,7, 99,8, 99,9% idéntica, preferivelmente pelo menos 98 ou
99%, idéntica, no nivel de aminoacido sobre pelo menos 30,
preferivelmente 50, 70, 90 ou 100 aminoacidos. Embora homo-
logia também possa ser considerada em termos de similaridade
(isto é, residuos de aminoadcidos tendo propriedades / fun-
cbes quimicas similares), no contexto da presente invencgédo é
preferido expressar homologia em termos de identidade de se-
qléncia.

A presente invencdo também incluil vetores de ex-
pressdo construidos e células hospedeiras transformadas para
uso em producdo de complexos de ligagdo de polipeptideo, do-

minios de dimerizacdo e dominios de ligagdo de VH da presen-

.te invencao.

Apés expressdo das cadeias individuais na mesma
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célula hospdeira, elas podem ser recuperadas para provimento
de completo complexo de ligagcdo de polipeptideo ou VH em
forma ativa.

E imaginado que, em formas preferidas da invencéo,
os complexos de ligagdo de polipeptideo individuais seréo
processados pela célula hospedeira para formagcdo de complexo
de ligacdo de polipeptideo dimerizado que é vantajosamente
secretado da mesma.

Técnicas para a preparacao de complexos de ligacgdo
de polipeptideo anticorpo recombinante sdo descritas nas re-
feréncias acima e também em, por exemplo, EP-A-0 623 679;
EP-A-0 368 684 e EP-A-0 436 597.

Usos dos Complexos de Ligacdo de Polipeptideo da
Presente Invenc¢ado

Os complexos de ligagdo de polipeptideo incluindo
seus fragmentos da presente invengdo podem ser empregados
em: aplicacdes terapéuticas e profildticas in vivo, aplica-
¢des diagnédsticas in vitro e in vivo, ensaio in vitro e a-
plicagées de reagnete, e semelhantes.

Usos terapéuticos e profildticos dos complexos de
ligacdo de polipeptideo da invencdo envolvem a administracdo
do acima a um mamifero receptor, tal como um humano. Comple-
xos de ligacdo de polipeptideo substancialmente puros inclu-
indo seus fragmentos de pelo menos 90 a 95% de homogeneidade
sdo preferidos para administragdo a um mamifero, e 98 a 99%
ou mais homogeneidade ¢é preferida para usos farmacéuticos,
especialmente quando o mamifero é um humano. Uma vez purifi-

cado, parcialmente ou para homogeneidade como desejado, os
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complexos de ligacdo de polipeptideo como aqui descritos po-
dem ser usados diagnosticamente ou terapeuticamente (inclu-
indo extracorporealmente) ou em desenvolvimento e realizagédo
de procedimentos de ensaio usando processos conhecidos por
aqueles versados na técnica.

Genericamente, os complexos de ligacdo de polipep-
tideo da presente invengdo serdo utilizados em forma purifi-
cada junto com carreadores farmacologicamente apropriados.
Tipicamente, estes carreadores incluem solugdes, emulsdes ou
suspensdes aquosas ou alcodlicas / aquosas, que podem inclu-
ir meios tamponados e/ou salinos. Veiculos parenterais in-
cluem solucdo de cloreto de sdédio, dextrose de Ringer, dex-
trose e cloreto de sbédio e Ringer lactada.

Apropriados adjuvantes fisiologicamente aceita-
veis, ée necessarios para manutengdo de um complexo de poli-
peptideo em suspensdo, podem ser escolhidos de espessantes
tais como carboxi metil celulose, polivinil pirrolidona, ge-
latina e alginatos.

Veiculos intravenosos incluem restabelecedores de
fluido e nutriente, e restabelecedores de eletrdélitos, tais
como aqueles baseados em dextrose de Ringer. Preservativos e
outros aditivos, tais como antimicrobianos, antioxidantes,
agentes quelantes e gases inertes, também podem estar pre-
sentes (Mack (1982) Remington’s Pharmaceutical Sciences,
16th Edition).

Os complexos de polipeptideo e anticorpos, inclu-
indo seus fragmentos, da presente invencgdo podem ser usados

como composi¢des administradas separadamente ou em conjuncao
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com outros agentes. Estes podem incluir varias drogas imuno-
terapéuticas, como ciclosporina, metotrexato, adriamicina,
cisplatina ou uma imuno-toxina. Alternativamente, os comple-
xos de ligacdo de polipeptideo podem ser usados em conjungao
com enzimas para a conversdo de pré-drogas em seu sitio de
acao.

Composicdes farmacéuticas podem incluir “coque-
téis” de varios agentes citotdéxicos ou outros em conjuncéo
com os complexos de ligacdo de polipeptideo selecionados da
presente invengdo ou mesmo combinagdes dos complexos de 1li-
gacdo de polipeptideo selecionados da presente invencao.

A rota de administracdo de composicdes farmacéuti-
cas da invencdo pode ser qualquer uma daquelas comumente co-
nhecidas por aqueles versados na técnica. Para terapia, in-
cluindo sem limitacdo imunoterapia, os complexos de ligacgéo
de polipeptideo da invengdo podem ser administrados a qual-
quer paciente de acordo com técnicas padrdes. A administra-
cdo pode ser através de qualquer modo apropriado, incluindo
parenteralmente, intravenosamente, intramuscularmente, in-
traperitonealmente transdermicamente, via a rota pulmonar,
ou também, apropriadamente, através de infusdo direta com um
cateter. A dosagem e freqgiiéncia de administracao dependerao
de sexo, idade e condicdo do paciente, simultdnea adminis-
tracdo de outras drogas, contra-indicagdes e outros parame-
tros a serem levados em conta pelo médico.

Os complexos de ligagdo de polipeptideo e anticor-
pos desta invengdo podem ser liofilizados para estocagem e

reconstituidos em um apropriado carreador antes de uso. Téc-
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nicas de liofilizacdo e reconstitui¢do conhecidas podem ser
empregadas. Serd apreciado por aqueles versados na técnica
que liofilizagdo e reconstituigdo podem conduzir a graus va-
ridveis de perda de atividade funcional e que niveis de uso
tém de ser ajustados ascendentemente para compensar.

Quando usado como um intracorpo o complexo de 1li-
gacdo de polipeptideo pode ser liberado usando vetores né&o-
virais ou virais, ou podem ser liberados como uma formulagdo
lipossomal ou alternativa resultando na tomada na célula al-
vo requerida.

Em adicdo, os complexos de ligacdo de polipeptideo
da presente invencdo podem ser usados para propdsitos diag-
nésticos. Por exemplo, dominios de ligagdo VH como aqui des-
critos podem ser gerados ou elevados contra antigenos que
sdo especificamente expressos durante estados de doenga ou
cujos niveis mudam durante um dado estado de doenga. Para
propésitos de reagente ou diagnésticos complexos de ligagao
de polipeptideo podem compreender dominios VH ligando um ou
mais epitopos sobre o mesmo antigeno, alternativamente um ou
mais dominios de ligagdo podem atuar como dominios de captu-
ra tanto ligando o complexo de polipeptideo a um definido
substrato ou ligando um componente de ensaio requerido para
aspectos qualitativos ou quantitativos da leitura de ensaio.

Para certos propdésitos, tais como propdsitos diag-
nésticos ou de tracamento, marcadores podem ser adicionados.
Marcadores apropriados inclilem, mas ndo sdo limitados a,
qualquer um dos seguintes: marcadores radiocativos, marcado-

res de spin RNM e marcadores fluorescentes. Meios para de-
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teccdo dos marcadores serdo familiares para aqueles versados
na técnica.

As composicdes contendo os complexos de ligagdo de
polipeptideo da presente invengdo ou um seu coquetel podem
ser administradas para tratamentos profildticos e/ou tera-
péuticos.

Uma composicdo contendo um ou mais complexos de
ligacdo de polipeptideo da presente invencdo pode ser utili-
zada em instalacdes profildticas e terapéuticas para auxili-
ar na alteracdo, inativacdo. Morte ou remogao de uma popula-
cdo de células alvos selecionadalem um mamifero. Em adigéo,
os repertdérios selecionados de complexos de ligagdo de poli-
peptideo aqui descritos podem ser usados extracorporealmente
ou in vitro seletivamente para matar, esgotar ou de outro
modo efetivamente remover uma populacdo de céiulas alvos de
uma colecdo heterogénea de células.

Exemplos

Exemplo 1

Proteina de ligacdo polipeptideo anti-aTNF mono -
especifica tetravalente

A construcdo foi derivada de um anticorpo monoclo-
nal previamente caracterizado produzindo uma IgM somente ca-
deia pesada e m um camundongo transgénico desafiado com uma
aTNF. O dominio VH compreendeu um segmento V camelideo e re-
gides constantes e DJ humanas.

A cadeia principal CH2CH3 do anticorpo foi supri-
mida e substituida por dominio de cadeia pesada de imunoglo-

bulina CH1 e pela regido constante de cadeia leve de imuno-
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globulina. O dominio VH foi entdo duplicado e clonado na ex- .
tremidade terminal carboxila de cada construgdo usando uma
regido de articulacdo modificada. Esta articulagdo foi simi-
lar & seqiiéncia de articulagdo IgG2 existente mas foi alte-
rada através de substituicdo de cisteinas com prolinas para
prevenir reticulagdo das cisteinas no dimero anticorpo e
provimento de flexibilidade extra via as prolinas para pre-
venir o segundo anticorpo sendo espacialmente restringido, o
que de outro modo pode ter inibido sua funcgdo.

Assim formacdo das pontes de sulfeto normalmente
presentes na articulacdo IgG2 humana, foi evitada através de
substituicdo de cisteinas (tom cinza) com prolinas (subli-

nhada). As prolinas adicionam flexibilidade extra para a ar-

ticulacdo para permitir préprio funcionamento do dominio de

segundo anticorpo que torna-se ligado a terminus COOH do do-
minio de dimerizacdo via a articulacgéo.
A seqgiiéncia de articulagdo IgG normal (cdédons cis-

teina em tom cinza, cdédons prolina sublinhados)

RcGaGERECCACCGEREECCA (SEQ ID NO:1)

e seus complementos foram substituidos por

AGCTTCTGAGCGCAAACCACCAGTCGAGCCACCACCGCCACCAC (SEQ DD

NO.Z) e seu complemento
TCGAGTGGTGGCGGTGGTGGCTCGACTGGTGGTTTGCGCTCAGA  (SEQ ID
NO:3).

Isto também proveu o fragmento (articulagdo caixa

branca, Figura 2 , centro) com duas extremidades de fita
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simples compativeis com sitios HindIII (negrito) e XhoIl (i-
tdlico) para propdésitos de clonagem. A construcgdo final foi
ligada em um plasmideo de expressdao Dbluescript (Pblues-
criptll sk+) que contem um promotor actina de galinha e uma
seqliéncia aperfeigoadora CMV (Figura 22, plasmideo de ex-
pressdo) através de tecnologia de ADN recombinante padrao.

Os plasmde expressdo diacorpo foram crescidos e
co-transfectados com o plasmideo pGK-hygro (para permitir a
selecdo de células transfectadas) através de processos pa-
drdes (Superfect) em células CHO. Clones positivos foram se-
lecionados em meio contendo higromicina e identificados po-
sitivamente como expressando o diacorpo através de realiza-
¢cdo de um ELISA aTNF badréo do meio de crescimento contendo
diacorpo secretado pelas células CHO. Western blots destes
ELISAs selecionaram clones sob condic¢des ndo-redutoras e re-
dutoras foram realizadas de modo a mostrar que a proteina
expressa do plasmideo foi um dimero comparado ao mondmero.
Assim, a ELISA e o Western blot juntos mostram que o diacor-
po é expresso e secretado no meio como um dimero pelas célu-
las CHO transfectadas e que o anticorpo pode ligar aTNF.
Comparacdo da afinidade de ligagdo do mondémero VH aTNF, -
diemro e - tetramero mostraram maxima afinidade de ligagao
com o tetrémero.

Exemp lo 2

Um complexo de ligagdo de polipeptideo bivaienté,
bi-especifico comprendendo dominios de ligagdo VH e um domi-
nio de dimerizacdo CH2CH3 carecendo de fungdes efetoras de

cadeia pesada derivado de IgG4
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O experimento foi realizado usando um dominio VH
humano camelizado elevado contra proteina HSP70 de E. coli
no terminus amino do dominio de dimerizacdo, e um dominio
VHH de lhama elevado contra o antigeno gag PERV (Dekker et
al., (2003) J. Virol. 77, (22) 12132-9) no terminus carboxi-
la. Detalhes experimentais s&o como descritos no Exemplo 2
figs 22, 23e 24 de PCT/GB2005/002892) exceto que o dominio
de dimerizacdo CH2-CH3 de IgG2 foi substituido com um domi-
nio de dimerizacdo CH2-CH3 de IgG4 humano (Bruggemann, M. et
sal. (1987) J. Ex. Med. , 166, 1351-1361.

O vetor comprendendo complexo de ligagdo de poli-
peptideo foi expresso em células CHO, e o complexo de liga-
cdo de polipeptideo secretado mostrado por Western blotting
ligar ambos antigenos HSP70 e gag.

Exemplos 3-5

Ao invés de usar regides constantes de imunoglobu-
lina outros dominios de dimerizacdo podem ser usados para
geracdo der moléculas de ligagdo multi - especificas multi-
valentes, por exemplo, os dominios de ziper leucina dos ge-
nes jun e fos em combinacdo com diferentes domiﬁios VH (hu-
manos). O dominio ziper jun pode heterodimerizar com o domi-
nio ziper fos, mas ele ele também pode homodimerizar. Os se-
guintes dois exemplos descrevem a hetero- e homodimerizagdo
destes dominios ziper. O ultimo exemplo descreve o uso de
outros dominios.

Exemplo 3.Moléculas de 1ligagdo bi-valentes bi -
especificas heterodimerizadas usando dominios ziperes fos e

jun.
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O esquema basico para a geragdo de tais moléculas
é ilustrado na Figura 6 e consiste nas seguintes etapas:

1.0 VH desenvolvido contra rTTA (Janssens et al.,
2006) é amplificado por PCR com primers que no lado 5’ tém
um sitio EcoRI (primer 1) e é hombélogo a seqiiéncia lider e
no lado 3’ é homdélogo & regido de articulacdo plus uma se-
giiéncia homdéloga a extrémidade 5’ das seqgliéncias fos e jun
(primer 2 e 3, respectivamente). Amplificacdo PCR padrado re-
sulta em um fragmento A para fois (fig 6 linha sélida) ou

fos (fig. 7 linha pontiihada) de 600 pares de bases.

Primer 1: CTGGAATTCTCACCATGGAGCTGGGGCTGAGC (SEQ ID NO:4)
Primer 2: CGCTTGGAGTGTATCAGTCAGTGGGCACCTTGGGCACGGGGG
(SEQ ID NO:5)
Primer 3;: CAGCCGGGCGATTCTCTCCAGTGGGCACCTTGGGCACGGGGG
(SEQ ID NO:6)

2.As regibdes ziperes de leucina fos e jun sdo am-
plificadas de ADNc humano codificando fos ou jun. Os primers
na extremidade 5’ contiveram uma seqiiéncia homéloga a extre-
midade 3’ da regido de articulacdo do rTTA VH (primers 4 e 5
respectivamente). Os primers na extremidade 3’ foram homdlo-
gos a extremidade 3’ das regides de ziper (primers 6 e 7) e
contém na extremidade 3’ uma seqiiéncia homdloga a extremida-
de 5’ da regido de articulagdo (PCT/GB2005/002892) presente
na extremidade 5’ do A5 VH (Janssens et al., 2006). Amplifi-
cacdo das seqiiéncias fos e jun resulta em fragmentos B (Fig.
6 linha sélida) e C (Fig. 6 linha pontilhada) respectivamen-

te de 200 pb cada.
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Primer 4 CCCCCGTGCCCAAGGTGCCCACTGACTGATACACTCCAAGCG
(SEQ ID NO:7)
Primer 5: CCCCCGTGCCCAAGGTGCCCACTGGAGAGAATCGCCCGGCTG
(SEQ ID NO:8)
Primer 6: TGGTGGTI‘TGCGCTCAGAAGCCAGGATGAACTCTAG’ITI‘TTC

(SEQ ID NO:9)
Primer 7: TGGTGGTTTGCGCTCAGAAGCAACGTGGTTCATGACTTTCTG

(SEQ ID NO:10)

3.Uma seqiiéncia de articulagdo ndo contendo ciste-
inas é primeiro clonada (como especificado em
PCT?GB2005/002892, ERKPPVEPPPPP) sobre a regido VH A5 (Dek-
ker et al., 2003; Janssens et al., 2006). A articulagao e VH
A5 sdo subseqlientemente amplificadas usando um primer que é
homélogo com a extremidade 5’ da regido articulada e um pri-
mer homélogo para a extremidade 3’ da regiado VH A5 incluin-
do o cbédon de interrupg¢do (primer, resultando em um fragmen-
to D para fos (fig. 6 linha sélida) ou jun (fig. linha pon-

tilhada) de 400 pares de bases.
Primer 8: GAAAAACTAGAGTTCATCCTGGCTTCTGAGCGCAAACCACCA

(SEQ ID NO:11)
Primer 9: CAGAAAGTCATGAACCACGTTGCTTCTGAGCGCAAACCACCA
(SEQ ID NO:12)
Primer 10: GTCGAATTCTCATTCCGAGGAGACGGTGACCTGGGTC (SEQID
NO:13)

4.Fragmento A (fig. 6 linha sélida), B e D (fig. 6
linha sélida) sdo misturados em quantidades equimolares e
fragmentos A (fig. 6 linha pontilhada), C e D (fig. 6 linha
pontilhada) sdo misturados em quantidades equimolares, des-
naturados e amplificados por PCT usando os primers 1 e 10,

resultando em um fragmento de 1200 pares de bases (ver figu-
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ra 7, rTTA-fos-A5 abaixo, contendo um sitio Xhol caracteris-
tico na 5" da seqiéncia AS).

5.0 rTTA-foszip-A5 e rTTA-junzip-A5 sdo clonadas
através de meios padrdes em um vetor de expressdo de levedu-
ra (Pichia, Invitrogen) ou CHO padrdo (entre promotor CAG e
sitio poliA). Estas construg¢des sdao introduzidas em células
de levedura e CHO respectivamente.

6.Meios e células sdo coletados e analisados por
ELISA para mostrarem que eles ainda ligam rTTA e A5 e Wes-
tern blots nativas para mostrarem que elas sdo dimerizadas.

Exemplo 4

Este ¢é para mostrar homodimerizagdo através:  do
mesmo processo como mostrado no exemplo 3 com a excecgdo de
que somente a parte de ziper jun do experimento é realizada.
A rTTA-junzip-AS5 é expressa em células de Pichia ou CHO e
mostrada formar homodimeros de ligacdo de rTTA e A5 através
dos mesmos processos como no exemplo 2.

Exemplo 5

Metodologié similar como descrito nos exemplos 3 e
4 pode ser aplicada para outros dominios de formag¢do de ho-
mo- ou heterodimero. Para tais casos o0s primers usados no
exemplo 2, podem ser hombélogos a tais outros dominios dime-
rizantes e os oligonucleotideos usados na etapa 1 e 3 podem
ter extremidades sobrepondo-se com estes dominios para per-
mitir etapa 4.

Em todos os exemplos outros dominios VH ou VL ou
outros dominios de ligag¢do tais como dominios de ligagdo de

ADN de fator de transcrigdo ou dominios de ligagdo de ligan-
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te podem ser usados.

Todas as publicac¢des mencionadas no relatdrio des-
critivo acima sdo aqui incorporadas por referéncia.

Varias modificacdes e variagdes dos processos des-
critos e sistema da presente invengao serao aparentes para
aqueles versados na técnica sem se fugir do escopo e espiri-
to da presente invengdo. Embora a presente inveng¢ao tenha
sido descrita em conexdo com especificas realizacgdes prefe-
ridas, deve ser entendido que a invengdo como reivindicada
ndo deve ser indevidamente limitada a tais realizacles espe-
cificas. Realmente, varias modificac¢des dos modos descritos
para realizagdo da invengdo que sao Obvias para aqueles ver-
sados em bioguimica, biologia molecular e biotecnologia ou
campos relacionados sdo pretendidas estarem dentro do escopo

das reivindicacdes que se seguem.
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REIVINDICACOES

1. Complexo de ligagao de polipeptidios,
CARACTERIZADO pelo fato de que compreende um dimero de uma
primeira cadeia de polipeptidio e uma segunda cadeia de po-
lipeptidio, em que cada cadeia de cadeia de polipeptidio
compreende um dominio de ligagcdo VH amino-terminal; um domi-
nio de ligacdo VH amino-terminal; e um ddminio de dimeriza-
cdo em que o dominio de dimerizagdo carece de funcionalidade
Cu2-Cyx3.

2. Complexo de ligacgdo de polipeptidib, de acordo
com a reivindicacdo 1, CARACTERIZADO pelo fato de que o do-
minio de dimerizacdo ndo nem um dominio CH2-CH3 engenheirado
nem natural.

3. Compiexo de ligacdo de polipeptidio, de acordo
com a reivindicacdo 1 ou 2, CARACTERIZADO pelo fato de que o
dominio de dimerizacdo da primeira cadeia de polipeptidio é
diferente daquela da segunda cadeia de polipeptidio, de modo
gue o complexo de ligag¢do de polipeptidio é um heterodimero.

4. Complexo de ligacdo de polipeptidio, de acordo
com a reivindicacdo 1 ou 2, CARACTERIZADO pelo fato de que o
dominio de dimerizacdo da primeira cadeia de polipeptidio é
a mesma que aquele da segunda cadeia de polipeptidio, de mo-
do que o complexo de ligagdo de polipeptidio & um homodime-
ro.

5. Complexo de ligagdo de polipeptidio, de acordo
com a qualquer uma das reivindicacdes precedentes,
CARACTERIZADO pelo fato de que os dominios de ligagdao VH

mostram a mesma especificidade (monoespecifico tetravalen-
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te).

6. Complexo de ligagdo de polipeptidio, de acordo
com qualquer uma das reivindicagdes 1, 2, 3 e 4,
CARACTERIZADO pelo fato de que os dominios de ligagdo VB a-
mino-terminal mostram a mesma especificidade; os dominios de
ligacdo VH carbdéxi-terminal mostra a mesma especificidade; e
a especificidade de ligagdo do dominios VH émino-terminal e
carbéxi termina diferem (biespecificos bivalentes).

7. Complexo de ligagdo de polipeptidio, de acordo
com qualquer uma das reivindicacdes 1, 2, 3 e 4,
CARACTERIZADO pelo fato de que os dominios de ligagdo VH a-
mino-terminal mostram a mesma especificidade; e os dominios
de ligacg¢do VH carbéxi-terminal mostram diferente especifici-
dade um do outro e aos dominios VH amino-terminal (triespe-
cificos).

8. Complexo de ligagdo de polipeptidio, de acordo
com qualquer wuma das reivindicacgdes 1, 2, 3 e 4,
CARACTERIZADO pelo fato de que os dominios de ligacdo VH
carbdéxi-terminal mostram a mesma especificidade; e os domi-
nios de ligagdo VH amino-terminal mostram diferente especi-
ficidade um do outro e aos dominios VH carbdéxi-terminal
(triespecificos).

9. Complexo de ligagdo de polipeptidio, de acordo
com qualquer uma das reivindicagbes 1, 2, 3 e 4,
CARACTERIZADO pelo fato de que em que os dominios de ligacgdo
VH amino-terminal mostram diferente especificidade um do ou-
tro, e os dominios de ligacdo VH carbdéxi-terminal mostram

diferente especificidade um do outro e aos dominios de liga-
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géé VH amino-terminal (tetraespecificos).

10. Complexo de ligacdo de polipeptidio, de acordo
com qualquer uma das reivindicacdes precedentes,
CARACTERIZADO pelo fato de ser de tamanho ndo maior que 120
kDA.

11. Complexo de ligagdo de polipeptidio, de acor-
do com qualquer uma das reivindicacdes precedentes,
CARACTERIZADO pelo fato de que um ou mais dos dominios de
ligacdo VH pode ser substituidos por um camas classe alter-
nativa de dominio de ligag¢&o de polipeptidio.

12. Complexo de ligacdo de polipeptidio, de acordo
com qualquer uma das reivindicacdes precedentes,
CARACTERIZADO pelo fato de ou a primeira cadeia de polipep-
tidio, a segunda cadeia de polipeptidio ou ambas as cadeias
de polipeptidio compreende ainda um‘dominio de articulacéo
flexivel entre ou dominio de ligagdo amino-terminal e o do-
minio de dimerizacdo; o dominio de ligacgdo carbdéxi-terminal
e a dimerizacdo; ou ambos.

13. Complexo de ligacao de polipeptidio, de acordo
com a reivindicagdo 11, CARACTERIZADO pelo fato de que o do-
minio de ligagdo alternativa é uma citocina, um fator de
crescimento, um antagoriista ou agonista de receptor ou um
ligante.

14. Complexo de ligacgdo de polipeptidio, de acordo
com qualquer uma das reivindicacodes precedentes,
CARACTERIZADO pelo fato de que cada cadeia de polipeptidio
compreende ainda um ou mais dominios de ligagdo VH adicio-

nais 1in tandem e separados por um dominio de articulacéo
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flexivel; e um ou mais dominios de 1ligagdo VH carbéxi-
terminal adicionais in tandem e separados por um dominio de
articulacgédo flexivel.

15. Polinucleotideo isolado, CARACTERIZADO pelo
fato de que codificada a primeira cadeia de polipeptidio, a
segunda cadeia de polipeptidio ou ambas as cadeias de poli-
peptidio conforme definidas em qualquer uma das reivindica-
¢bdes precedentes.

16. Vetor de expressdo, CARACTERIZADO pelo fato de
que contém o polinucleotideo isolado conforme definido na
reivindicacg¢ao 15.

17. Célula hospedeira, CARACTERIZADA pelo fato de
ser transformada com um vetor de expressdo conforme definido
na reivindicacédo 16.

18. Método para a produgdo do complexo de ligagdo
de polipeptidio, conforme definido em qualquer uma das rei-
vindicacdes antecedentes, CARACTERIZADO pelo fato de que
compreende cultivar a célula hospedeira conforme definida na
reivindicacdo 17 e isolar o complexo de polipeptidio.

19. Método para a producdo de um complexo de poli-
peptidio, conforme definido em qualquer uma das reivindica-
¢6es precedentes, CARACTERIZADO pelo fato de que compreende:

transformar uma célula hospedeira com um vetor ou
vetores que codificam um complexo de ligagdo de polipeptidio
conforme definido em qualquer uma das reivindicagdes 1 a 14;

crescer a célula hospedeira sob condigéés que per-
mitem a expressdo da(s) seqiiéncia(s) de codificagao de o ve-

tor ou vetores; e
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coletar o complexo de ligagdo de polipeptidio da
célula hospedeira.

20. Método para a produgdo do complexo de polipep-
tidio, conforme definido em qualquer uma das reivindicacgdes
1 a 14, CARACTERIZADO pelo fato de que o dominio de ligacgao
VH, dominio de dimerizacdo ou polipeptidios ligantes séo
produzidos por uma via sintética, uma quimica de peptidio ou
conjugacao.

21. Composicdo farmacéutica, CARACTERIZADA pelo
fato de que compreende um complexo de ligagdo de polipepti-
dio produzido conforme qualquer uma das reivindicag¢des 1 a
14.

22. Uso de um complexo de ligacdo de polipeptidio
conforme definido em qualquer uma das reivindicagdes 1 a 14,
CARACTERIZADA pelo fato de ser na preparacdo de um medica-
mento para a profilaxia ou tratamento de doencga.

23. Método para tratar um paciente, CARACTERIZADO

pelo fato de que compreende administrar uma composigdo far-

" macéutica, conforme definida na reivindicacdo 22, a um paci-

ente que necessite de tratamento.

24, Uso de um complexo de polipeptidio, conforme
definido em qualquer uma das reivindicagbées 1 a 14,
CARACTERIZADO pelo fato de ser como diagndéstico, um reagen-
te, uma abzima, um agente inibidor, um reagente citoquimico
ou um agente de imageamento.

25. Uso de um complexo de ligacdo de polipeptidio,
conforme definido em qualquer uma das reivindicagdes 1 a 14,

CARACTERIZADO pelo fato de ser como um intracorpo.



26. Método para tratar um paciente, CARACTERIZADO
pelo fato de que compreende administrar um vetor conforme
definido na reivindicacdo 16 ou uma composicdo farmacéutica
conforme definida na reivindicacédo 21, a um paciente que ne-

cessite de tratamento.
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RESUMO

“MOLECULAS LIGANTES”

A presente invengdo refere-se & fabricagdo de com-
plexos ligantes polipeptideo mono, di e multivalentes, tam-
bém complexos ligantes polipeptideo mono, di ou multi-
especificos e seus usos. A invengdo também refere-se a fa-
bricagdo e uso de um repertério diverso de dominios ligantes
Vhespecificos de antigeno derivados de bibliotecas de mostra
de fago, animais transgénicos ou fontes naturais. Preferi-
velmente os dominios ligantes VH e os dominios de dimeriza-
cdo compreendem seqiiéncias humanas. Os complexos de ligagédo
de polipeptideo compréendem dominios de homo ou hetero-
dimerizacdo com quatro dominios de ligagdo de antigeno ([VH]
fundidos nos termini amino e carboxila dos dominios de dime-
rizacdo preferivelmente usando peptideos ligadores ou de ar-
ticulagdo.Onde os complexos de ligagdo polipeptideo carecem
de fungées efetoras CH2-CH3 eles sdo preferivelmente de me-
nos que 120kDa em tamanho. Rotas de fabricagdo sdo aqui des-

critas.
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