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{57} Resumo:

A INVENCAO PROPORCIONA METODOS PARA PRODUZIR MISTURAS DE ANTICORPOS A
PARTIR DE UM CLONE DE UMA UNICA CELULA HOSPEDEIRA. NESSES METODOS UMA
SEQUENCIA DE ACIDO NUCLEICO QUE CODIFICA UMA CADEIA LEVE E SEQUENCIAS DE ACIDO
NUCLEICO QUE CODIFICAM CADEIAS PESADAS SAQ EXPRESSAS NUMA CELULA HOSPEDEIRA
RECOMBINANTE. 0OS ANTICORPOS NAS MISTURAS DE ACORDO COM A INVENCAO

COMPREENDEM ADEQUADAMENTE CADEIAS LEVES

IDENTICAS EMPARELHADAS COM

CADEIAS PESADAS DIFERENTES CAPAZES DE EMPARELHAR COM A CADEIA LEVE,
FORMANDO DESSE MODO DOMINIOS DE LIGACAO AO ANTIGENIO FUNCIONAIS. TAMBEM SAO
PROPORCIONADAS PELA INVENCAO MISTURAS DE ANTICORPOS. ESSAS MISTURAS PODEM

SER UTILIZADAS EM VARIADOS CAMPQOS.
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RESUMO

" PRODUGAC RECOMBINANTE DE MISTURAS DE ANTICORPOS®

misturas de anticorpos a partir de um clone de uma unica
célula hospedeira. Nesses métodos uma sequéncia de acido
nucleico que codifica uma cadeia leve e sequéncias de acido
nucleico que codificam cadeias pesadas s3o expressas numa

célula hospedeira recombinante. 0Os anticorpos nas misturas

de acordo com a invencdo compreendem adequadamente cadeias

B

as diferentes

)
QL

leves i1dénticas emparelhadas com cadelas pes

4

capazes de emparelhar com a cadeia leve, formando desse

modo dominios de ligacd@c aoc antigénio funcionais. Também

sdo yproporcionadas pela invencido misturas de anticorpos.
Essas misturas podem ser utilizadas em variados campos.
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DESCRICAO

" PRODUGAC RECOMBINANTE DE MISTURAS DE ANTICORPOS®

Campo da invencgdo

A presente invencdc refere-se ao campo da
medicina, mais em particular aoc campo da producdo de anti-

corpos, mals em particular a producdoc de misturas de

®
W
o
jurt
1

COrpos:

Antecedentes da invengéo

A funcdo esgsencial do sistema imunitario é a

defesa contra as infegdes. 0 sgistema imunitdrio humoral

- e . - P [, 1 o~ vy 22 - a~ A PPN - T -
combate moléculas gue reconhece como ndo préprias, tal como
acgentea atogénicos utilizando imunoolobulinas Estas
agentces Patogenicos, uti1d anao nmunegilopulinas. stas

especificamente contra ¢ agente infeciosc, que atua como um

antigénioc, apds o primeirc contacto (Roitt, Essential
Immunology, Blackwell Scientific Publications, fifth

edition, 1984). Os anticorpoes sdo moléculas multivalentes

N

unidas umas as outras com ligagdes persulfureto inter-

C

cadeia. S&c conhecid

o8 varios isotipos de anticorpos,
incluinde IgG,, IgG2, IgG3, IgG4, IgA, IgD, IgE, = IgM. Uma

IgG contém duas cadeizas pesadas e duas cadelas leves. Cada
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constantes de humano {referidas como anticorpos

quiméricos). Subsequentemente, os dominiosg entre as regides

variaveis, as denominadas regides de grelha, oram
substituidas pelas suas equivalentes humanas (referidas

como anticorpos humanizados). O estdgic final neste
processo de humanizacdo foi a producdo de anticorpos

totalmente humanos

)]

Na técnica, também foram descritos anticorpcs

Ty 1 L o e aa N ~3 Fi~ddades da S eracs AT
biespecificos, que possuem especificidades de ligacido para

3
1
@
o
1
=
=
"
N
s
O
')}
6]

dois antigénios diferentes. Estes sdo geralment

para se dirigirem a uma fracdoc terapéutica ou de

diagnéstico, e.g., células T, uma molécula de
desencadeamento ciltotdéxico ou um guelante gue liga um
radionuclideo, que é reconhecido por uma regido variavel do

variavel do anticorpo, e.g., uma célula tumoral (ver para

anticorpos biespecificos Segal et al, 2001).

Merchant et al (Nature Biotechnology, Vol. 16,
No.7 (1998), 677-681) descrevem a producido de uma IgG

biespecifica humana, em que foi utilizada uma cadeia leve

-

simples & foram remcodeladas cadeias pesadas para hetero-

dimerizacdo utilizando ligacdes persulfureto modificadas em

Qn
O
Q
]
=

combinacé a tecnologia "botdo-em~buraco”. Foi

lcancado um rendimento de 95% de heterodimero.

Q
l...

O

-~

Lenz e Weidle (Gene, Vol. 87, Nc.2 (1990), 213-
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218) descrevem um método para produzir anticorpos heterobi
funcicnais, em gue genes clonados que codificam um anti-

corpo de interesse sd&c introduzidos numa linha de células

)

Um métodoe muite util conhecido na técnica pazr

T

obter anticorpos monoclonais totalmente humanos com

(

3 3
i

propriedades de ligacdo desejiveis emprega bibliotecas de

apresentacido em fagos. Esta € uma abordagem in vitre, a

/
o,

ace

C

le DNA recombinante, gue mimetiza carateristicas chave
da resposta imunitaria humoral {(ver para métodos de
apresentacdo em fagos e.g. CF BRarbas III et al, Phage

Display. A& laboratory manual. Cold Spring Harbor Laboratory

Press, Cold Spring Harbor, New York, 2001). Para a

(
O
=
¢
t
—
jo.
o3
O
i
(@
®
o}
}—l
s
}._J
*__l
o
(‘L
®
Q
o
o3
6]
D
&
T
=
0]
{iy
®
3
pars
&)
)
on
O
:f-[ﬂ
=
=
ol
o]
O
n
~
n
o
O

expressas colecdes de genes regido variavel da cadeia
resada e da cadeia leve dos anticorpos monoclonais humanos
na sugperficie de particulas de bacteridfagos, normalimente

v de cadeia simples {scFv) ou em formato Fab. 0Os fagos

que  expressam grandes biblictecas de fragmentos de
: N . : 102 ey
anticorpo contém tipicamente mais do que 10 especifi-~

0
'..{
jo
o
(o
{1
[63]

de anticorpo e podem ser montados a partir de

-
(i
e}
|._J
o)
(L
w
0.

2 imuncglobulina V expressas nos linfécitces B de
individuos imunizados ou ndo imunizados. Alternativamente,
as bibliotecas de apresentacdo em fagos podem ser
construidas a partir de regides variaveis de imunoglcbulina

que foram parcialmente montadas ou rearranjadas in vVitro
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1995b) . Por exemplo, as regides varidveis montadas in vitro

")
@]
o}
o

D

el
O
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D
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B2
i)
In}
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o
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O
I__\
3
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®
o
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Q
Q
3

e, aliato-

icorpo. A informacdo genética gue codifica os anticorpos
identificados por apresentacgic em fagos, pode ser utilizada
para clonar os anticorpos num formatc desejado, e.g. IgG,
IgA ou IgM, para produzir © anticorpo com métodos do DNA

recombinante (Roel et al, 2000). Um método alternativo para
proporcionar anticorpos fLotalmente humanos utiliza

murganhos transgénicos que compreendem material genético

que codifica um repertério de  imur

o
(9]
s
[®)
—
@)
o
s
i
=
D
2
[
ot
5
o))
3
8}

(Fishwild et al, 1996; Mendez ef al, 1997). Esses murganhos

podem ser imunizados com um antigénio alvo, e a resposta

imunitéria resultante 1réd produzivr anticorpos totalmente
humanos. As sequéncias destes anticorpes podem  ser
utilizadas em métodos de producdo recombinante.

o
®
0
O
Q.
l__l
[,
'_.1
Q
Q
=
o))
6}
@]
8]
Q.
(1
I._l
o))
6}
]

e L dos anticorpos nas c¢élulas hospedeiras (ver e.g.

EP0120694; EP0314161; EP0481790; patente US 4,816,567; WO

o a ser

an

Até 2 data, muitas doencas diferentes est

tratadas com anticorpos monoclonais humanizados ou
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totalmente humanos. 0s produtos com base em anticorpos

11+
111
uc

-

1

(W)
|._J -
634
(@]

monoclonals gque estdo atualmente aprovados para

vA:1ok:

em humanos incluem Herceptin™ (anti-Her2/Neu), Reopro™

-

(anti-recetor da Glicoproteina IIB/ IIIA), Mylotarg™ (anti-
(Rituximab, anti- CD20), Simulect™ (anti-

CDz5), Remicade™ (anti-TNF), Synagis™ ({(anti-RSV), Zenapax™

e para melhoramentc consideravel dos produtos de anticorpo

existentes. A utilizacdo de anticorpos monoclonais no
tratamentoe do cancro demonstrou gue as denominadas “vari-
antes tumorais de perda de antigénio”™ podem surgir, tor-

nando o tratamento com o anticorpo monoclonal menos eficaz.

O tratamento com o anticorpo monoclonal de grande sucesso
A

Rituximab (anti-CD20) tem demonstrado or exemplo, que
4

podem ocorrer variantes de escape de perda de antigénio,

foi aumentada através da sua fusdo com compostos tdéxicos,
tais COmo radionuclideos, toxinas, citocinas, e

semelhantes. Todavia, cada uma destas abordagens tem as

Para além disso, parece que o ganho em egpeci-

ficidade dos anticoz

[
o]
O
6]
=
O
]
O
@]
F

@]
o)
[$)}
} J
n

comparada com
anticorpos policlonais indefinidos tradicionais, sucede a
custa da perda de eficédcia. In wvivo, as respostas de

anticorpo sdo policlonais na natureza, i.e. é produzida uma

iy
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mistura de anticorpos porgue varias células B respondem ao
ntigénio, resultando em varias especificidades gque estédoc
presentes na mistura de anticorpo policlonais. 0Os
ticorpos policlonais também podem ser utilizados para

aplicag¢bes terapéuticas, e.g. para vacinacdo passiva ou

para imuncterapia ativa, e presentemente sdc normalmente
derivados de soros misturados de animais imunizados ou de

humanos que recuperaram desta doenca. O sorce misturado

[OF

ourificado na fracdo proteica ou de globulina gama, assim
denominada porgue contém predominantement moléculas de

IgG. ©Os anticorpos policlonais que s&c presentemente

utilizados para tratamento incluem anticorpos policlonaic
anti-rhesus, gamaglobulina para imunizacéo passiva,

AY

policlonal antiveneno de c¢obra (CroFab), Thymeoglobulin™

para rejeicdoc de aloenxerto, anti-digoxina para neutralizar

raiva. Em anticorpos terapéuticos presentemente no mercado,

comparada com 08 anticoxr

o]
[®)
O]
(
3
@]
9]
,_ -
O
o3}
,__v
O]
T
Q
o)
[N
[0}
142
(1
0]
3
@
o]
]
—
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o
0O,
o3

no tratamento de rejeicdo aguda do transglante com

anticorpos anti-células T. Os anticorpos monoclonais no

mercado {(anti-CD25 basiliximab) sd0 menos eficazes do que

um anticorpo policional

Q,
v
0
O
®
l__]
o
O
0
@]
i
.
-
&3]
T
}._J
3
O
@]
|,.J
¢t
O
0]

rados, contudo, comporta potencialmente ¢ risco de infecdes

com virus, tais como HIV ou hepatite, com toxinas tais como
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além disso, o fornecimento gque estéd disponivel é limitado,

e insuficiente para tratamentos humanos generalizados. 0s

uma forte resposta imunitdria do sistema imunitédrioc humano

(/)
D
n
¢t
e
[$)]
l
oy
O
6]
!
(@)
4
|__|

contra egses anticorpo
policlonais ndc sdc adequados para tratamento repetide, ou
para o© tratamentc de individuos que foram 1injetados

previamente com outras preparacdes de soro da mesma espécie

A técnica descreve a ideia da criacdo de animaigs

com um repertdério de imunoglobulina humana, ue pode ser
utilizado subsegquentemente para imunizacido com um antigénio

para obter anticorpos policlonais contra este antigénioco a
partir de animais transgénicos (WO 01/19394). Contudo,

rio ultrapassar muitos obstaculos tecno-

Q.:\

ainda & necess:

demoraréd anos de desenvolvimento antes de esses sistemas

poderem proporcicn

o]
c
O
=
O
U
)
o
ot
'._1
Q
O
=

e}
]
0

T
O
'_l
I_.!
@]
|.__.l
O
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j¢3)
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O
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o
=
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seguro e congistente em quantidades suficientes. Para além

o
w
Q]
O
-

0os anticorpos produzidos a partir dos soros mistu-

=
o))
(O
O
n
£

uer sejam de origem humana ou animal, compreenderio
sempre uma quantidade elevada de especificidades nédo rela-
cionadas e 1ndesejavels, cComo apenas uma peguena percen-
tagem dos anticorpos presentes num dade scoro serdo diri-

gidas contra o antigénio utilizado para imunizacdo. B, por
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exemplo, conhecido que em animais normais, i.e. nao
transgénicos, cerca de 1-10% da fracdo de imuncglobulina em
circulacgdo estd dirigida contra o antigénio utilizado para

hiper-imunizacido, e consequentemente a vasta maloria das

biklioctecas de  anticorpos policicnais (WO 85/204

policlonal de fragmentos de anticorpoe Fab ¢é expressa
utilizando um vetor de apresentacdo em fagos, e selecioconada

para reatividade para um antigénio. As combinacdes de genes
da regido varidvel da cadeia pesada e leve selecionadas sédo
transferidas em massa, como pares ligados, a um vetor de
expressdo eucariota que proporciona genes de regido
constante, para obter uma sub-biblioteca de anticorpos

policlonais intactos. Apds transfecdo desta sub-biblioteca

anticorpos monoclonais que podem ser misturados para obter
uma mistura de anticorgos policiconais. Embora em teoria
fosszse possivel obter anticorpos policionais diretamente a

partir de wum processc de producdo recombinante simples

utilizando este método através da culiltura de uma pop

o
o
}—

ilacao
mista de células transfetadas, ocorreriam problemas
opulacdo mista de
células, e conseguentemente a consisténcia da mistura de
anticorpos policlonais produzida. © controlo de uma
populacdo total de células diferentes num processo de larga

“_J

escala farmaceuticamente aceitédvel (i.e. industrial), & uma
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policliconalis mais ou mencs constante. Assim, embora a
necessidade de misturas de anticorpos possa  ter sido

reconhecida na técnica, ndo existem solugdes aceitéveis

rara produzir misturas de anticorpos economicamente de um

modo farmaceuticamente aceitédvel. E o objetivo da presente
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roduzir uma

Breve descricg8o das figuras

Fig. 1 Representacdo esguematica de um anticorpo.

o emparelhadas através

o

As cadeias pesada e leve s
de ligacgdes persulfureto intercadeia {(linhas
pronteadas). A cadeia pesada pode ser do isotipo

-

o, Y, MK, O ou €. A cadeia leve & A ou kK. E
t

Fig. 2 Representacdo esquematica de um anticorpo

monoclonal biespecifico. Um anticorpo Dbiespe-
cifico contém dols dominios funcicnais diferentes

Alinhamento de seqguéncias de V, e Vy de
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Fig. 6. Representacdo esguematica de uma forma de
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invencdo (ver e.g. Exemplos 9). (1) Introducido de
sequéncias de acido nucleico gue codificam uma

cadeia leve e trés cadeilas pesadas diferentes

para produzir anticorpos funcionais nas células

hospedeiras; (2) selecdc de clones estéaveis; (3)
0s clones podem ser rastreados para e.g. niveis
de expressdo, ligacdo: (4) expandir clones; (5)
producido de misturas de anticorpos funcionais.
Alguns cu  todos 0S8  passos 2-5 podem ser
realizados simultaneamente ou numa oraem
diferente,

Fig. 7. Sequéncia de Vg e Vy de fagos dirigidos

contra CD2Z2 {(clone B28), CD72 (clone I1-2) e HLA-

NOs. 1i, 13 e 15, respetivamente, embora as

17, embora a seguéncia de aminocacidos seja SEQ
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Fig. 9. I com uma cadeia
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leve sgimples (indicada por uma barra de listas
horizontais). O método da invencdc ird produzir
uma mistura de formas em gue as cadeias pesadas
diferentes podem ser emparelhadas, e apenas a

forma mais simples & apresentada nesta

representacdo  esguemidtica. Uma cadeia J &

apresentada para unir os dois mondmeros.

Fig. 10. IgM pentamérica multiespecifica com uma

rroduzir uma mistura de muitas formas diferentes

®
=
¢}
%))
In]
0]
[__
o
s}
(@)
\1)
4]
(
Q)
ie
D
3
Q
n
ol
th
@)
]
W
=
W
}.‘I
&)
[&)]
P..I
=
o)
}._
0]
n

com uma unica cadeia leve, e todas as 5 cadeias
pesadas diferentes sdo incorporadas no pentamero

e emparelhadas com a mesma cadela pesada, &

ser formados por incorporacdo de menos do que 5
cadeias pesadas diferentes. Especialmente guando

a cadeia J nido ¢ expressa, Ctambém podem ser

Fig. 11. Expressio de uma mistura de isotipos de
IgG humanos consistindo de uma cadeia leve comum,
mas com especificidades de ligacd8o diferentes

numa célula simples para evitar a formacdo de
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IgG; é indicado com o Fc

Fig. 12. Seqgquéncias de DNA e de proteina de
dominios wvaridveis de cadeilas pesada e leve de

2-237 IgG.

sequéncias variaveis das

3
Ao a
A

K53,

02-237 e JBS54., As

regides CDR1, CDR2 e CDR3 esgtédc indicadas a
negrito.

Fig. 14 Anadlise BIACORE de Kb3 e 02z- 237. A CD4o¢
humana purificada por afinidade a partir de

(HY ou 0 (I) nM 02-2327 ou k53 purificada a partir
de linhas celulares derivadas de PER.C6TM
estidveis para a CD46 foi monitorizada uti

BIACORE 3000 a 37 °C.
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Fig. 15 Ligacédc de K53 e 02-237 a células LS174T.

(x) e o controlo negativo GBSIII (0) conjugado
com biotina foram incubados com células LSI47T
pré-incubadas com sorc humanco normal para blo-
quear a interacdo do recetor Fcy. A ligacdo {(MFI,
ordenada) foi determinada por FACS apds incubacédo

com ficoeritrina conjiugada com estreptavidina.

4
i
~
4
[}

Fig. 16. Anadlise de 3DS-PAGE de fracdes

2
o

purificadas. Foram analisadas 3 mg de IgG

purificada num gel Nupage ndo reduzido (A) e
reduzide {(B) a 4-20% (Novex) de acocrdo com as
recomendacdes do fabricante. As proteinas foram

visualizadas através de coloracédo com azul

P

coleidal (Novex cat. No LC6025) de acorde com as

clone é indicada no topo do SDS-PAGE. Cada gel
contém um controio, que & 02-237 ou K53 purifi-

cadco. NR, Ndo-reduzido; R, reduzido.
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visualizadas por coloragdo com azul coloidal

(Novex, cat. No LC6025) de acordo com as
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- <, 2 o — . 3 - R ] 3 ~ 1 - - A
clone & indicada no topo da IEF. Cada gel contém
um controlo, consistindo numa mistura de 1:1:1 de
02-237, K53 e URSH4.

Fig.

IEF das misturas poli-
361 e 402 em comparacdo
simples. Foram analisados

10 mg de IgG purificada num gel Isogel 3-10 (BMA)
de acordo com as recomendacdes do fabricante. AS
proteinas foram visualizadas por coloracido com
azul coloidal (Novex, cat. No LC6025) de acordo

Cromatogramas

de massa d

fabricante. A identidade

IEF.

G

4 e L1-237 na fracdo
lado direito de cada

cromatograma de massa, € apresentado o padrido
isotdépico do péptido. O 1do duplamente carregado
a m/z 1058,98 (Pm 2115,96 Da) resulta do péptido
H11-K53. 0 ido duplamente carregado a m/z 1029, 96
(Pm 2057,92 Da) resulta do péptido H11-02-237. O

2307,09 Da) resulta do
duplamente carregado a

Da} resulta

duplamente
resulta do

Da) péptido

gado a m/z 770,03 (Pm
péptido HY9-URBS54. I ié&o
m/z 1291,08 {Pm 2580,16

m/z 1278,11 (Pm 2554,22
L1-02- 237. A IgG puri-
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ficada foi dissolvida num RapiGestT™™ (Waters) a
0,1% em NHpHCOs; a 50 mM. As ligacdes persulfursto
foram reduzidas utilizando DIT a 1 M (1, 4-ditio-
DL-treitol) seguido por incubacido a
durante 30 minutos. Depois, para alguilacido de

todos o©os grupos sulfidrilo, foi adicionado iodo-
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ratura ambiente durante 45 minutos as escuras. A

alguilacdc fol parada pela adicidc de DIT a 1 M. O

Finalmente, os anticorpos foram digeridos durante

a noite a 37 °C através da adicdo de uma solucdo

de tripsina preparada de fresco em NHHCO; a 25
mM., A mistura de péptidos fol analisada por LC-

MS. O sistema LC consistiu numa coluna Vydac de

fase reversa Cl8, que foi eluida através da

i/

aplicacdo de um gradiente de solvente A (5/95/1

trilo, A&gua, acido acético glacial v/v/v)

[

ceton

p)

e solvente B (90/10/1 acetonitrilec, agua, &acido
acético glacial v/v/v). Uma LC foil acoplada em
iinha com um espectrdémetrc de massa Q-TOF2
(Micromass}, equipadce com uma fonte de electroas-
persdo operado a 3 kV. Os espetros de massa foram

registados num modo de ido positive desde m/z 50

até 1500 numa voltagem em cone de 35 V. A
resclucdo instrumental de >10, 000 permitiu uma

determinacdc sem ambiguidade da carga, € por isso

Ses era até pelo menos

a2 massa da maloria dos

)
0]

ste modo, todos os péptidos foram iden-
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P—“n

cados

o
D

sequéncia de
mada por
modo de

MS /MS id0c pos

artir de m/z 50-2000 com energia de colisdo
entre 20 e 35 eVolts.
Fig. 20. Anédlise de BIACORE do policlonal 280.

Ch46 humana purificada por afinidade

acoplada (640
-14). A ligacédo de

monitorizada

°C.

(o8
O
O
[8)]

37

-

Fig. 21. Anédlise de IEF de sub-clones dos clones
poly 1-241, poly 1-280 e poly 1-402 produzindo
uma mistura de anticorpos.

{(comc na Fig.

pendentes derivados de poly 1-241 pozx
diluicdoc limitante. A pist 6 contém IgG
isolada do clone parental poly 1-28 {como
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tivamente, contém IgG isolada de

clones independentes derivados de poly

por diluicdo

T
b
n
ot
83}
n
[
®

um marcader de pl. A pista 2 contém IgC
isolada do clone parental poli 1-402Z {(como

independentes derivados

diluicdce limitante. A

UBS54) .

Fig. 22. \ndalise de FAC de misturas de
anticorpos produzidas a partir de sub-clones de

controic negativo

andlise de FACS, e a intensidade fluorescente

o))

. o

o))

média (MFI) é& apresentada par

parentais e trés sub-clones

¢
Q
Q.
j§3}
C
[05]
o))

anticorpos de controlo GBS-III
anti-CD72 (02-004; controlo

anticorpos simples UBSHE, (02-237 e K53
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Num aspeto a presente invencao proporciona um
método para identificar pelo menos um clone de célula
hospedeira gue produz uma mistura de anticorpos, em que a

do de

8]

referida mistura de anticorpos possul um efeito dese]

acordo com um ensaioc funcional, compreendendo o método os

Lassos ce:

(i) proporcionar uma célula hospedeira com uma

7

segquéncia de Acido nucleico que codifica uma

bt

i
-4y
"

cadeia leve e sequéncias de &cido nucleico que

codificam duas cadeias pesadas diferentes, em que

emparelhar uma com a outra;

(ii) cultivar pelc mencs um clone da vreferida

célula hospedeira em condigdes onducentes a
expressido das vrveferidas seqguéncias de Acido

nucleico;

{(iii} rastreio do referido, pelo menos um clone

0,
W
0
(D
I.__.l

ula hospedeira, para a produgido de uma
mistura de anticorpcs que poessuem o efeito

desejado através de um ensaio funcional; e

uma mistura de anticorpos que

desejado.

Um outro aspeto da invencdc ¢ a eliminacdo d

o))

producgdo de emparelhamento potencialmente ndo funcional das

o]
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1

cadeias leve-pesada utilizando combinacdes pré-selecionadas

™
[N

de cadeias pesadas e leves.

possuem a mesma cadela leve mas diferentes cadeias pesadas,
contra o mesmc alve ou alves diferentes, em gque um alvo

pode ser um antigénio completo ou um seu epitopo. Esses

anticorpo obtidos por apresentacido de fagoe pode ser clonado
nos vetores para o formato desejado, e.g. IgG, IgadA ou Igl,
e as sequéncias de 4acido nucleico gue codificam estes
formatos podem ser utilizados para transfetar células
hospedeiras. Numa abordagem, as cadeias H e L podem ser

codificadas por diferentes construcdes gue, apds transfecdo

para uma célula na gual elas s8o expressas, dido origem a

moléculas de Ig intactas. Quando sdo transfetadas diferen-
tes construcdes de cadeia H pars ma célula com uma

anticorpos biespecificos, este método irad resultar apenas

em regides de ligacdo funcionais. Seria particularmente

util guando ¢

hospedeiro, e.g. uma linha celular simples, é

capaz de expressar nivels aceitédveis de anticorpos recom-
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binantes, sem a necessidade de primeiro amplificar na
referida c¢élula as sequéncias de 4acido nucleico que
codificam og anticorpos. A vantagem € que é esperado que as

linhas celulares com apenas um numero de codpias limitado

destas cdépias. Uma linha celular adeguada para utilizacédo

uma mistura de anticorpos com esgpecificidades definidas a
partir de wum clone de célula Unica de um modo seguro,

controlado, e consistente.

A invencdo proporciona um método de producdo de

uma mistura de anticorpos, compreend

D
0}
=
2
D
3
(o
o]
@)
T
o
9]
{iy
o]
joF
o}
v

(i) cultivar um clone de célula hospedeira
identificade por um métodc de accrdo com a

- = nAS A8 N AvrrocaS;
invengdt £em Ccondigoes Jue cconduzem 4ad expressads

dos &cidos nucleic que codificam a cadeia leve

e as duas cadelias pesadas diferentes.

Num  aspeto preferido, a c¢élula hospedeira
recombinante compreende uma sequéncia de acido nucleico gue

codifica uma cadeia leve comum que & capaz de emparelhar
com  as referidas pelo menos trés cadeias pesadas

diferentes, de modo

[9))

gue ©s anticorpos produzidos
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ensaio funcional, para a mistura de anticorpocs mais
potente. A invencido proporciona deste modo um método para
identificar pelc menos um clone de célula hospedeira gue
produz uma mistura de anticorpos, em que a referida mistura
de anticorpos possui um efeito desejado de acordo com um

ensaio funcional, compreendendo o método os passos de: (i)

proporcionar uma célula hospedeira com uma seguéncia de

capazes de emparelhar uma com a outra; (iil) cultivar pelo
menos um clone da referida célula hospedeira em condigdes

. . . . ..
que conduzem a expressdo das referidas sequéncias de acido

-

nucleico; (iii) rastrear o referido pelo menos um clone da

célula hospedeira para produgdo de uma mistura de

produz uma mistura de anticorpos possuindo o efeito
desejado. Este método de acordo com a invencdo pode ser
realizado utilizandc processos de elevado rendimento, se

desejadc. 0Os clones identificados pelo método podem ser

A invencédo proporciona ainda um animal

nsgéni

t
0y
¢t

transgénico nidc humanc animal ou uma plan T

%))
to]

0

a

compreendendo uma sequéncia de acido nucleico recombinante
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de emparelhar com a referida cadeia leve comum, em gue as

controlo de um promotor especifico para o tecido.

A invencdc proporciona ainda composicdes farma-
céuticas compreendendo uma mistura de anticorpos produzidos

de forma recombinante de acordo com a invencdo e um velculo

adeguado.
A invencdc proporciona ainda misturas de anti-

corpos de acordo com a invencdo para utilizacdo no trata-

mento ou

diag no.> ico e para a preparagdo de um medicamento

para utilizacdo no tratamento ou diagndsticoe de uma deoencga
ou distirbio num individuo humano ou animal

A invencdo proporciona ainda um método de acordo

com a invencdo para produzir uma mistura de anticorpos

H

compreendendo diferentes isctipos de um clone de uma Unica

célula hospedeirs

=
-
3
A

4
©
=
()
Q5
O
—
e
[

roporciona ainda um método de acordo

com a invencdo para identificar uma mistura de anticorpos

Lo

Q

possuindo um efeito desejado num ensaio funcion
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Descrig8o detalhada da invengdo

0 termo Tanticorpo®, COmo aqui utilizado
significa um polipéptido contendo um ou mais dominios gue
ligam um epitopo num antigénio, em gue es5ses dominios séo
derivados de ou possuem identidade de sequéncia com a

regido variéavel de um anticorpo. A estrutura de um

anticorpos de comprimento total, fragmentos de anticorpo,
anticorpos biespecificos, imunoconjugados, e semelhantes.

Um anticorpo de acordo com a invencgdo pode ser o isotipo

lhantes. Anticorpos de acordo com a invencido podem ser de

qualguer origem, incluindo murino, de mais do que uma

-

origem, i.e. anticorpos gquiméricos, humanizados, ou tota

mente humanos. 0s imunoconijugados compreendem dominios de

toxina, um marcador radicativo, uma enzima, € semelhantes.

Um "dominio de ligacdo aoc antigénio” compreends

ravés da expressdo de ambas uma cadeia pesada
e uma leve numa célula hospedeira. De um modo semelhante,
através da expressic de duas cadeias com as suas respetivas

cadeias leves (ou uma cadeia leve comum), em qgue cada
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cadeisz cesada/cadeila leve possul a sua propria

compreendem combinacbes de cadeias pesada-leve néao

Uma "cadeia leve comum”™ de acordo com a invencdo
refere-se a cadeias leves que podem ser idénticas ou pos-
suem diferencas nas sequéncias de aminocacidos. As referidas
cadeias leves podem compreender mutac

egpecificidade do anticorpo quando

cadela ©pesada, sem se afastar do

invencdo. E por exemplo possivel,
definicdo das cadeias leves comuns

contribuem, ou contribuem apenas parcialmente para a

especificidade de ligagdc guando emparelhs

pesada, e semelhantes. E um aspeto da presente invencao

utilizar como cadeia leve comum uma cadeia leve idéntica

para combinar com cadeias pesadas diferentes para formar

A utilizacdo de uma cadeia leve comum evita a formacdo de

heterodimeros em gue o emparelhamento das cadelias leves e

ntigénio gue néao

i

]

pesadas resulta em dominios de ligac&o ao

[$))
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sdo funcionaisg, por outras palavras gue ndo sido capazes de

, P ‘.

nic ou antigénios alvo. A utilizacido de

'._J
[0S

se ligar ao antigé

uma cadeia leve comum € duas cadeias pesadas fol proposta
por (Merchant et al, 1998; WO 98/50431) para um objetivo
diferente, viz. para aumentar a formacdoc de anticorpos
biespecificos funcionais a custa da complexidade da mistura
de anticorpos. Estas publicacgdes ensinam um método para
produzir preferencialmente um anticorpo  Dbiespecifico
definido e desejade, minimizando desse modo a complexidade
da mistura produzida. Assim, Merchant ensina especifi-

camente a prevenir a produgdo de anticorpos monoespe-

anticorpos complexa de uma célula hospedeira recombinante

vesadas diferentes que g&0 capazes de emparelhar com a

"Cadelas pesadas diferentes”™ de acordo com a

invencdo podem diferir na regido variavel e possuem a mesma

0
| —
[8)]
et
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a mesma regido
variavel e diferem na regifo constante, e.g. podem ser de

um isotipo diferente. A utilizacdo de uma mistura de

anticorpos possuindo diferentes regides constantes, tais
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como a porcdo Fc, pode ser vantajosa se diferentes bracos

in

Q.
e}

do sistema 1munitério forem mobilizados no tratamento

também sSerd clarc dentro do contexto, tantoc as regides

Uma "mistura de anticorpos” de acordo com &

invencé&o compreende pelo menos dois anticorpos nédo

idénticos, mas pode compreender 3 anticorpos diferentes, e

mistura de anticorpo oligoclonal em relacido a complexidade
e ao numero de moléculas de ligacdo ao antigénio funcional.

normalmente ir&doc compreender anticorpos biespecificos. Se
desejado, a formacdo de anticorpos monoespecificos na

mistura pode ser favorecida em relacdc a formacdo de

- o £ - . - - - o 3 -
anticorpos biespecificos. Quan sdo expressas n cadeilas
pesadas e uma cadeia leve comum de acordo com a invencao

numa célula hospedeira a niveis idguais, a percentagem
tedrica de anticorpos biesgpecificos produzidos pelo método
de acordo com a invencdo & (1- 1/n) *100%. O nGmero total

de anticcorpos diferentes na mistura produzida pelo método
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diferentes pode conduzir a valores desviantes dos valores

também

em comparacdo com oS valores tedricos,
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se ndc todas as cadeias pesadas emparelham com igual
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presadas, e.g. através da introducido de superficies de

seleciconadas, para promover o emparelhamento de homodimeros
em relacdo ac emparelhamento de heterodimercs, contraria-
mente ao que fol proposto por Merchant, supra. As cadeilas

presadas também podem ser selecionadas de modo a minimizar a

desta forma de realizacdo envolve cadeias pesadas de dois
agGy, IgG3, IgA). Quando

sadas de diferentes 1isotipos na
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reduzida, possivelmente para nivelis muito baixos ou mesmo
indetetéveis. Assim, gquando o0s anticorpos biespecificos sédo
menos deseijaveis, €& possivel produzir uma mistura de

anticorpos de acordo com a 1nvengao, em Jque uma sequéncia

0]
b
T
I
o
)
&)
)
n
]
o
=
-y
O
0
T
®
2
®
I..J
N
o)
=
0]
0
O
2,
o
I_.4 -
]
Q)
-]
purt
D
o

em qgue as
referidas cadeias pesadas diferem ainda nas suas regides

. e . . . .
fantes suficientemente para reduzlr ou prevenlr o

on
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emparelhamento entre as cadelias pesadas diferentes. As
misturas de anticorpos de acorde com a invencgdo podem ser
produzidas a partir de um clone que fol derivade de uma

o de

an

unica célula hospedeira, 1.e. a partir de uma populac
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virus, tais como  adenovirus, e.g. o promotor ELA,

promotores derivados de citomegalovirus {(CMV), tais como ©
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promotor precoce imediato (IE) de CM
hantes. Os promotores

adeguados podem tamcém ser derivados de células eucarid-
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motor do fator do alcngamente la ({(Ef-la), promotor da

actina, um promotor da imunogliobulina, promotcres de chogue

térmico, e semelhantes. Qualguer promotor ou estimula-

interesse na célula hospedeira é adeguado na invencdo. Em
uma forma de realizacdo a sequéncia capaz de conduzir a

preferencialmente a regido compreendendo os nucledtid
735 a +95 do estimulador/promotor do gene precoce imediato
de CMV. O esgpecialista na técnica compreenderd gue a

niveis de expressdo. A producgido de proteina em células

11184~ 8; Bendig, 1988. A cultura de uma célula é ef
para permitir-lhe metabolizar, e/ou crescer e/ou dividir

e/ou produzir ©proteinas recombinantes de interesse de
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sto pode ser conseguido por métodos bem conhe-
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cidos das vessocas egpecialistas na técnica, e inclui mas

conhecidos na técnica para otimizar os rendimentos de

utilizando sistemas descontinuos, descontinuos com alimen-

£ b
~ 1
- A,

recombinantes de interesse através da cultura de células, é

cultivadas na auséncia de soro derivado de animal ou humano
ou componentes do soro animal ou humano. Esta purificacdoc &
mais facil e a seguranca € melhorada devido a auséncia de

- - 4 - a S 1 Ty I v 4 v 3~ S 1 R deaa s
proteinas animais ou humanas derivadas do meio de cultura,

embora o sistema seja também muito fidvel, com meio sinté-
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celi), Entercbacter, Salmonella, Bacillus, Pseudomonas,

Streptomyces, leveduras tais como S. cerevisiae, K. lactis,

k)

P. pastoris, Candida, ou Yarrowia, fungos filamentosocs tais

como Neurospora, Aspergillus oryzae, Aspergillus nidulans e

-

Aspergillus niger, células de inseto tais como células de

<

-

Spodoptera frugiperda S¥-9 ocu SF-21, células de mamifero
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células BHEK, células de murganho incluinde células SP2/0 e

células de mieloma NS5-0, células de primata talis como célu-

vantajosamente ser utilizada para obter anticorpos com um
padrido de glicosilacdo completamente humano. As condic¢des

recombinante podem diferem de alguma forma, e a otimizacgdo

do processo € normalmen realizada para aumentar o0s
rendimentos do produto e/ou crescimento das células no que

o

a produtividade das culturas de células de mamifero pode
ger encontrada in Mammalian Cell Riotechnology: a Practical
Apprcach (M. Butler, ed., IRL Press, 1981). A expressio de

anticorpos em células hospedeiras recombinantes foi

EP0314161l; EP0O481790; EP0523949; patente U3 4816567; WO

00/63403). As moléculas de &acido nucleico que codificam as
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Os anticorpos sado expressos nas céluias de acordo
com a 1invencgdoc, e podem ser vrecuperados de células ou
preferenciaimente a partir do meio de cultura de células,
por métodos geralmente conhecidos das pessoas especialistas

na técnica. Estes métodos podem incluir precipitacéo,

centrifugacdo, filtracdo, cromatografia de exclusdoc de
tamanho, cromatografia de afinidade, cromatografia de troca
catidnica e/ou anidnica, cromatografia de interacdoc hidro-

o dend léculas Ty Ty 4 o = \ ~N11 PR AN ~ -
preendendo moléculas 1IgG, proteina A ou proteina G a

cromatografia de afinidade podem ser de forma adeguada

=

utilizadas (ver e.g. patentes US 4 801 687 e 5 151 504;.

ferentes especificidades e/ou afinidades. A

anticorpo. A afinidade ¢ uma medida para a forca de ligacgéo
a um antigénio ou epitopo particular. A 1i
é definida como a ligacdo com uma afinidade (Ka) de pe

mencs 5*¥10E4 litro/mole, mai
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mais preferencialmente mais do gue 5*10E6, ainda mais

preferencialmente 5*10E7, ou mais. Tipicamente, os anti-
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corpos monoclonais odem ter afinidades aue vdo até 10E1LOQ
] ]

O

litros por mole, ou ainda maiores.

produzida de acordo com a presente invencdo pode conter
prelo menos dcis anticorpos que se ligam a diferentes
epitopes na mesma molécula de antigénic e/ou pode conter
pelo menos dois anticorpos dque se ligam a diferentes

moléculas de antigénio presentes em uma mistura compre-

purificados tais como toxinasg, componentes de
membrana e proteinas, as proteinas do envelope viral, ou
ula doente, uma
mistura de células, um tecido ou mistura de tecidos, um
tumor, um 6rgdo, um individuo completo humano ou animal, um
funge ou levedura, uma bactéria ou cultura bacteriana, um

virus ou stock de virus, combinacdes destas, e semelhantes.

Ao contrario dos anticorpos monoclonais que sdo capazes de

\;L

ligar um apenas um Gnico antigénio ou epitopo, a mistura de
- ks pe] n n

anticorpos de acordoe com a presente invencdo pode deste

modo ter muitas das vantagens de uma mistura de anticorpo

elevado nivel de expregsidce da imuncglcbulina humana, 1i.e.

pelo menos 1 pg/célula/dia, preferencialmente pelo menos
10 pg/célula/dia e ainda ma preferencialmente pelo menos

20 pg/célula/dia ou mais sem a necessidade de amplificacio

das moléculas de &dcido nucleicce gue codificam as cadeilas
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PER.CO6™ foi caracterizada para crescimento em biorreactor,

em que pode crescer a densidades wmuito elevadas. A

(EaN

outro aspeto da invencido para proporcionar uma
mistura de anticorpos compreendendo uma cadeia leve comum €
deis cadeias pesadas diferentes com uma regidc variavel

diferente, em que as duas cadelas pesadas diferentes sé&o

regides constantes de modo suficientemente de modo qgue a

quantidade de anticorpos Dbiespecificos & diminuida em
comparacao com a percentagem tedrica de anticorpos

. - - s - £ . Ny A v . L ~ -
de uma mistura de anticorpos gue € obtenivel através de um

anticorpos policlonais que sdo normalmente mais eficazes do

misturas podem ser preparadas contra uma variedade de

Al

E outro aspete da presente invencdc proporcioconar

uma composicdo farmacéutica compreendendo uma mistura
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recombinantemente b>duzida de anticorpos de acordo com a
invencdo, em gue duas difersentes equéncias de cadeia

pesada estdo representadas na mistura de anticorpos

revela misturas de anticorpos Uteis para o diagnéstico ou
tratamento em varios campos. As composicdes de acorde com a
invencido compreendem misturas de duas cadeias pesadas
diferentes emparelhadas com cadeias leves na forma de
anticorpos. Preferencialmente, as cadeias leves dos

anticorpos nas referidas misturas possuem uma cadela leve

”

comum., As misturas odem compreenc ler anticorpos

.

biespecificos. As misturas podem ser produzidas a partir de

- . . A 3 - 3 - P | -~ p
misturas podem ser obtidas por métodos de acordo com a

o — 22 - o~ « o s 3 N o~ Z, 3 BN
invencido, ou ser produzidas por células hospedeiras de

acordo com a invencdo. A mistura for oOtima para certos
propdsitos pode ser determinada, empiricamente, através de

através de métodos proporcicnades pela presente invencio.
Estas composicdes de acordo com a invenciao podem ter varias

das vantagens de uma mistura de anticorpos policlonais, sem

3
adc

EAJ

S com

|._J -

as desvantagens normalmente inerentemente assoc

misturas de anticorpos policlonais, devido a forma como séo

3 y s o &4 4z . 2 B o ;
rroauzidas. o alem disso esperado que a mistura ae

anticorpos seja mais eficaz do gue oS anticorpos

5

deste modo,
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Ser menor para as
misturas de anticorpos de acordo com a invencdo do que para

anticorpos moncoclonais.

T ~ ek TN P 3 T IO A N2 N 17
Foi descrito, por exemplc, gue embora nenhum

A a

corpo monoclonal Gnico para a neurotoxina de botulinum

¢t
I_.I

av
il

{(BoNT/A)} neutralizasse significativamente a toxina, uma

K

}_.I

combinacdo destes trés anticorpos monoclonais (anticorpo

oligoclonal) neutralizou em 50% 450 000 doses letais de

BoNT/A, uma poténcia 90 vezes maior do que a da glocbulina
hiperimunitdria humana (Nowakowski et a&l, 2002). Este
resultado demonstra que as misturas de anticorpos
oligoclonais compreendendo apenas 2 a 3 diferentes

vada.
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Além disso as hipdteses de uma mistura da
7 -

invencdo perder a sua tividade devido a perda do alvo ou
a4 4 ~ J UL, - = PR W puy
ep1topo e recuziacea, em caracao com @] alltiCoxpyo

monoclonal Gnica. Em particular, as formas de realizacdo 2,

ou 3, dos anticorpos presentes numa mistura de acordc com &

diferentes especificidades podem ser dirigidas para
diferentes epitopos no mesmo antigénio e/ou podem ser
dirigidas para diferentes antigénios presentes numa mistura
compreendaendce o antigénio. Uma compoesicido de acorde com a

nvencdo a segulr pode também compreender 2, ou 3

nticorpos possuindo diferentes afinidades para o© mesmo

Q

|-

epitopo. Anticorpos com diferentes afinidades para © mesmo

epitopo podem, por exemplo, ser produzidas por métodos de
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1

maturacdo de afinidade, conhecidos da pessoa especialista
na técnica. Numa forma de realizacdo particularmente

preferida, a composicdo de acorde com a invencdo tem um
o}

3

efeito de cada ar

ticorpo
monoespecifico individual presente na referida composicdo.
O referido efeito pode ser medido num ensaio funcional. Um
ensaio funcional” de acordo com a presente invencido & um
ensaic que pode ser utilizado para determinar um ou mais
pardmetros desejados do anticorpoc ou a mistura de

anticorpos sujeita as condicgdes ensaio. Ensaios funcioconais

apoptose, ensaiocs citotoxicidade celular dependente de

anticorpo (ADCC), ensaios de citotoxicidade dependente d

o

complemento (CDCY, ensaics de inibicdo do crescimento ou

proliferacdo celular (efeito citostAtico), ensaios de morte
celular {efeito citotdxice), ensaios de sinalizacdo de

[OR
0]

células, ensaios para medir a inibicdc da ligacio ¢

fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) ou outras

tacteriana, neutralizacdo de virus, ensaics para medir a

em gue oS anticorpos estdo ligados, incluinde métodcos de
hibridacdo in situ, métodos de marcacdo, € semelhantes.
Claramente, também ensaios 1in vivo talis como modelos
animais, incluindo modelos de tumor em murganho, modelos de
doenca autoimune, modelos de roedores ou primatas infetados

com virus ou infetados com bactérias, e melhantes, podem

(,' b]

ser wutilizados para e de uma

(')

te ropbsito. A

e
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métodos geralmente conhecidos da pessoca egspecialista na

hospedeira gue produz uma mistura de anticorpos, em gue a

L-Q

referida mistura de anticorpos tem um efeito desejado de

acordo com um ensaio funcional, compreendendo o método os
passos de: (i) proporcionar  uma célula hospedeira

3 T PRI T A~ A N - o L -
compreendendo uma sequéncia de acido nucleico que codifica

prelo menos um cadeia leve e uma sequéncia de &cidoe nucleico
ou seguéncias que codificam duas cadeias pesadas

capazes de emparelhar uma com a outra; (ii) cultura de pelo

compreaeende uma segquéncia de acide nucleico que codifica uma
cadeia lev comum que ¢é capaz de emparelhar com as

referidas duas cadeias pesadas diferentes, de modo a gue o0s
anticorpos produzidos compreendem cadeias leves comuns,

como descrito acima. Em formas de realizacédo especificas a
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medir os niveis de expressio dos anticorpos gue S&o
produzidos, cuijc ensaio pode ocorrer durante ou apds o
passo (ii) de acordo com o método, ou mais tarde no
procedimento. Estes ensaios sdo bem conhecidos da pessoa
especialista na técnica, e incluem ensaios de concentracdo
de proteina, ensaios egpecificos de imunoglobulina tais
como ELISA, RIA, DELFIA, e semelhantes. Os ensaios
funcionais para o método de acordo com a invencdo podem ser

ensalos para apoptose, ADCC, CDC, morte celular, inibicdo

da proliferacédo, neutralizacdo do virus,

bacteriana, sinalizacidc mediada por recetor,

celular, atividade bacteriana, e semelhantes. Os ensaios de
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também ser utilizados

Tin

L, - -3 - NN ] - ) , o i N < . -~ N ¢ L g -
com o método da presente invencdo. B por exemplo possivel a

P

utilizacdo de ensaios imunocabsorventes ligados a enzima

W

(ELISAs) para ¢ teste de ligacdo do anticorpo ligacdce ao
seu alvo. Utilizando estes ensaios, é possivel pesguisar
misturas de anticorpos que mais avidamente se liguem ao
antigénioc alvo (ocu mistura de antigénios alvoe contra a qual
a mistura de anticorpos vai ser testada). Outra

possibilidade que pode ser explorada é pesguisar
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os mesmos Cclones gue produziram misturas de anticorpos
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- = . 3 . 3 o p T T QA - ; - s~ 7 - 3 e
serdo selecionados com a ELISA acima mencionada. A pesguilsa

de morte celular ou cessacdce de crescimento de células

desnaturacdo de enzimas. Em uma forma de realizacédo

possivel da presente invencdo, o ensaio é conduzido

t
O~

focando-se na atividade cit

@}

xica para as células

N

cancerosas como um ponto final. Para este ensaio, um kit de

ensaio vivo/morto, por axemplo o) LIVE/DEAD®
Viability/Cytotoxicity Assay Kit (L-3224) de Molecular

Probes, pode, de forma adeguada, ser utilizado. Outros
métodos de avaliacdo da viabilidade celular, tal como

1 o 3 o N . 51 ~ : ;
exclusdo de azul tripanc, libertacido de Cr, Calcein-AM,

também ser utilizados. Os ensaios podem também incluir a

acordo com a invencdo podem ter uma limitada distribuicédo

no tecidoe. E possivel incluir ¢ teste de misturas de

anticorpos contra uma variedade de c¢élulas, tipos de
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misturas de anticorpos

que preferencialmente se ligam a células, tipos de célula
ou tecidos de 1nteresse., Independentemente de um ensaio

funcional como descrito acima, a presente invencio também

descreve formas de determinar a identidade dos anticorpos

expressos por um clone, utilizando métodos tais como

focagem isoeléctrica (IEF), espectrometria de massa (MS), e
semelhantes. E deste modo um aspeto da invencdo para
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proporcionar a utilizacdo de MS e/ou IEF na selecédo de um

realizada um passo de pesquisa para avaliar os niveig de

expressdo dos clones 1individuais gque foram produzidos., A
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adicdc de mais cadeias pesadas para pr

%

adicicna um nivel de complexidade producdo de anticorpos.

Quando as ceélulas hospedeiras sdo transfetadas com

moléculas de &cido nucleico que codificam as cadeias leves
e pesadas gue formario mistura de anticorpos desejada, os

de expressdoc, produzindo deste modo diferentes proporgdes

misturas de anticorpos do mesmo repertdrioco genético. O
método de acordo com a invencgdo € Gtil para identificar um

uma mistura oOtima para um determinado

O
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Q
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T
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O
C_.

- s A a4
propdsito.

A cultura e/ou pesquisa de acordo com O

9]

CSs

[92]
)]

pa
(i1) e {iii) respetivamente, podem ser de forma adeguada
efetuadas wutilizando processos de elevado rendimento,
opcionalmente numa forma automatizada. Os clones podem £.4.

nultipoco,

0
-
0
c
=
H
o
0
3

ser cultivados em placa

O]

de 96 pocos

N
.LA

e.g. num formato de matriz, e pesguisados gquanto a producdo
de uma mistura desejada A robdtica pode ser, de forma

adequada, empregue ara este propdsito. 0s métodos para

T

implementar a cultura de elevado processamento € 03 ensgsaios
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células hospedeiras capazes de um elevade nivel de
expressdo de proteinas, sem a necessidade de amplificacéo

fica as referidas protelnas na

[

eico gue cod

transformada por sequéncias adenovirais El. Numa forma de

[ T 3 e 2~ o o o - N S - - A T Ea o~ P, - -~
realizacido ypreferida, a referida célula ¢ derivada de

manipulacdes de levado processamento, incluinde a cultura

Em formas de realizacgdo especificas da presente
invencdo, a referida mistura de anticorpos de acordo com ©

método de identificacdo de pelo mencs um célula hospedeira

Uma potencial wvantagem do método serd que
t

permitird explorar muitas combinacdes
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neamente, incluindo as combinacdes inerentemente a presenca

de anticorpos biespecificos na mistura produzida. Deste
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ode ser

produzida utilizando a informacdo genética de uma ou mais

cadeias leves, combinadas com a informacdo genética gue

descrita por De Kruif et al. (1985b) compreende 7 cadeias

leves. Deste modo, num painel de ligacdc de fagos a um

Kruif et al (supra): a patente US 6 265150; ndo mais do que

painel & suficientemente grande, podem ser encontrados

pecsadas ndo relacionadas. Estes fagos podem ser utilizados
para obter as moléculas de Acido nucleico Gtels nos métodos

de acordo com a presente invencio.

i o~ ~ - - -« = -
B ocutro aspeto da presente 1INVENcao para
- - ~ JEA 3 - - - ~
proporcionar um metodo de péesgqulsa para uma mistura de

anticorpos gue é capaz de ligacdo a um alvo, compreendendo

Ty e
4 10

oCarx uma

(o8
ot

ioteca de exposicio e

[ -

i) co

anticorpos compreendendo anticorpos em contacto  com

ii) pelo menos um passo de selecdo de anticorpos

I
=

de ligaci&o ao referido alvo;

iii) identificaciZo pelc mencs deois antice

O
r
o]

O

6]
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ligacdo ao referido alvo, em gue os referidos pelo menos

dols anticor

o)
Q
0

compreende uma cadeia leve comum;

cadeias pesadas dos referidos pelo menos dois anticorpos

numa célula hospedeira;

V) cultura de um clone da referida célula
hospedeira em condicdes que conduzem a expressido das

referidas sequéncias de acido nucleico;

"

one da referida célu

b

hospedeira para a producdo de uma mistura de anticorpos

T

W

0,

possuindo um efeito desejado por um ensaio funcional; e
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ii) pode opcionalmente ser repetido uma ou mals vezes. As
sequéncias de Acido nucleico gque codifice

obtidos por wmétodos de exposicdo em fagos, exposicdoc em
ribossoma ou exposicido em leveduras podem ser convertidas

para codificar qualguer formatc de anticorpoe desejado tais

como IgG:, IgG2, IgG3, IgG4, IgA, IgM, IgD, IgE, antes de
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ulas B gque expressam um autcanticorpo substituem a
cadeia pesada expressa com outra cadeia pesada engua

retém a cadeia leve expressa. Deste modo, é produzida uma
nova especificidade de anticorpec gue nédo codifica um
autoanticorpo. Isto mostra que a cadeia leve sinp
dimerizar com sucesso com miltiplas cadeias pesadas para
formar diferentes esgpecificidades de anticorpo (Nemazee,
£ al, 2001). B3éries de linhas celulares
isfetadas utilizando um uUnico gene de cadeia pesada com

diferentes genes de cadeia leve foram reportadas, mantendo

oS anticorpos produzidos am larga escala a sua

Os diferentes anticorpces foram obtidos a partir de uma

bikbliocteca que foi construida utilizande uma cadeia leve
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ca descrita por De EKruif et al

(ver e.g. exemplo 1: anticorpos de ligagdo a EpCAM e a
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de cadeias pesadas combinada apenas com esta

ar, de acordo com métodos conhecidos da pessoa

d
ser utilizado para obter uma mistura de anticorpos de
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1
ivamente, pode ser utilizado um método reminiscente

4

anticorpo humanco com Dbase num anticorpo funcional de

13

roedor. A cadeila pesada de um anticorpo conhecido de origem

ndo humana € primeiroc ¢

e e o e By A o - - " 4 . 3 . N A - - o
antigénios. A cadeia leve selecionada €& por sua vez

mistura de antigénics de interesse. Isto permite criar uma

ey A . ~ } 1- A £ - : 4 -
presente invencao cenina Jc efel1tos funcionais oenericos
quando os anticorpos individuals ndo possuem afinidades

elevadas para o alvo, enquantoe elevadas afinidades séo

frequentemente necessarias para que os anticorpos
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necs métodos e misturas de acordo com a presente invencdo do
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além dos promotores especificos da gldndula mamaria, também

utilizados, dirigindo a expressdo para © sangue, urina,

saliva, e semelhantes. A prcducdo de animais transgénicos

ie dcido nucleico recombinante foi

Q

compreendendo moléculas

=

ncluir a microinjecédoc

—

[

extensivamente documentada, e pode

T

de odbcitos {ver e.g. Wilmut e Clark, 1291}, transferéncia
nuclear apds transfecio {e.g. Schnieke et al, 1997,

infecdo por virus recombinante (e.g. patente US 6291740}, e

geneticamente idénticos, gue torna possivel para uma pessoa
egpecialista da técnica criar esta linha uma vez qgue o0
animal individual gue produz a mistura de anticorpos

dese’jada foli identificado. Alternativamente, podem ser
p

uma descendéncia transgénica. As estratégias para a

eproducido de animals transgénicos para a producdce de
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eroteinas recombinante

N

ema Brink et al, 200

As plantas células de plantas transgénicas dgue

anticorpos foram também descritas (Hiatt et al,
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arroz e gemelhantes. 0s promotores constitutivos gue
podem, por exemplo, ger utilizades em células de plantas

sdo 08 promotores de CaMV 3585 e 193, promotores nos e ocs
de Agrobacterium. Outros promotores utels sdo promotores

o PR
is como rbeS. Os romotores GS,CCC]__L

Q

S

[

uz t

pes
j¢3)

indutores de

.

do tecido podem por exemplc ser especificos para a semente,
tais como o©0s promotores da zeina, napina, beta-faseolina,
ubiguitina, ou especificas para tubérculecs, especificas

para a folha (e.g. Util em tabaco), especificos para a
1

expressdo de proteinas em plantas recombinantes ou suas
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utilizacdo de aves transgénicas para produzir proteinas

ger utilizados em combinacdo com as revelacgbes da presente

nvencido para obter misturas de anticorpos. E  também
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83
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possivel utilizar um sistema de transcri
vitro cu sistema de traducgdoc iIin vitro para a expressiaoc de

misturas de anticorpos de acordo com a presente invencédo.
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Serda obvio para a pessoa especialista gue as revelacgdes da

presente invenc¢do permitirdc a producido de misturas de

referidos sistemas. Em outro aspeto da invencdo, &

utilizada uma célula de um animal transgénico ndo humano ou

células podem ser utilizadas para produzir osg animais ou

plantas de acordo com a invencdo, utilizando técnicas

1 TN e - N = ~ \ - = at o - + A 1 - e ] . ANTY O
conhecidas da pessoa especialista na técnica, tais como
ey N A oy Ay - - PN ~11 N ey - 5} A ] VAN - ~
transferéncia nuclear ou outros conhecidos métodos de
clonagem de organismos completos a partir de células
o A AT qq T om e [, [, P S v o~ b b AT
Gnicas. As células de acordo com a invencdo podem também
ser obtidas pela introducio de sequéncias da leve e pelo
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O

a informacdc genética
introduzida nestas células pode ser passada para futuras
geracdes. Adicionalmente, as culturas de células de plantas
de algod&o, milho, tomate, soja, batata, pettGnia, e tabaco

i

podem ser utilizadas como hospedeiras, guando transformadas

Z

com as moléculas de icam a cadeia

cido nucleico que

[$)N
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leve e as cadeias pesadas, e€.g. por utilizacdo da bactérisa

transformante de plantas Agrobacterium tumefaciens ou por
bombardeamentc de particulas ou por infecd@c com virus

recombinantes de plantas.

L outro aspeto da presente invencdo proporcion
uma composicdc farmacéutica compreendendoe uma mistura de

adeguado, em gue duas cadeias pesadas diferentes e uma
t

referida wuma cadeia leve comum. 0Os veiculos farmaceutica-
mente aceitaveis como agqui utilizado s&8o exemplificados,
mas ndoc limitados a, adijuvantes, wveiculos sdédlidog, Aagua,

manter os componentes terapéuticos, ou suas combinacdes. A

A referida mistura pode ser produzida a partir de um clone

0]

que foi derivado de uma Unica c¢élula hospedeira, i.e. a
cartir de uma populacdc de c¢células contendo as mesmas

moléculas de acido nucleico recombinante. 0O Termo

Ndo incluem deste modo o método clédssico de producdoc de

anticorpos policlonais, em gue um individuc é imunizado com
d

um antigénic ou mistura compreendendo o antigénic, apds o
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gque o0s anticorpos produzido
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recuperados a partir do individuo, e.g. a partir do sangue.

obtenivel através de um método de acordo com a invencdo
para utilizacdo no tratamento ou diagndstico de uma doenca
ou distlrbio num individuo humano ou animal. Em outro

aspeto, a invencdo proporciona a utilizacdo de uma mistura

0.
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Q
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s
i_l .
Q
@]
ks
@]
O
n

em que duas cadeilas pesadas diferentes e uma
cadela leve comum estdo presentes, para a preparacido de um
medicamento para utilizacdo no tratamento ou diagnéstico de
uma doenca ou distirbio num individuo humano ou animal. Asg
misturas podem compreender anticorpos biespecificos, e
podem ser recombinantemente produzidas a partir de um clone
que foi derivado de uma unica célula hospedeira, 1i.e. a

partir de uma po

ser utilizados para pesguisar uma biblioteca de exposicgédo
de anticorpos, como descrito supra, para cobter 2, 3, 4, b,
; 3, 9, 10, cu mais anticorpos compreendendo uma cadeia
leve comum que se liga ac alvo, e produz uma mistura destes

de acordo com as revelacdes da presente invencéo.

Virtualmente, qualquer 4drea da medicina em que @ 0S

anticorpos monoclonais podem ser utilizados é adeguada para
2 utilizacdo das misturas de acordo com a invencdo. Isto
pode e.g. incluir o¢ tratamentoc de doencas autoimunes e

cancro, incluindo tumocres sdlidos do cérebro, cabeca e

escogo, mama, prostata, cdlon, pulmidoc, e semelhantes,

iy

4o
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assim  como  tumores hematoldgicos tais como  tumores de
células B. Os distUrbios neoplésicos que podem ser tratados
com as misturas de acordo com a presente invencdc incluem
leucemias, linfomas, sarcomas, carcinomas, tumores de
células neurais, carcinomas de células escamosas, tumores
de células germinais, metastases, tumores nédc diferen-

ciados, seminomas, melanomas, mielomas, neuroblastomas,

L AdAaraa M kot a ey o) ON7 R + trog
marcadores de células T tais como CD3, CD25, etc, outros
- P NP - 3 - Tomrrm At one o N
marcadores de superficie de células de leucdcitos tais como

CD33 ou HLA- DR, etc, citocinas tais Como TNE,
interleucinas, recetores para estas citocinas tais como 08

membros da familia do recetor TINF, e semelhantes. E
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antecipado que a utilizag? destas misturas de anticorpos
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utilizam presentemente misturas de anticorpos policlonais,
que sdo derivadas de humancs ou animais imunizados. Estes
tratamentos podem ser substituideos por wutilizacido das
iisturas de acordo com a presente invencdc. A utilizacéo

destas misturas pode também incluir a utilizacdo em
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nome de Herceptin™ {(Trastuzumab), foram desenvelvidos. Foil

mostrado gue ¢ alcance de eplitopos multiplos Her-~2 com uma
mistura de anticorpocs monoclonals resulta em atividade

anti-crescimento melhorada de uma linha celular de cancro

Her- 2 pode deste modo ser um bom alvo para misturas de

nticorpos de acordo com a presente invencdo. Os anticorpos

Uteis para este propésite podem ser obtidos por métodos

efetora através da ligacdo ao recetor de imunoglobulinas

particular IgG, e IgGs;, fiza o complemento para induzir CDC
e interagir com recetores Fcy para induzir citotoxicida
mediada por células dependentes do anticorpo (ADCC),
fagocitose, endocitosgse, indugdo de c¢rise regpiratdria e

libertacdo de mediadores inflamatdéricos e citocinas. A IgA

eficiente

[y
«
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]
o3}
|._J
]
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=
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5

periféricas do sangue (Huls et al., 19%99), utilizando uma
mistura de anticorpos dirigida contra o alvo e consistindo
em IgG e IgA podia potencialmente maximizar o recrutamento

e ativacdo de diferentes células efetoras imunitéarias. Tal

™

mistura de IgG e gh pode ser obtida pela producdo do

anticorpo monoclonal IgG e IgA num processo de producao

separado wutilizando duas linhas de célula com producéo
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distinta, mas pode também ser obtida a partir de uma Unica

linha celular que produz ¢ anticorpo moncclonal IgG e IgA.

cadeias pesadas diferentes s&o mencionadas, também as
cadeias pesadas que diferem nas suas regibes constantes sdo

incluidos na invencdo. O principio da utilizacdo de uma

O
1L

axn

cadeia leve comum pode também ser utilizada para a producg

de uma mistura de isotipos a partir de uma celula

hospedeira. E deste modo ainda outro aspeto da presente
invencd&o a utilizacdo de um método para produgdo de uma

mistura de anticorpos compreendendo diferentes isotipos

[6)]
QO

partir de uma célula hospedeira, compreendendo o método o

IgGy, IgG,, IgG; e IgG: podem também ser utilizadas. Nestas

formas de realizacdoc, o8 anticorpos biespecifices ndc serio
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hospedeira recombinante uma sequéncia de acido nucleico gu

o

codificam wuma cadeia leve comum e sequéncias de acido
nuclieico que codificam duas cadeias pesadas diferentes gue

diferem na regido variavel e que sdc capazes de emparelhax
com a referida cadela leve comum, e em que as referidas
cadeias pesadas diferem ainda nas suas regides constantes
de modo suficiente para reduzir ou prevenir o
emparelhamentc entre as cadeias pesadas diferentes. Numa
forma de realizacdo, as referidas cadeias pesadas gdo de
diferentes isotipos. As misturas de anticorpos obteniveis
por este método sdo tamkém incorporadas na

invencéo. Estas misturas compreenderdoc princi

anticorpos monoespecificos.

As revelacghes da presente invencio podem também

1999). ©Cs referidos anticorpos diméricos IgA tém duas
especificidades (ver Fig. 9 para uma representacgdo

Deste modo, em formas de realizacdo especificas, 3, 4, b,
ou 6 cadelias pesadas de IgM sdo co-expresgsas com a cadeia
leve comum de acordo com este aspeto da invencdo. Ver Fig.

N

1¢ durante uma representacdc esquemédtica de uma das

3
O
3]
6]
[
<
@
P.J
0
-

formas gue podem ser produzidas e estar presentes
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na mistura de acordo com este aspeto da invencgdo, quando
cinco cadeias pesadas diferentes sd0 expressas com a cadeis

leve comum. 0g dimeros de IgA, os pentlameros ou hexdmeros
de IgM possuindo peloc menos duas diferentes especificidades
podem ser produzidas a partir de um clone de uma 1uUnica

célula ospedaira de acordc com

]
|._J
o)
</|

I

Q
e
O
=
n
c

)
n

moléculas, portadoras de regibes de ligacdc ao antigénio
com diferentes especificidades, podem ligar diferentes
epitopos no mesmo antigénio, diferentes antigénios em uma

célula, ou diferentes antigénios em diferentes células,

h

azendo reacdo cruzada entre os antigénios ou células.
¢

Exemplos

Os exemplos gue se ceguem 880 proporcionados para

ilustrar a invencdo, e ndo devem ser entendidos de qualguer
& 7 ] ]

imitar o &ambito da invencdo. A pratica desta

invencdo empregard, a menos que indicado de outro modo,

técnicas convencionais de imunclogia, biclogia molecular,
microbioclogia, biclcogia celular, e DNA recombinante, gue

estdc na especialidade da técnica. Ver e.g. Sambrock,

ritsch e Maniatis, Molecular Cloning: A Laboratory Manual,

2% edicdo , 1989; Current Protocols in Molecular Biology,
Ausubel WM, et al, eds, 1887; as séries Methods in

Enzymology {Academic Press Inc.); PCRZ: A Practical
) 7
Approach, MacPherson MJ, Hams BD, Taylor GR, eds, 19385;

Exemplo 1 Producgdo de uma mistura de anticorpos
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monoclonais com uma cadeia leve comum e duas diferentes

regides varidvels de cadeia pesada numa dnica célula

O Clone UBS-54 e o Clone Kb3 foram previamente

o

izclades por selegdes na linha celular colorrectal SW4OQ

{(Huls et al., 1999) e numa mistura heterogénea de células

mononucleares de um doente com mielomas multiplos (WO
02/18948), respetivamente, com uma bibliocteca semissinté-

tica {(de Kruilf et al., 19295b). Estudos adicionais revelaram

homotipica EP-CAM (Hul

Uinicos nos CDRs da cadeia pesada, mas que estes continham
uma sequéncia de cadeia leve idéntica (Fig. 3). As VH e V
dos clones UBS-54 e K53 foram inseridos num vetor de
expressdo contende a seguéncia lider HAVI20 e todas as
gsequéncias codificantes para os dominios constantes de uma

TgGy humana com uma cadeia leve Kapa através de um método

00Neo e pCD46 3000 (Neo) (Fig.
43 . Estes plasmideos foram transientemente exXpressos

-

ocladamente ou em combinacio em células PER.Co™,

[
n

incubacédo durante 4 horas com 140 mlL de lipofectamina +
10 mg de DNA (pUBS3000Nec, pCDh4c 3000 (Neo) ou 0 ug de
ambos) no meio DMEM isento de soroc a 37 °C. Apds 4 horas,

este foi gubstituido por DMEM + 10% de FBS, e as células

foram cultivadas durante a noite a 37 °C. As células foram
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entdo lavadas com PBS e ¢ meio foi substituido por meio
Excell 525 (JRH BRioscience). As células foram deixadas

cregscer a 37 “C durante 6 dias, apds o que o sobrenadante

especifica para a IgG humana (descritos na WO 00/63403)
indicou gque a IgG estava presente em aproximadamente

controlo que nidc fol transfetado com plasmideo de expres-
sdo. A IgG humana de cada sobrenadante foi subsequentemente

purificado utilizando cromatografia de afinidade em

acordo com procedimentos convencionais, seguindo as reco-

L X v . L C . .
mendacdes do fabricante (Amersham Biosciences). Apds elui-

Gy 1
Microcon YM30 (Amicon) e tampd trocado para 10 mM de
fosfato de sdédio, pH o¢,7. Doze mg de IgG purificada foi

subsequentemente analisada em géis de focagem Iscoeléctrica
(géis IEF Pré-encastrados Serva, intervalo de pH de 3-10,
cat. n° 42866). As amostras foram aplicadas no lado do pH
taixo e apds focagem foram coradas com azul coloidal (Fig.
5). A Faixa 1 mostra K53 transientemente expressa, a Faiza
2 mostra UBS-54 transientemente expressos e a Faixa 3

mostra a amostra IgG das células em gue ambos 0s anticorpos

um, um perfil dnico de pl e a forma da amostra da
cotransfecdo apresentou outras iscformas tUnicas, com a

principal isoforma possuindo um pl entre os de K53 e UBS-

54. Isto & também antecipadoc com base no seu pl tedrico
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na pégina inicial Expasy (http://www.expasy.ch; Appel et

pesada de Kb3 possui um pl tedrico de &,0L. A montagem
deste heterodimero pode apenas ocorrer gquando uma uUnica
célula traduz a cadeia pesada de K53 e a cadeia pesada de
UBS-b4 e monta estes numa molécula IgG de comprimento total
em conjunto com a cadeia leve comum. Deste modo, esta

experiéncia mostra gue & possivel expressar duas moléculas

tnicas de IgG  humana numa Unica célula e gue um
heterodimero consistindo nestas duas unicas especificidades
de ligacdo é também eficientemente formados.

Exemplo 2 Produgdoc de uma mistura de anticorpos
contra marcadores de células B humanas num clone derivado

da linha celular PER.C&™.

Un método para a producdc de uma mistura de

numa célula
simples e trés cadeias pesadas diferentes capazes de
emparelhar com a cadeia leve gsimples para formar anticorpos

funcionais, & agui exemplificads

-

O
D
o

egquematicamente

esentado na Fig. 6. Os fagos que codificam anticorpos

)
]

P

as B
Cano

[

u

-0

(D~

apazes de ligacdo a proteinas presentes em C

Q

l'rj

incipal de

humanas, i.e. CD22, CD7z2 e Complexo e

e

Histocompatibilidade (MHC) classe II (ainda zreferido como
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durante a noite sob as suas normais condicgdes de culturs

transfec¢des sido efetuadas em placas separadas a 37 C
utilizando Lipofectamina (Invitrogen Life Technologies) de
acordo com protocolos convencionalgs proporcionados pelo

fabricante, com 1-2 ug de pCRU-CD22, 1-2 upg de pCRU-CD72,

=

U~-HLA-DR ou 1 ug de uma mistura de pCRU-CD22,

2

1-2 ug de pC
pCRU-CD72 e pCRU-HLA-DR. Como um controlo para a eficiéncia
de transfecdo, algumas placas sdo transfetadas com um vetor
de controlo LacZ, enquantc algumas placas ndc serdo

sfetadas e servem como controlos negativos. Apds 4 a 5

¢t
I}
m
93}

n
horas, as cél
realimentadas com meio fresco sem selecdo. No dia seguinte,

o meio & substituido com meio fresco contendo 500 upug/mL de

G418. As c¢élulas sdc refrescadas a cada 2 ou 3 dias com

meio contendo as mesmas concentracdes de G418. Cerca de 2
22 dias apds sementeira, um grande ntmero de coldnias séao

vigiveis e de cada transfecdo pelo menos 300 sio picadas e

cultivadas através de placas de 96 pocos e/ou 24 pocos via

utilizando uma ELISA especifica para IgG; humana (descritos
na WO 00/63403). Também, neste estéi
do meio de cultura e nunca mais reaplicado. Para um numero

representativo de coldnias grandes volumes serdc cultivados
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subclones € mantida para pelc menos 25 vezes de duplicacéoc
da populacidc como uma cultura aderente ou como uma cultura

em susgensido. A cada 4-6 duplicacles da pogpulacdo, um teste

especifica rpara a IgG humana e mailores volumes sdo
cultivados para obter o sediment de células e o

sobrenadante. O sedimento de células ¢é wutilizado para

avaliar a presenca das trés construgdes no DNA gendmico,

5 A X . , s
via PCR, transferéncia de Southern e/ou FISH. @)
sobrenadante & utilizado para purificar a fracdo de IgG;

utilizando células transfetantes gue expressam estes

Exemplo 3 Pesquisa de cloneg gque expressgam
miltiplas IgGs humanas para a mistura funcional mais

potente de IgGs humanas

A funcionalidade da mistura & anticorpo é
analisada em ensaios a base de células para determinar se a
mistura de IgG; humana inibe a proliferacidc e/ou 1induz

apoptose de linhas de células B, tais como por exemplo as
Ramcs. Outras linhas celulares podem também ser utilizadas.

Adicionalmente as misturas de anticorpos sdo analisadas

ct

nto ac seu po

o)}

qu encial para induzir toxicidade celular
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fundo em U a 5 x 107 células/poco. As células mononucleares

a 37 °C na presenca de varias concentracdes das misturas de
anticorpos (5-20 ug/mL) num volume final de 200 pl. Apds 4

horas de incubacido parte do sobrenadante é recolhida e a

libertacdo de °'C & medida. A ©percentagem de lise
especifica é calculada utilizando a seguinte férmula: % de
lise especifica = ({cpm experimental - cpm espontdneal/[cpm
maxima - cpm espontdneal x 100%). A libertacdc méxima de
'cr & determinada adicionando triton X-100 para uma
concentracdo final de 1% as células alvo e a libertacéo

apenas com o meio. A citotoxicidade dependente do
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{

complemento é determinada num ensaio seme
células efetoras, agora & adicionado 50 pl de soro humano
as células alvo. Subseqguentemente, o© ensaic & efetuada do

mesmo modo. Alternativamente, ¢ determinada a ADCC e CDC

Exemplo 4 Utilizacgdo de apresentacdo em fago para
igolar fagos miltiplosz com uma seguéncia de V. idéntica
contra um alvo predefinido (Her-2), e producdo numa célula
hospedeira recombinante de uma mistura de anticorpos

capazes de ligagdo a este alvo.
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1

Cs fagos gque apresentam fragmentos de sclbv
capazes de ligacdo a maltiplos epitopos presentes na mesma

proteina, por exemplo o recetor do fator de crescimento da

possivel identificar véarios desses fagos e selecionar

Q)

queles que compreendem a mesma seguéncia da cadeia leve,

para posterior utilizacdc de acordo com a invencdo. A

R

iblioteca semissin misturando 7 sub-

ct
0N
¢t
i -
0
o))
Dr
Hh
O
I
3
@
0.
Al

pbibliotecas gue contém cada uma diferentes cadeias leves

idéntica, e ainda utilizados para expressarem

as misturas de anticorpos de accrdo com a invencdo. Para a

- x 3 - Sy, 1 A o N D x BN - c7
selecdo dos fagos contra Her-2 sdo produzidas varias
proteinas de fusdo compreendendo diferentes partes do

dominio extracelular de Her-2 gue sdc fundidas com o0s

que contém na sua regiido de clonagem maltipla um sitio de

=

CcDNA Her-2 comc um molde sdc produzidos fragmentos de PC

utilizando técnicas de biologia molecular convencionais

consgistem num sitio Gnico de restricgdo em 57, um cddio de
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ligada em gr
2 ou a uma

grelha por

elha ac dominic extrace

parte do dominic EC de Her-2 que é seguida em

um sitio de restricdo Xhol. Estes fragmentos de
bsequentemente clonados em grelha com a regido de

TgGy CH2-CH3 no vetor de expressido pCDNA3.lzeo. Em adicédo a

proteina de

produzidas

fragmentos

construgdes

sdo utilizad

fusdo contendo o dominio EC total de Her-2, séo
vidrias proteinas de fus&o mais pequenas contendo
né&o scbreponiveis do dominio de Her-2 EC. Estas

gue codificam as proteinas de fusdo Her-2-Ic¢

das para a transfecdo transiente de células 2937
0 reagente lipofectamina (Gibco). Cinco dias

procedimentos convencionais. As proteinas de

EC sdo revestidas durante 2 horas a 37 na

cfu) de uma Dbiblioteca de

exposicdce em fagos semissintética {(uma sub-biblioteca de

adicionado

a terminolcogia utilizada acima) em gue apenas

i_d
®
®
<
N
w
s,
S|
o))
}__\
(D~

representada, preparada como

iy

goro humano para uma concentracdo final de 15% e
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anticorpos em fago anti-Her-2 & utilizado para reinfecta

A
jo8

acima, c&o selecionados trés anticorpos em fago que
reconhecem trés epitopos ndo sobrepcniveis diferentes na
proteina Her-2. As seguéncias de Vi € a sequéncia da cadeia

leve tnica de Vkappal destes clones, provisionalmente

atréds das sequéncias lider HAVT20 do plasmideo de expresséo

PCRU-KO01 (depébésito ECACC 030416¢01), ou um plasmideo de

expressdo semelhante, para obter plasmidecs gue codificam
uma IgG;-kappa humana de comprimento total com

provisionalmente designados como pCRU-VK1HERZ-1,
pCRUVK1HERZ2-2 e pCRU-VK1IHERZ-3, regpetivamente, Sao
produzidas linhas celulares estaveis derivadas de PER.CO™,

de acordo com métodos conhecidos das pesscas especialistas
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M anticorpos
codificados pela informacdo genética em pCRU-VKIHER2-1,
eCRU~VK1HER2~2 ou pCRU-VKIHER2-3 & uma linha celular que
expressa anticorpos codificados por todos 083 trés

clasmidecs. Deste modo, as células PER.C6™ gio semeadas em

I
C
Q
D

lulas por placa e mantidas durante a noite nas suas
condicgdes de cultura normais {(concentracdo de CO, de 10% e

37 °C). No dia seguinte, as transfecdes sio efetuadas em
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utilizando Lipofectamin
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CRU~VKIHER2~3. Comc um controlo para a eficiéncia de
transfecdo, algumas placas sdo transfetadas com um vetor de
controlo de LacZ, enguanto algumas placas naoc  sédo
transfetadas e servem como controlos negativos. Apdés 5

horas as c¢élulas sdo lavadas duas vezes com DMEM e

T o4 a v - 3 o - - / -~ AN P
e cultivadas das placas de 9¢ pogos e/ou de 24 pocgcos ou de

S T e s HAPRS hN o I~ 4 )
6 pocos para frascos T25. Neste ponto, as células sédo

colénia sub-cultivada) e os niveis de producido de anticorpo

a

de IgG humana recombinante sio determinados no sckrenadante

utilizando uma ELISA especifica para a IgG; humana. Também,
este ponto, a G418 é removida do meio de cultura e nunca
reaplicada novamente. Para um nimero representativo e

coldénias s&o cultivados volumes maiores para purificar a
fracdo de IgG; recombinante humana a partir do sobrenadante

condicionade wutilizando cromatografia de afinidade em
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representativo de subclones, sdo cultivados maiores volumes
para purificar a fracido de IgG; recombinante humana a
partizr do sobrenadante condicionado utilizando
cromatografia de afinidade em Proteina A de acordo com

partir dos varios subclones é subsequentemente analisada

como descrito acima para a 1gG; humana obtida a partir dos

{
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pesguisados por PCR em DNA g em relacdc a presenca

-

uma das trés construcdes pCRU-VK1IHERZ-

ou auséncia de cad

S8}

T
A
X
D
;W“
o
]
By
N
1
®

pCRU-VKIHER2-3., A identidade dos

produtocs de PCR é ainda confirmada por sequenciacdc de DNA.

uma das trés construgdes estdo presentes na linha celular
clonal. Os sub-clones qgque demonstraram sSer transgénicos
para cada uma das trés construcdes sdo transferidos para

cultura durante um periodo extensivo para determinar se
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4-6 duplicacdes da populacéo,
producdo especifico utilizando a ELISA especifica para IgG

humana e sédo cultivados maiores volumes para obter o



PE2314629 - 95 -

sedimento de c¢élulas e o sobrenadante. 0O sedimento de

células & wutilizado para valiar a presenca das trés
construgdes no DNA  gendémico, guer através de @ PCR,
transferéncia de Southern e/cu FISH. O sobrenadante &
utilizado para purificar a fracido de IgG; recombinant

humana, como descrito supra. A IgG; humana purificada
obtida nas vérias duplicacdes da populacdo € analisada como
descrito, i.e. por SDS-PAGE, focagem isoelétrica (IEF) e

ligacdo a Her-2 por ELISA e por citometria de fluxo

A funcionalidade da mist

S_J
.ﬁ

ra de anticorpos dos
anticorpos anti-Her-2 & analisada numa base de ensaios de

células para determinar se a mistura de
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proliferacido e/ou induz a apoptose de células BT4A74.

de anticorpos sdo analisadas
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dependente de anticorpo e a citotoxicidade dependente do

0,

complemento das células BT474.

Em cada uma das experiéncias degcrita abaixo, a

funcionalidade da mistura de anticorpos que reconhece Her-
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comparada com cada um dos anticorpos

IgG; individuais e com uma combinacdc equimclar das trés
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moléculas de IgG; monoespecifica indi

Para avaliar a capacidade das misturas de

anticorpos para inibir a proliferacdc das células BT474,

estas células sdc deixadas a aderir durante a noite em
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misturas de anticorpos contra Her-2 durante

timidina durante as ultimas 6 horasg de cultura. A inibicdc

incorporacdo de H-timidina comparada com células néo
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tratadas (tomadas comoc o valo

BT474, estas células sdo deixadas aderir durante a noite em

placas de 48 pocgos (2,5 x 10’/poce em 1ml) e sédo
subseqguentemente incubadas com varias concentracdes (5-20

"

pg/mL) das misturas de anticorpos contra Her-2 durante 4

horas. A seguir as células s&o recclhidas por

tripsinizacdo, sdo lavadas duas vezes com PBS e sgédo

tampdo de ligacgdo de anexina V (Caltag). Antes da anadlise

(PI} (Sigma) para uma concentracdo final de 5 upg/mlL para

distinguir as c¢élulas necrdticas {anexina V-/PI7) das

das

-

isturas de anticorpos ¢ analisada utilizando células

mononucleares de sangue periférico como células efetoras e
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células RT474 como células alvo num ensaic convenciocnal de
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s et al, 1999).
A citotoxicidade dependente do complemento ¢ determinada
num ensaic semelihante. Em vez das células efetoras, € agora
adicionado 50 ul de soro humano as células alvo

Subsequentemente, © encsalio é efetuada como descrito supra.

Alternativamente, a ADCC e CDC das misturas de anticorpos é

determinada utilizando um ensaio de libertacio

Q.

e Eurdpio
{(Paztel e Boyd, 1995} ou utilizando um ensaio de libertacéoc

de LDH (Shields et al, 2001).

A  funcionalidade das misturas de anticorpos
contra Her-2 € também testada utilizando modelos animals in

: T . p - vl s e Haa
Vivo Tals COmMo pPOor exempliso 038 desc
7 Iy EN

fed

ritos em Spiridon et al

2002.

Exemplo 5

Expressdc de diferentes IgGs humanos funcionals

no leite de animais transgénicos

Sistema de Expressdo em Leite de Murganho pBCl, Invitrogen

Life Technologies) para obter a expressdo especifica de
lé&ndula maméria e de lactacdo destas moléculas de IgG
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do fabricante. Estes vetores de expressio especificos para
a glédndula mamaria, que codificam as seguéncias de

STV

anticorpo para anti-CDZ2, anti-CD72 e anti-HLA-DR g0
introduzidos na linha germinal de nmurino de acorde com as

crias obtidas sdo
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pesquisados ara a presenga de cada uma das trés

construcgdes por PCR em DNA isolado a partir da cauda. As

como  sendo
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transgénicas for cada um  dos trés anticorpo:
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95}
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fémeas ndc transgénicas e as fémeas transgénicas da
descendéncia (como determinado por PCR como descrito acima)
sdo emparelhados e ordenhadas como descrito acima para as

PN , Lo - T3 Lo
fémeas transgénicas fundadoeras. Sempre gue necessirio, 0S8

0 leite transgénico & analisado para a presenca de IgG
humana com uma ELISA especifica para IgG humana, que nio

faz reacdo cruzada com IgG de murganho ou outros

componentes do leite de murganho. A IgG humana ¢ purificada
a partir de leite de murganho transgénice utilizando

- .
procedimentos convencionais. A IgG humana purificada é

alvos CD22, CD72 e HLA-DR. A funcionalidade da mistura de
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Exemplo 6 Produgdo de uma mistura de Igh/IgG

contra um alvo predefinido num clone derivado de PER.CE™.

contra a molécula de adesdo homotipica EP-CAM (Huls et al.,

19

o

99y ndo foi apenas clonada num vetor que codifica os
dominios constantes de wuma IgG; humana com cadeia leve
Kappa (vetor de expressido pUBS3000Neo), mas também num
vetor de expressdoc que codifica os dominios constantes de
gAl humana com cadeia leve Kappa (vetor de expressédo
pUBS54-Iga, Fig. 8). Assim, o0sg anticorpos derivados de
pUBS3000Neo e pUBSH4-IgA ligam-se ao mesmo epitopo em

EPCAM. As unicas diferencas entre os8 anticorpos derivados

de pUBS3000Neo e de pUBSS54-IgA estdo nas seguéncias gue
codificam o] dominios ceonstantes da cadeia resada,
resultando num isotipo IgG: ou IgAl. As sequéncias da
cadeia leve Kappa destes dois vetores sdo idénticas. As
linhas celulares egstéaveis derivadas de PER.Ce&™  que

de didmetro) ou frascos T80 com aproximadamente 2,5 x 10

células por placa e manti durante a noite nas suas
condicdes de cultura normais {concentracdc de CC;, a 10% e a

placas separadas a 37 °C  utilizando Lipofectamina
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pUBS3000Nec e pUBSH4-IgA. Como um controlo para a

eficiénecia de transfec¢do, algumas placas sdo transfetadas
com um vetor de controlce de LacZ, enquantco algumas placas

nédc sdc transfetadas e servem come controlos negativos.

"

Apds 4-5 horas, as células sdo lavadas duas vezes com DMEM
e realimentadas com meio fresco sem selecdo. No dia
seguinte, o meio é substituido com meic fresco contendo

500 pg/mL de G418. As células sdo refrescadas a cada 2 ou 3

dias com meioc contendo as mesmas concentracdes de G418,

Cerca de 20-22 dias apds a sementeira, & visivel um grande
numero de coldénias e de cada transfecdo pelo menos 300 sé&o
repicadas e cultivadas através de placas de 86-pogos e/ou

gA humana. Também, neste ponto G418 &
removido do meio de cultura meic e nunca reaplicado
novamente. Para um numero representativo de coldnias sé&o
cultivados maicres volumes para purificar a fracdo de IgG:

humana e IgA humana recombinante:

n
o

condicionado wutilizando por exemplo (uma combinacdo de)

cromatografia de afinidade de Proteina L ou LA, cromato-
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purificadas dos varios clones sdo analisadas em S3DS-PAGE,
™ 3 7 A s P fnlwl N : P — T v AN
Focagem 1soelétrica (IEF) e ligacdo ac alvo EPCAM

em DNA gendmico para a presenca ou auséncia de pURS3000Nec
e pUBSH4~IgA. A identidade dos produtos de PCR é ainda

confirmada por merce limitado de
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clones, gue sdc positivos no rastreio para a producidc de
ambos EPCAM IgG; e EPCAM IgA, sdoc sujeitos a separacdo por

tamanho de célula tnica utilizandco um separador por tamanho
ulas ativado porx fluorescéncia (FACS) (Becton

Dickinsgon FACS VANTAGE SE). Alternativamente, as coldnias

sobrecrescimento clonal. As populacdes de células clonais,
de aqui em diante designadas Como subclon

efrescadas uma vez por semana com meio fresco. 0s sub-

- 2oy T+ 4 £ - . R 3 P NS I,
ones sdo cultivados e transferidos de placas de 96-pocgos

fragcos por subcione) e 0s niveis de producdo de anticorpo
de IgG: humana e IgA recombinante g&0 determinado no

gsobrenadante utilizando uma ELISA especifica para uma ELISA

mero representativo de bclone séo cultivados malores
volumes para purificar a fragdo IgG; humana & IgAl humana
recombinante do sobrenadante condicionado utilizando por

exemplo {(uma combinacdo de) cromatografia de afinidade da

Proteina L ou LA, cromatografia de permut catidénica,

o
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resenca ou auséncia de pUBS3000Neo e pUBSS54-IgA. A
identidade dos produtos de PCR & ainda confirmada por
sequenciacéio de DNA. Outros métodos tais como a
transferéncia de Southern e/ou FISH podem também ser

O
(@

an

utilizados para determinar se ambas as construcdes est

Exemplo 7 Produc8o de uma mistura de IgG,/IgG3
humana contra alvos miltiplos numa linha celular c¢lonal

PER.C&™
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utilizando as sequéncias dessas regides gue estdo todas

disponiveis na técnica. As seguéncias de Vy e Vi do clone
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do fago K53 s&o clonadas num vetor de expressdo contendo a
uéncia lider de HAVT20 e todas as sequéncias
ificantes para os dominios constantes da cadeia pesada

de uma IgG; humana com uma cadeia leve Kappa através de um
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plasmideos sdo transientemente expressados guer isolada-

mente ocu em combinacdo em células PER.C6™. Resumidamente,
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FBS a 10%, e asg células sdo cultivadas durante a noite a 37

°C, As células cdo entido lavadas com PBS e o meio &

oz}
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substituldo com meio Excell {(JRH Bioscience). As

°C durante 6 dias, apds ©

andlise de ELISA especifica para IgG humana, i.e. medindo

e
todos os sub-tipos de IgG, & realizada para determinar a

concentracido de IgG em células transfetadas e ndo
transfetadas PER.C6™, A IgG humana de cada sobrenadante &
subseguentemente purificada utilizando cromatoegrafia ds
afinidade em Proteina A ({(Hightrap Protein A HP, cat.no. 1-

num concentrador
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eluicdo, as amostras sdoc con
licrocon YM30 (Amicon) e o tampdo & mudado para fosfato de
sédio a 10 mM, pH 6,7. As amostras s&do analisadas para

ligacdc aos alvos EPCAM e (CD46 utilizando linhas celulares
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possuindo uma expressidc elevada dessas moléculas tails como

células LS174T. Doze ug de IgG purificada, que expressa

apds focagem foi corada com azul coloidal. Os valores de pl

das principais isoformas para cada amostra sdc determinados

para ilustrar se houve expressido de UBS-54 IgG,, Kb3 IgG3

ou heterodimeros biespecificos, dependendo de como as

meros iria indicar que as c¢élulas UGnicas traduziram a
cadela pesada de IgG3 de K53 e a cadeia pesada de IgG: de

UBS-54 e as montaram numa molécula de IgG
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total juntamente com a cadeia leve comum. A auséncia de
heterodimeros biespecificos indica que € possivel traduziy

IgG3 de K53 e a cadeia pesgada de

3N
Q

IgG; de UBS-54 em células unicas, mas que estes ndo
montam numa molécula de IgG de comprimento total juntamente

com a cadeia leve comum, i.e. h& uma ligacdo preferencial

estéveis que expressam ambos pUBS3000Neo e pK5L3IgG3 s&o
produzidas através de procedimentos como aqueles bem
conhecidos das pessoas especialistas na técnica. As células
PER.C6™ g&0 semeadas em DMEM mais FBS a 10% em placas de

cultura de tecidos (10 cm de didmetro) ou frascos T80 com
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aproximadamente 2,5 x 10° células por placa e mantidos

durante a nolte nas suas condicdes de culitura normais

um controlo para a eficiéncia de transfecdo, algumas placas

sdo transfetadas com um vetor de controlc de LacZz, embora

O
3
o}
o+
[
9]
—
e}
9}
o}
(

O
o))
ot
[,
4
J
]
=g
T
[@N
9]
ey
n
o
o}
—
o))
o))

n
¢
[}
e
o))
)
9]
@]
—
o))
<
o))
O
o))
[6)]

duas vezes com DMEM e realimentadas com meio fresco sem
selecdo. No dia seguinte, o meio ¢ substituido com meio
fresco contendo 500 pg/mL G418. As células si3o refrescadas
a cada 2 ou 3 dias com meic contendo as mesmas
concentracdbes de (G418. Cerca de 20-22 dias apds a

sementeira, ¢ wvisivel um grande numero de coldnias e de

de placas de 96-pocos e/ou 24-pocgos através de placas de 6-

IgG humano recombinante sdc determinados no sobrenadante

utilizando @ ELISA especifica para todos os sub-tipos de
IgG humana. Também, neste ponto G418 & removido do meic de

i
O

cultura e nunca reaplicado novamente. Para um nume

representativo de colénias sdc cultivados maiocres volumes

para purificar a IgG recombinante humana a partir do
sobrenadante condicionado utilizando cromatografia de
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acordo com procedimentos convenciocnals, seguindo as reco-
mendacdes do fabricante (Amersham Biosgciences). As imuno-

glchulinas humanas purificadas dos varics c¢lones séc

analisadas em SDS-PAGE, Focagem iscelétrica (IEF) e ligacgdoc
aos alvos EPCAD e CDh46 wutilizande linhas celulares
possuindo uma expressdo elevada destas moleculas, tais como
por exemplco células LS174T, ou agentes tensiocativos gue
expressam estas moléculas. Os sub-clones g0 também

rastreados por PCR sobre DNA gendmico para &a presenca ou

6]

auséncia de pUBS3000Neo e pKb3IgG3. A identidade do
produtocs de PCR é ainda confirmada por sequenciacdc de DNA.

nétodos tals como transferéncia de Southern e/ou

3 - e T N — L - 4o 2 3 i L v ol
Assim que 0s subclones clonais estdo disponiveis e foram

confirmados positivos para a expressdo de ambos UBS-54 IgG
g9

diferentes 1sotipos com a cadeia leve comum numa célula
biespecificos a ambos EpCAM e CD46 ird revelar em dJgue

extensido em que as cadelas pesadas diferentes possuindo um

o diferente irdc emparel

0
& a
O
et
l_l

b
®

quantidade de anticorpos biespecificos produzidos. Espera-
se que se encontrem neste casoco, niveis muito baixos ou

nenhuns de anticorpos biespecifices.,
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Exemplse 8. Seleg8c de fagos gQue comportanm
fragmentos Fv de cadeia simples reconhecendo
egspecificamente a glicoproteina (RVGP} do wvirus da raiva
utilizando a proteina de fus8o RVGP-Ig, e a expressdo de

misturas de anticorxpos contra ¢ virus da raiva.

Este exemplo descreve a producgdo de misturas de
anticorpos contra o virus da raiva, come outro alvo
potencial. Como um antigénio, A Glicoproteina do Virus da
Raiva (RVGP) ¢é escolhida, mas outros antigénios da raiva
podem também ser escolhidos ou incluidos para este
propdsito. Ji foram descritos na técnica outros anticorpos

monoclonals gue reconhecem RVGP, e foram reconhecidos

anticorpos policlonais SOmo também sendo Uteis no
tratamento de infegdes da raiva (e.qg. EPC402029;

EP0445625). Os fragmentos de anticorpo s&o selecionados

utilizando Dbibliotecas de apresentacdc de anticorpo em
fagos e tecnologia MAbstract™, essencialmente como descrito
na patente US 6 265 150 & em W 98/15833. Todos os

procedimentos sdo efetuadas a temperatura ambiente salvo

referéncia em  contrario. A sequéncia de RVGP estéa

[

disponivel para uma pessoa especialista na técnica, para

objetivos de clonagem (e.g. Yelverton et al, 1983). Uma

geneticamente com o8 dominios CH2 e CH3 de IgG; humana £
produzida utilizando o vetor pcDNA3.l Zeo-CH2-CH3 expresso

em PER.Co™ e revestido durante 2 horas a 3

o))

de tubos de pléastico Maxisorp™ (Nunc) a uma concentracdo de

1,25 mg/mL. Os tubos sdo blogueados durante 1 h em 2% de
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< SRATITY

leite magro em pd dissolvidoe em PBS (MPRBS) .

-
4

Simultaneamente, 500 p (aproximadamente 10°° c¢fu) de uma

bikclioteca de exposicdc em fagos gue expressam fragmentos

i
|-

&3]

de Fv (scFvis) de cadeia UGnica essencialmente preparados
como descrito por De Kruif et al (19%ha,b} e referéncias ai

i volumes de MPRS a 4%. Nesta
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biblioteca 'VK1'). Adicionalmente, o S humano ¢ adi-
cionado até uma concentracdc final de 15% e o blogueamento

com RVGP-I« sdo esvaziados e a biblioteca dos fagos

blogueados & adicionada. O tubo € selado e sujeito a
rotacdo lent rante 1 h, seguido por 2 h de incubacido sem

rotacdo. 0s tubos sdo esvaziados e lavados 10 vezes em PBS

T o o] - - a - = . .
contendo 0,1% de Tween-20, seguidce por lavagem 5 vezes em
DR T oads A N ALY 0 5 oM - LT ’

PBS. E adicionado 1 ml de gl_‘hcj_ﬂc)“ﬂ\,bf J,; 05 M, po 2, Z; & O
- £, - - x i - s 4 £
tubo é sujeito a rotacdo lenta durante 10 min. Os fagos

eluidos sdoc adicionados a 500 pul de 1M Tris-HCl1 pH 7,4. A

ampicilina, tetraciclina e glucose. Apds incubacdo das
placas durante a noite a 37 “C, as coldnias sdc raspadas
das placas e utilizadas para preparar uma biblioteca de
fagos enriquecida, essencialmente come descritoe por De

Kruif et al. (19%5a,b). Resumidamente, zas bactérias raspa-
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em PBS3, apds o que os fagos blogueados sdo adicionados. A

incubacdo é deixada prosseguir durante 1 h, as placas sédoc
lavadas em PBS 0,1% Tween-20 e os fagos ligados sédo
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detetados wutilizando wum anticorpo anti

peroxidase. Como um controlo, o© procedimento & efetuado
simultaneamente utilizando um anticorpoe em fagce de controlo

&
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dirigido contra tiroglobulina (De Kruif et al. 1995
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Noutzro ensaio 08 anticorpos em fago sdo
analisados gquanto a sua capacidade para se ligarem a

células PER.Co™ gue expressam RVGP. A este propdsito as
células PER.Co™ sdo transfetadas com  um clasmideo
transportandoe uma sequéncia de cDNA gue codifica RVGP ou

A
com O vetor vazic e 08 transfetantes estaveils 340

selecionados utilizando técnicas convencionals conhecid

O
9]

™
"

de uma pessoca especilalista da técnica (e.g. Coligan, J.E.

I. John Wiley & Sons, Inc. New York). Para anadlise de
citometria de fluxo, 08 anticorpos em fage sido primeiro
blogueados num volume igual de MPBS a 4% durante

4 °C antes da coloracdo das células PER.C6™ transfetadas

com RVGP- e controlo. Cs fagos blogueadces sdo adicionados a
uma mistura de células PER.C6™ transfetadas ndo marcadas de
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ficoeritrina (PE) (Calltag) durante 15" em gelo. As células
sédo lavadas uma vez e transferidas para um tubo de 4 ml. A
separacdo de células por tamanho é efetuada num separador

de células por tamanho ativado por fluorescéncia

[y

ACSvantage (Becton Dickinson) e as células RVGP (positivas
para PE) sdo separadas por tamanho. As células separadas
por tamanho sdo centrifugadas, o sobrenadante é guardado e

'®)
\J

£

]

Q

:gos ligados s&o eluidos das células ressuspendendo as

n

células em 500 upul de Glicina a 50 mM pH 2,2 seguido por
incubacdo durante 5 min. a temperatura ambiente. A mistura
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adicionada aco scobrenadante recuperado. Co

selecdo, o0s anticorpos monoclonals em fago sdo preparados e

&lulas RVGP-PER.CE™ e as células
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PER.Ce™ ndc transfetadas como descrito supra. Cs fagos que

subgeguentemente testados para ligacdo a proteina de fusao

Os fragmentos de gcFv selecionados gdo clonados
num formato de IgG; Thumana, de acordo com métodos
conhecidos na técnica (e.g. BRoel et al, 2000). A este

propdsito, o fragmento VL partilhadoe pelos scFv selecio-

nados é amplificado por PCR utilizando oligos que adicionam

(Dv

sitios de restricgidc apropriados. Um processc semelhante

el
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1

RVGP-1, 1-2Z2 ug pCRURVGP-Z, 1-2 wug pCRU-RVGP-3 ou 1 ug de

ransfetadas com um vetor de controlo de LacZ, enquanto

controlos negativos. Apds 4 a 5 horas, as células sé&o

lavadas duas vezes com DMEM e realimentadas com meio fresco
sem selecd No dia seguinte, os meios sdo substituidos com
meio fresco contendo 500 ug/mL de G418. As células séo
refrescadas a cada 2 ou 3 dias com meio contendo as mesmas
concentracdes de G418. Cexc de 20-22 dias apods g

sementeira, sdo visiveis um grande numero de coldnias e de

cada transfecdo pelo mencos 300 gdo repicadas e cultivadas

placas de 6 pocos para frascos T25. Neste ponto, as células

sdo congeladas (pelo menos 1, mas normalmente 4 frascos por

IgG humano recombinante sdc determinados no sobrenadante
utilizando uma ELISA especifica para IgG, humana (descritos
na WO 00/63403). Também, neste ponto G418 & removido do

C
=)

meic de cultura e nunca reaplicado novamente. Para
nimero representativo de colénias serdce cultivados volumes
maiores para purificar a fracdc de IgG; recombinante humana

do sobrenadante condicionado utilizando

Q
T
8}
[
¢t
i_ 1
-

@]
]
k)

omatografia de afinidade em Proteina A de acordo com

rocedimentos convencicnais. A IgG, humana purificada a

"('5

1—|

ir de wvarios clones € analisada em SDS-PAGE, Focagem

t

ar

e
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igoelétrica (IEF) e ligacdo a RVGP alvo utilizando um

PER.Cé6~transfetante de RVGP descrito acima. As c¢oldénias
obtidas a partir da co-transfecio com pCRU-RVGP-1, pCRU-
RVGP~2 e pCRU-RVGP-3 gd0 rastreadas por PCR em DNA gendmico

para a presenca ou auséncia de cada uma das trés

acdo {(por PCR ao

nivel do DNA assim como em ensaios de ligacdo especificada

contra RVGP), s&c sujeitos a separaci por tamanho de

S}
9]

células Unicas utilizando um geparador de c¢élulas por
tamanho ativado poxr fluorescéncia (FACS) (Becton &

Dickinson FACS VANTAGE SE). Alternativamente, as colénias
s&do semeadas a 0,3 células/poco para garantir o

refrescadas uma vez por semana com meio fresco. 0s sub-

clones sdo cultivados e transferidos através de placas de
96~-pocos para placas de 24~ e b6-pogos e para frascos T2b.
Neste ponto, os subclones sédo congelados {(pelo menos 1, mas

sobrenadante utilizando uma ELISA especifica para uma IgG;
humana. Para um nUmerc representativo de subclones, gé&o

cultivados volumes mailores para purificar a fracdo de IgG,

recombinante humana a partir do scbrenadante condicionado
utilizando cromatografia de afinidade em Proteina A de

acordo com procedimentos convencionais. Uma IgG; humana

}_
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humana comce descritoe supra. A IgG, humana purificada obtida

ligacdo a RVGP alvo. A eficéacia das misturas de anticorpos
contra a raiva é testada em ensalos de cultura de células

in vitro em que a diminuicgdo na dispersidoe do virus da raiva

[ON

medida, assim comc em modelos animais in vive infetados
por raiva. Esses modelos sdo conhecidos das pessocas

écnic

ot

especiailstas na

o)}

; e Sdo0 e.g. descritos em

EP0402029.

Exemplo 9. Producdo de uma mistura de anticorpos
com uma cadeia leve comum e trés diferentes regiles

varidveis da cadeia pesada numa {nica célula.

emparelhar com a cadeia leve simples para formar anticorpos

iy

funcionais, €& agui exemplificado e é esquematicamente

apresentadoe na Fig. 6. As IgG humanas UBS54 e K53 contra a
molécula de adesdo homotipica EP-CAM (Huls et al., 1999%2) e

um cofator da proteina CD46 de membrana (WO 02/18948),

respetivamente, gsdo descritos no Exemplo 1. Outro clone que

@]
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a mesma cadeia leve de UBS54 e K53, mas uma sequéncia de

O
o))
[ON
D
P
o))
b
i
48]
[e3)
@)
o8
<
o))
=
}_l.
o]
<
0]

vel Unica (ver alinhamentc na Fig. 3}.

gsequéncias de cadeia pesada e leve varidveis do fago (02-237
foram clonadas no plasmideo de expressdo pCRU-KOLI, (pCRU-
K01 ¢é depositade na European Collection of Cell Cultures
(ECACC) sob o numero (3041601), gue contém o0s dominios

constantes da cadeia pesada e leve para um anticorpo IgGi.

C plasmideoc resultante foi designado pgGl02-237. Devido a

diferiam ligeiramente do terminal N de UBSLH4 e KbL3 conforme

presente em pUBS3000Neo, pCD46 3000 (Neo), respetivamente

produzido em células 293 (T) humanas ou estavelmente em

células PER.C6. Parecia que a IgG 02-237 purificada tinha

uma muito maior afinidade para o CD46 purificado (Fig. 14)

do gque a IgG K53, i.e. a afinidade aumentou de 9,1 x 10" M

[

para 2,2 x 1077 M para K53 e 2~237, respetivamente.
Também, o 02-237 se ligou muito melhor a CD46 em células de

carcinoma do cdlion humanas L351747 do gue KbH3 {(Fig. 15).

As linhas celulares derivadas de PER.C6™ estiveils
que expressam uma combinacdo dos plasmideos pUBS3000Neo,
pCD46 3000 (Neo) e pgGl02-237 gue codificam IgG 0Z-23

humana foram produzidas de acordo com ¢os métodos conhecidos

como tais das pessoas especialistas da técnical({ver e.g. WO



120

>3403) .

/6

I
i}

(o)

PE2314629
DMEM

0

Sl ] . [%) 0] 0 M . O = O = = w < H
) = = = D - 1 e = .
O e -~ M 4 ! ~ o~ EKqo] ( N,_ O © Ito] ?.ﬁ. &) < ﬁm, | HW o “ _O S @ e
) ¢ C ¢ 3 g L 175 DRSS c T D
Q, 0] Q Q ~ 8] ) ™ o B n { ! ‘- oy - .
= ° S 1 o B o o 5 g J_ ™ AN rM = H oM > OO a
= o c - . ) Y B - L R I = S Y BT N ©
0 M . ,MJ._L o 9 . ow ! n cM o w L ¢ 4 9z P o4 @ T P Y o S b
I o ; 1 o8 as e = o (ST I SOIETS O ' w 61
= ™ mb mv B 2 o q R R 1 w m g ° o H w9
- \ = S o .m i © ] © = @ = ~ o (ST ) a
AR T G N A B R R B A S Q ¢ E o o a8 g
N T R Ho2 g g8 a4 s ¢ o405 O = B poo o
O 3 & T 5 S5 0™ e T i e L I~ e SO BN . 9 v
0 7 ) M . NG} = 0w N o] [0} oy “ e ~ i’ NS
S T T & v © o© B 9 5o o & m w 2w o
© o 5 0 ( Y0 ¢ -0 ) o g = a4 g 57
o ; K = 0 5 00 ot £ o ’
= n @ [O N - he 0 . 4 Q0w | c . - . —
- s O o o R % 0 % = G O % I m o = 0] % B«
G O e & ity 2 _ : o o " e 0] o ) Do
4 v o O 50X o © ) - e > ) -
& 4 g o 0 2 . 0~ & % o o = = 3 < 1o oy 0w &
ES TN 9 B o o S o & & T T o O S B N S B S
- o £ O 5 2 o P o o w o« - A S 2 -
. ) O P £ s ! = e [9) o & o )
I\ 3 5 O = o S mr, N &) £ o r — r - &> ™~
te ) » o e ™ ¢ 5 m_w o & - s o ® % 0 ' mw ©
. wo — e B = I 3 o 4 g M
@ - < o & 0 _ O - D o) - T o Q - d ©
"~ N N . @ o N < O O ©
+ O , O Q .m. (G © o © U ™ o A H B g T o O -
T BELS -  oF N o © & . - W oo
@ @ 5 A4 2 o 5 < 5 o o v 9 @ CoW oW
£ R B R e R R ~ F g © ¢ 5 8 g o @ o4 0 O g
a_ ] .W.. © @] c Q Q [0} S It ) wn o O e & o @] &) @
3 £ G 9 d R 2oog s f 2 g v g g © 2 g &8 0
e o o Y & 9 0~ & = 50 F C o 8 g Q & Q 4 O
E 5 ¢ 5 3 509 a4 o & 8 T« T T = N R
% S 9 &8 9w g o 2 = 5 2 [ 8 5 3 W g 9o 8 @ ¢ o 0 0
o r ~ Q > L/ (] D 3 { ot R ¢ . -4
o 0] () I ; - : Pz P D - -~/ O e} 4 [¢3] o
°c f - & 4 o & 5 o & & o o o C w - u o 0
| - P - &) U o N [ m . 9] V ¢ O v ! i
o, 4 O A - - a N B D S-S O R B o ®©
g O G C= iB) © P ) . o W Q“ @ 1 © e = o T o] £ o 4+
] — O ¢ -+ . RS . ¥ e oF ¢ b1 O Q [OT
- - - »m O TR B S S8 F X H
. F o woT G | = - , =R .
S5 5 oL 3 8 9y 8 0o ¥ &« 0 5 D @ T 7 d T L 0 0
T 5 ° c [ N o & O [0} it 5 Q 5 @ W p
O o + & ® a1 t b - ~ y O . @ et | ) NO) Q
. .m O G~ ” 4 % = ) - o} mm 1)) a 5 m o} o ) -
1 o O () O = .
- M o~ O 3 = y Q& - §
o~ o . 3 L @ ; 0] ] Nt 0 i : N S 0] 0 G
o g I o S I T I AT o 2 o8 L e B o4 o » B Y
4 g 0 g © © o =T B S SR © B o T ° T 7 e B S B
it o - o - o= =¥ 0 @ o P @ o @ 1)
1 0 n o o 94 &5 T Loou s @ ;o o 0 _
w@. " o e 3 _ a c o C O e 1@ T ] \* m 6} © @) o p - © ©
= Yool 3 ) g = L S5 : O
«Q KO Q T 1|._ @) — Q + W - ~ ﬂr\.“ ML jo [ON > Q T CH__ T 0] ar . ©
B o .4 © o s o © g O W g g @ > | o o &
18 - § I o - } ¢ N = ¢ - . - - M . = G
@ g 5 o & 13 g 8 8 & S04 g @ O 4 © @ U 2 A
. « ¢ 2y Q > I U4 o ~ Ly o o) | 0 o) I 1G]
O] = (@] O o» 1) & o & - G O \ X — 4 T
o T T 2 T TS O o SR S oy St S S S ¢ o g5 © o @ o wu © O O g g
M (. - (ON 9 -4 — n = o O ] G Oy O Y ® O a & i} i}

Ioram

~

exXpressdado

L

-

a

forg

re



PE2314629 - 121 -

obtidos sem guaisguer nmétodes para a amplificacido do

IgG humana de cada clone foi subseguentemente purificada

o
o

-r

utilizando cromatografia de afinidade em Protein est

modo, 15-25 mL de meio condicionado foram aplicados numa

coluna de 5 mL de Proteina A FF Sepharose (Amersham
Biosciences). A coluna foi lavada com 4 mM de salino

0,1 M de citrato a ©pH 3,0. A fracdo eluida foi

subsequentemente dessalinizada numa coluna Sephadex G25
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amostras de IgG purificada foram analisadas numa SDS-PAGE
ndo reduzida e reduzida e IEF. A SDS-PAGE ndo reduzida

{(Fig. 16A) mostrou que todas as amostras de IgG migraram de

=3
O
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el
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como  uma
molécula de IgG montada, intacta de aproximadamente

150 kDa. Na SDS-PAGE reduzida ({Fig. 16B), as amostras da

o)
[
D
<
®
0
(o8
16
0
0]
it
@)
St}
(3]
(e}
®

IgG migraram comce cadeias pesadas

do controlc K53 ou 02-237. Na IEF, as frac¢des de IgG
purificada foram primeiro comparadas com uma mistura de

iguais gquantidades de K53, UBS54 e 02-237 (Fig. 17}.
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contém moléculas de ligacdo a (D46 possuindo a mesma
afinidade da IgG 02-237 isolada. Tomadas em conjunto, esta

experiéncia mostra gque é possivel expressar uma mistura de

moléculas IgG funcionais compreendendc trés cadeias pesadas

relo menos 4, 5 ou mais cadeias pesadas, utilizando o mesmo

procedimento. No caso de ser dificil obter c¢

expressa pelo meno 3 cadeilas pesadas de acordo com
invencdo pode ser utilizado para introduzir mais cadeias

pecsadas numa ronda separada de transfecdo, por exempl

@]

utilizando um diferente marcador de selecdo.

capaz de produzir uma mistura de mais do gue duas IgGs
funcionais humanas. Deste modoc, os clones 241, 280 e 402,
que foram pesquisados como positivos para a producdo de

cada uma das trés IgGs, por IEF e MS, foram sujeitos a

diluicdc limitante, 1i.e. semeadas a 0,3 células,

As populacdes de células clonais, dagui em diante
designadas comc subclones, foram refrescadas uma vez por

semana com melc fresco. Os subclones foram cultivados e

transferidos de placas de 96 pocos via 24-e 6-pogos, para
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foram congelados. 0s nivels de producgidao de antlicorpo

IgGl

7

recombinante humano foram determinados no sobrenadante
utilizando wuma ELISA especifica para a IgGl humana. Para

cada clone parental, foram selecicnados e cultivados 3

6]
o
o
0
'.__I
@]
o]
{
6]
®
=
)

lguns frasces T175 para obter meio
condicionado suficiente para a purificag¢do utilizando
cromatografia de afinidade em Proteina A como descrito

acima. Uma IgGl humana purificada a partir dos subclones

fol subsequentemente analisada como descrito acima para a

Q

IgGl humana obtida z partir do clone parental, por focagem

subclones do clone polyl-241 tém cada um o mesmo padrao,

mas diferem do clone parental por parecer que lhes falta

algumas bandas. 0Os subclones do clone poly 1-280 parecem
diferir todos uns dos outros e do clone parental. Os
radrdes obtidos por IEF para os subclones do clone parental
poly 1-402 sdc idénticos para todos os trés subclones e o

clone parental. A partir destes dados pode ser concluido

}___I
o
=
o3

que o clone 402 esta a produzir de forma estéave
mistura de anticorpos. Isto demonstra que é fazivel
croduzir uma mistura de anticorpos de acordo com a invencao
a partir de um unico clone celular. Os clones sofreram
cerca de 25 duplicacdes da populacido {(divisbes de células)

a partir do procedimento da transfecido até 2 primeira

subclonagem na auséncia de pressidc de selecdc, antes do

5

waterial analisado na Fig. 21 ser recolhido. Deste modo, a
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o e
FACS. Os

-

oo

BS54 ligou-se seletivamente a células transfetadas com

EpCAM e 02-237 e K53 ligaram-ge seletivamente a

- 1 DNAA . 1 a 2 7 C In @
transfetantes C‘_J40, enguanto 08 anticCorpos nad reiaClonados

ndo se ligaram a estes transfetantes. 0s resultados

—

demonstram que as atividades de ligacédo contra EpCAM

P

e CDids
estavam presentes nas preparacdes de IgGl purificada da
maioria dos clones que expressam uma mistura de anticorpos

de acordo com a invencido, demonstrando gue uma mistura de

015 a CD46 e EpCAM foram semelhantes as do clone parental

completamente claro. A pesquisa de rotina, e.g. através de
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ser utilizada para encontrar um
clone com o perfi de expressdo desejado. 08 aspetos

quantitativos rodem também astar incluidos nestas

desejados, gue expressam a mistura de anticorpos com uma
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forma quantitativamente
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lones utilizados

Para pu

Clone Polyl-

Pesguisa por

ELISA (ug/mL)

pPurificacéo

Conc. no meio

fresco {(ug/mL)

Purificado

{mg}

209 6,1 98 1,37
233 10,0 53 0,75
234 8,0 51 0,71
2471 65,6 91 1,42

250 12,5 117 2,10
280 6,3 36 0,80
282 8,5 67 1,48
289 8,2 33 0,64

04 7,2 161 3,91
320 6,3 43 0,83
322 15,2 168 3,27
340 6,0 109 2, 64
361 10,4 71 1,73
379 9,5 78 1,75
402 39,9 135 3,14
022 16,2 83 1,69
040 7,8 67 1,43
048 6,5 43 0,94
055 11 55 1,04
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Tabela II. Péptidos tripticos dos dominios variaveis da
cadeia leve de K53/UBS54 e 02-237
Péptido Primeiro AA" Ultimo AA Monoisotépico | Monoisctépico
Py {Da) Py (Da)
K53/UBSE4 02-237
.1 1 24 2580, 31(2) 2554,28(2)
L2 25 59 4039, 02 4039, 02
L3 60 66 700,35 700, 35
L4 67 79 1302,061 1302,061
LS 80 82 374,23 374,23
L6 83 107 2810,29(2) 2810,29(2)
L7 108 111 487, 30 487, 30
L8 112 112 174,11 174,11
1) AR, aminoédcido
2) Um residuo de Cisteina alguilado
Tabela III. Péptidos tripticos de dominios varidveis de
cadeias pesadas de KbH3, 02-237 e UBSH4.

UBsS54

D

H1 |1 12 1267,68 {H1 12 1267,68 [H1 1 12 1267,68
H2 13 19 685,41 H2 i3 19 585,41 H2 13 19 729,41

A3 120 23 492,24 H3 20 23 492,24 H3 20 23 492,24

H4 {24 38 1693,81 {H4 24 38 1693,81 |H4 24 38 1587,77
H5 |39 63 2783,28 {HS 9 63 2783,28 |HE 359 63 2646,33
HG 4 67 472,28 HE 64 67 472,28 HE 64 67 506,26

H7 |68 84 1906,87 {H7 68 84 1806,87 |H7 68 87 2174, 04
H8 |85 87 374,23 HE 5 87 374,23 - - ~ -

HS {88 98 1319,55 {H9 88 BAS 1319,55 |HE8 88 88 1333,56
HIQ {89 102 493,21 Hi1Q |99 102 (475,25 |HS 83 119 |2307,15

iz22

2116,05

103

2057,98

A: péptide

B: primeiro aminodcido
C: Gltimo aminoacido

D: P, monoisotépico (Da

)
/
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Notas:

1}y vpara H1, o regiduc de amincacido 1 & um Acido

2} péptidos H3 e HY9 de K53 e 02-237, e péptidos H3 e HB8 de
UBS54 contém um residuo de cisteina alquilada
3) Péptidos Unicos que podem ser utilizadas para confirmar

T el ¥

a presenca das respetivas IgG's sdc indicadas em negritc e

Tabela IV. Dados MS/MS do péptido CDR3 (H1il) de K53,
obtidos por dissociagdo induzida por colisdo duplamente

carregada m/z 1059,06.

Igo m/z 1o m/z

<
OF
>
NS
o
~
}_.A
(e8]
[59]
N
}.__J
on
=
}.__J
C "y

Y7y 594,33 B6 768,38
Yy 693,40 B7 825,39

]

a
)
0
S

-
O
o))
oy}
fos)
ot
3

-
N
AJ

Y"q 893, 54 B9 n.d.
Y40 1006,63 B1O n.d.
Y7, 1107,67 B11 1224,65

Yo

p._.X
(@)
e
~
C
o0
o]
—
et
[@V)
N
)
~
@)
[09)
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I&o m/z 180 m/z
Y 1292,81 B13 1424,79
Y"i4 1349,77 B14 1523,86
VAT 1535, 85 B15 n.d.

<!
>
}_.J
[0
Ne}
o6}
~
e}
Ut
[59]
F_J
(et
3
[ON

<
s
F_.i
0
S
(O8]}
~
Xe}
(@)
os]
F_A
~J
F_
-J
0
[A)
~
W
[0}

o
S
F Y
O
(o)
o
~
o
)
P_J
co
3
Q.

=
=

b

¢
3
.
-
L

.
—
N
N
oy,
—
WO
o]
.
@]
(N
.

Os wvalores m/z sublinhados sdc picos principais no

/

espectro MS/MS.

2 n.d. & ndo detetado.

Tabela V. Dados M3S/MS do péptido CDR3 (H1l) de 02-237,
obtidos vpor igsociacdo Iinduzida por c¢olisdo duplamente

carregada m/z 1030,02.

|_<
o
~J
co
O
~
iy
W
o
(06
[
)

Y%, 879,53 B9 n.d.
Y™ 992, 60 R10 n.d.
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Ido wm/z I&o m/z
Y4 1093, 65 R1l n.d,
Y, 1150, 67 RiZ2 n.d.
Y'"is 1278,8 B13 n.d.
Y7 13235,80 Bl4 n.d.

<
-
n
-
€2
N}
F..i
o
<0 .
o g
oz}
-
1
]
[T OR

o
}_A
(o))
o
CO

~
0
o
el
o
o
o]
Q.

Yy 1724,00

W
oy
~]
3
.
@)

Y"j,g n.d. B

b
[es}
]
j

> °

d
Y¥., n.d. 1.d.

vy
o
o)
o

Os wvalcores m/z sublinhados s3o picos principais no

espectro MS/MS.
2 ] 4 . X . .
n.d. €& ndoc detetado.

Tabela VI. Dados M3/MS do péptido CDR3 (HS) de UBS54,
obtidos por disgociagdo induzida por colisdo triplamente

carregada m/z 770,09.

Ido m/z Tdo m/z
¥, n.d. Bi n.d.

Y¥, 248,17 BZ 213,17
Y5, 335,20 B3 360,16
Y, 406,25 B4 473,27
YV, 507,30 B5 10,32
Y¥, 594,33 B6 773,41
YTy ©93,472 R7 859, 48
Y7 794,45 B8 1016,50
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Yy 893,53 B9 1144,57

YU, 1006, 64 B10 1201,59

VAT 1107,67 Bil 1302, 68

Y% 1164, 68 BiZz 1415,72
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O
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W
o3
.
Q.
.

Os wvalores m/z sublinhados s8o picos principais no
espectro MS/MS.

“n.d. & ndo detetado.
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Cya

ogs
Arg

tac
Ty

sty
Mat
73

L]
Lagta

ede 3
Axg

fodat:|

Ser

C8g
Gin

aat

SR
Thy

HG4
Arg

I
Thr

got
Als

gog
Als
48

g
Gly

aea
Thy

et
Sex

g
Sae

<223> sequéncia de Vy de 02-237

<400> 10

Gin Val €ln Leu ¥al Gln Ser Sly Als Glu ¥al Lys Lys Pro Gly Alas

3

8

tot
Sex
2%

set

#ro

SaL

Asn

gas
Asp

gaa
Bep

tee
Fhe
103

’

ggt
Gly

F8&
Gy

s0a
Thr

P TV
Thy

gas
Rup
&g

gac
Rap

kac

Ty

cas
Gin

aace
Aan

PR d
Say
75

Ay

™he

e
Seg

{anti-CD46)

ERY

ace g
Thy Phe

Eetei S d S
Gily Leu
§5

LRt goe
Tyr Rlia
&0

HOE BHS

Thy Sey

ges gig
Ais Wal

£ g§¢
Tre Gly

aco
Thr
30

gayg
G

LrEgy
Gin

Flat:
Thy

tat
Ty

cag
Gin
116

ageo
Rer

tog
Tep

28

Lys

g
Ala

LTt
Tye
a3

g9e
Gy

tak
Tyr

kg
Hak

et e
Las

Ba
Ty
8¢

gk
Cys

&0
Thy

5

&

144

182

244

a8

33§

354
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Sexr ¥al Lys Val Ser Cys Lys Ala Say Gly Tyr Thr fhe Thr Ser Tye

a8 23 340
Gly Ile Ssx ¥rop val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Len Glu Tep Met
35 48 4%
Gly Tezp Iis Ser &la Tyr fsn Gly Asn Thr &sn Pyr ARls Gla Lys lau
S 55 &G
Gin Gy Arg ¥al Thr Met Thr The Asp Thr Ssr Thr Ser Tnr Als Tye
§% Kid T3 aa
et £lq Lew Srg Ser Lew Rrg Ser Rap A Thr ala Val Tyr Pyr Cys
8% &0 &5
Als Arg Gly Phe Fro Arg YThr Sex Fhe RAap 3Sur Tip Gly S5ln Gly Thr
186 183 1ig
Lew ¥al Thr ¥al Ser Ssr
11
<210> 11
<211> 369
<212> DNA
<213> Artificial
<220>
<223> seqguéncia de Vy do clone B28 (anti-CDZ2 phage}
<220>
<221> CDS
<222> (1)..(369)
<400> 11
L9 gee gag gtg cag oy Gty SEY ol go¢ dus gut 9Ulg gia ogg oot 8

Mat Bls Gl ¥al Sln Leuw Val Glu Ser Gly Sly Gly ¥al val Arxg Pors

1 § i3 i%

SEa OOy oo nbyg aga LS LoC QU goa oo Bot ggn tho aco tit gat L1

Giy 9ly Sey Leu Arg Iew Ssr COya Rla Als Ser {ly Phe Thy Pha Asp
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g8
asp

L
Tep

a3 o
Say
85

oig
Leu

1]
Tye

{81
Top

<210>
<211>
<212>

<213>

14
Tye

gL
Fal
50

gty
¥al

tat
T¥E

sgt
Cys

o
Gly

I

<220>

Ay

<400>

o
<LLS>

N
=W

fge
Gly
35

Eck
Sax

aag
Lya

ckyg
L

ges
ala

=
Gin
i1

N

12

0

&Eg
Het

qgk
Gly

ggc
@iy

TE&R
Gin

aga
Arg
189

gt
iy

age
Jex

st
1ig

nER
arg

atg
HaL
RS

gge
Gly

BLQ
The

rtificial

tgg
Trp

aald
AR

teae

Fhe 1

38

R8T

Asn

££L
Fha

oy
Ly

g
¥al

tog
TEp
35

agh
Sar

-3 44
Lau

gEC
Yal

s i
Arg
48

aak

Bah

ate
fis

cvg
faag

L 1
Axg

JLL

28

5

Hln

ggt
Biy

Lee

Bayx

aga
Arg

L4
Bhe
165

-«:gtc
Val

sequéncia de Vi do clone B28

gk
&la

gut
Siy

S458

Arg

Qe
&la
55

gt

Ala

teg
Sar

C2 999 a3g

e

age

Beax

QAC
Bap
7%

Sag
3+

Tee
Sar

aga
Arg

Sly

E:Ta: ]
Thy
4

a3

Ban

gae
Asp

bl g
Sy

Lys
48

gt
@y

Bls

&G
Fhx

il
Frep

36

Sly

tat
THE

¢ RRG

Lys

g
Ala

1133
Paa
118

(anti1-CD22 phage}

ety g8g
Leu Slu

gea gac
Ala Asp

s8¢ voe
Azn Sew
ag

FLF Bak
Yal Tye
4%

gae vak
Basp Tyr

¥et Rlz Giuw val 6In Lew ¥al Glu Ssr Gly Gly Sly ¥Yal val Arg Pro

i

5

KR

18

Bly Gly Sey e Rrg Leu Ser Cys Als Als Sar 8ly Bha The Fhe Asp
23

28

38

144

182

240

I88

338

369
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Asp Tyr Sly Mey Sey Trp ¥sl Arg Gln Ala Ppo Gly Lys Gly Leu €lu

35

48 45

Trp Yal Ser Gly Ils Rsn Tep asn Gly Gly Sexr The Gly Tyvr Alas Asp

58 5%

8er Val Lys Gly Axg Phe Thr
88 Eit

Leu Tyr Leu Gln Het Jwn Ser
g5

Tyr Cys Ala Rpg Gly Bhe Lean
106

Tep Gly Gin Gly The lsw Val
11§

<210> 13

<211> 369

<212> DNA

<213>» Artificial

sequéncia de Vy do clone

<400> 13

atg goo o3g §Lg oag ong Qty oag
Het Ala Gian Val Gin Leu Vsl &in
1 5

SO 9oe tOE ghy sag gt toe nge
Giy RAls Jsr val Lys ¥al Ser Oys

8

sge tac tat atg cam tgg gty oge

&

Ile Serxr Ary Bap Asn Ala Lys Asn Sax

T3

8¢

e Rrg Ala Slw Asp The Als ¥al Tye

3%

23

Ary Phe Ala Sap Zer Trp Phe Asp Tye

183

The Val Ser Ary
13¢

I1-2 (anti-CD72 phage)

Tot 99 9ot gag gty aag

Ssr Gly Ala Glu ¥al Lye
18

asy Qoa tot gga taw ace

Lys Ala Say Gly Ty THY

25 38

g gus oot gga o8’ Qug

119

sy oot
vs Peo
i5

LEG agse
#he The

oot gag

48

58

1s4
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Zar Tyr Tyr Met Bis Trp ¥sl Arg €ln Ala Pro Qly Sis €1y Len G8lu

A3 48 43

tgg stg ggs ata ate ssc oot agd gyt ggt g9 ats age tac go8 gag
Tep Hat Gly Ils fla Asn Pro Sar Gly Gly Gly Thr Sapr Tyr &lz §ln
5& 5% &0

2ag OO ooy QU agl gbo 200 Aty SO0 AUy ¢aC acy LOT ARy Age aca
Lye Bhe Sin Sly Azg Val Thr Met Thr Asg Asp Thr Ser Thr Ser The

&5

ki 5 84

gte tas astg Yag oty A0 38Cc oty age Lol gag geas SOy oo gty tat
¥al Tye Met Glu Leu Sexr Sgr Lew Arxg Ser 4lu Asp Thr Ala val Tyr

8% o] 3%

Lac Lgt goa =93 g8 T80 tst gtt acg 8t st too g9 Lt AT iog
Fee Cys Rla Arg Asp Tyr Tyve ¥al The Tyr Agp Ssr Try Bhe BRsp Ssp

B3y 183 1318

R SUT L83 gUt SO0 oLy gt ase gty tog aga
Trp 81y Gln Sly The Leu Yal Thr Wal Sexr Azxg

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

<220>
<2232

>

<400>

Mot Als Gin Vel Gln Leu ¥al Gln Sar Gly &l Glu Val Lys Ly

i

Gy Rla Seyx ¥al Lys V¥al Ser Oys Lys Ala Ser Gly Tyvr Thry B The

Sar Tyr Tyr Met Hiz Trp Vsl Arg Glun Als Pro Gly Gin Gly Lesu Slu

iis 12¢

14

123

PRT
Artificial

sequéncia de Vy do clone II-2 (anti-CD72 phage)

14

5 18 1%

28 5 Ry

K3 48 4%

2 Pro

182

248

a8

338

368
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Trp Met Sly Ile fle Asn Pro Ser Gly Siy Gy Thr Ser Tyr Als Gin
50 55 £0

Lys Fhe &ln Gly Arg ¥al Thr ¥et Thy &rg Rsp The Sar Thr Sas Thr
&3 Eit 8 80

¥al Tyr Met Glu Leu Ser Sexr keu Arg Ser Slu Asp Thr Als ¥al Tyr
B3 §8 85

Tyr Cys Ala Reg Asp Tyr Tyr Val The Tyr Asp Ser Tep Phe Asp Ssy
148 b ¥4 53 118

Trp Cly Gln Gly Thr leu VWal Thy Vel Ser Arg
115 130

<210> 1!
<211> 360
<212> DNA
<213> Artificial

oY N

<220>

<223> segquéncia de Vy do clone I-2 {(anti-class II phage)
<220>
<221> CDS

<222> (1) ..(360)

<400> 15

atg gon gag gug oag oby gty gEg LOY 99y ¢9n ggc tty gla cag oot 48
ek Alz Glu Val Gls Leu Val Siu Sex Gly Sly Gily Lee ¥al Glz Pfxo
i & 16 is
gEe adg o ol age obo tag gt gos goe telb gga Yig auts tRE gat 88
Gly Rrg Ser Leu Arg Leu Ser v Als Als Sgr Gly Phe Thy Phe Rap

28 25 34
gt Al gof Abg oA Lyy ghke ogy caa gub o Qou a3y Que oty gag 148

#sp Tyr Als Mer Hiz Trp Val Avg Gin Als Peo Gly Lys &ly law Gl
35 48 45
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gy gt Lo gt LT At oG A8t 29t Qb age 8ta gue tat gog gao 1%2
Toep Val Ser Gly Ile Ser Top &sn Sar Sly Ser Ile Sly Tyr Rla Asp

tet gtg aag gog oga tEo ace ats oo aga gas sag goo sag sac oo 240
Sgr ¥al Lys Gly Rrg Phe Thr Ils Sey Rrg Asp Asn &ls Lye Asn Sex

oiyg tab oty Cas abg asc agl obg aga gob QA9 GaC acg goC gty tab 288
Leu Tyr Leu Sln Met Rsn Ser Leuw Arg Als Slu Aaxp Thy Ala val Tyr
85 4] 83

LAC LgL 9O ¢y gan SRt tal ol gog oab LRE gan ftaw tuyg guc cas 336
Tye Oys R13 Aoy Asp Leu Tyr Lag &ly His Phe Bsp Tyr Trp &ly Gln
160 188 13g

gyt saw oty gte ace gho Log ags 380
Gly Thr Leu Yal Thr ¥al Ser Arg
118 126

<210> 1
<211> 120
<212> PRT
<Z213> Artif

<220>

<223> sequéncia de Vy do clone I-2 (anti-class II phage)

<400> 16
Met Ala Glu Val Gln leu Val Glu Ser Gly Gly Gy Leu Val 8in Pro
X 5 0 N

Gly Azg Ser Leu Arg Leu Ssr Cys Ala Ala 8sr Gly vhe Thr Phe Asp
20 25 38

Asp Tyr Ala Met His Trp Val Azg 8ln Ala Pro Gly Lys 6ly Leu Glu
3% 4¢ §5

Trp ¥al Ssr 6ly Ils Ser Trp Asn Ser 8ly Ser Ils Gly Tyr Als Asp
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36 -1 &G

Sey val Lys G1ly Arg Phe Thr Ils Ser Arg Asé; Asn &ls Lys Asn Ser
&5 15 5 80

Leuw Tyr Leu Gln Met Ass Ser Leu Arg Als Glu Rsp The Ala val Ty
8% 30 5

T¥r Cys Rla Arg Asp Lew Tyr Lew Ala His Phe Rsp Tyr Trp Gly Gla
166 ' 10% 119

Gly Thy Les Vsl Thr ¥al Ssr Arg
115 128

<210>» 1
<211> 3
<212> DNA

<213> Artificial

IS

6

3

<220>
<223> szequéncia de V., comum de clones B28 (fago anti-CD22), II-2 (fago
anti-Cb72) e I-2 (fage anti-classe II)
<220>
<221> CDS
<222> (1) ..(336)
<400> 17
tog ek gag oty act Cag gae oot got gty tet gty goo LRg ggs ag 48
Ber Ser Glu Leu Thr Gin Asp Foo &la ¥al Sar ¥al Ala Lwu Gly 8im
i % i 15
I8 ghe a0y ko 30e @O o gyga gse sy oko aga ago $st tal gea 35
Thy Val arg Ils Thr Cys 6in Gly Asp Ser Leu Arg Ser Tyr Tyr Als
240 25 3G
sge Loy tas Caf Cag &g OCR YR Cag gce oot gta okf gte sic tak 144

Ser Tep Ter Gin 8ln Lys Bro 4ly Gla Rla Pro ¥al Leu ¥al Ils Tyx
35 14 45

got aaa JIC AN QY CCC TOR gud S o0m gad o9 Lic tot ggc tes 132
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Gly Lyx Ran Aaxn Axg Pro Sex Gly lle Pro Rap Xrg Phe Sar Gly Sex

30 33 &3

a9C tos gga 3ac 3ca got ter tig sce aic ack ggg Ut oag gog gaa 248
Ser Sar Gly Asn Thr Ala Sex Leu Thr Ile Thy Gly Ala 8in Ala Giu

&3 3 TS 3

gt gay got gac wat tac Lot asc Yoo o9y gee age agt ggb ss¢ cat 288
Asp Giu Als Asp Tyr Tyr Cys Bsp Ser Arg Asp Ser Ser Gly Asn His

83 38 23
gtg §t8 LLC g9C gU3 OOy SO0 889 oUY 300 gfc Cta Ut gog goo gos 338
Val Val Phe Gly Oly Gly Thr Lys Lsu The ¥al Lsw Sly ala Als Als
10% 10% iig

<210> 18
<211> 11%

<212> PRT
<213> Art icial
<220>
<223> seguéncia de V. comum de clones B28 (fago anti-CD22), I1I-2 (fago
anti-Cb72) e I-2 (fago anti-classe)



PE2314629

S2F Ser Glu lau

!

The ¥al &rg Iis

28

Far Tep Tyr Sln

s

Gly Lys Asn Asn

50

Ssxr Ser Gly Asmp

&8

Rep Glu Als Asp

Y&l ¥al Phe Gly

Lisboa,

160

Thr GIn
5

The Cys

Gin Lys

Arg Fro

Thr &la
El¢

TyR Tyr
8%

S8iy Bly

Rap

Gln

Fro

Sar

Cys

The

Bro Als

Gly Asp
25

Gly Gia

§g

8ly ¥le

Lau Thy

Asn Beg

Lys Lew
108

15 de janeiro de 2014

Yal

ig

Sex

Ala

Fra

Ile

&g
30

Thy

Sar V¥al Ala Len

L Axg Sar Tyr

36

gro Val Lsu val
£3

Rap Brg he 3er
&%

Thr &ly &ls Gin
35

Axd Ser Ser &ly

val Len Gly Ala
118

Gly $in
15

T¥e Bla

Ils Tyr

Gly Sex

&g Glu
BO

han His
8%

&la Rls
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1. Método para identificar pe
de célula hospedeira gue produz uma mistura de anticor

em que a referida mistura de antic os tem um efeito

o)
Ne)

+
L

desejado de acordo com um ensaio funcional, compreendendo o

leve e sequéncias de &dcido nucleico gue codificam duas

cadeias pesadas diferentes, em que as veferidas

(ii) cultura de pelo menos um clone da referida célula

referidas sequéncias de &cido nucleico;

{(i11) pesquisa referida pelo menos um clone da célula
hospedeira para producdo de uma mistura de anticorpos
possuindo o efeito desejado por um ensaio funcional; e

{(iv) identificacdc de peloc menos um clone que produz

Z, Método de acordo com reivindicacdo 1, em que
a referida cultura no passo 11) e a referida pesguisa no

rasso 1ii) é efetuada com pelo menos dois clones.

3. Métode de acordo com gualguer uma das
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proteinas

étodo de producido de uma mistura de

wU

um clone de célula ho

spedeir

Q

"icado por um método de acordo com qualguer uma

das reivindicacd

ondic¢des que conduzem a
expressdo dos acidos nucleicos que codificam a uma

. M&tode para preparar
a a producdo de uma mistur

de: introduzir sequén

cadeias pesadas di

comum capaz de

e
c
a)
0}
0
W
0.
®
}_A -
W
(5}

resultando apenas em regid

dc humano o
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9]

mpreendendc uma seguéncia de acido nucleico

¢t
]
63}
]
N
(o]
[0S
]
l_l
Q
16))
Q
O

recombinante que codificam a cadeia leve comum € uma
sequéncia de Acido nucleico recombinante ou seguéncias gue

codificam pelo menos duas cadeias pesadas diferentes gue

a leve comum,

-
[8))

sdo capazes de emparelhar com a referida cadeid
em que as referidas seguéncias de 4cido nucleico recombi-

nantes qgue codificam as referidas cadeias leves e pesada

2

estdo sob o controleo de um

8. Méteodo de acordo com qualquer uma das rei-
vindicacdes 1-3, em que uma seguéncia de acido nucleico ou
sequéncias que codificam pelc mencs uma das referidas

; o .
eve e/ou pesadas foram obtidas por um méto-

|-

cadeias comuns
do compreendendo pelo menos um passo de selecdo do anti-

corpo em exposicio.

£, i~ ]~ ) 3 -
método os passos de:

i} colocar uma biblioteca de exposicdo de anticorpos
compreendendo anticorpos em contactce com material
compreendendo um alvo;

ii) pelco menos um passc de selecdo de anticorpoes de

111) identificacdo de pelo menos dols anticorpos de
ligacdo ao referido alvo, em gque os referidos pelo
menos dois anticorpos compreendem uma cadeia leve
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a diferentes moléculas de antigénic presentes numa mist

(.
o
]
)

15. Mistura de anticorpos de acordo com gualquer
uma das reivindicagdes 13-14 ou obtenivel por um método de

cordo com gualguer uma das reivindicagdes 4, 5, 10 ou 11

para utilizacdoc no tratamento ou diagndstico de uma doenca
ou distérbio num individuo humano ou animal.

l16. Composicdo farmacéutica compreendendo a mis-
tura de anticorpos de acordo com qualguer uma das ¥

vindicacdes 13-14.

17. Utilizacdo de uma mistura de anticorpos em

PN MMAaa acdel oo ~oacdaa 47 ~rit o a ma cadeis levwy O TT
une duas C i 2528 > a cade leve comu

gu duas ad as pesacas Gl ferentes e uma cadeils | J€  comuam

estdo presentes, na preparacdo de um medicamento para o

i

18. Utilizacdo da reivindicacdo 17, em qgue a
mistura & c¢btenivel por um método de acordo com  as

reivindicacBes de qualguer uma das reivindicacdes 4, 5 ou

[

19. Utilizacd8oc de acordo com a reivindicacédo
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- o~ - 3 - P, IR F Z, . P - U
ou 18, em gque a doenca ou distiérbio é selecionado a partirx

las escamosas, tumores de células germinais, metéstases,
tumores nido diferenciados, seminomas, melanomas, mielomas,
neuroblastomas, tumores de células mistas, € neoplasias

causadas por agentes infeciosos.

20. Utilizacdo de acordo com a reivindicacdo 17
ou 18, em gue a doencga ou distarbio & causada por uma

bactéria, virus, ou fungo, incluindo o registente a multi-

farmacos 8. aureus, Candida albicans, espécies de Agper-

- T e | o wr d aem e N ~ 2 7 74 4~
gillus, levedura, Lissavirus e.g. virus da raiva, Virus
7 - N T e X T L 3 N AP T RIS
Varicela-Zoster, Adenovirus, Virus do Sincicio Respira-

cyz - i A ) . ) p
COYXLO, Virus da Imunodeficiéncia Humana, Metapneumovirus

o
o
(]
8

riensis, Coxiella  burnetii, espécies de Brucella,

o)

nterotoxina B de Staphylococcus, Variola major, alfavirus
gque causa sindromas de meningoencefalite (EEEV, VEEV, e
EEV), virus conhecidos por causarem

tals como virus Ebola, Marburg e Junin ou contra virus tais

como virus Nipazh, Hantavirus, virus da encefalite d:
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carraca e virus da febre amarela ou contra toxinas e.g.
toxina Ricina de Ricinus communis.
21. Uti z

iistirbio ¢ causad
unicelular ou multi

da por um
ticelular.

22. Composicidc farmacéutica compreendendo uma
mistura recombinantemente produzida de anticorpos e um
veiculo adeguado, em que as duas cadeias pesadas diferentes
e uma cadeia leve comum estdo representadas na referid

mistura de anticorpos recomb
que  as

esadas dif
emparelhs

capazes de

7.1
L

sboa, 1

(o)
[oN
O
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Fig. 4

[ Ly

BEM g

“’“m\
SRV Inag ™%, 3

Farebi

e
fare

1"{
g'x‘f Sl
;i
| § BoMpN
{ consiare

SH

pCD4E_3000 (Neo}




PE2314629 6/33




PE2314629 7/33

HEHY HIHZ HIHZ

hidh i
H : §

HIHZ H1H3 HaHS
Y &
?Eﬁ,




8/33

PE2314629




PE2314629 9/33




PE2314629

10/33

Fig. 8
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Fig. 1@
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Fig. 11
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Fig. 18a, wsuntb
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REFERENCIAS CITADAS NA DESCRIQﬁO

Esta lista de

pelo requerente & apenas para

conveniéncia do leitor. A mesma ndo faz parte do documento da patente
£

Europeia. Ainda qgue tenha sido tomado o devido cuidado aoc compilar as

~

referéncias, podem ndo estar excluidos erros ou omissfSes e o IEP

declina quaisguer responsabilidades a esse respeito.

Literatura gque ndc & de patentes citada na Descrigido
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