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A PRESENTE INVENGAO RELACIONA-SE COM O FABRICO DE UM REPERTORIO DIVERSO DE
ANTICORPOS APENAS DE CADEIA PESADA FUNCIONAIS QUE SOFREM MATURAGAO DE
AFINIDADE, E AS SUAS UTILIZAGOES. A INVENCAO TAMBEM SE RELACIONA COM O FABRICO E
UTILIZAGAO DE UM REPERTORIO DIVERSO DE ANTICORPOS APENAS DE CADEIA PESADA DE
CLASSE ESPECIFICA E AO FABRICO E UTILIZAGAO DE COMPLEXOS MULTIVALENTES COM A
FUNCIONALIDADE DE POLIPEPTIDEO DE ANTICORPO DE CADEIA PESADA, DE PREFERENCIA A
FUNCIONALIDADE DE LIGAGAO DO ANTICORPO DE CADEIA PESADA, A ATIVIDADE EFECTORA
DA REGIAO CONSTANTE E, OPCIONALMENTE, FUNCOES EFECTORAS ADICIONAIS. A
PRESENTE INVENCAO TAMBEM SE REFERE A UM METODO DE GERACAO DE ANTICORPOS
APENAS CADEIA PESADA TOTALMENTE FUNCIONAIS SOMENTE EM RATINHOS
TRANSGENICOS, EM RESPOSTA AO DESAFIO ANTIGENICO. EM PARTICULAR, A PRESENTE
INVENGAO REFERE-SE A UM METODO PARA A GERAGAO DE ANTICORPOS APENAS DE
CADEIA PESADA ESPECIFICOS PARA O ANTIGENIO HUMANO, COM UMA ELEVADA AFINIDADE,
DE QUALQUER CLASSE, OU UMA MISTURA DE CLASSES E O ISOLAMENTO E EXPRESSAO DE
DOMINIOS DE LIGAGAO VH AO ANTIGENIO INTEIRAMENTE FUNCIONAIS.



RESUMO
MOLECULAS DE LIGACAO

A presente invencdo relaciona-se com o fabrico de um
repertdério diverso de anticorpos apenas de cadeia pesada
funcionais que sofrem maturacdo de afinidade, e as suas
utilizacdes. A invencdo também se relaciona com o fabrico e
utilizacdo de um repertdrio diverso de anticorpos apenas de
cadeia ©pesada de classe egpecifica e ao fabrico e
utilizacdo de complexos multivalentes com a funcionalidade
de polipeptideo de anticorpo de cadeia pesada, de
preferéncia a funcionalidade de 1ligacdo do anticorpo de
cadeia pesada, a atividade efectora da regido constante e,
opcionalmente, funcdes efectoras adicionais. A presente
invencdo também se refere a um método de geracdo de
anticorpos apenas cadeia ©pesada totalmente funcionais
somente em ratinhos transgénicos, em resposta ao desafio
antigénico. Em particular, a presente invencdo refere-se a
um método para a geracdo de anticorpos apenas de cadeia
pesada especificos para o antigénio humano, com uma elevada
afinidade, de qualguer classe, ou uma mistura de classes e
o0 1isolamento e expressdo de dominios de ligacdo VH ao

antigénio inteiramente funcionais.



DESCRICAO

MOLECULAS DE LIGAGAO

Campo da Invengao

A presente invencdo refere-se a um método para a producéo

de dominios de ligacdo Vi em ratinhos transgénicos.

Antecedentes da Invencéo

Os anticorpos monoclonais ou variantes dos mesmos
representardo uma elevada proporc¢do dos novos medicamentos
lancados no século XXI. A terapia de anticorpo monoclonal
jJ4 é aceite como uma via preferida para o tratamento de
artrite reumatoide e doenca de Crohn e existe um progresso
impressionante no tratamento do cancro. Produtos a base de
anticorpos também estdo em desenvolvimento  para o)
tratamento de doencas cardiovasculares e
infecciosas. Produtos de anticorpos monoclonais mais
comercializados reconhecem e ligam um epitopo Unico e bem
definido no ligando-alvo (por exemplo, TNFa). A produgdo de
anticorpos monoclonais humanos para terapia continua
dependente de cultura de células de mamiferos. A montagem
de um complexo constituido por duas cadeias pesadas e duas
cadeias leves (Hy;L;) e complexos processos de glicosilacéo
pbs-traducdo subsequentes excluem a utilizacdo de sistemas
bacterianos. Os custos de producdo e os custos de capital
para a producdo de anticorpos por cultura de células de
mamifero sdo elevados e ameacam limitar o potencial das
terapias a base de anticorpos na auséncia de alternativas
aceitaveis. Uma variedade de organismos transgénicos &
capaz de expressar anticorpos totalmente funcionais. Estes

incluem plantas, insetos, galinhas, cabras e gado, mas



nenhum ainda foi utilizado para a fabricacdo de produtos

terapéuticos comercializados.

Os fragmentos de anticorpo funcionais podem ser fabricados
em E.coli, mas o produto geralmente tem baixa estabilidade
no soro a menos gue peguilado durante o processo de

fabricacéo.

Complexos de anticorpos biespecificos sdo concebidos em
moléculas a base de Ig capazes de se ligar a dois epitopos
diferentes em ambos 0s antigenos dos mesmos ou
diferentes. Proteinas de ligacéo bispecificas que
incorporam anticorpos isolados ou em combinacdo com outros
agentes de ligacdo sdo promissoras para modalidades de
tratamento onde fung¢des imunoldégicas humanas capturadas
induzem um efeito terapéutico, por exemplo, a eliminacdo de
agentes patogénicos (Van Spriel et al., (1999) J. Infect.
Diseases, 179, 661-669; Tacken et al, (2004) J. Immunol,
172, 4934-4940; Us 5487890), o tratamento do cancro
(Glennie e wvan der Winkel, (2003) Drug Discovery Today, 8,
503-5100); e imunoterapia (Spriel Van et al, (2000) Immunol
Today, 21, 391-397; Segal et al, (2001) J. Immunol Methods,
248, 1-6; Lyden et al, (2001) Nat. Med., 7, 1194-1201).

Problemas de fabricacdo s&o compostos onde um produto
biespecifico de anticorpos baseado em dois ou mais
complexos H; L,. Por exemplo, a co-expressdo de dois ou
mais conjuntos de genes de cadeia pesada e leve podem

resultar na formacdo de até 10 combinacdes diferentes,



apenas uma das quais é o heterodimero desejado (Suresh et

al., (1986) Methods Enzymol., 121,210-228).

Para resolver esse problema, uma série de estratégias tém
sido desenvolvidas para a producdo em células de mamiferos
de formatos IgG biespecificos de comprimento total (BsIgG)
que retém a funcdo efetora de cadeia ©pesada. BsIgGs
requerem cadeias pesadas manipuladas de "botdo e buracos"
para impedir a formacdo do heterodimero e a utilizacédo de
cadeias L idénticas para evitar a nédo complementaridade da
cadeia L (Carter, (2001) Immunol. Methods, 248, 7-
15) . Estratégias de reticulacdo quimica alternativas também
tém sido descritas para a producdo de complexos de
fragmentos de anticorpos, cada um reconhecendo antigénios
diferentes (Ferguson et al., (1995), Arthritis and
Rheumatism, 38, 190-200) ou a ligacdo cruzada de outras
proteinas de ligacéao, por exemplo, colectinas, aos
fragmentos de anticorpos (Tacken et al., (2004) J.

Immunol., 172, 4934-4940).

O desenvolvimento de diacorpos ou minianticorpos (BsAb) a
que geralmente faltam as funcdes efectoras de cadeia pesada
também supera a redundancia do heterodimero. Estas incluem
anticorpos de cadeia simples minimas que incorporam sitios
de ligacdo VH e VL (scFv), que subsequentemente dobram e
dimerisam para formar um anticorpo bivalente biespecifico
monovalente para cada um dos seus antigénios alvo (Holliger
et al, (1993) PNAS, 90, 6444-06448; Muller et al., (1998)
FEBS Lett., 422, 259-264). Num exemplo, CHl1 e os dominios
constantes de L foram utilizados <como dominios de

heterodimerizacdo para a formacdo de mini-anticorpos bi-



especificos (Muller et al., (1998) FEBS Lett., 259-
264). Uma variedade de métodos recombinantes Dbaseados
em sistemas de expressdo de E. coli tém sido desenvolvidos
para a producdo de BsAbs (Hudson, (1999) Curr. Opin.
Immunol., 11, 548-557), no entanto, parece que o custo e a
escala de producdo de material de anticorpo multivalente de
grau clinico permanece o impedimento principal para o
desenvolvimento clinico (Segal et al., (2001) J. Immunol.

Methods, 248, 1-6).

Recentemente, o conceito de BsAb tem sido estendido para
englobar Di-diacorpos, anticorpos biespecificos
tetravalentes onde os dominios Vg € V; em cada cadeia H e
L foram substituidos pelos pares manipulados de dominios de
ligacdo de scFv. Estas construgbes, enquanto complexos
manipulados, podem ser montadas em células de mamiferos em
cultura na auséncia de redundédncia do heterodimero (Lu et

al., (2003) J. Immunol. Methods, 279, 219-232).

A  estrutura de imunoglobulinas ¢é bem conhecida na
técnica. A maioria das imunoglobulinas naturais compreende
duas cadeias pesadas e duas cadeias leves. As cadeias
pesadas sdo unidas umas as outras através de pontes de
dissulfeto entre os dominios de charneira localizados
aproximadamente a meio caminho ao longo de cada cadeia
pesada. A cadeia leve estd associada com cada cadeia pesada
no lado do terminal N do dominio de charneira. Cada cadeia
leve estéd normalmente ligada a respectiva cadeia pesada por

uma ligacdo dissulfureto perto do dominio de charneira.



Quando uma molécula de Ig estd corretamente dobrada, cada
cadeia dobra-se numa série de dominios globulares distintos
ligados por uma sequéncia polipeptidica mais linear. Por
exemplo, a cadeia leve dobra-se numa varidvel (V) e num
dominio constante (Cp). As cadeias pesadas possuem um Unico
dominio wvaridvel Vg, adjacente ao dominio wvariével da
cadeia leve, um primeiro dominio constante, um dominio de
charneira e dois ou trés outros dominios
constantes. Interacdes da cadeia pesada (Vg) e leve (V) de
dominios varidveis de cadeia resultam na formacdo de uma
regido de ligacdo ao antigénio (Fv). Geralmente, tanto Vg e
Vi, sdo necessdrios para a ligacdo ao antigénio, embora
dimeros de cadeias pesadas e fragmentos do terminal amino
foram mostrados reter a atividade na auséncia de cadeia

leve (Jaton et al., (1968) Biochemistry, 7, 4185- 4195).

Com o advento de novas técnicas de biologia molecular, a
presenca de anticorpos apenas de cadeia pesada (desprovidos
de cadeias leves), foi identificada em disturbios
proliferativos de c¢élulas-B no homem (doenca da cadeia
pesada) e em sistemas de modelo de murino. Andlise de
doencas de cadeia pesada, a nivel molecular mostrou gque as
mutacdes e delecdes ao nivel do genoma podem resultar na
expressdo inapropriada do dominio da cadeia pesada Cyl,
dando origem a expressdo de cadeia pesada do anticorpo a
que falta a capacidade para se ligar a cadeia leve
(ver Hendershot et al, (1987) J. Cell Biol, 104, 76l1-
767; Brandt et al, (1984) Mol Cell Biol, 4, 1270-1277).

Estudos separados em dominios Vi humanos

isolados derivados de bibliotecas de fagos demonstraram a



ligacdo para o antigénio especifico de dominios Vg, mas
estes dominios Vi provaram ser de baixa solubilidade. Além
disso, sugeriu-se gque a selecdo de dominios Vi humanos com
caracteristicas de ligacdo especifica apresentados em
matrizes de fagos poderia formar blocos de construcdo para
anticorpos modificados (Ward et al., (1989) Nature, 341,
544-546 ).

Estudos wutilizando outras espécies de vertebrados tém
mostrado que camelideos, como resultado de mutagdes nos
genes naturais, produziram apenas dimeros de IgG2 e IgG3
funcional de cadeia pesada que sdo incapazes de se ligar a
cadeia leve, devido a auséncia da regido de ligacdo de
cadeia 1leve Cyl (Hamers-Casterman et al., (1993) Nature,
363, 446-448) e que espécies, tais como o tubardo produzem
uma familia de proteinas de 1ligacdo apenas de cadeia
pesada, provavelmente, relacionado com o receptor de
células T de mamifero ou de cadeia leve de imunoglobulina

(Stanfield et al., (2004) Science, 305, 1770-1773).

Um aspecto caracterizante dos anticorpos apenas de cadeia
dos camelideos é o dominio Vg dos camelideos, que
proporciona uma melhor solubilidade em relacdo ao dominio
Vg humano. Vy humano pode ser manipulado para
caracteristicas melhoradas de solubilidade (ver Davies e
Riechmann, (1996) Protein Eng, 9 (6), 531-537; Lutz e
Muyldermans, (1999) J. Immuno Methods, 231, 25-38) ou a
solubilidade ©possa talvez ser adquirida por selecéo
natural in vivo (ver Tanha et al., (2001) J. Biol. Chem.,
276, 24774-24780). No entanto, onde os dominios de ligacéo

Vg foram derivados a partir de bibliotecas de fagos, as



afinidades intrinsecas para o0 antigénio permanecem na gama
micromolar baixa para a nanomolar elevada, apesar da
aplicacdo de estratégias de melhoramento de afinidade
envolvendo, por exemplo, a afinidade de randomizacdo hot
spot (Yau et al., (2005) J. Immunol. Methods, 297, 213-
224) .

Anticorpos Vy de camelideos sdo também caracterizados por
um anel de CDR3 modificado. Este anel de CDR3 é, em média,
mais do que o encontrado em anticorpos de nédo camelideos e
¢ uma caracteristica considerada uma grande influéncia
sobre a afinidade e especificidade de antigénio em geral, o
que compensa a auséncia de um dominio Vi na espécie de
anticorpo apenas de cadeia pesada nos camelideos (Desmyter
et al., (1996) Nat. Struct. Biol., 3, 803-811l, Riechmann e
Muyldermans, (1999) J. Immunol. Methods, 23, 25-28).

Estudos estruturais recentes sobre os anticorpos de
camelideos sugerem que a diversidade de anticorpos é em
grande parte impulsionada por processos de maturacdo 1in
vivo com a dependéncia de eventos de recombinacdo V(D)J e
mutacdo somatica (De Genst et al ,. (2005) J. Biol. Chem.
(14), 14114-14121).

Recentemente, o0s métodos para a producdo de anticorpos
apenas de cadeia pesada em animais transgénicos tém sido
desenvolvidos (ver WO02/085945 e W0O02/085944 ). Anticorpo
apenas de cadeia ©pesada funcional ©potencialmente de
qualquer classe (IgM, IgG, IgD, IgA ou IgE) e derivado de

qualquer mamifero (incluindo o homem) pode ser produzido a



partir de animais transgénicos (ratinhos, de preferéncia)

como resultado dum estimulo de antigénio.

O lécus da cadeia pesada da imunoglobulina normal
compreende uma pluralidade de segmentos de genes V, um
conjunto de segmentos do gene D e um numero de segmentos de
genes J. Cada um dos segmentos do gene V codifica a partir
do terminal N quase para o terminal C de um dominio V. A
extremidade do terminal C de cada dominio V é codificada
por um segmento do gene D e um segmento do gene J. O
rearranjo VDJ em células B, seguido por maturacdo por
afinidade fornece dominios de ligacdo Vy, gque em seguida,
com dominios de 1ligacdo V;, formam um reconhecimento do
antigeno ou local de ligacdo. A interacdo das cadeias leves
e pesadas é facilitada pela regido Cyl da cadeia pesada e

pela regido A ou kx da cadeia leve.

Para a producdo de anticorpos apenas de cadeia pesada, o
lébcus da cadeia pesada de linha germinal compreende
segmentos de genes que codificam para algumas ou todas as
possiveis regides constantes. Durante a maturacdo, um
dominio de 1ligacdo Vy reorganizado ¢ para o splicing
segmento que codifica a regido constante Cy2, para fornecer
um gene rearranjado que codifica uma cadeia pesada, gue
carece de um dominio Cy 1 e, por conseguinte, é incapaz de

se associar com uma cadeia leve de imunoglobulina.

Os anticorpos monoclonais apenas de cadeia pesada podem ser
recuperados a partir de células B de baco por tecnologia

padrdo de clonagem ou recuperados a partir de mARN de



células-B pela tecnologia de exibicdo de fagos (Ward et
al., (1989) Nature, 341, 544-5406). Anticorpos apenas de
cadeia pesada derivados de animais transgénicos ou
camelideos sdo de alta afinidade. A andlise da sequéncia de
tetrdmeros normaisde H,L, demonstra que a diversidade
resulta principalmente a partir de uma combinacdo do
rearranjo VDJ e hipermutacdo somdtica (Xu e Davies, (2000)
Immunity, 13, 37-45). A anédlise da sequéncia de ARNm de
apenas a cadeia ©pesada expressa, quer produzida em
camelideos ou animais transgénicos, apoia esta observacédo

(De Genst et al., (2005) J. Biol. Chem., 280, 14114-14121).

Uma caracteristica importante e comum das regides Vy de
camelideos naturais e humanos ¢é gque cada regido se liga
como um mondémero com nenhuma dependéncia de dimerizacdo com
uma regido Vi de solubilidade ideal e afinidade de
ligacdo. Estas caracteristicas tém sido anteriormente
reconhecidas como sendo particularmente adequadas para a
producdo de agentes de bloqueio e agentes de penetracdo do

tecido.

Homo ou heterodimeros também podem ser gerados por clivagem
enzimadtica de anticorpos de cadeia pesada, ou apenas por
vias sintéticas (Jaton et al., (1968) Biochemistry, 7,
4185-4195 e US2003/0058074 Al). No entanto, os beneficios
de um dominio de ligacdo monomérica do anticorpo ainda tém
de ser utilizados com vantagem na criacdo de proteinas

multiméricas, como reagentes terapéuticos e de diagndstico.

10



Vg humano ou Vyy de camelideos produzidos pela tecnologia
de exibicdo de fagos ndo tem a vantagem de caracteristicas
melhoradas como resultado de mutacdes somAticas e a
diversidade adicional fornecida pela recombinacdo da regido
D e J na regido do CDR3 do local de ligacdo do anticorpo
normal (Xu e Davies, (2000) Immunity, 13, 37-45). Vgy de
camelideos, enquanto mostra o0s beneficios da solubilidade
em relacdo ao Vg humano , € antigénico no homem e devm ser
gerado por imunizacdo dos camelideos ou pela tecnologia de

exibicdo de fagos.

A  incorporacdo de dominios de ligacdo Vy tem clara
vantagem sobre a utilizacdo de scFv que devem ser
modificados a partir de dominios Vy e V;, com o potencial
associado de perda de especificidade e avidez. Dominios de
ligacdo Vi derivados de familias de genes relacionados,
tais como receptores de células T ou a familia de
imunoglobulina do tubardo também proporcionam alternativas
ao sckFv para a geracdo de moléculas de ligacdo bi- ou
multi-especificas. Outras proteinas de ligacdo gque ocorrem
naturalmente e os dominios dai resultantes, incluindo, por
exemplo, fragmentos de receptores sollveis podem também ser

utilizados.

Classes de anticorpos diferem na sua funcéo
fisioldégica. Por exemplo, a IgG desempenha um papel
dominante na resposta imune madura. IgM estd envolvido na
fixacdo do complemento e aglutinacdo. A IgA é a principal
classe de Ig em secrecdes - légrimas, saliva, colostro,
muco - e assim desempenha um papel importante na imunidade

local. A inclusédo de regibdes constantes de cadeia pesada de

11



classe especifica guando complexos de ligacdo multivalentes
modificados oferecem os beneficios terapéuticos da funcéo
efectora in vivo dependente da funcionalidade requerida. A
manipulacdo das regides efectores individuais também pode
resultar na adicdo ou delecdo de funcionalidade (Van Dijk e
van der Winkel, Curr. Opin. Chem. Biol., (2001) 5 de Agosto
(4), 368-374). Parece provavel gque a producdo ideal e
selecdo de anticorpos apenas de cadeias ©pesadas que
compreendem dominios de ligacdo Vg de alta afinidade (seja
humano ou de camelideos ou de outra origem) ird beneficiar
de abordagens alternativas para os que dependem da selecédo
de bibliotecas de fagos randomizados que ndo facilitam a

recombinacdo in vivo, e a maturacdo de afinidade.

Assim, a inclusdo da funcionalidade regido constante IgA
poderia proporcionar uma melhor funcdo da mucosa contra os
patdgenos (Leher et al., (1999) Exp. Eye Res., 69, 75-84 ),
enquanto a presenca da funcionalidade regido constante de
IgGl proporciona melhor estabilidade no soro in vivo. A
presenca de dominios constantes de cadeia pesada Cy2 e Cy3
fornece a base para a dimerizacdo estédvel como se vé em
anticorpos naturais, e proporciona locais de reconhecimento
para a glicosilacédo pdés-traducdo. A presenca de Cu2 e Cy3,
também permite que o reconhecimento secundadrio do anticorpo
quando os complexos biespecificos e multivalentes séo

usadas como reagentes e diagndstico.

Sequéncias isoladas da regido varidvel apenas de cadeia
pesada pré-rearranjadas de camelideos foram previamente
clonadas em frente de uma regido de charneira e do dominio

efector de IgGl humana, inseridos em vectores e expresso em

12



células de COS para gerar anticorpos. 0Os anticorpos
expressos neste ambiente in vitro Ja& foram submetidos a
processos de de comutacdo classe (isotipo) e de maturacéo
de afinidade (hipermutacéo) in vivo no camelo e podem
ligar-se ao antigénio (Riechmann e Muyldermans, (1999) J.

Immunol. Methods, 231 , 25-38).

A WO 2004/049794 descreve anticorpos de cadeia simples, um
ratinho transgénico e o0s anticorpos de cadeia simples

produzidos por um tal ratinho transgénico.

Continua a haver uma necessidade na técnica para gerar
dominios de ligacdo Vy funcional apenas de cadeias pesadas,
que retém o potencial méximo de ligacdo ao antigénio para
utilizacdo em diversas aplicacdes clinicas, de investigacéo

e industriais.

Breve Sumdrio da Invencédo

A presente invencdo proporciona um método para a producdo
de um dominio de ligacdo Vg soluvel especifico do
antigénio, gque permanece em solucdo e ¢é ativo num meio

fisioldgico, que compreende:

(a) a injecdo de um antigénio num ratinho transgénico que

expressa um lécus heterdlogo de cadeia pesada Vg, em que:

(i) o 1lbcus da cadeia pesada Vy compreende uma regido
variavel que compreende pelo menos um segmento do gene Vy
de ocorréncia natural, pelo menos, um segmento do gene D,

pelo menos um segmento do gene J e pelo menos uma regido

13



constante de cadeia pesada, e em que 08 segmentos do gene

V, D e J sdo derivados a partir de um humano;

(ii) cada regido constante ndo codifica um dominio

funcional Cyl;

(iii) um segmento do gene V, um segmento do gene D e um
segmento do gene J sdo capazes de se recombinarem para

formar uma sequéncia de codificacdo de VDJ;

(iv) o 1ldécus de cadeia pesada Vg recombinado, gquando
expresso, ¢é capaz de formar, um anticorpo apenas de cadeia
pesada sollvel compreendendo um dominio de ligacéo
Vg soluvel especifico do antigénio e uma regido efectora

constante desprovida de um dominio funcional Cyl;

(bl) o isolamento de uma célula ou tecido que expressa, um
anticorpo apenas de cadeia pesada especifico do antigénio

de interesse;

(cl) a producdo de um hibridoma a partir da célula ou do

tecido do passo (bl);

(dl) a identificacéao e isolamento de um dominio
Vz especifico de antigénio c¢lonado a partir do mARN do

passo (cl),

ou:

(b2) o isolamento de uma célula ou tecido que expressa, um
anticorpo apenas de cadeia pesada especifico do antigénio

de interesse;

14



(c2) a clonagem da sequéncia que codifica o dominio Vi (8)
a partir de mARN derivado a partir da célula ou tecido

isolado;

(d2) exibicdo da proteina codificada usando um fago ou

biblioteca similar;

(e2) a identificacdo especifica do dominio Vy do

antigénio; e

(f2) expressdo do dominio Vi isoladamente ou como uma
proteina de fusdo em sistemas de expressdo alternativos

bacterianos ou de levedura.

De preferéncia, o sistema de expressdo no passo (f2) é um
sistema de expressdo de mamifero. Preferencialmente, o
referido ratinho transgénico foi concebido para ter uma
capacidade reduzida para produzir anticorpos enddgenos qgue

incluam cadeias leves.

De preferéncia, o loci de cadeia pesada da imunoglobulina

enddgena ao rato sdo excluidos ou silenciados.

De preferéncia, o 1lbécus da cadeia pesada Vg compreende
mais do que um segmento de gene V, mais do que um segmento

do gene D e mais do que um segmento do gene J.

De preferéncia, o segmento do gene V foi escolhida para

demonstrar as caracteristicas melhoradas de solubilidade.
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A regido constante da cadeia pesada do 1ldécus da cadeia
pesada pode incluir um um gene da regido constante da
cadeia pesada Cos e/ou um Caop, um Cg, um C®, um Cy e/ou
Cp. Além disso, a regido constante da cadeia pesada do
lécus da cadeia pesada pode compreender mais do que uma das
seguintes regides constantes da cadeia pesada: Coi, Coy,

Ce, CO, Cy Cu.

O lécus da cadeia pesada Vy compreende uma regido variavel
que compreende pelo menos um segmento do gene V humano,
pelo menos, um segmento D humano e, pelo menos, um segmento
J humano, em que um segmento do gene V, D e J sdo capazes
de recombinar para formar uma sequéncia de codificacédo de
VDJ. O lécus da cadeia pesada compreende, preferivelmente,
vinte ou mais segmentos do gene D e/ou cinco ou mais
segmentos do gene J. O anel CDR3 ¢é derivado a partir de

segmentos de genes D e J humanos.

O lécus de cadeia pesada Vy pode também compreender uma
sequéncia de recombinacdo (rss) capaz de recombinar um
segmento do gene J diretamente com um gene da regiédo

constante da cadeia pesada.

A regido constante da cadeia pesada do lécus de cadeia
pesada heterdloga é€ de origem humana ou de origem de animal
vertebrado, por exemplo de origem de camelideos. Em
alternativa, a regido constante pode ndo ser de cadeia

pesada de imunoglobulina de origem.
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0O método da invencdo resulta na maturacdo de células B
essencialmente normais. O dominio de ligacdo Vy pode né&o

ter um anel CDR3 estendido semelhante ao dos camelideos.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

Os presentes inventores conseguiram ultrapassar as
limitacdes da técnica anterior e mostraram gque ratinhos
transgénicos podem ser gerados utilizando "micro loci" para
produzir anticorpos apenas de cadeia pesada especificos
para a classe, ou uma mistura de diferentes classes de
anticorpos apenas de cadeia pesada que sdo segregados por
plasma ou por células B. Estas podem entdo ser utilizadas
como uma fonte de dominios de ligacdo V y funcionais apenas
de cadeia pesada, que sdo livres de funcgdes efectoras, mas

que retém a funcdo de ligacédo.

Os dominios Vg que podem ser gerados pelo método da
invencdo mostram afinidade de ligacdo elevada, resultante
de rearranjos do segmento do gene V, D e J e mutacdes
sométicas, geralmente na auséncia de um ciclo de CDR3
aumentado. Essencialmente, a maturacdo de células B normais
observa-se com niveis elevados de anticorpos apenas de
cadeia pesada presentes no plasma isolado (desde que o
dominio Cyl tenha sido eliminado em todas as classes de
anticorpos presentes no lécus recombinante). A maturacdo de
células B e a secrecdo de dimeros montados (por exemplo,
IgG), ou multimeros (por exemplo, IgM) ndo tem nenhuma
dependéncia em relacdo a presenca ou expressdo de genes de

cadeia leve.
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A andlise da sequéncia de nucledtidos do mARN especifico
para o antigénio que codifica para uma cadeia pesada
especifico para o antigénio isolado a partir de hibridomas
derivados de ratinhos transgénicos demonstrou gue a
diversidade de anticorpos de cadeia pesada é essencialmente
uma funcdo da recombinacdo de VDJ. Além disso, o0s presentes
inventores demonstraram que a diversidade de anticorpos é
gerada na regido CDR3 do dominio de ligacdo ao antigénio
funcional do anticorpo apenas de cadeia pesada, com uma
contribuicdo mais 1limitado de mutacdes somdticas nos
dominios Vg. Usando os métodos aqui descritos, dominios
Vy funcionais podem ser clonados e expressos em sistemas
bacterianos para gerar dominios de ligacdo Vy com retencéo
completa de ligacdo ao antigénio, especificidade e

afinidade.

Mostra-se que ratinhos transgénicos que podem ser
programados para produzir as classes preferidas de
anticorpos apenas de cadeia pesada em resposta ao desafio
do antigénio, por exemplo, apenas de IgG contra apenas IgM

ou, por exemplo, misturas de IgA, IgG e IgM.

Os inventores descreveram anteriormente (ver WO02/
085945 e WO02/085944) a geracdo de ratinhos transgénicos
que expressam um lbécus de regido constante de cadeia pesada
minimo de IgG humana desprovido do exdo Cyzl e ligados por
segmentos D e J humano com dois genes de VHH de lama. Estes
produzem anticorpos apenas de cadeia pesada funcionais, de
alta afinidade, especificos para o antigénio IgG gquando
desafiados com antigénio. Misturas de classes de anticorpos

apenas de cadeia pesada tnica (IgM e IgG) podem ser
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obtidas por troca de classe in vivo, através da utilizacéo
de construcbes de genes que 1incorporam as regides
constantes da cadeia pesada em tandem (desde que a todos os
genes da regido constante falte o dominio Cyl, quando

presente, um dominio Cy4).

Os aperfeicoamentos aqui descritos mostram gque um rato
construido com o mesmo ldécus da regido constante IgG ligada
por segmentos D e J humanos com dois genes Vyy de lama e
um lécus de regido constante de IgM humana desprovido de um
exdo Cygl ligados pelos mesmos segmentos de genes D e J
humanos com dois segmentos de genes Vyz de lama, também
produz anticorpo apenas de cadeia pesada IgM de elevado
peso molecular (multimérico) e anticorpo apenas de cadeia
pesada IgG (dimero). Surpreendentemente, a maturacdo das
células B essencialmente normais e a producdo de anticorpos
estd dependente da auséncia total de sequéncias Cyl a
partir de cada regido constante da cadeia pesada presente
no 1ldécus transgénico. Além disso, ndo existe qualquer

requisito para a remocdo do exdo Cuyd4, se presente.

Assim, por exemplo, um animal transgénico transportando um
lébcus de cadeia pesada de IgM humana com um exdo Cyl
funcional ligado pelos mesmos segmentos do gene D humano
segmentos de gene J para dois segmentos do gene V do lama,
e o lébcus da regido constante de cadeia pesada IgG
desprovida do exdo Cyl ligado pelos mesmos segmentos do
gene D e J humanos para dois segmentos de genes V do lama,
produzem niveis muito baixos de anticorpos apenas de cadeia
pesada e ndo mostram nenhuma evidéncia para a maturacido de

células B.
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Outros dominios efectores, incluindo o dominio Cy4, podem
ser incorporados ou ndo, como desejado, para introduzir ou
eliminar caracteristicas efectoras a partir do anticorpo

apenas de cadeia pesada resultante.

Os 1inventores descobriram que a expressdo de anticorpo
produtivo (isto ¢, a maturacdo das células B), pode
resultar da utilizacdo de qualquer gene segmento V presente
na construcdo. Isolamento e segquenciacdo do anticorpo de
mARN derivado a partir de células B mostra que a
recombinacdo dos segmentos dos genes D e J ocorre para
gerar a diversidade de CDR3. A comparacdo das sequéncias ds
dominios Vi resultantes revela mutacdes somaticas,
indicando que o0s eventos de maturacdo de afinidade tém
ocorrido nos segmentos de genes D e J recombinados e também

no dominio Vy do anticorpo de mARN expresso resultante.

Construgdes preferidas incorporam segmentos de genes V
selecionados para uma melhor solubilidade e ligados a um
grupo de cadeia D e J para a recombinagcdo e geracdo de
CDR3. De preferéncia, as sequéncias de VDJ estdo ligadas ao
dominio constante efector de escolha, em conjunto, cada

desprovido de um exdo Cyl.

Os dominios Vg resultantes ndo podem compreender um
circuito CDR3 alargado semelhante ao dos camelideos. Isto
resulta num dominio Vy exibindo diversidade de CDR3 e
maturacdo de afinidade operacionalmente ligado a uma regiédo
constante efectora. Esta ultima assegura a secrecédo

funcional e, opcionalmente, a montagem do rato parental.
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Estas observacdes tém implicacbes importantes para a
derivacdo aperfeicoada e simplificada de dominios Vg
soltveis de alta afinidade, que incorporam a maturacdo da
afinidade através da mutacao somatica. Os dominios
Vi podem ser expressos por si sb6 ou em gsistemas
bacterianos ou de outros microrganismos ou segregados por
hibridomas ou células transfectadas em cultura. Os dominios
Vz de origem humana tém uma variada gama de aplicacdes na
drea da saude, como medicamentos, diagndésticos e reagentes,

com aplicacoes agricolas, ambientais e industriais

paralelas.

Moléculas efectoras de cadeia pesada podem ser manipuladas
para serem livres de dominios funcionais, por exemplo os
dominios Cy4 do terminal carboxi, desde que a manipulacéo
ndo afecte os mecanismos secretores impedindo a montagem da
superficie da célula e, consequentemente, a maturacdo de
células B. Os ex®es Cyl isolados sédo excluidos do 1lbécus
heterbélogo ou estdo ausentes do ldécus. As caracteristicas
adicionais, podem ser manipuladas no 1ldécus, por exemplo,

para melhorar a glicosilacdo ou adicionar funcdes.

De preferéncia, o 1ldécus heterdlogo, gquando expresso, &
capaz de formar moléculas funcionais IgA, IgE, IgG, IgD ou
IgM ou isotipos dos mesmos. Classes de anticorpos
individuais ou misturas de classes de anticorpos ou

isotipos dos mesmos, podem também ser produzidas.

Por conseguinte, o 1ldécus de cadeia pesada heterdlogo é

concebido para produzir classes preferidas ou misturas de
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anticorpos apenas de cadeia pesada de acordo com a classe
de anticorpos requerida, com a maturacdo das células B
essencialmente normais. A utilizacdo de segmentos do gene V
D e J humano, dque compreendem segmentos do gene V
selecionado aleatoriamente, ou selecionado para
solubilidade aumentada, ir4d produzir anticorpos apenas de

cadeia pesada humanos funcionais.

Os anticorpos obtidos no processo da invencdo tém a
vantagem sobre os da técnica anterior na medida em que Sao
substancialmente de qualguer classe uUnica ou conhecida de
origem humana. Os anticorpos sdo de alta afinidade,
resultante de uma combinacdo da recombinacdo de VDJ e
maturacdo de afinidade in vivo. Os fragmentos dos mesmos
podem ser isolados, caracterizados e fabricadas utilizando
métodos bem estabelecidos conhecidos dos peritos na

técnica.

Lécus da cadeia pesada heterdéloga

No contexto da presente invencdo, o termo "heterdlogo"
designa uma sequéncia de nucledtidos ou um ldcus, tal como
aqui descrito, que ndo é enddgeno ao mamifero em que esté

implantado.

Um "ldécus de cadeia pesada Vg", no contexto da presente
invencdo refere-se a um micro-lécus minimo codificando um
dominio Vy que compreende um ou mais segmentos do gene V,
um ou mais segmentos do gene D e um ou mais segmentos do
gene J, operacionalmente ligados a uma ou mails regides

efectoras de cadeia pesada (cada desprovida de um dominio
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Cy 1). De preferéncia, a fonte principal de variabilidade
do repertdério de anticorpos é a regido CDR3 formada pela
selecdo de segmentos de genes D e J pelas jungdes V-D e D-

J.

A vantagem da presente invencdo é que o repertdrio de
anticorpos e a diversidade obtidas dos rearranjados das
sequéncias de genes Vi podem ser maximizados através do uso
de varios segmentos do gene D e J. A subsequente mutacédo
somdtica ¢é conseguida enquanto se usa um ldbécus minimo
(micro-lécus), sem a necessidade de um grande numero de
segmentos de genes V ou de loci de imunoglobulinas V; elLc

(cadeia leve).

De preferéncia, o lécus da cadeia pesada Vg compreende de

dois a cinco segmentos de gene V (2, 3, 4 ou 5).

Os segmentos de gene V sdo de origem humana, opcionalmente

selecionados para melhorar a solubilidade.

De preferéncia, o lécus da cadeia pesada Vg compreende 2-
40 (2, 3, 4, 5, o, 17, 8, 9, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 30 ou
40) ou mais dos segmentos do gene D (normalmente de 25

segmentos funcionais do gene D humano).

De preferéncia, o lécus da cadeia pesada Vg compreende de

dois a vinte (2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 12, 14, 16, 18 ou
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20) ou mais segmentos do gene J (normalmente 6 segmentos do

gene J humano) .

De preferéncia, o 1lécus da cadeia pesada Vg compreende
dois ou mais segmentos de gene V humano, vinte e cinco
segmentos do gene D humano funcionais e 6 segmentos de gene

J humano.

O termo "segmento do gene V" abrange um segmento de gene V
de ocorréncia natural derivado de um ser humano, que foi
opcionalmente selecionado para caracteristicas melhoradas,

talis como a solubilidade.

Os métodos preferidos para melhorar a solubilidade de um
dominio Vg incorporam meios racionais, em oposicdo a
somente aleatdérios, e sdo exemplificados em Davies e
Reichmann, (1996) Protein Eng., 9 (6), 531-537 e Riechmann
e Muyldermans, (1999) J. Immunol. Methods, 231, 25-38. A
selecdo natural também pode ocorrer in Vvivo por meio de
maturacdo de afinidade e de incorporacdo de mutacdes

favordveis no gene Vy seguinte ao rearranjo de VDJ.

O segmento do gene V deve ser capaz de recombinacdo com um
segmento do gene D, um segmento do gene J e uma regido
constante de cadeia pesada (efectora) (que pode compreender
vadrios exO0es mas exclui um exdo Cyxl) de acordo com a
presente invencdo para gerar anticorpos apenas de cadeia

pesada Vy em que o acido nucleico é expresso.
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Assim as sequéncias de codificacdo Vi podem ser derivadas
a partir de uma fonte que ocorre naturalmente ou podem ser
sintetizadas utilizando métodos familiares aos peritos na

técnica.

Um "dominio Vy", no contexto da presente invencdo refere-se
a um produto de expressdo de um segmento do gene V gquando
recombinado com um segmento do gene D e um segmento do gene
J, como definido acima. O dominio Vg , tal como aqui
utilizado permanece em solucdo e € ativo num meio
fisioldégico, sem a necessidade de qualguer outro factor
para a manter a solubilidade. De preferéncia, a capacidade
do dominio Vi soluvel para ligar o antigénio tem sido
melhorada pela recombinacdo VDJ e mutacdo somdtica. Ndo hé
nenhuma dependéncia em relacdo a presenca ou auséncia do
ciclo CDR3 alargado peculiar para as espécies de
camelideos. O dominio Vy ¢é capaz de se ligar ao antigénio
como mondmero e, quando combinado com as regides constantes
efectoras, pode ser produzido em formas monoespecificas,
biespecificas, multiespecificas, bivalentes ou
multivalentes, dependendo da escolha e da manipulacdo das
moléculas efectoras utilizadas (por exemplo, IgG, IgA IgM,
etc) ou de mecanismos alternativos de dimerizacdo e
multimerizacdo. Qualquer probabilidade de se ligarem com um
dominio Vi, quando expresso como parte de um complexo de
anticorpo apenas de cadeia pesada soluvel foi eliminada
pela remocdo do exdo Cyl (ver Sitia et al., (1990) Cell,
60, 781-790). O dominio Vy sozinho também pode ser
manipulado com diferentes dominios de ©proteinas para
produzir proteinas de fusdo para fins terapéuticos e de
diagndéstico orientadas, por exemplo, com as toxinas,

enzimas e agentes de imagem.
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O lécus da cadeia pesada heterdéloga compreende uma regido
de ADN que codifica uma regido constante da cadeia pesada
que proporcionam funcdes efectoras in vivo (por exemplo,

IgG, IgM, IgA, IgE, IgD ou isotipos dos mesmos).

Regido constante da cadeia pesada

Operacionalmente, uma regido constante de cadeia pesada é
codificada por um segmento de gene que ocorre naturalmente
ou manipulado que ¢é capaz de recombinacdo com um segmento
do gene V, um segmento do gene D e um segmento do gene J em
células B. De preferéncia, a regido constante da cadeia

pesada é derivada a partir de um ldécus de imunoglobulina.

Cada regiédo constante da cadeia pesada compreende
essencialmente, pelo menos, um gene da regido constante de
cadeia pesada, gque é expresso sem um dominio Cygl funcional
de modo que a geracdo de anticorpos apenas de cadeia pesada
possa ocorrer. Cada regido constante da cadeia pesada,
também pode compreender um ou mais exdes da regido
constante da cadeia pesada adicionais, o0s quais sé&o
selecionados de entre o grupo consistindo de Cd, Cvyi-s4, Cu,
Ce e Coi-p, com a condicdo de gque a constante de cadeia
pesada adicional também ndo expressa um dominio Cgl
funcional. 0Os segmentos de genes da regido constante da
cadeia pesada sdo selecionados dependendo da classe
preferida ou mistura de classes de anticorpos
necessaria. Opcionalmente, o) lécus da cadeia pesada

heterdloga é deficiente em Cu- e CO-.
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Por exemplo, moléculas de Ig da classe M sdo conhecidas por
desempenharem um papel importante na ativacdo de macréfagos
e na via do complemento. Devido a proximidade dos seus
locais de 1ligacdo, IgM tem uma avidez elevada para
patbédgenos, incluindo virus. No entanto, a IgM também &
conhecida por ser dificil para uso em técnicas répidas de
imunoensaio enquanto Ig da classe G pode ser prontamente
utilizada nestas técnicas. Para estas utilizacdes, seria
util selecionar para a classe de anticorpo preferida, ou

seja, IgG ou IgM.

A expressdo de todo ou parte do lécus de cadeia pesada
heterbéloga Cy desprovido de Cyl iréd produzir opcionalmente
alguns ou todos os isotipos de IgG, dependente dos isotipos
de IgGl, 1IgG2, IgG3 e 1IgG4 presente no 1ldécus de 1IgG
heterdloga. Em alternativa, as cadeias pesadas podem conter
genes Ce. A molécula de IgE resultante também pode ser

utilizada em terapia.

Alternativamente, podem ser obtidas misturas selecionadas
de anticorpos. Por exemplo, a IgA e IgM podem ser obtidas
quando a regido constante da cadeia pesada compreende um

gene Ca e um gene Cu.

De preferéncia, a regido constante da cadeia pesada ¢é de
origem humana, em particular gquando o anticorpo de cadeia
pesada é para ser utilizada para aplicacdes terapéuticas em
seres humanos. Quando os anticorpos de cadeia pesada séo
ser usados para fins de diagnéstico ou veterinario, a

regido constante da cadeia pesada é de preferéncia derivada
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do organismo alvo, vertebrado ou mamifero ou sobre a qual o

diagndéstico ou terapia veterinaria val ser executada.

Quando expressa, a regido constante da cadeia pesada falta
um dominio Cyl funcional. O exdo Cygl e, opcionalmente, as
regides constantes Cu e CO, podem ser mutadas, eliminadas
ou substituidas. De preferéncia, o exon Cyl é excluido. A
presenca, por exemplo, de IgM com um dominio Cy
funcional inibe a maturacdo das células B e, por
conseguinte, limita a expressdo produtivo apenas da cadeia
pesada de IgG (desprovido de Cyl) no mesmo ldbécus, tal como

maturacdo das células-B é inibida.

O "exdo da da regido constante de cadeia pesada" (exdo
"Cg") tal como aqui definido inclui as segquéncias de
ocorréncia natural de um vertebrado, mas especialmente
exdes Cy de mamiferos. Isto varia de um modo especifico de
classes. Por exemplo, IgG e IgA sdo naturalmente
desprovidas de um dominio Ckd4. O termo "exdo Cy" também
inclui dentro do seu é&ambito, os derivados, homdélogos e
fragmentos dos mesmos, na medida em que o exdo Cy €& capaz
de formar um anticorpo apenas de cadeia pesada funcional,
tal como aqui definido quando ¢ um componente de uma regido

constante de cadeia pesada.

Opcionalmente, quando presente, o Cy 4ou outros dominios
funcionais talvez manipulados ou suprimidos dentro do
transgene fornecem um tal processo que ndo inibe o processo

de secrecdo intracelular, a maturacdo de células B ou a

28



atividade de ligacéo a anticorpo do polipeptideo

resultante.

Ratos

De preferéncia, 0os ratos transgénicos s&o gerados
utilizando a tecnologia de injecdo de odécito estabelecida
e, quando estabelecida, a tecnologia de células ES ou

clonagem.

De um modo vantajoso, o loci enddgeno de cadeia pesada de
imunoglobulina e, opcionalmente, de cadeia leve, para o
rato sdo eliminados ou silenciados gquando um anticorpo
apenas de cadeia pesada é expresso de acordo com os métodos

da invencéao.

Esta abordagem da producdo de anticorpos apenas de cadeia
presada, como descrito acima, pode ser, talvez, de
utilizacdo particular na produgcdo de anticorpos para
utilizacdo terapéutica em seres humanos, como muitas vezes
na administracédo de anticorpos a uma espécie de
vertebrados, que ¢é de origem diferente da fonte dos
anticorpos resultantes no aparecimento de uma resposta

imunitdria contra os anticorpos administrados.

O ratinho transgénico pode ser concebido para ter uma
capacidade reduzida de produzir anticorpos que incluam

cadeias leves.
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As células produtoras de anticorpos podem ser derivadas a
partir de ratinhos transgénicos de acordo com a presente
invencdo e wutilizadas, por exemplo, na preparacdo de
hibridomas para a producdo de anticorpos apenas de cadeia
pesada, tal como aqui definido. Em adicédo ou
alternativamente, sequéncias de &cidos nucleicos podem ser
isoladas a partir de ratinhos transgénicos de acordo com a
presente 1invencdo e utilizados para produzir anticorpos
apenas de cadeia pesada do dominio Vyg ou complexos
biespecificos/bi-funcionais do mesmo, utilizando técnicas
de ADN recombinante, que estdo familiarizadas para os

peritos na técnica.

Anticorpos apenas de cadeia pesada e seus fragmentos

O dominio de ligacédo apenas de cadeia pesada especifico do
antigénio, ou seja, um dominio de ligacdo Vg, ¢é expresso
pelo lécus Vy como resultado da recombinacéo entre
segmentos do gene V, D e J Unicos, seguido posteriormente
por mutacdo somdtica. De acordo com a invencdo, o loci
Ve pode ser clonado a partir de, por exemplo, o mARN
isolado a partir de uma célula produtora de anticorpos de
um ratinho transgénico imunizado tal como descrito
acima. Sequéncias clonadas podem, em seguida, ser exibidas
usando um fago (Ward et al., (1989) Nature, 341, 544-540)
ou bibliotecas de exibicdo semelhantes, por exemplo,
utilizando sistemas a base de levedura (Boder e Wittrup
(1997) Nat. Biotechnol. 15, 553-7) e dominios de ligacéo
Vz especificos para o antigénio identificado. Os dominios
de ligacdo de cadeia pesada especificos do antigénio podem
entdo ser fabricados isoladamente ou como proteinas de
fusdo em sistemas de expressdo escaldvel alternativos
bacterianos, ou de levedura. As sequéncias que codificam

dominios de ligacdo Vy também podem ser clonadas a partir
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de hibridomas caracterizados derivados por métodos
classicos a partir de ratinhos transgénicos
imunizados. Estes podem, entdo, ser wutilizados para a
producdo de dominios de ligacdo Vi e derivados dos mesmos
incluindo classes de anticorpos manipuladas ou definidas
(por exemplo, IgkE, ou IgA) e as suas variantes com

diferentes funcdes efectoras.

Onde o dominio de 1ligacdo Vy € 1isolado a partir de um
hibridoma caracterizado, a sequéncia do dominio de ligacé&o
Vg clonada derivada de mARN pode ser diretamente clonada
num vector de expressdo sem recorrer a medidas adicionais

de selecdo usando fagos e outros sistemas de visualizacéo.

Os métodos adequados para a producdo de dominios de ligacéo
Vg por si s6 sdo conhecidos na técnica. Por exemplo,
dominios de ligacdo Vg de camelideos tém sido produzidos
em sistemas bacterianos e homodimeros apenas de cadeia
pesada de camelideos tém sido produzidos em hibridomas e
células de mamifero transfectadas (ver Reichmann e

Muyldermans, (1999) J. Immunol. Methods, 231, 25-38).

Métodos também estdo bem estabelecidos para a expressdo de
dominios de ligacdo Vg humanos manipulados derivados
usando tecnologia de exibicdo de fagos (Tanha et al.,
(2001) J. Biol. Chem., 276, 24774-247780) e referéncias nele

contidas.
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Larvas de insectos a partir de linhas de moscas
transgénicas tém sido mostradas produzir fragmentos
funcionais de anticorpos apenas de cadeia pesada na
hemolinfa com caracteristicas indistinguiveis do mesmo
anticorpo produzido por células de mamiferos
(PCT/GB2003/0003319). Dominios de ligacdo Vg soluveis
especificos do antigénio produzidos pelo método da
invencdo podem ser utilizados como um reagente de ligacéo

intracelular, ou uma aczima.

Dominios de ligacéo V u soluveis especificos do
antigénio produzidos pelo método da invencdo podem ser
utilizados como um inibidor de enzima ou um blogqueador do

receptor.

Um dominio AVyg fundido com uma molécula efectora pode ser
utilizado como um agente terapéutico, de imagem, de

diagnéstico, aczima ou reagente.

Breve Descricdo dos Desenhos

Figura 1: mostra a estratégia para a geragcdo de ratinhos
transgénicos que expressam um ldécus de IgG e a producdo de
anticorpos apenas de cadeia pesada funcionais e os dominios

VH como um resultado do desafio com antigénio.

Figura 2: mostra a estratégia para a geracdo de ratinhos
transgénicos que expressam um ldécus de IgM e a geracdo de
anticorpos apenas de cadeia pesada funcionais e os dominios

VH como um resultado do desafio com antigénio.
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Figura 3: mostra a estratégia para a geracdo de ratinhos
transgénicos gue expressam um ldécus de IgA e a geracdo de
anticorpos apenas de cadeia pesada funcionais e os dominios

VH como um resultado do desafio com antigénio.

Figura 4: alinhamento da sequéncia dos produtos de PCR
obtidos a partir de cADN de medula &éssea wutilizando
iniciadores Vgzl e Vg2 em combinacdo com o iniciador Cy2
humano a partir de ratinhos contendo um ldécus com regides
constantes que tém uma mutacdo de camelideos para remover

CH1. Os resultados mostram que o CH1l ndo é removido.

Figuras 5-8: Estrutura de construcdes VH/VH de camelideos
(VHE) . 1-n significa um numero de genes de VH, ou segmentos
D ou J. O complemento normal do lédcus humano é de 51 genes
V, 25 segmentos D funcionais (mais 2 n&o funcionais) e 6
segmentos J. No caso de uma regido Cu (para IgM) ou Ceg
(para IgE) ndo existe regido H e existe um exdo CH4
adicional entre CH3 e Ml. Os genes VH (s) tém sido mutados
para fornecer solubilidade, tal como descrito no dominio
publico. Os genes VH, os segmentos D e J e o0s exbes de C
sdo, de preferéncia humanos, mas podem ser de qualquer
outra espécie, incluindo camelideos. Neste Ultimo caso, os
genes VH de camelideos (VHH) n&o s&o mutados porgque sé&o

naturalmente soluiveis.

Figura 9: calenddrio de imunizacdo do rato e pesquisa de
anticorpo para a geracdo de IgG apenas de cadeia pesada

contra E.coli HSP70.

Figura 10: anadlise de resultados de citometria de fluxo e
imunohistoquimica para células do baco derivadas de ratos

transgénicos.
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Figura 11: Resultados da anédlise de ELISA de ratos
transgénicos DKTP imunizados e andlise da sequéncia da

biblioteca de anticorpos resultante.

Figura 12: Exemplos de mutag¢des somdticas e rearranjo VDJ

visto em ratinhos transgénicos imunizados.

Figura 13: Resultados do ensaio de coloracdo imunoldgica em
linha de células Tet transfectadas com o plasmideo de

resposta contendo o anticorpo AL.

Figura 14: Resultados da anédlise Estern blot de soros de

linhas de ratos transgénicos.

Figura 15: Tamanho do fracionamento de IgM humano misturado
com uma Unica cadeia IgM humana produzida pelo ldcus de IgM

mais IgG de ratos.

Figura 16: Resultados da analise por ELISA de anticorpos
IgG e IgM de cadeia simples produzidos contra o TNFa

humano.

Técnicas Gerais

A menos que definido em contrario, todos os termos técnicos
e cientificos aqui utilizados tém o mesmo significado que o
normalmente entendido por um vulgar perito na técnica (por
exemplo, em cultura de células, genética molecular, gquimica
dos adcidos nucleicos, técnicas de hibridacé&o e
bioquimica). Sdo utilizadas técnicas padrdo para métodos
moleculares, genéticos e bioguimicos (ver
geralmente, Sambrook et al, Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, 2nd Ed (1989) Cold Spring Harbor Laboratory Press,
Cold Spring Harbor, N. Y . e Ausubel et al. Short Protocols
in Molecular Biology (1999) 4a ed., John Wiley & Sons,
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Inc.) e métodos guimicos. Além disso, Harlow & Lane, A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor, N. Y , é referido

para técnicas imunoldgicas convencionais.

Qualguer técnica de ADN recombinante adequada pode ser
utilizada no método da presente invencdo. Os vectores de
expressdo tipicos, tais como plasmideos, sdo construidos
compreendendo sequéncias de ADN que codificam para cada uma
das cadeias do complexo de polipeptideo ou anticorpo. Podem
ser utilizados quaisquer técnicas estabelecidas adequadas
para fragmentacdo enzimédtica e gquimica de imunoglobulinas e

de separacdo dos fragmentos resultantes.

Os vectores de expressdo adequados que podem ser utilizados
para clonagem em sistemas bacterianos incluem plasmideos,
tais como Col E1, pCR1, pBR322, pACYC 184 e RP4, ADN de

fago ou derivados de qualguer um destes.

Para utilizacdo na clonagem em sistemas de levedura, oS
vectores de expressido adequados incluem plasmideos baseados

numa origem de 2 micra.

Qualquer plasmideo contendo uma sequéncia promotora do gene
de mamifero adequado pode ser usado na clonagem em Sistemas
de mamiferos. As sequéncias promotoras de insectos ou
bacculovirais podem ser usadas para a expressdo de genes em
células de insectos. Tais vectores incluem plasmideos
derivados de, por exemplo, pBR322, virus do papiloma

bovino, retrovirus, virus de ADN e virus vaccinia.
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As células hospedeiras adequadas gque podem ser utilizadas
para a expressdo do complexo de polipeptideo ou de
anticorpo incluem bactérias, leveduras e células
eucaridticas, tais como as linhas de células de insectos ou
de mamiferos, plantas transgénicas, insectos, mamiferos e
outros sistemas de expressao de invertebrados ou

vertebrados.

Exemplo 1

Em experiéncias preliminares, ratinhos transgénicos foram
preparados para expressar um ldécus de cadeia pesada, em que
dois exons Vay de lama foram ligados a diversidade de
cadeia pesada humana (D) e Jjuntos aos segmentos (J),
seguido pelos genes da regido constante humana Cu, Co, Cy2,
Cy3 e imunoglobulina de cadeia pesada humana 3'LCR. Os
genes humanos Cy3 Cy2 contém uma mutacdo de splicing G para
A. A presenca do sitio Frt possibilitou a geracdo de uma
Unica coépia de rato transgénico de uma matriz transgénica
multi-cépia por recombinacdo Flp mediada. No entanto, as
sequéncias do ldécus transgénicos com uma mutacdo splicing
de G para A tala, mostraram splicing aberrante mas remocado

incompleta de CH1 (Figura 4).

Construcdes

Para ultrapassar este problema, uma biblioteca gendmica de
cosmideos foi pesquisada quanto a clones gque contenham os
genes VH, utilizando métodos convencionais. Uma (ou mais)
linha germinativa VHS diferente foi escolhida
aleatoriamente com base na sua sequéncia (cinco classes de
géneros, no caso dos VH's humanos). Céddos de aminoéacidos

hidrofilicos foram introduzidos nas posicbdes 42, 49, 50 e
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52 de acordo com a numeracao IMGT (Lefranc et
al. (1999)). Os genes VH foram combinados num vector BAC
por procedimentos padrdo, tais como clonagem direta a

medida usando ligantes ou recombinacdo homdloga.

Dois «clones foram selecionados a partir da biblioteca
gendémica humana Pac RPCI-11 (BACPAC recource Center, EUA):
clone 1065 N8 contendo segmentos D e J de cadeia pesada
humana, Cp (IgM) e C® (IGD) e clone 1115 N15 contendo genes
Cy3 (IgG3). Clone Bac 11771 a partir de uma biblioteca
gendédmica humana diferente (Incyte Genomics, CA, EUA) foi
usado como uma fonte do gene Cy2 (IgG2) e de imunoglobulina
de cadeia pesada LCR (Mills et al (1997) J. Exp Med, 15;
186 (6):845-58).

Usando técnicas padréo, 0s genes Cy3 e Cy2 foram
subclonados separadamente no vector pFastBac
(Invitrogen). Do mesmo modo qualguer uma das outras regides
constantes de Ig pode ser clonada a partir destes BACs
(IgA, IgE). Uma supressdo completa do exdo CH1 foi
realizada por recombinacdo hombéloga (Imam et al. (2001)),
usando as sequéncias que flanqueiam o exdo CH1 de cada
regido constante. Um local DRF pode opcionalmente ser
introduzida na frente da regido de troca de Cup para
permitir a geracdo de uma uUnica cépia do ldécus a partir de
multicdépia do ldécus por tratamento com recombinase de flp
em vivo por meios convencionais, por exemplo por meio de

cruzamento de ratinhos rosa-flp (Figura 5).
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Os genes VH separados, o0s segmentos D e J e ex®es C e LCR
foram clonados num BAC, quer por digestdo de restricéo
convencional e ligacgc®es ou por recombinacdo homdéloga (ou
uma mistura de ambos), ou qualquer outra técnica de

clonagem.

Outras construcdes poderiam entdo ser criadas.

Lécus apenas de IgM

A fim de obter a construcdo de IgM (Figura 6), um ou mais
genes de VHS, seguido por segmentos da cadeia pesada D e J
humana e Cu, foram clonados num BAC. Para a metodologia
veja acima. Neste caso, apenas a regido do Cu foi clonada

no BAC final.

IgM mais lécus de IgG, (Cd é opcional)

A fim de se obter a construcdo de IgM mais IgG (Figura 7),
um ou mais genes de VHS, seguido por segmentos de cadeia
pesada D e J humana, Cu (sem CHl1 mas com o exdo CH4), (Cd
opcional) e os genes Cy2 e Cy3 humanos modificados e 3'LCR
foram clonados no BAC. A fim de gerar um Unico loécus IgG
locais 1loxP foram introduzidos durante os passos de
clonagem padrdo (descrito acima) e o BAC é crescido em 294
Cre da estirpe de E. coli (Buscholz et al.) e produz
bactérias por recombinacdo cre mediada produzindo um Unico
lécus de IgG. Para mais detalhes, consulte a construcgédo

acima.

Ratos transgénicos, crescimento e genotipagem

O BAC final foi introduzido em ratinhos transgénicos por

microinjecdo padrdo de ovos fertilizados ou através da
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tecnologia de transfeccéo de células estaminais

embriondrias.

Loci transgénicos foram verificados quanto a integridade e
numero de codpias por Southern Dblot de ADN da cauda
(Southern 1975), utilizando sondas da extremidade 5' e 3!
do lécus. Fundadores foram criados como linhas no ambiente
UMT-/-. A genotipagem foi realizada por andlise de PCR
padrédo utilizando iniciadores para cada uma das diferentes
regides do lécus. A andlise da sequéncia dos produtos de
RT-PCR derivados de BM cADN de ratinhos transgénicos em que
todo o exdo CH1l, tanto do Cy2 e do Cy3 foi excluido (um com
(linhas HLL) e outra sem 0s genes Cu e CO, mostrou que o
loci transgénico ndo sb6 sdo capazes de recombinacdo VDJ,
mas que as transcricdes de IgG se assemelham as encontradas

nos HCAbs do lama e camelo.

Imunohistoquimica

Os bacos foram embebidos em composto PTU. Secc¢des de bum
criostaticas congeladas foram fixadas em acetona e marcadas
simples ou duplas, tal como descrito anteriormente (Leenen
et al. 1998). 0Os anticorpos monoclonais anti-B220/RA3-6B2,
anti-CD11c¢/N418 (Steinman et al., 1997), foram aplicados
como sobrenadantes de cultura de hibridomas. Peroxidase de
cabra anti-humano acoplado a IgG e IgM anti-humana eram da
Sigma. Os reagentes da segunda etapa foram marcados com
peroxidase de cabra Ig de anti-rato (DAKO, Glostrup,
Dinamarca) ou Ig de anti-hamster (Jackson ImmunoResearch
Laboratories, West Grove, PA) e Ig de cabra anti-rato com
fosfatase alcalina (Southern Biotechnology, Birmingam, AL,

EUA) .
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A Figura 10 mostra a andlise imunohistoquimica de cortes de
Sum de Dbacos congelados de pMT'#} WT e HLL e de ratos
transgénicos camundongos HLL-MD no ambiente uMT#_. Os
cortes foram corados com anti B220 (azul) para as células B
e anti-CD11c/N418 (castanho) para as células
dendriticas. As setas indicam a localizacdo de pequenos

aglomerados de células B.

Anadlises de citometria de fluxo

As suspensbes de células isoladas foram preparadas a partir
de o¢6rgdos 1linfdéides em PBS, como descrito anteriormente
(Slieker et al. 1993). Aproximadamente 1x10° células foram
incubadas com anticorpos em PBS/0,5% de albumina sérica
bovina (BSA) em placas de 96 pocos durante 30 min a 4°C. As
células foram lavadas duas vezes em PBS/BSA a 0,5%. Para
cada amostra, 3x10% eventos foram registados com um
analisador FACScan (Becton Dickinson, Sunnyvale, CA). Os
dados FACS foram analisados usando o software CellQuest
versdo 1.0. A anélise de quatro cores foi realizada num
Calibur Becton Dickinson FACS. Os seguintes mAbs foram
obtidos a partir de BD Pharmingen (San Diego, CA): FITC
conjugado com anti-B220 RA3-6B2, PE conjugado com anti CD
19. 0Os dados FACS de digitalizacdo de células do baco,
coradas com anti-CD19 e anti-B220 sdo apresentados no

painel inferior da Figura 10.

No lado esquerdo da figura estd uma representacdo da
recombinacdo Flp in vivo por meio de cruzamento de linhas
da HLL para uma linha transgénica FlpeR e apoiando os dados
FACS digitalizados sobre as células do baco do

recombinante, mostrando o resgate de células B como pode
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ser visto nas linhas originais HLL-MD geradas
diretamente. A direita esté uma representacéo da
recombinacdo Cre in vivo por meio de cruzamento de linhagem
transgénica Cag Cre e dados FACS em células do baco do

recombinante de cépia Unica.

Imunizag¢do e produgdo de hibridomas (Figura 9)

Foram criados ratos transgénicos contendo um 1ldécus de
anticorpo apenas de cadeia pesada consiste em dois dominios
VHH de lama, regides D e J humanas e regides constantes
IgG2 e 3 (sem um dominio CH1l). Os ratos com 8 semanas de
idade foram imunizados tanto com a proteina de choque
térmico de E. coli 70 (hsp70) como com 20 pg ou 5 ug de
antigeno com adjuvante Specol (IDDLO, Lelystadt, NL) que
foi injetado respectivamente sc nos dias 0, 14, 28, 42 e ip
no dia 50. A recolha de sangue foi feita no dia 0, 14 e 45.
Depois de trés reforcos foi detectado um baixo titulo de
anticorpos especificos do antigénio em 1 de 3 ratinhos HLL-

MD1 imunizados com Hsp70 (Figura 9).

A fusdo de células de baco normal com uma linha de células
de mieloma foi realizada para gerar um anticorpo monoclonal
resultando numa linha de células de hibridoma monoclonal
contra a proteina hsp70. O anti-HSP-70 HCAB consiste no
segmento VHH de lama mais prdéximo da regido D (VHH 2)
recombinada para o segmento IgHD3-10 humano (acc. num.
X13972) e o) segmento IgHJ4-02 humano
(acc.num.X86355) . Apesar de ndo ser em alta frequéncia, os
VHHs tém algumas mutacdes que ddo origem a alteracdes de
aminoadcidos observados na Figura 4, guando em comparacgao

com a configuracdo da linha germinal. A anadlise por RT-PCR
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mostrou também apenas uma transcricdo de IgH produtiva no
hibridoma, o© gue sugere gue ndo h& outras transcricdes
feitas. O anticorpo IgG2 oHSP70 ¢ segregado como um dimero
apenas de cadeia pesada (Western blot sob condigdes de gel
de desnaturacéao (dimero) e gel ndo desnaturante (de
mondémeros) Figura 9). As células do baco foram fundidas com
células de mieloma Sp2-0-Agld (presente de R. Haperen) no
dia 56, utilizando um kit ClonalCellTM-HY (StemCell
Technologies, UK) de acordo com as instrucdes do

fabricante.

Ratos transgénicos contendo um ldécus de anticorpo apenas de
cadeia pesada que consiste em dois dominios VHH de lama,
regides D e J humanas, uma IgM humana e regides constantes
IgG2 e 3 (todos sem um dominio CH1, Figura 7) foram
imunizados com TNFa para obter anticorpos HC-IgM. Um em
cada trés ratos mostrou soros positivos em testes ELISA
padrédo. Uma fusdo de mieloma padrdo originou um hibridoma
IgM positivo (Figura 11). Apdés filtracdo em gel em
Sepharose 6B em condicdes ndo-reduzidas cada fraccdo da
coluna foi carregada para um gel sob condicgdes redutoras e
detectado por IgM-HRP ohumana (Figura 15). O fraccionamento
em condic¢des ndo redutoras revelou que a HC-IgM é segregada
como um anticorpo multimérica com o mesmo tamanho de uma
IgM humana de controlo (apbds a subtracdo do peso molecular
das cadeias leves e do dominio CH1I que estdo ausentes da
HC-IgM). O fraccionamento em gel de cada fraccdo da coluna
sob condic¢des redutoras mostrou o mondmero esperado

(Figura 15).
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Soro Ig ELISA

Sangue de ratos com 15-25 semanas de idade foi recolhido em
tubos de EDTA revestidos, centrifugado durante 15 'a
temperatura ambiente (TA) e o sobrenadante diluido a 1:5 em
PBS. Uma placa de 96 pocos foi revestida durante 2 horas
com 5 mg/ml de IgG de cabra anti-humano (SIM Biotechnology)
ou IgM de cabra anti-humano (Sigma), lavado com PBS,
blogueado durante 1 hora a temperatura ambiente com solucéo
de bloqueio (1,5% BSA/1,5 % de leite em pd/0,1% de Tween
20/PBS) e lavado trés vezes com PBS. A Série de diluicdes
de amostras de soro e o0s padrdes (IgG2 humana ou IgM humana
(Sigma, Zwijndrecht, NL)) foram carregados e incubados
durante 2-4 horas e as placas foram lavadas seis vezes com
PBS antes da adicdo de um anticorpo secundario (a 1:2000 de
IgG DE cabra anti-humanO diluida ou IgM DE cabra anti-
humanO conjugada com HRP (Sigma, Zwijndrecht, NL)). Todas
as diluicgdes foram realizadas numa solucdo de blogqueio.
Apbs incubacdo 1-2 h a temperatura ambiente e lavagem em

PBS, foi adicionado substrato POD (Roche).

O ELISA para a detecgdo de sdAbs soltveis especificOs de
antigénios a partir da biblioteca de fagos de 1IgG2 ¢é
mostrado na Figura 11. SdAbs soluveis foram usados como
anticorpos primadrios nas placas revestidas com antigénio,
seqguido de anticorpo de rato oa-myc e anticorpo conjugado
com HRP de cabra o-rato. POD foi wutilizado como um
substrato. O painel inferior mostra as impressdes digitais
de clones com a enzima de restricdo Hinf I, mostrando cinco
insercdes diferentes que codificam para sdAb

contra B.Pertusis.
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Construgdo da biblioteca de anticorpos e rastreio

ARN total foi isolado a partir do baco de ratos DKTP
imunizados apenas com uma cdépia Unica de IgG (Figura 7 apds
tratamento cre) utilizando o sistema de isolamento de ARN
Ultraspec (Biotecx Laboratories 1Inc., Houston, Texas,
EUA) . cADN foi feito utilizando oligo dT. Os fragmentos de
ADN que codificam fragmentos VHHDJ foram amplificados por
PCR utilizando iniciadores especificos: iniciador vhl wvolta
Sfil (Dekker et al 2003), em combinacdo com iniciador
hIgG2hingrev (5'-AATCTGGGCAGCGGCCGCCTCGACACAACATTTGCGCTC-
3'"). Os VHHDJs amplificados (~ 400 pb) foram digeridos com
Sfi I/Not I, purificados em gel e clonados em Sfil/NotI

digerido com o vetor fagemidico pHEN-1.

A transformacdo em células electro-competentes TGl resultou
numa biblioteca de anticorpos de dominio tinico humano. Duas
rondas de selecdo foram realizadas utilizando garimpo em
antigenos vacinais adsorvidos em plastico (imunotubos
revestidos com vacina ndo diluida). A anédlise de restricéo

e sequenciamento foram padrio.

RT-PCR em lécus apenas de cadeia pesada

Foi entdo investigado se as funcdes de ldécus HLL-MD como um
lécus normal para produzir um repertdrio de anticorpos
diversificado pelo sequenciamento dos produtos de RT PCR
obtidos usando iniciadores especificos IgG2 e IgG3 em cADN
de placas de Peyer. A Figura 12 mostra alguns exemplos de
mutacdes sométicas de clones a partir de ratinhos né&o
imunizados (painel esquerdo) e ratos imunizados (painel
direito). Os ratinhos foram do loci de apenas IgG,

imunizados com hsp70 de E. coli, 1lisado de Pertussis,
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toxbdide teténico. Em tom de cinza é a regido de dobradica

IgG2 comecando com ERKCCV

Embora, a anédlise de RT-PCR em placas de Peyer mostre que
ambos o0s VH s&do usados, todos os anticorpos sequenciaram o
VH2 rearranjado. A fonte de variabilidade do repertdrio é a
regido CDR3 formada pela selecdo de segmentos D e J e pelas
juncdes V-D e D-J. A utilizacdo de segmentos J humanos é
semelhante a observada em rearranjos humanos, com 08

segmentos JH4 e JH6 sendo usados mais frequentemente.

Esta anédlise mostrou gque ambos os VHS, os segmentos D
humanos diferentes e todos o0s segmentos J humanos sé&o
utilizados para contribuir para um repertdrio de anticorpos
diversificado. Também mostraram a presenca de IgG3 de
comutacdo de células B e a ocorréncia de mutacdes somaticas
por comparacdo de cada gene rearranjado com o seu hombdlogo
da linha germinal, ou seja, © original VH na construcédo
transgénica (ver Figura 12). Portanto, o <receptor de
antigénio de IgG apenas de cadeia pesada humana pode
fornecer os sinais necessdrios para a maturacdo de células

B.

Imunocoloracao

A Figura 13 mostra os resultados de imunocoloracdo de uma
linha <celular Tet adicionalmente transfectada com o
plasmideo de resposta contendo o anticorpo A5 (Dekker et
al. 2003). O painel superior mostra a producdo de
anticorpos Ab induzida por doxiciclina (vermelho) no

citoplasma e a coloracdo nuclear de células com DAPI
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(azul). O painel inferior mostra que as células qgue
expressam rtTA no nucleo sdo aqueles que produzem a A5 apds
inducdo (painel superior). A coloracdo foi feita com uma
das HCAB humano contra rtTA (verde) com a sequéncia
mostrada abaixo. O FITC conjugado com IgG de cabra anti-
humana foi wutilizado como um passo secundéario. A5 foi
detectado como descrito anteriormente por Dekker et al
2003. O anticorpo rTTA era uma IgG3 com a seguinte

sequéncia:

241 AGACTCT

800 R L

301 CCTGTGCAGCCTCTGGAAGCATCTTCAGTATCAATGCCATGGGCTGGTACCGCCAGGCTC
I0s ¢ A A S G S @I F §8 I N A M G W Y R Q A
361 CAGGGAAGCAGCGCGAGTTGGTCGCAGCTATTACTAGTGGTGGTAGCACAAGGTATGCAG
1200pP G K Q R E L V A A 1 T S G G. S T R Y A
421 ACTCCGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCAGAGACAACGCCAAGAACACGGTGTATCTGC
490D § VvV X ¢ R F T I §8 R D N A K N T VvV Y L
481 AAATGAACAGCCTGAAACCTGAGGACACGGCCGTCTATTACTGTTTGATCTCTATGGTTC
160 M N S L K P E D T A V Y Y CL I § MYV
541 GGGGAGCCCGTTTTGACTACTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCCTCAGAGCTCA.
IR G A R F DY W G Q G T L V TV S S E L
601 AAACCCCACTT

200K T P L

A charneira de IgG3 comeca no aminodcido 198 ELKTPL. Para

comparacdo ver a regido de charneira de IgG2 na Figura 12.
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Andlises de Western blot

Figura 14 mostra Western blot dos soros de diferentes
linhas de ratos transgénicos contendo o lécus IgM mais IgG
(Figura 5) apdés o tratamento cre (isto é suprimido IgM,
apenas IgG a esquerda). Os soros foram purificados por prot
G e fraccionados em gel sob condigdes redutoras (Figura
14 painel direito) e ndo redutoras (Figura 14, painel
esquerdo). Os controlos foram o ambiente de ratos KO e uma
amostra de soro humano normal. Note-se a diferenca de
tamanho entre os dois géis mostrando que a IgG humana

apenas de cadeia pesada é um dimero.

O sinal mostrado na Figura 14 foi detectado com um

anticorpo IgG anti-humano por procedimentos padréio.

Tamanho do fracionamento de IgM humano produzido pelo ldécus

de IgM mais IgG do rato

O soro dos ratinhos IgM mais IgG (Figura 8) foi fraccionado
por filtracdo em gel sob condigdes nédo redutoras, apds
mistura com uma amostra de soro humano como um controlo. Os
resultados s&o mostrados na Figura 15.0s pesos moleculares
dos complexos sobre a diminuicdo da coluna com cada pista
(representando cada fraccédo) da esquerda para a direita. As
fraccdes (cada pista) foram analisadas por electroforese em

gel em condic¢des de reducéo.

A anadlise de ELISA foi realizada sobre um numero de
hibridomas feitos a partir de ratinhos contendo o lécus de
IgM mais IgG (Figura 8) dimunizados com TNFa humano. Os
resultados s&do mostrados na Figura 16. As duas linhas

superiores na Figura 16 foram analisadas com uma IgG anti-
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humana, as prdéximas duas linhas com uma IgM anti-humana. As
amostras de soro (setas) mostram gque o rato gerou tanto
anticorpos IgG como IgM anti-TNFx. A seta mostra um Unico
hibridoma positivo IgM. 0Os pocos foram revestidos com TNFo
humano disponivel comercialmente. Todos os procedimentos

foram padréo.
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REIVINDICACOES

Método para a producdo de um dominio de 1ligacdo Vg
soltvel especifico do antigénio, gque permanece em

solucédo e é ativo num meio fisioldgico, que compreende:

(a) a injecdo de um antigénio num ratinho transgénico
que expressa um lécus heterdlogo de cadeia pesada Vy, em
que:

(i) o ldécus da cadeia pesada Vy compreende uma regido
varidvel que compreende pelo menos um segmento do gene
Ve de ocorréncia natural, pelo menos, um segmento do
gene D, pelo menos um segmento do gene J e pelo menos
uma regido constante de cadeia pesada, e em gue 08
segmentos do gene V, D e J sdo derivados a partir de um
humano;

(ii) cada regido constante ndo codifica wum dominio
funcional Cyl;

(iii) um segmento do gene V, um segmento do gene D e um
segmento do gene J sdo capazes de se recombinarem para
formar uma sequéncia de codificacdo de VDJ;

(iv) o 1lbébcus de cadeia pesada Vi recombinado, gquando
expresso, €& capaz de formar, um anticorpo apenas de
cadeia ©pesada soluvel compreendendo um dominio de
ligacdo Vy soltvel especifico do antigénio e uma
regido efectora constante desprovida de um dominio
funcional Cyzl;

e:

(bl) o isolamento de uma célula ou tecido gue expressa,
um anticorpo apenas de cadeia pesada especifico do
antigénio de interesse;

(cl) a producdo de um hibridoma a partir da célula ou do

tecido do passo (bl);
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2.

(dl) a identificacdo e isolamento de um dominio
Vi especifico de antigénio clonado a partir do mARN do
passo (cl),

ou:

(b2) o isolamento de uma célula ou tecido que expressa,
um anticorpo apenas de cadeia pesada especifico do
antigénio de interesse;

(c2) a clonagem da sequéncia que codifica o dominio
Ve (s8) a partir de mARN derivado a partir da célula ou
tecido isolado;

(d2) exibicdo da proteina codificada usando um fago ou
biblioteca similar;

(e2) a i1dentificacdo especifica do dominio Vg do
antigénio; e

(f2) expressdo do dominio Vy 1isoladamente ou como uma
proteina de fusdo em sistemas de expressdo alternativos

bacterianos ou de levedura.

Método da reivindicacdo 1, em que o sistema de expressédo

no passo (f2) é um sistema de expressdo de mamifero.

3. Método da reivindicacdo 1 ou da reivindicacdo 2, em

que o dito ratinho transgénico foi concebido para ter
uma capacidade reduzida para produzir anticorpos

endbégenos que incluam cadeias leves.

Método de qualguer uma das reivindicacgdes 1 a 3, em que
os loci da 1imunoglobulina de cadeia pesada enddgenos

para o rato sdo eliminados ou silenciados.
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Método de qualgquer uma das reivindicacdes anteriores, em
que o locus Vy da cadeia pesada compreende mais do que
um segmento do gene V, mais do que um segmento do gene D

e mais do que um segmento do gene J.
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FIG. 5
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