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A PRESENTE INVENCAO REFERE-SE AO FABRICO DE UM REPERTORIO DIVERSO DE
ANTICORPOS APENAS DE CADEIA PESADA FUNCIONAIS QUE SOFREM MATURAGCAO DE
AFINIDADE E AS SUAS UTILIZAGOES. A INVENGAO TAMBEM SE REFERE AO FABRICO E
UTILIZACAO DE UM REPERTORIO DIVERSO DE ANTICORPOS APENAS DE CADEIA PESADA DE
CLASSE ESPECIFICA E AO FABRICO E UTILIZACAO DE COMPLEXOS POLIPEPTIDICOS
MULTIVALENTES COM A FUNCIONALIDADE DA CADEIA PESADA DE ANTICORPO, DE
PREFERENCIA A FUNCIONALIDADE DE LIGAGAO DE CADEIA PESADA DE ANTICORPO, A
ATIVIDADE EFETORA DA REGIAO CONSTANTE E, OPCIONALMENTE, FUNGOES EFETORAS
ADICIONAIS.
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RESUMO

"MOLECULAS DE LIGAGAO"
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A presente invencdo refere-se ao fabrico de um
repertdrio diverso de anticorpos apenas de cadeia pesada
funcionais que sofrem maturacdo de afinidade e as suas
utilizagcdes. A invencdo também se refere ao fabrico e
utilizacdo de um repertdrio diverso de anticorpos apenas de
cadeia ©pesada de <classe especifica e ao fabrico e
utilizacdo de complexos polipeptidicos multivalentes com a
funcionalidade da cadeia pesada de anticorpo, de
preferéncia a funcionalidade de ligacdo de cadeia pesada de
anticorpo, a atividade efetora da regido constante e,

opcionalmente, funcdes efetoras adicionais.
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A presente invencdo também se refere a um método
de geracdo de anticorpos apenas de cadeia pesada totalmente
funcionais 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 qualgquer classe ou mistura de classes e ao
isolamento e expressdo de dominios de ligacdo VH ao

antigénio totalmente funcionais.
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DESCRICAO

"MOLECULAS DE LIGAGAO"

Campo da Invengdo

A presente invencdo refere-se a um método para a
producdo de anticorpos apenas de cadeia pesada em ratinhos

transgénicos.

Antecedentes da Invencéo

Os anticorpos monoclonais ou variantes dos mesmos
representardo uma alta proporcdo dos novos medicamentos
lancados no século XXI. A terapia de anticorpo monoclonal
j4 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. Também estdo em
desenvolvimento produtos a base de anticorpos para o
tratamento de doencas cardiovasculares e 1infecciosas. Os
produtos de anticorpos monoclonais mais comercializados
reconhecem e ligam um Unico epitopo bem definido no ligando
alvo (por exemplo, TNFo) . O fabrico de anticorpos
monoclonais humanos para terapia permanece dependente da
cultura de células de mamiferos. A montagem de um complexo
constituido por duas cadeias pesadas e duas cadeias leves

(o complexo HLx) e o0s processos de glicosilacdo pds-
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traducdo subsequentes impedem a utilizacdo de sistemas
bacterianos. Os custos de producdo e o0os custos de capital
para o fabrico 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 é
capaz de expressar anticorpos totalmente funcionais. Estes
incluem plantas, insetos, galinhas, cabras e gado, mas
nenhum ainda foi wutilizado para o fabrico de produtos

terapéuticos comercializados.

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

processo de fabrico.

Os complexos de anticorpos biespecificos sé&o
concebidos em moléculas a base de Ig capazes de ligar dois
epitopos diferentes no mesmo antigénio ou em antigénios
diferentes. As proteinas de ligacdo biespecificas que
incorporam anticorpos isolados ou em combinacdo com outros
agentes de 1ligacdo sdo promissoras para modalidades de
tratamento, onde as func¢des imunoldgicas 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 van der Winkel, (2003) Drug Discovery Today, 8, 503-

5100); e imunoterapia (Van Spriel et al., (2000) Immunol.
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Today, 21, 391-397; Segal et al., (2001) J. Immunol
Methods, 248, 1-6; Lyden et al., (2001) Nat. Med., 7, 1194-
1201) .

Os problemas de fabrico aumentam gquando um
produto de anticorpo biespecifico se baseia em dois ou mais
complexos HyLz. Por exemplo, a coexpressdo de dois ou mais
conjuntos de genes de cadeias 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).

A fim de resolver este problema foi desenvolvida
uma série de estratégias para a producdo em células de
mamiferos de formatos de IgG biespecifica de comprimento
total (BsIgG) gque mantém a funcdo efetora da cadeia
pesada. As BsIgGs requerem cadeias pesadas manipuladas de
"botdo e buraco" para impedir a formacdo de heterodimeros e
a utilizacdo de cadeias L idénticas para evitar a néo
complementaridade da cadeia L (Carter, (2001) TImmunol.
Methods, 248, 7-15). Foram também descritas estratégias de
reticulacdo quimica alternativas para a producdo de
complexos de fragmentos de anticorpos, em gque cada um
reconhece antigénios diferentes (Ferguson et al., (1995),
Arthritis and Rheumatism, 38, 190-200) ou a reticulacdo de
outras proteinas de ligacdo, por exemplo, colectinas, aos
fragmentos de anticorpos (Tacken et al., (2004) J.

Immunol., 172, 4934-4940).
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O desenvolvimento de diacorpos ou minianticorpos
(BsAb) a que geralmente faltam as funcdes efetoras da
cadeia pesada também supera a redundancia do
heterodimero. Estes incluem anticorpos de cadeia simples
minimos que incorporam sitios de ligacdo VH e VL (scFv),
que subsequentemente dobram e dimerizam para formar um
anticorpo bivalente biespecifico monovalente para cada um
dos seus antigénios alvo (Holliger et al., (1993) PNAS, 90,
6444-6448; 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 minianticorpos biespecificos (Muller et al.,
(1998) FEBS Lett., 259-264). Foi desenvolvida uma variedade
de métodos recombinantes gue se baseiam em sistemas de
expressdo de FE. coli para a producdo de BsAbs (Hudson,
(1999) Curr. Opin. Immunol., 11, 548-557), contudo, parece
gque 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, 1-06).

Recentemente, o conceito de BsAb foi alargado
para englobar Di-diacorpos, anticorpos biespecificos
tetravalentes onde os dominios Vi e Vi em cada cadeia H e L
foram substituidos por pares manipulados de dominios de
ligacdo de scFv. Estas construcgdes, embora complexas de
manipular, podem ser montadas em células de mamiferos em
cultura na auséncia de redunddncia do heterodimero (Lu et

al., (2003) J. Immunol. Methods, 279, 219-232).
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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 estdo unidas uma a outra através de pontes de
dissulfureto entre os dominios charneira localizados
aproximadamente a meio caminho ao longo de cada cadeia
pesada. A cadeia leve estd associada a cada cadeia pesada
do lado N-terminal do dominio charneira. Cada cadeia leve
estd normalmente ligada a respetiva cadeia pesada por uma

ligacdo dissulfureto perto do dominio 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 num dominio varidvel (Vi) e num constante (Cp). As
cadeias pesadas possuem um Unico dominio vwvariadvel Vg,
adjacente ao dominio varidvel da cadeia leve, um primeiro
dominio constante, um dominio charneira e dols ou trés
dominios constantes adicionais. A interacdo dos dominios
variaveis das cadeias pesada (Vi) e leve (Vi) resulta na
formacdo de uma regido de ligacdo ao antigénio (Fv). Em
geral, tanto a Vg como a Vi sdo necessarias para a ligacéo
ao antigénio, embora tinha sido demonstrado que os dimeros
de cadeias pesadas e os fragmentos amino-terminais retém a
atividade na auséncia de cadeia leve (Jaton et al., (1968)

Biochemistry, 7, 4185- 4195).
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Com a chegada de novas técnicas de biologia
molecular, a presenca de anticorpos apenas de cadeia pesada
(desprovidos de cadeias leves) foi identificada em
disturbios proliferativos de células B no homem (doenca da
cadeia pesada) e em sistemas de modelo de murino. A andlise
de doencas da cadeia pesada ao nivel molecular mostrou que
mutacdes e supressdes ao nivel do genoma podem resultar na
expressdo inapropriada do dominio Cyl da cadeia pesada,
dando origem a expressdo de anticorpos apenas de cadeia
pesada que carecem da capacidade para se ligar a cadeia
leve (ver Hendershot et al., (1987) J. Cell Biol., 104,
761-767; Brandt et al., (1984) Mol Cell Biol., 4, 1270-

1277} .

Estudos separados em dominios Vi humanos isolados
derivados de bibliotecas de fagos demonstraram a ligacédo
especifica para o antigénio de dominios Vg, mas estes
dominios Vi provaram ser de baixa solubilidade. Além disso,
foi sugerido que a selecdo de dominios Vi humanos com
caracteristicas de ligacdo especifica apresentados em
matrizes de fagos poderia formar blocos de construcdo para
anticorpos manipulados (Ward et al., (1989) Nature, 341,

544-546 ).

Estudos utilizando outras espécies de vertebrados
mostraram que os camelideos, como consequéncia de mutacdes
naturais nos genes, produziam dimeros apenas de cadeia
pesada de IgG2 e IgG3 funcionais que eram incapazes de se

ligar a cadeia leve, devido a auséncia da regido de ligacéo
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de cadeia leve Cyl (Hamers-Casterman et al., (1993) Nature,
363, 446-448) e que espécies, tais como o tubardo, produzem
uma familia de proteinas de ligacdo semelhantes a apenas de
cadeia pesada, provavelmente, relacionada com o recetor de
células T de mamifero ou a cadeia leve de imunoglobulina

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

Um aspeto caracterizante dos anticorpos apenas de
cadeia pesada de camelideos é o dominio Vi de camelideos,
que proporciona uma melhor solubilidade em relacdo ao
dominio Vi humano. O Vy humano pode ser manipulado para
melhorar as caracteristicas 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 talvez possa ser adguirida por selecédo
natural in vivo (ver Tanha et al., (2001) J. Biol. Chemnm.,
276, 24774-24780). No entanto, quando os dominios de
ligacdo Vg foram derivados de bibliotecas de fagos, as
afinidades intrinsecas para o antigénio permanecem na gama
de micromolar baixa a nanomolar elevada, apesar da
aplicacdo de estratégias de melhoramento de afinidade que
envolvem, por exemplo, aleatorizacdo de ponto quente de
afinidade (Yau et al., (2005) J. Immunol. Methods, 297,

213-224) .

Os anticorpos Vi de camelideos caracterizam-se
também por uma ansa de CDR3 modificada. Esta ansa de CDR3
é, em média, mais comprida do que as que se encontram em

anticorpos de ndo camelideos e é uma caracteristica que se
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considera que tem uma influéncia importante na afinidade e
especificidade globais para o antigénio, o que compensa a
auséncia de um dominio Vi nas espécies de anticorpos apenas
de cadeia pesada dos camelideos (Desmyter et al., (1996)
Nat. Struct. Biol., 3, 803-811, Riechmann e Muyldermans,

(1999) J. Immunol. Methods, 23, 25-28).

Estudos estruturais recentes sobre o0s anticorpos
de camelideos sugerem que a diversidade de anticorpos &, em
grande parte, impulsionada por processos de maturacdo in
vivo com dependéncia em eventos de recombinacdo V(D)J e
mutacdo somatica (De Genst et al., (2005) J. Biol. Chem.

280 (14), 14114-14121).

Recentemente foram desenvolvidos métodos para a
producdo de anticorpos apenas de cadeia pesada em animais
transgénicos (ver W002/085945 e W002/085944). Um anticorpo
apenas de cadeia pesada funcional praticamente 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) em

consequéncia de um estimulo de antigénio.

O lécus da cadeia pesada da imunoglobulina normal
compreende uma multiplicidade de segmentos de genes V, um
numero de segmentos de gene D e um numero de segmentos de
genes J. Cada segmento de gene V codifica desde quase a
extremidade N-terminal até a extremidade C-terminal de um

dominio V. A extremidade C-terminal de cada dominio V é
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codificada por um segmento do gene D e um segmento do gene
J. O rearranjo VDJ em células B, seguido de maturacdo por
afinidade proporciona dominios de 1ligacdo Vg que, em
seguida, com dominios de ligacdo Vi, formam um local de

reconhecimento ou ligacdo de antigénio.

A interacdo das cadeias leves e pesadas ¢é
facilitada pela regido Cul da cadeia pesada e pela regido A

ou k da cadeia leve.

Para a producdo de anticorpos apenas de cadeia
pesada, o lécus da cadeia pesada na linha germinal
compreende segmentos de genes que codificam algumas ou
todas as possiveis regides constantes. Durante a maturacédo,
um dominio de ligacdo Vi rearranjado é sujeito a excisdo-
unido no segmento que codifica a regido constante Cgy2, para
proporcionar um gene rearranjado que codifica uma cadeia
pesada que carece de um dominio Cyl e, por conseguinte, &

incapaz de se associar a uma cadeia leve de imunoglobulina.

Os anticorpos monoclonais apenas de cadeia pesada
podem ser recuperados a partir de células B do baco por
tecnologia padrdo de clonagem ou recuperados a partir de
ARNm de células B pela tecnologia de apresentacdo em fagos
(Ward et al., (198%9) Nature, 341, 544-546). Os anticorpos
derivados apenas de cadeia pesada de Camelideos ou animais
transgénicos sdo de alta afinidade. A andlise da sequéncia
de tetrdmeros HpL; normais demonstra que a diversidade

resulta principalmente de uma combinacdo de rearranjo VDJ e



PE2311874 - 10 -

hipermutacdo somatica (Xu e Davies, (2000) Immunity, 13,
37-45). A andlise da sequéncia de ARNm de apenas de cadeia
pesada expressa, quer produzida em camelideos ou animais
transgénicos, apoia esta observacdo (De Genst et al.,

(2005) J. Biol. Chem., 280, 14114-14121).

Uma caracteristica importante e comum das regides
Ve de camelideos e humanos naturais é que cada regido se
liga como um mondémero sem dependéncia da dimerizacdo com
uma regido Vi para solubilidade e afinidade de ligacéo
ideais. Estas caracteristicas foram anteriormente
reconhecidas como sendo particularmente adequadas para a
producdo de agentes de bloqueio e agentes de penetracdo no

tecido.

Os homo- ou heterodimeros também podem ser
gerados por clivagem enzimdtica de anticorpos apenas de
cadeia pesada ou por vias sintéticas (Jaton et al., (1968)
Biochemistry, 7, 4185-4195 e US2003/0058074 Al). No
entanto, o0s Dbeneficios de um dominio de 1ligacdo de
anticorpo monomérico ainda tém de ser utilizados com
vantagem na criacdo de ©proteinas multiméricas, como

reagentes, agentes terapéuticos e agentes de diagndstico.

A Vg humana ou Vus de camelideo produzida pela
tecnologia de apresentacdo em 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 da CDR3 do local de
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ligacdo de anticorpo normal (Xu e Davies, (2000) Immunity,
13, 37-45). A Vms de camelideo, embora apresente vantagens
em termos de solubilidade em relacdo a Vm humana, ¢é
antigénica no homem e deve ser gerada por imunizacdo dos

camelideos ou pela tecnologia de apresentacdo em fagos.

A incorporacdo de dominios de ligacdo Vi tem uma
clara vantagem sobre a utilizacdo de scFv que devem ser
manipulados a partir dos dominios Vi e Vi com o potencial
associado de perda de especificidade e avidez. Os
dominios de ligacdo Vs derivados de familias de genes
relacionados, tals como o0s recetores de células T ou a
familia de dimunoglobulina do tubardo também proporcionam
alternativas ao scFv para a geracdo de moléculas de ligacéo
bi- ou multiespecificas. Outras proteinas de ligacdo que
ocorrem naturalmente e os dominios das mesmas, incluindo,
por exemplo, os fragmentos de recetores soluveis podem

também ser utilizados.

As classes de anticorpos diferem na sua funcédo
fisioldbgica. Por exemplo, a IgG desempenha um papel
dominante na resposta 1munoldgica madura. A IgM esta
envolvida na fixacdo do complemento e aglutinacdo. A IgA é
a principal classe de Ig em secrecdes - lagrimas, saliva,
colostro, muco - e desempenha assim um papel importante na
imunidade local. A inclusédo de regides constantes de cadeia
pesada de classe especifica quando se concebe complexos de
ligacdo multivalentes proporciona as vantagens terapéuticas

da funcdo efetora in vivo dependente da funcionalidade
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requerida. A manipulacdo de regides efetoras individuais
também pode resultar na adicédo ou supressao de
funcionalidade (Van Dijk e wvan der Winkel, Curr. Opin.
Chem. BRiol., (2001) 5 de agosto (4), 368-374). Parece
provavel que a producdo ideal e selecdo de anticorpos da
cadeia pesada apenas que compreendem dominios de ligacéo
Vi de alta afinidade (seja humano ou de camelideo ou de
outra origem) irdo beneficiar de abordagens alternativas
aquelas que dependem da selecdo de bibliotecas de fagos
aleatorizadas que ndo facilitam a recombinacdo in vivo e a

maturacdo de afinidade.

Assim, a inclusdo da funcionalidade da regiédo
constante de IgA poderia proporcionar uma melhor funcido da
mucosa contra os agentes patogénicos (Leher et al., (1999)
Exp. Eye Res., 69, 75-84 ), enquanto a presenca da
funcionalidade da regido constante de IgGl proporciona
melhor estabilidade sérica in vivo. A presenca dos dominios
constantes de cadeia pesada Cy2 e Cg3 proporciona a base
para a dimerizacdo estédvel como se vVvé& nos anticorpos
naturais e proporciona locais de reconhecimento para a
glicosilacdo pbés-traducdo. A presenca de Cy2 e Cyg3 também
permite o reconhecimento secundario do anticorpo quando sé&o
usados complexos biespecificos e multivalentes como

reagentes e agentes de diagndstico.

Sequéncias isoladas da regido varidvel apenas de
cadeia pesada de Camelideos, pré-rearranjadas foram

previamente clonadas em frente de uma regido de charneira e
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do dominio efetor de IgGl humana, inseridas em vetores e
expressas em células COosS para gerar anticorpos. Os
anticorpos expressos neste ambiente in vitro j& sofreram os
processos de comutacdo de classe (isotipo) e de maturacéo
de afinidade (hipermutacdo) 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 um repertdério funcional de anticorpos apenas de
cadeia pesada humana especificos para a classe e dominios
de ligacdo apenas de cadeia pesada Vi funcionais que retém
o potencial madximo de ligacdo ao antigénio para utilizacédo
em diversas aplicacdes clinicas, industriais e de

investigacéao.

Breve Resumo da Invengado

A presente invencdo proporciona um método para a
producdo de um anticorpo apenas de cadeia pesada Vs que

compreende:

(a) a imunizacdo de um ratinho transgénico que expressa um

lécus heterdlogo de cadeia pesada Vg, em que:
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(1) o 1lécus de cadeia pesada Vg compreende uma regido
varidvel 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
constante de cadeia pesada, e em que os segmentos dos genes
V, D e J sdo derivados de um humano;

(ii) cada regido constante n&o codifica um dominio Cgl;
(iii) um segmento do gene Vi, um segmento do gene D e um
segmento do gene J sdo capazes de se recombinarem para
formar uma sequéncia de codificacédo de VDJ;

(iv) o 1ldécus de cadeia pesada Vs recombinado, gquando
expresso, é capaz de formar um anticorpo apenas de cadeia
pesada soluvel gque compreende um dominio de ligacdo Vs
especifico para o antigénio, soluvel e uma regido efetora

constante desprovida de um dominio Cyl;

(b) o isolamento de uma sequéncia de &acido nucleico que
codifica o anticorpo apenas de cadeia pesada Vi a partir de
células produtoras de anticorpo; e

(c) a producdo do anticorpo apenas de cadeia pesada Vs

utilizando técnicas de ADN recombinante.

Em certas formas de realizacdo, o método da
invencdo compreende ainda a clonagem de um 1ldbécus Vg que
codifica o dominio de ligacdo Vmy do anticorpo apenas de
cadeia pesada Vi e a expressdo do dominio de ligacdo Vi num
sistema de expressdo bacteriano, de levedura, mamifero ou

alternativo.
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De preferéncia, o referido ratinho transgénico
foi concebido para ter uma capacidade reduzida para

produzir anticorpos que incluam cadeias leves.

De preferéncia, os loci de cadeia pesada de
imunoglobulina endbgenos ao rato s&o suprimidos ou
silenciados. De preferéncia, o ldbécus de cadeia pesada Vu
compreende mais do gue um segmento de gene V, mais do que

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

De preferéncia, 0 segmento de gene V foi
escolhido para apresentar caracteristicas de solubilidade

melhoradas.

A regido constante da cadeia pesada do lécus de
cadeia pesada pode incluir um gene da regido constante da
cadeia pesada Coi1 e/ou um Coz, um Cs, um C&, um Cy e/ou
Cu. Além disso, a regido constante da cadeia pesada do
lécus de cadeia pesada pode compreender mais do que uma das
seguintes regides constantes da cadeia pesada: Coi, Coz,

Ce, Cd, Cy Cp.

O lécus de cadeia pesada Vg compreende uma regido
variadvel 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, um do gene
D e um do gene J sdo capazes de recombinar para formar uma
sequéncia de codificacdo de VDJ. O lécus de cadeia pesada

compreende, preferivelmente, vinte ou mais segmentos do
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gene D e/ou cinco ou mais segmentos do gene J. A ansa CDR3

é derivada utilizando segmentos dos genes D e J humanos.

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

regido constante da cadeia pesada.

A regido constante da cadeia pesada do ldécus de
cadeia pesada heterdloga é de origem humana ou de origem em
vertebrados, por exemplo de origem em camelideos. Em
alternativa, a regido constante pode ndo ter origem na

cadeia pesada de imunoglobulina.

0O método da invencdo resulta na maturacdo de
células B essencialmente normais. O dominio de ligacdo Vs
pode ndo ter uma ansa CDR3 prolongada semelhante a dos

camelideos.

A invencdo também proporciona um método de
producdo e selecdo de anticorpos apenas de cadeia pesada

que compreende o0s passos de:

(a) injetar um antigénio no mamifero transgénico como aqui

descrito;

b) isolar uma célula ou tecido que expressa um anticorpo
apenas de cadeia pesada especifico para o antigénio de

interesse; e
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c) produzir um hibridoma a partir da célula ou tecido do

passo (b) e

d) clonar opcionalmente o ARNm do anticorpo apenas de
cadeia pesada do referido hibridoma para producédo
subsequente num sistema de expressdo heterdlogo tal como um
sistema mamifero, vegetal, de inseto, microbiano, fungico

ou alternativo.

Os dominios de ligacdo Vs podem ser depois
produzidos identificando e isolando um dominio VH
especifico para o antigénio a partir do ARNm clonado do

passo c).

Os dominios de 1ligacdo Vi podem ser também

produzidos por:

(a) injecdo de um antigénio no mamifero transgénico aqui

descrito;

b) isolamento de uma célula ou tecido que expressa, um

anticorpo apenas de cadeia pesada especifico para o

antigénio de interesse;

c) clonagem do ldécus Vg a partir do ARNm derivado a partir

da célula ou tecido isolado;

d) apresentacdo da proteina codificada usando um fago ou
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biblioteca semelhante;

e) identificacdo de dominio(s) Vi especifico(s) para o

antigénio; e

f) expressdo do(s) dominio(s) Vs isoladamente ou como uma
proteina de fusdo em sistemas de expressdo bacterianos, de

levedura ou alternativos.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

Os presentes inventores conseguiram ultrapassar
as limitacdes da técnica anterior e mostraram que animais
transgénicos, em particular ratinhos, 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. Estes podem
ser entdo utilizados para gerar um fornecimento fidedigno
de anticorpo apenas de cadeia pesada especificos para a
classe utilizando tecnologia de hibridoma estabelecida ou
como uma fonte de dominios de 1ligacdo apenas de cadeia
pesada Vi funcionais, de preferéncia um dominio de ligacéo
apenas de cadeia pesada Vs soluvel, que s&o livres de

funcdes efetoras, mas que retém a funcdo de ligacéo.

Os anticorpos apenas de cadeia pesada que podem
ser gerados pelo método da invencdo mostram afinidade de

ligacdo elevada, que resulta de rearranjos dos segmentos
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dos genes V, D e J e de mutacdes somdticas, geralmente na
auséncia de uma ansa CDR3 aumentada. Essencialmente,
observa-se maturacdo de células B normais com niveis
elevados de anticorpo apenas de cadeia pesada presentes no
plasma 1isolado (desde que o dominio Cxl tenha sido
eliminado de todas as classes de anticorpos presentes no
lbécus recombinante). A maturacdo de células B e a secrecdo
de dimeros (por exemplo, IgG) ou multimeros (por exemplo,
IgM) montados ndo tem nenhuma dependéncia em relacdo a

presenca ou expressdo de genes de cadeia leve.

A andlise da sequéncia de nucledbdtidos do ARNm
especifico para o antigénio que codifica uma cadeia pesada
especifica para o antigénio isolado a partir de hibridomas
derivados de ratinhos transgénicos demonstrou que a
diversidade de anticorpos de cadeia pesada é essencialmente
uma funcdo da recombinacdo de VDJ. Além disso, oS 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 limitada de mutagdes somaticas nos
dominios Vg. Usando os métodos aqui descritos, os dominios
Ve funcionais podem ser clonados e expressos em Sistemas
bacterianos para gerar dominios de ligacdo Vi com retencdo
completa da ligacdo ao antigénio, especificidade e

afinidade.

Mostra-se que o0s ratinhos transgénicos podem ser

programados para produzir @ as classes preferidas de
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anticorpos apenas de cadeia pesada em resposta ao desafio
com o antigénio, por exemplo, apenas 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 ldécus minimo de regido
constante de cadeia pesada de IgG humana desprovido do exdo
de Cuyl e ligado por segmentos D e J humanos com dois genes
de VHH de lama. Estes produzem anticorpos apenas de cadeia
pesada de IgG especificos para o antigénio, de alta
afinidade, funcionais quando desafiados com antigénio.
Podem ser obtidas misturas de classes de anticorpos apenas
de cadeia pesada (IgM e IgG) por troca de classe in vivo,
através da utilizacdo de construcdes de genes que
incorporam as regides constantes da cadeia pesada em tandem
(desde que a todos o0s genes da regido constante carecam de

um dominio Cuyl e, gquando presente, um dominio Cg4).

Os aperfeicoamentos aqui descritos mostram que um
ratinho construido com o mesmo lécus da regid&o constante de
IgG ligado por segmentos D e J humanos com dois genes de
Vee de lama e um ldbébcus de regido constante de IgM humana
desprovido de um exdo de Cyl ligados pelos mesmos segmentos
de genes D e J humanos com dois segmentos de genes de Vpg de
lama, também produz um anticorpo apenas de cadeia pesada de
IgM de elevado peso molecular (multimérico) e um anticorpo
apenas de cadeia pesada de IgG

(dimero) . Surpreendentemente, a maturacdo de células B
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essencialmente normal e a producdo de anticorpos é
dependente da auséncia total de sequéncias Cygl de cada
regido constante de cadeia pesada presente no 1lbcus
transgénico. Além disso, ndo existe qualquer requisito para

a remocdo do exdo Cu4, se presente.

Assim, por exemplo, um animal transgénico que tem
um ldécus de cadeia pesada de IgM humana com um exdo de Cgl
funcional ligado pelos mesmos segmentos dos genes D e J
humanos a dois segmentos do gene V de lama, e o lbécus da
regido constante de cadeia pesada de IgG desprovido do exdo
de Cygl ligado pelos mesmos segmentos dos genes D e J
humanos a dois segmentos do gene V de lama, produz niveis
muito baixos de anticorpo apenas de cadeia pesada e néo

mostra nenhuma evidéncia para a maturacdo de células B.

Outros dominios efetores, que incluem o dominio
Cyd4, podem ser incorporados ou ndo, consoante desejado,
para introduzir ou eliminar caracteristicas efetoras do

anticorpo apenas de cadeia pesada resultante.

Os inventores descobriram que a expressao
produtora de anticorpo (isto &, a maturacdo de células B)
pode resultar da utilizacdo de qualgquer segmento do gene V
presente na construcdo. O isolamento e a sequenciacdo do
ARNm do anticorpo derivado de células B mostram que ocorre
recombinacdo dos segmentos dos genes D e J para gerar
diversidade de CDR3. A comparacdo das sequéncias dos

dominios Vy resultantes revela mutacdes somaticas, o dque
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indica que ocorreram eventos de maturacdo de afinidade nos
segmentos dos genes D e J recombinados e também no dominio

Ve do ARNm do anticorpo expresso resultante.

As construcdes preferidas incorporam segmentos do
gene V selecionados para uma melhor solubilidade e ligados
a um grupo de cadeia D e J para recombinacdo e geracdo de
CDR3. De preferéncia, as sequéncias de VDJ estdo ligadas
ao(s) dominio(s) efetor(es) constante(s) de eleicdo, em

tandem, cada um desprovido de um exdo de Cyl.

Os dominios Vy resultantes ndo podem compreender
uma ansa CDR3 alargada semelhante & dos camelideos. Isto
resulta num dominio Vg que exibe diversidade de CDR3 e
maturacdo de afinidade operacionalmente ligado a uma regido
constante efetora. Esta ultima assegura a secrecao

funcional e, opcionalmente, montagem no rato parental.

Estas observacdes tém implicacdes importantes
para a manipulacéo aperfeicoada e simplificada de
anticorpos apenas de cadeia pesada especificos para a
classe e a derivacdo de dominios Vy soluveis de alta
afinidade, qgue incorporam a maturacdo da afinidade através
da mutacdo somédtica. A incorporacdo de funcdes efetoras
selecionadas da regido constante da cadeia pesada
(desprovida de Cyl) ou misturas das mesmas permite a
producdo de qualguer classe de anticorpos apenas de cadeia
pesada ou qualquer mistura de anticorpos apenas de cadeia

pesada sem o requisito de manipulacdo adicional dos
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anticorpos. 0Os dominios Vi podem ser expressos por si sd ou
em sistemas bacterianos ou de outros microrganismos ou como
dominios efetores que incorporam anticorpos apenas de
cadeia pesada funcionais segregados por hibridomas ou
células transfetadas em cultura. Os anticorpos ou dominios
de ligacdo Vm de origem humana tém uma grande gama de
aplicacdes na &rea da saude como medicamentos, agentes de
diagndstico e reagentes, com aplicacdes agricolas,

ambientais e industriais paralelas.

As moléculas efetoras de cadeia pesada podem ser
manipuladas para serem livres de dominios funcionais, por
exemplo os dominios Cyd4 da extremidade carboxi-terminal,
desde que a manipulacdo ndo afete os mecanismos secretores
impedindo a montagem da superficie da célula e,
consequentemente, a maturacdo de células B. 0Os exdes de Cyul
isolados s&o suprimidos do 1ldbécus heterdlogo ou estédo
ausentes do lécus. Podem ser manipuladas caracteristicas
adicionais no 1lbcus, por exemplo, para melhorar a

glicosilacdo ou adicionar funcdes.

De preferéncia, o 1lbébcus heterdlogo, quando
expresso, é capaz de formar moléculas de IgA, IgE, IgG, IgD
ou IgM funcionais, ou isotipos das mesmas. Podem ser também
produzidas classes de anticorpos individuais ou misturas de

classes de anticorpos ou isotipos das mesmas.

Por conseguinte, o lécus de cadeia pesada

heterdélogo é concebido para produzir classes preferidas ou
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misturas de anticorpos apenas de cadeia pesada dependendo
da(s) classe(s) de anticorpos requerida, com a maturacéo
das células B essencialmente normais. A utilizacdo de
segmentos dos genes V, D e J humanos, gue compreendem
segmentos do gene V selecionados aleatoriamente, ou
selecionados para solubilidade aumentada, 1ird produzir

anticorpos apenas de cadeia pesada humana funcionais.

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

na técnica.

Lécus de Cadeia Pesada Heterdloga

No contexto da presente invencéo, o} termo
"heterdlogo" designa uma sequéncia de nucledétidos ou um
lécus, tal como aqui descrito, gque ndo ¢é enddgeno ao

mamifero em que estd implantado.

Um "lécus de cadeia pesada Vg", no contexto da
presente invencdo refere-se a um micro-lécus minimo que
codifica um dominio Vy gque compreende um ou mais segmentos

do gene V, um ou mais segmentos do gene D e um ou mais
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segmentos do gene J, operacionalmente ligados a uma ou mais
regides efetoras de cadeia pesada (cada uma desprovida de
um dominio Cyl). De preferéncia, a fonte principal de
variabilidade do repertdério de anticorpos é a regido CDR3
formada pela selecdo de segmentos dos genes D e J pelas

juncdes V-D e D-J.

A vantagem da presente invencdo é qgue ©
repertdério de anticorpos e a diversidade obtida nas
sequéncias de genes Vmy rearranjadas podem ser maximizados
através do uso de wvarios segmentos dos genes D e J. A
mutacdo somdtica subsequente é conseguida enquanto se usa
um lécus minimo (micro-ldécus), sem a necessidade de um
grande numero de segmentos do gene V ou de loci de Vi e Lc

(cadeia leve) de imunoglobulinas.

De preferéncia, o 1lécus de cadeia pesada Vs
compreende de dois a cinco segmentos do gene V (2, 3, 4 ou

5).

Os segmentos do gene V sdo de origem humana,

opcionalmente selecionados para melhorar a solubilidade.

De preferéncia, o 1lécus de cadeia pesada Vs
compreende de dois a quarenta (2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10,
12, 14, 16, 18, 20, 30 ou 40) ou mais dos segmentos do gene

D (normalmente 25 segmentos funcionais do gene D humano).
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De preferéncia, o 1lécus de cadeia pesada Vs
compreende de dois a vinte (2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 12,
14, 16, 18 ou 20) ou mais segmentos do gene J (normalmente

6 segmentos do gene J humano).

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

de gene J humano.

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

melhoradas, tais como solubilidade.

Os métodos preferidos para melhorar a
solubilidade de um dominio Vg incorporam meios racionais,
em oposicdo a apenas aleatdrios, e sdo exemplificados
em Davies e Reichmann, (1996) Protein Eng., 9 (6), b531-
537 e Riechmann e Muyldermans, (1999) J. Immunol. Methods,
231, 25-38. A selecdo natural também pode ocorrer 1in
vivo por meio de maturacdo de afinidade e de incorporacéo

de mutacdes favoraveils no gene Vg apds 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 (efetora) constante de cadeia pesada (que
pode compreender varios exdes mas exclui um exdo de Cyl) de

acordo com a presente invencdo para gerar um anticorpo
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apenas de cadeia pesada Vs quando o Aacido nucleico é

expresso.

Assim as sequéncias de codificacdo de Vi podem
ser derivadas de uma fonte gue ocorre naturalmente ou podem
ser sintetizadas utilizando métodos familiares aos peritos

na técnica.

Um "dominio Vg" no contexto da presente invencéao
refere-se a um produto de expressdo de um segmento do gene
V qguando recombinado com um segmento do gene D e um
segmento do gene J, como definido acima. O dominio Vg, como
aqui utilizado, permanece em solucdo e é ativo num meio
fisioldégico, sem a necessidade de qualquer outro fator para
a manter a solubilidade. De preferéncia, a capacidade do
dominio Vi soluvel para ligar o antigénio foi melhorada por
recombinacdo de VDJ e mutacdo somdtica. Ndo hé& nenhuma
dependéncia em relacdo a presenca ou auséncia da ansa CDR3
alargada peculiar para as espécies camelideas. O dominio Vg
& capaz de se ligar ao antigénio como um mondmero e, quando
combinado com as regides constantes efetoras, pode ser
produzido em formas monoespecificas, biespecificas,
multiespecificas, bivalentes ou multivalentes, dependendo
da escolha e da manipulacdo das moléculas efetoras
utilizadas (por exemplo, I1g9G, IgA IgM, etc) ou de
mecanismos alternativos de dimerizacéo e
multimerizacdo. Qualguer probabilidade de se ligarem com um
dominio Vi, gquando expresso como parte de um complexo de

anticorpo apenas de cadeia pesada soluvel, foi eliminada



PE2311874 - 28 -

prela remocédo do exdo de Cuyl (ver Sitia et al., (1990) Cell,
60, 781-790). O dominio Vi sozinho  também pode ser
manipulado com diferentes dominios de proteinas para
produzir proteinas de fusdo para fins terapéuticos e de
diagndéstico direcionados, por exemplo, com toxinas, enzimas

e agentes de imagem.

O lécus de cadeia pesada heterdloga compreende
uma regido de ADN que codifica uma regido constante da
cadeia pesada que proporciona funcdes efetoras in vivo (por

exemplo, IgG, IgM, IgA, IgE, IgD ou isotipos das mesmas).

A 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 numa célula B. De preferéncia, a regido constante

da cadeia pesada é derivada de um lécus de imunoglobulina.

Cada regido constante da cadeia pesada compreende
essencialmente, pelo menos, um gene da regido constante de
cadeia pesada, que é expresso sem um dominio Cgl funcional
de modo gue possa ocorrer a geracdo de anticorpos apenas de
cadeia pesada. Cada regido constante da cadeia pesada
também pode compreender um ou mails exdes da regido
constante da cadeia ©pesada adicionais, o0s quais sé&o

selecionados de entre o grupo gque consiste em C®, Cyi-i, Cp,
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Ce e Coi-2 com a condicdo de que o0s genes da regiédo
constante de cadeia pesada adicionais também ndo expressem
um dominio Cgl funcional. Os segmentos dos genes da regido
constante da cadeia pesada sdo selecionados dependendo da
classe preferida ou mistura de classes de anticorpos
necessaria. Opcionalmente, o) lécus de cadeia pesada

heterbéloga é deficiente em Cp e Co.

Por exemplo, as moléculas de Ig de classe M séao
conhecidas por desempenharem um papel importante na
ativacdo de macrdéfagos e na via do complemento. Devido a
proximidade dos seus locais de 1ligacdo, a IgM tem uma
avidez elevada para agentes patogénicos, incluindo
virus. No entanto, a IgM também é conhecida por ser dificil
de utilizar em técnicas rapidas de imunoensaio enquanto a
Ig de <classe G pode ser prontamente wutilizada nestas
técnicas. Para estas utilizacdes, seria Util selecionar a

classe de anticorpo preferida, ou seja, IgG ou IgM.

A expressdo da totalidade ou parte de um ldécus Cy
da cadeia pesada heterdéloga desprovido de Cgl ird produzir
opcionalmente alguns ou todos o0s 1isotipos de Ig9G,
dependendo dos isotipos de IgGl1, IgG2, IgG3 e IgG4
presentes no lécus de IgG heterbdloga. Em alternativa, as
cadeias pesadas podem conter genes de 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 a IgM



PE2311874 - 30 -

podem ser obtidas quando a regido constante da cadeia

pesada compreende um gene de Ca e um gene de Cu.

A regido constante da cadeia pesada pode ser de
origem humana, em particular quando o anticorpo de cadeia
pesada é para ser utilizado para aplicacdes terapéuticas em
seres humanos. Quando os anticorpos de cadeia pesada séo
para ser usados para fins de diagnéstico ou veterindrios, a
regido constante da cadeia pesada é de preferéncia derivada

do organismo, vertebrado ou mamifero alvo ou sobre a gqual o

diagnéstico ou terapia veterindria vail ser executada.

Quando expressa, a regido constante da cadeia
pesada carece de um dominio Cgl funcional. O ex&o de Cyl e,
opcionalmente, as regides constantes Cp e Cd, podem ser
mutadas, suprimidas ou substituidas. De preferéncia, o exdo
de Cuyl é suprimido. A presenca, por exemplo, de IgM com um
dominio Cyl funcional inibe a maturacdo das células B e,
por conseguinte, limita a expressdo produtiva da IgG apenas
da cadeia pesada (desprovida de Cul) no mesmo ldcus, j& que

a maturacdo de células B estd inibida.

O "exdo da regido constante de cadeia pesada"
(exdo de "Cg") tal como aqui definido inclui as sequéncias
de ocorréncia natural de um vertebrado, mas especialmente
exdes de Cuy de mamiferos. Isto varia de um modo especifico
para a classe. Por exemplo, a IgG e a IgA sdo naturalmente
desprovidas de um dominio Cud. O termo "exdo de Cy" também

inclui dentro do seu é&ambito, os derivados, hombélogos e
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fragmentos dos mesmos, na medida em que o exdo de Cuy seja
capaz de formar um anticorpo apenas de cadeia pesada
funcional, como aqui definido, quando é um componente de

uma regido constante de cadeia pesada.

Opcionalmente, gquando presente, o Cgd4 ou outros
dominios funcionais podem ser manipulados ou suprimidos
dentro do transgene, desde gue esse processo ndo iniba o
processo de secrecdo intracelular, a maturacdo de células B
ou a atividade de 1ligacdo do polipéptido de anticorpo

resultante.

Ratos

O mamifero transgénico utilizado nos métodos da

invencdo é um rato.

De preferéncia, o0s ratos transgénicos sdo gerados
utilizando a tecnologia de injecdo de obcitos estabelecida
e, quando estabelecida, a tecnologia de células ES ou

clonagem.

De um modo vantajoso, os loci de cadeia pesada e,
opcionalmente, de cadeia leve de imunoglobulina enddgenos
ao rato s&o suprimidos ou silenciados quando um anticorpo
apenas de cadeia pesada é expresso de acordo com os métodos

da invencéo.
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Esta abordagem de producdo de anticorpos apenas
de cadeia pesada, como descrita acima, pode ser de
utilizacdo particular na producdo de anticorpos para
utilizacéo terapéutica em seres humanos, Jjéa que
frequentemente a administracdo de anticorpos a uma espécie
de vertebrados que ¢é de origem diferente da fonte dos
anticorpos resulta no aparecimento de uma resposta

imunitdria contra os anticorpos administrados.

O rato transgénico pode ser concebido para ter
uma capacidade reduzida de produzir anticorpos gque incluam

cadeias leves.

As células produtoras de anticorpos podem ser
derivadas de ratos transgénicos de acordo com a presente
invencdo e utilizadas, por exemplo, na preparacdo de
hibridomas para a producdo de anticorpos apenas de cadeia
pesada, como agqui definidos. Adicional ou alternativamente,
as sequéncias de acidos nucleicos podem ser isoladas de
ratos transgénicos de acordo com a presente invencdo e
utilizadas para produzir anticorpos apenas de cadeia pesada
do dominio Vg ou complexos biespecificos/bifuncionais dos
mesmos, utilizando técnicas de ADN recombinante gque s&o

familiares para os peritos na técnica.

Alternativa ou adicionalmente, 0s anticorpos
apenas de cadeia pesada especificos para o antigénio podem
ser gerados por imunizacdo de um rato transgénico de acordo

com a presente invencdo.
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Assim, num outro aspeto, a presente invencédo
proporciona um método para a producdo de anticorpos apenas
de cadeia ©pesada através da imunizacdo de um rato
transgénico de acordo com a presente invencdo com um

antigénio.

Anticorpos apenas de cadeia pesada e seus

fragmentos

O dominio especifico de ligacdo apenas de cadeia
pesada para o antigénio, ou seja, um dominio de ligacdo Vu,
& expresso pelo lbécus Vi como consequéncia da recombinacédo
entre segmentos dos genes V, D e J unicos, seguido
posteriormente de mutacdo somdtica. De acordo com este
aspeto da invencdo, os loci Vi podem ser clonados a partir
de, por exemplo, o ARNm isolado a partir de uma célula
produtora de anticorpos de um rato transgénico imunizado,
como descrito acima. As sequéncias clonadas podem ser, em
seguida, apresentadas usando um fago (Ward et al., (1989)
Nature, 341, 544-546) ou bibliotecas de apresentacdo
semelhantes, por exemplo, utilizando sistemas a base de
levedura (Boder e Wittrup (1997) Nat. Biotechnol. 15, 553-
7) e dominios de ligacdo Vg especificos para o antigénio
identificado. Os dominios de ligacdo de cadeia pesada
especificos para o antigénio podem ser entdo fabricados
isoladamente ou como proteinas de fusdo em sistemas de
expressdo escaléaveis bacterianos, de levedura ou

alternativos. As sequéncias que codificam os dominios de
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ligacdo Vi também podem ser clonadas a partir de hibridomas
caracterizados derivados por métodos clédssicos a partir de
ratinhos transgénicos imunizados. Estes podem ser, entéo,
utilizados para a producdo de dominios de ligacdo Vg e
derivados dos mesmos, incluindo a manipulacdo de classes de
anticorpos definidas (por exemplo, IgE ou IgA) e as suas

variantes com diferentes funcdes efetoras.

Por conseguinte, a invencdo também proporciona um método de
producdo de um dominio de ligacdo Vi que compreende oS

passos de:

a) isolar uma célula ou tecido que expressa um anticorpo
apenas de cadeia pesada especifico para o antigénio de
interesse (de preferéncia um anticorpo apenas de cadeia

pesada especifico para o antigénio, soluvel de interesse);

b) clonar a sequéncia que codifica o dominio de ligacd&o Vs

a partir do ARNm derivado da célula ou tecido isolado;

c) apresentar a proteina codificada utilizando um fago ou

biblioteca semelhante;

d) identificar os dominios de ligacdo Vy especificos para o

antigénio, e

e) expressar os dominios de ligacdo Vi isoladamente ou como
uma proteina de fusédo em sistemas de expressdo bacterianos,

de levedura, mamiferos ou alternativos.



PE2311874 - 35 -

Alternativamente, os fragmentos gque contém o
dominio Vy podem ser gerados de anticorpos apenas de cadeia
pesada da invencdo wutilizando tecnologia de clivagem
enzimatica ou quimica e separacido subsegquente do fragmento

que contém o dominio Vg dos outros produtos de clivagem.

Quando o dominio de ligacdo Vg é isolado a partir
de um hibridoma caracterizado, a sequéncia do dominio de
ligacdo Ve clonada derivada de ARNm pode ser diretamente
clonada num vetor de expressdo sem recorrer a medidas
adicionais de selecdo usando fagos e outros sistemas de

apresentacao.

Os sistemas de producdo para anticorpos apenas de
cadeia pesada que incorporam regides efetoras incluem as
células de mamifero em cultura (por exemplo, células CHO),
plantas (por exemplo, milho), cabras, coelhos, gado,
ovelhas, galinhas e larvas de 1insetos transgénicos
adequados para tecnologia de criacdo em massa. Outros
sistemas de producdo, incluindo a infecdo por virus (por
exemplo, baculovirus em larvas de 1insetos e 1linhas
celulares) sdo alternativos a abordagem de cultura de
células e linhas germinais. Outros métodos de producéo
serdo também familiares aos peritos na técnica. Quando ha
um requisito para a montagem de IgA ou IgM apenas de cadeia
pesada, a coexpressdo de uma “cadeia J” é benéfica. Os
métodos adeguados para a producdo de dominios de ligacdo Vu

por si sé sdo conhecidos na técnica. Por exemplo, os
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dominios de ligacdo Vi de camelideos foram produzidos em
sistemas bacterianos e o0s homodimeros apenas de cadeia
pesada de camelideos foram produzidos em hibridomas e
células de mamifero transfetadas (ver Reichmann e

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

Encontram-se também bem estabelecidos métodos
para a expressdo de dominios de ligacdo Vi humanos
manipulados derivados usando tecnologia de apresentacdo em
fagos (Tanha et al., (2001) J. Biol. Chem., 276, 24774-

24780 e referéncias nele contidas).

Foi demonstrado que as larvas de insetos de
linhas de moscas transgénicas produzem fragmentos
funcionais de anticorpos apenas de cadeia pesada na
hemolinfa com caracteristicas indistinguiveis do mesmo
anticorpo produzido por células de mamiferos

(PCT/GB2003/0003319) .

O anticorpo produzido apenas de cadeia pesada
prelo método da invencdo ou um fragmento do mesmo como aqui
descrito pode ser utilizado como um reagente de ligacédo

intracelular ou uma abzima.

O anticorpo de cadeia simples ou o dominio de
ligacdo Vu especifico para o antigénio produzido de acordo
com o método da invencdo pode ser wutilizado como um

inibidor de enzima ou um blogueador de recetor.
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Um dominio Vg fundido com uma molécula efetora
pode ser utilizado como um agente terapéutico, agente de

imagem, agente de diagndstico, abzima ou reagente.

Breve Descrigdo dos Desenhos

Figura 1: mostra a estratégia para a geracdo de
ratinhos transgénicos gque expressam um ldécus de IgG e a
geracdo funcional de anticorpos apenas de cadeia pesada e

dominios VH como uma consequéncia do desafio com antigénio.

Figura 2: mostra a estratégia para a geracdo de
ratinhos transgénicos que expressam um lécus de IgM e a
geracdo funcional de anticorpos apenas de cadeia pesada e

dominios VH como uma consequéncia do desafio com antigénio.

Figura 3: mostra a estratégia para a geracdo de
ratinhos transgénicos gque expressam um ldécus de IgAh e a
geracdo funcional de anticorpos apenas de cadeia pesada e

dominios VH como uma consequéncia do desafio com antigénio.

Figura 4: Alinhamento da sequéncia dos produtos
de PCR obtidos a partir do ADNc de medula &éssea utilizando
iniciadores Vuirl e Vm2 em combinacdo com o iniciador Cy2
humano a partir de ratinhos que contém um lbécus com regides
constantes que tém uma mutacdo de excisdo-unido de
camelideo para remover o CHl. Os resultados mostram que o

CH1 n&do é removido.
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Figuras 5-8: Estrutura de construcdes VH/VH de
camelideo (VHH). 1-n significa gqualquer numero de genes de
VH, ou segmentos D ou J. O complemento normal do lécus
humano é de 51 genes V, 25 segmentos D funcionais (mais 2
ndo funcionais) e 6 segmentos J. No caso de uma regido Cp
(para IgM) ou Ce (para IgE) ndo existe regido H e existe um
exd0 CH4 adicional entre CH3 e Ml. Os genes VH (s) foram
mutados para fornecer proporcionar, tal como descrito no
dominio publico. Os genes VH, os segmentos D e J e os exbes
de C sdo de preferéncia humanos, mas podem ser de qualquer
outra espécie, incluindo camelideos. Neste uUltimo caso, os
genes VH (VHH) de camelideo ndo seriam mutados porque séo

naturalmente soluveis.

Figura 9: Plano de imunizacdo dos ratinhos e
pesquisa de anticorpos para a geracdo de IgG apenas de

cadeia pesada contra E.coli HSP70.

Figura 10: Andlise de <citometria de fluxo e
resultados de imuno-histoquimica para células do Dbaco

derivadas de ratinhos transgénicos.

Figura 11: Resultados da andlise de ELISA de
ratinhos transgénicos imunizados com DKTP e andlise da

sequéncia da biblioteca de anticorpos resultante.

Figura 12: Exemplos de mutacdes somaticas e

rearranjo de VDJ visto em ratinhos transgénicos imunizados.
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Figura 13: Resultados do ensaio de coloracdao
imunoldégica em linha de células Tet transfetadas com o©

plasmideo de resposta que contém o anticorpo Ab.

Figura 14: Resultados da andlise de transferéncia

de Western de soros de linhas de ratinhos transgénicos.

Figura 15: Fracionamento do tamanho de IgM
humana misturada com uma IgM de cadeia simples humana

produzida pelos ratinhos com ldécus de IgM mais IgG.
Figura 16: Resultados da analise por ELISA de
anticorpos de IgG e IgM de cadeia simples gerados contra o

TNFo humano.

Técnicas Gerais

A menos que definido em contrario, todos os
termos técnicos e cientificos aqui utilizados tém o mesmo
significado gque o normalmente entendido por wum vulgar
perito na técnica (por exemplo, em cultura de células,
genética molecular, quimica de &acidos nucleicos, técnicas
de hibridacdo e bioquimica). S&o utilizadas técnicas padréo
para os métodos moleculares, genéticos e bioquimicos (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, Inc.) e métodos guimicos. Além disso,
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Harlow & Lane, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor, N.

Y , é referido para as técnicas imunoldgicas convencionais.

Qualgquer técnica de ADN recombinante adequada
pode ser wutilizada no método da presente invencdo. S&o
construidos vetores de expressdo tipicos, tais como
plasmideos, que compreendem sequéncias de ADN que codificam
cada uma das cadeias do complexo de polipéptido ou
anticorpo. Podem ser utilizadas quaisquer técnicas
estabelecidas adequadas para a fragmentacdo enzimdtica e
gquimica de imunoglobulinas e para a separacdo dos

fragmentos resultantes.

Os vetores de expressdao adequados gque 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 qualquer um destes.

Para wutilizacdo na clonagem em sistemas de
levedura, 0s vetores de expressdo adequados incluem

plasmideos baseados numa origem de 2 micra.

Qualquer plasmideo gque contém uma seguéncia
promotora do gene de mamifero adequado pode ser usado na
clonagem em sistemas de mamiferos. As sequéncias promotoras
de insetos ou baculovirais podem ser usadas para a
expressdo de genes em células de insetos. Tais wvetores
incluem plasmideos derivados de, por exemplo, pPBR322, virus

do papiloma bovino, retrovirus, virus de ADN e virus
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vaccinia.

As células hospedeiras adequadas que podem ser
utilizadas para a expressdo do complexo de polipéptido ou
do anticorpo incluem bactérias, leveduras e células
eucaridticas, tais como as linhas de células de insetos ou

de mamiferos, plantas transgénicas, insetos, mamiferos e

outros sistemas de expressao de invertebrados ou
vertebrados.
Exemplo 1

Em experiéncias preliminares foram preparados
ratinhos transgénicos para expressar um 1ldécus de cadeia
pesada, em que dois exbes de Vus de lama foram ligados aos
segmentos de diversidade da cadeia pesada humana (D) e de
unido (J), seguidos pelos genes das regides constantes
humanas Cup, C&, Cy2, Cy3 e 3'LCR da imunoglobulina de
cadeia pesada humana. Os genes das Cy3 Cy2 humanas contém
uma mutacdo de excisdo-unido de G para A. A presenca do
sitio Frt possibilitou a geracdo de uma uUnica cépia de rato
transgénico a partir de uma matriz transgénica de multiplas
cbépias por recombinacdo mediada por Flp. No entanto, as
sequéncias do ldécus transgénico com uma mutacdo de excisido-
unido de G para A mostraram excisdo-unido aberrante mas

remocdo incompleta de CH1 (Figura 4).
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Construcgdes

Para ultrapassar este problema, uma biblioteca
gendmica de cosmideos foli pesquisada gquanto a clones Jque
contenham os genes de VH, utilizando métodos padrdo. Uma
(ou mais) VHs de linha germinativa diferente foi escolhida
aleatoriamente com base na sua sequéncia (cinco classes de
géneros, no caso das VHs humanas). Foram introduzidos
coddos de aminoadcidos hidrofilicos nas posicdes 42, 49, 50
e 52 de acordo com a numeracdao IMGT (Lefranc et
al. (19%99)). Os genes de VH foram combinados num vetor BAC
por procedimentos padrido, tais como clonagem direta usando

ligantes feitos a medida ou recombinacdo homdloga.

Foram selecionados dois c¢lones a partir da
biblioteca gendémica humana Pac RPCI-11 (BACPAC recource
Center, EUA): o clone 1065 N8 gue continha os segmentos D e
J de cadeia pesada humana, Cu (IgM) e C®& (IGD) e o clone
1115 N15 qgque continha os genes Cy3 (IgG3). O clone Bac
11771 a partir de uma biblioteca gendmica humana diferente
(Incyte Genomics, CA, EUA) foi usado como uma fonte do gene
de Cy2 (IgG2) e da LCR da cadeia pesada de imunoglobulina

(Mills et al. (1997) J. Exp Med, 15; 186 (6):845-58).

Usando técnicas padrdo, os genes de Cy3 e Cy2
foram subclonados separadamente no vetor pFastBac
(Invitrogen). De modo semelhante, gualquer uma das outras
regides constantes de Ig pode ser clonada a partir destes

BACs (IgA, IgE). Uma supressdo completa do exdo de CH1 foi
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realizada por recombinacdo hombéloga (Imam et al. (2001)),
usando as sequéncias que flanqueiam o exdo de CH1 de cada
regido constante. Um local frt poderia ser opcionalmente
introduzido na frente da regido de troca de Cu para
permitir a geracdo loci de uma unica cédépia a partir de loci
de multiplas cdépias por tratamento com a recombinase flp in
vivo por meios padrdo, por exemplo por meio de cruzamento

de ratinhos rosa-flp (Figura 5).

Os genes de VH separados, o0s segmentos D e J e 0S
exdes de C e LCR foram clonados num BAC, gquer por digestéo
de restricdo e ligacgdes convencionais quer por recombinacédo
homéloga (ou uma mistura de ambos), ou qualquer outra

técnica de clonagem.

Outras construcdes poderiam ser entdo criadas.

Loécus apenas de IgM

A fim de obter a construcdo de IgM (Figura 6), um

ou mais genes de VHs, seguidos por segmentos de cadeia

pesada D e J humana e Cu, foram clonados num BAC. Ver acima

para a metodologia. Neste caso, apenas a regido de Cu foi

clonada no BAC final.

Lécus de IgM mais IgG, (Cé é opcional)

A fim de se obter a construcdo de IgM mais IgG

(Figura 7), um ou mais genes de VHs, seguidos por segmentos
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de cadeia pesada D e J humana, Cu (sem CHl mas com o0 exdao
de CH4), (Cd opcional) e o0s genes de Cy2 e Cy3 humanos
modificados e 3'LCR foram clonados no BAC. A fim de gerar
um 1ldbécus apenas de IgG, foram introduzidos locais 1loxP
durante os passos de clonagem padrdo (descrito acima) e o
BAC é crescido na estirpe de E. coli 294 Cre (Buscholz et
al.) e a recombinacdo mediada por cre produz bactérias que
produzem um ldécus apenas de IgG. Ver acima para mais

detalhes sobre a construcao.

Lécus de IgM mais IgG (CS é opcional)

A fim de se obter a construcdo de IgM mais IgG
(Figura 8), um ou mais genes de VHs, seguidos por segmentos
de cadeia pesada D e J humana, Cu (sem CH1 e CH4), (Cd
opcional) e os genes de Cy2 e Cy3 humanos modificados e
3'"LCR foram clonados num BAC. A fim de gerar um 1ldbcus
apenas de IgG, foram introduzidos locais loxP durante os
passos de clonagem padrdo (descrito acima) e o BAC é
crescido na estirpe de E. coli 294 Cre (Buscholz et al.) e
a recombinacdo mediada por cre produziu bactérias que

produzem um lécus apenas de IgG.

Ratos transgénicos, crescimento e genotipagem

0 BAC final foi introduzido em ratinhos
transgénicos por microinjecdo padrdo de ovos fertilizados
ou através da tecnologia de transfeccdo de células

estaminais embriondrias.
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Os loci transgénicos foram verificados gquanto a
integridade e ao numero de <cdbdépias por anadlise de
transferéncia de Southern do ADN da cauda (Southern 1975),
utilizando sondas da extremidade 5' e 3' do lécus. Os
fundadores foram criados como linhas no ambiente uMT-/-. A
genotipagem foi realizada ©por andlise de PCR padréo
utilizando iniciadores para cada uma das diferentes regides
do 1lbécus. A anadlise da sequéncia dos produtos de RT-PCR
derivados de ADNc BM de ratinhos transgénicos onde todo o
exdo de CH1l, tanto da Cy2 como da Cy3, foi suprimido (um
com (linhas HLL) e outra sem os genes de Cu e Cd, mostrou
que os loci transgénicos ndo sb6 sdo capazes de recombinacdo
VDJ, mas que as transcricdes de IgG se assemelham as

encontradas nos HCAbs de lama e camelo.

Imuno-histoquimica

Os bacos foram embebidos em composto OCT. Seccgdes
criostidticas de bum congeladas foram fixadas em acetona e
marcadas de forma simples ou dupla, como descrito
anteriormente (Leenen et al. 1998). Os anticorpos
monoclonais anti-B220/RA3-6B2, anti-CD11c/N418 (Steinman et
al., 1997), foram aplicados como sobrenadantes de cultura
de hibridomas. A IgG anti-humana e a IgM anti-humana de
cabra acopladas a peroxidase foram da Sigma. Os reagentes
da segunda etapa foram Ig anti-rato (DAKO, Glostrup,
Dinamarca) ou Ig anti-hamster (Jackson ImmunoResearch

Laboratories, West Grove, PA) de cabra marcadas com
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peroxidase e Ig anti-rato de cabra com fosfatase alcalina

(Southern Biotechnology, Birmingam, AL, EUA).

A Figura 10 mostra a analise imuno-histoquimica
de seccdes congeladas de 5um de bacos de uMT/-, WT e
ratinhos transgénicos HLL e HLL-MD no ambiente uMT~/-. As
seccdes foram coradas 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.

Analises de Citometria de Fluxo

Foram preparadas suspensdes de células uUnicas de
6rgdos linfoides em PRBS, 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 classificados
com um analisador FACScan (Becton Dickinson, Sunnyvale,
CA). Os dados de FACS foram analisados usando o software de
computador CellQuest versdo 1.0. A andlise de quatro cores
foi realizada num FACS Calibur Becton Dickinson. Os
seguintes mAbs foram obtidos a partir de BD Pharmingen (San
Diego, CA): anti-B220-RA3-6B2 conjugado com FITC, anti-CD
19 conjugado com PE. Os dados de varrimento FACS de células
do baco, coradas com anti-CD19 e anti-B220 s&o apresentados

no painel inferior da Figura 10.
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No lado esquerdo da figura estd uma representacdo
da recombinacdo Flp in vivo por meio de cruzamento de
linhas da HLL com uma linha transgénica FlpeR e gue apoia
os dados de varrimento FACS sobre as células do baco do
recombinante, o que mostra o resgate de células B como pode
ser visto nas linhas HLL-MD originais geradas
diretamente. A direita esté uma representacéo da
recombinacdo Cre in vivo por meio de cruzamento da linha
transgénica Cag Cre e os dados FACS em células do baco do

recombinante de cépia unica.

Imunizag¢do e produc¢do de hibridomas (Figura 9)

Foram criados ratinhos transgénicos que continham
um lécus de anticorpo apenas de cadeia pesada que consistia
em dois dominios VHH de lama, regides D e J humanas e

regides constantes de IgG2 e 3 (sem um dominio CHI1).

Os ratinhos com 8 semanas de idade foram
imunizados tanto com a proteina de choque térmico de E.
coli 70 (hsp70). Foi injetado 20 pg ou 5 pg de antigénio
com adjuvante Specol (IDDLO, Lelystadt, Paises Baixos)
respetivamente sc nos dias 0, 14, 28, 42 e ip no dia 50.
Foi colhido sangue no dia 0, 14 e 45. Depois de trés
reforcos foi detetado wum titulo baixo de anticorpos
especificos para o antigénio em 1 de 3 ratinhos HLL-MD1

imunizados com Hsp70 (Figura 9).
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Foi realizada uma fusdo padrdo de células de baco
com uma linha de células de mieloma para gerar um anticorpo
monoclonal, o que resulta numa linha de células de
hibridoma monoclonal contra a proteina hsp70. O HCAb anti-
HSP-70 consiste no segmento VHH de lama mais préximo da
regido D (VHH 2) recombinado com o segmento IgHD3-10 humano
(nimero de acesso X13972) e o segmento IgHJ4-02 humano
(nimero de acesso X86355). Apesar de ndo ser em alta
frequéncia, as VHHs tém algumas mutacdes que ddo origem as
alteracdes de aminodcidos observadas na Figura 4A, guando
comparadas com a configuracdo da linha germinal. A andlise
por RT-PCR mostrou também apenas uma transcricdo de IgH
produtiva no hibridoma, o gque sugere que ndo ha outras
transcricdes feitas. O anticorpo de IgG2 oHSP70 é segregado
como um dimero apenas de cadeia pesada (transferéncias de
Western sob condicdes de gel desnaturante (dimero) e gel
ndo desnaturante (de mondmeros) Figura 9). As células do
baco foram fundidas com células de mieloma Sp2-0-Agli
(oferta de R. Haperen) no dia 56, wutilizando um kit
ClonalCellTM-HY (StemCell Technologies, Reino Unido) de

acordo com as instrucdes do fabricante.

Ratinhos transgénicos que continham um 1ldécus de
anticorpo apenas de cadeia pesada que consistia em dois
dominios VHH de lama, regides D e J humanas, uma IgM humana
e regi®es constantes de IgG2 e 3 (todas sem um dominio
CHl1, Figura 7) foram imunizados com TNFx para obter
anticorpos HC-IgM. Um em cada trés ratos mostrou sSoOros

positivos em andlises ELISA padrdo. Uma fusdo de mieloma
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padrdo originou wum hibridoma de IgM positivo (Figura
11). Apds filtracdo em gel em Sepharose 6B em condicgdes
ndo-reduzidas cada fracdo da coluna foi carregada num gel
sob condic¢des redutoras e detetada por IgM-HRP «ohumana
(Figura 15). O fracionamento em condi¢des ndo redutoras
mostrou que a HC-IgM é segregada como um anticorpo
multimérico com o mesmo tamanho gque uma IgM humana de
controlo (apds subtracido do peso molecular das cadeias
leves e do dominio CH1 que estdo ausentes da HC-IgM). O
fracionamento em gel de cada fracdo da coluna sob condicdes

redutoras mostrou o mondmero esperado (Figura 15).

ELISA da Ig Sérica

Sangue de ratinhos com 15-25 semanas de idade foi
colhido em tubos revestidos com EDTA, centrifugado durante
15" & 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 uma IgG de cabra anti-humana (YES
Biotechnology) ou uma IgM de cabra anti-humana (Sigma),
lavada com PBS, blogqueada durante 1 hora a TA com solucédo
de bloqueio (1,5% de BSA/1,5 % de leite em pd/0,1% de Tween
20/PBS) e lavada trés vezes com PBS. Diluicg¢des sucessivas
de amostras de soro e padrdes (IgG2 humana ou IgM humana
(Sigma, Zwijndrecht, Paises Baixos)) foram carregados e
incubados durante 2-4 horas e as placas foram lavadas 6
vezes com PBS antes da adicdo de um anticorpo secundario
(IgG de cabra anti-humana ou IgM de cabra anti-humana

acoplada com HRP (Sigma, Zwijndrecht, Paises Baixos)
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diluida a 1:2000). Todas as diluicdes foram realizadas numa
solucdo de blogueio. Apds 1-2 h de incubacdo a TA e lavagem

em PBS, foi adicionado o substrato POD (Roche).

O ELISA para a detecdo de sdAbs soluveis
especificos para o antigénio a partir da biblioteca de
fagos de IgG2 € mostrado na Figura 11. Os sdAbs soluveis
foram usados Como anticorpos primarios nas placas
revestidas com antigénio, seguido de anticorpo de ratinho
contra o-myc e anticorpo de cabra contra o-rato conjugado
com HRP. Foi wutilizado POD como um substrato. O painel
inferior mostra as impressdes digitais de clones com a
enzima de restricdo Hinf I, que mostra 5 insercdes

diferentes que codificam o sdAb contra B.Pertusis.

Construgdo da biblioteca de anticorpos e triagem

Isolou-se o ARN total dos bacos de ratinhos
apenas com uma cobpia uUnica de IgG imunizados com DKTP
(Figura 7 apds tratamento com cre) utilizando o sistema de
isolamento de ARN Ultraspec (Biotecx Laboratories 1Inc.,
Houston, Texas, FEUA). O ADNc foi feito wutilizando oligo
dT. Os fragmentos de ADN que codificam fragmentos VHHDJ
foram amplificados por PCR utilizando iniciadores
especificos: iniciador Sfil inverso de wvhl (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 no vetor fagemidico pHEN-1
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digerido com Sfil/NotI.

A transformacdo em células eletrocompetentes TGl
resultou numa biblioteca de anticorpos de dominio uUnico
humanos. Foram realizadas duas rondas de selecdo utilizando
pesquisa sobre antigénios vacinais adsorvidos sobre
pléastico (imunotubos revestidos com wvacina ndo diluida). A

andlise de restricdo e sequenciamento foram padréo.

RT-PCR de lécus apenas de cadeia pesada

Foi entdo investigado se as funcdes de lécus HLL-
MD como um 1ldbécus normal para produzir um repertdrio de
anticorpos diversificado pelo sequenciamento dos produtos
de RT-PCR obtidos usando iniciadores especificos para IgG2
e IgG3 em ADNc de placas de Peyer. A Figura 12 mostra
alguns exemplos de mutacdes somdticas de clones a partir de
ratinhos ndo imunizados (painel esquerdo) e ratinhos
imunizados (painel direito). Os ratinhos foram de loci
apenas de IgG, imunizados com hsp70 de E. coli, lisado de
Pertussis, toxoide tetdnico. Em tom de cinza encontra-se a

regido charneira de IgG2 a comecar com ERKCCV

Embora, a analise de RT-PCR em placas de Peyer
mostre que sdo usadas ambas as Vi, todos os anticorpos
sequenciados rearranjaram a VH2. A fonte de variabilidade
do repertdério é a regido CDR3 formada pela selecdo de
segmentos D e J e pelas jungdes V-D e D-J. A utilizacdo de

segmentos J humanos & semelhante a observada em rearranjos
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humanos, sendo os segmentos JH4 e JH6 os mais

frequentemente usados.

Esta andlise mostrou que ambas as VHs, o0s
diferentes segmentos D humanos e todos o0s segmentos J
humanos sdo utilizados para contribuir para um repertdrio
de anticorpos diversificado. Também mostrou a presenca de
células B com IgG3 trocada e a ocorréncia de mutacdes
somaticas por comparacdo de cada gene rearranjado com O seu
homélogo da linha germinal, ou seja, a Vs original na
construcdo transgénica (ver Figura 12). Portanto, o recetor
do antigénio de IgG apenas de cadeia pesada humana pode
fornecer os sinais necessarios para a maturacdo de células

B.

Imunocoloracao

A Figura 13 mostra 0s resultados de
imunocoloracdo de uma linha de células Tet adicionalmente
transfetada com o plasmideo de resposta gque continha o
anticorpo A5 (Dekker et al. 2003). O painel superior mostra
a producdo de anticorpos A5 induzida por doxiciclina
(vermelho) no citoplasma e a coloracdo nuclear de células
com DAPI (azul). O painel inferior mostra que as células
que expressam rtTA no nucleo sdo aquelas que produzem o Ab
apds inducdo (painel superior). A coloracdo foi feita com
um dos HCAb humanos contra rtTA (verde) com a seguéncia
mostrada abaixo. A IgG de cabra anti-humana conjugada com

FITC foi wutilizada como um passo secundario. O A5 foi
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detetado como descrito anteriormente por Dekker et al.
2003. O anticorpo contra rTTA foi uma IgG3 com a seguinte

sequéncia:

241 AGACTCT

8 R L

301 CCTGTGCAGCCTCTGGAAGCATCTTCAGTATCAATGCCATGGGCTGGTACCGCCAGGCTC
mws ¢ A A $ G S I F § 1 N A M G W Y R Q A
361 CAGGGAAGCAGCGCGAGTTGGTCGCAGCTATTACTAGTGGTGGTAGCACAAGGTATGCAG
1200p G K Q R E L V A A 1 T $§$ G G S T R Y A
421 ACTCCGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCAGAGACAACGCCAAGAACACGGTGTATCTGC
49D § VvV K 6 R F T I 8 R D N A K N T V Y L
481 AAATGAACAGCCTGAAACCTGAGGACACGGCCGTCTATTACTGTTTGATCTCTATGGTTC
60Q M N § L X P E D T A VY Y CL I 8§ MV
541 GGGGAGCCCGTTTTGACTACTGGGGCCAGGGAACCCTGGTCACCGTCTCCTCAGAGCTCA
I8R G A R F DY W G QG T L V TV S S E L
601 AAACCCCACTT

20K T P L

A charneira de IgG3 comeca no aminodcido 198
ELKTPL. Para comparac¢do ver a regido charneira da IgG2 na

Figura 12.

Analises de transferéncia de Western

A Figura 14 mostra a transferéncia de Western dos
soros de diferentes linhas de ratinhos transgénicos que
contém o ldécus IgM mais IgG (Figura 5) apds tratamento com
cre (isto é, IgM suprimida, apenas deixada a IgG). Os soros

foram purificados por prot G e fracionados em gel sob
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condic¢des redutoras (Figura 14, painel da direita) e néo
redutoras (Figura 14, painel da esquerda). Os controlos
foram ratinhos KO de base e uma amostra de soro humano
normal. Note-se a diferenca de tamanho entre os dois geles,
o0 que mostra gque a IgG apenas de cadeia pesada humana €& um

dimero.

O sinal mostrado na Figura 14 foi detetado com um

anticorpo anti-IgG humano por procedimentos padréo.

Fracionamento do tamanho da IgM humana produzida

pelos ratinhos de lécus de IgM mais IgG

O soro dos ratinhos de IgM mais IgG (Figura 8)
foi fracionado por filtracdo em gel sob condigdes nédo
redutoras, apds mistura com uma amostra de soro humano como
um controlo. Os resultados sdo mostrados na Figura 15. Os
pesos moleculares dos complexos na coluna diminuiam de
pista para pista (que representam cada fracdo) da esquerda
para a direita. As fracdes (cada pista) foram analisadas

por eletroforese em gel sob condig¢des redutoras.

Foi realizada andlise de ELISA sobre um nUmero de
hibridomas feitos a partir de ratinhos gque continham o
lécus de IgM mais IgG (Figura 8) imunizados com TNFo
humano. Os resultados sdo mostrados na Figura 16. As duas
linhas superiores na Figura 16 foram analisadas com uma IgG
anti-humana, as duas linhas seguintes com uma IgM anti-

humana. As amostras de soro (setas) mostram gque o rato
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gerou

anticorpos anti-TNFoa tanto de IgG como de IgM. A seta

simples mostra um hibridoma positivo para IgM. Os pogos

foram

revestidos com TNFx humano disponivel

comercialmente. Todos os procedimentos foram padréo.
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<210> 1
<211> 39
<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Iniciador de PCR

<400> 1

aatctgggca gcggccgcecct cgacacaaca tttgcgcetce

<210> 2
<211> 106
<212> ADN

<213> HCAb Humano (IgG3) contra rtTA

<400> 2

agactctceet gtgcagecte tggaagcatce ttcagtatca atgeccatggg ctggtaccge
caggctccag ggaagcagcg cgagttggtc ccagctatta ctagtggtgg tagcacaagg
tatgcagact ccgtgaaggg ccgattcacce atctccagag acaacgccaa gaacacggtg
tatectgraaa tgaacagcect gaaacctgaqg cacacggecg tetattactg tttgatctet
atggttcggg gagcccgttt tgactactgg cgccagggaa ccctggtcac cgtctcctcea
gagctcaaaa ccccactt

<210> 3
<211> 106
<212> PRT

<213> HCAb Humano (IgG3) contra rtTA

<400> 3

39

6C

120
160
240
300
318
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Arg Leu Ser Cys A_a A_a Ser G_y Ser Zle Phe Ser Ile Asn
1 5 Z0

Gly Trp "yr Arg GIn AZa Pro Gly Lys Gln Arg Glu Leu Val
20 25 30

Ile “hr Ser Gly GLy Ser Thr Arg Tyr Ala Asp Ser Val Lys
35 40 45

Phe Thr Zle Ser Arg Asp Asn A_a Lys Asn Thr Val Tyr Leu
50 55 60

Asn Ser Leu Lys Pro G_u Asp “hr Ala Val Tvr Tyr Cys Leu
65 70 75

Met Val Arg Gly Ala Arg Phe Asgp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr
85 20

Thr Val Ser Ser Glu Leu Lys Thr Pro Leu
100 105

<210> 4
<211> 33
<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Iniciador de PCR

<400> 4

ctggaattct caaccatgga gctggggctg agc

<210> 5
<211> 30
<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Iniciador de PCR

Ala

15

Ala

Gly

Gln

Ile

Leu

Met
Ala
Arg
Met
Ser

80

Val

33
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<400> b

gacaagcttt acccggagac agggagaggc

<210> 6
<211> 30
<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Iniciador de PCR

<400> o

gacaagcttt acccggagac agggagaggc

<210> 7
<211> 34
<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Iniciador de PCR

<400> 7

30

30

gtcctcgagg cccaggtcca actgcaggag tctg

<210> 8
<211> 37
<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

34
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<220>

<223> Iniciador de PCR

<400> 8

gtcgaattct cattccgagg agacggtgac ctgggtc 37

<210> 9
<211> 36
<212> ADN

<213> Sequéncia Charneira de IgG

<400> 9

gagcgcaaat gttgtgtcga gtgcccaccg tgccca 36

<210> 10
<211> 44
<212> ADN

<213> Sequéncia charneira de IgG de substituicéo

<400> 10

agcttctgag cgcaaaccac cagtcgagcc accaccgcca ccac 44

<210> 11

<211> 44

<212> ADN

<213> Complemento da sequéncia charneira de IgG

substituicéo

de
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<400> 11

tcgagtggtg gcggtggtgg ctcgactggt ggtttgcgct caga 44

<210> 12
<211> 404
<212> ADN

<213> vDJg*1

<400> 12

gacacggccyg tgtagtatct gtaaggcaga tggggtagta ctatggttcg gggagtccac 50
cactgcggct agaggcccca gggaacacte gtcgeggtgt cetcagectc caccaagggce 120
ccatcggtct tcecccectgge goccocctgetece aggagcacct cccagagcecac agceggecctg 180
ggctgcctgyg tcaagcacta cttccccgaa ccggtgacgg tgtcgtggaa ctcagccgct 240
ctoaccagcyg gcgtgcacac chtteccaget gtcctacagt cctcaggact ctactcccte 300

agcagcegtgg tgaccctgcc ctccagcaac ttcggcacce agacctacac ctgcaacgta 360
gatcacaagc ccagcaacac caagagcgca aatgttgtgt cgag 404
<210> 13

<211> 352

<212> ADN

<213> VDJIg*2

<400> 13

gacattccca cttcgatcte tggggccgtg gcaccctggt cactgtetcec Zcagectoca 60
ccaagggccce atcggtcttc cccctggcege cctgctccag gagcacctecc gagagcacag 120
cggeectggy ctgocctggte aaggactact tccccgaace ggtgacggtyg Zcgzggaact 180
caggcgetet gaccageggce gtgcacacct tcccegetgt cctacagtee Zcaggactcet 240

actcecctcag cagcocgtggty accgtgccct ccagceactt cggcacccag acc-acacce 300
gcaacgtaga tcacaagccc agcaacacca agagcgcaaa tgttgtgteg ag 352
<210> 14

<211> 394

<212> ADN

<213> VDJg*3
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<400> 14

gacacggccyg
actggggcca
tcceect
tcaaggacta
gcetgeacac
tgaccgtgcc
ccagcaacac

<210>
<211>
<212>

<213>

<400>

gacacggccyg
accctggtca
tgctccagga
cccgaaccgyg
ccagctgtce
agcaacttcy
agcgcaaatyg

<210>
<211>
<212>

<213>

<400>

gacacggccg
ttactactac
ctccaccaag
cacageggod
gaactcaggc

actctactcce
cecctgcaac

tctattactyg
gggaaccctyg

. gecectectee

ctteecccgaa
cttceccaget
ctccaccaac
caagaccgca

15
380
ADN

VDJg* 4

15

tccaatcgga
ccgtctecte
gcacctccga
tgacgctgtc
tacagtccte
gcacccagac
ttgtgtcgag

16
417
ADN

VDJg*5

16

tctattactyg
tacggtatgg
ggcccatcgg
ctgggetgee
gctctcacca

ctcagcagcg
gtegatcaca

taazgccact
gtcaccgtct
aggagceacct
ceggtgacgo
gtcctacagt
ttcggcacce
aatgttgtgt

tacagctatc
agcctccacc
gagcacagce
gtggaactca
aggactctac
ctacacctgce

taazgcagat
acgzctggge
tctzcecect
tgg-caagga
gcggcegtgca
tggtcaccgt
agcccagcaa

acgatatttt

cctcagecte
ccgagageac
tgtcgtggaa

cctecaggact

agacctacac

cgag

gttacgtact
aagggcccat
gccctgggcet
ggcgctctga
tcecectcagea
aacgtagatc

gtattactat
ccaagggacc
ggcgcecctge
ctacttecece
caccttcecca

gcectcecage
cacceagagce

61 -

gectggttat

[
cgccaaggyc
ageggeectyg

ctcaggeget

ctactcccte

ctccaacgta

ttcactactg
cgctcttcce
gcctggtcaa
ccagcggcgt
gcctggtgac

acaagcecag

ggttegggga
accgtcaccg
tccaggagca
geaccggtga
gctgtcecctac
aacttcggca
gcaaatgttg

tatagacgct
ccatcggtct
ggctgcctygy
ctgaccagcyg
agcagcgtgyg
gatcacaagc

gggccaggga
cctggcgecce
ggactacttc
gcacaccttc
cgtgccctee
caacaccaayg

gcctatagee
tctectcage
cctceccagag
cggtgtegtyg
agtcctcagg
cccagaccta
tgtcoac

5

120
180
240
300
360

380

50

120
180
240
300
360
417
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<210>
<211>
<212>

<213>

<400>

Arg Leu

Gly Trp

Ile Thr

Phe Thr
50

Asn Ser
65

Gly Pro

Leu Val

<210>
<211>
<212>

<213>

17
108

PRT

alfa-B.pertussis 1

17

Ser Cys
Tyr Arg
20
Ser Gly
Ile Ser
Leu Lys

Ile Thr

Thr Val
100

18
108

PRT

Ala

Gln

Gly

Pro

His
85

Ala

Ala

Ser

Asp

Glu

70

Val

2ro

Thr

Asn

55

Asp

Arqg

Glu

Gly 3

Gly

Asn

40

Ala

Thr

Gly

Arg

Lys

25

Tyr

Lys

Ala

Val

Lys
105

Ile

10

Gln

Ala

Asn

Val

His
90

alfa-B.pertussis 2

Phe

Arg

Aso

Thr

62

Gla

Val
60
Tyr

Tro

Val

Leu
Val
45

Tyr

Gly

Asn
Val
30

Lys

Asgn

Gln

Ala 2

Ala

Gly

Gln

Ala

Gly
95

Ala

Arg

Mel

Lys

80

Thr
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<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

Phe

65

Th=

Leu

Leu

Trp

Thr

Thr
50

Ser

Pro

Val

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

19
108

PRT

alfa-B.pertussis 3

19

Ser Cys

Tyr Arg
20

Ser Gly
35

Ile Ser

Lea Lys

Ile Thr

Tar Val

100

20
108

PRT

Ala

Gln

Gly

Arg

Pro

Val
85

Ser

Ala

Ala

Ser

Asp

Glu

Val

Ser

Thr

Asn
55

Arg

Glu

Gly S

Gly
Asn
40

Ala

Thr

Cly

Arc

Lys
25
Tyr

Lys

Ale

=
=
n

Ile

10

Gln

Ala

Asn

Val

His
90

;s Cys

alfa-B.pertussis 4

20

Phe

Arg

Aso

Thr

Cys

ser

Val

_yr
-

“rp

Val

Ile

Leu

Val

45

Tyr

Cys

Gly

Asn
Val
30

Lys

Leu

Asn

Gln

Ala
15
Ala

Gly

Gln

Ala

Gly
25

Met

Ala

Arg

Met

Arg

Thr
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Arg Leu
Gly Trp
Ile Thr
Phe Thr

50

Asn Ser
65

Gly Pro

Tienn Val

<210>
<211>
<212>

<213>

<400>

Arg Ten

Ile Thr

Phe Thr

Asn Scr

Ser Pro

Leu Val

<210>
<211>
<212>

<213>

Ser Cys
Tyr Arg
20
Ser Gly
Ile Ser
Leu Lys
Ile Th=r
Thr Val

100

21
108

PRT

Ala

Gln

Gly

Arg

Ala

Ala

Ser

Glu
70

Val

2ro

Thr

_ys

55

Asp

Arg

Gln

Gly

Gly

Asn

40

Ala

ser

Gly

Arg

Lys
25

Tyr

Ala

Val

Tys
105

Ile
10

Gln

Ala

Val

Asp
20

Cys

alfa-B.pertussis 5

21

Ser Cys

Ser Gly
35

Ile Ser
Leu Lys
Ile Thzr
Thr Val

100

22

59

PRT

Ala

Gln

Gly

Arg

Pro

Lys

85

Ser

Ala

Ser

Asp

Glu

70

Val

Ser

Ser

2ro

Thr

Arg

Glu

Gly S

Gly

Asn

40

Ala

Thr

Gly

Arg

Lys

Ala

Val

Lys
105

neVHH1 original

Tle

10

Gln

Ala

Asn

val

Ser
90

Phe

Arg

Aso S

Thr

Phe
Arg
Aso
Thr
Tyr

75

Tyr

64

Gla

Val
60
Tyr

Tro

Val

val
69
Tyr

Tro

Val

Ile

Leu

Val

Tyr

Cys

Gly

Leu

Val

Tyr

Cys

Gly

Val
30

Lys

Asn

Arg

Val
30

Lys

Gln

Ala

Ala

Gln

Arg

Gly
95

Ala
15

Ala ?

Ala

Gly

Met

Ala

Thr
80

Thr

Arg

Met

Clu

80

Thr
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<400> 22

Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Leu Asp Tyr Tyr Ala Ile
1 5 10 15

Gly Trp Phe Arg Gln Ala Glu Gly Lys Glu Arg Glu Gly Val Ser Cys
20 25 30

“le Ser Ser Ser Asp GLy Ser Thr Tyr Tyr A’a Asp Ser Val Lys Gly
35 40 45

<

Arg Pre Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn
H0 hh

<210> 23
<211> 59
<212> PRT

<213> neVHH1 clone 1

<400> 23

Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Leua Aso Tyr Tyr Ala Ile

Ul

Gly Trp Phe Arg Gln Ala Glu Gly Lys Glu Arg Gla Gly Val 3Ser Cys
20 25 30

Ile Ser Ser Ser Asp Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Aso Ser Val Lys Gly
35 40 45

Arg Phe Thr Tle Se~ Arg Asp Asn Ala Tys Asn

<210> 24
<211> 59
<212> PRT

<213> neVHH]1 clone 2

<400> 24
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Arg Leu

Gly Trp

Ile Ser S

Arg Phe

<210>
<211>
<212>

<213>

<400>

Arg Ten
1
Gly Trp

Tle Ser

Arg Phe
50

<210>
<211>
<212>

<213>

<400>

Arg Leu

Gly Trp

Ilc Thr

Phe Thr
50

Phe Arg
20

Thr Ile

25
59

PRT

Ala Ala

Gln Ala

Asp Gly

Ser Arg

Glu

Asp
55

Gly Phe
Gly Lys
25

Thr Tyr
40

Asn Ala

neVHH1 clone 3

25

Ser Cys

Phe Arg
20

Ser Se~
35

Thr Ile

26
58

PRT

Ala Ala
5
Gln Ala

Asp Gly

Ser Arg

Ser

Gln

Asp
55

Gly Phe
Gly Tys
25

Thr Tyr
40

Lys Ala

neVHH2 original

26

ser Cys

Ala A_a
5

Tyr Arg Gln A_a

20

Scr Cly
35

Ile Ser

Cly Scr

Arg Asp

Ser Cly Ser

Pro

Thr

Asn

55

GCly Lys
25

Thr Leua Aso Tyr Tyr
10

Glu Arg Glua Gly Val
30

Tyr Ala Aso Ser Val
45

Lys Asn

Thr Tea Aso Tyr Tyr

10

Glu Arg Gl Gly Val
30

Tyr Gly Asn Ser Val

Lys Gly

Ile 2he Ser Ile Asn Ala Met

13

15

Gla Arg Glu Leu Val Ala Ala

30

Agn Tyr Ala Asp Scr Val Lys Cly Arg

40

45

Ala Lys Asn



PE2311874

<210>
<211>
<212>

<213>

<400>

Arg Ten

Gly Trp

Tle Thr

Phe Thr

<210>
<211>
<212>

<213>

<400>

Arg Ten
1

Gly Trp
Val Thr
Phe Thr

50

<210>

<211>

27

58

PRT

neVHH? clone 1

27

Ser Cys Ala Ala Ser
5

Tyr Arg Gln Ala 2ro
20

Ser Gly Gly Ser Thr
35

Ile Ser Arg Asp Asn

28
58

PRT

Gly 5

Gly

Tys
40

neVHH?2 clone 2

28

Ser Cys Ala Ala Ser
5

Tyr Arg GIn Pro >ro
20

Ser Gly Gly Ser Thr
35

Ile Ser Arg Asp Asn
55

29
58

Gly 5

Gly

Ser
40

Ala

Lys
25

Tyr

Lys

Tys
25

Tyr

Lys

Tle Phe Ser Tle
10

Gln Arg Gl Leu

Ala Asop Ser Val
45

Asn

Tle Phe Ser Tle
10

GIn Arg Gl Ten

Ala As» Ser Val
45

Asn

Asn

vVal
30

Tys

Asn

Val
30

Lys

Ala Met
15

Ala Ala

Gly Arg

Val Vet
15

Ala =3ly

Gly Arg
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<212>

<213>

<400>

Arg

Gly

Ile

Phe

Leu

Trp

Thr

Thr

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

Arg

Gly

Ile

Phe

Asn
65

Leu

Trp

Thr

Thr
50

Ser

<210>

<211>

<212>

<213>

PRT

neVHH? clone 3

29

Ser Cys
Tyr Arg
Ser Gly

Ile Ser

30
78
PRT

VHH2

30

Ser Cys
Tyr Arg
20
Ser Gly
Ile Ser

Leu Lys

31
105

PRT

Ala Ala

Gln

Gly

Arg

Ala

Ser

Asp

Ser

2ro

Thr

Asn

Gly S

Gly

Asn
40

Ala

Lys
25

Tyr

Lys

Ile

10

Gln

Ala

Asn

linha germinal

Ala

Gln

Gly

Arg

Pro

Ala

Ala

Asp

G_u
/0

Pro

Thr

Asn
55

Asp

Ala

Thr

alfa-Tetanus 1

; Lys

1=

- Tyr

Lys

Ala

Ile
10
Gln

Ala

Asn

Val

Phe

Arg

Aso

Phe

Arg

Asp

Thr

Tyr
/5

Ser Ile Asn Ala Met

Gla Leu

vVal
30

15

Ala Pro

Ser Val Lys Gly Arg

45

Ser Ile

G_u Leu

Ser Val
45

Val Tyr
60

Tyr Cys

Asn

val

30

_ys

Leu

Asn

Ala Met
15
Ala Ala

Gly Arg

Gln Mez
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<400>

Arg Leu
Gly Trp
Ile Thr
Phce Thr
Asn Ser
65

Arg Ala

Val Ser

<210>
<211>
<212>

<213>

<400>

Arg Leu

Gly Trp

Ile Thr

Phe Thr

50

Trp Phe

Leu Val

<210>

<211>

31

Ser Cys
Tyr Arg
20

Ser Gly

Leu Lys
Gly Asp
Ser Glu

100

32
108

PRT

Ala

Gln

Gly

Ar

Pro

Ar

Ala

Ala =

Ser

Glu
70

Phe

Lys

Thr

Asn

Asp

Asp

Gly

Gly

Asn

40

Ala

Thr

Tyr

alfa-Tetanus 2

32

Ser Cys

Tyr Arg
20

Ser Gly
35

Ile Ser
Leu Lys

Gly Glu

Thr Val
100

33
108

Pro

Leun
85

Ala

Ala

Ser

Asp

Glu

70

Ser

2ro

Thr

Asn
55

Glu

Gly S

Gly

Asn

40

Ala

Thr

Trp

Arg

Ser
Lys
25

Tyr

Ala

Trp

Val
105

Lys

25

Tyr

Lys

Ala

Phe

Lys
105

Ile
10
Gln

Ala

Val

Gly
30

Ile

10

Gln

Ala

Asn

Val

Asp

20

Cys

Phe

Arg

ASO S

Thr

Tyr
75

Gln

Phe

Thr

69

Gla

Val

Tyr C

Gly

Gla

Val
60

Tyr

Tro ¢

Val

Tle

Leu

Val

45

Tyr

Thr

Ile

Leu

Val

45

Tyr

Asn
Val
30

Lys

Asn

Leu

Asn

val
30

Gly

Gln

Ala
15

Ala

Gly ?

Cln )

Ala

Val
95

Ala

15

Ala

Gly

Gln

Val

Gly
95

Ala

Glu
80

Thr

Met

Ala

Arg

Met
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<212>

<213>

<400>

“le

Phe

Asn

65

Cys

Leu

Letu

Trp

Thr

Trp

Val

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

Arg

Gly

Ile

Phe

Asn

65

Thr

Leu

I'rp

Thr

Thr

50

Ser

Ser

PRT

alfa-Tetanus 3

33

Ser

Tyr

Ser
35

- Ile

Leu

Gly

Thr

34
11

Cys
Arg
20

Gly
Ser
Lys

ser

Val
100

1

PRT

Ala

Gln

Ser

Asp

Glu

70

Trp

Ser

Prao

Thr

Asn

55

Asp

Tyr

Clu

Asn

40

Ala

Thr

Phe

Arg

alfa-Tetanus 4

34

Ser

1yr

Ser

Ile

Leu

Pro

Thr

Cys
Arg
20

Gly

Ser

Pro

Leu
100

Ala

Gln

Gly

Ar

Arg
85

Val

Ala

Ala

Ser

Asp

Glu

70

Tyr

Thr

2ro

Thr

Asn

55

Asp

>he

Val

Gly 8

Gly

Asn

40

Ala

Thr

Asp

Ser

Lys

25

Tyr

Lys

Ala

Asp

Lys

25

Tyr

Lys

Ala

Trp

ser
105

Ile

Gln

Ala

Asn

Val

His
30

Ile

10

Gln

Ala

Asn

Val

Len

N

Glu

Phe

Arg

Asp

Tar

Tyr

75

Tyr

Q
<
&1

Phe

Arg

Aso

Thr

Arg

70

Ser

Ser
Val
60

Tyr

Trp

Val

Gla

Val
69

- Tyr

Pae

Ile

Leu

Val

45

Tyr

Ile

Leu

Val

Tyr

Cys

Asp

Cys

Asn
Val
30

Lys

val
30
Lys

Leu

Tyr

Cys
110

Ala
1h

Ala

Sly

Gln

Ala

Gly

Ala

15

Ala

Gly

Gln

Ala

Trp

95

Val

Met.

Ala

Asp

Thr

Ala

Arg

Met

Asp

Gly
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<210> 35
<211> 112
<212> PRT

<213> alfa-hsp70

<400> 35

Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser
Gly Trp Ser Arg Gln Ala 2ro
20

Ile Thr Ser Gly Gly Ser Thr
35

Phe Thr Ile Ser A-g Asp Asn
50 55

Agn Ser Leu Lys Pro Glu Acsp
65 70

Asn Thr Met Val Arg Gly Val

Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr
100

Gly

Gly

Asn

40

Ala

Thr

Ile

Val

Ser

Lys

25

Tyr

Lys

Ala

Tle

Ser

105

Ile

10

Gln

Ala

Asn

Val

Lys
20

Phe

Arg

Aso

Thr

Tyr

Gla

Lisboa, 18 de julho de 2017

71

ser

Gla

Val -

60

Tyr

Arg

Arg

ser

Leu

Val
45

Phe

Asn
Val
30

Lys

Asgn

Asp

Cys

110

Ala

Ala

Gly

Gln

Ala

Tyr
95

Cys 1\

Met

Ala

Arg

Mel

Gly

80

Trp
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REIVINDICACOES

1. Método para a producdo de um anticorpo

apenas de cadeia pesada Vi que compreende:

(a) a imunizacdo de um rato transgénico que expressa um

lécus heterdlogo de cadeia pesada Vi, em que:

(i) o 1ldécus de cadeia pesada Vs compreende uma regido
variadvel que compreende pelo menos um segmento do gene de
Vi 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 que o0s segmentos dos genes
V, D e J sdo derivados de um humano;

(ii) cada regido constante ndo codifica um dominio Cgl;
(iii) um segmento do gene de Vi, 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 soluvel que compreende um dominio de 1ligacdo Vs
especifico para o antigénio, soluvel e uma regido efetora

constante desprovida de um dominio Cul;

(b) o isolamento de uma sequéncia de A&acido nucleico que
codifica o anticorpo apenas de cadeia pesada Vi a partir de

células produtoras de anticorpo; e
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(c) a producdo do anticorpo apenas de cadeia pesada Vu

utilizando técnicas de ADN recombinante.

2. Método da reivindicacdo 1, compreende ainda
a clonagem de um lécus Vi que codifica o dominio de ligacéo
Ve do anticorpo apenas de cadeia pesada Vg e a expressado do
dominio de ligacdo Vi num sistema de expressdo bacteriano,

de levedura, mamifero ou alternativo.

3. Método da reivindicacé&o 1 ou da
reivindicacdo 2, em que o referido rato transgénico foi
manipulado para ter uma capacidade reduzida para produzir

anticorpos que incluam cadeias leves.

4. Método de qualquer uma das reivindicacdes 1
a 3, em que os loci da cadeia pesada de imunoglobulina

enddgenos ao rato sdo suprimidos ou silenciados.

S. Método de qualquer uma das reivindicacdes
anteriores, em que o ldécus da cadeia pesada Vi compreende
mais do gque um segmento do gene de Vi, mais do que um

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

Lisboa, 18 de agosto de 2017



1/16

PE2311874

BUPRIOS] SIenpiAipul soudis opssaidxs ap soopiused we sodioonue S0 JeuoD

puoiste |

sofiey we opdejuasaide ap sedsloiigig ieied sewoplgly Jessd

sowsbiue Woy Jezume

{ Ly ‘B-a) swusioyep epesad Bapes 3y SNO0| U 1U0D SOUUNE) we soousbsus soyune: essh

A

o i w&mxwm Ho BIBUIBYL

quoom

/ %% \»\

{seueisuns 5001l &ﬂsww mmmwm
SEANO No) B840 - prg—————

Wo2 UBUIRUSIDAS mw@vm T TE w

81805107 | pey ZLEH £H

. .M?m £ {e-1g (A
A L | 3

m ON

epesad gispes ap seuade ob| ap ogdeian.

L B



2/16

PE2311874

SOPEIOSE SIBNPIAIIL SOUOL ogssaidya op sospuused wa sodioonue so JBUGD
jeuoiodo’

setopugy. jeish

soiUSBiUE LG JeFIUNLY

{1p “Be) spueryep epesad BIPEs 9P SN00| LIN WO SOYUES W soolusbsuay soywes seieb

smuElsucD sagilal segno -
woo sweweunindo B % M@;Q r {u && {1~ LIHA
Wil b snog _

..,.S CITTF Tison

e’ 11
YSH ZLEH wmm

epesad eiapea op seuade WB| ap opdelen

Z Ol



3/16

PE2311874

teuomdo |

sobe; we opdeuesaide ap seosl0YalY 18190 mm&ogng iesh

sowebiue Wod eziun

A

{1 "6'0) ejusioyep epesad BISPED 3D SNIQLIWUN WOD SOUUNES WA S0oUaBSUBA SOUURE) J8I9B

A

T LN CHOTHD eseweyo

U0 O

7 wye g (WUHA
Pwg 111 & 10N

sejueisuoo sagiBal seino
Weo SSWIBUOIIE 3O 3

whiepsnogl T e mwwmmmm

epesad eiapes ap seuade yhj sp opdessn

£ 9l4




PE2311874 4/16

ﬁ'*fmg*é aact,

£l T G T B P T T R TR L '
ol *nmgwmmcmmmcmmw s
VDlg's pemsscsncen @am@@sﬁ&mfxm&a&a&@mﬁ&mm@ue&aﬁc@{:&mmm@mmﬁm&

i) Ekcmsgwc_‘ L GEAGTAGCICEC ' |




PE2311874

t-n

}

Dy
VH{1-n)

@)

5/16

aaan

o

H

i CH2 CH3

&

i

G

ou Do

ou Oy {
ot ‘Shﬁ

ouCh |

M1 W2

‘} ou qualquer combinagéo das
. mesmas




6/16

PE2311874

4B} 2p seuade snagy

W PHO EHO ZHO

:: : ::

HO1E

-

£

110N

K]
;
|

PEH | oM

Z wmm_




7/16

PE2311874

feuorado 9 ¢ ‘91 siew B ap snog

m“wsm «“M i ; wm wm wmwmﬁmu m,. m m wﬁﬁﬁ%
. A —— o p—
¢ @ ¥ m, i - . «M -

19N

¥SH | €SH
ZLSH

"¢ epuos
N ye | gsH
£ epuos

pawteg 1

S epuos

et
4




PE2311874 8/16



9/16

PE2311874

P
| PHEG

| B>

HOHDADHB MO RS A IS CEYY DS
, ., CHEA
{zobi op ssseld) Gyl BLE

ouBpeioRY ODRSIT »
woebey
1YH W Biming
%
w.;

SOPUGHH

A & 2 4 v LioBBLGIS
=
opeielul ougbpuy |
. i
m

DLaSH deid owsbiuy

BUIBERIGH, 9 Ol

,,,,, ,._w ;‘q_.w.ﬁﬁ
M_ POWEISRTIN gy

yiBY(rzig BLIORIW 8P SEINED gy m&ﬁm«
)  anfep
0 Arp ge wopsalug i ao dy

4 ZYRE YL SARp 18 AU IRl TS
| HIOIHOS MO 2N




10/16

PE2311874

i
'

»

eoiun 2idoo 3p 14 M
%

g seinjo

‘op aypBsal

‘Ox we ob)

siews wbi ap snag|

¢ sejes
spaebsas

‘0¥ wa o

9p seuatie 2nooy

WS T
O BLOH-TIH
&

Ay PLMLONTTIM

FLUHOUE T
X f LAY T

g semies

op ayefisss
wes ‘oM

Wo © 8p $NI0f
8 LuD+ Wbt

30 % P LIS

0t B4

oneiEp WA

£ sejnen § S2INIP Was

aseq 2P O

[Bunou [RLUuE

. OZZHRNEBGLPD
$  ~pusIoy sesuddys
%5 seinjed ap LEDS YA
4 wd pgdeinns

e

B AEg0 8
SEQHIpUBR SRINjea
B8P oBieinng
oleg



“AOOMHISSALA DDA
TRIOHUESSALLDEOMAOA™
"AIOYEASEALALODBMARA™

BN eHOD ombal & 99 0AIa8G0

“texBip ogssaidus CAIDMMASSALILODDNHHA

ADINEESSALRILODOMAHA™
VSN HO TS

Hmﬁﬁmmwmmmgm@m&%@% BOBYYOSTH §

UYYATDHOAY O AMSIIYNISHSOBYYIE R ¥

YV S

11/16

PE2311874

SHIH LA LY NO AT LIS TSN TAA LN NS LMD MASTYANLSDDS LIV YA TIONO Y DHAMS Y NIS 15

4

wmmﬁm% mwza»&mﬁmmam‘mmmm wﬁmﬁwmmnmmﬁwmwmmwmﬁxwwmwmk@q THHONDGYDMANSYNISISDS VYOS M E
i

YYATHUNDAYDHAMDIYRISHSOBYYOB T

DUAHLIOHYNOAMYLD m&ﬁmx%g» ﬁ,mmwmmmwm«wmmmmmwﬁmwmwmm m
i)

f

¥sig
Jod soasod ssusis

= ‘ap opdlses op opIsebip

sod ppbip opssaidun

L Ol

sisenuad ap

i OTUPBRUE © BIUDD

HA2P-YEIE

gn;mg“-gm

%
&



12/16

PE2311874

P RODAEIBSALI L ODIRA AR 0L

TRIBEISSAIA BOOSMAGS ST Y
AR EALA TS DA RIA T B
RS E A LA GDTRATIE Tk

SR

£l B+ NSO HHESALNT LODONASA™S
, - T AIDAIISRALN L DUSMATA P
CRDISHUERBALATL DL ONANA L
CROTHAESALN LI DDDMHA T
CAZESEAIATLDOGANA AHA"Y

YHISREYED mxau

oG

HABUAMIND YR AAAVLOSSE xﬁgx@ééawwﬁamﬁ OVAHLSDOSIIVATINDHD AV SN HYNG BHBORY VIR Dty

%5&% &&W&Q Qﬂﬂwgﬂu‘hﬂm%ﬁvxwﬁuﬁ%{wﬁmﬁ?ﬁ%@hm%ﬁ&bm@a& ?wn,mim.&Q%\ﬂmwgkﬁ&gmgaﬁ%zwm&awmﬁ.ﬂwm@m ¥

it R

"

s w,mwa§§amux&a@m\%&ﬁ_«@&tqu3im__w

Umf:uw :
T R AARSLOBAAISNAD TA AL NI SLLANSY AR VAN SDUS L VHTINDSMDIVDHAMBHYNIEADDS Y YDSTY SHHA pumtel suu Zhnn
Ty way

rxﬁumwﬁmmﬁ&m%ﬁgmmwam»wmmmx DS AT L LADSY YOS T ¢ S60

NYVNGHELAUONASIVALL BOUSSEIOEASTEBHORY DEIMBHAAL A0SV YOS T ¥ sudiy
e Y T
AN HSE AU SRASIYA AL SO0 RS GI0SADTHINO Y ON AMDITAAT LEADEYY D5 T LHHA 24




13/16

PE2311874




PE2311874 14/16

83 kD
62 kD

| 47,5 kD

| 25 kD

OM djonues ap soyuney |

ougwny ojoljuod Ip eSOy f;.'

7B KD

1 83KD

| 62KD

Dpene

O3 010U 3P SoyuREY |

seompbsuen seyuy sauasepp | |

gel reduzido

gel ndo reduzido

FIG. 14



15/16

PE2311874

COLIPWINUW OYUBEI 9P

Wd oxieg Wd oye

; ) vxmaw uEmmu

PAEY

epeALIap BuewIny WHi OloRUOD 2P
BOUBLURINW

vuewing wbi

pigg 2
A A

soojughisuesn mancwmg ap ehieo T

5B} stew Wb ap snao| op soyunes sod epiznpoad
euewny saiduis elaped ap WEI Wod epeasiw euewny WH| 9P OUURLIR) OP OJUSWEUOIEIS



PE2311874 16/16

196G anti-humana
lgM anti-humana

do

imuniza

les gerados contra 6 TNFo humano

ia simp

ELISA de anticorpos de lgG & IgM de cade



PE2311874 -1-

REFERENCIAS CITADAS NA DESCRIGAO

Esta lista de referéncias c¢itadas pelo requerente é apenas para
conveniéncia do leitor. A mesma ndo faz parte do documento da patente
europeia. Ainda que tenha sido tomado o devido cuidado ao compilar as
referéncias, podem ndo estar excluidos erros ou omissdes e o IEP

declina quaisquer responsabilidades a esse respeito.

Documentos de patentes citadas na Descrigéo

Us 5487890 A

WO 02085945 A

WO 02085944 A

Us 20030058074 Al
WO 2004049794 A
GB 20030003319 W
GB 0416392 A

GB 0511881 A

EP 05766644 A

Literatura de ndo patentes citada na Descricgdo

VAN SPRIEL et al. J. Infect. Diseases, 1999, vol. 179, 661-669
TACKEN et al. J. Immunol., 2004, vol. 172,4934-4940

GLENNIE ; VAN DER WINKEL. Drug Discovery Today,2003, vol. 8, 503-5100
VAN SPRIEL et al. Immunol. Today, 2000, wvol. 21,391-397

SEGAL et al. J. Immunol. Methods, 2001, wvol. 248,1-6

LYDEN et al. Nat. Med., 2001, vol. 7, 1194-1201

SURESH et al. Methods Enzymol., 1986, vol. 121, 210-228

CARTER. J. Immunol. Methods, 2001, vol. 248, 7-15

FERGUSON et al. Arthritis and Rheumatism, 1995,vol. 38, 190-200
HOLLIGER et al. PNAS, 1993, vol. 90, 6444-6448

MULLER et al. FEBS Lett., 1998, vol. 422, 259-264



PE2311874 -2-

MULLER et al. FEBS Lett., 1998, 259-264

HUDSON. Curr. Opin. Immunol., 1999, vol. 11,548-557

LU et al. J. Immunol. Methods, 2003, wvol. 279,219-232

JATON et al. Biochemistry, 1968, vol. 7, 4185-4195

HENDERSHOT et al. J. Cell Biol., 1987, vol. 104,761-767

BRANDT et al. Mol. Cell. Biol., 1984, wvol. 4,1270-1277

WARD et al. Nature, 1989, wvol. 341, 544-54¢6

HAMERS-CASTERMAN et al. Nature, 1993, vo0l.363, 446-448
STANFIEILD et al. Science, 2004, vol. 305,1770-1773

DAVIES ; RIECHMANN. Protein Eng., 1996, vol. 9 (6), 531-537
LUTZ; MUYLDERMANS. J. Immuno. Methods, 1999, vol. 231, 25-38
TANHA et al. J. Biol. Chem., 2001, vol. 276,24774-24780

YAU et al. J. Immunol. Methods, 2005, wvol. 297,213-224

DESMYTER et al. Nat. Struct. Biol., 1996, vol. 3,803-811
RIECHMANN ; MUYLDERMANS. J. Immunol. Methods, 1999, vol. 23, 25-28
DE GENST et al. J. Biol. Chem., 2005, vol. 280 (14),14114-14121
XU; DAVIES. Immunity, 2000, vol. 13, 37-45

DE GENST et al. J. Biol. Chem., 2005, vol. 280,14114-14121

VAN DIJK ; VAN DER WINKEL. Curr. Opin. Chem.Biol., 05 August 2001,
(4), 368-374

LEHER et al. Exp. Eye. Res., 1999, vol. 69, 75-84

RIECHMANN ; MUYLDERMANS. J. Immunol. Methods, 1999, vol. 231, 25-38
DAVIES ; REICHMANN. Protein Eng., 1996, vol. 9(6), 531-537

SITIA et al. Cell, 1990, vol. 60, 781-790

BODER; WITTRUP. Nat. Biotechnol., 1997, wvol. 15,553-7

REICHMANN ; MUYLDERMANS. J. Immunol. Methods, 1999, wvol. 231, 25-38
SAMBROOK et al. Molecular Cloning: A Laboratory Manual. Cold Spring

Harbor Laboratory Press, 1989

AUSUBEL et al. Short Protocols in Molecular Biology.John Wiley & Sons,
Inc, 1999



PE2311874 -3-

HARLOW ; LANE. A Laboratory Manual. Cold Spring Harbor

MILLS et al. J. Exp Med., 1997, vol. 186 (6), 845-58



	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS
	DRAWINGS

