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RESUMO

“Método de preparagdo de polipéptidos heteromultiméricos”

Tavigata

Fipo Mutantes simples hytantes duplos Mutantes duplos

sadvagi

O invento refere-se a um método de preparar polipéptidos
heteromultiméricos tais Como anticorpos biespecificos,
imuncadesinas biespecificas e quimeras anticorpo-imunocadesina.
0O invento também se refere aos heteromultimeros preparados
utilizando o método. Geralmente, © método envolve a introducao
de uma protuberdncia na interface de um primeiro polipéptido e
uma cavidade correspondente na interface de um segundo
polipéptido, de modo que a protuberdncia possa ser posicionada
na cavidade de forma a promover a formagdo de heteromultimeros
e evitar a formagao de homomultimeros. Constroem-se
"protuberdncias" por substituicdo de cadeias laterais de
aminodcidos pequenas da interface do primeiro polipéptido por
cadeias laterais maiores (por exemplo tirosina ou triptofano).
Criam-se "cavidades" de compensagac de tamanho idéntico ou
similar as protuberéncias na interface do segundo polipéptido
por substituicdo de cadeias laterais de aminodcidos grandes
por mais pequenas (por exemplc alanina ou treonina). A
protuberdncia e cavidade podem ser feitas por meios
sintéticos, tal como por alteragdo do &cidc nucleico que
codifica os polipéptidos ou por sintese de péptidos.



EP 0 812 357 /PT

DESCRICAO
“Método de preparagdo de polipéptidos heteromultiméricos”

ANTECEDENTES DO INVENTO

Campo do invento

0 presente invento refere-se a um método para preparar

polipéptidos heteromultiméricos tais como anticorpos
multiespecificos (por exemplo anticorpos biespecificos),
imuncadesinas multiespecificas (por exemplo imunocadesinas

biespecificas), bem como quimeras anticorpo-imunocadesina e o©s
polipéptidos  heteromultiméricos  preparados utilizando o©
método.

Descric¢do da arte relacionada

Anticorpos biespecificos

Os anticorpos biespecificos (BsAb) que apresentam
especificidades de ligagdo para pelo menos dois antigénios
diferentes tém um potencial significativo numa vasta gama de
aplicacdes clinicas como agentes de direcgdo ao alvo para
imunodiagnéstico e terapia in vitro e in vivo e para
imuncensaios de diagndstico.

Nas dreas de diagnéstico, os anticorpos biespecificos tém
sido muito uteis para sondar as propriedades funcionais de
moléculas de superficie celular e para definir a capacidade de
diferentes receptores Fc mediarem citotoxicidade (Fanger et
al., Crit. Rev. Immunol., 12:101-124 [1992]). Nolan et al.,
Biochem. Biophys. Acta. 1040:1-11 (1990) descrevem outras

aplicagbes em diagndstico para BsAb. Nomeadamente, podem
construir-se BsAb para imobilizar enzimas para utilizag¢do em
imunoensaios enzimdticos. Para conseguir tal, pode conceber-se
um dos bragos do BsAb para ligar um epitopo especifico na
enzima de modo que a ligacdao nao cause inibic¢édo da enzima, o
outro brago do BsAb liga-se a matriz imobilizadora assegurando
uma elevada densidade de enzima no estado pretendido.
Constitul um exemplo de tal BsAb de diagndstico um BsAB anti-
IgG de coelho/anti-ferritina descrito por Hammerling et al.,
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J. Exp. Med. 128:1461-1473 (1968) que foi utilizado para

localizar antigénios de superficie. Foram também desenvolvidos

BsAb com especificidades de ligacdo para peroxidase de réabano
(HRP), bem como para uma hormona. Outra aplicag¢ao imunoquimica
potencial para BsAb envolve a sua utilizagdo em imunoensaios
de dois locails. Por exemplo, produzem-se dols BsAb que se
ligam a dois epitopos independentes na proteina analito - um
BsAb liga o complexo a uma matriz insoltvel, o outro liga uma
enzima indicadora (consultar Nolan et al., supra).

Os anticorpos biespecificos podem também ser utilizados
para imunodiagnéstico in vitro ou in vivo de vdrias doengas
tal como cancro (Songsivilai et al., Clin. Exp. Immunol.
79:315 [1990]). Para facilitar esta wutilizacao do BsAb em
diagnéstico, um brago do BsAb pode ligar um antigénio

associado a tumor e o outro brag¢o pode ligar um marcador
detectavel, tal como um quelante que se liga fortemente a um
radionuclideo. Utilizando esta abordagem, Le Doussal et al.
prepararam um BsAb Uutil para radioimunodetec¢do de carcinomas
colorrectal e da tirdide, que apresentava um brago que se
ligava a um antigénio carcincembricnario (CER) e outro brago
que se ligava a Aacido dietilenotriaminopenta-acético (DPTA).
Consultar Le Doussal et al., Int. J. Cancer 8Supl. 7:58-62
(1992) e Le Doussal et al., J. Nucl. Med. 34:1662-1671 (1993).
Stickney et al. descrevem de igual modo uma estratégia para

detectar cancros colorrectals que expressam CEA utilizando
radioimunodetecgao. Estes investigadores descrevem um BsAb que
liga CEA, bem como hidroxietiltioureia-benzil-EDTA (EOTUBE).
Consultar Stickney et al., Cancer Res. 51:6650-6655 (1991).

Os anticorpos biespecificos podem também ser utilizados
para terapia humana em citotoxicidade redireccionada,
proporcionando um brag¢o que liga um alvo (por exenplo,
patogénio ou célula de tumor) e outro brago que liga uma
molécula que desencadeia citotoxicidade, tal como © receptor

de c¢élulas T ou 0O receptor Fc¢y. Assim, 0s anticorpos
biespecificos podem ser utilizados para dirigir os mecanismos
de defesa imunitéaria celular de um doente especificamente para
a célula de tumor ou agente infeccioso. Utilizando esta
estratégia, fol demonstrado que os anticorpos biespecificos
que se ligam a FcYRIII (ou seja CD16) podem mediar morte de
célula de tumor por células assassinas naturais (NK)/células



EP 0 812 357 /PT

de linfdécitos granulares grandes (LGL) in vitro e sao eficazes
na prevencdo de crescimento de tumor in vivo. Segal et al.,
Chem. Immunol. 47:179 (1989) e Segal et al., Biologic Therapy
of Cancer 2(4) DeVita et al. ed. J.B. Lippincott, Filadélfia
(1992) p. 1. De igual modo, Ifol desenvolvido um anticorpo

biespecifico com um brago que se liga a FCYRIII e outro que se
liga ao receptor HER2 para terapia de tumores de ovario e da

mama que sobre-expressam © antigénio HERZ. (Hseih-Ma et al.
Cancer Research 52:6832-6839 [1992] e Weiner et al. Cancer
Research 53:94-100 [1993]). 0Os anticorpos biespecificos podem

também mediar a morte por células T. Normalmente, o0s
anticorpos biespecificos ligam ¢ complexo CD3 em células T a
um antigénio associado a tumor. Foi utilizado um BsAb F(ab'),
completamente humanizado que consiste em anti-CD3 ligado a
anti-plg5
de tumor que sobre-expressam O receptor HERZ. Shalaby et al.,
J. Exp. Med. 175(1):217 (1992). Os anticorpos biespecificos
foram ensaiados em varios ensaios clinicos de fase inicial com

para dirigir células T ao alvo para matar células

resultados encorajadores. Num ensaio, trataram-se 12 doentes
com cancro de pulmdo, ovadrios ou mama com infusdes de
linfécitos T activados que se direccionaram ao alvo com
anticorpo biespecifico anti-CD3/anti-tumor (MOC31). deLeij et
al. Bispecific Antibodies and Targeted Cellular Cytotoxicity,
Romet-Lemonne, Fanger e Segal Ed., Lienhart (1991) p. 249. As

células dirigidas ao alvo induziram lise local consideravel de
células de tumor, uma reaccdo inflamatdria moderada, mas
nenhuns efeitos secunddrios téxicos ou respostas de anticorpo
anti-ratinho. Num ensaio muito preliminar de um anticorpo
biespecifico anti-CD3/anti-CD19 num doente com malignidade de
células B, conseguiu-se também redugdo significativa das
contagens de células de tumor periféricas. Clark et al.
Bispecific Antibodies and Targeted Cellular Cytotoxicity,

Romet-Lemonne, Fanger e Segal Ed., Lienhart (1991) p. 243.
Consultar também Kroesen et al., Cancer Immunol. Immunother.
37:400-407 (1993), Kroesen et al., Br. J. Cancer 70:652-661
(1994) e Weiner et al., J. Immunol. 152:2385 (1994)
respeitantes a aplicagdes terapéuticas de BsAb.

Os anticorpos biespecificos podem ser também utilizados
como agentes fibrinoliticos ou adjuvantes de vacinas. Além
disso, estes anticorpos podem ser utilizados no tratamento de
doengas infecciosas (por exemplo para dirigir ao alvo células
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efectoras para células infectadas por virus, tais como VIH ou
virus de influenza ou protozodrios tais como Toxoplasma
gondii), utilizados para entregar imunotoxinas a células de
tumor ou direccionar ao alvo complexos imunitadrios para
receptores de superficie celular (consultar Fanger et al.,
supra) .

A utilizacdo de BsAb tem sido muitc dificultada pela
dificuldade de obter BsAb em gquantidade e pureza suficientes.
Tradicionalmente, os anticorpos biespecificos eram preparados
utilizando tecnologia de hibrido-hibridoma (Millstein e
Cuello, Nature 305:537-539 [1983]). Devido a distribuicado
aleatdria de cadeias pesadas e leves de imunoglobulina, estes
hibridomas (quadromas) produzem uma mistura potencial de
10 moléculas de anticorpo diferentes, das quals apenas uma tem
a estrutura biespecifica correcta (consultar figura 1 aqui
incluida). A purificag¢do da molécula correcta, que ¢é feita
habitualmente por etapas de cromatografia de afinidade, ¢
bastante trabalhosa e o0s rendimentos de produto sdoc baixos.
Assim, desenvolveram-se técnicas para a producgéao de
rendimentos mais elevados de BsAb. Estes apresentam-se nas
figuras 2A-2E aqui incluidas. Tal como apresentado na
figura Z2A, podem preparar-se anticorpos biespecificos
utilizando ligacdo quimica. Para obter acoplamento quimico dos
fragmentos de anticorpo, Brennan et al., Science 229:81 (1985)
descrevem um procedimento em que se clivam protecliticamente
anticorpos 1intactos para gerar fragmentos F(ab');. Estes
fragmentos sdo reduzidos na presenca do agente complexante de
ditiol, arsenieto de sdédio, para estabilizar ditidis vizinhos
e evitar formacdo de dissulfuretos intermoleculares. Os
fragmentos Fab' gerados sdo entdo convertidos a derivados
tionitrobenzoato (TNB). Um destes derivados Fab'-TNB ¢ entao
reconvertido no Fab'-tiol por redu¢do com mercaptoetilamina e
¢ misturado com uma quantidade equimolar do outro derivado
Fab'-TNB para formar o BsAb. 0Os BsAb produzidos podem ser
utilizados como agentes para imobilizacdo selectiva de
enzimas.,

Progressos recentes facilitaram a recuperagdo directa de
fragmentos Fab'-SH de E. coli. que podem ser acoplados
quimicamente para formar anticorpos biespecificos (consultar
figura 2B). Shalaby et al., J. Exp. Med. 175:217-225 (1992)
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descrevem a produgdc de uma molécula de BsARb F(ab'):
completamente humanizada apresentando um Dbragco que 1liga
pl85™" o outro brago que liga CD3. Cada fragmento Fab' foi
excretado separadamente de E. coli. e sujeito a acoplamento
quimico dirigideo in vitro para formar o BsAb. O BsAb assim
formado foi capaz de 1ligar células que sobre-expressam o
receptor HER2 e células T humanas normais, bem como
desencadear a actividade 1itica de 1linfdécitos citotdxicos
humanos contra alvos de tumor de mama humano. Consultar também
Rodrigues et al., Int. J. Cancers (Supl.) 7:45-50 (1992).

Foram também descritas vdrias técnicas para preparar e
isolar fragmentos BsAb directamente de culturas de células
recombinantes. Por exemplo, produziram-se heterodimeros
F(ab'); Dbiespecificos wutilizado cremalheiras de leucina
(consultar figura 20C). Kostelny et al., J. Immunol.
148(5):1547-1553 (1992). Os péptidos de cremalheira de leucina
de proteinas Fos e Jun foram ligados as partes Fab' de

anticorpos anti-CD3 e anti-receptor de interleucina-2 (IL-2R)
por fusdo génica. Os homodimeros de anticorpo foram reduzidos
na regiac de dobra para formar mondmeros e seguidamente
reoxidados para formar os heterodimeros de anticorpo.
Verificou-se que ©0s BsAb eram altamente eficazes no
recrutamento de células T citotdxicas para lisar células
HuT-102 in vitro. O advento da tecnologia dos "diacorpos"
descrita por Hollinger et al., PNAS (USA) 90:6444-6448 (1993)
proporcionou um mecanismo alternativo para preparar fragmentos
de BsAb. Os fragmentos incluem um dominio varidvel de cadeia
pesada (Vy) ligado a um dominic variadvel de cadeia leve (Vi)
por um ligante que ¢é demasiado curto para permitir
emparelhamento entre os dois dominios na mesma cadeia. Assim,
0s dominios Vg e Vy de um fragmento sdo forcados a emparelhar
com os dominiocs Vi e Vg complementares de outro fragmento,
formando assim dois locais de ligag¢do de antigénio (consultar
figura 2D aqui incluida). Foi também relatada outra estratégia
para preparar fragmentos de BsAb por utilizacdo de dimeros de
Fv de cadeia simples (sFv). Consultar Gruber et al. J.
Immunol, 152: 5368 (1994). Estes investigadores conceberam um
anticorpo que inclui os dominios Vg e Vp; de um anticorpo
dirigido contra o receptor de células T ligado a um ligante de
25 residuos de amincdcido para os dominios Vg e Vi de um
anticorpo anti-fluoresceina. A molécula reenrclada (consultar
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figura 2E aqui incluida) ligava a flucresceina e a receptor de
células T e redireccionou a lise de células de tumor humanas
que tinham fluoresceina ligada covalentemente a sua
superficie.

E aparente que foram relatadas varias técnicas para
preparar fragmentos de anticorpo biespecifico que podem ser
recuperados directamente de cultura de células recombinantes.
No entanto, podem ser preferiveis BsAb completos a fragmentos
BsAb para muitas aplicagdes clinicas, devido & sua provavel
semivida sérica mais longa e as possiveis fung¢des efectoras.

Imunoadesinas

As imunoadesinas (Ia) sdo moléculas do tipo anticorpo que
combinam o dominio de liga¢ao de uma proteina tal como um
receptor de superficie celular ou um ligando (uma "adesina")
com as fungbdes de efector de um dominic constante de
imunoglobulina. As imunocadesinas podem apresentar muitas das
propriedades quimicas e bioldgicas wvaliosas de anticorpos
humanos. Dado que as imuncadesinas podem ser construidas a
partir de uma sequéncia de proteina humana com uma
especificidade desejada ligada a uma sequéncia adequada de
dobra e dominio constante (Fc) de imunoglobulina humana, pode
obter-se a especificidade de ligacdo de interesse utilizando
apenas componentes humanas. Tals imunocadesinas sdao minimamente
imunogénicas para o doente e sdo seguras para utilizacgao
crénica ou repetida.

As Imunoadesinas relatadas na literatura incluem fus8es do
receptor de células T (Gascoigne et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 84:2936-2940 [1987]); CD4 (Capon et al., Nature
337:525-531 [1989]; Traunecker et al., Nature 339:68-70
[1989]; Zettmeissl et al., DNA Cell Biol. USA 9:347-353
[1990]; e Byrn et al., Nature 344:667-670 [1990]); L-selectina
ou receptor de residéncia (Watson et al., J. Cell. Biol.
110:2221-2229 [199071; e Watson et al., Nature 349:164-167
[1991]); CD44 (Aruffo et al., Cell 61:1303-1313 [1990]); CD28
e B7 (Linsley et al., J. Exp. Med. 173:721-730 [1991]); CTLA-4
(Lisley et al., J. Exp. Med. 174:561-569 [1991]); CD22
(Stamenkovic et al., Cell 66:1133-1144 [1991]); receptor TNF
(Ashkenazi et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:10535-10539
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[1991]; Lesslauer et al1., Eur. J. Immunol. 27:2883-2886
[1991]; e Peppel et al., J. Exp. Med. 174:1483-1489 [1991]);
receptores NP (Bennett et al., J. Biol. Chem. 266:23060-23067

[1991]); receptor de interferdo Y (Kurschner et al., J. Biol.
Chem. 267:9354-9360 [1992]); 4-1BB (Chalupny et al., PNAS

[USA] 89:10360-10364 [1992]) e receptor o de IgE (Ridgway e

Gorman, J. Cell. Biol. Vol. 115, Resumo N.° 1448 [19917).

Constituem exemplos de imuncadesinas que foram descritas
para utilizacdo terapéutica, entre outros, 1munocadesina
CD4-IgG para bloguear a ligagdo de VIH a CD4 de superficie
celular. Cs dados obtidos de ensaios clinicos de fase I nos
quails de administrou CD4-IgG a mulheres gravidas imediatamente
antes do parto sugere gue esta imuncadesina pode ser Util na
prevencdo de transferéncia materno-fetal de VIH. Ashkenazi et
al., 1Intern. Rev., Immuncl. 10:219-227 (1993). Foi também
desenvolvida uma imunoadesina que liga o factor de necrose

tumoral (TNF). O TNF ¢ uma citoquina pré-inflamatdria que se
demonstrou ser um mediador principal de choque séptico. Com
base num modelo de ratinho de choque séptico, uma imuncadesina
de receptor TNF mostrou ser promissora como candidata para
utilizacgdo clinica no tratamento de choque séptico (Ashkenazi
et al., supra). As 1imunocadesinas também tém utilizacBes nao
terapéuticas. Por exemplo, a imunoadesina de receptor de
L-selectina foi wutilizada como um reagente para coloracgao
histoquimica de vénulas endoteliais altas (HEV) de nddulos
linfaticos periféricos. Este reagente também fol utilizado
para isolar e caracterizar o ligando L-selectina (Ashkenazi et
al., supra).

Se os dois bragos da estrutura da imunocadesina tém
diferentes especificidades, a imunoadesina ¢é denominada uma
"imunoadesina biespecifica"™ por analogilia com anticorpos
biespecificos. Dietsch et al., J. TImmunol. Methods 162:123

(1993) descrevem uma tal imunoadesina biespecifica combinando
08 dominios extracelulares das moléculas de adeséao,
E-selectina e P-selectina. Os estudos de ligacgao indicam que a
proteina de fusdo de imunoglobulina biespecifica assim formada
tem uma capacidade aumentada para se ligar a uma linha celular
mieldide comparativamente as imuncadesinas monoespecificas das
quais foi derivada.
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Quimeras anticorpo-imunoadesina

Foram também descritas na literatura quimeras anticorpo-
imuncadesina (Ab/Ia). Estas moléculas combinam a regido de
ligacdo de uma imunoadesina com o dominio de ligacao de um
anticorpo.

Berg et al., PNAS (USA) 88:4723-4727 (1991) prepararam uma
quimera anticorpo-imuncadesina biespecifica que foil derivada
de CD4-IgG murino. Estes trabalhadores construiram uma
molécula tetramérica com dois bragos. Um dos Dbragos era
composto de CD4 fundido a um dominio constante de cadeia
pesada de anticorpo, Jjuntamente com uma fusdo CD; com um
dominic constante de cadeia leve de anticorpo. O outro brago
era composto de uma cadelia pesada completa de um anticorpo
anti-CD3, Jjuntamente com uma cadeia leve completa do mesmo
anticorpo. Devido ao brago CD4-IgG, esta molécula biespecifica
liga-se a CD3 na superficie de células T citotdxicas. A
Justaposicao das células citotodxicas e células infectadas por
VIH resulta na morte especifica destas tltimas células.

Enquanto que Berg et al. descrevem uma molécula
biespecifica que tinha estrutura tetramérica, ¢ possivel
produzir uma molécula hibrida trimérica que contém apenas uma
fusdo CD4-IgG. Consultar Chamow et al., J. Immunol. 153:4268
(1994). O primeiro brago desta construgdao ¢ formado por uma

cadeia leve K de anti-CD3 humanizada e uma cadeia pesada 7Y de
anti-CD3 humanizada. O segundo braco ¢ uma imunoadesina CD4-
IgG que combina parte do dominio extracelular de CD4
responsavel por ligacdo de gpl20 com o dominio Fc¢ de IgG. A
quimera Ab/Ia resultante mediou a morte de células infectadas
por VIH, utilizando quer preparacdes de células T citotdxicas
puras, quer fraccgdes de linfdcitos de sangue periférico (PBL)
completos gque incluiam adicionalmente c¢élulas efectoras de
linfécitos granulares grandes apresentando receptor Fc.

No fabrico dos heteromultimeros supramencionados, <
desejavel aumentar 0S rendimentos do heteromultimero
pretendido relativamente ac(s) homomultimero(s). O invento
aqul descrito proporciona um modo para conseguir tal.
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SUMARIO DO INVENTO

Este pedido descreve uma estratégia de "protuberancia-em-
cavidade” que serve para modificar racionalmente uma interface
entre um primeiro e segundo polipéptido para hetero-
oligomerizagao. Consultar a figura 4 para uma ilustracdo
esquematica da estratégia wutilizada. A interface preferida
inclui pelo menos uma parte do dominio Cyg3 de um dominio
constante de anticorpo. As "protuberdncias" sdc construidas
por substituicdo de cadeias laterais de aminocdcidos peguenas
da interface do primeiro polipéptido com cadeias laterais
maiores (por exemplo tircsina ou triptofano). Opcionalmente
criam-se "cavidades" de compensacac de tamanhc 1idéntico ou
similar as protuberdncias na interface do segundo polipéptido
por substituicdoc de cadelas laterais de aminodcidos grandes
por outras mais pequenas (por exemplo alanina ou treonina).
Quando existe uma protuberdncia ou cavidade adequadamente
posicionada e dimensionada na interface do primeiro ou do
segundo polipéptido, sé € necessdrioc conceber racionalmente
uma cavidade ou protuberdncia correspondente, respectivamente,
na interface adjacente.

Assim, pode dizer-se gue o invento se refere a um método
de acordo com a reivindicacao 1.

Normalmente, os 4acidos nucleicos que codificam tanto o
primeiro polipéptido como o segundo polipéptido sao alterados
para codificar a protuberéncia e cavidade, respectivamente. De
preferéncia cada um dos primeiros e segundo polipéptidos
inclui um dominio constante de anticorpo, tal comc o dominio
Cyg3 de uma IgG: humana.

O invento também proporciona um heteromultimero (tal como
um anticorpo Dbiespecifico, imunoadesina biespecifica ou
quimera anticorpo/imuncadesina) cobtenivel pelo método da
reivindicagdo 1. O heteromultimero pode ser proporcionado sob
a forma de uma composigcdo incluindo adicionalmente um
transportador farmaceuticamente aceitdavel,

O invento também se refere a uma célula hospedeira
incluindo A&cido nucleico que codifica o heteromultimero do
pardgrafo anterior, em que o acido nucleico que codifica o
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primeiro polipéptido e segundo polipéptido esta presente num
unico vector ou em vectores independentes. A célula hospedeira
pode ser utilizada num método de preparar um heteromultimero
que envolve cultura da célula hospedeira de modo gque o acido
nucleico seja expresso e recuperacac do heteromultimeroc da
cultura celular.

O invento proporciona um mecanismo para aumentar os
rendimentos do heteromultimero relativamente a outros produtos
finais indesejados, tais como homomultimeros. De preferéncia,
0s rendimentos do heteromultimero recuperado de cultura
celular recombinante sao pelo menos superiores a 80% e de
preferéncia superiores a 90% comparativamente com 0O(s)
produto(s) secunddrio(s) homomultimero(s).

Descric¢do sucinta dos desenhos

A figura 1 representa as varias mcléculas de anticorpo que
podem ser geradas guando a técnica tradicional de hibrido-
hibridoma de Millstein e Cuello, supra, ¢ utilizada para
preparar BsAb completos,

As figuras 2A-2E 1ilustram as varias técnicas da arte
prévia para fabrico de fragmentos BsAb, revistas na seccdo de
antecedentes supra.

As figuras 3A-3C representam um exemplo de estratégia para
preparar um dimero de imunoadesina (figura 3C) incluindo o
dominio de ligagdo de um receptor (figura 3A) e o dominio
constante de uma imunoglobulina IgG; (figura 3B).

A figura 4 ilustra esquematicamente a estratégia de
protuberdncia-em-cavidade do presente pedide para gerar
heteromultimeros.

A figura 5 apresenta o0s residuos de interface do dominio
Cy3 das dimunoglcbulinas IgG (SEQ ID NO:1-3), IgA (SEQ 1ID
NO:4), IgD (SEQ ID NO:5), IgE (SEQ ID NO:6) e IgM (SEQ ID
NO:7). O dominio Cg3 de cada uma destas imunoglobulinas ¢é
constituido por uma "sanduiche B", que é constituida por duas
“folhas P” independentes e paralelas. Uma das folhas P

proporciona os residuos da interface, a outra é a "folha B
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exterior". A folha B que forma a interface é formada por

quatro "cadeias P". Os residuos de cada uma das sete folhas P
do dominio Cyg3 de védrias imunoglobulinas sdo identificados com

linha no topo a tracejado. Os residuos nas cadeias P do meio e
do limiar da interface estdao identificados, bem como os da
folha B exterior. A numeracdo de residuos estd de acordo com a
estrutura cristalina de Fc (Deisenhofer, Bicochem., 20:2361
[1981]). Os residuos enterrados no interior do dominioc Cg3 sdo
identificados com um "B", 0s que estdo parcialmente enterrados
no interior do dominio Cz3 sao identificados com um "b", os
residuos de "contacto” que se encontram parcialmente
enterrados na interface (ou seja expostos a 26%-10%) sao
identificados com um "i" e o©os que estdoc enterrados na
interface (ou seja <6% expostos) sdo identificados com um "I".
Os residuos a negrito sao residuos originais candidatos
6ptimos para substituig¢do com residuos importados.

A figura 6 identifica os residuos da interface de subtipos
de IgG humana (h) (SEQ ID NO:8-11 e 16) ou murina (m) (SEQ ID

NO:12-15) (B=ASX e Z=GLX). Os residuos em cadeias P no limiar
e no meio da interface estdo entre paréntesis e os residuos de
"contacto" sdo indicados com setas. As sequéncias foram
obtidas de Miller et al., J. Mol. Biol. 216:965 (1990) e Kabat
et al., Sequences of Proteins of Immunoclogical Interest,
National 1Institutes of Health, Bethesda, Maryland, ed. 5,

(1991). E o&bvio que os residuos de contacto sdo altamente
conservados.
A figura 7 apresenta os residuos da interface do dominio

Cg3 de IgG; humana. 0s dados foram derivados de Miller et al.,
J. Mol. Biol. 216:965 (1990). Apresentam-se o0s residuos de
"contacto" e os residuos mutados nos exemplos aqui descritos

estao em caixas.

A figura 8 apresenta esquematicamente o ensaio de co-
transfecgdo para andlise da heterodimerizacgdo de Fc descrito
nos exemplos.

A figura 9 representa um dimero Cy3 com base numa
estrutura de 2,9 A de Fc de IgG; humana (Deisenhofer, Biochem.
20:2361 [1981]) salientando as mutacdes T366Y e Y407T em lados

opostos da interface conjuntamente com os residuos Phe*” e
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Thr”**
Proteins of Immunological Interest, National Institutes of
Health, Bethesda, Maryland, ed. 5, [1991]).

("numeracao de Kabat"-Kabat et al., Sequences of

As figuras 10A-10E representam uma andlise de varrimento
densitométrico dos produtos de SDS-PAGE de co-transfecgdo de
cadeias pesada (H) e leve (L) de anticorpo (Ab) com
imuncadesina (Ia). A figura 10A apresenta tipo selvagem; a
figura 10B apresenta o mutante Ab Y407T, Ia T366Y; a figura
10C apresenta o mutante Ab T366Y, Ia Y407T; a figura 10D
apresenta o mutante Ab F405A, Ia T394W; e a figura 10E
apresenta o mutante Ab T366Y:F405A, Ia T394W:Y407T. Os dados
apresentados sac a média de pelo menos 2 experiéncias
independentes. Verificou-se que a resposta de sinal
densitométrico ¢é linear (R=0,9993) ao longo da gama
experimental utilizada (0,02-10 ug), tal como avaliado pela
experiéncia de controlo utilizando um anticorpo humanizado
altamente relacionado, huMAb4D5-8 (Carter et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 89:4285 [1992]).

I. Definiclbes

Em geral, as seguintes palavras ou frases tém as
defini¢des indicadas quando utilizadas na descric¢do, exemplos
e reivindicacdes:

Um "heteromultimero" ou "polipéptido heteromultimérico" ¢é
uma molécula incluindo pelo menos um primeiro polipéptidc e um
segundc polipéptido, em que o segundo polipéptido difere na
sequéncia de aminocdcidos do primeiro polipéptido pelo menos
num residuo de aminodcido. De preferéncia, o heteromultimero
tem especificidade de ligac¢do para pelo menos dois ligandos ou
locais de ligagdo diferentes. O heteromultimero pode incluir
um "heterodimero" formado pelo primeiro e segundo polipéptidos
ou podem formar estruturas tercidrias de ordem superior em que
estdo presentes polipéptidos além do primeiro e segundo
polipéptidos. Constituem exemplos de estruturas para o
heteromultimero, entre outras, heterodimeros, por exemplo a
imuncadesina biespecifica descrita por Dietsch et al., supra),
heterotrimeros (por exemplo a quimera Ab/Ia descrita por
Chamow et al., supra), heterotetrameros (por exemplo um
anticorpo biespecifico) e estruturas oligoméricas adicionais.
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Tal como agui utilizado, "polipéptido" refere-se
geralmente a péptidos e proteinas com mais de cerca de dez
aminocdcidos. De preferéncia, utilizam-se polipéptidos de
mamifero (polipéptidos que foram originalmente derivados de um
organismo mamifero), com maior preferéncia os gque sdo
directamente excretados para © meio. Constituem exemplos de
polipéptidos bacterianos, entre outros, por exemplo, fosfatase
alcalina e P-lactamase. Constituem exemplos de polipéptidos de
mamifero, entre outros, moléculas tais como renina, uma
hormona de crescimento, incluinde hormona de crescimento
humana; hormona de crescimento bovina; factor de libertacac de
hormona de crescimento; hormona paratirdide; hormona
estimuladora da tirdide; lipoproteinas; alfa-l-antitripsina;
cadeia A de insulina; cadeia B de insulina; pré-insulina;
hormona foliculo estimulante; calcitonina; hormona
luteinizante; glucagon; factores de c¢oagulagao tais como
factor VIIIC, factor 1IX, factor de tecido e factor de wvon
Willebrands; factores de anti-coagulag¢do tais como proteina C;
factor natriurético atrial; surfactante pulmonar; um activador
de plasminogénio, tal como uroquinase ou activador de
plasminogénio de urina humana ou de tipo de tecido (t-PA);
bombesina; trombina; factor de crescimento hemopoiético;
factor alfa e factor beta de necrose tumoral; encefalinase;
RANTES (requlado por activacdo normalmente expresso e
excretado por células T); proteina inflamatdéria de macrdédéfago
humano (MIP-1-alfa); uma albumina de soro, tal como albumina
de soro humana; substéncia de inibicdo mulleriana; cadeia A de
relaxina; cadeia B de relaxina; ©prdé-relaxina; péptido
associado a gonadotropina de ratinho; uma proteina microbiana,
tal como beta-lactamase; ADNase; inibina; activina; factor de
crescimentc endotelial vascular (VEGF); receptores para
hormonas ou factores de crescimento; integrina; proteina A ou
D; factores reumatdides; um factor neurotrdéfico tal como
factor neurotrofico derivado de osso (BDNF), neurotrofina-3,
neurotrofina-4, neurotrofina-5 ou neurotrofina-6 (NT-3, NT-4,
NT-5 ou NT-6), ou um factor de crescimento de nervos tal como
NGF-B; factor de crescimento derivado de plaquetas (PDGF);
factor de crescimento de fibroblasto tal como afFGEF e DbFGE;
factor de crescimento epidérmico (EGF); factor de crescimento
de transformacdo (TGF) tal como TGF-alfa e TGF-beta, incluindo
TGF-PB1, TGF-B2, TGF-P3, TGF-P4 ou TGF-P5; factor I e factor II
de crescimento do tipo insulina (IGF-I e IGF-II); des(1-3)-
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IGF-I (IGF-I cerebral), proteinas de 1ligagcdo de factor de
crescimento do tipo insulina; proteinas CD tais como CD-3,
CD-4, CD-8 e CD-19; eritropoietina; factores osteoindutores;
imunotoxinas; uma proteina morfogenética dssea (BMP); um
interferdao tal como interferdo-alfa, interferdo-beta e
interferdo-gama; factores de estimulacdo de coldnias (CSF),
por exemplo, M-CSF, GM-CSF e G-CSF; interleucinas (IL), por
exemplo, IL-1 a IL-10; superdxido-dismutase; receptores de
células T; proteinas de superficie membranar; factor de
aceleracdo de decaimento; antigénio virico tal como, por
exemplo, uma parte do involucro de SIDA; proteinas de
transporte; receptores de residéncia; adressinas; proteinas de
regulacdo; anticorpos; e fragmentos de qualquer um dos
polipéptidos apresentados supra.

O "primeiro polipéptido" ¢é qualquer polipéptido que estd
associado com um segundo polipéptido. O primeiro e segundo
polipéptidos encontram-se numa "interface" (definida infra).
Além da interface, o primeiro polipéptidc pode incluir um ou
mais dominios adicionais, tal como "dominios de ligacdo" (por
exemplo um dominio varidvel de anticorpo, dominio de ligagédo
de receptor, dominio de 1ligagdo de 1ligando ou dominio
enzimdtico) ou dominios constantes de anticorpo (ou suas
partes) dincluindo dominios Cg2, Cgl e Cp. Normalmente, o
primeiro polipéptido incluird pelo menos um dominio que ¢é
derivado de um anticorpo. Este dominio ¢ convenientemente um
dominio constante, tal como o dominio Cy3 de um anticorpo e
pode formar a interface do primeiro polipéptido. Constituem
exemplos de primeiros polipéptidos, entre outros, polipéptidos
de cadeia pesada de anticorpo, guimeras que combinam um
dominic constante de anticorpo com um dominio de ligagdo de um
polipéptido heterdlogo (ou seja uma imuncadesina, consultar
definigcdo infra), polipéptidos receptores (especialmente os
que formam dimeros com outro polipéptido receptor, por
exemplo, receptor de interleucina-8 [IL-8R] e heterodimeros de
integrina [por exemplo LFA-1 ou GPIIIb/IIIa]), polipéptidos
ligandos (por exemplo factor de crescimento de nervos [NGF],
neurotrofina-3 [NT-3] e factor neurotrdéfico derivado de
cérebro [BDNF] - consultar Arakawa et al. J. Biol. Chem.
269(45): 27833-27839 [1994] e Radziejewski et al. Biochem.
32(48): 1350 [1993]) e polipéptidos de dominio wvaridvel de
anticorpo (por exemplo diacorpos). O primeiro polipéptido
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preferido € seleccionado de uma cadeia pesada de anticorpo e
uma imuncadesina.

0 "segundo polipéptido"™ ¢é qualquer polipéptido que esta
associado como o primeirc polipéptido através de uma
"interface". Além da interface, o segundo polipéptido pode
incluir dominios adicionais tal como um "dominio de ligacao"
(por exemplo um dominio wvaridvel de anticorpo, dominio de
ligacao de receptor, dominio de ligagado de ligando cu dominio
enzimdtico), ou dominios constantes de anticorpo (ou suas
partes) incluindo dominios Cg2, Cgl e (Cp. Normalmente, o
sequndc polipéptido incluird pelo menos um dominio que ¢é
derivado de um anticorpo. Este dominio é convenientemente uma
regido constante, tal como o dominio Cy3 de um anticorpo e
pode formar a interface do segundo polipéptido. Constituem
exemplos de segundos polipéptidos, entre outros, polipéptidos
de cadeia pesada de anticorpo, gquimeras que combinam um
dominioc constante de anticorpo com um dominio de ligacdo de um
polipéptido heterdlogo (ou seja uma imunoadesina, consultar a
definicdo infra), polipéptidos receptores (especialmente o0s
que formam dimeros com outro polipéptido receptor, por
exemplo, receptor de interleucina-8 [IL-8R] e heterodimeros de
integrina [por exemplo LFA-1 ou GPIIIb/IIIal), polipéptidos
ligandos (por exemplo factor de crescimento de nervos [NGF],
neurotrofina-3 [NT-3] e factor neurotrdéfico derivado de
cérebro [BDNF]-consultar Arakawa et al. J. Biol. Chem,.
269(45): 27833-27839% [1994] e Radziejewski et al. Biochen.
32(48): 1350 [1993]) e polipéptidos de dominio wvaridvel de
anticorpo (por exemplo diacorpcs). O segundo polipéptido

preferido é seleccionado de uma cadeia pesada de anticorpo e
uma imunoadesina.

Un "dominio de ligac¢do" inclui qualquer regido de um
polipéptido que é responsavel por ligagdo selectiva a uma
molécula de interesse (por exemplo um antigénio, 1ligando,
receptor, substrato ou inibidor). Constituem exemplos de
dominics de 1ligacgdo, entre outros, um dominioc varidvel de
anticorpo, dominio de ligacao de receptor, dominio de ligacao
de ligando e um dominio enzimatico.

A expressao "anticorpo" significara um polipéptido
contendo um ou mais dominios capazes de ligar um epitopo de um
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antigénio de interesse, em que tal(is) dominio(s) ¢&(sao)
derivado(s) de ou sdo homélogos a regido varidvel de um
anticorpo. Constituem exemplos de anticorpos, entre outros,
anticorpos completos, fragmentos de anticorpo, moléculas de
cadeia simples, moléculas Dbiespecificas ou Dbifuncionais,
diacorpos e anticorpos quiméricos (por exemplo anticorpos
humanizados e Primatized™). 0Os "fragmentos de anticorpo”
incluem fragmentos Fv, Fv', Fab, Fab' e F(ab'),.

As formas "humanizadas" de anticorpos ndo humanos (por
exemplo de roedor ou de primata) sao 1munoglobulinas
quiméricas especificas, cadeias de imunoglobulina ou seus
fragmentos que contém uma sequéncia minima derivada de uma
imunoglobulina ndo humana. Na sua maioria, os anticorpos
humanizados sdo imunoglobulinas humanas (anticorpo recebedor)
nos quais se substituiram residuos de uma regido determinante
de complementaridade (CDR) do recebedor por residuos de uma
CDR de uma espécie ndo humana (anticorpo dador), tal como
ratinho, rato, coelho ou primata, com a especificidade,
afinidade e —capacidade pretendidas. Em alguns casos,
substituem-se residuos da regiao de esqueleto (FR) Fv da
imuncglobulina humana pelos residuos nao humanos
correspondentes. Além disso, o© anticorpo humanizado pode
incluir residuos gque ndo se encontram nem no anticorpo
recebedor, nem nas sequéncias de CDR ou de esqueleto
importadas. Estas modificagbes sdo feitas para refinar e
optimizar adicionalmente o desempenho do anticorpo. Em geral,
o anticorpo humanizado incluird substancialmente a totalidade
de pelo menos um e tipicamente dois dominios varidveis, nos
qualis todas ou substancialmente todas as regides CDR
correspondem as de uma imunoglobulina ndo humana e todas ou
substancialmente todas as regides FR sao as de uma sequéncia
de imunoglobulina humana. O anticorpo humanizado incluira
também optimamente peloc menos uma parte de uma regido
constante de imunoglobulina (Fc¢), tipicamente a de uma
imunoglobulina humana. O anticorpo humanizado inclui um
anticorpo Primatized™ em que a regido de ligacdo de antigénio
do anticorpo ¢é derivada de um anticorpo produzido por
imunizag¢do de macacos Macaque com o0 antigénio de interesse.

Un  "anticorpo multiespecifico"™ ¢ uma molécula com
especificidades de 1ligagdo para pelo menos dois antigénios
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diferentes. Embora tais moléculas normalmente sé se liguem a
dois antigénios (ou seja anticorpos biespecificos, BsAb),
abrangem-se nesta expressdo, quando aqui utilizada, anticorpos
com especificidades adicionais, tais Como anticorpos
triespecificos. Constituem exemplos de BsAb, entre outros, 0s
que tém um bra¢o dirigido contra um antigénio de célula de
tumor e o outro bragco dirigido contra uma molécula que
desencadeia citotoxicidade, tal como anti-FcyRI/anti-CD15,

anti-pl85"¢/FcyYRITIT (CD16), anti-CD3/anti-células B malignas
(1D10), anti-CD3/anti-p185™%7, anti-CD3/anti-p97, anti-
CD3/anti-carcinoma de células renais, anti-CD3/anti-OVCAR-3,
anti-CD3/L-D1 (anti-carcinoma de cdélon), anti-CD3/anti-analogo
de hormona de estimulacdo de melandcitos, anti-receptor
EGF/anti-CD3, anti-CD3/anti-CAMAl, anti-CD3/anti-CD19, anti-
CD3/MoVv1s, anti-molécula de adesao celular neuronal
(NCAM) /anti-CD3, anti-proteina de ligagao de folato
(FBP) /anti-CD3, antigénio anti-pan associado a carcinoma
(AMOC-31) /anti-CD3; BsADb com um braco que se liga
especificamente a um antigénio de tumor e um brago que se liga
a uma toxina, tal como anti-saporina/anti-Id-1, anti-
CD22/anti-saporina, anti-CD7/anti-saporina, anti-CD38/anti-

saporina, anti-CEA/anti-cadeia A de ricina, anti-interferdo «

(IFN-Q) /anti-idiotipo de hibridoma, anti-CEA/anti-alcaldide de
vinca; BsAb para converter profdrmaces activados por enzima
tal como anti-CD30/anti-fosfafase alcalina (que catalisa a
conversdo de profarmaco fosfato de mitomicina a mitomicina
dlcool); BsAb que podem ser utilizados como  agentes
fibrinoliticos tais como anti-fibrina/anti-activador de
plasminogénio tecidular (tPA), anti-fibrina/anti-activador de
plasminogénio de tipo uroquinase (uPA); BsAb para dirigirem
complexos imunitdrios a alvos de receptores de superficie
celular tais «como anti-lipoproteina de baixa densidade

(LDL) /anti-receptor Fc (por exemplo FcYRI, FcYRII ou FcYRIII);
BsAb para utiliza¢do em terapia de doencas infecciosas tais
como anti-CDh3/anti-virus de Therpes simplex (HSV), anti-
complexo receptor de células T:CD3/anti-influenza, anti-
FcYR/anti-VIH; BsAb para detecg¢do de tumores in vitro ou 1in
vivo tals como anti-CEA/anti-EOTUBE, anti-CEA/anti-DPTA, anti-
pl85™* /anti-hapteno; BsAb como adjuvantes de vacinas
(consultar Fanger et al., supra); e BsAb como ferramentas de
diagnéstico tal como anti-IgG de coelho/anti-ferritina, anti-
peroxidase de rabano (HRP) /anti-hormona, anti-
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somatostatina/anti-substancia P, anti-HRP/anti-FITC, anti-

CEA/anti-P-galactosidase (consultar ©Nolan et al., supra).
Constituem exemplos de anticorpos triespecificos, entre
outros, anti-CD3/anti-CD4/anti-CD37, anti-CD3/anti-CD5/anti-
CD37 e anti-CD3/anti-CD8/anti-CD37.

Tal como aqui wutilizada, a expressdo "imunoadesina"
designa moléculas do tipo anticorpo que combinam o "dominic de
ligagao" de wuma proteina heterdloga (uma "adesina", por
exemplo um receptor, ligando ou enzima) com as fung¢des de
efector de dominios constantes de imunoglobulinas.
Estruturalmente, as imunocadesinas incluem uma fusac da
sequéncia de aminodcidos de adesina com a especificidade de
ligacao pretendida que é diferente do local de reconhecimento
e ligacdo de antigénio (local de combinacdo de antigénio) de
um anticorpo (ou seja é "heterdloga") e uma sequéncia de
dominio constante de imunoglobulina. A seguéncia de dominio
constante de imunoglobulina na imunocadesina pode ser obtida de
qualquer imunoglobulina, tal como subtipos IgG,, IgG;, IgGs ou
IgG., IgA, IgE, IgD ou IgM.

A expressdo "dominio de ligacdo de ligando" tal como agui
utilizada refere-se a qualquer receptor de superficie celular
nativo ou gualquer sua regido ou derivado que mantenha pelo
menos qualitativamente uma capacidade de ligag¢ao de ligando e
de preferéncia a actividade biolégica de um receptor nativo
correspondente. Numa concretizacgao especifica, o receptor é de
um  polipéptido de superficie celular com um dominio
extracelular que é homdélogo a um membro da superfamilia génica
da imunoglobulina. Outros receptores tipicos ndo sdo membros
da superfamilia génica da imunoglobulina, mas sdo mesmo assim
abrangidos por esta definic¢do, sao receptores para citoquinas,
e em particular receptores com actividade de tirosina quinase
(tirosina quinases receptoras), membros das superfamilias de
hematopoietinas e receptores de factor de crescimento de
nervos e moléculas de adesao celular, por exemplo
selectinas E, L e P.

A expressdo "dominio de ligacdo de receptor" ¢é utilizada
para denominar qualquer ligando nativo para um receptor,
incluindo moléculas de adesao celular ou qualquer regido ou
derivado de tal 1ligando nativo gque mantenha pelo menocs
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qualitativamente uma capacidade de ligagdo de receptor e de
preferéncia a actividade bioldgica de wum 1ligando nativo
correspondente. Esta definicao, entre outras, inclui
especificamente sequéncias de ligagdo de ligandos para o0s
receptores supramencionados.

Tal como aqui utilizada a frase "imunoadesina
multiespecifica™ denomina imuncadesinas (tal como aqui
definido supra) com pelo menos duas especificidades de ligacgao
(ou seja combinacdo de dois ou mais dominios de ligacdo de
adesina). As imunoadesinas multiespecificas podem ser montadas
como heterodimeros, heterotrimeros ou heterotetrameros,
essencialmente como revelado em WO 89/02922 (publicada a 6 de
Abril de 1989), em EP 314 317 (publicada a 3 de Maio de 1989),
e na Patente U.S. N.° 5 116 964 concedida a 2 de Maio de 1992,
As imunoadesinas multiespecificas preferidas S40
biespecificas. Constituem exemplos de imunocadesinas
biespecificas, entre outras, CD4-IgG/receptor TNF-IgG e CD4-
IgG/L-selectina-IgG. A Ultima molécula mencionada combina a
funcdo de 1ligacdo de nddulos linfaticos do receptor de
residéncia de linfdécito (LHR, L-selectina) e a funcgdo de
ligagdo de VIH de CD4 e tem potencial aplicacdo na prevencgao
ou tratamento de infecgao por VIH, doenc¢as relacionadas ou
como um diagndstico.

Uma "quimera anticorpo-imunoadesina (quimera Ab/Ia)"
inclui uma molécula que combina pelo menos um dominio de
ligagdo de um anticorpo (tal como aqui definido) com pelo
menos uma 1munoadesina (tal como definida neste pedido).
Constituem exemplos de quimeras Ab/Ia, as gquimeras CD4-IgG
biespecificas descritas por Berg et al., supra e Chamow et
al., supra.

A M"interface" inclui os residuos de aminoacidos de
"contacto” (ou outros grupos ndo aminodcido tais como grupos
de hidratos de carbono, NADH, biotina, FAD ou grupo hemo) no
primeiro polipéptido gue interactuam com um ou mais residuos
de aminoacidos de "contacto" (ou ocutros grupos ndo aminodcido)
na interface do segundo polipéptido. A interface é um dominio
constante de wum anticorpo. A interface preferida inclui o
dominio Cg3 de wuma imunoglobulina que ¢é de preferéncia
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derivada de um anticorpc IgG e com malior preferéncia de um
anticorpo IgG: humano.

Uma "protuberancia™ refere-se a pelo menos uma cadeia
lateral de aminodcido que se projecta da interface do primeiro
polipéptido e ¢é portanto posicionavel numa cavidade de
compensagao na interface adjacente (ou seja a 1interface do
segundc polipéptido) de modo a estabilizar o heteromultimero e
assim favorecer a formacdo de heteromultimero relativamente a
formag¢do de homomultimero, por exemplo. A protuberdncia pode
existir na 1interface original ou pode ser introduzida
sinteticamente (por exemplo por alteracdo do acido nucleico
que codifica a interface). Normalmente, o 4cido nucleico gue
codifica a interface do primeiro polipéptido ¢ alterado para
codificar a protuberédncia. Para conseguir tal, o acido
nucleico que codifica pelo menos um residuo de aminocdcido
"original” na interface do primeiro polipéptido ¢ substituido
por acido nucleico que codifica pelo menos um residuc de
aminocdcido "importado" que tem um volume de cadeia lateral
maior do que o residuo de aminocdcido coriginal. Considerar-se-a
que podem existir mais do que um residuo original e importado
correspondente. O limite superior para o numero de residuocs
originais que ¢é substituidc é o numero total de residucs na
interface do primeiro polipéptido. 0Os volumes das cadeias
laterais dos diferentes residuos amino apresentam-se na
seguinte tabela.
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TABELA 1
Propriedades dos residuos de aminodcido
Aminodcido 2br. de MASSA® | VOLUME® |Area superficial
uma letra |[(daltons)| (A7) Acessivel® (A%
Alanina (Ala) iy 71,08 88,6 115
Arginina (Arg) R 156, 20 173,4 225
Asparagina (Asn) N 114,11 117,7 160
Lcido Aspdrtico (Asp) D 115,09 111,1 150
Cisteina (Cys) C 103, 14 108,5 135
Glutamina (Gln) Q 128,14 143,9 180
Acido Glutémico (Glu) E 129,12 | 138,4 190
Glicina (Gly) G 57,06 60,1 75
Histidina (His) H 137,15 153, 2 195
Isocleucina (Ile) I 113,17 166, 7 175
Leucina (Leu) L 113,17 166, 7 170
Lisina (Lys) K 128,18 168,6 200
Metionina (Met) M 131,21 162,9 185
Fenilalanina (Phe) F 147,18 189, 9 210
Prolina (Pro) P 97,12 122,7 145
Serina (Ser) S 87,08 89,0 115
Treonina (Thr) T 101,11 116, 1 140
Triptofano (Trp) W 186,21 227,8 255
Tirosina (Tyr) Y 163,18 193,6 230
Valina (Val) v 99,14 140,0 155

® Peso molecular do amincacido menos o da 4&gua. Valores de Handbook of

Chemistry and Physics, 43rd ed. Cleveland, Chemical Rubber Publishing Co.,
1961.

P Valores de A.A. Zamyatnin, Prog. Biophys. Mol. Biol. 24:107-123, 1972.

¢ Valores de C. Chothia, J. Mol. Biol. 105:1-14, 1975. A &rea superficial
acessivel é definida nas Figuras 6-20 desta referéncia.

Os residuos importados preferidos para a formagdo de uma
protuberédncia sdo geralmente residuos de aminodcidos de
ocorréncia natural e sao seleccionados de preferéncia de
arginina (R), fenilalanina (F), tirosina (Y) e triptofano (W).
Com maior preferéncia sdo triptofano e tirosina. Na
concretizacao preferida, o residuc original para a formacdc da
protuberdncia tem um volume de cadeia lateral pequeno, tal
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como alanina, asparagina, acido aspartico, glicina, serina,
treonina ou valina.

Uma "cavidade" refere-se a pelo menos uma cadeia lateral
de aminodcido gue se encontra retraida na interface do segundo
polipéptido e assim acomoda uma protuberdncia correspondente
na interface adjacente do primeiro polipéptido. A cavidade
pode existir na dinterface original ou pode ser introduzida
sinteticamente (por exemplo por alteracdo do Aacido nucleico
que codifica a interface). Normalmente, o &cido nucleico que
codifica a interface do segundo polipéptido é alterado para
codificar a cavidade. Para conseguir tal, o dcido nucleico que
codifica pelo menos um residuo de aminocdacido "original" na
interface do segundo polipéptido ¢ substituido por ADN que
codifica pelo menos um residuo de aminodcido "importado" que
tem um volume de cadeia lateral mencr do que o residuo de
aminodcido original. Considerar-se-a& que podem existir mais do
que um residuo original e importado correspondente. O limite
superior para o numero de residuos originais que sao
substituidos é o numero total de residuos na interface do
segundc polipéptido. Os volumes das cadeias laterais dos
diferentes residuos amino apresentam-se na tabela 1 supra. Os
residuos importados preferidos para a formagdo de uma cavidade
sdo usualmente residuos de amincacidos de ocorréncia natural e
sdo seleccionados de preferéncia de alanina (RA), serina (S),
treonina (T) e valina (V). Com maior preferéncia sdo serina,
alanina ou treonina. Na concretizagao preferida, o residuo
original para a formagdo da protuberdncia tem um volume de
cadeia lateral grande, tal cComo tirosina, arginina,
fenilalanina ou triptofano.

Un residuo de amincdcido "original" ¢ aquele que ¢
substituido por um residuo "importado" que pode ter um volume
de cadeia lateral menor ou maior do que o residuo original. O
residuo de aminoacido importado pode ser um residuo de
aminocdcido de ocorréncia natural ou ndo natural mas, de
preferéncia ¢é o primeiro. 0Os residuos de aminocdcidos de
"ocorréncia natural" sdo os residuos codificados pelo cédigo
genético e apresentam-se na tabela 1 supra. Residuo de
aminodcido de "ocorréncia ndo natural" significa um residuo
que nao € codificado pelo cédigo genético, mas que €& capaz de
ligar covalentemente residuo(s) de aminodcido(s) adjacente(s)
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na cadeia de polipéptido. Constituem exemplos de residucs de
aminodcidos de ocorréncia ndo natural norleucina, ornitina,
norvalina, homo-serina e outros residuos de aminodcidos
andlogos, tais como os descritos em Ellman et al., Meth,
Enzym. 202:301-336 (1991), por exemplo. Para gerar tais
residuos de aminodcidos de ocorréncia ndo natural podem ser
utilizados os procedimentos de Noren et al. Science 244: 182
(1989) e Ellman et al., supra. Sucintamente, tal envolve a
activagao quimica de um ARNt supressor com um residuo de
aminodcido de ocorréncia ndo natural, seguido por transcricgdo
e traduc¢do do ARN in vitro. O método do presente invento
envolve substituigdo de pelo menos um residuo de aminoacido
original, mas podem ser substituidos mais do que um residuo
original. Normalmente, ndo serdo substituidos mais residuos de
amincdcidos originais do que os residuos totais na interface
do primeiro ou segundo polipéptido. Os residuos originais
preferidcs para substituig¢do estdo "enterrados". "Enterrados"
significa que o residuo ¢é essencialmente 1inacessivel ao
solvente. O residuo importado preferido ndo € cisteina para
evitar possivel oxidacdoc ou emparelhamento errado de ligagdes
dissulfureto.

A protuberdncia é "posicionavel" na cavidade, o© que
significa que a 1localizagdo espacial da protuberéncia e
cavidade na interface do primeiro polipéptido e segundo
polipéptido, respectivamente, e os tamanhos da protuberéncia e
cavidade sdo tais que a protuberancia pode estar localizada na
cavidade sem perturbar significativamente a associag¢do normal
do primeiro e segundo polipéptidos na interface. Dado que
protuberidncias como Tyr, Phe e Trp ndc se estendem tipicamente
perpendicularmente relativamente ao eixo da interface e
apresentam conformagdes preferidas, o alinhamento de uma
protuberdncia com uma cavidade correspondente baseia-se na
modelagdo do par ©protuberancia/cavidade com base numa
estrutura tridimensional, tal como a obtida por cristalografia
de raios X ou ressonadncia magnética nuclear (RMN). Tal pode
ser conseguido utilizando técnicas largamente aceites na arte.

"Acido nucleico original" significa gue o A4cido nucleico
que codifica um polipéptido de interesse que pode ser
"alterado" (ou seja modificado por engenharia genética ou
mutado) para codificar uma protuberéncia ou cavidade. O Aacido
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nucleico original ou de partida pode ser um acido nucleico de
ocorréncia natural ou pode incluir um Aacido nucleico que foi
sujeito a alteracdo anterior (por exemplo, um fragmento de
anticorpo humanizado). "Alteracdo" do acido nucleico significa
que o 4&cido nucleico original é mutado por insergdo, delecgdo
ou substituicdo de pelo menos um coddc que codifica um residuo
de aminodcido de interesse. Normalmente, substitui-se um coddo
que codifica um residuo original por um coddo que codifica um
residuo importado. As técnicas para modificar por engenharia
genética um ADN desta forma foram revistas em Mutagenesis: a

Practical Approach, M.J. McPherson, Ed., (IRL Press, Oxford,

RU (1991) e incluem mutagénese dirigida ao local, mutagénese
de cassete e mutagénese por reaccao de polimerizacdo em cadeia
(PCR), por exemplo.

L protuberdncia ou cavidade pode ser "introduzida"™ na
interface do primeirc ou segundo polipéptido por meios
sintéticos, por exemplo por técnicas recombinantes, sintese de
péptides in vitro, técnicas para introduzir residuos de
aminodcidos de ocorréncia ndo natural descritas previamente,
por acoplamento de péptidos enzimdtica ou gquimicamente ou por
uma combina¢do destas técnicas. Assim, a protuberédncia ou
cavidade que é "introduzida" é de "ocorréncia nao natural" ou
"ndo nativa", o que significa gque nao existe na natureza ou no
polipéptido original (por exemplo um anticorpo monoclonal
humanizado) .

De preferéncia o residuo de amincadcido importado para a
formagdo da protuberdncia tem um numero relativamente pequeno
de "rotémeros" (por exemplo cerca de 3-6). Um "rotdmero" é uma
conformagdo energeticamente favordvel de uma cadeia lateral de
amincdcido. O nUmero de rotédmeros de varios residuos de
aminodcidos & revisto em Ponders e Richards, J. Mol. Biol.
193: 775-791 (1987).

Beteromultimero "isolado" significa um heteromultimero que
foi identificado e separado e/ou recuperado de uma componente
do seu ambiente de cultura celular natural. As componentes
contaminantes do seu ambiente natural sdo materiais que
interfeririam com as utilizagdes de diagndstico ou
terapéuticas para o heteromultimero e podem incluir enzimas,
hormonas e outros solutos proteindceos ou ndo proteindcecs. Em
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concretizagbes preferidas, o heteromultimero serd purificado
(1) a mais do gue 95% em peso de proteina, tal como
determinade pelo método de Lowry e com maior preferéncia mais
de 99% em peso, (2) a um grau suficiente para obter pelo menos
15 residuos do terminal N ou da sequéncia de aminodcidos
interna por utilizacao de um sequenciador de copo rotativo ou
(3) até homogeneidade por SDS-PAGE em condigdes redutoras ou
ndao redutoras utilizando coloracdc de azul de Coomassie ou, de
preferéncia, prata.

Os heteromultimeros do presente invento sdao geralmente
purificados até homogeneidade substancial. As frases
"substancialmente homogéneo™, "forma substancialmente
homogénea" e "homogeneidade substancial" sdo utilizadas para
indicar que o produto estd substancialmente isento de produtos
secundarios originados de combinacdes de polipéptido
indesejadas (por exemplo homomultimeros). Expressa em termos
de pureza, homogeneidade substancial significa que a
quantidade de produtos secunddrios ndo excede 10% e de
preferéncia é inferior a 5%, com maior preferéncia inferior a

%, com a maior preferéncia inferior a 0,5%, em qgue as
percentagens sdo em peso.

A expressao "sequéncias de controlo" refere-se a
sequéncias de ADN necessdrias para a expressdo de uma
sequéncia de codificacgdo ligada operacionalmente num organismo
hospedeiro determinado. As sequéncias de controlo que sao
adequadas para procariotas, por exemplo, incluem um promotor,
opcionalmente uma sequéncia de operador, um local de ligacdo
de ribossoma e, ©possivelmente, outras sequéncias ainda
fracamente entendidas. Sabe-se gque as células eucaridticas
utilizam promotores, sinais de poliadenilacgao e facilitadores.

O acido nucleico estd "ligado operacionalmente"™ guando
estd colocado numa relacdo funcional com outra sequéncia de
dcido nucleico. Por exemplo, ADN para uma pré-sequéncia ou
comando de excregdo que se encontra ligado operacionalmente a
ADN para um polipéptido, caso seja expresso Ccomo uma pré-
proteina que participa na excrecdo do polipéptido; um promotor
ou facilitador encontra-se ligadc operacionalmente a uma
sequéncia de codificacdo se afecta a transcricdo da sequéncia;
ou um 1local de 1ligagdo de ribossoma encontra-se ligado
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operacionalmente a uma sequéncia de codificagdo se esta
posicicnado de modo a facilitar traducdc. Geralmente, "ligado
operacionalmente" significa que as sequéncias de ADN a ligar
sdo contiguas e, no caso de um comando de excregao, contiguas
e em fase de leitura. Contudo, os facilitadores ndo tém que
ser contiguos. A ligagdo é efectuada por ligagdao a locais de
restricdoc convenientes. Caso tais locais nao existam,
utilizam-se adaptadores ou ligantes oligonucledtidos
sintéticos de acordo com a pratica convencional.

II. Preparag¢ao do heteromultimero

1. Preparacdo dos materiais de partida

Como primeira etapa, seleccionam-se o primeiro e segundo
polipéptidos (e guaisquer polipéptidos adicionais que formam o
heteromultimero). Normalmente, o© &cido nucleico que codifica
estes polipéptidos deve ser iscolado de modo a poder ser
alterado para codificar a protuberéncia ou cavidade, ou ambas,
tal como aquli definidas. Contudo, as mutagdes podem ser
introduzidas wutilizando meios sintéticos, por exemplo por
utilizagdo de um sintetizador de péptido. Igualmente, no caso
do residuo importado ser um residuo de ocorréncia ndo natural,
estd disponivel o método de Noren et al., supra para preparar
polipéptidos com tais substituig¢des. Adicionalmente, parte do
heteromultimero é preparada recombinantemente de modo adequado
em cultura celular e preparam-se ocutra(s) parte(s) da molécula
por essas técnicas descritas supra.

Seguem-se técnicas para 1solar anticorpos e preparar
imunoadesinas. No entanto, considerar-se-4 que 0
heteromultimero pode incorporar outros polipéptidos utilizando
técnicas que sao conhecidas na arte. Por exemplo, o A&acido
nucleico que codifica um polipéptido de interesse (por exemplo
um ligando, receptor ou enzima) pode ser 1isolado de uma
biblioteca de ADNc preparada de tecido que se pensa possuir o
ARNm de polipéptido e para expressa-lo a um nivel detectavel.
Rastreiam-se as bibliotecas com sondas (tails como anticorpos
ou oligonucledétidos de cerca de 20-80 bases) concebidas para
identificar o© gene de interesse ou a proteina por ele
codificada. O rastreioc de ADNc ou biblioteca gendmica com a
sonda seleccionada pode ser efectuado utilizando procedimentos
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padrdo tal como descrito nos capitulos 10-12 de Sambrook et
al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual (Nova Iorque: Cold

Spring Harbor Laboratory Press, 1989).

(1) Preparacgdo de anticorpo

Foram descritas varias técnicas para a produgdo de
anticorpos que incluem o método de hibridoma tradicional para
preparar anticorpos monoclonais, técnicas recombinantes para
preparar anticorpos (incluindo anticorpos quiméricos, por
exemplo anticorpos humanizados), produgdc de anticorpo em
animais transgénicos e a tecnologia descrita recentemente de
disposicdo de fagos para preparar anticorpos "completamente
humanos”. Estas técnicas serdo descritas sucintamente infra.

Podem geralmente desenvolver-se anticorpos policlonais
para o antigénio de 1interesse em animais por multiplas
injecgBes subcutédneas (sc) ou 1intraperitoneais (ip) do
antigénio e um adjuvante. Pode ser util conjugar o antigénio
(ou um fragmento contendo a sequéncia de aminodcidos alvo) com
uma proteina gue ¢é imunogénica na espécie a imunizar, por
exemplo, hemocianina de lapa gigante, albumina de soro,
tiroglobulina Dbovina ou inibidor de tripsina de soja,
utilizando um agente Dbifuncional ou de derivatizacgao, por

exemplo éster sulfossuccinimida de maleimidobenzoilo
(conjugacao através de residuos de cisteina),
N-hidroxissuccinimida (através de residuos lisina),

glutaraldeido, anidrido succinico, SOCl, ou R'N=C=NR, em que R
e R' sao grupos alquilo diferentes. 0s animais sdo imunizados
contra os conjugados ou derivados imunogénicos por combinacido
de 1 mg de 1 pg de conjugado (para coelhos ou ratinhos,
respectivamente) com 3 volumes de adjuvante completo de Freud
e injectando a solugdo intradermicamente em multiplos locais.
Um més mais tarde, os animais sdo reforcados com 1/5 a 1/10 da
quantidade original do conjugado em adjuvante completo de
Freud por injeccdo subcuténea em multiplos locais. 7 a 14 dias
mais tarde, sangram-se 0s animais e ensaia-se 0 SsSOro para
titulo de anticorpo. Os animais recebem reforgco até que o
titulo atinja um patamar. De preferéncia, o animal recebe
reforgo com o conjugado do mesmo antigénio, mas conjugado com
uma proteina diferente e/ou através de um reagente de
reticulagdo diferente. Podem também preparar-se conjugados em
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cultura celular recombinante como fusdes de proteinas.
Igualmente, utilizam-se agentes de agregacgdo, tais como
alumen, para aumentar a resposta imunitaria.

Os anticorpos monoclonais sao obtidos de uma populacgdo de
anticorpos substancialmente homogénea utilizando o método do
hibridoma primeiramente descrito por Kohler e Milstein, Nature
256:495 (1975) ou podem ser preparados por métodos de ADN
recombinante (Cabilly et al., Patente U.S. N.° 4 816 567). No
método do hibridoma, imuniza-se um ratinho ou outro animal
hospedeiro adequado, tal como hamster, como agqui descrito
supra, para desenvolver linfécitos que produzem ou s3o capazes
de produzir anticorpos que se ligardo especificamente a
proteina utilizada para imunizagdo. Alternativamente, ©s
linfécitos podem ser imunizados in vitro. Os linfdcitos sdo
entdo fundidos com células de mieloma utilizando um agente de
fusdc adequadc, tal como polietilenoglicol, para formar uma
célula de hibridoma (Goding, Monoclcnal Antibodies: Principles
and Practice, p. 59-103 [Academic Press, 1986]). As células de

hibridoma assim preparadas sdo cultivadas e crescidas num meio
de cultura adequado que contém de preferéncia uma ou mais
substdncias que inibem o crescimentc ou sobrevivéncia de
células de mieloma parentais ndo fundidas. Por exemplo, se as
células de mieloma ©parentais nao contiverem a enzima
hipoxantina-guanina-fosforibosil-transferase (HGPRT ou HPRT),
o meio de cultura para os hibridomas incluird tipicamente
hipoxantina, aminopterina e timidina (meio HAT), substancias
que evitam o crescimento de células deficientes em HGPRT. As
células de mieloma preferidas sdo as que fundem eficazmente,
mantém expressdo estdvel em niveis elevados de anticorpo pelas
células produtoras de anticorpo seleccionadas e sdo sensiveis
a um meio tal como meio HAT. Entre estas, as linhas de células
de mieloma preferidas sdac linhas de mieloma murino, tais como
as derivadas de tumores de ratinho MOPC-21 e MPC-11
disponiveis de Salk Institute Cell Distribution Center, S3an
Diego, Califdérnia, EUA e células SP-2 disponivels de American
Type Culture Collection, Rockville, Maryland, EUA. Foram
também descritas linhas celulares de mieloma humano e
heteromieloma ratinho-humano para a produgdo de anticorpos
monoclonais humanos (Kozbor, J. Immunol., 133:3001 [1984]; e

Brodeur et al., Monoclonal Antibody Production Technigques and

Applications, p. 51-63, Marcel Dekker, 1Inc., Nova Iorque,
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1987). Consultar também, Boerner et al., J. Immunol.,
147(1):86-95 (1991) e WO 91/17769, publicada a 28 de Novembro
de 1991, ©para técnicas para a produgdc de anticorpos

monoclonais humanos. O meio de cultura no qual crescem as
células de hibridoma é ensaiado para a produ¢dao de anticorpos
monoclonails dirigidos contra o antigénio de interesse. De
preferéncia, a especificidade de 1ligagdc de anticorpos
monoclonais produzidos por células de hibridoma € determinada
por imunoprecipitac¢ac ou por ensaio de ligagcao in vitro, tal
como radioimunoensaio (RIA) ou eéensaio de imunoabsorc¢iao
enzimdtica (ELISA). A afinidade de 1ligagdo do anticorpo
monoclcnal pode, por exemplo, ser determinada pela analise de
Scatchard de Munson e Pollard, Anal. Biochem. 107:220 (1980).
Apds se ddentificarem células de hibridoma gque produzem

anticorpos com a especificidade, afinidade e/ou actividade
pretendidas, os clones podem ser subclonados por procedimentos
de diluig¢do limitativa e cultivados por métodos padrdo.
Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, p. 59-

104 (Academic Press, 1986). Constituem meios de cultura
adequados para este objectivo, entre outros, por exemplo, meio
Eagle modificado por Dulbecco ou meio RPMI-1640. Além disso,
as c¢élulas de hibridoma podem ser cultivadas in vivo como
tumores de ascites num animal. Os anticorpos moncclonais
excretados pelos subclones sdao separados adequadamente do meio
de cultura, fluido de ascites ou soro por procedimentos de
purificacdc de imuncoglobulina convencionais tais comc, por
exemplo, proteina A-Sepharose, cromatografia em
hidroxilapatite, electroforese en gel, didlise ou
cromatografia de afinidade.

Alternativamente, ¢é agora ©possivel produzir animais
transgénicos (por exemplo ratinhos) que sdo capazes, Por
imunizag¢do, de produzirem um reportdrio completo de anticorpos
humanos na auséncia de produgdo de imunoglobulina enddgena.
Por exemplo, foil descrito que a delecdo homozigdtica do gene
de regido de Jjuncdo (JH) de cadeia pesada de anticorpo em
ratinhos quiméricos e mutantes de linha germinal resulta em
inibicdo completa da produgdao de anticorpo enddgeno. A
transferéncia de uma matriz de gene de imunoglobulina de linha
germinal humana em tais ratinhos mutantes de linha germinal
resultara na producdo de anticorpos humanos pPor pProvocagio com
antigénioc. Consultar, por exemplo, Jakobovits et al., Proc.
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Natl. Acad. Sci. USA 90:2551-255 (1993) e Jakobovits et al.,
Nature 362:255-258 (1993).

Numa concretizagcao adicional, podem isolar-se anticorpos
ou fragmentos de anticorpo a partir de bibliotecas de fagos de
anticorpoc geradas utilizando as técnicas descritas em
McCafferty et al., Nature, 348:552-554 (1990), wutilizando o
antigénio de interesse ©para seleccionar um anticorpo ou
fragmento de anticorpo adequado. Clackson et al., Nature,
352:624-628 (1991) e Marks et al., J. Mol. Biol., 222:581-597
(1991) descrevem o isolamento de anticorpos murinos e humanos,

respectivamente, utilizando biblioctecas de fagos. Publicagdes
subsequentes descrevem a producaoc de anticorpos humanos de
elevada afinidade (gama de nM) por reorganizacdo de cadeia
(Mark et al., Bio/Technol, 10:779-783 [1992]), bem como
infec¢do combinatéria e recombinagdo in  vivo como uma

estratégia para construir biblioteca de fagos muito extensas
(Waterhouse et al., Nuc. Acids Res., 21:2265-2266 [1993]).
Assim, estas técnicas sdo alternativas vidveis as técnicas de

hibridoma de anticorpo monoclonal tradicionais para isolamento
de anticorpos "monoclonais" (especialmente anticorpos humanos)
que sao abrangidos pelo presente invento.

O ADN que codifica os anticorpos do invento & facilmente
isolado e sequenciadce utilizando procedimentos convencionais
(por exemplo, por utilizacdo de sondas de oligonucledtido que
sao capazes de ligar especificamente genes que codificam as
cadelas pesada e leve de anticorpos murinos). As células de
hibridoma do invento servem como fonte preferida de tal ADN.
Uma vez isoladoc, o ADN pode ser colocado em vectores de
expressao, que sdo entao transfectados para células
hospedeiras, tais como células COS de simio, células de ovario
de hamster chinés (CHO) ou células de mieloma, que de outro
modo nao produzem proteina imunoglobulina, para obter a
sintese de anticorpos monoclonais nas células hospedeiras
recombinantes. O ADN pode também ser modificado, por exemplo,
por substituicdo da sequéncia de codificacdo por dominios
constantes de cadeia pesada e cadeia leve humanas em vez das
sequéncias murinas homélogas, Morrison et al., Proc. Nat.
Acad. Sci. 81:6851 (1984). Dessa forma, preparam-se anticorpos
"quiméricos" que apresentam a especificidade de ligagdao de um
anticorpo monoclonal anti-antigénio aqui incluido.
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Sac bem conhecidos na arte métodos para humanizar
anticorpos ndo humanos. Geralmente, um anticorpo humanizado
tem um ou mais residuos de aminodcidos nele introduzido de uma
fonte que néo ¢é humana. Estes residuos de aminodcidos néo
humanos sdo frequentemente denominados residuos "importado",
que sdo tipicamente obtidos de um dominio wvaridvel
"importado". A humanizacdo pode ser essencialmente efectuada
seguindo o método de Winter e colaboradores (Jones et al.,
Nature 321:522-525 [1986]; Riechmann et al., Nature 332:323-
327 [1988]; Verhoeyen et al., Science 239:1534-1536 [1988]),
por substituicdo de CDR ou seguéncias de CDR humanas por
sequéncias correspondentes de um anticorpo de roedor. Assim,
tais anticorpos "humanizados" saoc anticorpos guiméricos
(Cabilly, supra), em que substancialmente menos do que um
dominic variavel humano intacto foi substituido pela sequéncia
correspondente de uma espécie ndo humana. Na préatica, os
anticorpos humanizados sao tipicamente anticorpos humanocs em
que alguns residuos de CDR e possivelmente alguns residuos de
FR sdo substituidos por residuos de locais andlogos em
anticorpos de roedor. E importante que os anticorpos sejam
humanizados com retengdo de elevada afinidade para o antigénio
e outras propriedades bioldégicas favordveis. Para atingir tal
objectivo, de acordo com um método preferido, os anticorpos
humanizados sdo preparados por um processo de andlise se
sequéncias parentails e varios produtos humanizados conceptuais
utilizando modelos tridimensionais das sequéncias parentais e
humanizada. Os modelos tridimensionais de imunoglobulina sao
familiares aos peritos na arte. Encontram-se disponiveis
programas de computador gque ilustram e apresentam estruturas
conformacionais tridimensionais provéaveis de sequéncias de
imuncglobulina candidatas seleccionadas. A 1inspecg¢do destas
apresentacgdes permite a andlise do papel provavel dos residuos
no funcionamento da sequéncia de imunoglobulina candidata ou
seja a andlise dos residuos que influenciam a capacidade da
imunoglobulina candidata ligar o seu antigénio. Desta forma,
podem seleccionar-se e combinar-se residuos FR da sequéncia
consensual e importada de modo a conseguir a caracteristica de
anticorpo pretendida, tal como afinidade melhorada para o(s)
antigénio(s) alvo. Para mais detalhes consultar WO 92/22653,
publicada a 23 de Dezembro de 1992.
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(11) Preparacdo de imunoadesina

Sdo conhecidas imunoglobulinas (Ig) e determinadas suas
variantes e muitas foram preparadas em cultura celular

recombinante. Por exemplo, consultar patente U.S. N.°
4 745 055; EP 256 654; Faulkner et al., Nature 298:286 (1982);
EP 120 694; EP 125 023; Morrison, J. Immun. 123:793 (1979);
Kohler et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:2197 (1980); Raso

et al., Cancer Res. 41:2073 (1981); Morrison et al., Ann. Rev.
Immunol. 2:239 (1984); Morrison, Science 229:1202 (1985);
Morriscon et al., Proc. Natl. Acad. sci. USA 81:6851 (1984);
EP 255 694; EP 266 663; e WO 88/03559. Sdo também conhecidas
cadeias de imunoglobulina redistribuidas. Consultar, por
exemplo, patente U.S. N.° 4 444 878; WO 88/03565; e EP 68 763
e referéncias ai citadas.

Sac conhecidas na arte quimeras construidas a partir de
uma sequéncia de dominio de ligacdo de adesina ligada a uma
sequéncia de dominio constante de imunoglobulina adequada
(imunoadesinas). As 1munoadesinas relatadas na literatura
incluem fusbes do receptor de células T (Gascoigne et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84:2936-2940 [1987]); CD4 (Capon et
al., Nature 337:525-531 [1989]; Traunecker et al., Nature
339:68-70 [1989]; Zettmeissl et al., DNA Cell Biol. USA 9:347-
353 [1990]1; e Byrn et al., Nature 344:667-670 [1990]1);
L-selectina (receptor de residéncia) (Watson et al., J. Cell,.
Biol. 110:2221-2229 [1990]; e Watson et al., Nature 349:164-
167 [1991]); CD44 (Aruffo et al., Cell 61:1303-1313 [1990]);
CD28 e B7 (Linsley et al., J. Exp. Med. 173:721-730 [1991]);
CTLA-4 (Lisley et al., J. Exp. Med. 174:561-569 [1991]); CD22
(Stamenkovic et al., Cell 66:1133-1144 [1991]); receptor de
TNF (Ashkenazi et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:10535-
10539 [1991]; Lesslauer et al., Eur. J. Immunol. 27:2883-2886
[1991]; e Peppel et al., J. Exp. Med. 174:1483-1489 [1991]1); e
receptor O de IgE (Ridgway e Gorman, J. Cell. Biol. Vol. 115,
Resumo N.° 1448 [1991]).

A concepcdo de imunocadesina mais simples e mais directa
combina o(s) dominio(s) de ligacdo da adesina (por exemplo o©
dominio extracelular [ECD] de um receptor) com as regides de
dobra e Fc de uma cadeia pesada de imunoglobulina (consultar
figura 3). Usualmente, gquando se preparam imunoadesinas do
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presente invento, fundir-se-a4 4dcido nucleico que codifica o
dominioc de ligacdo da adesina no terminal C com &cido nucleico
que codifica o terminal N de wuma sequéncia de dominio
constante de imunoglobulina, contude sao também possiveis
fusdes de terminal N.

Tipicamente em tais fusbes, o polipéptido quimérico
codificado manterd funcionalmente activos pelo menos 0s
dominics de dobra, Cg2 e Cy3 da regiao constante de uma cadeia
pesada de imunoglobulina. Também se fazem fusdes com o
terminal C da parte Fc de um dominio constante ou
imediatamente terminal N da Cygl da cadeia pesada ou da regiao
correspondente da cadeia leve. 0 local exacto no qual se faz a
fusdo ndo é critico; sdo bem conhecidos locais especificos e
podem ser seleccionados de modo a optimizar a actividade
bioldgica, excregdo ou caracteristicas de ligagdo da Ia.

Numa concretizacdo preferida, a sequéncia de adesina ¢
fundida ao terminal N do dominio Fc¢ de imunoglobulina G:
(IgG:) . E possivel fundir a regido constante de cadeia pesada
completa a sequéncia de adesina. Contudo, com maior
preferéncia, é utilizada na fusdo uma sequéncia com inicio na
regido de dobra imediatamente a montante do lccal de clivagem
de papaina que define quimicamente Fc de IgG (ou seja residuo
216, considerando o primeiro residuo da regido constante de
cadeia pesada como sendo 114) ou locais analogos de outras
imunoglobulinas. Numa concretizag¢ao particularmente preferida,
funde-se a sequéncia de aminocdcidos de adesina a (a) a regiao
de dobra e Ci2 e Cg3 ou (b) os dominios Cyl, de dobra, Cy2 e
Cy3, de uma cadeia pesada de IgGi, IgG; ou IgGs. O local exacto
no qual se faz a fusdo ndo é critico e o local éptimo pode ser
determinado por experiéncias de rotina.

Para 1imuncadesinas biespecificas, as i1muncadesinas sao
montadas como multimeros e nomeadamente como heterodimeros ou
heterotetrédmeros. Geralmente, estas imunoglobulinas montadas
terdo unidades estruturais conhecidas. A unidade estrutural
basica de quatro cadeias ¢ a forma em que existem IgG, IgD e
IgE. Nas imunoglobulinas de peso molecular mais elevado
repete-se uma unidade de quatro cadeias; IgM geralmente existe
como um pentémero de quatro unidades bédsicas mantidas em
conjunto por pontes dissulfureto. A globulina IgA, e
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ocasionalmente a glcbulina IgG, pode também existir em forma
multimérica no soro. No caso do multimero, cada uma das gquatro
unidades pode ser igual ou diferente.

Apresentam-se esquematicamente infra varios exemplos de
montagens de imunoadesinas abrangidas pelo presente ambito:

) AC.L-ACy;

) ACg-[ACy, AC,-ACy, AC,—VyCe ou V.,C-ACx];

) BC,-AC:i— [AC,-ACx, AC:-ViCs, V:Ci—ACy ou V;Ci-ViCy] ;
) AC.-VgCyz— [ACg, ou AC,-VgCg ou Vi Cy—ACg];

) ViCp—ACy-[AC,—VgCy ou Vi C—ACqx]; e

) [A=Y].—[VLCL-VuCy) 2,

em que A representa sequéncias de amincadcidos de adesina
iguais ou diferentes;

Vy € um dominio variavel de cadeia leve de imunoglobulina;

Vy € um dominio varidvel de cadeia pesada de imuncglobulina;
C: ¢ um dominio constante de cadeia leve de imunoglobulina;
Cy € um dominio constante de cadeia pesada de imunoglobulina;

n é um numero inteiro superior a 1;
Y designa o residuo de um agente de reticulagdo covalente.

Por motivos de brevidade, as estruturas anteriores apenas
apresentam caracteristicas chave; nao indicam dominios de
jung¢ao (J) ou outros dominios das imunoglobulinas, nem se
apresentam as ligag¢des dissulfureto. Contudo, quando sdo
necessarios tais dominios para actividade de ligag¢do, deve ser
entendido que devem estar presentes nas localiza¢des usuais
que ocupam nas moléculas de imunoglobulina.

Alternativamente, podem inserir-se sequéncias de adesina
entre as sequéncias de cadeia pesada e leve de imunoglobulina,
de modo a obter-se uma imunoglobulina incluindo uma cadeia
pesada quimérica. Nesta concretizacdo, as sequéncias de
adesina sdo fundidas a extremidade 3' de uma cadeia pesada de
imunoglobulina em cada brac¢o de uma imunoglobulina, quer entre
os dominios de dobra e Cy2, quer entre os dominios Cg2 e Cg3.
Foram relatadas construgbes semelhantes por Hoogenboom, et
al., Mol. Immunol. 28:1027-1037 (1991).
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Embora ndo seja necessdria a presenga de uma cadeia leve
de imunoglobulina nas imunoadesinas do presente invento, pode
estar ©presente uma cadeia leve de 1imunoglobulina quer
associada covalentemente a um polipéptido de fusdao adesina-
cadeia pesada de imunoglobulina, quer directamente fundida a
adesina. No primeiro caso, o0 ADN que codifica uma cadeia leve
de imunoglobulina € tipicamente co-expressc com o ADN que
codifica a proteina de fusdo de adesina-cadeia pesada de
imunoglobulina. Por excregdo, o hibrido de cadeia pesada e
cadeia leve estard associado covalentemente para proporcionar
uma estrutura do tipo imunoglobulina incluindo dois pares de
cadeia pesada-cadeia leve de imunoglobulina ligados por
dissulfureto. Constituem métodos adequados para a preparacao
de tais estruturas, por exemplo, o0s revelados em patente U.S.
N.° 4 816 567, concedida a 28 de Marcgo de 1989.

Numa concretizacgdo preferids, as sequéncias de
imunoglobulina utilizadas na construgdao das imunoadesinas do
presente invento sdo de um dominio constante de cadeia pesada
de uma imuncglobulina IgG. Para imunoadesinas humanas, &
preferida a utilizacdo de sequéncias de imunoglobulina IgG- e
IgG; humana. Uma das vantagens principais de utilizar IgG; é
devida ao facto das imuncadesinas IgG; poderem ser purificadas
eficazmente em proteina A 1imobilizada. Contrariamente, a
purificacéo de IgGs requer proteina G, um meio
significativamente menos versatil. Contudo, devem
considerar-se outras propriedades estruturais e funcionais de
imunoglobulinas quando se selecciona ¢ parceiro de fusao Ig
para uma determinada constru¢do de imunoadesina. Por exemplo,
a dobra IgG; é mais longa e mais flexivel, portanto pode
acomodar dominios de "adesina" maiores que podem ndo se dobrar
ou funcionar adequadamente quando fundidos a IgG;. Outra
consideracao pode ser a valéncia; as imunocadesinas IgG sao
homodimeros bivalentes, enguanto que as Ig de subtipos como
Igh e IgM podem dar origem a estruturas diméricas ou
pentaméricas, respectivamente, da unidade de homodimerc Ig
bdsica. Para imunoadesinas concebidas para aplicac¢do in vivo,
as propriedades farmacocinéticas e as fungbes de efector
especificadas pela regido Fc sdo também importantes. Embora
IgG;, IgG, e 1IgG, apresentem todas semividas iIn vivo de
21 dias, as suas poténcias relativas de activar o sistema de
complemento sao diferentes. IgG, ndc activa o complemento e
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IgG, ¢ significativamente mails fraca na activacdo de
complementoc do que IgG-. Além disso, contrariamente a IgGi,
IgG; ndo se liga a receptores Fc em células mononucleares ou
neutréfilos. Enquanto que IgG; € Optima para activagaoc de
complemento, a sua semivida in vivo € cerca de um terc¢o da dos
outros 1isotipos IgG. Outra considerag¢do importante para
imunoadesinas concebidas para utilizacéao Como agentes
terapéuticos para humanos € o numero de variantes alotipicas
do 1sotipo particular. Em geral, sao preferidos os isotipos
IgG com menos alotipos definidos serologicamente. Por exenplo,
IgG; apresenta apenas quatro locals alotipicos definidos
serologicamente, dois dos quais (Glm e 2) estdo localizados na
regido Fc; e um destes locals, GIml, nao ¢é imunogénico.
Contrariamente, existem 12 alotipos definidos serologicamente
em IgG3, todos localizados na regido Fc¢; somente trés destes
locais (G3mb, 11 e 21) apresentam um alotipo que ¢é nao
imunogénico. Assim, a imunogenicidade potencial de uma

imunoadesina Y3 é superior a de uma imunoadesina Y1.

A imunocadesinas sdo construidas do modo mais conveniente
por fusdo da sequéncia de ADNc que codifica a parte de adesina
em quadro com uma sequéncia de ADNc de Ig. Contudo, também
pode ser wutilizada a fusdao a fragmentos de Ig gendmicos
(consultar, por exemplo Gascoigne et al., supra; Aruffo et
al., Cell 61:1303-1313 [1990]; e Stamenkcvic et al., Cell
66:1133-1144 [1991]). Este ultimo tipo de fusdo reguer para
expressac a presenca de sequéncias de regulagdo de Ig. Os ADNc
que codificam regides constantes de cadeia pesada de IgG podem
ser isolados com base em sequéncias publicadas de bibliotecas
de ADNc derivadas de linfécitos de Dbago ou de sangue
periférico, por técnicas de Thibridagdo ou reacgdao de
polimerizacdo em cadeia (PCR). Os ADNc que codificam a
"adesina" e as partes de Ig da imuncadesina sdo inseridos em
tandem para um vector de plasmidec que dirige expressao eficaz
nas células hospedeiras seleccionadas.

2. Geragdo de uma protuberdncia e/ou cavidade

Como primeira etapa para seleccionar residuos originais
para formar a protuberdncia e/ou cavidade, obtém-se a
estrutura tridimensional do heteromultimero utilizando
técnicas gque sdao bem conhecidas na @ arte, tal como
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cristalografia de raios X ou RMN. Com base na estrutura
tridimensional, 0s peritos na arte serao capazes de
identificar os residuos de interface.

A interface preferida é o dominio Cg3 de um dominio
constante de imunoglobulina. Os residuos de interface dos
dominios Cg3 de IgG, IgA, IgD, IgE e IgM sao identificados na
figura 5, incluindo os que sdo dptimos para substituigdo por
residuos 1importados. Os residuos de interface de varios
subtipos IgG apresentam-se na figura 6. Identificam-se também
0s residuos "enterrados". A base para modificagdo por
engenharia genética da interface Cg3 ¢é a constatagdo por
cristalografia de raios X qgue a associacao intermolecular
entre as cadeias pesadas de IgG; humana na regido Fc inclui
interacgdo proteina/proteina extensa entre dominios Cp3
enquanto que os dominios Cp2 glicosilados interactuam através
do seu hidrato de carbono (Deisenhofer, Biochem. 20:2361
[1981]). Além disso, existem duas ligagbes dissulfureto inter-
cadeia pesada que sdo formadas eficazmente durante expressao
de anticorpo em células de mamifero, excepto se a cadeia
pesada for truncada para remover os dominios Cz2 e CgH3 (King
et al., Biochem. J. 281:317 [1992]). Assim, a montagem de
cadeias ©pesadas parece promover a formagao de ligacgao

dissulfureto e nao o oposto. Conjuntamente, estes dados
estruturais e funcionais levaram a hipdtese que a associacdo
das cadeia pesadas de anticorpo é dirigida pelos dominios C43.
Especulou-se ainda que a interface entre dominios C43 pode ser
modificada racionalmente para promover a formag¢ao de
heteromultimeros de cadelas pesadas diferentes e evitar a
montagem dos homomultimeros correspondentes. As experiéncias
aqui descritas demonstraram gque foi possivel promover a
formacac de heteromultimeros relativamente a homomultimeros
utilizando esta abordagem. Assim, € possivel gerar uma fusao
de polipéptido incluindo um polipéptido de interesse e o
dominio Cy3 de um anticorpo para formar um primeiro ou segundo
polipéptido. O dominio Cyg3 preferido € derivado de um
anticorpo IgG, tal como uma IgG; humana. Os residuos de
interface de IgG; humana apresentam-se na figura 7.

Identificam-se os residuos de interface que podem
constituir candidatos potenciais para formar a protuberdncia
ou cavidade. & preferivel seleccicnar para substituicdo
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residucs "enterrados". Para determinar se um residuo se
encontra enterrado pode utilizar-se o) programa de
acessibilidade superficial de Lee et al. J. Mol. Biol. b55:

379-400 (1971) para calcular a acessibilidade ao solvente (SA)
de residuos na interface. Seguidamente, podem calcular-se
separadamente a SA para os residuos de cada um dos primeiro e
segundoc polipéptidos apds remogdo do outro polipéptido. A
diferenca em SA de cada residuo entre as formas de mondmero e
dimero da interface pode entdo ser calculada por: SA (dimero)-
SA  (mondémero). Tal proporciona uma lista de residuos que
perdem SA na forma¢do do dimero. Compara-se a SA de cada
residuoc no dimero a SA tedrica do mesmo aminodcido no
tripéptido Gly-X-Gly, em que X= aminodcido de interesse (Rose
et al. Science 229: 834-838 [1985]). Consideram-se como
residuos de interface os residuos que (a) perdem SA no dimero
comparativamente ao mondémero e (b) apresentam uma SA inferior
a 26% da obtida no tripéptido correspondente. Podem delinear-
se duas categorias: 0s que apresentam uma SA<10%
comparativamente aoc seu tripéptido correspondente (ou seja
"enterrado") e 0s que tém 25%>SA>10% comparativamente ao seu
tripéptido correspondente (ou seja "parcialmente enterrado”).

TABELA 2
Residuo Perda de SA Mondmero-Dimero % de Tripéptido
N.o Polipéptido A |Polipéptido B |Polipéptido A|Polipéptido B
0347 22,1 31,0 25,0 26,5
Y349 79,8 83,9 5,2 5,7
L351 67,4 77,7 3,9 2,0
5354 53,4 52,8 11,3 11,7
E357 43,7 45,3 g,4 1,3
5364 21,5 15,1 0,5 1,4
T366 29,3 25,8 0,0 0,1
L368 25,5 29,7 1,0 1,1
K370 55,8 62,3 11,5 11,0
T394 64,0 58,5 0,6 1,4
V397 50,3 49,5 13,2 11,0
D399 39,7 33,7 5,7 5,7
F405 53,7 52,1 0,0 0,0
Y407 89,1 90, 3 0,0 0,0
K409 86,8 92,3 0,7 0,6
T411 4,3 7,5 12,7 9,8

' numeracdo dos residucs como na estrutura cristalina de IgG (Deisenhofer,

Biochemistry 20:2361-2370 [1981]).
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O efeito de substituir residuos na estrutura da cadeia de
polipéptido pode ser estudado utilizando um programa de
modelacdo de grafismo molecular tal como O programa Insightw
(Biosym Technologies). Utilizando o© programa, os residuos
enterrados na interface do primeiro polipéptido que tém uma
cadeia lateral com pequeno volume podem ser alterados para
residuos apresentando um maior volume de cadeia lateral (ou
seja uma protuberdncia), por exemplo. Seguidamente, ©s
residuos na interface do segundo polipéptido gue se encontram
préximos da protuberdncia sdo analisados para revelar um
residuo adequado para formar a cavidade. Normalmente, este
residuo terd um grande volume de cadeia lateral e ¢é
substituido por um residuo apresentando um menor volume de
cadeia lateral. Em determinadas concretizaces, a andlise da
estrutura tridimensional da interface revelard uma
protuberdncia adequadamente posicionada e dimensionada na
interface do primeiro polipéptido ou uma cavidade na interface
do segundo polipéptido. Nesses casos € apenas necessario
modelar um mutante unico, ou seja, com uma protuberdncia ou
cavidade introduzidas sinteticamente.

Relativamente a seleccionar residuos originais potenciais
para substituicdo quando o primeiro e o segundo polipéptido
incluem ambos um dominio Cy3, a interface Cy3/C4y3 de IgG;
humana envolve dezasseis residuos em cada dominio localizados
em quatro folhas B anti-paralelas que mergulha 1090 A% de cada
superficie (Deisenhofer, supra) e Miller, J. Mol. Biol.

216:965 [1990]). Consultar figura 7 aqui incluida. As mutagdes
tém de preferéncia como alvo residuos localizados nas duas

folhas B anti-paralelas centrais. O objectivo ¢ minimizar o
risco de que as protuberdncias que sao criadas possam ser
acomodadas por projecgdo no solvente circundante em vez de o
serem por cavidades compensatérias no dominio Cyg3 do parceiro.

Uma vez identificados os residuocs preferiveis originais ou
importados por modelacédo molecular, introduzem-se as
substitui¢des de amincdcidos no polipéptido utilizando
técnicas que sdo bem conhecidas na arte. Normalmente o ADN que
codifica o polipéptido ¢é concebido por engenharia genética
utilizando as técnicas descritas em Mutagenesis: a Practical

Approach, supra.
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A mutageénese mediada por oligonucledtidos constituil um
método preferidc para preparar variantes de substituicado do
ADN que codifica o primeiro ou segundo polipéptido. Esta
técnica € bem conhecida na arte tal como descrita por Adelman
et al., DNA, 2:183 (1983). Sucintamente, o ADN do primeiro ou
segundc polipéptido ¢é alteradc por  hibridacdo de um
oligonucledtido que codifica a mutacgdo pretendida com um molde
de ADN, em que o molde ¢ a forma em cadeia simples de um
plasmidec ou bacteridfago contendo a sequéncia de ADN do
heteromultimero nado alterada ou nativa. 2Apds hibridacao,
utiliza-se uma ADN polimerase para sintetizar uma segunda
cadeia complementar completa do molde que assim incorporard o
iniciador de oligonucleétido e codificard para a alteracao
seleccionada no ADN de heteromultimero.

Pode efectuar-se mutagénese com cassete tal como descrito
por Wells et al. Gene 34:315 (1985) por substituicdo de uma

regido do ADN de interesse por um fragmento mutante sintético
gerado por hibridacdo de oligonucledtidos complementares. A
mutagénese por PCR ¢ também adequada para produzir variantes
de ADN do primeiro ou segundo polipéptido. Apesar da discussao
que se segue se referir ao ADN entende-se que a técnica também
encontra aplicacdo com ARN. A técnica de PCR refere-se
geralmente ao seguinte procedimento (consultar Erlich,
Science, 252:1643-1650 [1991], o capitulo por R. Higuchi, p.
61-70).

O presente invento também abrange, além de mutagdes de
protuberancia ou cavidade, variantes de sequéncia de
aminodcidos do heteromultimero que podem ser preparados por
introducdo de alteragdes apropriadas de nucledtidos no ADN de
heteromultimero ou por sintese do polipéptido de
heteromultimero pretendido. Tais wvariantes incluem, ©por
exemplo, deleg¢des de residuos ou insergdes ou substituigbes de
residuos no interior das sequéncias de aminocdcidos do primeiro
e segundo polipéptidos que formam o heteromultimero. Qualguer
combinacdo de delecdo, insercdo e substituicdo é efectuada de
modo a se obter a construgao final desde que a construcgao
final apresente as caracteristicas de ligagao de antigénio
pretendidas. As alteragdes de aminodcidos podem também alterar
processos pos—-tradugdo do heteromultimero tal como alterar o
nuimero ou posigcao de locais de glicosilacgao.
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Um método Util para identificacdo de determinados residuocs
ou regides do heteromultimero de polipéptidos que sao
localizacdes preferidas para mutagénese denomina-se
“mutagénese por varrimento de alanina”, tal como descrito por
Cunningham e Wells, Science, 244:1081-1085 (1989). Aqui,
identificam-se um residuo ou grupo de residuos alvo (por
exemplo residuos carregados tais como arg, asp, his, lys e
glu) e substituem-se por um aminodcido neutro ou carregado
negativamente (com a maior preferéncia alanina ou polialanina)
para afectar a interacg¢do dos aminoacidos com o meio aquoso
circundante dentro ou fora da célula. 0s dominios que
demonstrarem sensibilidade funcional as substituigdes sao
entdo refinados por introdu¢do de mais variantes ou de outros
variantes nos locais de substituicdo ou em vez destes. Assim,
enquanto que o local para introduzir uma variagao de sequéncia
de aminoAcidos é predeterminado, a natureza da prépria mutagio
nao necessita ser predeterminada.

Normalmente as mutacdes envolverao substituicdes
conservativas de aminocadcidos em regides ndo funcionais do
heteromultimero. Apresentam-se exemplos de mutagdes na tabela

seguinte.
TABELA 3

Residuo Substitui¢des Exemplificativas Substituigdes
Original Preferidas
Ala (2) val; leu; ile val

Arg (R) lys; gln; asn lys

Asn (N) gln; his; lys; arg gln

Asp (D) glu glu

Cys (C) ser ser

Gln (Q) asn asn

Glu (E) asp asp

Gly (G) pro; ala ala

His (H) asn; gln; lys; arg arg

Ile (I) leu; val; met; ala; phe; norleucina leu

Leu (L) norleucina; ile; val; met; ala; phe ile

Lys (K) arg; gln; asn arg

Met (M) leu; phe; ile leu
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Residuo Substituigdes Exemplificativas Substituicgdes
Original Preferidas
Phe (F) leu; val; ile; ala; tyr leu

Pro (P) ala ala

Ser (8) thr thr

Thr (T) ser ser

Trp (W) tyr; phe tyr

Tyr (Y) trp; phe; thr; ser phe

Val (V) ile; leu; met; phe; ala; norleucina leu

Podem introduzir-se modificacdes covalentes do

heteromultimero na molécula por reacc¢do dos residucs de
aminodcido alvo dos heteromultimeros ou seus fragmentos com um
agente de derivatizacdo orgédnico que ¢ capaz de reagir com
cadeias laterais seleccionadas ou residuos de terminal N ou C
seleccionados. Outro tipo de modificagdo covalente do
polipéptido de heteromultimero inclui altera¢do do padrdo de
glicosilac¢do nativo do polipéptido. Por alteragdo entenda-se
eliminar uma ou mais parte de hidrato de carbono presentes no
heteromultimero original e/ou adicionar um ou mais locais de
glicosilagdo gque ndo estdo presentes no heteromultimero
original. A adigdo de locais de glicosilagdo ao polipéptido de
heteromultimero ¢é convenientemente obtida por alteracac da
sequéncia de aminocacidos de modo a que esta contenha um ou
mais locais de glicosilagcdo ligados a N. A alteracdo pode
também ser efectuada pela adigdo de um ou mais residuos serina
ou treonina ou por substituigbes por estes residuos na
sequéncia de  heteromultimero original (para locais de
glicosilacdo 1ligados a 0). Para facilitar, a sequéncia de
aminodcidos do Theteromultimero ¢é de preferéncia alterada
através de modificagdes ao nivel do ADN, nomeadamente por
mutacdc do ADN que codifica o polipéptido de heteromultimero
em bases pré-seleccionadas de modo a serem gerados coddes que
se traduzirdo nos aminocdcidos pretendidos. Outro meio de
aumentar o numero de partes de hidrato de carbono no
polipéptido de heteromultimero ¢ por acoplamento gquimico ou
enzimdtico de glicdsidos ao polipéptido. Estes métodos séo
descritos em WO 87/05330 publicada a 11 de Setembro de 1987 e
em Aplin e Wriston, CRC Crit. Rev. Biochem., p. 259-306
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(1981). A remocao de partes de hidrato de carbono presentes no
heteromultimero pode ser efectuada quimica ou enzimaticamente.

OQutro tipo de modificagdo covalente de heteromultimero
inclui ligar o polipéptido de heteromultimeroc a um de entre
varios polimeros nao proteinédceos, por exemplo,
polietilenoglicol, polipropilenoglicol ou polioxialgquilenos do
modo estabelecido nas patentes U.S. n.° 4 640 835; 4 496 689;
4 301 144; 4 670 417; 4 791 192 ou 4 179 337.

Dado ser muitas vezes dificil prever antecipadamente as
caracteristicas de um heteromultimero variante, considerar-se-
4 que serd necessario algum rastreio do variante recuperado
para seleccionar o variante dptimo.

3. Expressao do heteromultimero

Apds mutacdo do ADN tal como discutido na secgdo anterior,
0 ADN que codifica a molécula ¢é expresso por utilizacdo de
técnicas recombinantes que se encontram largamente disponiveis
na arte. Muitas vezes, 0 sistema de expressao de eleigao
envolverd um vector e hospedeirc de expressdo de células de
mamifero de modo a que o heteromultimero seja adequadamente
glicosilado (por exemplo no caso de heteromultimeros incluindo
dominics de anticorpo que estdoc glicosilados). Contudo, as
moléculas podem também ser produzidas nos sistemas de
expressac procaridticos elaborados infra. Normalmente, a
célula hospedeira sera transformada com ADN que codifica tanto
0 primeiro polipéptido como o segundo polipéptido e outro(s)
polipéptido(s) necessario(s) para formar o heteromultimero num
unico vector ou em vectores independentes. Contudo, é possivel
expressar © primeiro polipéptido e o segundo polipéptido em
sistemas de expressdo independentes e acoplar os polipéptidos
expressos 1in vitro.

O &cido nucleico (por exemplo, ADNc ou ADN gendmico) que
codifica o heteromultimero ¢ inseridc num vector replicdvel
para clonagem adicicnal (amplificagac do ADN) ou para
expressac. Encontram-se disponiveis muitos vectores. As
componentes do vector incluem geralmente, entre outras, uma ou
mais das seguintes: uma sequéncia de sinalizacgdc, uma origem
de replicagdo, um ou mais genes marcadores, um elemento
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facilitador, um promotor e uma sequéncia de terminacdo de
transcricao.

Os polipéptidos do heteromultimero podem ser produzidos
como polipéptidos de fusdo com uma sequéncia de sinalizagdo ou
outro polipéptido apresentando um local de clivagem especifico
no terminal N da proteina ou polipéptido maduros. Em geral, a
sequéncia de sinalizacdo pode ser uma componente do vector ou
pode ser uma parte do ADN que estd inserida no vector. A
sequéncia de sinalizac¢do heterdloga preferentemente
seleccionada é aguela que é reconhecida e processada (ou seja,
clivada por uma peptidase de sinalizacdo) pela célula
hospedeira. Para células hospedeiras procaridticas, a
sequéncia de sinalizacdoc pode ser substituida por uma
sequéncia de sinalizacgdo procaridtica seleccionada, por
exemplo, do grupo de comandos de fosfatase alcalina,
penicilinase, 1lpp ou enterotoxina II termoestdvel. Para
excrecao por levedura a sequéncia de sinalizacdo nativa pode
ser substituida por, por exemplo, © comando de invertase de
levedura, © comando de factor alfa (incluindo os comandos de

factor o de Saccharomyces e Kluyveromyces, sendo o uUltimo
descrito na patente U.S. n.° 5 010 182 concedida a 23 de Abril
de 1991) ou comando de fosfatase 4acida, o comando de
glucoamilase de C. albicans (EP 362 179 publicada a 4 de Abril
de 1990), ou o sinal descrito em WO 90/13646 publicada a 15 de
Novembro de 1990. Em expressdao de células de mamifero a
sequéncia de sinalizag¢do nativa (por exemplo, a pré-sequéncia
de anticorpo ou adesina que normalmente dirige excrecdo destas
moléculas por células humanas in vivo) é satisfatdria, apesar
de outras segquéncias de sinalizacdo de mamifero poderem ser
adequadas assim como comandos de excregao viricos, por
exemplo, © sinal gD de herpes simplex. O ADN para tal regiao
de precursor estd ligado em guadro de leitura ao ADN que
codifica os polipéptidos que formam o heteromultimero.

Tanto o vector de expressdao como o de clonagem contém uma
sequéncia de 4cido nucleico que permite que o vector se
replique em uma ou mals células hospedeiras seleccionadas.
Geralmente, em vectores de clonagem esta sequéncia ¢ tal gue
permite que o vector se replique independentemente do ADN
cromossémico do hospedeiro e inclui origens de replicagdo ou
sequéncias com replicacdo autdénoma. Tals sequéncias sao bem
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conhecidas para varias bactérias, leveduras e virus. A origem
de replicacao do plasmideo pBR322 ¢é adequada para a maioria

das bactérias Gram-negativas, a origem do plasmideo 2U ¢é
adequada para levedura e diferentes origens viricas (Sv40,
polioma, adenovirus, VSV ou BPV) sdo Uteis para vectores de
clonagem em células de mamifero. Geralmente, a componente de
origem de replicagdo ndo € necessaria para vectores de
expressao de mamifero (a origem SV40 pode ser tipicamente
utilizada apenas porgque contém o promotor precoce).

Os vectores de expressdao e clonagem devem conter um gene
de seleccdo também denominado um marcador seleccionavel. Genes
de selecgdo tipicos codificam proteinas que (a) conferem
resisténcia a antibidticos ou outras toxinas, por exemplo,
ampicilina, neomicina, metotrexato ou tetraciclina, (b)
complementam deficiéncias auxotrdéficas, ou (c) fornecem
nutrientes criticos naoc disponiveis em meios complexos, por
exemplo, © gene que codifica D-alanina racemase para bacilos.
Un exemplo de um esquema de selecgdo utiliza um farmaco para
parar crescimento de uma célula hospedeira. As células que sao
transformadas com sucessc com um gene heterdlogo produzem uma
proteina gque proporciona resisténcia ao farmaco e assim
sobrevivem ao regime de selecgac. Exemplos de tal seleccgao
dominante utiliza os farmacos neomicina (Southern et al., J.
Molec. Appl. Genet. 1:327 [1982]), 4&cido micofendlico

(Mulligan et al., Science 209:1422 1[1980]) ou higromicina
(Sugden et al., Mol. Cell. Biol. 5:410-413 [1985]). Os trés
exemplos apresentados supra utilizam genes bacterianos sob

controlo eucaridético para proporcionar resisténcia ao farmaco
apropriado G418 ou neomicina (geneticina), xgpt (acido
micofendlico) ou higromicina, respectivamente.

Constituem outros exemplos de marcadores de seleccao
adequados para células de mamifero os que permitem a
identificacdo de células competentes para absorver o &cido
nucleico do heteromultimero, tal como DHFR ou timidina
quinase. Os produtos de transformacdo de células de mamifero
sdo colocados sob pressao selectiva as quais apenas oS
produtcs de transformagdo estdo adaptados de modo unico para
sobreviver em virtude de terem gbsorvido o marcador. A pressao
selectiva é imposta por cultura dos produtos de transformagao
sob condi¢Bes nas quais a concentragaoc no meio do agente
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seleccionado ¢é alterada sucessivamente, levando assim a
amplificacdo tanto do gene de seleccdo como do ADN Jue
codifica o] heteromultimero. Sintetizam-se quantidades
aumentadas de heteromultimero a partir do ADN amplificado.
Constituem outros exemplos de genes amplificadveis, entre
outros, metalotioneina-I e metalotioneina-II, de preferéncia
genes de metalotioneina de primata, adenosina-desaminase,
ornitina-descarboxilase, etc.

Por exemplo, sdo primeiramente identificadas c¢élulas
transformadas com 0 gene de selecgdoc DHFR por cultura de todos
0s produtos de transformacdo num meio de cultura que contém
metotrexato (Mtx), um antagonista competitivo de DHFR.
Constitui uma célula hospedeira apropriada gquando se utiliza
DHFR de tipo selvagem, a linha celular de ovario de hamster
chinés (CHO) deficiente em actividade DHFR preparada e
propagada tal como descrito por Urlaub e Chasin, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 77:4216 (1980). As células transformadas sao
entdo expostas a niveis aumentados de metotrexato. Tal leva a

sintese de cdpias multiplas do gene DHFR e concomitantemente,
cbépias multiplas de outros ADN incluindo vectores de
expressdo, tal como o ADN que codifica as componentes do
heteromultimero. Esta técnica de amplificacdc pode ser
utilizada com outro hospedeiro adequado de outro modo, por
exemplo, ATCC n.° CCL61 CHO-K1, apesar da presenca de DHFR
enddgena caso, por exemplo, se utilize um gene DHFR mutante
que é altamente resistente a Mtx (EP 117 060).

Alternativamente, podem seleccionar-se células hospedeiras
(nomeadamente hospedeiros de tipc selvagem qgue contém DHFR
enddgeno) transformadas ou co-transformadas com sequéncias de
ADN que codificam heteromultimero, proteina DHFR de tipo
selvagem e outro marcador seleccionédvel tal como
aminoglicosido-3'-fosfotransferase (APH) através do
crescimento de células em meio contendo um agente de selecgao
para o marcador selecciondavel tal como um antibidtico
aminoglicosidico, por exemplo, canamicina, neomicina ou G418.
Consultar patente U.S. n.° 4 965 199.

Constitui um gene de selecg¢do adegquado para utilizagdo em
levedura, o gene trpl presente no plasmideo de levedura YRp7
(Stinchcomb et al., Nature 282:39 [1979]; Kingsman et al.,
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Gene 7:141 [1979]; ou Tschemper et al., Gene 10: 157 [1980]).
O gene trpl proporciona um marcador de selec¢do para uma
estirpe mutante de levedura sem a capacidade de crescer em
triptofano, por exemplo, ATCC n.° 44076 ou PEP4-1 (Jones,
Genetics 85:12 [1977]). A presenga da lesdo trpl no genoma da
célula hospedeira de levedura proporciona entdo um ambiente
eficaz para detectar transformacdo por crescimento na auséncia
de triptofano. De igual modo, estirpes de levedura deficientes
em Leu2 (ATCC 20 622 ou 38 626) sao complementadas por
plasmideos conhecidos apresentando o gene Leu?2.

Adicionalmente, podem utilizar-se vectores derivados do

plasmideoc circular de pKDl de 1,6 Um para transformag¢do de
leveduras Kluyveromyces. Bianchi et al., Curr. Genet. 12:185

(1987). Mais recentemente, relatou-se para K. lactis um
sistema de expressdo para produgdo em larga escala de
quimosina de vitelo recombinante. Van den Berg, Bio/Technology

8:135 (1990). Foram também revelados vectores de expressao de
coplas mualtiplas para excregao de albumina de soro humano
recombinante maduro por estirpes industriais de Kluyveromyces.
Fleer et al., Bio/Technology 9:968-975 (1991).

Os vectores de expressao e clonagem contém habitualmente
um promotor que é reconhecido pelo organismo hospedeiro e estd
ligado operacionalmente ao acido nucleico de heteromultimero.
Sdo bem conhecidos um grande numerc de promotores reconhecidos
por varias células hospedeiras potenciails. Estes promotores
estdo ligados operacionalmente ao ADN que codifica o
heteromultimero por remog¢do do promotor do ADN de origem por
digestdo com enzimas de restrigdo e insergdao da sequéncia de
promoteor isolada no vector.

Constituem promotores adequados para utilizacdo com
hospedeiros procaridticos, entre outros, sistemas de promotor
de P-lactamase e de lactose (Chang et al., Nature 275:615
[1978]; e Goeddel et al., Nature 281:544 [1979]), fosfatase
alcalina, um sistema de promotor de triptofano (trp) (Goeddel,
Nucleic Acids Res., 8:4057 [1980] e EP 36 776) e promotores
hibridos tais como o promotor tac (deBoer et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 80:21-25 [1983]). Contudo, saoc adequados outros
promotores Dbacterianos conhecidos. As suas sequéncias de

nucledtidos foram publicadas, permitindo assim que um perito
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na arte os ligue de modo operacional a ADN gue codifica o
heteromultimero (Siebenlist et al., Cell 20:269 [1980])
utilizando 1ligantes ou adaptadores para fornecer quaisquer
locais de restricao necessarios., Os promotores para utilizacao
em sistemas bacterianos conterdo igualmente uma sequéncia de
Shine-Dalgarno (S.D.) 1ligada operacionalmente ao ADN dgue
codifica o heteromultimero.

Conhecem-se sequéncias de promotor para eucariotas.
Virtualmente todos o0s genes eucaridticos tém uma regido rica
em AT localizada aproximadamente entre 25 e 30 bases a
montante do local onde se inicia a transcricgdo. Outra regiao
presente entre 70 e 80 bases a montante do inicio de
transcricdo de muitos genes ¢ uma regido CXCAAT em que X pode
ser gualquer nucledétido. Na extremidade 3' da maioria dos
genes eucaridticos ocorre uma sequéncia AATAAA que pode ser o
sinal para adigdo da cauda poli A a extremidade 3' da
sequéncia de codificacgao. Todas estas sequéncias sao
adequadamente inseridas em vectores de expressdo eucaridticos.

Constituem exemplos de sequéncias de promogdo adeguadas
para utilizacdo com hospedeiros de levedura, entre outros, 0s
promotores da 3-fosfoglicerato-quinase (Hitzeman et al., J.

Bicl. Chem. 255:2073 [1980]) ou outras enzimas glicoliticas
(Hess et al., J. Adv. Enzyme Reg. 7:149 [1968]; e Holland,
Biochemistry 17:4900 [1978]1), tais como enolase,
gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase, hexoquinase, piruvato-
descarboxilase, fosfofrutoquinase, glucose-6-fosfato-
isomerase, 3-fosfoglicerato-mutase, piruvato-quinase,
triosefosfato-isomerase, fosfoglucose-isomerase e
glucogquinase.

Outros promotores de levedurs, que sao  promotores
indutiveis apresentando a vantagem adicional de transcrigao
controlada pelas condic¢des de crescimento, sdo as regides de
promotor para alcool desidrogenase 2, isocitocromo C,
fosfatase Acida, enzimas degradativas assocliadas com ©
metabolismo do azoto, metalotioneina, gliceraldeido-3-fosfato-
desidrogenase e enzimas responsdveis por utilizagdo de maltose
e galactose. Descrevem-se adicionalmente vectores e promotores
adequados para utilizacgdo em expressao em levedura em Hitzeman
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et al., EP 73 657A. Os facilitadores de levedura sao também
vantajosamente utilizados com promotores de levedura.

A transcricac de heteromultimeros a partir de vectores em
células hospedeiras de mamifero é controlada, por exemplo, por
promotores obtidos dos genomas de virus tais como virus do
polioma, virus da variola avidria (UK 2 211 504 publicado a b
de Julho de 1989), adenovirus (tal como Adenovirus 2), virus
do papiloma bovino, virus do sarcoma aviario, citomegalovirus,
um retrovirus, virus da hepatite B e com a maior preferéncia
virus simio 40 (Sv40), de promotores mamiferos heterdlogos,
por exemplo, o promotor da actina ou um promotor de
imunoglobulina ou promotores de chogque térmico.

Os promotores precoce e tardio do virus 3SV40 sao
convenientemente obtidos como um fragmento de restrig¢do Sv40
que também contém a origem de replicagdo virica Sv40. Fiers et
al., Nature 273:113 (1978); Mulligan e Berg, Science 209:1422-
1427 (1980),; Pavlakis et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
78:7398-7402 (1981). 0O  promotor precoce imediato do
citomegalovirus humano ¢é convenientemente obtido como um

fragmento de restricdo HindIII E. Greenaway et al., Gene

18:355-360 (1982). Revela-se um sistema para expressar ADN em
hospedeiros de mamifero utilizando o virus de papiloma bovino
como um vector, em patente U.S. n.° 4 419 446. Descreve-se uma
modificacdo deste sistema em patente U.S. n.° 4 601 978.
Consultar igualmente Gray et al., Nature 295:503-508 (1982)
sobre expressdo de ADNc que codifica interferdo imunitdrio em
células de macaco; Reyes et al., Nature 297:598-601 (1982)
sobre expressdo de ADNc de interferdo B humano em células de
ratinho sob o controlo de um promotor de timidina quinase do
virus herpes simplex; Canaani e Berg, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 79:5166-5170 (1982) sobre expressdo do gene de interferdo

Bl humano em células de ratinho e de coelho em cultura; e
Gorman et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 79:6777-6781 (1982)
sobre expressdo de sequéncias CAT bacterianas em células de

rim de macaco CV-1, fibroblastos de embriao de galinha,
células de ovario de hamster chinés, células Hela e células
NIH-3T3 de ratinho wutilizando a sequéncia longa terminal
repetitiva do virus do sarcoma de Rous como um promotor.
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A transcricdo de ADN que codifica o heteromultimerc por
eucariotas superiores é muitas vezes aumentada por insercac de
uma sequéncia de facilitador no vector. Os facilitadores séao
relativamente independentes da orientagao e posicao, tendo
sido encontrados a 5' (Laimins et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 78:993 [1981]) e a 3' (Lusky et al., Mol. Cell Bio. 3:1108
[1983]) da unidade de transcricdoc, no interior de um intrao
(Banerji et al., Cell 33:729 [1983]), assim como no interior

da prépria sequéncia de codificacgao (Osborne et al., Mol. Cell

Bio. 4:1293 [19847]). Sao actualmente conhecidas muitas
sequéncias de facilitador de genes mamiferos (globina,
elastase, albumina, O-fetoproteina e insulina). Tipicamente,

contudo utilizar-se-& um facilitador de um virus de célula
eucaridtica. Constituem exemplos o facilitador S5v40 do 1lado
tardio da origem de replicacdo (pb 100-270), o facilitador do
promotor precoce de citomegalovirus, o facilitador de polioma
do lado tardio da origem de replicacac e facilitadores de
adenovirus. Consultar igualmente Yaniv, Nature 297:17-18
(1982) sobre elementos facilitadores para activagao de
promotores eucaridticos. O facilitador pode ser sujeito a
splicing para o vector na posigcdo 5' ou 3' relativamente a
sequéncia de codificacdo do heteromultimero, mas localiza-se
de preferéncia no local a 5' do promotor.

Os vectores de expressdo utilizados em células hospedeiras
eucaridticas (células de 1levedura, fungo, 1nsecto, planta,
animal, humanas ou nucleadas de outros organismos
multicelulares) conterdo igualmente sequéncias necessarias
para a terminacao de transcricaoc e para estabilizar o ARNm.
Tais sequéncias estdo habitualmente disponiveis a partir das
regides nao traduzidas a 5' e ocasionalmente a 3' de ADN ou
ADNC eucariodticos ou viriccs. Estas regides contém segmentos
de nucledtidos transcritos como fragmentos poliadenilados na
parte naoc traduzida do ARNm que codifica o hetercmultimero.

A construgdo de vectores adequados contendo uma ou mais
das componentes referidas supra utiliza técnicas de ligacao
padrédo. Clivam-se plasmideos ou fragmentos de ADN isolados,
cortam-se e tornam-se a ligar na forma pretendida para gerar
os plasmideos necessariocs.
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Para analise para confirmar sequéncias correctas nos
plasmideocs construidos, utilizam-se as misturas de ligacao
para transformar E. coli K12 estirpe 294 (ATCC 31 446) e os
produtcs de ftransformacdo bem sucedida sao seleccionados por
resisténcia a ampicilina ou tetraciclina quando apropriado.
Preparam-se plasmideos a partir dos produtos de transformacao,
analisam-se por digestaoc com endonucleases de restricdo e/ou
sequenciam-se peloc método de Messing et al., Nucleic Acids
Res. 9:309 (1981) ou pelo método de Maxam et al, Methods in
Enzymology 65:499 (1980).

Sdc particularmente tUteis ©para levar a pratica este
invento vectores de expressao que proporcionam expressao
transitdéria em células de mamifero de ADN que codifica
heteromultimero. De um modo geral, a expressdo transitdria
envolve a utilizacdo de um vector de expressdao que & capaz de
se replicar eficazmente numa célula hospedeira, de modo que a
célula hospedeira acumule muitas cdpias do vector de expressao
que por sua vez sintetiza niveis elevados de um polipéptido
pretendido codificado pelo vector de expressdao. Sambrook et
al., supra, p. 16.17-16.22, Os sistemas de expressaoc
transitdéria, incluindo um vector de expressdao adeguado e uma
célula hospedeira, permitem identificagdo positiva conveniente
de polipéptidos codificados pelos ADN clonados assim como
rastreio rdpido de heteromultimeros apresentado
especificidades/afinidades de ligacgdo pretendidas.

Descrevem-se outros métodos, vectores e células
hospedeiras adequadas para adaptar a sintese do
heteromultimero em cultura de células de vertebrado
recombinantes em Gething et al., Nature 293:620-625 (1981);
Mantei et al., Nature 281:40-46 (1979); Levinson et al.;
EP 117 060; e EP 117 058. Constituemn plasmideos
particularmente T1Uteis para expressdao do heteromultimero em
cultura de células de mamifero pRKS (EP 307 247) ou pSVI6GR
(publicacdoc PCT n.° WO 91/08291 publicado a 13 de Junho de
1991).

A escolha da linha de células hospedeiras para expressao
do heteromultimero depende principalmente do vector de
expressac. Outra consideracdo € a quantidade de proteina que é
necessdria. Podem muitas vezes ser produzidas quantidades na
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ordem de miligramas por transfecgdes transitdrias. Por
exemplo, a 1linha celular de rim embriondrio humano 293
transformada com o EIA de adenovirus pode ser transfectada de
modo transitdrio com vectores baseados em pRKS através de uma
modificagdo do método de fosfato de calcio para permitir
expressao eficaz de heteromultimero. Podem utilizar-se
vectores baseados em CDM8 para transfectar células COS pelo
método de DEAE-dextrano (Aruffo et al., Cell 61:1303-1313
[1990]; e Zettmeissl et al., DNA Cell Biol. (US) 9:347-353
[1990]). Caso se pretendam maiores guantidades de proteina, a

imunoadesina pode ser expressa apds transfecgdo estdvel numa
linha celular hospedeira. Por exemplo, pode introduzir-se um
vector baseado em pRK5 em células de ovdrio de hamster chinés
(CHO) na presenca de um plasmideo adicional que codifica di-
hidrofolato-redutase (DHFR) e conferindo resisténcia a G418.
Podem seleccionar-se em cultura clones resistentes a G418.
Crescem-se estes clones na presenga de niveis aumentados do
inibidor de DHFR, metotrexato e seleccionam-se clones nos
quais se co-amplificam o numero de coépias de genes que
codificam o DHFR e as sequéncias de heteromultimeroc. Se a
imunocadesina contiver uma sequéncia de comando hidrdfoba no
seu terminal N, é provavel que seja processada e excretada
pelas células transfectadas. A expressdo de imunocadesinas com
estruturas mais complexas pode reguerer células hospedeiras
especificamente adequadas. Por exemplo, determinadas células
hospedeiras de mieloma ou hibridoma podem proporcionar
componentes tais como cadeia leve ou cadeia J (Gascoigne et
al., supra; e Martin et al., J. Virol. 67:3561-3568 [1993]).

Constituem outras células hospedeiras adequadas para
clonagem ou expressdo destes vectores, células de procariotas,
leveduras ou de outros eucariotas superiores descritas supra.
Constituem procariotas adequados para este efeito eubactérias,
tais como organismos Gram-negativos ou Gram-positivos, por
exenplo, Enterobacteriaceae tals como Escherichia, por
exemplo, E. coli, Enterobacter, Erwinia, Klebsiella, Proteus,
Salmonella, por exemplo, Salmonella typhimurium, Serratia, por
exemplo, Serratia marcescans e Shigella, assim como bacilos
tais como B. subtilis e B. licheniformis (por exemplo, B.
licheniformis 41P revelado em DD 266 710 publicada a 12 de
Abril de 1989), Pseudomonas tal como P. aeruginosa e
Streptomyces. Constitui um hospedeiro de clonagem de E. colil
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preferido, E. coli 294 (ATCC 31 446), apesar de serem
adequadas outras estirpes tais como E. coli B, E. coli X1776
(ATCC 31 537) e E. coli W3110 (ATCC 27 325). Estes exemplos
sdo ilustrativos e ndo limitativos. A estirpe W3110 €& um
hospedeiro ou hospedeiro parental particularmente preferido
porque constitul uma estirpe hospedeira comum para fermentacgao
de produtos de ADN recombinante. De preferéncia, a célula
hospedeira deve excretar quantidades minimas de enzimas
proteoliticas. Por exemplo, a estirpe W3110 ©pode ser
modificada para efectuar uma mnmutagdo genética nos genes que
codificam proteinas, incluindo os exemplos de tais hospedeiros
E. coli w3110 estirpe 27C7. 0O gendtipo completo de 27C7 é
tonAA ptr3 phoRAAE15 Afargf-lac)169 ompTA degP4lkarf. A estirpe
27C7 fol depositada a 30 de Outubro de 1991 em American Type
Culture Collection como o0 n.° ATCC 55 244. Alternativamente,
pode ser utilizada uma estirpe de E. coli apresentando a
protease periplasmética mutante revelada na patente U.S. n.°
4 946 783 concedida a 7 de Agosto 1990. Alternativamente, sio
adequados métodos de clonagem, por exemplo, PCR ou outras
reacgdes de polimerase de dcido nucleico.

Além de procariotas, constituem hospedeiros adequados para
clonagem ou expressao de vectores que codificam
heteromultimero, micrdébios eucaridticos tais como fungos
filamentosos ou leveduras. Saccharomyces cerevisiae, 0 vulgar
fermento de padeiro, ¢ o0 mais comummente utilizado dos
microrganismos hospedeiros eucariotas inferiores. Contudo,
encontram-se facilmente disponiveis e sdo aqui Uteis variocs
outros géneros, espécies e estirpes tais como
Schizosaccharomyces pombe (Beach e Nurse, Nature 290:140
[1981]; EP 139 383 publicada a 2 de Maio de 1985); hospedeiros
de Kluyveromyces (patente U.5. n.° 4 943 529; Fleer et al.,
supra) tal como, por exemplo, K. lactis [MW98-8C, CBS683,
CBS4574; Louvencourt et al., J. Bacteriol., 737 (1983)],
K. fragilis (ATCC 12 424), K. bulgaricus (ATCC 16 045),
)
)

K. wickeramii (ATCC 24 178), K. waltii (ATCC 56 500
K. drosophilarum (ATCC 36 906; Van den Berg et al., supra

'
K. thermotolerans e K. marxianus; yarrowia [EP 402 226];
Pichia pastoris (EP 183 070; Sreekrishna et al., J. Basic
Microbiol. 28:265-278 [1988]); Candida; Trichoderma reesia [EP
244 234]; Neurospora crassa (Case et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 76:5259-5263 [1979]1); Schwanniomyces tal como
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Schwanniomyces occidentalis (EP 394 538 publicada a 31 de
Outubro de 1990); e fungos filamentosos tais como, por
exemplo, Neurospora, Penicillium, Tolypocladium (WO 91/00357
publicada a 10 de Janeiro de 1991) e Thospedeiros de
Aspergillus tais como A. nidulans (Ballance et al., Biochemnm.
Biophys. Res. Commun. 112:284-289 [1983]; Tilburn et al., Gene
26:205-221 [1983]1; Yelton et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
81:1470-1474 [1984]) e A. niger (Kelly e Hynes, EMBO J. 4:475-
479 [1985]).

Derivam-se células hospedeiras adequadas para a expressio
de heteromultimero glicosilado a ©partir de organismos
multicelulares. Tais células hospedeiras sdo capazes de
actividades complexas de processamento e glicosilacdo. Em
principio, pode funcionar-se com qualquer cultura celular de
eucariota superior, quer seja de cultura de vertebrados quer
seja de invertebrados. Constituem exemplos de células de
invertebrados, entre outras, células de plantas e de insectos.
Foram identificadas varias estirpes e variantes de baculovirus
e as correspondentes células hospedeiras de insecto
permissivas de hospedeiros tais como Spodoptera frugiperda
(lagarta), Aedes aegypti (mosquito), Aedes albopictus
(mosquito), Drosophila melanogaster (mosca do vinagre) e
Bombyx  mori. Consultar, por  exemplo, Luckow et al.,
Bio/Technology 6:47-55 (1988); Miller et al., em Genetic
Engineering, Setlow et al., ed., Vol. 8 (Plenum Publishing,
1986), p. 277-279; e Maeda et al., Nature 315:592-594 (1985).
Encontram-se disponiveis ao publico varias estirpes viricas

para transfeccgdo, por exemplo, a variante L-1 de Autographa
californica NPV e a estirpe Bm-5 de Bombyx mori NPV e tais
virus podem ser utilizados como o virus aqui de acordo com ©
presente invento, nomeadamente para transfecgao de células de
Spodoptera frugiperda.

Podem utilizar-se como hospedeiros culturas de células de
planta de algodao, milho, batata, soja, petunia, tomate e
tabaco. Tipicamente, transfectam-se c¢élulas de planta por
incubacao com determinadas estirpes da bactéria Agrobacterium
tumefaciens, que foram previamente manipuladas para conter o
ADN de heteromultimero. Durante a incubagdo da cultura de
células de planta com A. tumefaciens, © ADN que codifica o
heteromultimero é transferido para o hospedeiro de célula de
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planta de modo a ser transfectado e expressard, em condigdes
apropriadas, 0 ADN de heteromultimero. Adicionalmente,
encontram-se disponiveis sequéncias de regulacdo e de
sinalizagao compativeis com células de planta, tal como ©
promotor de nopalina-sintase e sequéncias de sinalizacgdo de
poliadenilacdo. Depicker et al., J. Mol. RAppl. Gen. 1:561

(1982). Adicionalmente, segmentos de ADN isolados da regido a
montante do gene T-DNA 780 sdo capazes de activar ou aumentar
0s niveis de transcrigdo de genes expressos em plantas em
tecido de rplanta contendo ADN recombinante. EP 321 196
publicada a 21 de Junho de 1989.

Os hospedeiros preferidos sdc células de vertebrado e a
propagacdo de células de vertebrado em cultura (cultura de
tecidos) tornou-se um procedimento de rotina em anos recentes
(Tissue Culture, Academic Press, Kruse e Patterson, editores

[1973]). Constituem exemplos de linhas de células hospedeiras
de mamifero uteis, a linha CV1 de rim de macaco transformada
por Sv40 (COS-7, ATCC CRL 1651); a linha de rim embrionario
humano (células 293 ou 293 subclonadas para crescimento em
cultura em suspensdo, Graham et al., J. Gen Virol. 36:59
[1977]1); células de rim de hamster bebé (BHK, ATCC CCL 10);
células de ovario de hamster chinés/-DHFR (CHO, Urlaub e
Chasin, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:4216 [1980]); células de
Sertoli de ratinho (TM4, Mather, Biol. Reprod. 23:243-251
[1980]); células de rim de macaco (CV1 ATCC CCL 70); células
de rim de macaco verde africano (VERO-76, ATCC CRL-1587);
células de carcinoma cervical humano (HELA, ATCC CCL 2);
células de rim canino (MDCK, ATCC CCL 34); células de figado
de rato bufalo (BRL 3A, ATCC CRL 1442); células de pulmao
humano (W138, ATCC CCL 75); células de figado humano (Hep G2,
HB 8065); tumor de mama de ratinho (MMT 060562, ATCC CCL51);
células TRI (Mather et al., Annals N.Y. Acad. Sci. 383:44-638
[1982]); células MRC 5; células FS4; e uma linha de hepatoma
humano (Hep G2).

Transfectam-se c¢élulas hospedeiras com 08 vectores de
expressac ou clonagem descritos supra deste invento e
cultivam-se em meio nutriente convencional modificado tal como
adequado para 1induzir promotores, seleccionar produtos de
transformagcdo ou amplificar o0s genes que codificam as
sequéncias pretendidas. Dependendo da c¢élula hospedeira
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utilizada, a transfeccao ¢é efectuada utilizando técnicas
padrdo adequadas para tais células. E geralmente utilizado o
tratamento com calcio utilizando cloreto de calcio, tal como
descrito na secgao 1.82 de Sambrook et al., supra, ou
electroporac¢do para procariotas ou outras células gue contém
barreiras de parede celular substanciais. A 1infecg¢ao com
Agrobacterium tumefaciens utiliza-se para transformacdo de
determinadas células de plantas, tal como descrito por Shaw et
al., Gene 23:315 (1983) e WO 89/05859 publicada a 29 de Junho
de 1989. Adicionalmente, podem  transfectar-se plantas
utilizando tratamento com ultra-sons tal como descrito em
WO 91/00358 publicada a 10 de Janeiro de 1991.

Para células de mamifero sem tais paredes celulares,
prefere-se o método de precipitacgdo com fosfato de calcio de
Graham e van der Eb, Virology 52:456-457 (1978) .
Descreveram-se aspectos gerais de transformacgdes de sistemas
de células hospedeiras de mamiferoc por Axel na patente U.S.
n.° 4 399 216 concedida a 16 de Agosto de 1983. As
transformagdes para levedura sdc tipicamente efectuadas de
acordo com o método de Van Solingen et al., J. Bact. 130:946
(1977) e Hsiao et al., Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) 76:3829
(1979). Contudo, podem wutilizar-se outros métodos para

introduzir ADN em células, tal como micro-injecg¢ao nuclear,
electroporacdo, fusdo de protoplastos bacterianos com células
intactas, ou policatides, por exemplo, polibreno,
poliornitina, etc.. Para diferentes técnicas para transformar
células de mamifero, consultar Keown et al., Methods in
Enzymology (1989), Keown et al., Methods 1in Enzymology
185:527-537 (1990) e Mansour et al., Nature 336:348-352
(1988).

As células ©procaridticas wutilizadas ©para produzir o
polipéptido de heteromultimero deste invento sado cultivada em
meio adequado tal como descrito de um modo geral em Sambrook
et al., supra.

As células Thospedeiras de mamifero wutilizadas ©para
produzir o heteromultimero deste invento podem ser cultivadas
em varios meios. Sado adequados para cultivar as célula
hospedeiras meio disponiveis comercialmente tais como F10 de
Ham (Sigma), meio minimo essencial ([MEM], Sigma), RPMI-1640
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(Sigma) e meio de Eagle modificado por Dulbecco ([DMEM],
Sigma). Adicionalmente, quaisquer dos meios descritos em Ham e
Wallace, Meth. Enz. 58:44 (1979), Barnes e Sato, Anal.
Biochem. 102:255 (1980), patentes U.S. n.° 4 767 704;
4 657 866; 4 927 762; ou 4 560 655; WO 90/03430; WO 87/00195;
pedido de patente U.S. n.° 30 985; ou patente U.S. n.°
5 122 469 podem ser utilizados como meio de cultura para as
células hospedeiras. Quaisquer destes melos pode ser
suplementado como necessdrio com hormonas e/ou outros factores
de crescimento (tais como insulina, transferrina ou factor de
crescimento epidérmico), sals (tais como cloreto de sdédio,
calcio, magnésio e fosfato), tampdes (tal como HEPES),
nucled¢sidos (tais como adenosina e timidina), antibidticos
(tal como o farmaco Gentamycin™), elementos vestigidrios
(definidos como compostos inorgdnicos habitualmente presentes
em concentragdes finais na gama do micromolar) e glucose ou
qualquer fonte de energia equivalente. Podem também incluir-se
quaisquer outros suplementos necessarios a concentragdes
apropriadas que sdao conhecidas dos peritos na arte. As
condig¢Bes de cultura, tais como temperatura, pH e semelhantes,
sdo as previamente utilizadas <com a c¢élula Thospedeira
seleccionada para expressdo e sao evidentes para o perito na
arte.

De um  modo geral, podem  encontrar-se principios,
protocclos e técnicas prdaticas para maximizar a produtividade
de culturas de células de mamifero em Mammalian Cell

Biotechnology: a Practical Approach, M. Butler, ed., IRL
Press, 1991.

As células hospedeiras referidas nesta revelagdo abrangem
células em cultura assim como células que se encontram no
interior de um animal hospedeiro.

4., Recuperacgdo do heteromultimero

O heteromultimero de preferéncia €& geralmente recuperado
do meio de cultura como um polipéptido excretado, apesar de
poder também ser recuperado de lisados de células hospedeiras
quando produzido directamente sem um sinal de excregdo. Se ©
heteromultimero for ligado a membrana, pode ser libertado da



EP 0 812 357 /PT
58

membrana por utilizacado de uma solucao de detergente adequada
(por exemplo Triton-X 100).

Quando o heteromultimerc ¢é produzide numa célula
recombinante diferente de uma célula com origem humana, esta
completamente isento de proteinas ou polipéptidos de origem
humana. Contudo, € necessario purificar o heteromultimero de
proteinas ou polipéptidos de células recombinantes para obter
preparacgdes que sao substancialmente homogéneas relativamente
a heteromultimero. Comoc uma primeira etapa, o meio de cultura
ou lisado ¢ normalmente centrifugado para remover residuos
celulares particulados.

Os heterodimeros apresentande dominios constantes de
anticorpo podem ser convenientemente purificados por
cromatografia em hidroxilapatite, electroforese em gel,
didlise ou cromatografia de afinidade, sendo a cromatografia
de afinidade a técnica preferida. Quando o heteromultimero
inclui um dominio Cy3, a resina Bakerbond ABX™ (J.T. Baker,
Phillipsburg, Nova Jérsia) ¢é util para purificacdo. Qutras
técnicas para purificacao de proteinas tais como
fraccionamento numa coluna de permuta idnica, precipitacgdo com
etanol, HPLC de fase reversa, cromatografia em silica,
cromatografia em heparina Sepharose, cromatografia numa
resina de permuta anidnica ou catidnica (tal como uma resina
de poli(adcido aspartico)), electrofocagem, SDS-PAGE e
precipitagao com sulfato de amdénio estdao também disponiveis
dependendo do polipéptido a recuperar. A adequagdo de proteina
A como um ligando de afinidade depende da espécie e isotipo do
dominio Fc de imunoglobulina que é utilizado na quimera. Pode
utilizar-se proteina A para purificar imuncadesinas que se
baseiam em cadeias pesadas Y1, Y2 ou Y4 humanas (Lindmark et
al., J. Immunol. Meth., 62:1-13 [1983]). Recomenda-se proteina

G para todos os 1sotipos de ratinho e para Y3 humana (Guss et
al., EMBO J. 5:1567 1575 [1986]). A matriz a qual o ligandc de
afinidade estd ligado € na maioria das vezes agarose, mas
encontram-se disponiveis outras matrizes. Matrizes
mecanicamente  estdveis  tais como vidro de porosidade
controlada ou poli(estirenodivinil)benzeno permitem caudais
mais rdpidos e tempos de processamento mais curtos do que os
que podem ser obtidos com agarose. As condigdes para ligacao
de uma imuncadesina a colunas de afinidade de proteina A ou G
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sdo inteiramente ditadas pelas caracteristicas do dominio Fc;
ou seja, a sua espécie e isotipo. De um modo geral, quando se
escolhe o] ligando apropriado, ocorre ligacgéao eficaz
directamente a partir de fluido de cultura nao condicionado,
Consiste numa caracteristica distintiva das imunoadesinas,
para moléculas 7Yl humanas, que a capacidade de ligagao a
proteina A é algo diminuida relativamente a um anticorpo do
mesmo tipo Fc. A imunocadesina ligada pode ser eficazmente
eluida guer a pH &cido (a 3,0 ou acima desse wvalor), ou num
tampdo com pH neutro contendo um sal ligeiramente caotrdpico.
A etapa de cromatografia de afinidade pode resultar numa
preparag¢ao de heterodimero que é >95% pura.

5., Utilizagbes para o heteromultimero

Consideram-se muitas aplicagdes terapéuticas para o
heteromultimero. Por exemplo, © heteromultimero pode ser
utilizado para citotoxicidade redirigida (por exemplo para
matar células de tumor), como um adjuvante de wvacina, para
entregar agentes tromboliticos a coagulos, para entregar
imunotoxinas a células de tumor, para converter profdrmacos
activados por enzima num local alvo (por exemplo, um tumor),
para tratar doencas infecciosas ou dirigir ao alvo complexos
imunitdrios para receptores de superficie celular.

Preparam-se formulagbes terapéuticas do heteromultimero
para armazenagem por mistura do heteromultimero apresentando o
grau de pureza pretendido com transportadores, excipientes ou
estabilizantes aceitéaveis fisiclogicamente opcionais
(Remington's Pharmaceutical Sciences, 162 edig¢ado, 0sol, A.,

Ed., 1[1980]), sob a forma de bolo liofilizado ou solugdes
aquosas. O0s transportadores, excipientes ou estabilizantes
aceitdveis ndo sdo tdxicos para os recebedores nas dosagens e
concentracdes utilizadas e incluem tampbes tais como fosfato,
citrato e outros &acidos orgdnicos; antioxidantes incluindo
dcido ascoérbico; polipéptidos de baixo peso molecular (menocs
de cerca de 10 residuos); proteinas, tais como albumina de
soro, gelatina ou imuncglobulinas; polimeros hidréfilos tal
como polivinilpirrolidona; amincdcidos tais como glicina,
glutamina, asparagina, arginina ou lisina; monossacdridos,
dissacdridos e outros hidratos de carbonos incluindo glucose,
manose ou dextrinas; agentes quelantes tal como EDTA; &lcoois
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de agucar tails como manitol ou sorbitol; contra-ides
formadores de sal tal como sdédio; e/ou tensiocactivos ndo
iénicos tais como Tween, Pluronics ou polietilencglicol (PEG).

O heteromultimero pode também ser encapsulado em
microcdpsulas preparadas, por exemplo, ©por técnicas de
coacervagao ou por polimerizacdo interfacial (por exemplo,
microcdpsulas de hidroximetilcelulose ou de gelatina e
microcdpsulas de poli[metilmetacrilato], respectivamente), em
sistemas coloidais de entrega de farmacos (por exemplo,
lipossomas, microesferas de albumina, microemulsdes,
nanoparticulas e nanocapsulas) ou em macroemulsdes. Tais
técnicas sao reveladas em Remington's Pharmaceutical Sciences,

supra.

O heteromultimero a utilizar para administra¢do in vivo
deve ser estéril. Tal ¢ facilmente conseguido por filtracido
através de membranas de filtragdo estéreis, antes ou apods
liofilizacao e reconstituicdo. 0 heteromultimero sera
normalmente armazenado em forma liofilizada ou sem solugdao.

As composigBes terapéuticas de heteromultimero colocam-se
geralmente num recipiente apresentando um ponto de acesso
estéril, por exemplo, um saco ou frasco de solugdo intravenosa
apresentando uma rolha perfurdvel por uma agulha de injeccdo
hipodérmica.

A via de administracdo de heteromultimero estd de acordo
com métodos conhecidos, por exemplo, injeccdo ou infusdo por
vias intravenosa, intraperitoneal, intracerebral,
intramuscular, intra-ocular, intra-arterial ou intralesional
ou por sistemas de libertacgao prolongada como referido infra.
O heteromultimero é administrado continuamente por infusao ou
por injecg¢do de bolus.

Constituem exemplos adequadcs de preparacdes de libertacao
prolongada, entre  outros, matrizes semi-permedveis de
polimeros hidrdéfobos sélidos contendo a proteina cujas
matrizes se encontram na forma de artigos enformados, por
exemplo, filmes ou microcdpsulas. Constituem exemplos de
matrizes de libertacdo prclongada, entre outrocs, poliésteres,
hidrogéis [por exemplo, poli(2-hidroxietilmetacrilato) tal
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como descrito por Langer et al., J. Biomed. Mater. Res.
15:167-277 (1981) e Langer, Chem. Tech. 12:98-105 (1982) ou
poli(dlcool vinilico)], polilactidos (patente  U.S. n.°

3 773 919, EP 58 481), copolimeros de acido L-glutdmico e gama
etil-L-glutamato  (S5idman et al., Biopolymers 22:547-556
[1983]), etileno-acetato de vinilo ndo degradavel (Langer et
al., supra), copolimeros de acido lactico-acido glicdlico tais
como o Lupron Depot™ (microesferas injectdveis compostas por
copolimero de acido lactico-acido glicdlico e acetato de
leuprolida) e &cido poli-D-(-)-3-hidroxibutirico (EP 133 988).

Enquanto que polimeros tals como etileno-acetato de vinilo
e é&cido léactico-acido glicdlico permitem libertacdo de
moléculas durante mais de 100 dias, determinados hidrogéis
libertam proteinas durante periodos de tempo mais curtos.
Quando as proteinas encapsuladas permanecem no corpo durante
un longo periodo de tempo podem desnaturar ou agregar em
resultado da exposicao a humidade a 37°C, resultando em perda
de actividade bicldégica e possiveis alteracdes na
imunogenicidade. Podem conceber-se estratégias racionais para
estabilizacdo de proteinas dependendo do mecanismo envolvido.
Por exemplo, caso se revele que 0 mecanismo de agregagao é
formacdo de ligagles S-S intermoleculares através de permuta
de tiodissulfureto, pode obter-se estabilizacéo por
modificacdo de residuos sulfidrilo, liofilizacdo a partir de
solugdes Aacidas, controlo do teor em humidade, utilizacdo de
aditivos apropriados e desenvolvimento de composicgdes de
matriz de polimero especificas.

As composicgbes de heteromultimero de libertagdo prolongada
também incluem heteromultimero sequestrado em lipossomas.
Preparam-se lipossomas contendo heteromultimero por métodos
conhecidos por si: DE 3 218 121; Epstein et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 82:3688-3692 (1985), Hwang et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 77:4030-4034 (1980); EP 52 322; EP 36 676,
EP 88 (046; EP 143 949; EP 142 641; pedido de patente Jjaponesa
8§3-118008; patentes U.S. n.° 4 485 045 e 4 544 545; e
EP 102 324. Habitualmente os lipossomas sac do tipo unilamelar

pequenc (cerca de 200-800 angstrom) nos quais o teor de lipido
é superior a cerca de 30% mol de colesterol, sendo a proporg¢ao
seleccionada ajustada para uma terapia Optima com ©
heteromultimero.
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Uma quantidade eficaz de heteromultimero a utilizar
terapeuticamente dependerd, por exemplo, dos objectivos
terapéuticos, da via de administracdo e do estado do doente.
Consequentemente, serd necessdario gque o terapeuta titule a
dosagem e modifique a via de administragdo tal como necessario
para obter o efeito terapéutico optimo. Uma dosagem didria
tipica pode variar entre cerca de 1 Ug/kg até 10 mg/kg ou mais
dependendo dos factores mencionados supra. Tipicamente, o
médico administrard heteromultimero até ser atingida uma
dosagem que atinja o efeito pretendido. O progresso desta
terapia é facilmente monitorizado por ensaios convencionais.

Os heteromultimeros aqui descritos podem também ser
utilizados em imunoensaios enzimdticos. Para atingir este
objectivo, um braco do heteromultimero pode ser concebido para
se ligar a um epitopo especifico na enzima que modo que a
ligagao nao provogue inibigdo enzimatica, podendo o outro
brago do heteromultimero ser concebido para se ligar a matriz
de imobilizagdo assegurando uma densidade enzimdtica elevada
no local pretendido. Constituem exemplos de tais
heteromultimeros de diagnéstico, entre outros, 0s  que
apresentam especificidade para IgG assim como ferritina e os
que apresentam especificidades de ligagao para peroxidase de
rdbano (HRF) assim como para uma hormona, por exemplo.

Os heteromultimeros podem ser concebidos para utilizacao
em imunoensaios com dois locais. Por exemplo, produzem-se dois
heteromultimeros biespecificos que se ligam a dois epitopos
separados na proteina analito - um heteromultimero liga o
complexo a uma matriz insoltvel, o outro liga-se a uma enzima
indicadora.

Os heteromultimeros podem também ser utilizados para
imunodiagnéstico in vitro ou in vivo de diferentes doengas tal
como cancro. Para facilitar esta utilizagdo em diagndstico, um
brago do heteromultimero pode ser concebido para ligar um
antigénio associado a tumor e o outro brago pode ligar um
marcador detectdvel (por exemplo um guelante que liga um
radionuclideo). Por exemplo, pode utilizar-se um
heteromultimero apresentando especificidades para o antigénio
CEA associado a tumor assim como um haptenc bivalente para
efectuar imagem de carcinomas colorrectais e da tirdide.
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Outras wutilizagles ndo terapéuticas, diagndsticas para o
heteromultimero tornar-se-ao evidentes para o perito na arte.

Para aplicag¢des diagndsticas pelo menos um brago do
heteromultimero sera tipicamente marcado directa ou
indirectamente com uma parte detectdvel. A parte detectdvel
pode ser qualguer uma que seja capaz de produzir, directa ou
indirectamente, um sinal detectdvel. Por exemplo, a parte
detectdvel pode ser um radioisétopo tal como °H, '*c, P, °°s,

ou 125I

; um composto fluorescente ou quimioluminescente, tal
como isotiocianato de fluoresceina, rodamina ou luciferina; ou
uma enzima, tal como fosfatase alcalina, beta-galactosidase ou

peroxidase de rdbano (HRP).

Pode utilizar-se qualquer método conhecido na arte para
conjugar © heteromultimero separadamente a parte detectédvel,
incluindo os métodcs descritos por Hunter et al., Nature
144:945 (1962); David et al., Biochemistry 13:1014 (1974);
Pain et al., J. Immunol. Meth. 40:219 (1981); e Nygren, J.
Histochem. and Cytochem. 30:407 (1982).

Podem utilizar-se os heteromultimeros do presente invento
em qualguer método de ensaio conhecido tais como ensailos de
ligagao competitiva, ensalos em sanduiche directos e
indirectos e ensaios de imunoprecipitacdo. Zola, Monoclonal
Antibodies: A Manual of Techniques, p. 147-158 (CRC Press,
Inc., 1987).

Os ensaios de ligagdo competitiva baseiam-se na capacidade
de um padrdo marcado competir com © analito da amostra de
ensaio para ligacao a uma quantidade limitada de
heteromultimero. A quantidade de analito na amostra de ensaio
é inversamente proporcional a quantidade de padrdo que se liga
ao heteromultimero. Para facilitar a determinacdo da
quantidade de padrdo que se liga, o0s heteromultimeros em geral
sdao 1nsolubilizados antes ou apds a competicdo, de modo a que
o padrdc e 0 analito que estdo ligados aos heteromultimeros
possam ser convenientemente separados do padrac e analito que
permanecem ndo ligados.

Os heteromultimeros sdo particularmente uUteis para ensaios
em sanduiche que envolvem a utilizacdo de duas moléculas,
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sendo cada uma capaz de se ligar a uma parte imunogénica
diferente ou epitopo, da amostra a detectar. Num ensaio em
sanduiche, o analito de amostra de ensaio ¢ ligado por um
primeiro bra¢o do heteromultimero que estd imobilizado a um
suporte sdélido apds o que um segundo brago do heteromultimero
se liga ao analito formando assim um complexo tripartido
insoluvel. Consultar, por exemplo, patente U.S. n.° 4 376 110.
0 segundo brago do heteromultimerc pode ser ele préprio
marcadc com uma parte detectavel (ensalos em sanduiche
directos) ou pode medir-se wutilizando um anticorpo anti-
imunoglobulina que estd marcado com uma parte detectavel
(ensaic em sanduiche indirecto). Por exemplo, um tipo de
ensaio em sanduiche ¢é um ensaic ELISA em que & parte
detectdvel é uma enzima.

Apresentam-se infra exemplos de concretizag¢bes especificas
para levar a pratica o presente invento. Os exemplos séo
apresentados a titulo meramente ilustrativo e nao se pretende
que limitem de algum modo o dmbito do presente invento.

EXEMPLOS

A interface Ce3 entre a guimera anti-CD3/CD4-IgG
humanizada previamente descrita por Chamow et al. J. Immunol.
153:4268 (1994) foi concebida racionalmente para maximizar a
percentagem de heteromultimeros que poderiam ser recuperados.
Comparam-se variantes Cy3 de protuberdncia-em-cavidade e de
tipo selvagem relativamente a sua capacidade de dirigir a
formagdo de uma quimera anticorpo-imuncadesina (Ab/Ia) anti-
CD3/CD4-IgG humanizada.

Assim, constroem-se mutagdes no dominio Cy3 da cadeia
pesada do anticorpo anti-CD3 humanizado e em CD4-IgG por
mutagénese dirigida ao local utilizando oligonucledtidos nao
complementares (Kunkel et al., Methods Enzymol. 154: 367
[1987] e P. Carter, em Mutagenesis: a Practical Approach, M.
J. McPherson, Ed., IRL Press, Oxford, R.U., p. 1-25 [1991]) e
verificam-se por sequenciacdo de didesoxinucledtidos (Sanger
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74: 5463 [1977]). Consultar
a tabela 4 infra e a figura 7 aqui incluida.
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TABELA 4
Mutantes Mais Preferidos
Cy3 de anti-CD3 Cy3 de CD4-IgG

T366Y Y407T

T366W Y407A

F405A T394W

Y407T T366Y
T366Y:F405A T394W:Y407T
T366W:F405W T3948:Y407A
FA05W:Y407A T366W:T394S

Mutantes Preferidos
F405W T3948S

O residuo T366 encontra-se a disténcia de ligacgdo de ponte
de hidrogénio do residuo Y407 no dominio Cy3 do parceiro. De
facto, o principal contacto intermolecular com o residuo T366
¢ com o residuo Y407 e wvice-versa. Criou-se um par
protuberédncia-em-cavidade por inversdo desses residucs com as
mutacdes reciprocas de T366Y num dominio Cg3 e Y407T no
dominio parceiro mantendo assim o volume de cadeias laterais
na interface (figura 9). As muta¢des denotam-se pelo residuo
de tipo selvagem seguido da posi¢dao utilizando o sistema de
numeracdc de Kabat (Kabat et al., Sequences of Proteins of
Immunological  Interest, National 1Institutes o©of Health,
Bethesda, Maryland, ed. 5, [1991]) e seguidamente o residuc de
substitui¢do no cédigo de uma letra. Denotam-se as variagdes
multiplas por listagem das componentes de mutagdes simples
separadas por uma virgula.

Co-transfectaram-se fagemideos que codificam variantes de
cadeia leve (L) e pesada (H) anti-CD3 (Shalaby et al., J. Exp.
Med. 175: 217 [1992] e Rodrigues et al., Int. J. Cancer
(Supl.) T: 45 [1992]) para células de rim embriondrio humano,
2938, conjuntamente com um fagemideo que codifica a variante
CD4-IgG (Byrn et al., Nature 344: 667 [1990]) tal como
previamente descrito (Chamow et al., J. Immunol. 153: 4268
[1994]). O procedimento é ilustrado na figura 8 aqui incluida.
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A quantidade total de ADN de fagemideo transfectada fol fixada
enquanto que a razdo dos diferentes ADN foi wvariada para
maximizar o rendimento de quimera Ab/Ta. A razdo (em massa)

dos ADN de entrada Ia: cadeia H: cadeia L (15 Mg no total)
variou do seguinte modo: 8:1:3; 7:1:3; 6:1:3; 5:1:3; 4:1:3;
3:1:3; 1:0:0; 0:1:3.

Purificaram-se o0s produtos por afinidade wutilizando
proteina A de estafilococos (ProSep A, BioProcessing Ltd,
R.U.) antes de analisar por SDS-PAGE seguido de densitometria
por varrimento LASER (figuras 10A-10E). Utilizou-se excesso de
ADN de cadeia L relativamente a ADN de cadeia H para evitar
que a cadeia L fosse limitante. A identidade de produtos foi
verificada por electrotransferéncia para membrana PVDF
(Matsudaira, J. Biol. Chem. 262: 10035 [1987]) seguido de
sequenciacdo de terminal amino.

A co-transfeccgdo de fagemideos para cadeia L conjuntamente
com o0s da cadela H e Ia incorporando Cg3 de tipo selvagem
resultou numa mistura de produtos de quimera Ab/Ia,
homodimeros IgG e Ia como esperado (Chamow et al., J. Immunol.
153: 4268 [1994]1). Consultar figura 10A. Quanto maior a
fracgao de ADN de entrada que codifica as cadeias H e L de
anticorpo ocu Ia, maior a fracgdo correspondente de homodimeros
recuperados. Uma razdao de ADN de entrada de 6:1:3 de Ia:H:L
originou 54,5% de quimera Ab/Ia com fracgdes semelhantes de
homodimero TIa (22,5%) e 1IgG (23,0%). Estas razbes sao
concordantes com as esperadas de expressdo equimolar de cada
dominio seguido de distribuigdao aleatdria de cadeias H sem
introdugdo de desvios devidos ao método de andlise: 50% de
quimera Ab/Ia, 25% de homodimero Ia e 25% de homodimero IgG.

Contrariamente as cadeias contendo Cy3 de tipo selvagem, a
quimera Ab/Ta foil recuperada com rendimentos de até 92% a
partir de co-transfec¢gdes nas quais a cadeia H de anti-CD3 e
CD4-IgG Ia continham as mutag¢des Y407T de cavidade e T366Y de
protuberancia, respectivamente (figura 10B). Obtiveram-se
rendimentos semelhantes de quimera Ab/Ia se essas mutagdes
reciprocas fossem estabelecidas com a protuberéncia na
cadeia H e a cavidade na Ia (figura 10C). Em ambos 0s casos
foi observado mondmero para a cadeia contendo a protuberdncia
mas nao para a cadela contendo a cavidade. Sem quaisguer
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limitacgdes tedricas, pensa-se que a protuberdncia T366Y € mais
prejudicial a formagdo de homodimero do que a cavidade Y407T.
A fraccgdc de hibrido Ab/Ia ndo foi significativamente alterada
por aumentc do tamanho tanto da protuberdncia como da cavidade
(Ab T366W, Ia Y407A). Um segundo par protuberéncia e cavidade
(Ab F405A, TIa T394w) produziu até 71% de quimera Ab/Ia
utilizando uma pequena fracgac de ADN de entrada Ia para
compensar a tendéncia néao esperada da  variante de
protuberdncia Ta T394W homodimerizar (figura 10D). A
combina¢do dos dois pares de mutantes protuberéancia-em-
cavidade independentes (Ab T366Y:F400A, TIa T394W:Y407T) nao
melhorou o rendimento de hibrido Ab/Ia relativamente ao par Ab
T366Y, Ia Y407T (comparar as figuras 10C e 10E).

A fraccdo de quimera Ab/Ia obtida com o par mutante T366Y
e Y407T foi wvirtualmente independente da razdo de ADN de
entrada ao longo da gama ensaiada. Além disso, as espécies
contaminantes foram facilmente removidas da quimera Ab/Ia por
cromatografia de permuta idnica (NaCl 0-300 mM em Tris-HC1
20 mM, pH 8,0) numa coluna mono S HR 5/5 (Pharmacia,
Piscataway, Nova Jérsia). Tal ¢é um bom augtrio para a
preparacdo de maiores quantidades de quimeras Ab/Ia utilizando
linhas celulares estaveis em que os nivelis de expressio
relativos de Ab e Ia sdo manipuldveis com menor facilidade do
que num sistema de expressdo transitédria.

Espera-se que as mutacgdes protuberancia-em—-cavidade
identificadas aumentem as aplica¢des potenciais de BsADb
contendo Fc por redugdo da complexidade da mistura de produtos
obtida a partir de dez espécies maioritarias possiveis (Suresh
et al., Methods Enzymol. 121: 210 [1990]) até guatro ou menos.
Espera-se que o par de mutantes T366Y e Y407T seja util para
gerar heteromultimeros de outros isotipos IgG humanos dado que
T366 e Y407 sdao completamente conservados e outros residuos na
interface do dominic Cyg3 de IgG; sdo altamente conservados
(consultar figura 6 aqui incluida).
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LISTAGEM DE SEQUﬁNCIAS

(1) INFORMACAO GERAL:
(1) REQUERENTE: Genentech, Inc.

(ii) TITULO DA INVENCAQO: METODO DE PREPARACAO DE POLIPEPTIDOS
HETEROMULTIMERICOS

(iii) NUMERO DE SEQUENCIAS: 16

(iv) ENDERECO PARA CORRESPONDENCIA:
() DESTINATARIO: Genentech, Inc.
) RUA: 460 Point San Bruno Blvd
) CIDADE: South San Francisco
(D) ESTADO: California
) PAIS: EUA
) CODIGO POSTAL: 94080

(v) FORMATO LEGIVEL EM COMPUTADOR:
() TIPO DE MEIO: disquete de 3,5 polegadas, 720 Kb
(B) COMPUTADOR: PC compativel com IBM
(C) SISTEMA OPERATIVO: PC-DOS/MS-DOS
(D) SOFTWARE: WinPatin (Genentech)

(vi) DADOS DO PRESENTE PEDIDO:
(1) NUMERO DO PEDIDO:
(B) DATA DE APRESENTACAO: 05-Fev-1996
(C) CLASSIFICACRQ:

(vii) DADOS DE PEDIDO ANTERIOR:
(A) NUMERO DO PEDIDO: 08/399106
(B) DATA DE APRESENTACAO: 01-Mar-1995

(viii) INFORMACAO SOBRE REPRESENTANTE/AGENTE:
(A) NOME: Wendy M. Lee
(B) NUMERO DE REGISTRO: 00,000
(C) NUMERO DE REFERENCIZA/PROCESSO: P0927PCT

(ix) INFORMACAO PARA TELECOMUNICACOES:
(2) TELEFONE: 415/225-1994
(B) TELEFAX: 415/952-9881
(C) TELEX: 910/371-7168

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:l:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIAZ:
(A) COMPRIMENTO: 108 aminodcidos
(B) TIPO: Rminodcido
(D) TOPOLOGIA: Linear
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(xi) DESCRICAQ DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:1:
Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg
341 345 350 355

Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys
360 365 370

Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Asp
378 380 385

Gly Glx Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp
390 395 400

Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys
405 410 415

Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His
420 425 430

Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser
435 440 445

Pro Gly Lys
448

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:2:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 108 aminodcidos
(B) TIPQ: Aminodcido
(D) TOPOLOGIA: Linear

(xi) DESCRICAC DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:2:

Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg
341 345 350 355

Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys
360 365 370

Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala val Glu Trp Glu Ser Asn Asp
375 380 385

Gly Glx Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Met Leu Asp
390 395 400

Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys
405 410 415

Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His
420 425 430

Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser
435 440 445

Pro Gly Lys
448

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:3:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIAZ:
(A) COMPRIMENTO: 108 aminoédcidos
(B) TIPO: 2minodcido
(D) TOPOLOGIA: Linear
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(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO

Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro
341 345 350

Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys
360 365

Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu
378 380

HCH

Pro Ser Arg

355

Leu Val Lys

370

Ser Asn AsSp

385

Gly Glx Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp

390 395

Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Arg Leu Thr Val Asp Lys
405 410

Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser
420 425

Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu
435 440

Pro Gly Lys
448

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:4:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(&) COMPRIMENTO: 113 aminodacidos
(B) TIPQ: Aminodcido
(D) TOPOLOGIA: Linear

400

415

Val Met His

430

Ser Leu Ser

(x1) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:4:
Gly Asn Thr Phe Arg Pro Gln Val His Leu Leu Pro Pro Pro Ser

341 345 350 355

Glu Glu Leu Ala Leu Asx Glx Leu Val Thr Leu Thr Cys Leu Ala
360 365 370

Arg Gly Phe Ser Pro Lys Asp Val Leu Val Arg Trp Leu Gln Gly
: 375 380 3gs:

Sexr Gln Clu Leu Pro RArg Glu Lys Tyr Len Thr Trp Ala Ser Arg
390 3195 400

Gln Glx Pro Ser Gln Gly Thr Thr Thr Phe Ala Val Thr Ser Ile
405 410 415

Leu Arg Val Ala Ala Glu Asp Trp Lys Lys Gly Asp Thr Phe Ser
420 425 430

Cys Met Val Gly His Glu Ala Leu Pro Leu Ala Phe Thr Gln Lys
435 440 445

Thr Ile Asp Arg Leu Ala Gly Lys
450 453

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:5:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
() COMPRIMENTO: 107 aminodcidos
(B) TIPQ: Aminodcido
(D) TOPOLOGIA: Linear

445
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(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:5:

Gln Ala Pro Val Lys Leu Ser Leu Asn Leu Leu Ala Ser Ser Asp
341 345 350 355

Pro Pro Glu Ala Ala Ser Trp Leu Leu Cys Glu Val Ser Gly Phe
360 365 370

Ser Pro Pro Asn Ile Leu Leu Met Trp Leu Glu Asp Gln Arg Glu
375 380 385

Val Asn Thr Ser Gly Phe Ala Pro Ala Arg Pro Pro Pro Gln Pro
390 395 400

Gly Ser Thr Thr Phe Trp Ala Trp Ser Val Leu Arg Val Pro Ala
405 410 415

Pro Pro Ser Pro Gln Pro Ala Thr Tyr Thr Cys Val Val Ser His
420 425 430

Glu Asp Ser Arg Thr Leu Leu Asn Ala Ser Arg Ser Leu Glu Val
435 440 445

Ser Tyr
447

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:6:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 110 aminoédcidos
(B) TIPO: Aminoédcido
(D) TOPQLOGIA: Linear

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:6:
Gly Pro Arg Ala Ala Pro Glu Val Tyr ARla Phe Ala Thr Pro Glu
341 345 350 355

Trp Pro Gly Ser Arg Asp Lys Arg Thr Leu Ala Cys Leu Ile Gln
360 365 370

Asn Phe Met Pro Glu Asp Ile Ser Val Gln Trp Leu His Asn Glu
375 380 385

Val Gln Leu Pro Asp Ala Arg His Ser Thr Thr Gln Pro Arg Lys
390 395 400

Thr Lys Gly Ser Gly Phe Phe Val Phe Ser Arg Leu Glu Val Thr
405 410 415

Arg Ala Glu Trp Glu Gln Lys Asp Glu Phe 1le Cys Arg Ala Val
420 425 430

His Glu Ala Ala Ser Pro Ser Gln Thr Val Gln Arg Ala Val Ser
435 440 445

Val Asn Pro Gly Lys
450

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:7:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
() COMPRIMENTO: 106 aminodcidos
(B) TIPQ: Aminodcido
(D) TOPOLOGIA: Linear
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(x1) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:7:
Asp Glx Asx Thr Ala Ile Arg Val Phe Ala Ile Pro Pro Ser Phe
342 345 350 355

Ala 'ser Ile Phe Leu Thr Lys Ser Thr Lys Leu Thr Cys Leu Val
360 365 370

Thr Asp Leu Thr Thr Tyr Asx Ser Val Thr Ile Ser Trp Thr Arg
375 380 385

Glx Asp Gly Glu Ala Val Lys Thr Eis Thr Asx Ile Ser Glx Ser
390 395 400

His Pro Asx Ala Thr Phe Ser Ala Val Gly Glu Ala Ser Ile Cys
405 410 415

Glu Asx Asx Trp Asx Ser Gly Glu Arg Phe Thr Cys Thr Val Thr
420 425 430

His Thr Asp Leu Pro Ser Pro Leu Lys Gln Thr Ile Ser Arg Pro
435 440 445

Lys
447

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:8:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 108 aminodcidos
(B) TIPO: Eminoédcido
(D) TOPOLOGIA: Linear

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:8:

Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg
361 365 370 375

Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys
380 385 390

Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asx Asp
388 . 400 405

Gly Glx Pro Glx Asx Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp
410 415 420

Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys
425 430 435

Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His
440 445 450

Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser
455 460 465

Pro Gly Lys
468

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:9:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 107 aminoédcidos
(B) TIPO: Aminodcido
(D) TOPOLOGIA: Linear
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(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:9:
Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser
361 365 370

Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val
380 385

Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn
395 400

Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Met Leu Asp
410 415

Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr val Asp Lys
425 430

Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His
440 445

Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser
455 460

Gly Lys
467

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:10:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 107 aminoédcidos
(B) TIPO: Aminoédcido
(D) TOPQLOGIA: Linear

(x1) DESCRICZ:\O DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:10:
Gly Gln Pro Arg Glx Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser
361 365 370

Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val
380 385

Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Ser
395 400

Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Asn Thr Thr Pro Pro Met Leu Asp
410 415

Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys
425 430

Arg Trp Gln Gln Gly Asn Ile Phe Ser Cys Ser Val Met His
440 445

Ala Leu His Asn Arg Phe Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser
455 460

Gly Lys
467

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:11:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 107 aminoécidos
(B) TIPO: Aminodcido
(D) TOPOLOGIA: Linear

Arg
375

Lys
390

Gly
405

Ser
420

Ser
435

Glu
450

Pro
465

Arg
375

Lys
390

Gly
405

Ser
420

Ser
435

Glu
450

Pro
465
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(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:11l:

Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Gln
361 365 370 375

Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys
380 385 390

Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glx Ser Asn Gly
395 400 405

Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser
410 415 420

Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Arg Leu Thr Val Asp Lys Ser
425 430 435

Arg Trp Gln Glu Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu
440 445 450

Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Leu
455 460 465

Gly Lys
467

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:12:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 107 aminoédcidos
(B) TIPO: Aminoédcido
(D) TOPQLOGIA: Linear

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:12:

Gly Arg Pro Lys Ala Pro Gln Val Tyr Thr Ile Pro Pro Pro Lys
361 365 370 375

Glu Gln Met Ala Lys Asp Lys Val Ser Leu Thr Cys Met Ile Thr
380 385 390

Asp Phe Phe Pro Glu Asp Ile Thr Val Glu Trp Gln Trp Asx Gly
398 400 405

Gln Pro Ala Glu Asn Tyr Lys Asn Thr Gln Pro Ile Met Asx Thr

410 415 420
Asx Gly Ser Tyr Phe Val Tyr Ser Lys Leu Asn Val Gln Lys Ser
425 430 435
Rsn Trp Glu Ala Gly Asn Thr Phe Thr Cys Ser Val Leu His Glu
440 445 450
Gly Leu His Asn His His Thr Glu Lys Ser Leu Ser His Ser Pro
455 480 485
Gly Lys
467

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:13:

(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 107 aminodcidos
(B) TIPO: Rminodcido
(D) TOPOLOGIA: Linear
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(x1) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:13:
Gly Pro Val Arg Ala Pro Gln Val Tyr Val Leu Pro Pro Preo Ala
361 365 370 375

Glu Glu Met Thr Lys Lys Glx Phe Ser Leu Thr Cys Met Ile Thr
380 385 390

Gly Phe Leu Pro Ala Glu Ile Ala Val Glu Trp Thr Ser Asn Gly
395 400 405

Arg Thr Glu Gln Asn Tyr Lys Asn Thrx Ala Thr Val Leu Asp Ser
410 4158 420

Asp Gly Ser Tyr Phe Met Tyr Ser Lys Leu Arg Val Glx Lys Ser
425 430 435

Thr Trp Glu Arg Gly Ser Leu Phe Ala Cys Ser Val Val His Glu
440 445 450

Gly Leu His Asn His Leu Thr Thr Lys Thr Phe Ser Arg Ser Leu
455 460 465

Gly Lys
467

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:14:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIAZ:
(A) COMPRIMENTO: 107 aminodcidos
(B) TIPO: Rminodcido
(D) TOPOLOGIA: Linear

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:14:

Gly Leu val Arg Ala Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Pro Ala
361 365 370 375

Glu Gln Leu Ser Arg Lys Asp Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Val
380 385 390

Gly Phe Asn Pro Gly Asp Ile Ser Val Glu Trp Thr Ser Asn Gly
395 400 405

His Thr Glu Glu Asn Tyr Lys Asx Thr Ala Pro Val Leu Asp Ser

410 415 420
Asp Gly Ser Tyr Phe Ile Tyr Ser Lys Leu Asn Met Lys Thr Ser
425 430 435
Lys Trp Glu Lys Thr Asp Ser Phe Ser Cys Asn Val Arg His Glu
440 445 450
Gly Leu Lys Asn Tyr Tyr Leu Lys Lys Thr Ile Ser Arg Ser Pro
455 460 465
Gly Lys
467

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:15:

(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 107 aminodcidos
(B) TIPO: Rminodcido
(D) TOPOLOGIA: Linear



EP 0 812 357 /PT
76

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:15:

Gly Arg Ala Gln Thr Pro Gln Val Tyr Thr Ile Pro Pro Pro Arg
361 365 370 375

Glu Gln Met Ser Lys Lys Lys Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Thr
380 385 390

Asn Phe Phe Ser Glu Ala Ile Ser val Glu Trp Glu Arg Asn Gly
3958 400 405

Glu Leu Glu Gln Asp Tyr Lys Asn Thr Pro Pro Ile Leu Asp Ser
410 415 420

Asp Gly Thr Tyr Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Thr Asp
425 430 435

Ser Trp Leu Gln Gly Glu Ile Phe Thr Cys Ser Val Val His Glu
440 445 450

Ala Leu His Asn His His Thr Gln Lys Asn Leu Ser Arg Ser Pro
458 460 465

Gly Lys
467

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:16:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIAZ:
(A) COMPRIMENTO: 29 aminocdcidos
(B) TIPO: Rminodcido
(D) TOPOLOGIA: Linear

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:16:

Lys Asp Glu Phe Ile Cys Arg Ala Val His Glu Ala Ala Ser Pro
451 455 460 465

Ser Gln Thr Val Gln Arg Ala Val Ser Val Asn Pro Gly Lys
470 475 479

Lisboa,
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REIVINDICACOES

1. Método de preparacdo de um heteromultimero incluindo
um primeiro polipéptido e um segundo polipéptideo, em que ©
primeiro polipéptido e o segundo polipéptido incluem, cada um,
unm dominic constante de anticorpo, em que os dominios
constantes de anticorpo se encontram numa interface que inclui
uma interface original entre os dominios constantes de
anticorpoc que ¢é alterada ©para promover a formagao do
heteromultimero, incluindo ¢ método:

(a) alterar um primeiro dcido nucleico que codifica o dominio
constante de anticorpo do primeiro polipéptido de modo a
que dentro da interface original do dominio constante de
anticorpo do primeiro polipéptido que encontra a
interface original do dominio constante de anticorpo do
sequndo polipéptido dentro do heteromultimero, um residuo
de aminodcido seja substituido por um residuo de
aminodcido apresentandc um maior volume de cadeia
lateral, gerando assim uma protuberdncia dentro da
interface no dominio constante de anticorpo do primeiro
polipéptido que ¢é posiciondvel numa cavidade dentro da
interface do dominio constante de anticorpo do segundo
polipéptido;

e/ou

(b) alterar um segundo acido nucleico que codifica o dominio
constante de anticorpo do segundo polipéptidco de modo a
que dentro da interface original do dominio constante de
anticorpo do segundo polipéptido que encontra a interface
original do dominio constante de anticorpo do primeiro
polipéptido dentro do heteromultimero, um residuo de
aminocdcido seja substituido por um residuo de aminodcido
apresentando um menor volume de cadeia lateral, gerando
assim uma cavidade dentro da interface do dominio
constante de anticorpo do segundo polipéptido na qual se
pode posicionar uma protuberadncia dentro da interface do
dominio constante de anticorpo do segundo polipéptido;

(c¢) introduzir numa célula hospedeira o primeiro e o segundo
acidos nucleicos e cultivar a célula de modo a gue ocorra
expressao dos primeiro e segundo acidos nucleicos;

(d) recuperar o heteromultimero formado a partir da cultura de
células.
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2. Método de acordo com

a reivindicacao 1,

incluindo

alterar como descrito o acido nucleico que codifica o dominio

constante de anticorpo do primeiro polipéptido e

o acido

nucleico que codifica o dominio constante de anticorpo do

segundc polipéptido.

3. Método de acordo com

referido residuo de aminodcido apresentando um maior

cadeia lateral € arginina (R).

4, Método de acordo com
referido residuo de aminodcido
lateral é fenilalanina (F).

5. Método de acordo com
referido residuo de aminodcido
lateral é tirosina (Y).

6. Método de acordo com
referido residuo de aminodcido

lateral é triptofano (W).

7. Método de acordo com

referido residuo de aminodcido apresentando um menor

a reivindicacao 1

a reivindicagao 1
com um maior wvolume

a reivindicagao 1
com um maior wvolume

a reivindicacao 1
com um maior volume

a reivindicacao 1

cadeila lateral ndo é cisteina (C).

8., Método de acordo com
referido residuo de aminodcido

z

lateral é alanina (A).

9. Método de acordo com
referido residuo de aminodcido
lateral é serina (S).

10. Método de acordo com
referido residuo de aminodcido
lateral é treonina (T).

11. Método de acordo com
referido residuo de aminodcido
lateral & valina (V).

a reivindicacao 1
com um menor volume

a reivindicacdo 1
com um menor volume

a reivindicacao 1
com um menor volume

a reivindicacao 1
com um menor volume

em

que o©

volume de

de

em

que o
cadeia

que o
cadeia

que o
cadeia

que o

volume de

de

em
de

em
de

em
de

que o
cadeia

que o
cadeia

que o
cadeia

que o
cadeia
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12. Método de acordo com a reivindicagcdo 1 em que o
dominioc constante de anticorpo é um dominio Cx3.

13. Método de acordo com a reivindicagdo 12 em que o©
dominio constante de anticorpo é de uma IgG.

14, Método de acordo com a reivindicagdo 13 em que a IgG
¢ IgG; humana.

15, Método de acordo com a reivindicagdo 1 em que o
heteromultimero é um anticorpo biespecifico.

16. Método de acordo com a reivindicagcdo 1 em que o
heteromultimero é uma imunoadesina biespecifica.

17. Método de acordo com a reivindicagdo 1 em que o
heteromultimero é uma quimera anticorpo-imunoadesina.

18. Heteromultimero obtenivel pelo método de acordo com a
reivindicacédo 1.

19. Heteromultimero de acordo com a reivindicacdo 18 em
que a protuberédncia e a cavidade foram introduzidas na
interface do dominio constante de anticorpc do primeiro e do
segundc polipéptidos, respectivamente.

20, Heteromultimero de acordo com a reivindicagdo 19 em
que a protuberdncia e a cavidade incluem ambas um residuo de
aminodcido de ocorréncia natural.

21. Composig¢do incluindo o heteromultimero de acordo com
a reivindicagao 18 e um transportador farmaceuticamente
aceitdvel.

22, Célula hospedeira incluindo acido nucleico que
codifica o heteromultimerc de acordo com a reivindicacao 18.

23. Célula hospedeira de acordo com a reivindicacdo 22 em
que o acido nucleico que codifica o primeiro polipéptido e o
dcido nucleico que codifica o segundo polipéptido estéo
presentes num unico vector.
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24, Célula hospedeira de acordo com a reivindicacdo 22 em
que o Aacido nucleico que codifica o primeiro polipéptido e o
dcido nucleico que codifica o segundo polipéptido estédo
presentes em vectores separados.

25. Método de producaoc de um heteromultimero incluindo a
cultura da célula hospedeira de acordo com a reivindicagao 22
de modo que o Acido nucleico seja expresso e a recuperacdo do
heteromultimero a partir da cultura celular.

26. Método de acordo com a reivindicacdo 25 em que a
célula hospedeira é¢ uma célula de mamifero.

27. Método de acordo com a reivindicacdo 25 em que o
heteromultimero € recuperado a partir do meio de cultura

celular.

Lisboa,
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acoplados quimicamente montadas

\ Y4

Dimero sFv Diacorpo

FIG. 2E FI1G.2D



EP 0 812 357 /PT
3/11

RECEPTOR

RS

Cadeia pesada IgG1

fallK |
]

() Cy) 35
g5— 55—

Imunoadesina

P230

F1G.3A

N
!J

‘P

(9 0)

FIG. 3C

22|
!

. 230

!
DKTHTCPPCP



EP 0 812 357 /BT

4/11

sojdnp sajuen

apeplaes

BIOUBISQNIOId \\Y_U. .

¥ Old

so|dnp sajueniy|

so|dwis sajueniy

woabenjos

odi)

cpndsdijod
opunbeg __J}~

e
R

opndadijod
ocnevwud



i

5/11
B

Limiar, interface
BiBIBI

EP 0 812 357 /PT

sHown> e
m>p2>>ap

]

1

]

B! ussee
OdimuoovooLo

(o PRI )] N"numw“N L) 2 w“m;nu £ .m m v B HE
Z N AunHVnhU oMM nummmlnb < QO “ M e S e o
KBERT% “ e e e D%SGBO 1 S EH B M@mx
(S| D.cuNm M " M xExE w"nu N RO A D.mw zZ QA Aunununu
o4t OH - [La s A e §7) B 1 H AN ORI VO XON
@ o Blassasn™ | Jooxw® oxoocn”
[ci i« AR 9 1 m" L 3 WD B o | = O MM m
@ WA @ "nuT*va.T_W Mmm.lmwqu.R_z METINZE
Y N7, W NP AAzZzAQom ! SPRT, W P T/ ZAMmmMm
TR X o > = T R = T oM< m
0 R o Q4 Q0 Q4 04 E %WITWRTB N <G G R I
Adama . M wm = e M“ OB R OB (oY NS
B D b P b f 3 S Xasam "BVVVVI
MM GGGNDO boeam e "iTRRESO
S asm “iKRSQTW 2 Oy "BLLLLAM
oouv R H "_b R HD 20> ® “ _m
[« P P I PR @ “T.L.h_ﬁnuL mownA m “T‘K.Luvn"E
3l RV m“BCCCCC [P P S A M"BSSSSG
@ms>am QI HEHBALEH oOaz 3o TIHMES K>
A B Ay G N S imaaaan OE> o Slma>a>a
Oz N mmISTme P OE S MMIPAWFS
CEOEe RONN = 1m0 H AuEMA tom Ry e BBy
LR ) 25855 G 55650
HHHHH HHAHH M HHHHKHHKH - HHMHHH

exterior



EP 0 812 357 /PT
6/11

kkkkkkkkkk

@) = I 2
Tialalals AAQQ:
S nwunnn w0 u*
&Pbb bbb
QOO0 MNAMk
ZZZ2Z  ANMNKMX
MMMM  MMENK
BB KB4 n:E*UlU.I:
OSEEZ OEZAE:
@It @1l
m
L1 | OOtk

T AN
ORORHOAH] ﬂ-aﬂ-oﬁaﬂt:
ooy Ry mﬂdﬂlﬂd:
s Tl e Vi s Vi o ¥} [« PP s PN o TR 5

SLadaa quﬁf

%-’E‘EEE—I OH>E"H:

S e R X

O e b >>>>:

=000 OO0
(o« P Y o ¥ Daﬂdﬁdﬂc:
RN/ amma:

FIG.6A

QOOC XA X
b Lk
LOVVY LVVOVOX
x

*

*

*

Q[

3383 9035
e
Soo8  EEEEX



EP 0 812 357 /PT
7/11

d ok ok ok kk ok k ok kk

5
Q
0
Q
E
A
R
K
0
*
480

hkhkkkkkhkhkkhkkkkkkkk

G K
G K
G K
G K
*kk

F1G.68B

LIMIAR
v
4
M
M
\
I
v
v
I
*
S
T
S
S
s

x
«
LMo«
3983 28881 o
+*
oot Do bk (o]
HHEEHE e
L8848 EEEHEx O

mIgGl
mIgG2A
mIgG2B
mIgG3
khkkkkkikk



EP 0 812 357 /PT

8/11

O1OVINOD 3d sOoNdjs3d

SOAv.ini sondajs3d

96¢d

4 9Old

EOEN

POES
S9¢

99¢.L

SIPA
AR
ol$1
C6EN WO¢¥
£6eLl| [80FS
P6eLl| |L0bA
G6ed 90t
I6EN| |SOPA
g86¢71 140) 7]
660 120 4
0¥ 9

19¢0
89¢1
69EAN
OLEN

1£L29
2l&d

CLEA

feed

osel
6bCA
BPEA

IbeD




EP 0 812 357 /PT

9/11

89I4

0b1-+yad ob1-+ad / eaD®

. g
1s Wt

Vv eulslold ‘g
SEpeoaIsSuURI)-00 €62 SenieD "I

&
+ v
euisapeounu| op 9A9

-4

£€@oo

qv op
epesad



EP 0 812 357 /PT

10/11




EP 0 812 357 /PT
11/11

FIGIOA ] CY mv¥ @v

‘ = (/ Ab/la

60
40
20

0
100

FIG.10B

0
100

80
60
40
20

0.

FIG.IOD |,

60

Tipo selvagem/Tipa selvagem

Y4077/T366Y

FIG.10C.

T366Y/Y4077

Percentagem de proteina total

F405A/T394W

T366Y:F405A/
T394W:Y407T

Razdo de ADN de entrada; A :H:L



	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS
	DRAWINGS

