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RESUMO

“METODO PARA A PRODUCAO E UTILIZACAO EM MAMIFEROS DE ANTICORPOS
VHH DE CADEIA UNICA DE CAMELIDEOS”

A presente invencdo refere-se a um método para a formacdo
de imunoglobulinas de cadeia tUnica num mamifero. Em particular,
a presente invencdo refere-se a um método para a formacdo de
anticorpos VHH de camelidec de cadeia TUnica num mamifero gque
sofre o processc de mudanca de classe e maturacdo por afinidade
verificada nas células B produtoras de anticorpos. Sdo também
descritos os anticorpos de cadeia Unica criados utilizando o

método da presente invencdo e as suas utilizacdes.



DESCRIGCAO

“METODO PARA A PRODUGCAO E UTILIZACAO EM MAMIFEROS DE ANTICORPOS
VHH DE CADEIA UNICA DE CAMELIDEOS”

A presente invencdo refere-se a um método para a formacdo
de imunoglobulinas de cadeia Unica num mamifero, Em particular,
a presente invencdo refere-se a um método para a formacdo de
anticorpos VHH de cadeia tUnica de camelideo num mamifero. S&o
também descritos anticorpos de cadeia Unica criados utilizando o

método da presente invencdo e suas utilizacgdes.

Antecedentes da invencgdo

0O dominio de ligacdo ao antigénio de um anticorpo
compreende duas regides separadas: um dominio varidvel da cadeia
pesada (VH) e um dominic varidvel da cadeia leve (Vy: gue pode
ser Viappza OU Viampda) - O proprio sitio de ligag&do do antigénio é
formado por seis ansas de polipéptidos: trés do dominio VH (HI,
H2 e H3) e trés do dominio V; (L1, L2 e L3). Um reportdrio
primério diverso de genes V gque codificam os dominios VH e Vi é
produzido pelo rearranjo combinatédrio dos segmentos do gene. O
gene VH é produzido através da recombinacdo de trés segmentos de
genes, VH, D e Jy. DNos humanos, existem, aproximadamente,
51 segmentos VH funcionais (Cook e Tomlinson (1995) Immunol
Today, 16:237), 25 segmentos D funcionais (Corbett et al. (1997)
J. Mol. Biol. 268:69 e ¢ segmentos Jyg funcionais (Ravetech et al.
(1981) Cell, 27:583), dependendo do haplotipo. O segmento VH

codifica a regido da cadeia polipeptidica que forma a primeira e



a segunda ansas de ligacdo do antigénio do dominio VH (H1 e H2),
enquanto que os segmentos VH, D e Jy combinam-se para formar a
terceira ansa de ligacdo do antigénio do dominio VH (H3). O gene
Vy é produzido através da recombinacdo de apenas dois segmentos
de genes, VL e JL. Em humanos, existem aproximadamente 40
segmentos Vy funcionais (Sché&ble e Zachau (1993) Biol. Chemn.
Hoppe-Seyler, 374:1001), 31 segmentos VA funcionais (Williams et
al. (1996) J. Mol. Biol. 264:220; Kawasaki et al. (1997) Genome
Res., 7:250), 5 segmentos J. funcionais (Hieter et al. (1982) J.
Biol Chem., 257:1516) e 4 segmentos J, funcionais (Vasicek e
Leder (1990) J. Exp. Med., 172:609), dependendo do haplotipc. O
segmento VL codifica a regido da cadeia polipeptidica que forma
a primeira e a segunda ansa de ligacdo do antigénio do dominio Vi
(L1 e L2), enquanto que o0s segmentos Vi e Jp se combinam para
formar a terceira ansa de ligacdo do antigénio do dominio Vi
(L3). Cré-se que os anticorpos seleccionados a partir deste
repertdédrio principal s&o suficientemente diversos para se
ligarem a quase todos os antigénios com, pelo menos, afinidade
moderada. Sdo preparados anticorpos de alta afinidade por
“maturacdo por afinidade” dos genes rearranjados, nos quais sédo
criadas mutacdes pontuails, e seleccionados através do sistema

imunitdrio com base na ligacdo melhorada.

O locus da cadeia pesada contém um grande nUmero de genes
da cadeia variavel (VH; na realidade, genes ndo completos, mas
compreendendo um primeiro exdo codificante mais o sitioc de
inicio transcricional) que sdo recombinados em duas regides
codificantes curtas D e J (conhecida como recombinacdo VDJ) que
procede os exbdes que codificam para a regido constante da cadeia
pesada Cp, para dar origem a um gene completo da cadeia pesada
do anticorpo conhecido como IgM. Subsequentemente, realiza-se

uma mudanca de classe guando a parte varidvel é recombinada com



outra regidc constante que estd localizada a jusante da regido
constante do IgM para dar origem a IgD, IgG, IgA e IgE
(codificada pelos ex®es dos varios C§, Cy, Ca, Ce localizados a
jusante do gene para Cp. As regifes constantes intervenientes
sdo eliminadas no processo. Ocorre um processo semelhante no
loci do gene leve, primeiro no locus kx, e gquando este ndo conduz
a um anticorpo eficiente, no locus A (para revisdo ver Rajewski,
K., Nature 381, p751-758, 1996; para uma revisdo extensa, ver o
livro de texto Immunobiology, Janeway, C., Travers, P., Walport,
M., Capra. J., Current Biology Publications/Churchill
Livingstone/Garland Publishing, quarta edicdo, 1999, ISBN
0-8153-3217-3) .

Os camelideos (camelos, dromedarios e lamas) contém,
adicionalmente aos anticorpos normais de cadeia pesada e leve (2
cadeias leves e 2 cadeias pesadas num anticorpo), anticorpos de
cadeia Unica (contendo apenas cadeias pesadas). Estes séo
codificados através de um conjunto distinto de segmentos de VH
referidos como genes VHH. A 1ligacdo do antigénio para os
anticorpos de cadeia Unica é diferente daquela observada com
anticorpos convencionais, mas a afinidade elevada é alcancada do
mesmo modo, i. e. através de hipermutacgdo da regido varidvel e
seleccdo das células que expressam tais anticorpos de alta
afinidade (maturacdo por afinidade). Os VH e VHH estdo
disseminados no genoma (i. e. aparecem misturados entre cada
um) . A identificacdo de um segmento D idéntico num segmento de
ADN¢ de VH ou VHH sugere a utilizacdo comum do segmento D para
VH ou VHH. Os anticorpos contendo VHH natural carecem do dominio
Czl inteiro da regido constante da cadeia pesada. O ex&o que
codifica para o dominio Cyl estd presente no genoma mas & sujeito
a excisdo, devido a perda de uma sequéncia aceitadora de excisédo

funcional no lado 5’ do exdo Cygl. Como resultado a regido VDJ é



sujeita a excisfdo no exdo Cyg2. Quando um VHH & recombinado para
tais regides constantes (C42, Cy3) & preparado um anticorpo que
actua como um anticorpo de cadeia Unica (i. e. um anticorpo de
duas cadeias pesadas sem uma interaccdo com uma cadeia leve). A
ligacdo de um antigénio é diferente daquela verificada com um
anticorpo convencional, mas a elevada afinidade é alcancada do
mesmo modo, 1. e. através de hipermutacdo da regido varidvel e
seleccdo das células expressando tais anticorpos de alta

afinidade.

A  estrutura dos dominios VH isolados foi determinada
utilizando técnicas de cristalografia por RMN e raios X (Spinell
et al, (1996), Nat Structural Biol. 3, 752). 0Os dados evidenciam
que o enrolamento da Imunoglcbulina estd Dbem preservado nos
dominios VHH de Camelideo. S&o empacotadas duas folhas beta uma
contra a outra (uma com guatro e uma com cinco cadeias beta) e
estabilizadas através de uma ponte persulfureto do intradominio
conservado entre (C22 e (C92. O lado do dominio VHH de camelo
correspondendo & interface VL do VH normal num Fv possuil uma
arquitectura bastante diferente. Quando comparados com o VH

humano, s&c localizadas quatro substituicdes de aminoacidos

nesta regido.

A partir de uma pesquisa de todas as estruturas das ansas
de ligacdc do antigénio de VH humano e de murganho, & evidente
que existe apenas um numero restrito de conformagdes possiveis.
S&o descritas trés e quatro conformacdes diferentes para a
primeira e segunda ansa de ligacao do antigénio,
respectivamente. Estas estruturas candénicas sdo determinadas
pelo comprimento da ansa e a presenga de residuos particulares
em ©posicdes chave. A ansa H3 é extremamente varidvel em

comprimento e em sequéncia (Wu et al (1993) Proteins: structure,



funct and genet., 16, 1). Surpreendentemente, a ansa de ligacéao
do antigénio dos dominios VH de camelo apresenta um desvio das
definigdes de ansa candnica dos dominios VHH de humano e de
murganho. Este desvio pode ndo ser previsivel uma vez que O
comprimentc da ansa e o0s residuos nas posicgdes chave sio muito
semelhantes entre VH de camelc e VH humano. As estruturas da
ansa candénica adicionais nos dominios VH de camelo tornam o©
reportdrio estrutural do seu paratopo maior que o dos dominios
VH em fragmentos Fv a partir de anticorpos convencionais. Além
disso, a regido hipervaridvel a volta da primeira ansa de
ligacdo do antigénic é alargada quando comparada com anticorpos
humanos ou de murganho. Julga-se gque a extensdo da primeira
regi&o hipervariavel e superficie de ligagdo alargada do
antigénio concomitante comparada com aquela de um VH num
anticorpo convencional compensa, em parte, a auséncia de um

dominio Vy (Reichmann, L. & Muyldermans, S (1999), 231 25-38).

Um Unico dominio do anticorpo VHH de camelideo além de ser
mais apropriado para anédlise estrutural do que as moléculas de
anticorpo de cadeia pesada e leve mais alargadas, também
proporciona uma unidade de 1ligacdo ao antigénic pequena e
eficiente. Tal anticorpo possui muito e variado potencial
terapéutico. Adicionalmente, foi verificado que os anticorpos de
cadeia Unica de camelideo podem ligar-se a antigénios que estido
inacessivelis a anticorpos possuindo cadeias pesadas e leves.
Julga-se que esta capacidade é devida a presenca de uma terceira
ansa hipervaridvel grande, protuberante, de 10 aminodcidos ou
mais que se pode inserir em cavidades das superficies dos
antigénios. Isto é especialmente significativo uma vez que o
sitio catalitico de um enzima estéd frequentemente localizado na
sua maior cavidade na superficie proteica. (Ladowski, R. A

(1996) . Protein Science 5, 2438). Tais sitios ndo sdo,



normalmente, imunogénicos para oS anticorpos convencionais
(Novotny, J et al, (1986) Proc Nat Acad Sci USA, 83, 226). Na
estrutura do cAb-Lys3 VHH de camelo, a ansa H3 com 24 residuos
penetra profundamente no sitio activo da lisozima (Transue, T. R
et al (1998) Prot: Structure, Funct and Genet, 32, 515),
evidenciando gue os anticorpos de cadeia pesada de camelo
possuem potencial para formar inibidores enzimdticos

especificos.

Recentemente, dominios VHH isolados de camelideos foram
criados em bactérias (Riechmann, L et al. Journal of
Immunological Methods 231 (1999), 25-38). Contudo os sistemas de
expressdo bacteriana possuem a desvantagem de ndo realizarem
modificacdes pés-traducdo. Tais modificagbes, em particular
eventos de glicolisag¢do, s&o <cruciais para o funcionamento

eficaz dos anticorpos, particularmente num ambiente in vivo.

No mesmo estudo, 0s genes para o0s dominios VHH de camelo
foram inseridos em vectores de expressido e expressos em células
Cos para criarem proteinas multi-dominio. Num exemplo, apenas um
anticorpo intacto da Unica cadeia pesada foli criado através da
clonagem de uma VHH particular de camelo em frente dos dominios
da funcéo de articulacdo e efectora do IgGl humano. A expressdo
em células Cos possul a vantagem sobre os sistemas de expressdo
bacteriana nos quais ocorrem eventos de medificacdo pds-traducdo
nestas células. Consistente com isto foi a verificacdo de que
estes anticorpos eram completamente activos na ligacdo ao
antigénio. O ADN para a formacdo destas construgdes ¢,
geralmente, 1isolado a partir de anticorpos maturados (i. e.
aqueles que sofreram maturacdo por afinidade) criados a partir
de células B. Apesar destes anticorpos de cadeia TUnica,

expressos em células de mamiferos, num ambiente in vitro se



poderem ligar a um ou mais antigénios, estes n&o podem sofrer
processos de mudanca de classe (isotipo) e maturagdo por
afinidade (hipermutacédo). Assim, os anticorpos de cadeia Unica,
expressos nas células Coés, ndo sofrem o processo de evolucdo dos
anticorpos como ©s anticorpos que ocorrem naturalmente, criados
num mamifero. E este processo de evolucdo do anticorpo que
resulta na producdo de anticorpos especificos que se podem ligar
com elevada afinidade. Assim, existe uma necessidade na técnica
de um método que permita a formagdo de anticorpos VHH de cadeia
tnica num mamifero, de modo que o processo normal de evolucdo do

anticorpo se possa realizar.

Adicionalmente, os anticorpos de cadeia Unica de Camelideos
foram também seleccionados e expresscs utilizando tecnologia de
apresentacido de fagos. (Riechmann, L. & Davies, S. J. Biomol.
NMR, 6, 141). ©No entanto, novamente, as construcdes de
anticorpos s&o criadas a partir de A&acidos nucleicos isolados a
partir de células B maturadas ou figado e, deste modo, tal como
no exemplo anterior, o0s anticorpos expresso nido sofrem mudanca
de classe e hipermutacdo somé&tica (mutac&o por afinidade) que é
necessdria para a preparagdo de anticorpos especificos que se

ligam @o seu antigénio com selectividade e alta afinidade.

Os presentes inventores aperceberam-se que se pudessem
compreender o mecanismo através do qual as moléculas de
anticorpo de cadeia TUnica de camelideo se desenvolvem (através
de mudanca de classe e maturacdo por afinidade) durante o
desenvolvimento precoce do anticorpo em células B, entdo este
sistema pode ser recriado in vivo. Isto permitiria a formacdo de
largas quantidades de um anticorpo de cadeia tUnica desenvolvido

para aplicag¢des estruturais, terapéuticas e de diagndstico.



Sumirio da Invencido

As moléculas de anticorpo que compreendem as cadeias
pesadas e leves mudam de classes durante o desenvolvimento das
células B. O desenvolvimento de células B na medula Ossea
expressa, em primeiro lugar, IgM ligado a membrana. Durante ©
desenvolvimento é expresso IgG secretor. No caso de anticorpos
possuindo as cadeias leves e pesadas, uma regido J é& recombinada
numa regido Cp para preparar um IgM compreendendo as regides VH,
D e J. A célula produzindo IgM matura postericrmente através de
mudanca para uma regido constante diferente da cadeia pesada,
para produzir, por exemplo, IgA. O mecanismo de recombinacdo
envolve uma pseudo-cadeia leve que se recombina com a parte VH
do IgM, estando presente a pseudo-cadeia leve durante a linhagem

precoce da célula B.

Os presentes inventores aperceberam-se que compreendendo o
mecanismo através do qual os anticorpos de cadeia Unica mudam de
classes e/ou sofrem maturacdo por afinidade (evolucdo do
anticorpo) durante o desenvolvimento de pré-celula B, permitiria
que fosse criado um locus VHH como aqui definido, gue resultou
na preparacdo de um anticorpo especifico VHH de cadeia Unica que
sofre um processo de evolucdo semelhante ou o mesmo do gue 0s

anticorpos de camelideo produzidos no seu ambiente nativo.

Assim, num  primeiro aspecto, a presente invencéo
proporciona um método para a preparacdo de um anticorpo VHH de
cadeia pesada UGnica, num mamifero transgénico ndoc humano
compreendendc o passo da expressdo de um locus VHH heterdlogo de

cadeia pesada nesse mamifero, como definido na reivindicacédo 1.



Num aspecto adiconal, a presente invencdo proporciona um
método para preparagdo de um anticorpo VH de cadeia pesada tnica
de camelo num mamifero transgénico n&o humano, compreendendo o
passo de expressar um locus VH de cadeia pesada de camelideo
nesse mamifero, como definido na reivindicacg&do. Sdo definidas as
caracteristicas ©preferidas da invencdo nas reivindicacodes

dependentes.

De um modo preferido, o locus VHH da cadeia pesada ou o
locus VH de cadeia pesada de camelideo compreende, pelo menos,

uma sequéncia recombinante (rss) capaz de recombinar uma regido

J directamente com um gene constante Cy da cadeia pesada.

De um modo preferido, o locus VH da cadeia pesada de
camelideo compreende, peloc menos, uma regido D de origem humana

e, pelo menos, uma regido J de origem humana.

Os ©presentes inventores demonstraram que no caso de
anticorpos de cadeia pesada TUnica a mudanca de classe ocorre
para formar scAb (uma cadeia polipeptidica do anticorpo de
cadeia ©pesada Unica completa). Este mecanismo envolve a
recombinacdo da regido J directamente com a regido do gene CY da
cadeia pesada da regido constante da cadeia pesada, de um modo
preferido, na medula &éssea resultando na formacdo de um scIgG
(molécula IgG de cadeia Unica). A presenca de uma seguéncia
sinal de recombinacdo (rss) na construcdo permite a ligacdo da

regido J directamente com o gene CY.

No contexto da presente invengdo, o mamifero ndc & um
humano. O mamifero transgénicc ¢é, vantajosamente, mais pegqueno

que um camelideo e mais facil de manter e imunizar com



antigénios desejados. De um modo ideal, o mamifero transgénico é
um roedor, tal como um coelho, c¢obaia, rato ou murganho. Os
murganhos s&do especialmente preferidos. Podem ser também
utilizados mamiferos alternativos, incluindo cabras, ovelhas,

gatos, cdes e outros animais domésticos ou selvagens.

De um modo vantajoso os loci da cadeia pesada endbdgenos
para o mamifero sdoc eliminados ou silenciados gquando um
anticorpo de cadeia Unica é expresso de acordo com o método da
presente invencdo. S&c descritas técnicas apropriadas para os
Gltimos nos documentos WO00/26373 ou WO096/33266 e (Li e Raker
(2000) Genetics 156(2):809-821; Kitamura e Rajewsky (1992);
Kitamura e Rajewsky, (1992) Nature 356, 154-150).

O termec, um “anticorpo VHH de cadeia pesada, dGnica”,
significa uma molécula de anticorpo que ¢é composta apenas de
cadeias pesadas (geralmente duas) e ndo compreende guaisquer
cadeias leves. Cada cadeia pesada compreende uma regido varidvel
(codificada pelos exBes VHH, D e J) e uma regido constante. A
regi&o constante compreende ainda um nimero de CH (dominios
constantes da cadeia pesada), compreendendo, de um modo
vantajoso, dois: um dominio CHZ e um dominio CH3, codificados
por um gene da regido constante. Um anticorpo VHH de cadeia
tnica, como aqui definido, ndo possui um dominio CH1 funcional e
também carece de um dominio CH4 funcional. E a falta de um
dominio CH1 funcional (que nos anticorpos convencionais possui o
local de ancoragem para o dominic constante da cadeia leve) que
& responsavel pela incapacidade dos anticorpos de cadeia pesada
se associarem com as cadeias leves para formar anticorpos

convencionais.
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O termo “um anticorpo VH de cadeia pesada TtUnica de
camelideo”, significa uma molécula de anticorpo que & composta
apenas de cadeias pesadas (geralmente duas) e ndo compreende
quaisquer cadeias leves. Cada cadeia pesada compreende uma
regido wvaridvel (codificada por “um/uns exdo/exdes VH de
camelideo”, exdo/exdes D e J) e uma regido constante. A regido
constante compreende, pelo mencs, um gene da regido constante.
Cada gene da regido constante compreende um nimero de exdes da
regido constante, cada exdo codificando uma regido constante do
dominio CH. De um modo geral, a regido constante compreende dois
dominios CH: um dominio CHZ e um dominio CH3. Um anticorpo VH de
cadeia tUnica de camelideo como aqui definido n&o possui um
dominio funcional CH1, adicicnalmente, também carece de um
dominio CH4 funcional. E a falta de um dominio CH1 funcional
(que nos anticorpos convencionais possui um local de ancoragem
para o dominio constante da cadeia leve) que € responsavel pela
incapacidade dos anticorpos de cadeia pesada para se associarem

com cadeias leves para formar anticorpos convencionais.

No contexto da presente invencdo, o termo “heterdlogo”
significa um locus VHH de cadeia pesada como agui descrito que
ndo é enddgeno desse mamifero. Isto &, no caso em gue o mamifero
¢ um camelideo i.e um camelo ou um lama, entdo a expressdo & de
um locus VHH que ndo é encontrada normalmente num camelo ou

lama, respectivamente.

No contexto da presente invencdo, um “locus VHH da cadeia
pesada” é compreendido de uma regido VHH, uma “regido J”, uma
“regido D” e uma “regido constante da cadeia pesada”. Cada
regi&o VHH compreende um exdo VHH, cada regido J um exf8o J e
cada regido D um exdo D, e cada regido constante da cadeia

pesada compreende um ou mais genes da regido constante da cadeia
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pesada. Adicionalmente, cada regido VHH ndo  compreende

egssencialmente um ou mais exdes VH funcionais.

No contexto da presente invencdo, uma “regido/exdo VHH”
descreve uma sequéncia que codifica VHH que ocorre naturalmente,
tal como encontrada nos camelideos e gualquer homdlogo, derivado
ou seu fragmento desde que o exdo/regido resultante recombine
com um exdo/regido D, um exdo/regido J e uma regido constante da
cadeia pesada (que compreende varios exdes) de acordec com a
presente invencdo para criar um anticorpo VHH de cadeia ftUnica

como aqui definido, quando o acido nucleico é expresso.

Um “locus VH da cadeia pesada de camelideo” é compreendido
de uma “regido VH de camelideo” como agui definido, uma “regido
J”, uma “regido D” e uma “regido constante da cadeia pesada”.
Cada regido VH de camelideo compreende um exdo VH de camelideo,
cada regido J um exdo J e cada regido D um ex&do D e cada regido
constante da cadeia pesada compreende um ou mais exfes da regido

constante da cadeia pesada.

No contexto da presente invencdo, uma “regido/exdo VH de
camelideo” descreve uma sequéncia que codifica VH que ocorre
naturalmente derivada de mamiferos gque ndo Camelideos, por
exemplo, um humano gue foi mutado de mode tal que a sequéncia é
a mesma do que a do exdo do Camelideo. Um exdo VH de camelideo
também inclui neste ambito qualquer homologo, derivado ou
fragmento do exdo desde que o exdo/regido possa recombinar com a
regido/exdo D, regido/exdo J e uma regido constante da cadeia
pesada compreendendo um ou mais exdes para criar um anticorpo VH

de cadeia Gnica como aqui definido.
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Os exbes VHH e VH podem ser derivados de fontes que ocorrem
naturalmente ou ©podem ser sintetizados utilizando métodos
familiares para os especialistas na técnica e aqui descritos.

W

Tal como no contexto da presente invencdo os termos “um

A\

exdo D" e um  exdo J” incluem sequéncias que ocorrem
naturalmente de exfes D e J que sdo verificadas em Camelideos ou
outras espécies de mamiferos. Os termos exdo D e exdo J também
incluem dentroc do seu Aambito derivados, homélogos e seus
fragmentos tal como o exdo resultante pode recombinar com 0s
componentes restantes de um locus do anticorpo de cadeia Unica
como aqui descrito (quer VH ou VHH de camelideo) para criar um
anticorpo de cadeia tnica como aqui descrito. Os exdes/regides D
e J podem ser derivados de fontes que ocorrem naturalmente ou

estes podem ser sintetizados utilizando métodos familiares dos

especialistas na técnica e aqui descritos.

Adicionalmente, um locus do anticorpo de cadeia pesada
(quer VHH ou VH de camelideo) compreende uma regido de ADN
codificando um polipéptido constante da cadeia pesada (uma

regi&do constante da cadeia pesada).

Cada regido constante da cadeia pesada compreende,
essencialmente, pelo menos, uma regido constante do gene da
cadeia pesada que & Cy, de modo gue possa ocorrer a formacdo de
IgG de cadeia unica. Cada gene constante da cadeia pesada
compreende um ou mais exdes constantes da cadeia pesada que
podem ser origindrios ou ndo de Camelidec e s&o seleccionados a
partir do grupo consistindo de CO, CYyi-s, C&, e CO4-;. De um modo
preferido, pelo menos, um exdo da regido constante da cadeia

pesada num locus do anticorpo de cadeia pesada é de origem
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humana, de murganho ou coelho. De um modo vantajoso, pelo menos,
um exdo Cy da cadeia pesada é de origem humana. Quando expressa,
a regido constante da cadeia pesada carece de um dominio CH1 e

CH4 funcional que estdo presentes em anticorpos de cadeia dupla.

De um modo vantajoso, apenas um ou mais genes Cy2 e/ou Cy3 com
dominios CH1 (n&o-funcionais) modificados estdoc presentes na

regido constante da cadeia pesada.

Umn “ex&do da regido constante da cadeia pesada” (“exdo Cy”),
como aqui definido, inclui as sequéncias de Cg que ocorrem
naturalmente, tais como agquelas verificadas em camelideos ou
humanos ou outros mamiferos incluindo coelhos e murganhos. O
termo “exdo Cy” também inclui, dentro do seu ambito, derivados,
homélogos e seus fragmentos até ao ponto de o exdo Cy ser capaz
de formar um anticorpo funcional de cadeia pesada Unica
(compreendendo quer regides codificadas por ex®es VHH ou exdes
VH de camelideos) como aqui definido quando é um componente de

uma regido constante da cadeia pesada.

De um modo geral, o0s genes Cy compreendem trés ou quatro
exdes  (Cygl-Cyd) que codificam dominios diferentes de cada
polipéptido constante da cadeia pesada, em geral com dois
polipéptidos constituindo um anticorpo de cadeia pesada unica,
como aqui descrito. Contudo, como discutido anteriormente, os
anticorpos VHH e VH de cadeia Unica de camelideos n&o possuem um
CH1 funcional (contendo a regido de ancoragem do dominio da
cadeia 1leve) ou CH4. Assim, os loci dos anticorpos de cadeia
pesada simples possuem um ou mais genes que ndo expressam 0S8
dominios funcionais CH1 ou CH4. Isto pode ocorrer através de
mutacdo, substituicdo por eliminacdo ou outro tratamento dos

exdes CH1 e CH4 do gene da regido constante da cadeia pesada.

14



De um modo preferido, um locus VHH da cadeia fnica
compreende, pelo menos, um dgene constante da cadeia pesada em
que o acido nucleico que codifica o dominic CH1 e CH4 é mutado,
eliminado ou substituido ou tratado de outro modo de modo a que
a cadeia pesada constante dos anticorpos VHH de cadeia Unica
expressos como aqui definido, n&o contenha wum dominio CH1

funcional e um dominio CHA4.

Para evitar a davida, o termo “proveniente de coelho” ou
“origem humana” como anteriormente referido, significa que a
sequéncia do 4cido nucleico de um ou mais ex®es compreendendo um
locus do anticorpo de cadeia pesada (quer VH ou VHH de
camelideo) é o mesmo do que um ou mais exdes do locus do
anticorpo que ocorre naturalmente em coelhos ou humanos. Um
especialista na técnica apreciard que estes ex0es possam ser
derivados de fontes naturais ou possam ser sintetizados
utilizando métodos familiares dos especialistas na técnica e

aqui descritos.

Cada VHH ou “regido VH de camelideo” compreende um exdo VHH
ou “exdo VH de camelideo”, respectivamente. Cada regido J e
regi&o D compreende um exdo J e D, respectivamente. De um modo
preferido, cada locus da cadeia pesada compreende um ou mais do
que um, mais do que 2, mais do que 3, mais do que 4, mais do que
5, mais do que 6 exdes/regides J e/ou D. De um modo mais
preferido, um locus VHH ou locus VH de camelideo compreende o
mesmo nimero de exdes/regides VHH e/ou exdes/regides D e/ou

exdes/regides J como aqueles encontrados num Camelideo.

De um modo vantajoso, o método da presente invencédo & para

a preparacdo de wum anticorpo de cadeia Unica através da
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expressdc de um locus da cadeia pesada VHH ou locus da cadeia
pesada VH de camelideo compreendendo um ou mais exdes constantes
da cadeia pesada de origem humana, de coelhos ou murganhos como
aqui definido. Isto &, de um mocdo preferido, um anticorpo de
cadeia pesada fUnica, é criado através da expressdo de um locus
de camelideo/humano hibrido ou um locus de camelideo/coelho
hibrido ou um locus de camelideo/murganho hibrido. Numa forma de
realizacdo especialmente preferida deste aspecto da invencdo, o©
locus da cadeia pesada Unica, expresso de acordo com o método da
presente invencdo compreende todos os exles VHH origindrios de
Camelideo e todos os exdes D, J e da regido constante da cadeia
pesada de origem humana, originidrios de coelhos ou ratos. Numa
forma de realizacdo preferida posterior, o locus da cadeia
pesada Unica, expresso de acordo com o método da presente
inveng¢do compreende todos os exdes VH de camelideo e todos os
exdes D, J e das regides constantes da cadeia pesada de origem

humana, ou origindrios de coelhos ou murganhos.

De um modo preferido, o locus da cadeia pesada compreende
ainda um ou mais sitios de cassete permitindo a cassete directa
do locus de um vector para o outro. De um modo vantajoso, um ou
mais sitios de cassetes estdo localizados na sequéncia lider 57
do locus e/ou na regido 3’ ndoc traduzida do locus. De um modo
preferido, um ou mais sitios de cassetes estdo localizados em
ambas a sequéncia lider 5’ do locus e na regido 3’ ndo traduzida
do locus. A cassete directa permite, por exemplo, movimento do
dcido nucleico num vector de expressdo bacteriano para a adicgédo

de marcadores e sinais.

Esta abordagem de formacdo de anticorpos hibridos, tnica de
cadeia pesada comc descrito anteriormente, pode ser de

utilizacdo particular na formacdo de anticorpos para utilizacéo
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terapéutica humana tdo frequentemente como a administracido de
anticorpos a uma espécie de vertebrados que ¢é de origem
diferente da fonte dos anticorpos, resulta no inicio de uma
resposta imunolégica contra esses anticorpos administrados. Os
anticorpos hibridos de cadeia tunica de camelideo/humano sé&o,
portanto, potencialmente menos imunogénicos gue os anticorpos de

cadeia tGnica de Camelideo quando administrados a um humano.

No contexto da presente invencéo, a mesma inclui,
substancialmente, o mesmo. Entende-se por substancialmente o
mesmo, superior a 80% de homclogia, de um modo preferido
superior a 85%, 90%, 95% de homologia. De um modo mais
preferido, superior a 96, 97, 98% de homologia. De um modo muito
preferido, entende-se por substancialmente o mesmo, que a regido
VH mutada humana é superior a 99% de homologia com uma regido

VHH de Camelideo.

Os anticorpos produzidos de acordo com o método da presente
invengdo possuem a vantagem sobre aqueles da técnica anterior de
que estes sofreram um processo de mudanca de classe que ¢é
semelhante ou o mesmo que aquele do anticorpo de cadeia UGnica de
Camelideo c¢riado no seu ambiente normal. Os anticorpos
obteniveis de acordo com os métodos da presente invencdo podem
ser anticorpos monoclonais ou policlonais. De um modo vantajoso,
estes s&o anticorpos monoclonais. Os anticorpos podem ser
criados wutilizando métodos conhecidos dos especialistas na
técnica. De um modo vantajoso, os  hibridomas podem ser
utilizados para criar anticorpos monoclonais. As técnicas serédo
familiares ©para o©s especialistas na técnica e sdo aqui

descritas.
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Ainda num aspecto adicional, a presente invencao
proporciona um vector compreendendo um locus VHH da cadeia

pesada de acordo com a presente invencdao.

Ainda num aspecto adicional, a presente invencao
proporciona um vector compreendendo uma cadeia pesada VH de

camelideo de acordo com a presente invencédo.

Ser&o familiares vectores apropriados para 0s especialistas
na técnica. De um modo vantajoso, ¢é preferido um vector
apropriado para insergdc de grandes quantidades de 4cido
nucleico, suficiente para codificar um locus completo da cadeia
pesada da imunoglobulina. Os vectores apropriados incluem
cromossomas artificiais de levedura e Dbacterianos, tais como
YACs e BACs. De um modo vantajoso, o0s vectores sdo construidos
de modo que possa ser realizado a cassete directa do é4acido
nucleico que codifica um locus do anticorpo Unica de cadeia
pesada como aqui definido num vector diferente. Por exemplo, a
codificagdo do ADNc da transcritase reversa para um anticorpo de
cadeia pesada unica pode ser “casseted” num vector de expressédo

bacteriana permitindo a adicdo de marcacdes, sinais ou epitopos.

Ainda num aspecto posterior, a presente invencédo
proporciona uma célula hospedeira transformada com um locus VHH

de acordo com a presente invencéo.

No contexto da presente invencdc, o termc “mamifero
transgénico” ndo inclui dentro do seu Aambito um humano
transgénico. De um modo preferido, um mamifero transgénico é
inferior a um Camelideo. De um modo preferido, & seleccionado a
partir do grupo consistindo de: um murganho, rato, cobaia,

hamster, macaco e coelho. De um medo vantajoso, € um murganho.
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De um modo vantajoso, os loci da cadeia pesada enddégenos
para o animal transgénicco sdo eliminados ou silenciados num
mamifero transgénico wutilizado no método de acordo com a
presente invencdo. Técnicas apropriadas para os ultimos sé&o
descritas nos documentos WO00/26373 ou W096/33266 e (Li e Baker
(2000) Genetics 156(2):809-821; Kitmura e Rajewsky (1992);
Kitamura e Rajewsky, (1992) Nature 356, 154-1560).

As células produtoras de anticorpos podem ser derivadas a
partir de animais transgénicos e utilizadas, por exemplo, na
preparacdo de hibridomas para a producdo de anticorpos VHH de
cadeia tnica como aqui definido. Adicionalmente ou
alternativamente, podem ser isoladas sequéncias de Aacidos
nucleicos a partir de mamiferos transgénicos e utilizadas para
produzir anticorpos de cadeia Unica, utilizandc técnicas de ADN
recombinante que sdo familiares ©para o8 especialistas na
técnica. Alternativamente ou adicionalmente, podem ser criados
anticorpos especificos de cadeia fTnica através da imunizacdo de

um animal transgénico como aqui descrito.

Assim, ¢é aqui descrito um método para a producdo de
anticorpos de cadeila Unica através da imunizacdo de um mamifero

transgénico com um antigénio como agui descrito.

De um modo preferido, o mamifero é um murganho.

O termo, “imunizar” um mamifero, significa administrar a um
mamifero transgénico um antigénio tal gue uma resposta
imunoldégica é eleita contra o antigénio. Serdo familiares para
os especialistas na técnica métodos apropriados para a

imunizac&o de mamiferos e s&o aqui descritos. Os antigénios
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apropriados podem ocorrer naturalmente ou sinteticamente. Os
antigénios que ocorrem naturalmente incluem proteinas que podem
ser, por exemplo, enzimas ou cofactores, péptidos e moléculas de
acidos nucleicos. Um especialista na técnica apreciard gue esta

lista ndo pretende ser exaustiva.

Breve Descrigdo das figuras

A Figura 1 apresenta um locus do anticorpo de cadeia fUnica

preferido.

Definicdes

“Um gene” compreende um ou mais exdes que codificam para um
ARNm completo. Um “gene do anticorpo” compreende os exdes V, D,
J que se recombinam para formar uma regido codificante VDJ e que
posteriormente, se recombina com uma regido constante da cadeia
pesada compreendendo um ou mais exBes constantes da cadeia
pesada. Existem muitos sub-grupos dos exdes V, D, J e C. Uma
regido V particular possul um exdo, uma regido D possui um exao,
uma regido J possui um exdo e uma regido C possul varios exdes.
Em conjunto, estes formam um gene completo apds recombinacgio
quando foi seleccionado um exdo V, um exdc D, um exdo J e uma

regi&do C.

“Exdo” e "“Intrdo”. Um Exdo & uma sequéncia codificante ou
mensageira de desoxinucledtidos. Isto é, é qualquer sequéncia de
ADN em eucariotas gue serd expressa no final em moléculas de

ARNm ou ARNr. Os exdes estdo habitualmente interpolados com
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intrdes. Isto &, estes sdo sequéncias de ADN que ndo sdo

expressas no final numa molécula de ARN matura.

Os intrdes sdo excisados do ARN transcrito de novo, de modo

a gerar a ARN matura.

Un “locus VHH da cadeia pesada” no contexto da presente
invencdo ¢é compreendido de uma “regido VHH”, uma “regido/exdo
J”, uma “regido/exdo D” e uma “regido constante da cadeia
pesada”. Cada regido VHH compreende um exdo VHH, cada regido J
um exdo J, cada regido D um exdo D e cada regido constante da
cadeia pesada compreende um ou mais exbes da regido constante da

cadeia pesada.

Un “exdo VHH” no contexto da presente invencdo descreve uma
sequéncia que codifica VHH ocorrendo naturalmente, tal como
aquelas encontradas nos Camelideos e qualquer homéloga, derivada
ou seu fragmento desde que o exdo resultante possa, quando um
constituinte de uma regido VHH como aqui definido, recombinar
com, pelo menos, uma regido D, pelo menos, uma regido J e, pelo
menos, uma regido constante da cadeia pesada, para criar um
anticorpo VHH de cadeia Unica como aqui definido, guando o acido

nucleico é expresso.

Um “locus VH da cadeia pesada de camelideo” no contexto da
presente invencdo é& compreendido de uma ou mais “regido/des VH
de camelideo” como aqui definido, uma ou mais “regido/des J7,
uma ou mais “regido/Bes D” e uma “regido constante da cadeia
pesada”. Cada regido VH de camelideo compreende um exdoc VH de
camelideo, cada regido J um ex&o J e cada regido D um exdo D e
cada regido constante da cadeia pesada compreende um ou mais

genes da regido constante da cadeia pesada.
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Um “exdo VH de camelideo” no contexto da presente invencdo
descreve uma sequéncia que codifica VH ocorrendo naturalmente
derivada de mamiferos que ndo Camelideos, por exemplo, que foi
mutada de modo a que tal sequéncia é a mesma do que aquela do
exdo do Camelideo. Um exdo VH de camelideo também inclui dentro
do seu ambitc qualquer homologo, derivado ou fragmento do exdo
desde que o exdo resultante possa, gquando um constituinte de uma
regi&o VH de camelideo, como aqui definido, recombinar com, pelo
menos, uma regido D, uma regidoc J e uma regido constante da
cadeia pesada para criar um anticorpo VH de cadeia tUnica de

camelideo como aqui definido.

Um “exdo da regidoc constante da cadeia pesada” (“exdo Cy”)
como aqui definido inclui as sequéncias de ex8es Cy que ocorrem
naturalmente, tals como aqueles encontrados nos camelideos ou
humanos ou outros mamiferos incluindo coelhos e murganhos. O
termo “exdo Cyp” também inclui dentro do seu ambito derivados,
homélogos e seus fragmentos até ao ponto o exdo Cy ser capaz de
formar um anticorpo de cadeia pesada Unica funcional como aqui
definido quando ¢é um componente de uma regido constante da
cadeia pesada. De um modo geral, o0s exbes Cy sdo de quatro tipos
diferentes (Cuyl-Cy4) que codificam porcdes diferentes (dominios)
de cada polipéptide constante da cadeia pesada. Contudo, os
anticorpos VHH e VH de cadeia Unica de camelideoc ndo possuem um
dominio CH1 funcional (contendo a regi&o de ancoragem do dominio
da cadeia leve) nem possuindo um dominic Ch4 funcional. Existem
um numero de sub-grupos de exdes da regido constante da cadeia
pesada. Classes de anticorpos diferentes possuem exbes CH
diferentes, por exemplo, as moléculas IgM possuem uma ou mais

exbdes da regido constante Cp e as moléculas IgG possuem um ou

mais exdes Cy.
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O termo, um “anticorpo VHH de cadeia pesada 1unica”, no
contexto da presente invencdo, significa uma molécula de
anticorpo que & composta apenas de cadeias pesadas (geralmente
duas) e ndo compreende quaisquer cadeias leves. Cada cadeia
pesada compreende uma regido varidvel (codificada pelos exbes
VHH, D e J) e uma regidoc constante. A regido constante
compreende ainda uma guantidade de dominios CH codificados por
exfes da regido constante pesada, compreendendo de um modo geral
dois: um dominio CH2 e um dominio CH3. Um anticorpo VHH de
cadeia tUnica, como aqui definido, ndoc possui um dominio CH1
funcional nem um dominio CH4 funcional. E a falta de um dominio
CH1 funcional (que em anticorpos convencionais possui o local de
ancoragem para o dominioc constante da cadeia leve) que contribui
para a 1incapacidade dos anticorpos de cadeia pesada @ se
associaremn com cadeias leves para formar anticorpos

convencionais. A sub-classe de anticorpos conhecidos como scIgG2

e/ou scIgG3 compreendem apenas os genes Cy2 e/ou Cy3.

O termo “um anticorpo VH de cadeia pesada 1wnica”, no
contexto da presente invencdo, significa uma molécula de
anticorpo que € composta apenas de cadeias pesadas (geralmente
duas) e ndo compreende quaisquer cadeias leves. Cada cadeia
pesada compreende uma regido varidvel (codificada por um “exdo
VH de camelideo”, exdo/6es D e J) e uma regidoc constante. A
regido constante <codificada por ex8es da regido constante
codifica ainda uma quantidade de dominios CH, de um modo geral
esta compreende dois: um dominic CHZ e um dominio CH3. Um
anticorpo VH de cadeia Unica de camelideo, como aqui definido,
ndo possui um dominio CH1 funcional ou um dominio CH4 funcional.
E a falta de um dominio CHl1 funcional (que nos anticorpos

convencionais ©possui o local de ancoragem para o dominio
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constante da cadeia leve) que contribui para a incapacidade dos
anticorpos de cadeia pesada se associarem com cadeias leves para

formar anticorpos convencionais.

“Anticorpos” como aqui utilizados, referem-se a anticorpos
ou fragmentos de anticorpos capazes de se ligarem a um alvo
seleccionado, e inclui anticorpos monoclonais e policlonais,
anticorpos modificados incluindo anticorpos guiméricos,
transplantados de CDR e humanizados, e anticorpos seleccionados
artificialmente preparados utilizando apresentacdo de fagos ou
técnicas alternativas. Pequenos fragmentos de anticorpo possuem
propriedades vantajosas para aplicacgbes em diagnéstico e
terapéuticas tendo em conta o0 seu pequeno tamanho e consequente

distribuicido nos tecidos superiores.

“Evolugdo do anticorpo”, descreve o processo de mudanca de
classe e maturacdo por afinidade (hipermutac&o somatica) que
ocorre durante o desenvolvimento do anticorpo e que resulta na
formacdo de anticorpos que se ligam selectivamente e com elevada

afinidade.

Descricao detalhada da invencéao

Técnicas Gerais

A ndo ser que definido em contrario, todos os termos
técnicos e cientificos aqui utilizados possuem O mesmo
significado como é entendido habitualmente por um especialista
na técnica (e. g., em cultura de células, genética molecular,
quimica de acidos nucleicos, técnicas de hibridacéao e

bioquimica). As técnicas de vreferéncia sdo wutilizadas para
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métodos moleculares, genéticos e Dbioquimicos (ver de um modo
geral, Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual,
2% ed. (1989) Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring
Harbor, N.Y. e Ausebel et al., Short Protocols 1in Molecular
Biology (1999) 4* Ed, John Wiley & Sons, Inc.) e métodos
quimicos. Adicionalmente, é& referido Harlow & Lane., A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor, N.Y., para Técnicas

Imunolégicas de referéncia.

Loci VH/h da cadeia pesada da presente invencdo

Num primeiro aspecto, a presente invencdo proporciona um
método para a producdo de um anticorpo VHH de cadeia pesada
tnica num mamifero compreendendc o passo da expressdc de um

locus VHH da cadeia pesada heterdlogo nesse mamifero.

Num aspecto posterior, a presente invencdo proporciona um
método para a produgédo de um anticorpo VH de cadeia pesada Unica
de camelideo num mamifero compreendendo © passo de expressar um

locus VH da cadeia pesada de camelideo nesse mamifero.

A construcdo de varios loci VHH da cadeia pesada € como

descrita no sumario da invencéo.

De um modo vantajoso, um locus compreende um ou mais sitios
FRT (alvo de recombinacdo flp) e dois ou mais sitios LoxP (gue
consiste de duas repeticdes invertidas de trinta pb separadas
por uma regido de espacador assimétrico de 8 pb (Brian Sauer,

Methods of Enzymology; 1993, Vol 225, 890-900).
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De um modo preferido, existem pelo menos dois sitios loxP
num locus. A presenca dos sitios FRT no locus permite a producédo
de transgénicos de cdédpia Unica, enquanto que a presenca de
sitios Lox permite, se necessirio, a eliminacdo de genes da

cadeia pesada de IgM e IgD.

(A) Vectores

A presente invencdo também proporciona vectores incluindo
uma construcdo da presente invencdo. De um modo essencial sdo
proporcionados dois tipos de vectores, vectores de replicacéo e

vectores de transformacdo.

(I) Vectores de Replicacéo

As construcbdes podem ser incorporadas num vector replicével
recombinante, tal como um vector BAC, O vector pode ser
utilizado para replicar a construcdc numa célula hospedeira
compativel. Assim, ¢é aqgui descrito um método de ©preparar
construgdes introduzindo uma construgcdo num vector replicavel,
introduzindo o vector numa célula hospedeira compativel, e
crescendo a célula hospedeira sob condigdes que provocam a
replicacdo da construcdo. A construcdo pode ser recuperada a
partir da célula hospedeira. As células hospedeiras apropriadas
incluem bactérias tais como E. coli, leveduras, linhas celulares
de mamiferos e outras linhas celulares eucariotas, por exemplo,

células Sf9 (baculovirus).
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(IT) Vectores de transformacdo

As construcdes podem também ser incorporadas num vector
capaz de inserir a construcdo num genoma receptor e alcancando
assim a transformacdo. Adicionalmente a construcdo de tais
vectores de transformacdo podem incluir um ou mais dos seguintes

componentes.

Promotores

O promotor ¢é seleccionado habitualmente a partir de
promotores que sdo funcionais em células de mamifercs, porém
podem ser utilizados promotores de procariotas e promotores
funcionais em outras células eucarioctas. O promotor &
tipicamente derivado de sequéncias de promotor de genes virais
ou eucariotas. Por exemplo, pode ser um promotor derivado a
partir do genoma de uma célula na qual a expressdo val ocorrer.
No que diz respeito a promotores eucariotas, estes podem ser
promotores gque funcionam dum modo ubiquo (tals como promotores
da alfa-actina, beta-actina, tubulina) ou, alternativamente, um
modo especifico de tecido (tais como promotores de genes da
imunoglobulina) . Estes podem ser também promotores gue respondem
a estimulos especificos, por exemplo, promotores que ligam
receptores da hormona esterdide. Também podem ser utilizados
promotores virais, ©por exemplo o promotor do terminal de
repeticdo longo (MMLV LTR) do virus da leucemia de murino
Moloney, o promotor do virus do sarcoma Rous (R.SV) LTR ou o
promotor do citomegalovirus humano (CMV)IE. Pode ser também
vantajoso para os promotores serem indutiveis de modo a que o0s
niveis de expressdo do gene heterdlogo possam ser regulados

durante o tempo de vide da célula. Indutivel significa que os
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niveis de expressdoc obtidos wutilizando o promotor podem ser

regulados.

Adicionalmente, quaisquer destes promotores podem ser
modificados pela adicdo de seguéncias regulatdrias adicionais,
por exemplo, sequéncias intensificadoras. S&o preferidos os
intensificadores capazes de regular a expressdo em células
produtoras de anticorpos. Em particular, pode ser incluido o
intensificador da cadeia pesada necessario para a activacdo bem
sucedida do locus do gene do anticorpo in vivo (Serwe, M., e
Sablitzky, F., EMBO J. 12, p2321-2321, 1993). Podem também ser
utilizadas as regides de controlo do locus (LCRs), em particular
a imunoglobulina LCR. Podem também ser utilizados promotores
quiméricos compreendendo elementos da seguéncia a partir de dois

ou mais promotores diferentes.

Outros Componentes do Vector

Adicionalmente a um promotor e a construcdo, os vectores da
presente invencdo contém, de um modo preferido, outros elementos
Uteis para o funcionamento oéptimo do vector no mamifero dentro
do qual o vector é inserido. Estes elementos sdc bem conhecidos
dos especialistas na técnica, e sdo descritos, por exemplo em
Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual Cold

Spring Harbor Laboratory Press, 1989.

Construcdo de Vectores

Os vectores utilizados para transformar embrides de

mamiferos sdo construidos utilizando métodos bem conhecidos na

28



técnica, incluindo, sem limitacdo, as técnicas de referéncia da
digestdo por restricdo com endonuclease, ligag¢do, purificacdo de
ADN e ARN, sequenciacdo de ADN comoc descrito, por exemplo, em
Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual., (Cold
Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y.
[1989]). Em geral, a construcdo de vector incluird os seguintes

passos:

a) O locus enddgenc de murganho é inactivado, por exemplo,
utilizando um dos procedimentos de desactivacdo (e. g.

Kitamara, D e Rajewski K., Nature 352, plb4-156, 1992).

b) As regides DJ e IgM de uma cadeia pesada apropriada como
aqui descrito estdo localizadas como um ADN recombinante de
uma biblioteca de PAC, BAC ou YAC humana e clonada como um
fragmento originado pcr enzima de restrigdo, por exemplo um
fragmento Sall. Esta regido também contém o intensificador
da cadeia pesada necessario para a activacdo bem sucedida
do locus do gene do anticorpo in vivo (ver Serwe, M.,

Sablitzky, F., EMBO J. 12, p2321-2321, 1993).

c) S&o clonados em primeiro lugar, uma quantidade de “exbes
VH de camelideo” ou VHH como cosmideos através da
construcdo de uma biblioteca gendémica apropriada por
técnicas convencionais. Uma vez gque o0s exbes VHH estdo
localizados entre exbdes VH, como aqui descrito, estes sdo
clonados, subseqguentemente, Jjunto dos exdes VHH. Assim, &
construida uma sequéncia de exdes VH e VHH. Esta sequéncia
de genes pode ser isolada como um fragmento MIul (ou outro

enzima de restricio).
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d) A LCR da cadeia pesada 3’ da imunoglobulina, uma regido
requladora necessédria para a expressdo do locus, é clonada

como um fragmento de restricido Scel.

e) 0Os exBes da cadeia pesada da regido constante séao
clonados como um fragmento de restricdo separado. Os
dominios Cyl e/ou Cyd4 codificados pelos secus respectivos
exdes sdo tornados ndo funcionais por recombinacgdo homdloga
em bactérias (Imam et al., Nucleic Acid Research, 15:E6b5,
2000) removendo as sequéncias de excisdo do receptor do
exdo Cyl e/ou Cy4 (Nguyen et al., Mol. Immunol. 36, 514-524,
1999).

Os passos b-e proporciocnam as pecas para um “locus da
cadeia pesada VHH” ou “um locus VH da cadeia pesada de
camelideo” (Fig. 3) que deve tomar controlo da funcdo do locus
inactivado do murganhc descrito sob a). Estes locus séo
construidos <clonando cada um dos fragmentos ©pela ordem
apropriada num vector apropriado, por exemplo um vector BAC
contendo uma regido do ligante com todos os sitios de restricédo
acima descritos (Fig. 1). Os loci criados de acordo com o método
sdo, geralmente, da ordem de 200-250 kB em tamanho. Estes podem
ser isolados e purificados & parte do vector por técnicas de
laboratéric de referéncia que serio familiares dos especialistas
na técnica. O &acido nucleico purificado que codifica o “locus
VHH da cadeia pesada” ou “um locus VH da cadeia pesada de
camelideo” (Fig. 1) pode ser subsequentemente introduzido em
ovos de murganho fertilizados derivados de murganhos knockout
descritos em a) através de técnicas de referéncia para obter

murganhos transgénicos que expressam um ou mais loci.
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Anticorpos de cadeia tunica de acordo com a presente

invencgdo

Serd entendido que o termo “um anticorpo de cadeia pesada
Unica” e “loci VHH da cadeia pesada” também inclui polipéptidos
homélogos e sequéncias de acidos nucleicos obtidas a partir de
qualquer fonte, por exemplo hombélogos celulares relacionados,

hombélogos de outras espécies e variantes ou seus derivados.

Assim, existem também variantes descritas, homdélogos ou
derivados dos anticorpos de cadeia pesada TUnica e loci VHH da

cadeia pesada como aqui descrito.

No contexto da presente invencdo, uma sequéncia homdloga é
levada a incluir uma sequéncia de aminoacidos que &, pelo menos,
80, 85, %0, 95, 96, 97, 98, 99, 99,5, 99,6, 99,7, 99,8, 99,9%
idéntica, de um modo preferido, pelo menos, 98 a 99% idéntica a
nivel de aminodcidos ao longo de, pelo menos, 30, de um modo
preferido, 50, 70, 90 ocu 100 aminocacidos. Embora & homologia
possa ser também considerada em termos de semelhanca (i. e.
residuos de amincacidos possuindo propriedades/funcdes quimicas
semelhantees), no contexto da presente invencdo é preferido

expressar homologia em termos de identidade da sequéncia.

As comparacgdes por homolocgia podem ser conduzidas através
de olho, ou mais habitualmente, com a ajuda de programas de
comparacdo de sequéncias facilmente disponiveis. Estes programas
informaticos disponiveis comercialmente podem calcular a % de

homologia entre duas ou mais segquéncias.

A % de homologia pode ser calculada ao longo de sequéncias

contiguas, 1i. e. uma sequéncia é alinhada com a outra sequéncia
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e cada amincadcido numa sequéncia comparado directamente com ©
aminoacido correspondente na outra sequéncia, um residuo de cada

A\Y

vez. Isto ¢é habitualmente denominado de um alinhamento sem
intervalos”, tais alinhamentos sem intervalos sdo realizados
apenas ao longo de uma quantidade relativamente pequena de

residuos (por exemplo menos de 50 aminocacidos contiguos).

Apesar de este ser um método muito Unica e consistente,
este falha tendo em conta que, por exemplo, num par diferente de
sequencias idénticas, uma insercdo ou eliminac¢do causara gue oS
seguintes amino&cidcs sejam colocados fora do alinhamento,
resultando, assim, potencialmente numa larga reducdo na % de
homologia quando é realizado um alinhamento global.
Consequentemente, a maioria dos métodos de comparagdo séo
concebidos para produzir alinhamentos Optimos que tomam em
consideracdo insercdes e eliminacdes possivels sem penalizar a
pontuacdo da homologia global. 1Isto & alcancado inserindo

“intervalos” no alinhamento da sequéncia para tentar maximizar a

homologia local.

Contudo, estes métodos mais complexos atribuem
“penalizacdes de intervalo” para cada intervalo que ocorre no
alinhamento de modo que, para & mesma quantidade de aminodcidos
idénticos, um alinhamento da sequéncia com menos intervalos
quanto possivel - reflectindo relacdo mais elevada entre as duas
sequencias comparadas - alcangard uma pontuacdc mais elevada do
que uma com muitos intervalos. Os “custos dos intervalos afins”
sdo utilizados habitualmente para cobrar um custo relativamente
elevado para a existéncia de um intervalo e uma penalizacdo mais
reduzida para cada residuo subsequente no intervalo. Este & o
sistema de pontuacdo de intervalos mais habitualmente utilizado.

As penalizacgdes de intervalos elevados produzirdo certamente
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alinhamentos optimizados com menos intervalos. A maioria dos
programas de alinhamento permite que sejam modificadas as
penalizacdes do intervalo. Contudo, ¢é preferido utilizar os
valores por defeito quando se utiliza tal programa informatico
para as comparacbes das sequéncias. Por exemplo, ao utilizar o
GCG Wisconsin Bestfit package (ver a seguir) a penalizacédo do
intervalo por defeito para as sequéncias de aminoacidos & 1-12
para um intervalo e -4 para cada extenséo.

0 cédlculo da % méxima de homologia requer em primeiro lugar
a produgdo de um alinhamento Optimo, tomando em consideragdo as
penalizacdes dos intervalos. Um  programa de computador
apropriado para realizar tal alinhamento é o GCG Wisconsin
Bestfit package (University of Wisconsin, U.S.A.; Devereaux et
al., 1984, Nucleic Acids Research 12:387). Exemplos de outros
programas informéticos que podem realizar comparacgdes de
sequéncias incluem, mas ndo estdo limitados ao, BLAST package
(ver Ausubel et al., 1999 ibid - Capitulo 18), FASTA (Atschul et
al., 1990, J. Mol. Biol., 403-410) e o GENEWORKS servem de
ferramentas de comparagdo. Ambos BLAST e FASTA estdo disponiveis
para pesquisa fora de linha e em linha (ver Ausubel et al., 1999
ibid, péaginas 7-58 a 7-60). Contudo ¢é preferido wutilizar o
programa GCG Bestfit.

Embora a % de homologia final possa ser medida em termos de
identidade, 0 proprio processo de alinhamento ni&oc esté
habitualmente baseado numa comparacdo de emparelhamento tudo-ou-
nada. Pelo contrario, é habitualmente utilizada uma matriz de
pontuacdo de semelhanteidade com escala que atribui pontuacbes a
cada comparacdo par-a-par baseada na semelhanteidade gquimica ou
distédncia evolutiva. Um exemplo habitualmente utilizado de tal

matriz & a matriz BLOSUM62 - a matriz por defeito para o BLAST
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serve para 0S programas. Os programas GCG Wisconsin utilizam,
geralmente, quer os valores por defeito ptblicos ou uma tabela
de comparacdo de simbolos personalizada se fornecida (ver manual
do utilizador ou detalhes adicionais). E preferido wutilizar
valores por defeito plblicos para o pacote GCG, ou no caso de
outro programa informatico, a matriz por defeito, tal como

BLOSUM62.

Uma vez que o programa informdtico produziu um alinhamento
optimo, ¢é possivel calcular a % de homologia, de um modo
preferido, % de identidade da sequéncia. O programa informatico
executa isto habitualmente como parte da comparacdo da sequéncia

e cria um resultado numérico.

Métodos para a producdo de anticorpos de cadeia ftnica de

acordo com a presente invencgdo

(A) Animais transgénicos

Os loci e vectores da presente invengdo podem ser

introduzidos num animal para produzir um animal transgénico.

Inserindo os loci no genoma de um animal receptor pode ser
alcancado utilizandc  qualquer  técnica evidente para  0s
especialistas na técnica, por exemplo, microinjeccdo. A seguir a
introduc&do do &cido nucleico num ovo fertilizado, é alcancada a
re-implantacdo utilizando métcdos de referéncia que serdo
familiares para os especialistas na técnica. Habitualmente o
hospedeiro substituido é anestesiado, e os ovos sdo inseridos no

oviducto. A quantidade de ovos implantados num hospedeiro
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particular variard, mas serd comparadvel habitualmente com a

quantidade de descendéncia que a espécie habitualmente origina.

Alternativamente, o ADN pode ser introduzido em células
estaminais embriondrias (ES) que podem ser inseridas num embriio
hospedeiro para derivar murganhos transgénicos através de

tecnologia de referéncia.

Numa forma de realizacdo posterior, o ADN pode ser
introduzidc em gqualquer célula. Os nlclecs dessas células séo
utilizados para substituir os nlUcleos de um ovo fertilizado que
pode ser de qualquer espécie para dar origem a animais
transgénicos. Esta técnica de transferéncia nuclear é& familiar

para os especialistas na técnica.

A descendéncia transgénica do hospedeiro substituido pode
ser sujeita a rastreio quanto & presenca do transgene através de
qualquer método apropriado. 0 rastreio & frequentemente
alcancado por analise de Southern ou Northern, utilizando uma
sonda que é complementar a, pelo menos, uma porcdc do transgene.
A andlise por transferéncia de Western, utilizando um ligando
egspecifico para o anticorpo codificado pelo transgene, pode ser
utilizada comc um método de rastreio alternativo ou adicional.
Habitualmente, sdo testados os tecidos ou células que se créem
expressar o transgene aos mais elevados niveis, embora quaisquer
tipos de tecidos ou células possam ser utilizados para esta

anadlise.

A progenia de mamiferos <transgénicos pode ser obtida
acasalando o mamifero transgénico com um parceiro apropriado, ou
através de fertilizacdo in vitro dos ovos e/ou esperma obtido a

partir do mamifero transgénico. Quando é utilizada a
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fertilizacdo in vitro, o embrido fertilizado pode ser implantado
num hospedeiro substituido ou incubado in vwvitro, ou ambos.
Quando o acasalamento é utilizado ©para originar ©progenia
transgénica, o mamifero transgénico pode ser acasalado para uma
linha parental. Utilizandc qualquer um dos métodos, pode ser
avaliada a progenia guanto & presenca do transgene utilizando

métodos anteriormente descritos, ou outros métodos apropriados.

O animal pode ser variadamente fornecido, sendo um mamifero
ndo humano, tal como um roedor e, de um modo preferido, um rato
ou murganho. A este nivel, ¢é também preferido que o animal
receptor seja incapaz de produzir anticorpos que incluam cadeias
leves ou que muito menos possuam capacidade reduzida para
produzir tais anticorpos. Para alcancar este fim o animal
receptor pode ser um animal “knockout” que é& capaz de possuir um
ou mals genes necessadrios para a producdo de anticorpos com

cadeias leves inactivadas ou suprimidas.

Utilizando animais receptores incapazes de produzir
anticorpos gue incluam cadeias leves ou muito menos com apenas
uma capacidade reduzida para produzir tais anticorpos, o método
da presente invencdo aumenta a producdoc eficaz de grandes
quantidades de anticorpos de cadeia Unica e células produtores
de anticorpos a partir de um animal transgénico apds confronto

com um dadc antigénio.

(B) Tecnologia de exibicdo de fagos

Os vectores para apresentacdo de fagos fundem o polipéptido
codificado para, e. g., a proteina do gene III (pIII) ou

proteina do gene VIII (pVIII) para apresentacdo na superficie do
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fago filamentoso, tal como M13. Ver Barbas et al., Phage
Display: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory
Press (2001) (ISBN 0-87969-546-3); Kay et al. (eds.) Phage
Display of Peptides and Proteins: A Laboratory Manual, San
Diego: Academic Press, Inc., 1996; Abelson et al. (eds.),
Combinatorial Chemistry, Methods in Enzymology vol. 267,

Academic Press (May 1996).

Os hospedeiros procariotas sdc particularmente Uteis para a
producdo de anticorpos apresentando fagos. A tecnologia de
anticorpos apresentando fagos, na qual os fragmentos da regido
varidvel do anticorpo sdo fundidos, por exemplo, a proteina do
gene IITI (pIII) ou proteina do gene VIII (pVIII) para apresentar
na superficie do fago filamentoso, tal como M13, estd neste
momento bem  demonstrada, Sidhu, Curr. Opin. Biotechnol.
11(6):610-¢(2000); Griffths et al., Curr. Opin. Biotechnol.
9(1):102-8(1998); Hoogenboom et al., Immunotechnology, 4(1):1-20
(1998); Rader et al., Current Opinion 1in Biotechnology 8:503-
508(1997); Aujame et al., Human Antibodies 8:155-168 (1997);
Hoogenboom, Trends in Biotechnol. 15:62-70 (1997); de Kruif et
al., 17:453-455(1996); Barbas et al., Trends 1in Biotechnol.
14:230-234(1996); Winter et al., 2Ann. Rev. Immunol. 433-455
(1994), e técnicas e ©protocolos necessarios para criar,
propagar, sujeitar a rastreio(biosseleccdo), e utilizar
fragmentos de anticorpo a partir de tais bibliotecas foram
recentemente compilados, Barbas et al., Phage Display: A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press (2001)
(ISBN 0-87969-546-3); Kay et al. (eds.) Phage Display of
Peptides and Proteins: A Laboratory Manual, San Diego: Academic
Press, Inc., 1996; Abelson et al. (eds.), Combinatorial
Chemistry, Methods 1in Enzymology vol. 267, Academic Press (May
1996) .
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Como aqui descrito, para a apresentacdo de fagos de
anticorpos incluindo seus fragmentos, de um modo vantajoso,

estes sdo fundidos com a proteina g3p de fago.

(C) Hibridomas

Pode ser utilizado ADN recombinante para preparar
anticorpos de cadeia tnica utilizando um determinado
procedimento, em cultura de células bacterianas ou, de um modo
preferido, de mamiferos. O sistema de cultura de células
seleccionado secreta, de um modo preferido, o© produto do

anticorpo de cadeia tnica.

A multiplicacdo das células do hibridoma ou células
hospedeiras de mamifero in vitro é realizada em meios de cultura
apropriados, gue sdo meios de cultura de referéncia habituais,
por exemplo, Meio de Dulbecco com modificacdo de Eagle (DMEM) ou
meio RPM 1640, completado opcionalmente através de um soro de
mamifero, e. g., soro fetal de vitela, ou elementos vestigiais e
suplementos de manutencdo do crescimento, e. g. células
alimentadoras, tais como células exsudadas ©peritoneais de
murganho normal, células do bacgo, macréfagos da medula espinal,
2-aminoetanol, insulina, transferrina, lipoproteina de Dbaixa
densidade, acido oleico, ou afins. A multiplicacdo das células
hospedeiras que s&o células bacterianas ou células de levedura é
igualmente realizada em meio de cultura apropriado conhecido na
técnica, por exemplo, para bactérias em meio LB, NZCYM, NZYM,
NZM, Caldo Intenso, SOB, SOC, 2 x YT, ou Meio Minimo M9, e para
leveduras em meio YPD, YEPD, Meio Minimo, ou Meio Minimo

Limitado Completo.
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A producdo in vitro proporciona preparacdes de
imunoglobulina relativamente puras e permite expandir para
fornecer grandes quantidades das imunoglobulinas desejadas. As
técnicas para a cultura de células bacterianas, de leveduras ou
células de mamiferos sdo conhecidas na técnica e incluem cultura
em suspensdo homogénea, e. g. num reactor com arejamento ou num
reactor de agitacdo continua, ou cultura de células imobilizadas
ou aprisionadas, e. g. em fibras c¢éncavas, microcapsulas, em

microesferas de agarose ou cartuchos de cerémica.

Podemn ser também  obtidas grandes quantidades das
imunoglobulinas desejadas através da multiplicacdo de células de
mamifero in vivo. Para este propésito, as células do hibridoma
produzindo as imunoglobulinas desejadas s&do injectadas em
mamiferos histocompativeis para provocar crescimento de tumores
produtores de anticorpos. Opcionalmente, é fornecido aos animais
um hidrato de carbono, especialmente 6leos minerais, tais como,
pristano (tetrametil-pentadecano), antes da injeccdo. Apds uma a
duas semanas, as imunoglobulinas sdoc 1isoladas a partir dos
fluidos corporais desses mamiferos. Por exemplo, as células de
hibridomas obtidas através da fusdo de células de mieloma
apropriadas com células de baco produtoras de anticorpo a partir
de murganhos Balb/c, ou sdo injectadas intraperitonealmente
células transfeccionadas derivadas a partir da linha celular de
hibridoma Sp2/0 que produz os anticorpos desejados em murganhos
Balb/c opcionalmente pré-tratados com pristanc, e, apds uma a

duas semanas, é retirado fluido ascitico dos animais.

As técnicas antecedentes, e outras, sdo discutidas em, por
exemplo, Kohler e Milstein, (1975) Nature 256:495-497; documento

US 4376110; Harlow e Lane, Antibodies: a Laboratory Manual,
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(1988) Cold Spring Harbor Techniques para a preparacdo de
moléculas de anticorpos recombinantes & descrita nas referéncias
anteriores e também, por exemplo, no documento EP 0623679;

documento EP 0368684 e documento EP 0436579.

Os sobrenadantes da cultura de células sdo sujeitas a
rastreio para os anticorpos desejados, de um modo preferido por
coloracdo com imunofluorescéncia de células expressando o alvo
desejado através de transferéncia imunoldgica, através de um
ensaio imunoldégico enzimatico, e. g. um ensaio em sandwich ou um

ensaio por gota, ou um radioimunoensaio.

Para o isoclamento dos anticorpos, aqueles presentes nos
sobrenadantes da cultura ou no fluido ascitico podem ser
concentradcs, e. g. através de precipitagdo com sulfato de
aménio, didlise contra material higroscépio, tal Como
polietilenoglicol, ou filtracdo através de membranas selectivas.
Se necessirio e/ou desejado, o0s anticorpos sdo purificados por
métodos de cromatografia habituais, por exemplo filtragdo em
gel, cromatografia de troca idnica, cromatografia  sobre
celulose-DEAE e/ou cromatografia de (imuno-)afinidade, e. g.

cromatografia de afinidade com a molécula alvo com Proteina A.

(3) Imunizacdo de um animal transgénico

A presente descricdo também descreve um método de producdo
de anticorpos de cadeia ftUnica compreendendo administrar um

antigénio a um animal transgénico.
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Os anticorpos de cadeia dunica, produzidos a partir de
animais transgénicos, incluem anticorpos de cadeia Gnica
policlonais e monoclonais e seus fragmentos. Se forem desejados
anticorpos policlonais, o animal transgénico (e. g., murganho,
coelho, cabra, cavalo, etc.) pode ser imunizado com um antigénio
e soro do animal imunizado, recolhido e tratado de acordo com ©s
procedimentos  conhecidos. Se o soro contendo anticorpos
policlonais contém anticorpos para outros antigénios, os
anticorpos policlonais de interesse podem ser purificados
através de cromatografia de imuncafinidade e técnicas
semelhantes que serdo familiares para o©0s especialistas na
técnica. As técnicas para preparar e processar anti-soro

policlonal sdo também conhecidas na técnica.

Utilizacdes de anticorpos de cadeia tnica de acordo com a

presente invengéo

Os anticorpos de cadeia Unica, incluindo 0s seus
fragmentos, podem ser utilizados em terapéuticas in vivo e
aplicacgdes profilacticas, aplicacdes em diagndstico in vitro e

in vivo e ensailo in vitro e aplicacdes como reagente.

As utilizagbes terapéuticas e profilacticas de anticorpos
de cadeia UGnica envolvem & administracdo dos anteriores a

mamiferos receptores, tal como um humano.

Os “anticorpos VH de cadeia pesada Unica de camelideo”
possuem varias vantagens sobre as moléculas de anticorpo VHH de
cadeia tnica de camelideo no tratamento de humanos. Por exemplo,
08 anticorpos VH de cadeia Unica de camelideo possuem um sitio

de ligacdo da proteina A no caso dos anticorpos baseados na
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familia de genes VH3. Adicionalmente, gquando a administrado a
humanos, os anticorpos VE de cadeia tuUnica de camelideo séo
esperados apresentar imuncgenicidade inferior do que o©s

anticorpos VHH de cadeia Unica de camelideo.

Serd também apreciado gue os “anticorpos VH de cadeia
pesada Unica” e “anticorpos VHH de cadeia pesada Unica de
camelideos” possuem algumas caracteristicas fisicas diferentes
que o0s anticorpos convencionais de cadeia dupla. Por exemplo,
devido & caréncia de um dominic pesado CH1 funcional, os
anticorpos da ©presente 1invengdo ndo se ligam a molécula
complemento Clg que estd envolvida na activacdo da via cléssica

do complemento.

S&o preferidos 08 anticorpos de cadeia tnica
substancialmente puros incluindo seus fragmentos de pelo menos
90 a 95% de homogeneidade para administracdo num mamifero, e &
mais preferido, 98 a 99% ou mais homogeneidade para utilizaces
farmacéuticas, em especial quando o mamifero é um humano. Uma
vez purificado, parcialmente ou para homogeneidade como
desejado, os anticorpos de cadeia Unica como aqui descritos
podem ser utilizados para diagnéstico ou terapéutica (incluindo
extracorporal) ou no desenvolvimento e realizacdo de processos
de ensaio utilizando métodos conhecidos dos especialistas na

técnica.

Os anticorpos de cadeia Unica habitualmente seleccionados
encontrardo utilidade na prevencdo, supressdo ou tratamento de
condicdes inflamatdérias, hipersensibilidade alérgica, cancro,
infecc&o Dbacteriana ou viral, e distlrbios autcimunes (que
incluem, mas ndo estdo limitados a, diabetes Tipo I, esclerose

maltipla, artrite reumatdide, 1lupus sistémico eritematoso,
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doenca de Crohn e miastenia gravis), e na prevencido da rejeicdo
a transplante. Por exemplo, o esgotamento das células T
regulatdédrias ou interferéncia com a sua selecgdo pode resultar
numa resposta imunoldgica aumentada que pode ser de utilizagédo
particular no tratamento de infeccbes que escapam igualmente uma

resposta imunolégica normal.

Adicionalmente, os anticorpos de cadeia Unica seleccionados
incluindo seus fragmentos podem ser Uteis para modular uma
resposta imunoldgica em regides de um vertebrado em que estes
ndo estdo normalmente localizados. Por exemplo, um ou mais
anticorpos utilizados como aqui descrito podem ser perfundidos,
injectados, num tecido de um vertebrado, utilizando técnicas
conhecidas dos especialistas na técnica. A presenca de um
anticorpo como aqui descrito, em tal ambiente ectdpico pode ser
ttil na modulacdo de uma resposta dimunoldgica durante, por

exemplo, rejeicdo ao transplante e afins.

Na aplicagcao 1imediata, o termo “prevencado” envolve

administracdo da composicdo protectora antes da inducdo da

doenca. A “supressdo” refere-se a administracdo da composicdo
apbds um evento indutivo, mas anteriormente a evidéncia clinica
da doenca. O “tratamento” envolve administracdo da composicdo

protectora apds se manifestarem os sintomas da doenca.

Est&o disponiveis sistemas de modelo animal que podem ser
utilizados para efectuar o rastreio da eficédcia dos anticorpos
seleccionados na proteccdo contra ou tratamento da doenca. S&o
conhecidos na técnica métodos para o teste de lupus sistémico
eritematosc (SLE) em murganhos susceptiveis (Knight et ail.
(1978) J. Exp. Med., 147:1653; Reinersten et al. (1978) New Eng.

J. Med., 299:515). Myasthenia Gravis (MG) é& testada em murganhos
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fémeas SJL/J induzindo a doenca com proteina AchR soluvel a
partir de outras espécies (Lindstrom et al. (1988) Adv.
Immunol., 42:233). A artrite é induzida numa estirpe susceptivel
de murganhos através de injecc&o de colagénio Tipo II (Stuart et
al. (1984) Ann. Rev. Immunol., 42:233). Fol descritoc um modelo
através do qual o adjuvante da artrite ¢é induzido em ratos
susceptiveis através de injeccdo de proteina de choque
calorifico de micobacteria (Van Eden et al. (1988) Nature,
331:171). A tiroidite & induzida em murganhos através de
administracdc de tiroglobulina como descrito (Maron et al.
(1980) J. Exp. Med., 152:1115). A diabetes mellitus dependente
de insulina (IDDM) ocorre naturalmente ou pode ser induzida em
certas estirpes de murganhos tais como agquelas descritas por
Kanasawa et al. (1984) Diabetelogia, 27:113. A EAE em murganhos
e ratos serve como um modelo para MS em humanos. Neste modelo, a
doenca desmielinizante & induzida através de administracido de
proteina béasica de mielina (ver Peterson (1986) Textbook of
Immunopatology, Mischer et al., eds., Grune e Stratton, New
York, pp. 179-213; Mcfarlin et al. (1973) Science 179:478: ¢
Satoh et al (1987) J: Immunol., 138:179).

Geralmente, o0s anticorpos de cadeia Unica seleccionados
serdo utilizados na forma purificada em conjunto com
transportadores farmacologicamente apropriados. Habitualmente,
estes transportadores incluem solucdes aquosas ou
alco6licas/aquosas, emuls@es ou suspensdes, incluindo qualquer
meio salinc e/ou tamponado. Os velculos parentéricos incluem
solucdo de cloreto de sédio, dextrose de Ringer, dextrose e
cloreto de sédio e Ringer lactado. Os adjuvantes
fisiologicamente aceitédveis apropriados, se necessério para
manter um complexo polipeptidico em suspensdo, pode ser

escolhida a partir de espessantes tais como
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carboximetilcelulose, polivinilpirrolidona, gelatina e

alginatos.

Os velculos intravenosos incluem reabastecedores de fluidos
e nutrientes e reabastecedores de electrdlitos, tais como
aqueles baseados em dextrose de Ringer. Podem também estar
presentes conservantes e outros aditivos, tais COomo
antimicrobianos, antioxidantes, agentes quelantes e gases
inertes (Mack (1982) Remington’s Pharmaceutical Sciences, 16°

Edicéo) .

Os anticorpos de cadeia Unica seleccionados incluindo seus
fragmentos podem ser utilizados como composi¢des administradas

separadamente ou em conjunto com outros agentes. Estes podem

incluir varios farmacos imunoterapéuticos, tais Como
cicloesporina, metotrexato, adriamicina ou cisplatino, e
imunotoxinas. As composigdes farmacéuticas podem incluir

“cocktails” de varios agentes citotdxicos ou outros agentes em
conjunto com os anticorpos seleccionades, ou células T ou até

combinacbes dos anticorpos seleccionados.

A via de administracdo das composicdes farmacéuticas pode
ser qualquer uma daquelas conhecidas  habitualmente  dos
especialistas da técnica. Para terapéutica, incluindo terapia
imunolégica sem limitacé&o, 0Ss anticorpos seleccionados,
receptores ou suas proteinas de ligacido podem ser administrados
qualquer doente de acordo <com técnicas de referéncia. A
administracdo pode ser por qualquer modo apropriado, incluindo,
parental, intravenoso, intramuscular, intraperitoneal,
transdérmico, através da via pulmonar, ou também,
apropriadamente, através de infusédo directa com um cateter. A

dosagem e frequéncia de administracdo dependerdo da idade, sexo
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e condicdo do doente, administracdo simultdnea de outros
farmacos, contra-indicacdes e outros paridmetros a serem tomados

em conta pelo clinico.

Os anticorpos seleccionadcs podem ser liofilizados para
armazenamento e reconstituldos num veiculo apropriado antes da
utilizacdo. Podem ser utilizadas as técnicas de liofilizacédo e
reconstituicdo conhecidas. Serd apreciado pelos especialistas na
técnica que a liofilizacdo e reconstituicdo pode levar a
variados graus de perda de actividade funcional e gue os niveis
de utilizacdo possam ter de ser ajustados superiormente para

compensar.

Adicionalmente, os anticorpos podem ser wutilizados para
fins de diagnéstico. Por exemplo, os anticorpcs aqui descritos
podem ser <criados ou crescidos contra antigénios que sao
especificamente expresso durante condigdes de doenga ou cujos

niveis se alteram durante um dado estado de doenca.

Para certos fins, tais como diagndéstico ou fins de
sinalizacdo podem ser adicionados marcadores. Os marcadores
apropriados incluem mas ndo estdo limitados a quaisquer dos
seguintes, marcacbes radiocactivas, marcacdes por NMR spin e
marcacdes fluorescentes. Os meios para a deteccdo das marcagdes

serdo familiares para os especialistas na técnica.

Exemplos de marcagdes radiocactivas apropriadas incluem
technetium99m (*™"Tc) ou iodina-123('*’I). As marcacdes tais como
iodina-123, iodina-313, indium-111, fluorina-19, carbono-13,
nitrogénio-15, oxigénio-17, gadolinio, manganésio ou ferro
permitem a deteccdo da marcacdo utilizando NMR. As marcacdes

tais como metionina 11C e FDG sdo apropriados para utilizar na
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técnica da tomografia de emissdo de positrdo. As descrigdes dos
processos e protocolos para utilizar PET sdo familiares para os

especialistas na técnica.

Um fluordforo apropriado & GFP ou um seu mutante. O GFP e
0s seus mutantes podem ser sintetizados em conjunto com o0s
anticorpos ou molécula alvo através da express&o com esta como
um polipéptido de fusdo, de acordo com métodos bem conhecidos na
técnica. Por exemplo, pode ser construida wuma unidade de
transcricdc como uma fusdo em grelha do GFP desejado e a
imunoglobulina ou alvo, e inserida num vector como descrito
anteriormente, utilizando <c¢lonagem por PCR convencional e

técnicas de ligacéo.

Anticorpos como aqui descritos podem ser marcados com
qualquer agente capaz de gerar um sinal. O sinal pode ser
qualquer sinal detectavel, tal como a inducdo da expressdo de um
produto do gene detectdvel. Exemplos de produtos do gene
detectével incluem polipéptidos bioluminescentes, tais como
luciferase e GFP, polipéptidos detectaveis através de ensaios
especificos, tails como beta-galactosidase e CAT, e polipéptidos
que modulam as caracteristicas de crescimento da célula
hospedeiro, tais como enzimas necessarias para metabolismo, tal
como HIS3, ou genes de resisténcia ao antibidtico, tal como

G418.

As composigdes contendo os antibidticos seleccionados ou um
seu cocktail podem ser administradas para tratamentos
profiléacticos e/ou terapéuticos. Em certas aplicacbes
terapéuticas, uma quantidade adequada para alcangcar pelo menos
inibic&o parcial, supressdo, modulacdo, morte, ou alguns outros

parémetros mensuraveis, de uma populacédo das células
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seleccionadas é definido como uma “dose eficar
terapeuticamente”. Quantidades necessdrias para alcancar esta
dosagem dependerid da severidade da doenca e da condicdo geral do
sistema imunitario do doente, mas geralmente varia desde 0,00005
a 5,0 mg do anticorpo de cadeia Unica seleccionado por kilograma
de peso corporal, com doses de 0,0005 mg a 2,0 mg/kg/dose sendo
mais habitualmente wutilizadas. Para aplicacdes profiléacticas,
composicdes contendo os presentes polipéptidos seleccionados ou
seus cocktails podem também ser administrados em dosagens

semelhantees ou ligeiramente inferiores.

Uma composicdo contendo um ou mais anticorpos seleccionados
pode ser utilizada em composic@es profilacticas e terapéuticas
para ajudar na alteracdo, inactivacédo, morte ou remogcdo num
mamifero de uma populacdo de células alvo seleccionada.
Adicionalmente, o0s reportdérios seleccionados dos polipéptidos
aqui descritos podem ser selectivamente utilizados
extracorporalmente ou in vitro para matar, esgotar, ou
igualmente remover eficazmente uma populacdo de células alvo de
uma coleccdo de células heterogéneas. O sangue de um mamifero
pode ser combinado extracorporalmente com 0s anticorpos
seleccionados, receptores a superficie da c¢élula ou suas
proteinas de ligacgdo através das quais as células n&o desejadas
sdo mortas ou igualmente removidas do sangue para voltar ao

mamifero de acordo com as técnicas de referéncia.

Lisboa, 15 de Maio de 2007
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REIVINDICACOES

Método para a producdo de um anticorpo VHH de cadeia pesada
tnica num mamifero transgénico ndoc humano compreendendo ©
passo da expressdo um locus VHH da cadeia pesada nesse
mamifero, em gque o locus VHH da cadeia pesada ¢é
compreendido por uma regido VHH, uma regido J, uma regido D
e uma regido constante da cadeia pesada em gue, quando
expressa, a regldo constante da cadeia pesada ndo expressa

um dominio CH1 funcional nem um dominio CH4 funcional.

Método da reivindicagdo 1, em que o locus VHH da cadeia
pesada compreende, pelo menos, uma regido D de origem

humana e, pelo menos, uma regido J de origem humana.

Método para a producdo de um anticorpo VH de cadeia pesada
simples de camelideo num mamifero transgénico naohumano
compreendendo o passo da expressdo de um locus VH da cadeia
pesada de camelideo nesse mamifero, em gque o locus VH da
cadeia pesada de camelideo é compreendido por uma regido VH
de camelideo, uma regido J, uma regido D e uma regido
constante da cadeia pesada, em que, gquando expressa, a

regi&o constante da cadeia pesada ndo expressa um dominio

CH1 funcional nem um dominio CH4 funcional.

Método da reivindicacdo 3, em que o locus VH da cadeia
pesada de camelideo compreende, pelo menos, uma regido D de

origem humana e, pelo menos, uma regido J de origem humana.

Método de qualguer uma das reivindicacbes 1 a 4, em gue a

regido constante da cadeia pesada compreende um ou mais



10.

11.

exdes constantes da cadeia pesada seleccionada do grupo

consistindo de Cs, Cyl1-4, C; e Cql-2.

Método da reivindicacdo 5, em que apenas um ou mais genes
Cy2 e/ou C43 com dominios n&o funcionais CHl estdo presentes

na regido constante da cadeia pesada.

Método de acordo com qualquer uma das zreivindicaces
anteriores, em gque a regido constante da cadeia pesada
compreende, pelo menos, um gene constante da cadeia pesada

que é proveniente de camelideo.

Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a 6,
em que a regido constante da cadeia pesada compreende, pelo
menos, um gene constante da cadeia pesada que ndo é de

origem de camelideo.

Método da reivindicacdo 8, em gue a regido constante da
cadeia pesada compreende, pelo menos, um gene constante da

cadeia pesada que é de origem humana.

Método de acordo com qualquer uma das reivindicacdes
anteriores, em que o locus VHH ou VH da cadeia pesada de
camelideo compreende ainda uma sequéncia de recombinacdo
(rss) capaz de recombinar uma regidoc J directamente com um

gene constante da cadeia pesada.

Método de qualguer uma das reivindicacdes anteriores, em
que o locus VHH ou VH de camelideo expressa um anticorpo

hibrido de cadeia pesada unica.



12.

13.

14.

15.

16.

17.

Método de qualguer uma das reivindicacbdes anteriores, em
que os loci da cadeia pesada endbdgenos para os mamiferos

sdo eliminados ou silenciados.

Método de qualquer wuma das reivindicag¢des anteriores,
compreendendo ainda a imunizacdo de mamiferos transgénicos
n&o humanos com um antigénio de modo que a resposta
imunolégica seja aumentada contra o antigénio, resultando
na formacdo de um anticorpo monoclonal ou policlonal

especifico de cadeia pesada Unica maturado por afinidade.

Método de acordo com a reivindicacdo 13, compreendendo
ainda a preparacdo de hibridomas e a produ¢do e rastreio de
células produtoras de anticorpo especifico de cadeia pesada

unica.

Método  da reivindicacéo 13, compreendendo ainda ©
isolamento de sequéncias de 4cido nucleico de animais
transgénicos imunizados para a producdo de anticorpos
especificos de cadeia pesada tUnica, ou seus fragmentos,

utilizando técnicas de ADN recombinante.

Método da reivindicacéo 15, compreendendo ainda a
utilizacdo de técnicas e protocolos de fagos para criar,
propagar e sujeitar a rastreio anticorpos especificos de

cadeia pesada Unica, ou seus fragmentos.

Método de acordo com a reivindicacdo 15, compreendendo
ainda a producdo de grandes quantidades de anticorpos
especificos de cadeia pesada tUnica, ou seus fragmentos,
utilizando cultura de células bacterianas, de leveduras ou

de mamiferos.



18.

19.

20.

Método de qualguer uma das reivindicacdes anteriores, em

que o mamifero transgénico ndo humano é um murganho.

Vector compreendendo um locus VHH da cadeia pesada ou um
locus VHH da cadeia pesada de camelideo, como definido em

qualquer das reivindicacbes 1 a 11.
Célula hospedeira transformada com um locus VHH de cadeia

pesada ou um locus VH de cadeia pesadas de camelideo, como

definido em qualguer uma das reivindicagdes 1 a 11.

Lisboa, 15 de Maio de 2007
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