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RESUMO

"METODO DE PREPARACAO DE MOLECULAS HETERODIMERICAS DE FC DE
ANTICORPOS UTILIZANDO EFEITOS DE INDUGCAO ELETROSTATICA"

A invencdo refere-se a métodos de preparacdo de proteinas
ou polipéptidos heterodiméricos de Fc. A invencdo refere-se
também as préprias proteinas ou polipéptidos
heterodiméricos de Fc, incluindo as componentes
polipeptidicas individuais qgque compreendem © heterodimero.
Acidos nucleicos que codificam tais polipéptidos, vetores
de expressdo, e células hospedeiras. Além do mais, a
invencéo refere-se a composicgdes farmacéuticas que
compreendem uma ou mais proteinas ou polipéptidos

heterodiméricos de Fc.



DESCRICAO

"METODO DE PREPARACAO DE MOLECULAS HETERODIMERICAS DE FC DE
ANTICORPOS UTILIZANDO EFEITOS DE INDUGCAO ELETROSTATICA"

ANTECEDENTES

Os anticorpos tornaram-se a modalidade de eleicdo dentro da
indtstria biofarmacéutica porque possuem varias
caracteristicas que sdo atrativas para aqueles que
desenvolvem moléculas terapéuticas. Juntamente com a
capacidade para visar estruturas ou células especificas, os
anticorpos tornam o seu alvo suscetivel a fagocitose e
morte mediada por células com recetores Fc (Raghavan e
Bjorkman 1996). Além disso, a capacidade do anticorpo para
interagir com o recetor Fc neonatal (FcRn) de uma maneira
dependente do pH confere-lhe semivida no soro prolongada
(Ghetie e Ward 2000). Esta caracteristica unica dos
anticorpos permite prolongar a semivida de uma proteina ou
péptido terapéutico no soro pela manipulacdo de moléculas

de fusdo de Fc.

Os anticorpos pertencem a classe de imunoglobulinas de
proteinas, a qual inclui IgG, IgA, IgE, IgM, e IgD. A
classe mais abundante de imunoglobulina no soro humano é a
IgG cuja estrutura esquemédtica ¢é mostrada na Figura 1
(Deisenhofer 1981; Huber 1984; Roux 1999). A estrutura de
IgG tem quatro cadeias, duas cadeias leves e duas pesadas;
cada cadeia leve tem dois dominios e cada cadeia pesada tem
quatro dominios. O sitio de 1ligacdo de antigénio esté
localizado na regido Fab (Fragmento de ligacdo ao
antigénio), a qual contém um dominio da cadeia leve
variavel (VL) e um da cadeia pesada varidvel (VH) bem como

dominios constantes da cadeia leve (LC) e constantes da



cadeia pesada (CHI). O regido dos dominios CH2 e CH3 da
cadeia pesada ¢ chamado Fc (Fragmento cristalizéavel). A
molécula de IgG pode ser considerada como um
heterotetramero possuindo duas cadeias pesadas que sé&o
mantidas juntas por ligacgdes dissulfureto (-5-S-) na regiédo
charneira e duas cadeias leves. 0O nuUmero de ligacdes
dissulfureto na charneira varia entre as subclasses de
imunoglobulina (Papadea e Check 1989). 0O sitio de ligacéo
FcRn estéd localizado na regido Fc do anticorpo (Martin,
West et al. 2001), e assim a propriedade de semivida no
soro prolongada do anticorpo é retida no fragmento Fc. A
regido Fc sozinha pode ser pensada como um homodimero de

cadeias pesadas que compreendem os dominios CH2 e CH3.

Em certos casos, ¢ desejdvel gerar uma molécula que contém
a porcdo Fc de um anticorpo mas compreende um heterodimero.
Uma aplicacdo importante das moléculas heterodiméricas de
Fc é a geracdo de anticorpos biespecificos (BsAbs). Os
anticorpos Dbiespecificos referem-se a anticorpos qgue tém
especificidades para pelo menos dois antigénios diferentes
(Nolan e O'Kennedy 1990; de Leij, Molema et al. 1998;
Carter 2001). Em vez de ter uma sequéncia idéntica em ambos
os Fabs, 0s anticorpos biespecificos tém sequéncias
diferentes nos dois Fabs pelo que cada braco da molécula em

forma de Y pode ligar-se a antigénios diferentes.

A utilizacdo de anticorpos biespecificos para imunoterapia
de cancro foil exaustivamente revista na literatura (por
exemplo, ver (Nolan e O'Kennedy 1990; de Leij, Molema et
al. 1998; Carter 2001)). Ao ter a capacidade para ligar-se
a dois epitopos ou moléculas diferentes, 0s BsAbs
proporcionam meios para desencadear um célula efetora imune
e ligar um antigénio de superficie numa célula alvo
tumoral. Isto ajuda a utilizar o sistema imunitédrio para

destruir células cancerosas. Outras aplicacdes de



anticorpos biespecificos s&do exaustivamente cobertas nas

Pat. N.° 5,731,168 e 7,183,076.

O método cléssico de producdo de BsAbs por coexpressdo de
duas IgGs diferentes em hibridomas hibridos leva até 10
combinacdes possiveis de cadeias pesada e leve. Isto
compromete o rendimento e impde um desafio para a
purificacéo. Carter e colaboradores produziram por
engenharia genética cadeias pesadas para heterodimerizacédo
utilizando uma estratégia de "botdes-em-orificios"
(Ridgway, Presta et al. 1996; Atwell, Ridgway et al. 1997;
Merchant, Zhu et al. 1998; Carter 2001). O conceito de
botdes-em-orificios foi originalmente proposto por Crick
como um modelo para empacotar as cadeias laterais de
aminodcido entre hélices o adjacentes (Crick 1952). Carter
e colaboradores criaram um botdo na interface do dominio
CH3 da primeira cadeia substituindo uma cadeia lateral de
aminodcidos mais pequena por uma maior (por exemplo,
T366Y); e foi criado um orificio na posicdo justaposta na
interface CH3 da segunda cadeia substituindo uma cadeia
lateral de aminodcidos maior por uma mais pequena (por
exemplo, Y407T). A base para criar um botdo e orificio em
posicdes Jjustapostas €é que a interacdo entre botdo e
orificio favorecerd a formacdo de heterodimeros, enquanto a
interacdo botdo-botdo e orificio-orificio impedird a
formacdo de homodimeros devido ao conflito estérico e
supressdo de interacdes favoréadveis, respetivamente. As
mutacdes botdes-em-orificios foram também combinadas com
manipulacédo de ligacgdes dissulfureto inter-dominio CH3 para

aumentar a formacéao de heterodimeros (Sowdhamini,

Srinivasan et al. 1989; Atwell, Ridgway et al. 1997). Além

destas mutacdes, a proporcdo de ADN de entrada foi também
modificada para maximizar o rendimento (Merchant, Zhu et
al. 1998). A técnica de "botdes-em-orificios" é divulgada

nas Pat. U.S. N.° 5,731,168 e 7,183,076.



SUMARIO

Este pedido descreve uma estratégia para alterar a
interacdo de dominios de anticorpos, por exemplo, alterando
um dominio CH3 para reduzir a capacidade do dominio para
interagir com ele mesmo, isto ¢é, formar homodimeros. Em
particular, um ou mais residuos que constituem a interface
CH3-CH3 estéa substituida por um aminoacido carregado de tal
forma que a interacédo torna-se eletrostaticamente
desfavoravel. Em formas de realizacdo preferidas, um
aminodcido carregado positivamente na interface, tal como
uma lisina, arginina, ou histidina, ¢é substituido por um
aminodcido carregado negativamente, tal como acido
aspartico ou &cido glutémico. Noutras formas de realizacéo,
um aminodcido carregado negativamente na interface esté
substituido por um aminocdcido carregado positivamente. Em
certas formas de realizacdo, o aminodcido estéd substituido
por um aminodcido n&o natural possuindo a caracteristica de

carga desejada.

Aqui é ainda descrita uma estratégia para alterar um par de
dominios CH3 para reduzir a capacidade de cada dominio para
interagir com ele mesmo e aumentar a capacidade dos
dominios para interagirem uns com os outros, isto é, formar
heterodimeros. Isto pode ser conseguido substituindo um ou
mais residuos que constituem a interface CH3-CH3 em ambos
os dominios CH3 com um aminoadcido carregado de tal forma
que a formacéo de homodimero é eletrostaticamente
desfavordvel mas a heterodimerizacdo é eletrostaticamente
favordvel. Em certas formas de realizacdo, um aminoéacido
carregado em cada dominio CH3 estd substituido com um
aminoacido com uma carga oposta. Por exemplo, um aminoacido
carregado positivamente pode estar substituido por um

aminodcido carregado negativamente no primeiro dominio CH3



e um aminoacido carregado negativamente pode estar
substituido por um aminodcido carregado positivamente no
segundo dominio CH3. Ao inverter a carga do aminoécido, a
formacdo de homodimero é reduzida. Quando as substituicbes
sdo coordenadas adequadamente, as cargas invertidas séo
eletrostaticamente favoraveis, isto ¢é, cargas opostas na

interface, para formacdo de heterodimerizacéo.

Em certos aspetos, a invencdo proporciona um método de
preparacdo de uma proteina heterodimérica. O heterodimero
pode compreender um primeiro polipéptido que contém CH3 e
um segundo polipéptido que contém CH3 que se relnem para
formar uma interface manipulada por engenharia genética
para promover a formacdo de heterodimeros. O primeiro
polipéptido que contém CH3 e o segundo polipéptido dque
contém CH3 sdo manipulados por engenharia genética para
compreender um ou mais aminodcidos carregados dentro da
interface que sé&do eletrostaticamente desfavoraveis para a
formacdo de homodimeros mas eletrostaticamente favoraveis

para a formacdo de heterodimeros.

Tais métodos podem incluir a cultura de uma célula
hospedeira compreendendo &cidos nucleicos que codificam o
primeiro e segundo polipéptidos que contém CH3 de tal forma
que o0s polipéptidos séo coexpressos pela célula. Em certas
formas de realizacdo, os acidos nucleicos que codificam o
primeiro e o segundo polipéptidos que contém CH3 sé&o
proporcionados a célula hospedeira numa proporcdo, por
exemplo de 1:1, 1:2, 2:1, 1:3, 3:1, 1:4, 4:1, 1:5, 5:1,
1:6, 6:1, 1:7,7:1, 1:8, 8:1, 1:9, 9:1, 1:10, 10:1. E
considerada que a alteracdo da ©proporgcdo de acidos
nucleicos pode aumentar a producédo de moléculas
heterodiméricas versus moléculas homodiméricas.

As moléculas heterodiméricas podem ser purificadas a partir

da cultura de células hospedeiras utilizando técnicas



convencionais. Por exemplo, quando a proteina
heterodimérica compreende um Fc, a proteina pode ser
purificada utilizando uma coluna de proteina A. As técnicas
de purificacdo incluem mas ndo estdo limitadas a métodos
cromatograficos tais como exclus&do molecular, troca idbnica

e cromatografia baseada em afinidade e ultracentrifugacéo.

Em certas formas de realizacdo, o polipéptido que contém
CH3 compreende uma regido Fc de 1IgG, preferencialmente
derivada de uma regido Fc de IgG humana de tipo selvagem.
Por Fc de IgG humana de "tipo selvagem" entende-se uma
sequéncia de aminodcidos que ocorre naturalmente na
populacdo humana. Evidentemente, tal como a sequéncia de Fc
pode variar ligeiramente entre individuos, podem ser feitas
uma ou mais alteracdes a uma sequéncia de tipo selvagem e
mesmo assim permanecer no ambito da invencdo. Por exemplo,
a regido Fc pode conter alteracdes adicionais que ndo estéo
relacionadas com a presente invencdo, tal como uma mutacéo
num sitio de glicosilacdo, inclusdo de um aminoidcido né&o

natural, ou uma mutacdo de "botdes-em-orificios".

Em certas formas de realizacdo, o polipéptido que contém a
regido CH3 é uma molécula de IgG e contém ainda um dominio
CH1I e CH2. As sequéncias de IgG humana ilustrativas
compreendem as regides constantes de IgGl (por exemplo, SEQ
ID NO:3; CH1 = aminoédcidos 1-98, CH2 = aminodcidos 111-223,
CH3 = 224-330), IgG2 (por exemplo, SEQ ID NO:4; CH1l =
aminoacidos 1-94, CH2 = aminoédcidos 111-219, CH3 = 220-
326), IgG3 (por exemplo, SEQ ID NO:5; CH1 = aminoéacidos 1-
98, CH2 = aminoécidos 161-270, CH3 = 271-377) e IgG4 (por
exemplo, SEQ ID NO:6; CH1 = aminoédcidos 1-98, CH2 =
aminodcidos 111-220, CH3 = 221-327). 0s especialistas na
técnica podem diferir na sua compreensdo sobre  0s
aminodcidos exatos que correspondem aos varios dominios da

molécula de IgG. Assim, a extremidade N-terminal ou



extremidade C-terminal dos dominios delineados acima pode
ser prolongada ou encurtada em 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9,
ou até mesmo 10 aminodcidos. Refira-se também que o esquema
de numeracdo aqui utilizado para designar os dominios
diferem do esquema de numeracdo da EU de Kabat que &
utilizado no resto deste pedido de patente. Por exemplo,
IgGl "CH3=224-330" corresponde a "CH3=341-447" no esquema

de numeracdo da EU.

A regido Fc pode ser também constituida dentro da regiédo
constante de uma cadeia pesada de IgA (por exemplo, SEQ ID
NO:7), IgD (por exemplo, SEQ ID NO:8), IgE (por exemplo,
SEQ ID NO:9), e IgM (por exemplo, SEQ ID NO: 10).

O polipéptido que contém a regido CH3 pode ser uma cadeia
pesada de anticorpo e a célula hospedeira pode expressar
ainda uma ou mais cadeias leves de anticorpo. Nas formas de
realizacdo em que sdo coexpressas mais do gque uma cadeia
pesada e cadeias leves (por exemplo, anticorpo bivalente),
cada cadeia pesada pode compreender uma mutacdo na regido
CH1 e cada cadeia leve pode compreender uma mutacdo na
regido constante para se ligar preferencialmente entre si
mas ndo para se ligar a outra cadeia leve ou pesada,
respetivamente. Em formas de realizacdo preferidas, tais
mutacdes envolvem a alteracdo da carga de um ou mais
aminoacidos na 1interface entre a regido CH1 e a regido

constante de uma cadeia leve.

As formas de realizacdo preferidas da invencdo incluem mas
ndo se limitam a um anticorpo, um anticorpo biespecifico,
um anticorpo monovalente monoespecifico, um biespecifica
maxicorpo (maxicorpo refere-se a scFv-Fc), um monocorpo, um
pepticorpo, um pepticorpo biespecifico, um pepticorpo

monovalente (um péptido fundido com um braco de uma



molécula de Fc heterodimérico), e uma proteina de fuséo

recetor-Fc. Ver FIG. 2.

Os exemplos de células hospedeiras de mamifero que podem
ser utilizados incluem mas n&do se limitam a linhas de
células CHO, 293 e mieloma. A célula hospedeira pode ser

também levedura ou um procariota, tal como E. coli.

As proteinas heterodiméricas podem ser particularmente
Uteis em composicdes terapéuticas. Em certas formas de
realizacdo, uma proteina heterodimérica pode ser formulada
numa composicdo gque inclui um ou mais tampdes ou
excipientes farmaceuticamente aceitédveis. Essa composicéo
terapéutica pode ser administrada a um individuo para
tratar uma doenca ou pode ser dada para prevenir uma doenca

ou impedir a progressdo dos sintomas de uma doenca.

BREVE DESCRIGCAO DOS DESENHOS

Figura 1. Diagrama esquematico do anticorpo de IgG 1 com os
dominios indicados. O anticorpo de IgGl é um tetrédmero em
forma de Y com duas cadeias pesadas (comprimento mais
comprido) e duas cadeias leves (comprimento mais curto). As
duas cadeias pesadas sdo ligadas em conjunto por ligacdes
dissulfureto (-S-S-) na regido charneira. Fab - fragmento
de ligacdo a antigénio, Fc - fragmento cristalizével, VL -
dominio variédvel da cadeia leve, VH - dominio variédvel da
cadeia pesada, CL - dominio constante (sem variacdo de
sequéncia) da cadeia leve, CH1 - dominio constante da
cadeia pesada 1, CH2 - dominio constante da cadeia pesada

2, CH3 - dominio constante da cadeia pesada 3.

Figura 2. Figura representa algumas das formas de
realizacdo que incluem moléculas heterodiméricas de Fc.

Estas incluem anticorpos biespecificos (tém especificidade



para dois ou mais antigénios) para moléculas de fuséo
recetor-Fc. Preferencialmente, o Fc retém a sua capacidade
para interagir com o recetor FcRn, mesmo sem os dominios
Fab, conduzindo a uma semivida mais longa no soro para
proteinas/dominios que se encontram fundidos com as cadeias
pesadas de Fc. scFv - fragmento varidvel de cadeia simples,
Pep. - pepticorpo, A e B significam proteinas ou recetores

ou dominios.

Figura 3. Estrutura da interface do dominio CH3 mostrando-
se os residuos envolvidos na interacdo dominio-dominio. Os
residuos da interface foram identificados utilizando um
método de corte de distadncia. Os residuos estruturalmente
conservados e ocultados (4drea superficial acessivel ao
solvente < 10%) sdo mostrados no modelo de bolas e varetas.
Os residuos expostos a solvente ou estruturalmente néo
conservados sdo mostrados na representacdo de varetas. A
andlise baseia-se na estrutura cristalina de IgGl (cdbdédigo
PDB: 1LoX) que ¢é determinada em alta resolucdo (1,65A)
(Idusogie, Presta et al. 2000).

Figura 4. Comparacdo das sequéncias da subclasse de IgG de
(a) humanos e (b) rato. E mostrada apenas a sequéncia da
cadeia pesada correspondente ao dominio CH3. O asterisco
(*) indica posigdes de residuos envolvidas na interacdo dos
dominios CH3-CH3 identificadas com base na estrutura
cristalina do Fc humano de IgGl (1LoX). As ©posicdes
marcadas com retdngulos sdo residuos preferidos ©para
mutacdo para melhorar a formacdo de heterodimeros. Pode
aqui notar-se que os residuos carregados sdo altamente
conservados entre as IgGs. (c) comparacdo de sequéncias do
dominio CH3 de outra classe de anticorpos (IgA, IgE, IgD, e
IgM). As posicdes dos residuos da interface (indicadas por
"")y em (b)) e (c) foram identificadas com base na

comparacdo das sequéncias com a sequéncia da IgGl Hu que é
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também mostrada. Em (a), as sequéncias derivadas das IgGl,
IgG2, IgG3 e IgG4 humanas correspondem as SEQ ID NO:11, SEQ
ID NO:12, SEQ ID NO:13 e SEQ ID NO: 14, respetivamente. Em
(b), as sequéncias derivadas das IgGl humana, IgGl de rato,
IgG2a de rato, IgG2b de rato e IgG3 de rato correspondem as
SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO:16, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO:18, e
SEQ ID NO: 19, respetivamente. Em (c), as sequéncias
derivadas da IgGl humana, IgA humana, IgE humana, IgD
humana e IgM humana correspondem as SEQ ID NO:20, SEQ 1ID
NO:21, SEQ ID NO:22, SEQ 1ID NO:23, e SEQ 1ID NO:24,

respetivamente.

Figura 5. Estrutura cristalina do homodimero de dominio CH3
com um dominio mostrado em representacdo em fita e o outro
dominio mostrado no modelo de fio metédlico. Os residuos de
Lys409 (Lys409' no segundo dominio) e Asp399 (Asp399' no
segundo) sdo mostrados no modelo de bolas e varetas a fim
de ilustrar cada interacdo emparelhada é representada duas
vezes na estrutura. Isto é devido a simetria dupla presente
na interacdo do dominio CH3-CH3. A figura foi gerada

utilizando as coordenadas de 1L6X depositadas no PDB.

Figura 6. Esquemas que mostram as interacdes eletrostaticas
no tipo selvagem e nos mutantes concebidos como um exemplo
para melhorar a formacdo de heterodimeros e impedir a
formacdo de homodimeros. (a) No caso do WT, as interacdes
eletrostédticas favorecem a formacdo de heterodimeros e
homodimeros dando-lhes igual probabilidade. (b) No caso do
mutante Unico (K409E), um dos homodimeros é desencorajado
por ambas as interacdes e ao mesmo tempo o heterodimero é
também desencorajado por uma das interacdes. (c) No caso do
mutante duplo, ambas as interacdes eletrostdticas favorecem
a formacdo de heterodimeros e desfavorecem homodimeros. (d)
Mutacdes adicionais que envolvem alteracdo da carga (por

exemplo, K360E) ©poderiam ser também utilizados ©para
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melhorar os efeitos de inducdo eletrostatica na formacdo do

heterodimero e homodimero.

Figura 7. Esta figura mostra que as interacdes
eletrostaticas poderiam ser também utilizadas para
favorecer a formacéao de homodimeros e desfavorecer
heterodimeros, quando s&do coexpressas duas cadeias

diferentes.

Figura 8. Figura (a) mostra o desenho esquemdtico das
construgdes utilizadas no Exemplo. A primeiro cadeia do Fc
tem um maxicorpo (fragmento varidvel de cadeia simples,
scFv) ligado covalentemente, e a segunda cadeia chamada Fc
falso ndo tem qualguer dominio ou funcionalidade ligado a
mesma. (b) Ilustracdo da mobilidade relativa esperada na
SDS-PAGE. Uma vez que a cadeia Fc ligada ao maxicorpo tem
um peso molecular mais alto do que o Fc falso, os
homodimeros e heterodimero tém diferentes mobilidades na
SDS-PAGE. A espessura da banda na SDS-PAGE pode ser
utilizada como uma medicdo da fracdo do rendimento de
heterodimero e homodimero. O tipo selvagem é incluido como
um controlo e para monitorizar a melhoria relativa no

rendimento de heterodimero devido a varias mutacdes.

Figura 9. Analise por SDS-PAGE qgue mostra os efeitos de

mutacdes sobre o par de interacdo D399'---K4009.

Figura 10. Anadlise por SDS-PAGE das mutacdes de residuos
com carga (listados na Tabela 6) além das mutag¢des do par
D399'K --- K409D. O tipo selvagem (primeira faixa) e as
mutacdes de botdes-em-orificios (Gltima faixa) s&do também
mostradas para comparacdo. Foi agqui utilizada uma proporcéo

de ADN de entrada de 1:2 de Fc falso e maxicorpo M315.
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Figura 11. Transferéncia de Western gue mostra que certas
combinacdes de mutantes conseguem alta seletividade para
formacdo de heterodimeros. As moléculas Fc foram detetadas
utilizando anti-Fc humano de cabra HRP conjugado a

1:10 000.

DESCRIGCAO DETALHADA DE FORMAS DE REALIZAGCAO PREFERIDAS

Um total de 48 estruturas cristalinas de anticorpos que
tinham coordenadas gue correspondiam a vregido Fc foram
identificados a partir do Banco de Dados de proteinas (PDB)
(Bernstein, Koetzle et al. 1977) utilizando um algoritmo de
pesquisa com base na estrutura (Ye e Godzik 2004). O exame
das estruturas cristalinas de Fc identificadas revelou que
a estrutura determinada a resolucdo mais alta corresponde
ao fragmento Fc de RITUXIMAB ligado a uma versdo minimizada
do dominio B da proteina A designado Z34C (cdédigo PDB: 1
L6X). A estrutura do homodimero de Fc bioldgico para o 1
Lo6X foi gerado utilizando as coordenadas do mondmero de Fc
depositadas e simetria cristalina. Foram utilizados dois
métodos para identificar os residuos envolvidos na
interacdo do dominio CH3-CH3: (i) contacto como determinado
pelo critério de limite de disténcia e (ii) analise da éarea

superficial acessivel ao solvente.

De acordo com o método baseado no contacto, os residuos da
interface s&do definidos como residuos cujos &tomos pesados
da cadeia lateral estdo posicionados mais prdéximos do que
um limite especificado dos 4&tomos pesados de quaisquer
residuos na segunda cadeia. Embora o limite de distancia de
4,5A seja preferido, poderia também utilizar-se um limite
de distadncia mais longo (por exemplo, 5, 54) para
identificar os residuos da interface (Bahar e Jernigan
1997).
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O segundo método envolve o célculo da é&rea superficial
acessivel ao solvente (ASA) dos residuos do dominio CH3 na
presenca e auséncia da segunda cadeia (Lee e Richards
1971). Os residuos que apresenta uma diferenca (>1A%) em
ASA entre os dois calculos sdo identificados como residuos
da interface. Ambos o0s métodos identificaram um conjunto
semelhante de residuos da interface. Além disso, estes

foram coerentes com o trabalho publicado (Miller 1990).

A Tabela 1 lista os vinte e quatro residuos da interface
identificados com base no método do critério de contacto,
utilizando o limite de distédncia de 4,5A. Estes residuos
foram ainda examinados gquanto & conservagdo estrutural.
Para este efeito, 48 estruturas cristalinas de Fc
identificadas a ©partir do PDB foram sobrepostas e
analisadas calculando o desvio quadratico médio para os
dtomos pesados da cadeia lateral. As designacdes de
residuos baseiam-se no esquema de numeracdo da EU de Kabat,
a qual corresponde também a numerac¢do no Banco de Dados de

proteinas (PDB).

A Figura 3 mostra a interface do dominio CH3 juntamente com
as posicdes estruturalmente conservadas, ocultadas (% ASA <
10) e expostas (% ASA > 10) (% ASA refere-se a proporcgédo de
ASA observada relativamente a ASA padrdo de aminoacidos;
(Lee e Richards 1971)). A conservacdo de residuos da
interface entre as subclasses de IgG Humana e de Rato bem
como entre outras classes de Ig foi também examinada

através de comparacdes de sequéncias (Figura 4).
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Tabela 1: Lista de residuos da interface do dominio CH3 na
primeira cadeia (A) e o0s seus residuos de contacto na

segunda cadeia (B)®

Res. da Interface Residuos de Contacto na Cadeia B

na Cadeia A

GLN A 347 LYS B 360"

TYR A 349 SER B 354' ASP B 356' GLU B 357' LYS B
360"

THR A 350 SER B 354' ARG B 355"

LEU A 351 LEU B 351" PRO B 352'" PRO B 353' SER B
354" THR B 366'

SER A 354 TYR B 349" THR B 350' LEU B 351'

ARG A 355° THR B 350

ASP A 356 TYR B 349' LYS B 439'

GLU A 357 TYR B 349' LYS B 370"

LYSA 360° GLN B 347' TYR B 349'

SER A 364 LEU B 368" LYS B 370"

THR A 366 LEU B 351" TYR B 407"

LEU A 368 SER B 364' LYS B 409"

LYS A 370 GLU B 357' SER B 364"

ASN A 390 SER B 400"

LYS A 392 LEU B 398' ASP B 399' SER B 400' PHE B
405"

THR A 394 THR B 394' VAL B 397' PHE B 405' TYR B
407"

PRO A 395 VAL B 397"

VAL A 397 THR B 393' THR B 394' PRO B 395!

ASP A 399 LYS B 392' LYS B 409'

SER A 400 ASN B 390' LYS B 392"

PHE A 405 LYS B 392' THR B 394' LYS B 409"

TYR A 407 THR B 366' THR B 394' TYR B 407' SER B
408" LYS B 409'

LYS A 409 LEU B 368' ASP B 399' PHE B 405' TYR B
407"
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Res. da Interface Residuos de Contacto na Cadeia B

na Cadeilia A

LYS A 439 ASP B 356"

“Posicdes que envolvem a interacédo entre residuos
carregados opostamente sdo indicados a negrito. Devido a
simetria dupla presente na interacdo do dominio CH3-CH3,

cada interacdo emparelhada ¢ representada duas vezes na

estrutura (por exemplo, Asp A 356 --- Lys B 439" & Lys A
439 --- Asp B 356'; Figura 5)
As posicdes Arg355 e Lys360 (mostradas em itélico)

poderiam ser também utilizadas para melhorar os efeitos de
inducdo eletrostdtica embora ndo estejam envolvidas na

interacdo com residuos carregados opostamente.

A pH neutro (=7,0), os residuos de Asp e Glu estédo
carregados negativamente e o0s de Lys, Arg e His estéo
carregados positivamente. Estes residuos carregados podem
ser utilizados para promover a formacdo de heterodimeros e
ao mesmo tempo impedir homodimeros. H& interacdo de atracédo

entre cargas opostas e interacdo repulsiva entre cargas

semelhantes. 0O método aqui apresentado utiliza as
interacdes atrativas e repulsivas para promover
heterodimeros e impedir homodimeros, respetivamente,

através da realizacdo de mutagénese especifica de um ldcus

de residuos da interface carregados.

0O exame dos residuos da interface do dominio CH3
identificados (Tabela 1) revela quatro pares de residuos de

carga unica envolvidos na interacéo dominio-dominio

(Asp356---Lys439"', Glu357-Lys370"', Lys392---Asp399"',
Asp399---Lys409'; a numeracdo do residuos na segunda cadeia
¢ indicada pela plica '). Estes pares de carga ndo estédo

necessariamente envolvidos na interacdo carga-carga na
estrutura cristalina aqui utilizada (lL6X), uma vez que a

estrutura cristalina é um produto final na via de reacédo de
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dobragem da proteina e representa a estrutura no estado
cristalino. Assume-se aqui que para haver efeitos de
inducdo eletrostéatica ¢é suficiente que os residuos se
encontrem préximos no espaco como definido pelo critério de
limite de distancia (4,5A). Deve também assinalar-se aqui
que devido a simetria dupla presente na interacdo do
dominio CH3-CH3, cada interacdo Unica seréd representada
duas vezes na estrutura (por exemplo, Asp399---Lys409' &

Lys409---Asp399'; Figura 5).

Os quatro pares foram ordenados de acordo com a extensdo de
acessibilidade ao solvente (andlise ASA) (Lee e Richards
1971). No caso de Lys409---Asp399', ambos os residuos
estavam estruturalmente conservados bem como ocultados.
Noutros trés casos de pares, pelo menos um dos parceiro
estad exposto ao solvente (%ASA > 10). Por conseguinte, para
o Exemplo aqui, o par Lys409---Asp399' foi escolhido para
mutagénese especifica de um 1ldcus. A estratégia é

esquematicamente mostrada na Figura 6.

No tipo selvagem, a interacdo K409---D399' favorece a
formacdo de ambos, heterodimeros e homodimeros. Uma Unica
mutacdo que troca a polaridade da carga (K409E; carga
positiva ©para negativa) na primeira cadeia conduz a
interacdes desfavordveis para a formacdo do homodimero da
primeira cadeia. As interacdes desfavoraveis surgem devido
as interagdes repulsivas que ocorrem entre as mesmas cargas
(negativa---negativa; D399---K409E & K409E---D399). Uma
mutacdo semelhante que troca a polaridade da carga (D399'K;
carga negativa para positiva) na segunda cadeia conduz a
interacdes desfavordveis (K409'---D399'K & D399'K---K409"')
para a formacdo de homodimeros da segunda cadeia. Mas, ao
mesmo tempo, estas duas mutacdes (K409E & D399'K) conduzem
a interacdes favoraveis (K409E---D399'K & D399---K409")

para a formacdo de heterodimeros.
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Os efeitos de inducdo eletrostdtica na formacdo de
heterodimeros e desencorajamento de homodimeros podem ser
melhorados ainda mais pela mutacdo de residuos com carga
adicionais, os quais podem, ou ndo, ser emparelhados com um
residuo carregado opostamente na segunda cadeia, tal como
Arg355 e Lys360, como se mostra na Figura 6d. As mutacdes
que se mostram na Figura © sdo apenas para efeitos de
ilustracdo. A Tabela 2 lista muitas mutacdes possiveis que
envolvem a alteracdo de carga, e as mutacdes podem ser

combinadas para melhorar os efeitos eletrostaticas.

Tabela 2a: Lista de algumas mutacdes possiveis de residuos

com carga emparelhados para melhorar a formacdo de

heterodimeros®

Posicdo na Mutacdo na Posicédo de Mutacéado
Primeira Primeira Interacdo na Correspondente na
Cadeia Cadeia Segunda Cadeia Segunda Cadeia
Lys409 Asp ou Glu Asp399" Lys ou Arg”
Lys392 Asp ou Glu Asp399' Lys ou Arg”
Lys439 Asp ou Glu Asp356' Lys ou Arg”
Lys370 Asp ou Glu Glu357"' Lys ou Arg”
Asp399 Lys ou Arg” Lys409' Asp ou Glu
Asp399 Lys ou Arg” Lys392' Asp ou Glu
Asp356 Lys ou Arg” Lys439"' Asp ou Glu
Glu357 Lys ou Arg” Lys370" Asp ou Glu

“Poderiam ser também utilizadas combinacdes das mutacdes de
residuos com carga emparelhados anteriores. Por exemplo,
mutacdes do par de interacdo Lys409 --- Asp399' poderiam
ser combinadas com mutacdes do par Lys439 --- Asp3b56'.

A histidina (His) poderia ser também adicionada a esta
lista de residuos carregados positivamente, contudo, o
aumento no volume da cadeia lateral e a dependéncia do pH

devem ser tidos em consideracdo na concecéo.




18

Tabela 2b: Mutacdes de residuos com carga Unica adicionais

para melhorar os efeitos de inducdo eletrostética’

Posicdo na Mutacéo Posicdo na Mutacéo
Cadeia 1 Cadeia 2
Arg355 Asp ou Glu Arg355" Asp ou Glu
Lys360 Asp ou Glu Lys360" Asp ou Glu

“Estas mutacdes de residuo unico poderiam ser combinadas
com as mutacdes emparelhadas da Tabela 2a para melhorar a

formacdo de heterodimeros (Figura 6d).

Cada residuo carregado positivamente (Lys e Arg) pode ser
mutado em dois residuos carregados negativamente (Asp ou
Glu) e vice versa, e como consequéncia o método aqui
descrito proporciona numerosas combinacgdes. Deve ser aqui
especificado que diferentes combinac¢des terdo efeitos
diferentes na formacéao da estrutura quaternéaria
(homodimero/heterodimero) dependendo dos residuos
circundantes ao sitio de mutacdo e ao papel das moléculas
de 4gua. O aminodcido Histidina (His) esté& carregado
positivamente a pH neutro e, por conseguinte, ¢é também
considerada a mutacdo em His. No entanto, a mutacdo de
residuos carregados negativamente (Asp ou Glu) em His
levard a um aumento no volume da cadeia lateral que pode
originar questdes estéricas. Além disso, a forma doadora ou
aceitadora de protdes da Histidina depende do ambiente de
localizacédo. Estas questdes devem ser tidas em consideracéo

durante a estratégia de concecéo.

Uma vez que o0s residuos da interface s&do altamente
conservados em subclasses de IgG Humana e de Rato, os
efeitos de inducdo eletrostédtica podem ser aplicados a
IgGl, IgG2, IgG3, ou IgG4 Humana ou de Rato. Esta
estratégia pode ser também alargada a modificacdo de
residuos ndo carregados em residuos carregados na interface

do dominio CH3. Uma estratégia semelhante que envolve
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mutacdes de residuos com carga pode ser também utilizada
para melhorar a formacdo de homodimeros e impedir
heterodimeros quando s&o coexpressas duas cadeias pesadas

diferentes (Figura 7).

A fim de avaliar a estabilidade dos mutantes de residuos
com carga, utilizou-se o software EGAD para estimar a
energia livre de ligacdo do dominio CH3-CH3. Através da
otimizacdo dos parédmetros utilizados no célculo, Pokala e
Handel puderam prever os efeitos de quase 400 mutacgdes na
formacdo de complexos proteina-proteina com 1,0kcal/mol de
erro (Pokala e Handel 2005). O EGAD foi utilizado para
comparar grosseiramente a energia livre de ligacdo de

varias mutacdes feitas na interface do dominio CH3.

A Tabela 3 lista a energia livre de ligacdo calculada (AAG)
para os mutantes de residuos com carga da interface. A
energia livre de 1ligacdo de um mutante ¢é definida como
AAGr = 1 (AGuur — AGu:). Onde, 1pn (=0,1, em geral) é o fator
de escala utilizado para normalizar as alteracdes previstas
na afinidade de ligacdo para ter um declive de 1 quando se
compara com as energias experimentais (Pokala e Handel
2005). A energia livre de dissociacdo (AG) é definida como
a diferenca de energia entre o complexo (AGiigass) € O0S
estados livres (AGiivre). A comparacdo mostra que as mutacgdes
de residuos carregados afetam a estabilidade numa extensédo
muito menor em comparacdo com as mutacdes de botdes-em-
orificios. Para comparacdo, sdo indicadas as temperaturas
de fusdo descritas para o selvagem tipo e os mutantes de
botdes-em-orificios. As temperaturas de fusdo foram medidas
por Carter e colaboradores utilizando apenas a construcédo
do dominio CH3 (Atwell, Ridgway et al. 1997). Para os
mutantes de botdes-em-orificios, foi também observada uma
diminuicdo na entalpia nas experiéncias de calorimetria

diferencial de varrimento.
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Tabela 3: Energia livre de ligacdo do dominio CH3-CH3 para

vdrios mutantes concebidos para melhorar a formacdo de

heterodimeros, calculada utilizando o programa EGAD (Pokala
e Handel 2005)°
Proteilna Descricédo AG (em AAGe (em Temp.
kcal/mol) kcal/mol) Fusdo T,
(em °C)
WT Tipo -30,69 0 80,4
Selvagem
T366W-Y407'A Botdo- -24,60 6,09 65,4
Orificio
T366W-T366"'S— Bot&o- -28,57 2,12 69,4
L368'A-Y407'V Orificio
K409E-D399'K Carga-Carga -29,56 1,13 ND
K409E-D399'R Carga-Carga -29,47 1,22 ND
K409D-D399'K Carga-Carga -28,16 2,53 ND
K409D-D399'R Carga-Carga -27,69 3,00 ND
K392E-D399'R Carga-Carga -29,27 1,42 ND
K392E-D399'K Carga-Carga -29,87 0,82 ND
K392D-D399'R Carga-Carga -28,82 1,87 ND
K392D-D399'R Carga-Carga -29,42 1,27 ND

“Ndo foram considerados todos os pares de carga-carga possiveis

para o céalculo

listado para comparacéo.

energia entre os estados de complexo e livre.

de ligacdo de

da energia livre de ligacéo.

um mutante (AAGqut)

O tipo selvagem é
AG é definido como a diferenca de
A energia livre

& definida como a diferenca

entre as energias livres do mutante (AGun:) e de tipo selvagem
(AGyr) -

A Figura 2 representa varias formas de realizacdo due
compreendem moléculas heterodiméricas de Fc, desde
anticorpos biespecificos até complexos de recetor
heterodiméricos. As duas cadeias pesadas das moléculas de

Fc heterodimérico podem ser fundidas

dominios que tém funcionalidades diferentes.

com proteinas

e/ou

Por exemplo, a
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fusédo com Fabs que se ligam a antigénios diferentes levaré
a anticorpos Dbiespecificos (BsAbs). A fusdo de dois
dominios de Fv de cadeia simples diferentes (scFv; cadeias
variaveis leve e pesada ligadas por uma unidade de ligacédo
peptidica flexivel) levard a maxicorpos biespecificos. Além
disso, dominios ou proteinas gque 1interagem por razdes
funcionais podem ser também fundidos com Fc heterodimérico
para desenvolver ensaios funcionais ou para utilizacdes
terapéuticas. Por exemplo, na familia de recetores
hematopoiéticos, o gpl30 ¢é conhecido por interagir com
outros recetores tais como o Recetor do Fator Inibidor de
Leucemia (LIFR). O dominio extracelular (ECD) de gpl30 pode
ser fundido com a primeira cadeia pesada de Fc e o ECD de
LIFR pode ser fundido com a segunda cadeia pesada de Fc, o
que levaré a formacdo do complexo gpl30-LIFR gue
provavelmente imitard o estado bioldgico. Uma vez que O
sitio de ligacdo de FcRn estéd localizado na regido Fc, é
provavel que as moléculas de fusdo de Fc possuam semivida
no soro prolongada - uma caracteristica que distingue
moléculas heterodiméricas de Fc de outras moléculas
heterodiméricas tais como as proteinas de fusdo de fecho de
leucina (Liu, Caderas et al. 2001). N&o é essencial que
existam funcionalidades diferentes ligadas as duas cadeias
pesadas do heterodimero de Fc. Pode também ser gerado um

monocorpo (Figura 2).

Em certas formas de realizacdo, por exemplo, gquando se
produzem anticorpos biespecificos, podem ser coexpressas
mialtiplas cadeias leves diferentes com as multiplas cadeias
pesadas diferentes. A fim de aumentar a fidelidade de
ligacdo de cada cadeia leve a cadeia pesada apropriada
mantendo, desse modo, a especificidade do "braco" do
anticorpo, os dominios CH1 de uma ou mais das cadeias
pesadas e a regido constante de uma ou mais das cadeias

leves podem ser manipulados por engenharia genética para
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favorecer a dimerizacéio. Preferencialmente, isto é
realizado utilizando uma técnica de inducdo eletrostatica

semelhante a descrita acima para os dominios CH3.

Foi analisada a interacdo da sequéncia da cadeia leve kappa
correspondente ao depdsito no Banco de Dados de proteinas
(PDB) com o cédigo 1INOX (SEQ ID NO:25) e a cadeia leve
lambda correspondente ao depdsito (PDB) com o cddigo 7TFAB
(SEQ ID NO:26) com sequéncia da cadeia pesada
correspondente ao dominio CH1 de IgGl (SEQ ID NO:27). Os
contactos cadeia leve lambda-Cadeia pesada na interface séo

mostrados na Tabela 4.

Tabela 4: Lista de residuos da interface da cadeia leve

lambda e seus residuos de contacto na cadeia pesada®

Res. da Interface na Residuos de Contacto na Cadeia

Cadeia Leve Lambda Pesada

THR L 112 ALA H 141

PHE L 114 LEU H 128 ALA H 129 ALA H 141 LEU H
142 GLY H 143 VAL H 185

SER L 117 PHE H 126 PRO H 127

GLU L 119 VAL H 125 PHE H 126 PRO H 127 LYS H
213

GLU L 120 PHE H 126

LYS L 125 LYS H 147 ASP H 148

THR L 127 LEU H 145 LYS H 147

VAL L 129 LEU H 128 LEU H 145 SER H 183

LEU L 131 PHE H 170 SER H 183 VAL H 185

SER L 133 HIS H 168 PHE H 170
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Res. da Interface na Residuos de Contacto na Cadeia

Cadeia Leve Lambda Pesada

GLU L 156 VAL H 173 LEU H 174 GLN H 175 SER H
176

THR L 158 PRO H 171 ALA H 172 VAL H 173

SER L 161 PRO H 171

GLN L 163 HIS H 168

ALA L 169 HIS H 168 PHE H 170

SER L 171 PHE H 170 PRO H 171

TYR L 173 LEU H 145 VAL H 173 SER H 181 LEU H
182 SER H 183

*0s residuos de contacto foram identificados utilizando o
critério de limite de distadncia de 4,5A. O esquema de
numeracdo da cadeia leve e pesada corresponde aquele no

ficheiro de coordenadas depositado (cébdigo PDB:7FAB).

Os contactos da cadeia leve kappa-cadeia pesada dentro da

interface sdo mostrados na Tabela 5.

Tabela 5: Lista de residuos da interface da cadeia leve

kappa e seus residuos de contacto na cadeia pesada®

Res. da Interface na |Residuos de Contacto na Cadeia Pesada

Cadeia Leve kappa

PHE 116 THR H 139 ALA H 140 ALA H 141
PHE 118 LEU H 128 ALA H 129 PRO H 130 ALA H
141 LEU H 142

SER 121 PHE H 126 PRO H 127

ASP 122 LYS H 218

GLU 123 VAL H 125 PHE H 126 LYS H 213
GLN 124 PHE H 126 LEU H 145 LYS H 147
SER 131 LEU H 145 LYS H 147

VAL 133 LEU H 128

LEU 135 ALA H 141 PHE H 170 VAL H 185
ASN 137 HIS H 168 THR H 187
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Res. da Interface na |(Residuos de Contacto na Cadeia Pesada
Cadeia Leve kappa

ASN 138 HIS H 168

GLN 160 VAL H 173 LEU H 174 GLN H 175

SER 162 PHE H 170 PRO H 171 VAL H 173

THR 164 THR H 169 PHE H 170 PRO H 171

SER 174 HIS H 168 PHE H 170

SER 176 PHE H 170 SER H 183

“0s residuos de contacto foram identificados utilizando o
critério de limite de distdncia de 4,5A. 0O esquema de
numeracdo da cadeia leve corresponde aquele no ficheiro de
coordenadas depositado (cébdigo PDB:1INOX). O esquema de

numeracdo da cadeia pesada corresponde aquele na tabela 4.

Em certas formas de realizacdo, a Lysl25 da cadeia lambda é
mutada num aminodcido carregado negativamente e é feita uma
mutacdo correspondente numa cadeia pesada na Asplds,
mudando 0 residuo para um aminodcido carregado
positivamente. Alternativamente, ou além disso, o Glull9 da
cadeia lambda é mutado num aminoacido carregado
positivamente e é feita uma mutacdo correspondente numa
cadeia pesada na Lys213, mudando o residuo para um

aminodcido carregado negativamente.

A analise da interacdo cadeia leve-cadeia pesada revelou
posicdes nas quais poderiam ser introduzidos pares de carga
na sequéncia para melhorar a ligacdo de um par especifico
de cadeias leve e pesada. Estas posicgdes incluem a Thrll?2
da lambda e Alal4l da cadeia pesada, Glul56 da lambda e
Serl76 da cadeia pesada, e Serl7l da lambda e Serl83 da
cadeia pesada e outras posicdes mostradas na Tabela 4 e 5 a

negrito.

EXEMPLOS



25

Exemplo 1

Este exemplo demonstra que os dominios CH3 podem ser
manipulados por engenharia genética para favorecer a
heterodimerizacdo enquanto desfavorece a homodimerizacéio
utilizando efeitos de inducdo eletrostédtica. Foi feita uma
construcdo maxicorpo - Fc falso como se mostra na Figura
8 (a) possuindo mutacdes de residuos com carga na interface
do dominio CH3. O rendimento de formacdo de homodimero e
heterodimero foi avaliado através de eletroforese em gel de
poliacrilamida-SDS. Uma vez gue O© maxicorpo tem um peso
molecular mais alto em comparacdo com o Fc falso, o
heterodimero (maxicorpo-Fc falso) e homodimeros (maxicorpo-
maxicorpo e Fc falso-Fc falso) tém mobilidades diferentes
na SDS-PAGE facilitando a identificacéao dos varios

emparelhamentos (FIG. 8(b)).

Um anticorpo de ratazana anti-NKG2D de rato, designado
M315, foi gerado através de fusdes de hibridoma
convencionais e as sequéncias de ADN que codificam a cadeia
pesada variadvel (VH) e cadeia leve variavel (VL) foram
utilizadas para construir M315scFv-Fc utilizando um método

anteriormente descrito (Gilliland, Norris, et al. 1990¢).

A sequéncia de M315 scFv-Fc (SEQ ID NO:1) e hulIgGlFc (SEQ
ID NO:2) foram clonados no vetor de expressdo de mamifero
PTT5 e as duas construcgdes foram utilizadas para co-
transfetar células 293-6E para avaliar a formacdo de
heterodimero Fc/scFv-Fc relativamente ao homodimero de Fc e

homodimero de scFv-Fc.

SEQ ID NO: 1
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M315scFv-huFc
HMAEVQLQQSGAELVKPGSSVKISCKASGYTFANNFMHWIKQQPGNGLEW
IGWIYPGDGDTEYNQKFSGKATLTADKSSSTAYMQLNSLTSEDSAVYFCI
RLTEGTTYWGQGVMVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQFVLTQPNSVSTNLGS
TVKLSCKRSTGNIGSNYVNWYQQHEGRSPTTMIYRDDKRPDGVPDRFSGS
IDGSSNSALLTINNVQTEDEADYFCQSYSRGVSPVFGGGTKLTVLARAED
KSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLEPBPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVS
HEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGK
EYKCKVSNKALPAPTEKTISKAKGOPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTC
LVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRW
QOOGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

SEQ ID NO: 2

hulgG1-F¢
EPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLEPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVS
HEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQODWLNGK

QOGNVESCSVMHERRHNAV LORSE S SBG K

(O sombreado corresponde a regido Fc)

Os pares de residuos com carga na regido CH3 identificados
através de anadlise computacional foram mudados para
aminodcido de polaridade de carga oposta nas construcdes
IgGlFc humano (falso) ou M315 scEFv-Fc (mxb). As mutacdes,
as quais estdo listadas na Tabela 6, foram geradas
utilizando o kit de mutagénese QuikChange® da Stratagene e
verificadas por sequenciacdo de ADN. As mutacdes sé&do
indicadas pelo residuo de tipo selvagem seguido da posicéo
utilizando o sistema de numeracdo de Kabat (Kabat et al.,
Sequences of Proteins of Immunological Interest, National
Institutes of Health, Bethesda, Md., ed, 5, [1991]), o qual

é coerente com o esquema de numeracdo da estrutura
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cristalina (cbédigo PDB:1L6X), e em seguida o residuo de
substituicdo no céddigo de letra uUnica. A sequéncia Fc
utilizada nestas duas construgdes foi derivada do aldtipo
ndo-(a) de IgGl humana, o gqual tem uma Glu na posicdo 356 e
uma Met na posicdo 358. As sequéncias de CH3 da estrutura
cristalina sdo de um aldtipo de IgGl diferente, o gqual tem

uma Asp na posicdo 356 e uma Leu na posicdo 368.

TABELA 6: Lista de mutagdes de residuos com carga

huIgGlFc (falso) M315 scFv-Fc (mxb)
Fc-WT M315 scFv-Fc (WT)
K409D D399'K

K409E D399'R

K409D&K360D D399'K&E356'K
K409D&K370D D399'K&E357'K
K409D&K392D D399'K&E356'K&E357'K
K409D&K439D

O ADN foi transfetado na linha de células de «rim
embrionédrio humano 293-6Ek utilizando o) reagente
Lipofectamine™ 2000 (Invitrogen). O sobrenadante da cultura
de células foi colhido 3-4 dias apds transfecdo e analisado
sobre Geles de SDS-PAGE em condig¢gdes ndo redutoras. O gel
foi em seguida transferido para membrana de nitrocelulose e
submetido a anédlise de western utilizando anticorpo IgG de
cabra anti-humana conjugado com peroxidase (Jackson
ImmunoResearch Laboratories) e os resultados s&do mostrados

na Fig 10.

A cotransfecdo do vetor de expressdo para M315 scFv-Fc
(mxb) em conjunto com o Fc falso resultou na formacdo do
heterodimero scFv-Fc/Fc bem como do homodimero de scFv-Fc e
homodimero de Fc. A proporcdo de heterodimero scFv-Fc/Fc

relativamente ao homodimero de scfv-Fc e homodimero de Fc é
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préxima de 1:1:1 quando é utilizada a sequéncia de CH3 de

selvagem tipo.

A introducdo de uma mutacdo de par com carga K409D no Fc
falso e D399'K no maxicorpo M315 aumentou
significativamente a proporcdo de heterodimero scFv-Fc/Fc
relativamente ao homodimero de scFv-Fc, bem como homodimero
de Fc. Foi também observada uma melhoria semelhante na
formacdo de heterodimeros para outras variantes mutantes
tais como K409D/D399'R, K409E/D399'K e K409E/D399'R
(Fig, 9), realcando ainda mais a importancia da
complementacdo da polaridade de carga para a formacdo de
heterodimeros de Fc. (A construcdo de M315 scFv-Fc de tipo
selvagem utilizada neste estudo tem um marcador extra no
carboxilo terminal do Fc, pelo gque migra mais lentamente no

gel de SDS-PAGE.)

Quando foram introduzidas mutacdes adicionais nos residuos
com carga que estdo localizados prdéximos de K409 tais como
K360 e K392, foil observado um aumento adicional na formacé&o
de heterodimeros (Fig. 10). Por exemplo, a combinacédo
K409D;K392D no Fc falso com D399'K no maxicorpo M315
mostrou uma maior proporcao de heterodimero para
homodimeros, provavelmente devido a rutura do homodimero de
Fc. Foi detetada uma banda de 25KD que corresponde ao
tamanho do mondémero Fc em todas as transfecdes utilizando
Fc falso com K409D;K392D (dados ndo apresentados). A adicédo
de outra mutacdo tal como D356'K ou D357'K sobre a variante
D399'K do maxicorpo M315 mostrou uma melhoria adicional. A
combinacdo de K409D;K392D no Fc falso com D399'K;D356'K no
maxicorpo M315 resultou na formacdo quase exclusiva de
heterodimero. Outras combinacdes tais como
K409D;K392D/D399'K;D357'K e K409D;K370D/D399'K;D357'K
também ofereceram melhoria significativa em relacdo a

variante K409D/D399'K.
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ExemElo 2

Este exemplo demonstra que os dominios CH3 gque contém
certas mutacdes triplas de pares de carga foram incapazes
de formar homodimeros quando expressos sozinhos mas foram
capazes de formar heterodimeros quando coexpressos. Os
mutantes foram preparados e as células transfetadas como se
descreveu no Exemplo 1. Quando as construcdes foram
cotransfetadas, foi utilizada uma proporcdo 1l:1 de
plasmideos. Os resultados sd&o mostrados na Figura 11. O
heterodimero e 0s homodimeros foram detetados por
transferéncia de Western utilizando anticorpo de cabra
anti-Fc  humano conjugado com  HRP. Curiosamente, as
moléculas que contém Fc possuindo mutacgdes triplas em que
residuos carregados positivamente foram mudados por
residuos carregados negativamente (K409D,K392D,K370D ou
K409D,K392D,K439D) foram incapazes de serem detetadas
quando expressas sozinhas. De forma semelhante, as
moléculas que contém Fc possuindo mutacdes triplas em que
residuos carregados negativamente foram mudados por
residuos carregados positivamente (D399K,E356K,E357K) foram
incapazes de serem detetadas quando expressas sozinhos. No
entanto, quando coexpressas com uma molécula que contém Fc
possuindo mutacdes de polaridade de carga oposta, foram

apenas detetados heterodimeros.

Ao longo de todo este pedido de invencdo, ¢é para ser
entendido que a utilizacdo de um termo no singular pode
implicar, quando apropriado, a utilizacdo de respetivo

termo no plural, e vice versa.
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265

Pro Pro Val Leu Asp Ser
280

Thr

Thr

Phe

Pro

140

Val

Thr

Val

Cys

Ser

Lys

Cys

Leu

125

Glu

Lys

Lys

Leu

Lys

205

Lys

220 -

Pro

Val

Gly

Asp

Ser

Lys

Gln

Gly
285

val

Pro

110

Phe

Val

Phe

Pro

Thr

190

Val

Ala

Arg

Gly

Pro

270

Ser

Asp

95

Pro

Pro

Thr

Asn

Arg

175

Val

Ser

Lys

Asp

Phe

255

Glu

Phe

80

Lys

Cys

Pro

Trp

160

Glu

Leu

Asn

Gly

Glu

240

Tyr

Asn

Phe



42

Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn

290

295

300

Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr

305

310

Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

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

<400>

Ala Ser
1

Ser Thr

Phe Pro

Gly val

50

Leu Ser

65

Tyr Thr

Thr val

Pro Val

4
326
PRT

325

Homo sapiens

4
Thr

Ser

Glu

35

His

Ser

Cys

Glu

Ala
115

Lys

Glu

20

Pro

Thr

val

Asn

Arg

100

Gly

Gly

Ser

Val

Phe

val

Val

85

Lys

Pro

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

70

Asp

Cys

Ser

Ser

Ala

vVal

Ala

55

vVal

His

Cys

Val

Val

Ala

Ser

40

Val

Pro

Lys

val

Phe
120

Phe

Leu

25

Trp

Leu

Ser

Pro

Glu

105

Leu

330

Pro

10

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

90

Cys

Phe

315

Leu

Cys

Ser

Ser

Asn

75

Asn

Pro

Pro

Ala

Leu

Gly

Ser

Phe

Thr

Pro

Pro

Pro

val

Ala

45

Gly

Gly

Lys

Cys

Lys
125

Cys

Lys

30

Leu

Leu

Thr

Val

Pro

110

Pro

Ser

15

AsSp

Thr

Tyr

Gln

Asp

95

Ala

Lys

320

Arg

Tyr

Ser

Ser

Thr

80

Lys

Pro

Asp



Thr

vVal

145

val

Ser

Leu

Ala

Pro

225

Gln

Ala

Thr

Leu

Ser

305

Ser

Leu

130

Ser

Glu

Thr

Asn

Pro

210

Gln

val

Val

Pro

Thr

290

Val

Leu

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

<400>

Met

His

Val

Phe

Gly

195

Ile

Val

Ser

Glu

Pro

275

Val

Met

Ser

5
377
PRT

Ile

Glu

His

Arg

180

Lys

Glu

Tyr

Leu

Trp

260

Met

Asp

His

Pro

Ser

Asp

Asn

165

Val

Glu

Lys

Thr

Thr

245

Glu

Leu

Lys

Glu

Gly
325

Arg

Pro

150

Ala

Val

Tyr

Thr

Leu

230

Cys

Ser

Asp

Ser

Ala

310

Lys

Homo sapiens

Thr

135

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile

215

Pro

Leu

Asn

Ser

Arg

295

Leu

Pro

Val

Thr

val

Cys

200

Ser

Pro

val

Gly

Asp

280

Trp

His

Glu

Gln

Lys

Leu
185

Lys

Lys

Ser

Lys

Gln

265

Gly

Gln

Asn

43

Val

Phe

Pro

170

Thr

Val

Thr

Arg

Gly

250

Pro

Ser

Gln

His

Thr

Asn

155

Arg

Vval

Ser

Lys

Glu

235

Phe

Glu

Phe

Gly

Tyr
315

Cys

140

Trp

Glu

val

Asn

Gly

220

Glu

Tyr

Asn

Phe

Asn

300

Thr

Val

Tyr

Glu

His

Lys

205

Gln

Met

Pro

Asn

Leu

285

Val

Gln

Val

val

Gln

Gln
190

Gly

Pro

Thr

Ser

Tyr

270

Tyr

Phe

Lys

Val

Asp

Phe

175

Asp

Leu

Arg

Lys

Asp

255

Lys

Ser

Ser

Ser

Asp

Gly

160

Asn

Trp

Pro

Glu

Asn

240

Ile

Thr

Lys

Cys

Leu
320



Ala

Ser

Phe

Gly

Leu
65

Tyr

Arg

Arg

Cys

Pro

145

Ala

Pro

Val

Val

Gln

225

Gln

Ser

Thr

Pro

vVal

50

Ser

Thr

vVal

Cys

Pro

130

Glu

Pro

Lys

Val

Asp

210

Tyr

Asp

Thr

Ser

Glu

35

His

Ser

Cys

Glu

Pro

115

Glu

Pro

Glu

Asp

Asp

195

Gly

Asn

Trp

Lys

Gly

20

Pro

Thr

Val

Asn

Leu

100

Glu

Pro

Lys

Leu

Thr

180

Val

Val

Ser

Leu

Gly

Gly

val

Phe

vVal

Val

85

Lys

Pro

Lys

Ser

Leu

165

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn
245

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr
70

Asn

Thr

Lys

Ser

Cys

150

Gly

Met

His

val

Phe

230

Gly

Ser

Ala

Val

Ala

55

Val

His

Pro

Ser

Cys

135

Asp

Gly

Ile

Glu

His

215

Arg

Lys

val

Ala

Ser

40

val

Pro

Lys

Leu

Cys

120

Asp

Thr

Pro

Ser

Asp

200

Asn

Val

Glu

Phe

Leu

25

Trp

Leu

Ser

Pro

Gly

105

Asp

Thr

Pro

Ser

Arg

185

Pro

Ala

Val

Tyr

44

Pro

10

Gly

Asn

Gln

Ser

Ser

90

Asp

Thr

Pro

Pro

Val

170

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys
250

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser
75

Asn

Thr

Pro

Pro

Pro

155

Phe

Pro

Val

Thr

Val

235

Cys

Ala

Leu

Gly

Ser

60

Leu

Thr

Thr

Pro

Pro

140

Cys

Leu

Glu

Gln

Lys

220

Leu

Lys

Pro

Val

Ala

45

Gly

Gly

Lys

His

Pro

125

Cys

Pro

Phe

val

Phe

205

Pro

Thr

val

Cys

Lys

30

Leu

Leu

Thr

Val

Thr

110

Cys

Pro

Arg

Pro

Thr

190

Lys

Arg

val

Ser

Ser Arg
15

Asp Tyr

Thr Ser

Tyr Ser

Gln Thr
80

Asp Lys

Cys Pro

Pro Arg

Arg Cys

Cys Pro

160

Pro Lys
175

Cys Val

Trp Tyr

Glu Glu

Leu His

240

Asn Lys
255



Ala

Pro

Thr

Ser

305

Tyr

Tyr

Phe

Lys

Leu

Arg

Lys

290

Asp

Asn

Ser

Ser

Ser
370

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

Pro

Glu

275

Asn

Ile

Thr

Lys

Cys

355

Leu

6
327
PRT

Ala Pro
260

Pro Gln

Gln Val

Ala Val

Thr Pro
325

Leu Thr
340

Ser Val

Ser Leu

Ile

Val

Ser

Glu

310

Pro

val

Met

Ser

Homo sapiens

<400> 6

Ala Ser Thr

1

Ser

Phe

Gly

Thr

Pro

val

Ser

Glu

35

His

Ser

Lys Gly

Glu Ser

20

Pro Vval

Thr Phe

Val Vval

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr
70

Glu

Tyr

Leu

295

Trp

Met

Asp

His

Pro
375

Ser

Ala

Val

Ala

55

Val

Lys

Thr

280

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu

360

Gly

val

Ala

Ser

40

val

Pro

Thr

265

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser

345

Ala

Lys

Phe

Leu

25

Trp

Leu

Ser

45

Ile

Pro

Ser

Pro

Leu Val

Ser

Gly
315

Lys

Ser

Lys

300

Gln

Thr

Arg

285

Gly

Pro

Lys Gly Gln
270

Glu Glu Met

Phe Tyr Pro

Glu Asn Asn
320

Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu

330

335

Arg Trp Gln Gln Gly Asn Ile

350

Leu His Asn Arg Phe Thr Gln

Pro

10

Gly

Asn

Gln

Ser

Leu

Cys

Ser

Ser

Ser
75

Ala

Leu

Gly

Ser

60

Leu

365

Pro

Val

Ala

45

Gly

Gly

Cys Ser Arg
15

Lys Asp Tyr
30

Leu Thr Ser

Leu Tyr Ser

Thr Lys Thr
80



Tyr

Arg

Glu

Asp

Asp
145

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

225

Asn

Ile

Thr

Arg

Cys

305

Leu

Thr

val

Phe

Thr

130

val

Val

Ser

Leu

Ser

210

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

280

Ser

Ser

Cys

Glu

Leu

115

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

195

Ser

Gln

val

Val

Pro

275

Thr

Val

Leu

Asn

Ser

100

Gly

Met

Gln

Val

Tyr

180

Gly

Ile

val

Ser

Glu

260

Pro

val

Met

Ser

Val

85

Lys

Gly

Ile

Glu

His

165

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

245

Trp

val

Asp

His

Leu
325

Asp

Tyr

Pro

Ser

Asp
150

Asn

Val

Glu

Lys

Thr

230

Thr

Glu

Leu

Lys

Glu

310

Gly

His

Gly

Ser

Arg

135

Pro

Ala

vVal

Tyr

Thr

215

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser

295

Ala

Lys

Lys

Pro

Val

120

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

200

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

280

Arg

Leu

Pro

Pro

105

Phe

Pro

val

Thr

Val

185

Cys

Ser

Pro

val

Gly

265

Asp

Trp

His

46

Ser

90

Cys

Leu

Glu

Gln

Lys

170

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

250

Gln

Gly

Gln

Asn

Asn

Pro

Phe

Val

Phe
155

Pro

Thr

Val

Ala

Gln

235

Gly

Pro

Ser

Glu

His
315

Thr

Ser

Pro

Thr

140

Asn

Arg

Val

Ser

Lys

220

Glu

Phe

Glu

Phe

Gly

300

Tyr

Lys

Cys

Pro

125

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

205

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

285

Asn

Thr

Val

Pro

110

Lys

Val

Tyr

Glu

His

190

Lys

Gln

Met

Pro

Asn

270

Leu

val

Gln

Asp

95

Ala

Pro

val

vVal

Gln

175

Gln

Gly

Pro

Thr

Ser

255

Tyr

Tyr

Phe

Lys

Lys

Pro

Lys

Val

Asp
160

Phe

Asp

Leu

Arg

Lys

240

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser
320



<210> 7
<211> 353
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 7

Ala Ser Pro
1

Gln Pro Asp

Pro Gln Glu
35

Thr Ala Arg
50

Thr Thr Ser
65

Lys Ser Val

Val Thr Val

Ser Thr Pro
115

Leu His Arg
130

Leu Thr Cys
145

Thr Trp Thr

Arg Asp Leu

47

Thr Ser Pro Lys Val Phe Pro Leu Ser Leu Cys Ser Thr

5

10

15

Gly Asn Val Val Ile Ala Cys Leu Val Gln Gly Phe Phe

20

Pro Leu Ser Val

Asn Phe Pro Pro
55

Ser Gln Leu Thr
70

Thr Cys His Val
85

Pro Cys Pro Val
100

Pro Thr Pro Ser

Pro Ala Leu Glu
135

Thr Leu Thr Gly
150

Pro Ser Ser Gly
165

Cys Gly Cys Tyr
180

Thr

40

Ser

Leu

Lys

Pro

Pro

120

Asp

Leu

Lys

Ser

25

Trp

Gln

Pro

His

Ser

105

Ser

Leu

Arg

Ser

Val
185

Ser

Asp

Ala

Tyr

90

Thr

Cys

Leu

Asp

Ala

170

Ser

Glu

Ala

Thr

75

Thr

Pro

Cys

Leu

Ala

155

Val

Ser

Ser

Ser

60

Gln

Asn

Pro

His

Gly

140

Ser

Gln

Val

30

Gly Gln
45

Gly Asp

Cys Leu

Pro Ser

Thr Pro

110

Pro Arg

125

Ser Glu

Gly Vval

Gly Pro

Leu Pro
190

Gly

Leu

Ala

Gln

95

Ser

Leu

Ala

Thr

Pro

175

Gly

vVal

Tyr

Gly

80

Asp

Pro

Ser

Asn

Phe

160

Glu

Cys



48

Ala Glu Pro Trp Asn His Gly Lys Thr Phe Thr Cys Thr Ala Ala Tyr
195 200 205

Pro Glu Ser Lys Thr Pro Leu Thr Ala Thr Leu Ser Lys Ser Gly Asn
210 215 220

Thr Phe Arg Pro Glu Val His Leu Leu Pro Pro Pro Ser Glu Glu Leu
225 230 235 240

Ala Leu Asn Glu Leu Val Thr Leu Thr Cys Leu Ala Arg Gly Phe Ser
245 250 255

Pro Lys Asp Val Leu Val Arg Trp Leu Gln Gly Ser Gln Glu Leu Pro
260 265 270

Arg Glu Lys Tyr Leu Thr Trp Ala Ser Arg Gln Glu Pro Ser Gln Gly
275 280 285

Thr Thr Thr Phe Ala Val Thr Ser Ile Leu Arg Val Ala Ala Glu Asp
290 295 300

Trp Lys Lys Gly Asp Thr Phe Ser Cys Met Val Gly His Glu Ala Leu
305 310 315 320

Pro Leu Ala Phe Thr Gln Lys Thr Ile Asp Arg Leu Ala Gly Lys Pro
325 330 335

Thr His Val Asn Val Ser Val Val Met Ala Glu Val Asp Gly Thr Cys
340 345 350

Tyr

<210> 8
<211> 384
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 8
Ala Pro Thr Lys Ala Pro Asp Val Phe Pro Ile Ile Ser Gly Cys Arg
1 5 10 15

His Pro Lys Asp Asn Ser Pro Val Val Leu Ala Cys Leu Ile Thr Gly
20 25 30



Tyr

Gln

Met

65

Glu

Ile

Thr

Pro

Glu

145

Cys

Val

val

Lys

Asn

225

Trp

Pro

His

Pro

50

Thr

Tyr

Phe

Ala

Ala

130

Lys

Pro

Gln

Gly

val

210

Gly

Asn

Pro

Pro

35

Gln

Ser

Lys

Arg

Gln
115

Thr

Glu

Ser

Asp

Ser

195

Pro

Ser

Ala

Gln

Thr

Arg

Ser

Cys

Trp

100

Pro

Thr

Lys

His

Leu

180

Asp

Thr

Gln

Gly

Arg
260

Ser

Thr

Gln

Val

85

Pro

Gln

Arg

Glu

Thr

165

Trp

Leu

Gly

Ser

Thr

245

Leu

Val

Phe

Leu

70

Val

Glu

Ala

Asn

Glu

150

Gln

Leu

Lys

Gly

Gln

230

Ser

Met

Thr

Pro

55

Ser

Gln

Ser

Glu

Thr

135

Gln

Pro

Arg

Asp

vVal

215

His

Val

Ala

Val

40

Glu

Thr

His

Pro

Gly
120

Gly

Glu

Leu

Asp

Ala

200

Glu

Ser

Thr

Leu

Thr

Ile

Pro

Thr

Lys

105

Ser

Arg

Glu

Gly

Lys

185

His

Glu

Arg

Cys

Arg
265

49

Trp

Gln

Leu

Ala

90

Ala

Leu

Gly

Arg

val

170

Ala

Leu

Gly

Leu

Thr

250

Glu

Tyr

Arg

Gln

75

Ser

Gln

Ala

Gly

Glu

155

Tyr

Thr

Thr

Leu

Thr

235

Leu

Pro

Met

Arg

60

Gln

Lys

Ala

Lys

Glu

140

Thr

Leu

Phe

Trp

Leu

220

Leu

Asn

Ala

Gly

45

Asp

Trp

Ser

Ser

Ala
125

Glu

Lys

Leu

Thr

Glu

205

Glu

Pro

His

Ala

Thr

Ser

Arg

Lys

Ser

110

Thr

Lys

Thr

Thr

Cys

190

val

Arqg

Arg

Pro

Gln
270

Gln

Tyr

Gln

Lys

val

Thr

Lys

Pro

Pro

175

Phe

Ala

His

Ser

Ser

255

Ala

Ser

Tyr

Gly

80

Glu

Pro

Ala

Lys

Glu

160

Ala

Val

Gly

Ser

Leu

240

Leu

Pro



Val Lys

Ala Ser
290

Leu Leu
305

Ala Pro

Trp Ser

Tyr Thr

Ser Arg
370

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

<400>

Ala Ser
1

Asn Ile

Gly Tyr

Asn Gly
50

His Tyr
65

Gln Met

Leu
275

Trp

Met

Ala

Val

Cys
355

Ser

9
428
PRT

Ser Leu

Leu Leu

Trp Leu

Arg Pro
325

Leu Arg
340

Val Val

Asn

Cys

Glu

310

Pro

vVal

Ser

Leu Glu Val

Homo sapains

9
Thr

Pro

Phe

35

Thr

Ala

Phe

Gln Ser

Ser Asn

20

Pro Glu

Thr Met

Thr Ile

Thr Cys

Pro

Ala

Pro

Thr

Ser

70

Arg

Leu Leu
280

Glu Val

295

Asp Gln

Pro Gln

Pro Ala

His Glu
360

Ala

Ser

Arg

Pro

Pro

345

Asp

50

Ser

Gly

Glu

Gly

330

Pro

Ser

Ser

Phe

Val

315

Ser

Ser

Arg

Asp

Ser

300

Asn

Thr

Pro

Thr

Pro

285

Pro

Thr

Thr

Gln

Leu
365

Pro

Pro

Ser

Phe

Pro

350

Leu

Glu

Asn

Gly

Trp

335

Ala

Asn

Ala

Ile

Phe

320

Ala

Thr

Ala

Ser Tyr Val Thr Asp His Gly Pro Met Lys

375

Ser Val

Thr Ser

Val Met
40

Leu Pro
55

Leu Leu

Val Ala

Phe

val

25

Val

Ala

Thr

His

Pro

10

Thr

Thr

Thr

val

Thr
90

Leu

Leu

Irp

Thr

Ser

75

Pro

380

Thr

Gly

Asp

Leu

60

Gly

Ser

Arg

Cys

Thr

45

Thr

Ala

Ser

Cys

Leu

30

Gly

Leu

Trp

Thr

Cys

15

Ala

Ser

Ser

Ala

Asp
95

Lys

Thr

Leu

Gly

Lys

80

Trp



val

Thr

Pro

Ile

145

Ser

Glu

Cys

Cys

Ser

225

val

Arg

Gln

His
305

Arg

Ser

Asp

Val

Thr

130

Asn

Thr

Leu

Gln

Ala

210

Pro

vVal

Ala

Arg

Asp

290

Leu

Ala

Arg

Asn

Lys

115

Ile

Ile

Ala

Thr

Val
195

Asp

Phe

Asp

Ser

Asn

275

Trp

Pro

Ala

Asp

Lys

100

Ile

Gln

Thr

Ser

Leu

180

Thr

Ser

Asp

Leu

Gly

260

Gly

Ile

Arg

Pro

Lys
340

Thr

Leu

Leu

Trp

Thr

165

Ser

Tyr

Asn

Leu

Ala

245

Lys

Thr

Glu

Ala

Glu

325

Arg

Phe

Gln

Leu

Leu

150

Thr

Gln

Gln

Pro

Phe

230

Pro

Pro

Leu

Gly

Leu

310

Val

Thr

Ser

Ser

Cys

135

Glu

Gln

Lys

Gly

Arg

215

Ile

Ser

val

Thr

Glu

295

Met

Tyr

Leu

Val

Ser

120

Leu

Asp

Glu

His

His

200

Gly

Arg

Lys

Asn

vVal

280

Thr

Arg

Ala

Ala

Cys

105

Cys

Val

Gly

Gly

Trp

185

Thr

val

Lys

Gly

His

265

Thr

Tyr

Ser

Phe

Cys
345

51

Ser

Asp

Ser

Gln

Glu

170

Leu

Phe

Ser

Ser

Thr

250

Ser

Ser

Gln

Thr

Ala

330

Leu

Arg

Gly

Gly

val
155

Leu

Ser

Glu

Ala

Pro

235

Val

Thr

Thr

Cys

Thr

315

Thr

Ile

Asp

Gly

Tyr

140

Met

Ala

Asp

Asp

Tyr

220

Thr

Asn

Arg

Leu

Arg

300

Lys

Pro

Gln

Phe

Gly

125

Thr

Asp

Ser

Arg

Ser

205

Leu

Ile

Leu

Lys

Pro

285

val

Thr

Glu

Asn

Thr

110

His

Pro

val

Thr

Thr

190

Thr

Ser

Thr

Thr

Glu

270

val

Thr

Ser

Trp

Phe
350

Pro

Phe

Gly

Asp

Gln

175

Tyr

Lys

Arg

Cys

Trp

255

Glu

Gly

His

Gly

Pro

335

Met

Pro

Pro

Thr

Leu

160

Ser

Thr

Lys

Pro

Leu

240

Ser

Lys

Thr

Pro

Pro

320

Gly

Pro



52

Glu Asp Ile Ser Val Gln Trp Leu His Asn Glu Val Gln Leu Pro Asp
355 360 365

Ala Arg His Ser Thr Thr Gln Pro Arg Lys Thr Lys Gly Ser Gly Phe
370 375 380

Phe Val Phe Ser Arg Leu Glu Val Thr Arg Ala Glu Trp Glu Gln Lys
385 390 395 400

Asp Glu Phe Ile Cys Arg Ala Val His Glu Ala Ala Ser Pro Ser Gln
405 410 415

Thr Val Gln Arg Ala Val Ser Val Asn Pro Gly Lys
420 425

<210> 10
<211> 452
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 10
Gly Setr Ala Ser Ala Pro Thr Leu Phe Pro Leu Val Ser Cys Glu Asn
1 5 10 15

Ser Pro Ser Asp Thr Ser Ser Val Ala Val Gly Cys Leu Ala Gln Asp
20 25 30

Phe Leu Pro Asp Ser Ile Thr Leu Ser Trp Lys Tyr Lys Asn Asn Ser
35 40 45

Asp Ile Ser Ser Thr Arg Gly Phe Pro Ser Val Leu Arg Gly Gly Lys
50 55 60

Tyr Ala Ala Thr Ser Gln Val Leu Leu Pro Ser Lys Asp Val Met Gln
65 70 75 80

Gly Thr Asp Glu His Val Val Cys Lys Val Gln His Pro Asn Gly Asn
85 90 95

Lys Glu Lys Asn Val Pro Leu Pro Val Ile Ala Glu Leu Pro Pro Lys
100 105 110



Val

Lys

Gln

145

Thr

Lys

Ser

Asn

Phe Ala

225

Lys

Ile

Ile

Ser

Val

305

Pro

Ala

Ser

Ser

130

val

Asp

Val

Met

Ala
210

Leu

Ser

Ser

Ile

290

Thr

Lys

Arg

val

115

Lys

Ser

Gln

Thr

Phe

195

Ser

Ile

Thr

Trp

Glu

275

Cys

His

Gly

Glu

Phe

Leu

Trp

val

Ser

180

Thr

Ser

Pro

Cys

Thr

260

Ser

Glu

Thr

Val

Gln
340

Val

Ile

Leu

Gln

165

Thr

Cys

Met

Pro

Leu

245

Arg

His

Asp

Asp

Ala

325

Leu

Pro

Cys

Arg

150

Ala

Leu

Arg

Cys

Ser

230

Val

Gln

Pro

Asp

Leu

310

Leu

Asn

Pro

Gln

135

Glu

Glu

Thr

val

Val
215

Phe

Thr

Asn

Asn

Trp

295

Pro

His

Leu

Arg

120

Ala

Gly

Ala

Ile

Asp

200

Pro

Ala

Asp

Gly

Ala

280

Asn

Ser

Arg

Arg

Asp

Thr

Lys

Lys

Lys

185

His

Asp

Ser

Leu

Glu

265

Thr

Ser

Pro

Pro

Glu
345

53

Gly

Gly

Gln

Glu

170

Glu

Arg

Gln

Ile

Thr

250

Ala

Phe

Gly

Leu

Asp

330

Ser

Phe

Phe

val

155

Ser

Ser

Gly

Asp

Phe

235

Thr

val

Ser

Glu

Lys

315

Val

Ala

Phe

Ser

140

Gly

Gly

Asp

Leu

Thr
220

Leu

Tyr

Lys

Ala

Arg

300

Gln

Tyr

Thr

Gly

125

Pro

Ser

Pro

Trp

Thr

205

Ala

Thr

Asp

Thr

Val

285

Phe

Thr

Leu

Ile

Asn

Arg

Gly

Thr

Leu

190

Phe

Ile

Lys

Ser

His

270

Gly

Thr

Ile

Leu

Thr
350

Pro

Gln

vVal

Thr

175

Gly

Gln

Arqg

Ser

val

255

Thr

Glu

Cys

Ser

Pro

335

Cys

Arg

Ile

Thr

160

Tyr

Gln

Gln

val

Thr

240

Thr

Asn

Ala

Thr

Arg

320

Pro

Leu



Val Thr

Gly Gln
370

Glu Pro
385

Ser Glu

Glu Ala

Gly Lys

Gly Thr
450

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

<400>

Ala Lys
1

Arg Asp

Gly Phe

Pro Glu
50

Ser Phe
65

Gln Gly

Gly
355

Pro

Gln

Glu

Leu

Pro

435

Cys

11

109
PRT

Phe

Leu

Ala

Glu

Pro

420

Thr

Tyr

Ser

Ser

Pro

Trp

405

Asn

Leu

Pro

Pro

Gly

390

Asn

Arg

Tyr

IgGl Humana

11
Gly

Glu

Tyr

35

Asn

Phe

Asn

Gln

Leu

20

Pro

Asn

Leu

vVal

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr

Phe
85

Arg

Lys

Asp

Lys

Ser

70

Ser

Ala

Glu

375

Arg

Thr

val

Asn

Glu

Asn

Ile

Thr

55

Lys

Cys

Asp

360

Lys

Tyr

Gly

Thr

Val
440

Pro

Gln

Ala

40

Thr

Leu

Ser

Val

Tyr

Phe

Glu

Glu

425

Ser

Gln

Val

25

val

Pro

Thr

Val

54

Phe

Val

Ala

Thr

410

Arg

Leu

Val

10

Ser

Glu

Pro

val

Met
90

Val

Thr

His

395

Tyr

Thr

val

Tyr

Leu

Trp

Val

Asp

75

His

Gln

Ser

380

Ser

Thr

Vval

Met

Thr

Thr

Glu

Leu

60

Lys

Glu

Trp

365

Ala

Ile

Cys

Asp

Ser
445

Leu

Cys

Ser

45

Asp

Ser

Ala

Met

Pro

Leu

Val

Lys

430

Asp

Pro

Leu

30

Asn

Ser

Arg

Leu

Gln

Met

Thr

Ala

415

Ser

Thr

Pro

15

vVal

Gly

Asp

Irp

His
95

Arg

Pro

Val

400

His

Thr

Ala

Ser

Lys

Gln

Gly

Gln

80

Asn



55

His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

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

12
109
PRT

100

IgG2 Humana

<400> 12

Thr

1

Arg

Gly

Pro

Ser

Gln

His

Lys

Glu

Phe

Glu

50

Phe

Gly

Tyr

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

<400>

Gly

Glu

Tyr

35

Asn

Phe

Asn

Thr

13
109
PRT

Gln

Met

20

Pro

Asn

Leu

Val

Gln
100

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr

Phe

85

Lys

Arg

Lys

Asp

Lys

Ser
70

Ser

Ser

IgG3 Humana

13

Glu

Asn

Ile

Thr

55

Lys

Cys

Leu

Pro

Gln

Ala

40

Thr

Leu

Ser

Ser

105

Gln

Val

25

Val

Pro

Thr

val

Leu
105

vVal

10

Ser

Glu

Pro

val

Met
90

Ser

Tyr Thr Leu

Leu Thr Cys

Trp Glu Ser
45

Met Leu Asp
60

Asp Lys Ser
75

Pro

Leu

30

Asn

Ser

Arg

Pro

15

Val

Gly

Asp

Trp

Ser

Lys

Gln

Gly

Gln
80

His Glu Ala Leu His Asn

Pro Gly Lys

95



Thr

Arg

Gly

Pro

Ser

65

Gln

Lys

Glu

Phe

Glu

50

Phe

Gly

Phe

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

<400>

Ala Lys Gly

1

Gln

Gly

Pro

Ser

65

Glu

Glu

Phe

Glu
50

Phe

Gly

Gly

Glu

Tyr

35

Asn

Phe

Asn

Thr

14
109
PRT

Gln

Met

20

Pro

Asn

Leu

Ile

Gln
100

Pro

Thr

Ser

Tyr

Tyr

Phe

85

Lys

Arg

Lys

Asp

Asn

Ser

70

Ser

Ser

IgG4 Humana

14

Glu

Tyr

35

Asn

Phe

Asn

Gln

Met

20

Pro

Asn

Leu

Val

Pro

Thr

Ser

Tyx

Tyr

Phe
85

Arg

Lys

Asp

Lys

Ser

70

Ser

Glu

Asn

Ile

Thr

55

Lys

Cys

Leu

Glu

Asn

Ile

Thr
55

Arg

Cys

Pro

Gln

Ala

40

Thr

Leu

Ser

Ser

Pro

Gln

Ala
40

Thr

Leu

Ser

Gln

val

25

Val

Pro

Thr

vVal

Leu
105

Gln

vVal

25

Val

Pro

Thr

Val

56

Val

10

Ser

Glu

Pro

val

Met

%0

Ser

Val
10

Ser

Glu

Pro

val

Met
90

Tyr

Leu

Trp

Met

Asp

75

His

Pro

Tyr

Leu

Trp

Val

Asp

75

His

Thr

Thr

Glu

Leu

60

Lys

Glu

Gly

Thr

Thr

Glu

Leu
60

Lys

Glu

Leu

Cys

Ser

45

Asp

Ser

Ala

Lys

Leu

Cys

Ser
45

Asp

Ser

Ala

Pro

Leu

30

Ser

Ser

Arg

Leu

Pro

Leu

30

Asn

Ser

Arg

Leu

Pro Ser
15

Val Lys

Gly Gln

Asp Gly

Trp Gln
80

His Asn
95

Pro Ser
15

Val Lys

Gly Gln

Asp Gly

Trp Gln

80

His Asn
95



57

His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Leu Gly Lys
100 105

<210> 15

<211> 106

<212> PRT

<213> IgGl Humana

<400> 15
Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser
1 5 10 15

Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys
20 25 30

Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln
35 40 45

Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly
50 55 60

Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln
65 70 75 80

Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn
85 90 95

His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser
100 105

<210> 16
<211> 106
<212> PRT
<213> IgGl de Rato

<400> 16

Thr Lys Gly Arg Pro Lys Ala Pro Gln Val Tyr Thr Ile Pro Pro Pro
1 5 10 15



Lys

Asp

Pro

Ser

65

Ala

His

Glu

Phe

Ala

50

Tyr

Gly

His

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

Gln

Phe

35

Glu

Phe

Asn

Thr

17
106
PRT

IgG2a de Rato

<400> 17
Pro Lys Gly Ser Val

1

Glu

Asp

Thr

Ser

65

Glu

His

Glu

Phe

Glu

50

Tyr

Arg

His

Glu

Met

35

Leu

Phe

Asn

Thr

Met

20

Pro

Asn

val

Thr

Glu
100

Met

20

Pro

Asn

Met

Ser

Thr
100

Ala

Glu

Tyr

Tyr

Phe

85

Lys

5

Thr

Glu

Tyr

Tyr

Tyr

85

Lys

Lys

Asp

Lys

Ser

70

Thr

Ser

Arg

Lys

Asp

Lys

Ser

70

Ser

Ser

Asp

Ile

Asn

55

Lys

Cys

Leu

Ala

Lys

Ile

Asn

55

Lys

Cys

Phe

Lys

Thr

40

Thr

Leu

Ser

Ser

Pro

Gln

Tyr

40

Thr

Leu

Ser

Ser

Val

25

val

Gln

Asn

val

His
105

Gln

Val

25

Val

Glu

Arg

val

Arg
105

58

Ser

Glu

Pro

Val

Leu

920

Ser

Val

i0

Thr

Glu

Pro

Val

val

90

Thr

Leu

Trp

Ile

Gln

75

His

Tyr

Leu

Trp

Vval

Glu

75

His

Thr

Gln

Met

60

Lys

Glu

val

Thr

Thr

Leu

60

Lys

Glu

Cys

Trp

45

Asn

Ser

Gly

Leu

Cys

Asn

45

Asp

Lys

Gly

Met

30

Asn

Thr

Asn

Leu

Pro

Met

30

Asn

Ser

Asn

Leu

Ile

Gly

Asn

Trp

His
95

Pro

15

val

Gly

Asp

Trp

His
95

Thr

Gln

Gly

Glu

80

Asn

Pro

Thr

Lys

Gly

Val

80

Asn
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<210> 18

<211> 106

<212> PRT

<213> IgG2b de Rato

<400> 18
Ile Lys Gly Leu Val Arg Ala Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Pro
1 5 10 15

Ala Glu Gln Leu Ser Arg Lys Asp Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Val
20 25 30

Gly Phe Asn Pro Gly Asp Ile Ser Val Glu Trp Thr Ser Asn Gly His
35 40 45

Thr Glu Glu Asn Tyr Lys Asp Thr Ala Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly
50 55 60

Ser Tyr Phe Ile Tyr Ser Lys Leu Asn Met Lys Thr Ser Lys Trp Glu
65 70 75 80

Lys Thr Asp Ser Phe Ser Cys Asn Val Arg His Glu Gly Leu Lys Asn
85 90 95

Tyr Tyr Leu Lys Lys Thr Ile Ser Arg Ser
100 105

<210> 19
<211> 106
<212> PRT
<213> IgG3 de Rato

<400> 19
Pro Lys Gly Arg Ala Gln Thr Pro Gln Val Tyr Thr Ile Pro Pro Pro
1 5 10 15

Arg Glu Gln Met Ser Lys Lys Lys Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Thr
20 25 30

Asn Phe Phe Ser Glu Ala Ile Ser Val Glu Trp Glu Arg Asn Gly Glu
35 40 45



60

Leu Glu Gln Asp Tyr Lys Asn Thr Pro Pro Ile Leu Asp Ser Asp Gly

50

Thr Tyr
65

Gln Gly

His His

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

<400>

Ala Lys
1

Arg Asp

Gly Phe

Pro Glu
50

Ser Phe
65

Gln Gly

His Tyr

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

55

60

Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Thr Asp Ser Trp Leu

70

75

80

Glu Ile Phe Thr Cys Ser Val Val His Glu Ala Leu His Asn

85

90

Thr Gln Lys Asn Leu Ser Arg Ser

20
105
PRT

100

IgGl Humana

20
Gly

Glu

Tyr

35

Asn

Phe

Asn

Thr

21

114
PRT
IgA

Gln Pro

Leu Thr
20

Pro Ser

Asn Tyr

Leu Tyr

vVal Phe

85

Gln Lys
100

Arg

Lys

Asp

Lys

Ser

70

Ser

Ser

Humana

Glu

Asn

Ile

Thr

55

Lys

Cys

Leu

Pro

Gln

Ala

40

Thr

Leu

Ser

Ser

105

Gln

Val

25

Val

Pro

Thr

val

Leu
105

Val

10

Ser

Glu

Pro

Val

Met
90

Tyr

Leu

Trp

Val

Asp

75

His

Thr

Thr

Glu

Leu

60

Lys

Glu

Leu

Cys

Ser

45

Asp

Ser

Ala

Pro

Leu

30

Asn

Ser

Arg

Leu

95

Pro

15

Val

Gly

Asp

Trp

His
95

Ser

Lys

Gln

Gly

Gln

80

Asn



<400> 21

Ser Gly Asn

1

Glu Glu Leu

Gly Phe Ser

35

Glu Leu Pro

50

Ser
65

Gln Gly

Ala Glu Asp

Glu Ala Leu

Gly Lys
<210>
<211>
<212>
<213>

22

112
PRT
IgE

<400> 22

Thr Ser Gly
1

Glu Trp Pro

Asn Phe Met
35

Thr

Ala

20

Pro

Arg

Thr

Trp

Pro
100

Humana

Phe

Leu

Lys

Glu

Thr

Lys

85

Leu

Arg

Asn

Asp

Lys

Thr

70

Lys

Ala

Pro

Glu

vVal

Tyr

55

Phe

Gly

Phe

Glu

Leu

Leu
40

Leu

Ala

Asp

Thr

Pro Arg Ala Ala Pro

5

Gly Ser Arg Asp Lys

20

61

Val His

10

Val
25

Thr

Val Arg

Thr Trp

Val Thr

Thr Phe

90

Gln
105

Lys

Glu Val Tyr Ala Phe

10

Leu Leu

Leu Thr

Trp Leu

Ala Ser

60

Ser
75

Ile
Ser

Cys

Thr Ile

Pro

Cys

Gln
45

Arg

Leu

Met

Arg Thr Leu Ala Cys

25

Pro Pro Ser
i5

Leu Ala Arg
30

Gly Ser Gln

Gln Glu Pro

Arg Val Ala
80

Val Gly His
95

Arg Leu Ala
110

Ala Thr Pro
15

Leu Ile Gln
30

Pro Glu Asp Ile Ser Val Gln Trp Leu His Asn Glu Val

40

45



Gln Leu Pro Asp Ala Arg

50

Gly Ser

65

Trp Glu

Ser Pro

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

Gly Phe Phe Val

70

Gln Lys Asp Glu

85

Ser Gln Thr Val

100

23
114
PRT

IgD Humana

<400> 23

Arg Glu Pro Ala

1

Ala

Ser

Arg

Pro

65

Pro

Asp

Val

Ser

Gly

Glu

50

Gly

Pro

Ser

Thr

Ser Asp
20

Phe Ser

35

vVal Asn

Ser Thr

Ser Pro

Arg Thr
100

<210> 24
<211> 115

Ala

Pro

Pro

Thr

Thr

Gln

85

Leu

Gln

Pro

Pro

Ser

Phe

70

Pro

Leu

His Ser
55

Phe Ser

Phe Ile

Gln Arg Ala

Ala Pro

Glu Ala

Asn Ile

40

Gly Phe

55

Trp Ala

Ala Thr

Asn Ala

62

Thr Thr Gln Pro Arg Lys Thr Lys
60

Arg

Cys Arg Ala

Leu Glu Val

75

90

105

Val

Ala

25

Leu

Ala

Trp

Tyr

Ser
105

Val Ser

Lys

10

Ser

Leu

Pro

Ser

Thr

20

Arg

Leu

Trp

Met

Ala

vVal

75

Cys

Ser

val

Val

Ser

Leu

Trp

Arg

60

Leu

Val

Leu

95

110

Leu

Leu

Leu

45

Pro

Arg

Val

Glu

Asn

Cys

30

Glu

Pro

Val

Ser

Val
110

Leu

15

Glu

Asp

Pro

Pro

His

95

Ser

Thr Arg Ala Glu
80

His Glu Ala Ala

Asn Pro Gly Lys

Leu

val

Gln

Gln

Ala

80

Glu

Tyr



63

<212> PRT
<213> IgM Humana

<400> 24
Pro Lys Gly Val Ala Leu His Arg Pro Asp Val Tyr Leu Leu Pro Pro
1 5 10 15

Ala Arg Glu Gln Leu Asn Leu Arg Glu Ser Ala Thr Ile Thr Cys Leu
20 25 30

Val Thr Gly Phe Ser Pro Ala Asp Val Phe Val Gln Trp Met Gln Arg
35 40 45

Gly Gln Pro Leu Ser Pro Glu Lys Tyr Val Thr Ser Ala Pro Met Pro
50 55 60

Glu Pro Gln Ala Pro Gly Arg Tyr Phe Ala His Ser Ile Leu Thr Vval
65 70 75 80

Ser Glu Glu Glu Trp Asn Thr Gly Glu Thr Tyr Thr Cys Val Val Ala

His Glu Ala Leu Pro Asn Arg Val Thr Glu Arg Thr Val Asp Lys Ser
100 105 110

Thr Gly Lys
115

<210> 25
<211> 107
<212> PRT

<213> Cadeia leve kappa humana

<400> 25
Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu
1 5 10 15

Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe
20 25 30



Tyr

Ser

Thr

65

Lys

Pro

Pro

Gly

50

Tyr

His

val

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

Arg

35

Asn

Ser

Lys

Thr

26
105
PRT

Glu

Ser

Leu

Val

Lys
100

Cadeia

<400> 26

Gln
1

Glu

Tyr

Lys

Tyr

65

His

Lys

Pro

Leu

Pro

Ala

50

Ala

Lys

Thr

Lys

Gln

Gly

Gly

Ala

Ser

Val

<210> 27
<211> 100

Ala

Ala
20

Ala

val

Ser

Tyr

Ala
100

Ala

Gln

Ser

Tyr

85

Ser

Lys

Glu

Ser

70

Ala

Phe

Val

Ser

55

Thr

Cys

Asn

Gln

40

Val

Leu

Glu

Arg

Trp

Thr

Thr

Val

Gly
105

64

Lys

Glu

Leu

Thr

90

Glu

leve lambda humana

Ala

Asn

Val

Glu

Ser

Ser

85

Pro

Pro

Lys

Thr

Thr

Tyr

70

Cys

Thr

Ser

Ala

Val

Thr

55

Leu

Gln

Glu

Val

Thr

Ala

40

Thr

Ser

Val

Cys

Thr

Leu
25

Trp

Pro

Leu

Thr

Ser
105

Leu
10

Val

Lys

Ser

Thr

His
90

Vval

Asp Asn Ala Leu Gln

45

Gln Asp Ser Lys Asp Ser

Ser
75

His

Cys

Phe

Cys

Ala

Lys

Pro

75

Glu

60

Lys Ala Asp Tyr Glu

80

Gln Gly Leu Arg Ser

Pro

Leu

Asp

Gln

60

Glu

Gly

Pro

Ile

Gly

45

Ser

Gln

Ser

Ser

Ser
30

Ser

Asn

Trp

Thr

95

Ser
15

Asp

Pro

Asn

Lys

Val
95

Glu

Phe

Val

Lys

Ser

80

Glu



<212> PRT
<213> CHI

<400> 27

Ala

1

Ser

Phe

Gly

Leu

65

Tyr

Lys

Ser

Thr

Pro

vVal

50

Ser

Ile

val

Thr

Ser

Glu

35

His

Ser

Cys

Glu

de
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REIVINDICACOES

. Proteina heterodimérica que compreende um primeiro
polipéptido que contém CH3 de IgG e um segundo
polipéptido que contém CH3 de IgG que se reUnem para
formar uma interface manipulada por engenharia
genética para promover a formacdo de heterodimeros, em
que o referido primeiro polipéptido que contém CH3 de
IgG compreende wuma substituicdo do aminocdcido na
posicdo 392 por um aminodcido carregado negativamente
e o referido segundo polipéptido que contém CH3 de IgG
compreende uma substituicdo de Asp399, Glu356, Asp3bo,

ou Glu357 por um aminodcido carregado positivamente.

. Proteina heterodimérica da reivindicacdo 1, em que a

proteina heterodimérica compreende uma regido Fc.

. Proteina heterodimérica da reivindicacdo 2, em que a

regido Fc compreende uma regido Fc de IgG.

. Proteina heterodimérica da reivindicacdo 3, em que a
regido Fc de IgG compreende uma regido Fc de IgG

humana.

. Proteina heterodimérica da reivindicacédo 4, em que a
regido de IgG humana compreende uma regido Fc de IgGl,
uma regido Fc de IgG2, uma regido Fc de IgG3 ou uma

regido Fc de IgG4.

. Proteina heterodimérica da reivindicacdo 1, em que o
primeiro polipéptido que contém CH3 de IgG compreende
ainda uma substituicdo de Lys409, Arg409, Lys439, ou

Lys370 por um aminoadcido carregado negativamente.



7.

10.

11.

12.

13.

Proteina heterodimérica da reivindicacdo 6, em qgque o

aminoacido carregado negativamente é acido aspartico.

. Proteina heterodimérica da reivindicacdo 1, em que o

aminodcido carregado positivamente é lisina.

. Proteina heterodimérica da reivindicacdo 1, em que o

referido segundo polipéptido que contém CH3 de IgG
humana compreende uma substituicdo de Asp399 e Glu356

por lisina.

Proteina heterodimérica da reivindicacdo 1, em
que o primeiro polipéptido que contém CH3 de IgG
compreende ainda uma substituicdo de Asp399, Asp3b6,
ou Glu3b57 por um aminodcido carregado positivamente e
o0 segundo polipéptido que contém CH3 de IgG compreende
ainda uma substituicdo de Lys409, Lys439, Lys370, ou

Lys392 por um aminodcido carregado negativamente.

Proteina heterodimérica da reivindicacdo 1, em
que o primeiro polipéptido que contém CH3 de IgG, ou o
segundo polipéptido que contém CH3 de IgG é uma cadeia

pesada de anticorpo.

Proteina heterodimérica da reivindicacdo 1, em
que a proteina heterodimérica compreende ainda uma ou

mais cadeias leves de anticorpo.

Proteina heterodimérica da reivindicacdo 1, em
que a proteina heterodimérica é selecionada do grupo
que consiste em um anticorpo, um anticorpo
biespecifico, um anticorpo monovalente monoespecifico,
um maxicorpo biespecifico, um monocorpo, um
pepticorpo, um pepticorpo biespecifico, um pepticorpo

monovalente, e uma proteina de fusdo de recetor.



14.

15.

16.

Célula hospedeira que compreende um 4cido
nucleico que codifica um primeiro polipéptido que
contém CH3 de IgG e um &cido nucleico que compreende
um segundo polipéptido que contém CH3 de IgG, em que O
referido primeiro polipéptido que contém CH3 de IgG
compreende uma substituicdo do aminodcido na posicédo
392 por um aminodcido carregado negativamente e o©
referido segundo polipéptido que contém CH3 de IgG
compreende uma substituicdo de Asp399, Glu356, Asp3b6,

ou Glu357 por um aminodcido carregado positivamente.

Composicédo que compreende um &cido nucleico que
codifica um primeiro polipéptido gque contém CH3 de IgG
e um acido nucleico que compreende um segundo
polipéptido que contém CH3 de IgG, em que o referido
primeiro polipéptido gque contém CH3 de IgG compreende
uma substituicdo do aminodcido na posicdo 392 por um
aminodcido carregado negativamente e o referido
segundo polipéptido que contém CH3 de IgG compreende
uma substituicdo de Asp399, Glu356, Asp356, ou Glu3b7

por um aminoacido carregado positivamente.

Método de preparacéo de uma proteina
heterodimérica de acordo com qgualquer uma das
reivindicagdes 1 a 15, compreendendo o método os

passos de:

(a) cultivar uma célula hospedeira compreendendo um
dcido nucleico que codifica o primeiro polipéptido que
contém CH3 de IgG e um &cido nucleico gque compreende o
segundo polipéptido que contém CH3 de IgG, em que a
célula hospedeira cultivada expressa o primeiro e
segundo polipéptidos que contém CH3 de IgG; e

(b) recuperar a proteina heterodimérica a partir da

cultura de células hospedeiras.



17.

18.

19.

20.

Proteina heterodimérica da reivindicacdo 1, em
que o referido primeiro polipéptido que contém CH3 de
IgG compreende a substituicdo dos aminodcidos nas
posicdes 392 e 409 por um aminoédcido carregado
negativamente e o referido segundo polipéptido que
contém CH3 de IgG compreende a substituicdo dos
aminodcidos nas posicdes 356 e 399 por um aminoédcido

carregado positivamente.

Proteina heterodimérica da reivindicacdo 17, em
que o primeiro polipéptido que contém CH3 de IgG
compreende a substituicdo dos aminodcidos nas posicdes
370, 392 e 409 por um aminoacido carregado
negativamente e o referido segundo polipéptido que
contém CH3 de IgG compreende a substituicdo dos
aminoadcidos nas posicdes 356, 357 e 399 por um

aminodcido carregado positivamente.

Proteina heterodimérica da reivindicacdo 17 ou
18, em qgue o aminodcido carregado negativamente ¢&

acido aspartico.

Proteina heterodimérica da reivindicacdo 17, 18
ou 19, em que o aminocdcido carregado positivamente é

lisina.
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