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ANTICORPI UMANI CARE SE LEAGA LA TNFa UMAN

Factorul o al necrozei tumorii (TNFa) este o citokinad
produsd de numerocase tipuri de celule, incluzénd monocite si
macrofage, care a fost identificatd initial pe baza capacitatii
sale de a induce necroza anumitor tumori la soarece (vezi, de
exemplu, 01d, L. (1985) Science, 230:630-632). Ulterior, un
factor denumit casectind, asociat cu casexia, s-a dovedit a fi
aceiasi moleculd ca TNFa. 'TNFox a fost implicat in medierea
socului (vezi, de exemplu, Beutler, B. si Cerami, A. (1988) Annu.
Rev. Biochem. 57:505-518; Beutler, B. si Cerami, A. (1989) Annu.
Rev. Immunol. 1:625-655). Mai mult, TNFa a fost implicat 1in
patofiziologia a diverse alte boli si tulburdri, incluzéand
sepsie, infectii, bolii autoimune, respingerea transplantului si
boala gazdei fatd de grefa (vezi, de exemplu, Moeller, A. et al.
(1990) Cytokine 2:162-169; brevet SUA 5.231.024 pentru Moeller
et al.; publicatia brevetului european 260.610 Bl de Moller, A.
et al. Vasilli, P. (1992) Annu. Rev. Immunol. 10:411-452;
Tracey, K.J. si Cerami, A (1994) Annu. Rev. Med. 45:491-503).

Datoritd rolului daundtor al TNFoa uman (hTNFa) intr-o
diversitate de  tulburdri umane s-au desemnat strategii
terapeutice pentru a inhiba sau contracara activitatea hTNFa. In
special, anticorpi care se leagd la, si neutralizeazd hTNFa au
fost vazuti ca un mijloc de a inhiba activitatea hTNF«. Unii din
primii astfel de anticorpi au fost anticorpi monoclonali de
soarece (mAb), secretati de hibridomi preparati de la limfocite
de soareci imunizati cu hTNFoa (vezi, de exemplu, Hahn T. et al.,
(1985) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:3814-3818; Liang, C-M., et
al., (1986) Biochem. Biophys. Res. Commun. 137:847-854; Hirai,
M., et al., (1987) J. Immunol. Methods 96:57-62; Fendly., B.M.,

et al. (1987) Hybridoma 6:359-370; Moeller, A., et al., (
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Cytokine 2:162-169; brevet SUA 5.231.024 pentru Moeller et al.,
publicatia brevetului european 186.833 Bl de Wallach, D.;
publicatia cererii de brevet european 218.868 Al de 0ld et al.;
publicatia brevetului european 260.610 Bl de Moeller, A., et
al.). In timp ce acesti anticorpi de soarece anti-hTNFo prezinta
adesea afinitate crecutd pentru hTNFa (de exemplu, Kd<10® M) si
au fost capabili sa neutralizeze activitatea hTNFo, utilizarea
lor in vivo poate fi limitatd de probleme asociate cu
administrarea anticorpilor de soarece la oameni, cum ar fi timpul
de injumdtdtire scurt iIin ser, o 1incapacitate de a declansa
anumite functii efectoare umane s$i provocarea unui rdspuns imun
nedorit Iimpotriva anticorpului de soarece la un om (reactia
“anticorp uman anti-soarece” (HAMA)).

Intr-o 1incercare de a depdsi problemele asociate cu
folosirea anticorpilor in intregime murini la ocameni, anticorpii
murini anti-hTNFa au fost prelucrati prin inginerie genetica
pentru a deveni mai mult “like-umani”. De exemplu, s—-au preparat
anticorpi himerici in care regiunile variabile ale catenelor
anticorpului sunt derivate murin si regiunile constante ale
catenelor anticorpului sunt derivate uman (Knight, D.M., et al
(1993) Mol. Immunol. 30:1443-1453 publicatie PCT WO 92/16553 de
Daddona, P.E., et al.). Suplimentar, au fost preparati, de
asemenea, anticorpi umanizati, in care domeniile hipervariabile
ale regiunilor variabile ale anticopului sunt derivate murin, dar
restul regiunilor wvariabile si regiunile <constante ale
anticorpului sunt derivate uman (publicatie PCT WO 92/11383 de
Adair, J.R. et al.). Cu toate acestea, deoarece acesti anticorpi
himerici umanizati pdstreazd incd unele secvente murine, ei inca
mal provoacd o reactie imund nedoritd, reactia umand anticorp
anti-himeric (HACA), 1in special cdnd se administreazd perioade
prelungite, de exemplu, pentru indicatii cronice cum ar £fi
artritd reumatoida (vezi, de exemplu, Elliot, M.J., et al. (1994)
Lancet 344:1125-1127; Elliot, M.J., et al., (1994) Lancet
344:1105-1110) .

Un agent inhibitor preferat hTNFa pentru m@b‘murin

I




ATLUUY-UUNHZT -~

to-u- e 0]t

3

derivati ai acestora (de exemplu, anticorpi himerici sau
umanizati) wva fi un anticorp uman 1iIn intregime anti-hTNFq,
deoarece un astfel de agent nu ar provoca reactia HAMA, chiar
dacd se foloseste perioade prelungite. Autoanticorpi monoclonali
umani impotriva hTNFa s-au preparat folosind tehnici hibridom
uman (Boyle, P., et al. (1993) Cell. Immunol. 152:556-568; Boyle,
P., et al. (1993) Cell. Immunol. 152:569-581; publicatia cererii
de brevet european 614.984 A2 de Boyle, et al.). Totusi, acesti
autoanticorpi monoclonali derivati de la hibridom s-au raportat
ca avand o afinitate pentru hTNFoa care a fost prea scazuta pentru
a se calcula prin metode conventionale, au fost incapabili sa
lege hTNFa solubil si au fost incapabili sa neutralizeze
citotoxicitatea indusd hTNFa (vezi Boyle, et al, supra). Mai
mult, succesul tehnicii hibridomului uman depinde de prezenta
naturald in sangele periferic uman a limfocitelor care produc
autoanticorpi specifici pentru hTNFa. Anumite studii au detectat
autoanticorpi in ser pentru hTNFa la subiecti umani (Fomsgaard,
A., et al (1989) Scand.J.Immunol. 30:219-223; Bendtzen, K., et
al. (1990) Prog.Leukocyte Biol. 10B:447-452), in timp ce altele
nu Leusch,H-G., et al. (1991) J.Immunol.Methods 139:145-147).

Alternativa la anticorpii umani anti-hTNFx intdlniti in mod
natural vor fi anticorpi recombianti hTNFa. Au fost descrisi
anticorpi wumani recombinanti care leagd hTNFa cu afinitate
relativ scadzutd (adicd, K4~10"'M) si o ratd rapidd a detasarii
(adicd, K,~107?sec™!) (Griffiths, A.D., et al.(1993) EMBO J.
12:725-734) . Cu toate acestea, datoritd cineticilor lor de
disociere relativ rapidd, acesti anticorpi nu pot fi adecvati
pentru utilizare terapeutica. Suplimentar, s-a descris un anti-
hTNFa uman recombinant care nu neutralizeazd activitatea hTNF«,
ci mai degrabd intensificd legarea hTNFo la suprafata celulelor
., et al. (1994)
Biotechnol. Ther. 5: 27-45; publicatia PCT WO 92/03145 de Aston,
R. et al.).

si intensificd internalizarea hTNFoa (Lidbury, A

In conformitate, anticorpi umani cum ar fi anticorpi umani

recombinanti,
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de disociere lentd si care au capacitatea de a neutraliza
activitatea hTNFa, inclusiv citotoxicitatea indusd de hTNF« (in
vitro si in vivo) si activarea celulei indusa de hTNFa, sunt inca
necesari.

Aceastd inventie asigurd anticorpi umani, de preferinta,
anticorpi umani recombinanti, care se leaga specific la TNF«
uman. Anticorpii inventiei sunt caracterizati prin legare la
hTNFa cu afinitate ridicatd si cinetici de disocire lentd si prin
neutralizarea activitdtii hTNFa, inclusiv citotoxicitatea indusa
de hTNFo (in vitro si in vivo) si activarea celularda indusa de
hTNFoa. Anticorpii inventiei sunt caracterizati suplimentar prin
legare la hTNFa, dar nu si la hTNFP (limfotoxind) si prin a avea
capacitatea de a se lega la alti TNFa de la primate si TNFa de
la animale care nu sunt primate, in plus fatd de TNFo uman.

Anticorpii inventiei pot fi de lungime intreagd (de exemplu,
un anticorp IgGl sau IgG4) sau pot sd cuprindd numai o portiune
de legare antigen (de exemplu, un fragment Fab, F(ab’), sau
scFv). Anticorpul recombinant cel mai preferat al inventiei,
denumit D2E7, are un domeniu CDR3 al cateneil uscare cuprinzand
secventa aminoacidd a SEQ ID NR:3 si un domeniu CDR3 al catenei
grele cuprinzadnd secventa amincacidd a SEQ ID NR:4. De
preferintd, anticorpul D2E7 are o regiune variabpild a catenei
usoare (LCVR) care cuprinde secventa amincacidd a SEQ ID NR:1 si
o regiune variabild a catenei grele (HCVR) care cuprinde secventa
aminoacidda a SEQ ID NR:2.

Intr-o realizare, inventia asiqguri un anticorp uman izolat,
sau o portiune de legare antigen a acestuia, care disociaza de
la TNFo uman cu o Ky de 1x10™®M, sau mai micd si o ratd constanta
K. de 1x107%s™, sau mai micd, ambele determinate de suprafata de
rezonantd a plasmonului si neutralizeazd citotoxicitatea TNFo
uman intr-un test standard L929 in vitro cu un IC,, de 1x10"'M sau
mai mic. Mai preferat, anticorpul uman izolat, sau portiunea de

legare antigen a acestuia disociazad de la TNFoa uman cu o K., de

5x107%s™ sau mai micd, sau chiar mai preferat, cu K., de 1x102
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sau mal mica. Mai preferat, anticorpul uman izolat, sau poryitinea
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de legare antigen a acestuia, neutralizeazd citotoxicitatea TNF«
uman intr-un test standard L929 in vitro cu un ICg de 1x107° M sau
mai mic, chiar mai preferat, cu un ICy de 1x107°M sau mai mic si,
inc& mai preferat, cu un ICs;, de 5x107'°M sau mai mic.

In altd realizare, inventia asigurd un anticorp uman sau o
portiune de legare antigen a acestuia, cu urmatoarele
caracteristici:

a) disociazi de la TNFa uman cu K, de 1x107’s™ sau mai
micd, cum s-a determinat prin rezonanta suprafetei plasmonului;

b) are un domeniu CDR3 al catenei usocare cuprinzand secventa
aminoacidd SEQ ID NR:3, sau modificatd de la SEQ ID NR:3 printr-o
singurd substitutie alanind la pozitia 1, 4, 5, 7, sau 8, sau
prin 1 la 5 substitutii aminoacide conservative la pozitiile 1,
3, 4, 6, 7, 8, si/sau 9;

c) are un domeniu CDR3 al catenei grele care cuprinde
secventa aminoacidd a SEQ ID NR:4, sau modificata de la SEQ ID
NR:4 printr-o singurd substitutie alanina la pozitia 2, 3, 4, 5,
6, 8, 9, 10, sau 11, sau prin 1 la 5 substitutii aminoacide
conservative la pozitiile 2, 3, 4, 5, 6, 8, 9, 10, 11, si/sau 12.

Mai preferat, anticorpul, sau portiunea de legare antigen
a acestuia, disociazd de la TNFa uman cu K, de 5x107%s™ sau mai
micd. Incad mai preferat, anticorpul, sau portiunea de legare
antigen a acestuia, disociazd de la TNFa uman cu K,; de 1x107%s™!
sau mai mica.

In incd altd realizare, inventia asigurd un anticorp uman,
sau o portiune de legare antigen a acestuia, cu un LCVR avand
domeniul CDR3 care cuprinde secventa aminoacida SEQ ID NR:3, sau
modificata de la SEQ ID NR:3 printr-o singurd substitutie alanina
la pozitia 1, 4, 5, 7, sau 8, si cu un HCVR avadnd un domeniu CDR3
care cuprinde secventa aminoacidd a SEQ ID NR:4, sau modificatd
de la SEQ ID NR:4 printr-o singura substitutie alanind la pozitia
2, 3, 4, 5, 6, 8, 9, 10, sau 11. Mai preferat, LCVR are in plus

un domeniu CDR2Z cuprinzand secventa aminocacidd a SEQ ID NR:5 si

HCVR are in plus un domeniu CDR2 cuprinzéand secventa aminoaci
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cuprinzand secventa aminoacidd a SEQ ID NR:7 si HCVR are in plus
un domeniu CDR1 cuprinzand secventa aminoacidd SEQ ID NR:8.

In incd altd realizare, inventia asigurd un anticorp uman
izolat, sau o portiune de legare antigen a acestuia, cu un LCVR
cuprinzadnd secventa aminoacidda a SEQ ID NR:1 g$i wun HCVR
cuprinzadnd secventa aminoacidd a SEQ ID NR:2. In anumite
realizari, anticorpul are o regiune constantd a catenei grele
IgGl sau o regiune constantd a catenei grele IgG4. In inca alte
realizari, anticorpul este un fragment Fab, un fragment F(ab’),
sau un fragment Fv cu o singura catena.

In incid alte realizdri, inventia asigura anticorpi, sau
portiuni de legare antigen ale acestora, cu un LCVR avand
domeniul CDR3 cuprinzadnd o secventd aminoacidd selectatd din
grupul care consta din SEQ ID NR:3, SEQ ID NR:11, SEQ ID NR:12,
SEQ ID NR:13, SEQ ID NR:14, SEQ ID NR:15, SEQ ID NR:16, SEQ ID
NR:17, SEQ ID NR:18, 3EQ ID NR:19, SEQ ID NR:20, SEQ ID NR:21,
SEQ ID NR:22, SEQ ID NR:23, SEQ ID NR:24, SEQ ID NR:25, SEQ ID
NR:26 sau cu un HCVR avand un domeniu CDR3 cuprinzand o secventa
aminoacidd selectatd din grupul care constd din SEQ ID NR:4, SEQ
ID NR:27, SEQ ID NR:28, SEQ ID NR:29, SEQ ID NR:30, SEQ ID NR:31,
SEQ ID NR:32, SEQ ID NR:33, SEQ ID NR:34 si SEQ ID NR:35.

In incd alti realizare, inventia asigurd un anticorp uman
izolat, sau portiune de legare antigen a acestuia, care
neutralizeaza activitatea TNFa uman, dar nu si a TNFB uman
(limfotoxind). Intr-o realizare preferatd, anticorpul uman, sau
o portiune de legare antigen a acestuia neutralizeazd activitatea
TNFa uman, TNFa de la cimpanzeu, si cel putin un TNFa de la o
primata suplimentara selectatd din grupul care constd din TNF«
de la babuin, TNFa de la sanguin, TNFa de la cynomolgus si TNF«x
de la rhesus. De  asemenea, de preferintd, anticorpul
neutralizeaza activitatea TNFa de la cel putin un animal care nu
este primat. De exemplu, intr-o subrealizare, anticorpul uman
izolat sau portiunea de legare a acestuia, neutralizeazd de

asemenea, activitatea TNFa canin. Intr-o altd subrealizare
rT1/7

anticorpul uman 1izolat sau portiunea de legare a aces jora,
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neutralizeazid de asemenea, activitatea TNFa de la porc. In inca
alti subrealizare, anticorpul uman izolat sau portiunea de legare
a acestuia, neutralizeazd de asemenea, activitatea TNFa de la
soarece.

Alt aspect al inventiei apartine moleculelor de acid nucleic
care codificd anticorpii, sau portiunile de legare antigen ale
inventiei. Un acid nucleic preferat al inventiei, care codifica
un D2E7 LCVR, are secventa nucleotidicd prezentata in Figura 7
si SEQ ID NR:36. Alt acid nucleic preferat al inventiei, care
codificd un D2E7 HCVR, are secventa nucleotidicd prezentata in
Figura 8 si SEQ ID NR:37. Vectori de expresie recombinanti care
contin acizii nucleici care codificd anticorpul inventiei si
celule gazdd in care s-au introdus asemenea vectori sunt de
asemenea cuprinsi in inventie, deocarece sunt metode de obtinere
a anticorpilor inventiei prin cultivarea celulelor gazda ale
inventiei.

Incd alt aspect al inventiei, apartine la metode pentru
inhibarea activitdtii TNFa uman folosind un anticorp, sau o
portiune de legare antigen a acestuia al -inventiei. Intr-o
realizare, metoda cuprinde punerea in contact a TNFa uman cu
anticorpul inventiei, sau portiunea de legare anticorp a
acestuia, astfel incat activitatea TNFa uman este inhibata. In
alta realizare, metoda cuprinde administrarea unui anticcrp al
inventiei sau portiunii de legare antigen a acestuia, la un
subiect uman care suferd de o tulburare in care activitatea TNF«
este daunatoare, astfel incdt activitatea TNFa uman din subiectul
uman este inhibatd. Tulburarea poate fi, de exemplu, sepsie, o
boala autoimunda (de exemplu, artritd reumatoidd, alergie,
sclerozd multipld, diabet autoimun, uveitd autoimund si sindrom
nefrotic), o Dboald infecticasd, o malignitate, respingerea
transplantului sau boala gazdei fat{d de grefa, o tulburare
pulmonara, o tulburare osoasd, o tulburare intestinald, sau o
tulburare cardiaca.

In continuare se prezinti pe scurt figurilg care insoteg

inventia. AN
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Figurile 1A si 1B aratd secventele aminoacide ale regiunii
variabile ale catenei usoare ale D2E7 (D2E7 VL; de asemnea
prezentate in SEQ ID NR:1), mutante alanind-scan ale DZE7 VL
(LD2E7*.Al, LD2E7*.A3, LD2E7*.A4, LD2E7*.A5, LD2E7*.A7 si
LD2E7*.A8), regiunea variabild a anticorpului inrudit D2E7, 1sSD4
(2SD4 VL; prezentat de asemenea in SEQ ID NR:9) si alte regiuni
variabile ale catenei usoare inrudite D2E7 (EP B12, VL10E4,
VvL100A9, VL100D2, VL10F4, LOE5, VLLOF9, VLLOF10, VLLOG7, VLLOG9Y,
VLLOH1, VLLOH10, VL1B7, VL1C1l, VvLl1iC7, VLO.1lF4, VLO.1lH8, LOE7,
LOE7.A si LOE7.T). Figura 1A prezintd domeniile FR1l, CDR1l, FR2
si CDR2. Figura 1B aratd domeniile FR3, CDR3 si FR4. Domeniile
cateneil usoare sunt incercuite CDR1(“CDR L1"), CDR2(“CDR L2") si
CDR3(“CDR L3").

Figurile 2A si 2B prezintd secventele aminoacide ale
regiunii variabile ale catenei grele ale D2E7 (D2E7 VH;
prezentatd de asemenea in SEQ ID NR:2), mutante alanind-scan ale
D2E7 VH (HD2E7*.Al, HD2E7*.A2, HD2E7*.A3, HD2E7*.A4, HD2E7*.A5,
HD2E7*.A6, HD2E7*.A7, HD2E7*.A8 si HD2E7*.A9), regiunea variabila
a catenei grele a anticorpului inrudit D2E7, 2SD4 (2SD4 VH; de
asemenea prezentat iIn SEQ ID NR:10) si regiuni variabile ale
catenel grele inrudite la D2E7 (VH1B11l, VH1D8, VH1All, VH1B12,
VH1-D2, VH1E4, VH1F6, VH1G1l, 3C-H2, VH1-D2.N si VH1-D2.Y). Figura
2A prezintd domeniile FR1, CDR1, FR2 si CDR2. Figura 2B arata
domeniile FR3, CDR3 si FR4. Domeniile catenei grele CDR1 (“CDR
H1"), CDR2(“CDR H2"9 si CDR3(“CDR H3") sunt incercuite.

Figura 3 este un grafic «care 1ilustreazd inhibarea
citoxicitdtii TNFa indusd de L929 prin anticorpul D2E7 anti-TNFa
uman, cum s-a comparat la anticorpul murin anti-TNFoa, MAK 195.

Figura 4 este un grafic care ilustreazd inhibarea legdrii
rhTNFa la receptori hTNFa pe celule U-937 prin anticorpul D2E7
anti-TNFo uman, cum s=-a comparat la anticorpul MAK 195 murin
anti~hTNFo.

Figura 5 este un grafic care ilustreazd inhibarea ELAM-1

indusd TNFo pe HUVEC prin anticorpul uman D2E7$anti—h¥NFa,

. . , . 571

s—a comparat la anticorpul murin MAK anti-hTNF«. RN §N3>/
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Figura 6 este un grafic cu bare care ilustreaza protectia
de letalitatea indusd TNFu la soareci sensibilizati D-
galactozamind prin administrare de anticorp uman DZE7 anti-hTNF«
(bare negre), cum s-a comparat la anticorpul murin MAK 195 anti-
hTNFa (bare deschise).

Figura 7 arata secventa nucleotidicad a regiunii variabile
a catenei usoare a D2E7, cu secventa aminocacidd prezisa sub
secventa nucleotidicd. Regiunile CDR L1, CDR L2 si CDR L3 sunt
subliniate.

Figura 8 prezinta secventa nucleotidica a regiunii variabile
a catenei grele a D2E7, cu secventa aminocacidd prezisa sub
secventa nucleotidicd. Regiunile CDR H1l, CDR H2 si CDR H3 sunt
subliniate.

Figura 9 este un grafic care ilustreazda efectul
tratamentului cu anticorp D2E7 asupra mdrimii medii a
articulatiei soarecilor transgenici Tgl97 ca un model de
poliartritsd.

Aceasta inventie apartine anticorpilor umani izolati, sau
portiunilor de legare antigen ale acestora, care se leagd la TNFu
uman cu afinitate ridicatd, o ratd de detasare scazutad si
capacitate de neutralizare ridicatd. Diverse aspecte ale
inventiei se refera la anticorpi si fragmente anticorp si
compozitii farmaceutice ale acestora, precum acizi nucleici,
vectori de expresie recombinanti si celule gazdd pentru a obtine
astfel de anticorpi si fragmente. Metode de folosire a
anticorpilor inventiei pentru detectarea TNFx uman sau pentru a
inhiba activitatea TNFa uman, fie in vitro, fie in vivo, sunt de
asemenea cuprinse in inventie.

In scopul ca inventia de fatid si fie inteleasd cu mai multé
usurintd, mai int&i sunt definiti anumiti termeni.

Termenul “TNFa uman” (abreviat aici ca hTNFa, sau simplu,
hTNF)}, asa cum s-a folosit aici, intentioneazd s& se refere la

o citokind umand care existd ca o formd secretatd de 17 kD si o

formd asociatd membranei de 26 kD a carei formd biologic actiya
este compusa dintr-un trimer de molecule 17 kD legate necov ent .
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Structura hTNFa este descrisd suplimentar 1in, de exemplu,
Pennica, D., et al. (1984) Nature 312:724-729; Davis, J.M., et
al.(1988) Biochemistry 26:1322-1326; si Jones, E.Y., et al.
(1989) Nature 338:225-228. Termenul TNFa uman intentioneazd sa
includd TNFa uman recombinant (rhTNFa), care se poate prepara
prin metode de expresie recombinantd standard sau se poate
procura comercial (R&D Systems, Catalog Nr. 210-TA, Minneapolis,
MN) .

Termenul “anticorp”, asa cum s-a folosit aici, intentioneaza
sa se refere la molecule de imunoglobind cuprinzand 4 catene
polipeptidice, 2 catene grele (H) si doud catene usocare (L)
interconectate prin punti disulfurad. Fiecare catend grea cuprinde
0 regiune variabild a catenei grele (abreviata aici ca HCVR sau
VH) si o regiune constantd a catenei grele. Regiunea constanta
a catenei grele cuprinde 3 domenii, CH1l, CH2 si CH3. Fiecare
catend usoard cuprinde o regiune variabild a catenei usoare
(abreviatd aici ca LCVR sau VL) si o regiune constantd a cateneil
usoare. Regiunea constantd a catenei usoare cuprinde un domeniu,
CL. Regiunile VH si VL pot fi subdivizate 1in continuare 1in
regiuni de hipervariabilitate, denumite regiuni care determina
complementaritate (CDR), care alterneaza cu regiuni care sunt mai
conservate, denumite regiuni cadru (FR). Fiecare VH si VL este
compus din 3 CDR-uri si 4 FR-uri, aranjate de la terminusul amino
spre terminusul carboxi in urmdtoarea ordine: FR1, CDR1, FR2,
CDR2, FR3, CDR3, FR4.

Termenul “portiune de legare antigen” a unui anticorp (sau
simplu “portiune anticorp”), asa cum s-a folosit aici, se refera
la unul sau mai multe fragmente ale unui anticorp care pastreaza
capacitatea de a se lega specific la un antigen (de exemplu,
hTNFa). S-a dovedit ca& functiunea de legare antigen a unui
anticorp poate fi realizatd prin fragmente ale unui anticorp de
lungime 1intreaga. Exemple de fragmente de legare cuprinse 1in
termenul “portiune de legare antigen” ale unui anticorp includ
(i) un fragment Fab, un fragment monovalent, care consta di

domeniile VI, VH, CL si CHl:; (ii) un fragmenmt K(ab’).
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fragment bivalent care cuprinde 2 fragmente Fab legate printr-o
punte disulfurd la regiunea de legdturd; (iii) un fragment Fd
constand din domeniile VH si CH1l; (iv) un fragment Fv constéand
din domeniile VL si VH ale unui singur brat al unui anticorp; (v)
un fragment dAb (Ward et al. (1989) Nature 341:544-546) care
constd dintr-un domeniu VH; si (vi) o regiune izolatd de
determinare a complementaritdtii (CDR). Mai mult, desi cele 2
domenii al fragmentului Fv. VL si VH, sunt codate prin gene
separate, ele pot fi unite, folosind metode recombinante, printr-
un linker sintetic cale le face sa fie ca o singurd catena de
proteind in care regiunile VL si VH se imperecheaza pentru a
forma molecule monovalente (cunoscute drept catenda unica
Fv-(scFv); vezi, de exemplu, Bird et al. (1988) Science 242:423-
426; si Huston et al (1988) Proc. Natl. Acad. Sci USA 85:5879-
5883). Astfel de anticorpi cu o singurd catena sunt de asemenea
intentionati sa fie cuprinsi in termenul “portiune de legare
antigen” a unui anticorp. Alte forme de anticorpi cu o singurad
catend, cum ar fi diacorpii sunt de asemenea cuprinsi 1in
inventie. Diacorpii sunt anticorpi bivalenti, bispecifici in care
domeniile VH si VL sunt exprimate pe o singurd catenda
polipeptidicad, dar folosind un linker care este prea scurt pentru
a permite imperecherea dintre cele 2 domenii pe aceiasi catend,
prin aceasta fortadnd domeniile sa& se imperecheze cu domeniile
complementare ale altei catene si creadnd 2 situri de legare
antigen (vezi, de exemplu, Holliger, P., et al. (1993) Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 90:6444-6448; Poljak, R.J., et al (1994)
Structure 2:1121-1123).

Incad, in plus un anticorp sau pbrtiune de legare antigen a
acestuia poate fi parte a unei molecule de imunocadeziune mai
mare, formatd prin asociere covalentd sau necovalentd a
anticorpului sau portiunii anticorp cu una sau mai multe alte
proteine sau peptide. Exemple de astfel de molecule de
imunoadeziune includ folosirea regiunii miez a streptavidinei
pentru a obtine o moleculd scFv tetramericé (Kipriyanov, S.

et al. (1995) Human Antibodies and Hybridomasy 6:93-10
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folosirea unui rest cisteind, o peptidd marker si o coada C-
terminald polilizind pentru a obtine molecule bivalente si
biotinilate scFv (Kipriayanov, S.M., et al. (1994) Mol. Immunol.
31:1047-1058). Portiuni anticorp, cum ar fi fragmente Fab si
F(ab’),, se pot prepara de la anticorpi intregi folosind tehnici
conventionale, cum ar fi digestie papaina sau respectiv pepsing,
a anticorpilor intregi. Mai mult, anticorpi, portiuni anticorp
si molecule de imunoadeziune pot fi obtinute folosind tehnici ADN
recombinant standard, asa cum s-au descris aici.

Termenul “anticorp uman”, asa cum s-a folosit aici, se
intentioneazd sd includd anticorpi avéand regiuni variabile si
constante derivate de la secvente ale liniei germinale
imunoglobind. Anticorpii umani ai inventiei pot sa includa
resturi aminocacide care nu sunt codate de secventele liniei
germinale ale imunoglobulinei umane (de exemplu, mutatii
introduse prin mutageneza randomicd sau dirijatad in sit in vitro
sau prin mutatie somatica in vivo), de exemplu, in CDR-uri si 1in
special CDR3. Totusi, termenul “anticorp uman”, asa cum s-a
folosit aici, nu intentioneazd sd& includa anticorpi in care
secventele CDR derivate de la linia germinala a altor specii
mamifere, cum ar fi un soarece, au fost grefate pe secvente cadru
umane.

Termenul “anticorp recombinant uman’”, asa cum s-a folosit
alci, se intentioneaza sd includa toti anticorpii umani carc sunt
preparati, creati sau izolati prin mijloace recombinante, cum ar
fi anticorpii exprimati folosind un vector recombinant
transfectat 1intr-o <celula gazdd (descrisd suplimentar in
Sectiunea II, de mai jos), anticorpi izolati de la banca de
anticorpi recombinanti, combinatoriali (descrisd in plus 1in
Sectiunea III, de mai jos), anticorpi izolati de la un animal (de
exemplu, un soarece) care este transgenic pentru genele
imunoglobulinei umane (vezi, de exemplu, Taylor, L.D., (1992)
Nucl. Acids Res. 20:6287-6295) sau anticorpi preparati,
exprimati, creati sau izolati prin orice alte mijloace

implicd iImbinarea secventelor genei imunoglobulingi umane 1
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secvente ADN. Asemenea anticorpi recombinanti umani au regiuni
variabile si constante derivate de la secventele liniei germinale
ale imunoglobulinei umane. In unele realizdri, totusi, asemenea
anticorpi umani recombinanti sunt supusi la mutageneza in vitro
(sau, cand se foloseste un animal transgenic pentru secvente Ig
umane, mutagenezd somaticd in vivo) si astfel secventele
aminoacide ale regiunilor VH si VL ale anticorpilor recombinanti
sunt secvente care, in timp ce sunt derivate de la s$i inrudite
la secventele liniei germinale VBH si VL, pot sd& nu existe in mod
natural in repertoriul in vivo al liniei germinale de anticorpi
umani.

Un “anticorp izolat”, asa cum s-a folosit aici,
intentioneazd sa& se refere la un anticorp care este 1in mod
substantial liber de alti anticorpi care au specificitati
antigenice diferite (de exemplu, un anticorp izolat care se leaga
specific la hTNFa este substantial liber de anticorpi care se
leagd antigeni specifici altii dec&t hTNFa). Un anticorp izolat
care se leaga specific la hTNFoa poate, cu toate acestea, sa aiba
rectivitate iIncrucisatda fatd de alti antigeni, cum ar fi molecule
TNFa de la alte specii (discutate in detaliu mai jos). Mai mult,
un anticorp izolat poate fi substantial liber de alt material
celular si/sau chimicale.

Un “anticorp de neutralizare”, asa cum s-a folosit aici (sau
un “anticorp <care a neutralizat activitatea hTNFa”), se
intentionezad sa se refere la un anticorp a cdrui legare la hTNFo
rezulta iIn inhibarea activitdtii biologice a hTNFa. Aceastad
inhibare a activitadtii biologice a hTNFa poate fi cercetatd prin
masurarea unuia sau mai multor indicatori ai activitatii
biologice a hTNFa, cum ar fi citoxicitatea indusd hTNFa (fie in
vitro sau in vivo), activarea celulard hTNFa si legarea hTNFa la
receptorii hTNFa. Acesti indicatori ai activitdtii biologice a
hTNFa pot fi cercetati prin una sau mai multe dintre cateva
analize standard in vitro sau in vivo cunoscute in domeniu (vezi

Exemplul 4). De preferintd, capacitatea unui anticorp de a

neutraliza activitatea hTNFa este cercetatd prin inhib
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citoxicitdtii induse de hTNFa a celulelor L929. Ca un parametru
suplimentar sau alternativ al activitdtii hTNFx, poate fi
cercetatd capacitatea unui anticorp de a inhiba expresia indusa
hTNFx al ELAM-1 pe HUVEC, ca o midsura a activdrii celulare indusa
de hTNF«.

Termenul “rezonanta suprafetei plasmonului”, asa cum s-a
folosit aici, se referd la un fenomen optic care permite analiza
interactiunilor Dbiospecifice 1in timp real prin detectia
modificdrilor in concentratiile proteice cu o matrice biosenzor,
de exemplu, folosind sistemul BIAcore (Pharmacia Biosensor AB,
Uppsala, Suedia si Piscataway, NJ). Pentru descrieri suplimentare
vezil Exemplul 1 si Jonsson, U., et al.(1993) Ann. Biol. Clin.
51:19-26; Jonsson, U., et al. (1991) Biotechnigques 11:620-627;
Johnsson, B., et al.(1995) J. Mol. Recognit. 8:125-131; si
Johnsson, B., et al. (1991) Anal. Biochem. 198: 268-277.

Termenul “K.”, asa cum s-a folosit aici, intentioneazad sa
se refere la constanta ratei de detasare pentru disocierea unui
anticorp din complexul anticorp/antigen.

Termenul “K,”, asa cum s-a folosit aici, intentioneazd sa se
refere la constanta disocierii unei interactiuni particulare
anticorp-antigen.

Termenul “moleculd de acid nucleic”, asa cum s-a folosit
aici, intentioneazd& sd& includd molecule ADN si molecule ARN. O
moleculd de acid nucleic poate fi cu o singura banda sau cu 2
benzi, dar de preferintd, este ADN cu 2 benzi.

Termenul “moleculd de acid nucleic izolat”, asa cum s-a
folosit aici cu referire 1la acizi nucleici care codifica
anticorpi sau portiuni anticorp (de exemplu, VH, VL, CDR3) care
leagda hTNFa, intentioneazd sd se refere la o moleculd de acid
nucleic in care secventele nucleotidice care codificd anticorpi
sau portiuni anticorp sunt libere de alte secvente nucleotidice
care codifica anticorpi sau portiuni anticorp care leagd antigeni
altii decat hTNFa, care alte secvente pot flanca acidul nucleic
natural in ADN-ul genomic uman. Astfel, de exemplu, un acj

nucleic izolat al inventieil care codificd o regiune VH a
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anticorp anti-TNFa, nu contine alte secvente care codificd alte
regiuni VH care leagd antigeni altii decat TNFa.

Termenul “vector”, asa cum s-a folosit aici, intentioneaza
s§ se refere la o moleculd de acid nucleic capabila sa transporte
alt acid nucleic la care a fost legat. Un tip de vector este un
“plasmid”, care se referd la o bucld de ADN dublu banda circulara
in care pot fi legate segmente de ADN suplimentare. Alt tip de
vector este un vector viral, in care segmente de ADN suplimentar
pot fi legate in genomul viral. Anumiti vectori sunt capabili de
replicare autonomd intr-o celuld gazdd in care ei sunt produsi
(de exemplu, vectori bacterieni avand o origine a replicarii
bacteriene si vectori epizomali mamiferi). Alti vectori (de
exemplu, vectori mamiferi non-epizomali) pot fi integrati in
genomul unei celule gazdd la introducere in celula gazdd si prin
aceasta sunt replicati impreund cu genomul gazdei. Mai mult,
anumiti vectori sunt capabili sd dirijeze expresia genelor la
care el sunt legati operational. Astfel de vectori sunt cunouscuti
aici ca “vectori de expresie recombinanti” (sau simplu, “vectori
de expresie”). In general, vectori de expresie cu utilitate in
tehnicile ADN recombinant sunt adesea sub formd de plasmizi. In
prezenta descriere, “plasmid” si “vector” pot fi folositi
interschimbabil, decarece plasmidul este cea mai comund formd de
vector folosit. Cu toate acestea, inventia intentioneaza sa
includd astfel de alte forme ale vectorilor de expresie, cum ar
fi vectori virali (de exemplu, retrovirusuri deficiente pentru
replicare, adenovirusuri si virusuri asociate adeno), care
servesc pentru functiuni echivalente.

Termenul “celula gazdd recombinantd” (sau simplu, “celuld
gazda”), asa cum s-a folosit aici, se intentioneazd sa se refere
la o celulda in care a fost introdus un vector de expresie
recombinant. Se va intelege cd asemenea termeni se intentioneaza
sa se refere nu numal la celula subiect particular, ci si la
urmasii unei astfel de celule. Deoarece anumite modificdri se pot

petrece 1n generatiile in succesiune fie datoritd mutatiilor, fj
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identici cu celula parentald, dar sunt incd inclusi 1in cuprinsul
termenului “celuld gazdd” cum s-a folosit aici.
Diverse aspecte ale inventiei sunt descrise in continuare

in detaliu in subsectiunile care urmeaza.

I. Anticorpi umani care leagd TNFa uman

Aceastd inventie asigurd anticorpi wumani izolati, sau

portiuni de legare antigen ale acestora, care se leagd la TNFa
uman cu afinitate crescutd, o ratd a detasarii scazutd si
capacitate de neutralizare ridicatd. De preferintd, anticorpii
umani ai inventiei sunt anticorpi umani de neutralizare anti-
hTNFo, recombinanti. Cel mai preferat anticorp recombinant de
neutralizare al inventiei este denumit pand aici ca D2E7 si are
secventele VL si VH cum s-au prezentat in Figura 1A, 1B si
respectiv, Figura 2A, 2B (secventa aminoacidd a regiunii DZE7 VL
este de asemenea prezentatd in SEQ ID NR:1; secventa aminoacida
a regiunii D2E7 VH este prezentatd de asemenea in SEQ ID NR:2).
Proprietatile legdrii D2E7, asa cum s-au comparat la mAb murin
MAK 195 anti~-hTNFa care prezintd afinitate crescutad si cinetici
de disociere lentad si

alt anticorp uman anti-hTNFo inrudit

secventei D2E7, 2SD4, sunt rezumate mai jos:

Anticorp K.er sec™ | k., Misec™ Ky M Stoichiometrie
D2E7 IgGl 8,81x107° 1,91x10° 6,09x1071° 1,2
28D4 IgG4 8,4x10°° 4,20x10° 2,00x10°°® 0,8

| MAK 195 F(ab’), | 8,70x10 1,90x10° 4,601’41.0'10 1,4

Anticorpul D2E7 si anticorpi inruditi prezintd de asemenea
O capacitate puternicad de a neutraliza activitatea hTNFa«, cum s-a
cercetat prin cateva analize in vitro si in vivo (vezi, Exemplul
4). De exemplu, acesti anticorpi neutralizeazd citotoxicitatea
indusa hTNFo a celulelor cu valori IC., in domeniu de aproximativ
107" M la aproximativ 107! M. D2E7, cand s-a exprimat ca anticorp
IgGl de lungime intreagd, neutralizeazd citotoxicitatea indusa
hTNFo a celulelor L929 cu IC,, de aproximativ 1,25x107!" M.
mult,

i
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anticorpul se exprimd ca un fragment Fab, F(ab’), sau scFv. De
asemenea, D2E7 inhibd activarea celulard indusa de TNFa, asa cum
s-a misurat prin expresia ELAM-1 pe HUVEC indusa de hTNFa (ICg=
aproximativ 1,85x107*® M) si legarea hTNFa la receptori hTNFa pe
celule U-937 (ICy=aproximativ 1,56x107!° M). Considerand cele din
urmd D2E7 inhib& legarea hTNFa la ambii receptori hTNFoa p55 si
p75. Mai mult, anticorpul inhibd in vivo letalitatea indusa hTNF«
la soareci (ED,,=1-2,5 pg/soarece).

Considerand specificitatea legdrii D2E7, acest anticorp se
leagd la TNFa uman in diverse forme, incluzadnd hTNFa solubil,
hTNFa transmembranar si hTNFa legat la receptori celulari. D2E7
nu se leagd specific la alte citokine ca limfotoxina (TNFB), IL-
lee, IL-1B, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IFNy si TGFB. Totusi, D2E7
prezintd reactivitate incrucisatd la factorii necrozei tumorii
de 1la alte specii. De exemplu, anticorpul neutralizeazad
activitatea a cel putin 5 TNFx de la primate (cimpanzeu, babuin,
sanguin, cynomolgus s$i rhesus) cu valori IC,, aproximativ
echivalente ca pentru neutralizarea hTNFa (vezi, Exemplul 4,
subsectiunea E). De asemenea, D2E7 neutralizeazd activitatea TNF«
de soarece, desi de aproximativ 1000 de ori mai putin decé&t TNF«x
uman (vezi, Exemplul 4, subsectiunea E). De asemenea, D2Z2E7 se
leagd la TNFo canin si porcin.

fntr-un aspect, inventia apartine la anticorpii D2E7 si
portiuni de anticorp, anticorpi inruditi D2E7 si portiuni
anticorp si alti anticorpi uﬁani si portiuni de anticorp cu
proprietdti echivalente la D2E7, cum ar fi afinitate de legare
ridicata la hTNFa cu cinetici de disociere scdzute si capacitate
de neutralizare ridicatd. Intr-o realizare, inventia asigurd un
anticorp uman 1izolat, sau o portiune de legare antigen a
acestuia, care disociazd de TNFa uman cu K; de 1x10® M sau mai
putin si o ratd constantd Ky, de 1x1073s™! sau mai micd, ambele
determinate de suprafata de rezonantd a plasmonului si
neutralizeaza citotoxicitatea TNFa uman intr-un test standard
1929 in wvitro cu IC, de 1x1077 sau mai mic. Mai preferat

anticorpul uman izolat, sau portiunea de legare antig~¥~:
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acestuia disociazd de la TNFa uman cu K., de 5x107*s™' sau mai
mic&, sau chiar mai preferat, cu K., de 1x107*s™'sau mai mica. Mai
preferat, anticorpul uman izolat sau portiunea de legare antigen
a acestuia, neutralizeazd citotoxicitatea TNFa uman intr-un test
standard L929 in vitro cu ICy;, de 1x10"® M sau mai putin, chiar
mai preferat, cu ICy,, de 1x10° M sau mai putin si incda mai
preferabil, cu ICs, de 1x107'® M sau mai putin. Intr-o realizare
preferatd, anticorpul este un anticorp uman recombinant izolat,
sau o portiune de legare antigen a acestuia. In altd realizare
preferatd, anticorpul neutralizeazd de asemenea, activarea
celulara TNFo, asa cum s-a cercetat folosind o analizd standard
in vitro pentru expresia ELAM-1 indusda TNFoa pe celule endoteliale
din vena ombilicald& umana (HUVEC).

Analiza de rezonanta a suprafetei plasmonului pentru
determinarea K, si K. poate fi realizatd cum s-a descris in
Exemplul 1. Un test standard L1929 in vitro pentru determinarea
valorilor IC,, este descris 1in Exemplul 4, subsectiunea A. Un
test standard in vitro pentru expresia ELAM-1 indusd TNFa asupra
celulelor endoteliale din vena ombilicald umand (HUVEC) este
descris in Exemplul 4, subsectiunea C. Exemple de anticorpi umani
recombinanti care indeplinesc sau sunt anticipati a indeplini,
criteriile cinetice s$i de neutralizare mentionate mai inainte
includ anticorpi avand urmdtoarele perechi de secvente [VH/VL]
care sunt prezentate in Figurile 1A, 1B, 2A si 2B (de asemenea
vezi, Exemplele 2, 3 si 4 pentru analizele cinetice si de
neutralizare): [D2E7 VH/D2E7 VL] ; [HD2E7*.A1/D2E7 VL
[HD2E7*.A2/D2E7 VL], [HD2E7 *.A3/D2E7 VL], [HD2E7 *.A4/D2E7 VL
[HD2E7 *.A5/D2E7 VL], [HD2E7 *.A6/D2E7 VL], [HD2E7 *.A7/D2E7 VL
[HD2E7 *.A8/D2E7 VL], [HD2E7 *.A9/D2E7 VL], [D2E7 VH/LD2E7*.Al
[
[

D2E7 VH/LD2E7*.A4], [D2E7 VH/LD2E7*.A5], [D2E7 VH/LD2E7*.A7],
D2E7 VH/LD2E7*.A8], [HD2E7 *.A9/LD2E7*.Al], [VH1-D2/LOE7], [VH1-
D2.N/LOE7.T], [VH1-D2.Y/LOE7.A], [VH1-D2.N/LOE7.A], [VH1-D2/EP

B127] si [3C-H2/LOE7].

Este bine cunoscut in domeniu cd domeniile CDR3 ale catepesx
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afinitatea legdrii wunui anticorp pentru un antigen. in
conformitate, un alt aspect, inventia apartine anticorpilor umani
care au cinetici de disociere mai mari pentru ascciere cu hTNFx
si care au domenii CDR3 ale catenei usocare s$i grea care
structural sunt identice la sau inrudite celor ale DZE7. Asa cum
s-a demosntrat in Exemplul 3, pozitia 9 a D2E7 VL CDR3 poate fi
ocupatd de Ala sau Thr cu afectarea substantiala a Kg:. in
conformitate, un motiv consens pentru D2E7 VL CDR3 cuprinde
secventa amincacidd: Q-R-Y-N-R-A-P-Y-(T/A) (SEQ ID NR:3).
Suplimentar, pozitia 12 a D2E7 VL CDR3 poate fi ocupata de Tyr
sau Asn, fard afectarea substantiald a K.,,. In conformitate, un
motiv consens pentru D2E7 VL CDR3 cuprinde secventa aminoacida:
V-$~Y-L-S-T-A-S-S-L-D-(Y/N) (SEQ ID NR:4). Mai mult, asa cum s-a
demonstrat in Exemplul 2, domeniul CDR3 al catenelor grea si
usoard a D2E7 este favorabil pentru substitutie cu un singur rest
alanind (la pozitia 1, 4, 5, 7 sau 8 in VL CDR3 sau la pozitia
2, 3, 4, 5, 6, 8, 9, 10 sau 11 in VH CDR3) fdra afectarea
substantiald a K.;. Incd suplimentar, specialistul in domeniu va
aprecia ca dat fiind caracterul favorabil al domeniilor D2E7 VL
si VH CDR3 pentru substitutiile prin alanind, substitutia altor
aminoacizi in domeniile CDR3 poate fi posibild pastrand incid rata
de detasare constanta a anticorpului, in special, substitutii cu
aminoacizi conservativi. O “substitutie aminoacida conservativa”,
asa cum s-a folosit aici, este una in care restul aminocacid este
inlocuit cu alt rest aminocacid avand o catend laterald similara.
Familii ale resturilor aminocacide care au catene laterale
similare au fost definite in domeniu, incluzdnd catene laterale
bazice (de exemplu, lizina, arginind, histidind), catene laterale
acide (de exemplu, acid aspartic, acid glutamic), catene laterale
polare neincarcate (de exemplu, glicind, asparagind, glutaming,
serina, treonind, tirozind, cisteind), catene laterale nepolare
(de exemplu, alanind, wvalind, leucind, izoleucind, proling,
fenilalanind, metionind, triptofan), catene laterale B-ramificate
(de exemplu, treonind, valind, izoleucind)

aromatice (de exemplu, tirozina, fenilalaniné{

[)‘
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histidin&). De preferintd, nu sunt fdcute mai mult de 1 la 5
substitutii aminoacide conservative in D2E7 VL si/sau domeniile
VH CDR3. Mai preferat, nu sunt fdcute mai mult decat 1 la 3
substitutii aminoacide conservative in domeniile D2E7 VL si/sau
VH CDR3. Suplimentar, substitutii aminoacide conservative nu vor
fi fdcute la pozitii aminoacide critice pentru legare la hTNFa.
Asa cum s-a ardtat in Exemplul 3, pozitiile 2 si 5 ale D2E7 VL
CDR3 si pozitiile 1 si 7 ale D2E7 VH CDR3 par a fi critice pentru
interactiune cu hTNFa si astfel, de preferintd, substitutii
aminoacide conservative nu sunt fdcute la aceste pozitii (desi
o substitutie alanind la pozitia 5 a D2E7 VL CDR3 este
acceptabild, asa cum s-a descris mai sus).

In conformitate, 1in altd realizare, inventia asigurd un
anticorp uman izolat, sau portiune de legare antigen a acestuia,
cu urmdtoarele caracteristici:

a) disociazd de la TNFa uman cu o rata constanta K, . de
1x1073s? sau mai micd, cum s-a determinat prin rezonanta
suprafetei plasmonului;

b) are un domeniu CDR3 al catenei usoare cuprinzand secventa
aminocacidd a SEQ ID NR:3, sau modificatd de la SEQ ID NR:3
printr-o singurd substitutie alanind la pozitia 1, 4, 5, 7, sau
8, sau prin 1 la 5 substitutii .aminocacide conservative la
pozitiile 1, 3, 4, 6, 7, 8, si/sau 9;

c) are un domeniu CDR3 al catenei grele care cuprinde
secventa aminocacidd a SEQ ID NR:4, modificatd de la SEQ ID NR:4
printr-o singurd substitutie alanind la pozitiile 2, 3, 4, 5, 6,
8, 9, 10 sau 11 sau prin 1 la 5 substitutii aminoacide
conservative la pozitiile 2, 3, 4, 5, 6, 8, 9, 10 si/sau 12.

Mai preferabil, anticorpul, sau portiunea de legare antigen
a acestuia, disociazd de la TNFa uman cu un K, de 5x107's™ sau
mali mic. Chiar mai preferabil, anticorpul, sau portiunea de
legare antigen a acestuia, disociazd de la TNFa uman cu un K.
de 1x107%s™' sau mai mic.

In incd altid realizare, inventia asigurd un anticorp

izolat, sau o portiune de legare antigen a acestuia), cu o
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variabilid a catenei usoare (LCVR)avand un domeniu CDR3 care
cuprinde secventa aminoacidd a SEQ ID NR:3, sau modificata de la
SEQ ID NR:3 printr-o singurd substitutie alanind la pozitia 1,
4, 5, 7 sau 8, si cu o regiune variabild a catenei grele (HCVR)
avdnd un domeniu CDR3 cuprinzand secventa aminoacida a SEQ ID
NR:4, sau modificatd de la SEQ ID NR:4 printr-o singura pozitie
alanind la pozitia 2, 3, 4, 5, 6, 8, 9, 10 sau 11. De preferinta,
LCVR cuprinde 1in plus un domeniul CDR2 cuprinzand secventa
aminoacidd a SEQ ID NR:5 (adica, D2E7 VL CDR2) si HCVR cuprinde
in plus un domeniu CDR2 care cuprinde secventa aminoacida a SEQ
ID NR:6 (adicd, D2E7 VH CDR2). Chiar mai preferat, LCVR are in
plus un domeniu CDR1 care cuprinde secventa aminoacida a SEQ ID
NR:7 (adicd, D2E7 VL CDR1) S$i HCVR are un domeniu CDR1 care
cuprinde secventa aminoacidd a SEQ ID NR:8 (adica, D2E7 VH CDR1).
Regiunile cadru pentru VL sunt de preferinta de 1la linia
germinald umand V,I, mai preferat de la gena .Vk a liniei
germinale umane A20 si cel mai preferat de la secventele cadrului
D2E7 VL prezentate in Figurile 1A si 1B. Regiunile cadru pentru
VH sunt de preferintd de la familia germinald umand V,3, mai
preferat de la gena VH linia germinald DP-31 si cel mai preferat
de la secventele cadruluil DZE7 VH prezentate in Figurile Z2A si
2B.

In incd altd realizare, inventia asiguri un anticorp uman
izolat, sau portiune de legare antigen a acestuia, cu o regiune
variabild a catenei usoare (LCVR) <care cuprinde secventa
aminoacida a secventei SEQ ID NR:1 (adicd, D2E7 VL) si o regiune
variabila a catenei grele (HCVR) care cuprinde secventa
aminoacidd a SEQ ID NR:2 (adicad, D2E7 VH). In anumite realizdri,
anticorpul cuprinde o regiune constantd a catenei grele, cum ar
fi o regiune constanta IgGl, IgG2, IgG3, IgG4, iIgA, IgE, IgM sau
IgD. De preferintd, regiunea constantd a a catenel grele este o
regiune constantd a catenei grele IgGl sau o regiune constanta
a catenei grele IgG4. Mai mult, anticorpul poate cuprinde o
regiune constantd a catenei usoare, fie o regiune constanta

a catenei usoare, fie o regiune. constantd lambda a

.
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usoare. De preferintd, anticorpul cuprinde o regiune constanta
kappa a catenei usoare. Alternativ, portiunea anticorp poate fi,
de exemplu, un fragment Fab sau un fragment mono catenar [v.

fn incd alte realizdri, inventia asigurd un anticorp uman
izolat, sau o portiune de legare antigen a acestuia, avand
domenii CDR3 VL si VH inrudite D2E7, de exemplu, anticorpi, sau
portiuni de legare antigen ale acestora, cu regiune variabila a
catenei usoare (LCVR) avand un domeniu CDR3 cuprinzand o secventa
aminoacidd selectatad din grupul care constd din SEQ ID NR:3, SEQ
ID NR:11, SEQ ID NR:12, SEQ ID NR:13, SEQ ID NR:14, SEQ ID NR:15,
SEQ ID NR:16, SEQ ID NR:17, SEQ ID NR:18, SEQ ID NR:19, SEQ ID
NR:20, SEQ ID NR:21, SEQ ID NR:22, SEQ ID NR:23, SEQ ID NR:24,
SEQ ID NR:25 si SEQ ID NR:26 sau cu regiune variabila a cateneil
grele (HCVR) avadnd un domeniu CDR3 cuprinzdnd o secventa
aminoacidd selectatd din grupul constidnd din SEQ ID NR:4, SEQ ID
NR:27, SEQ ID NR:28, SEQ ID NR:29, SEQ ID NR:30, SEQ ID NR:31,
SEQ ID NR:32, SEQ ID NR:33, SEQ ID NR:34 si SEQ ID NR:35.

In inc& alti realizare, inventia asigurd un anticorp uman
recombinant, sau o portiune de legare antigen a acestuia, care
neutralizeazd activitatea TNFo uman dar nu a TNFB uman. De
preferintd, anticorpul, sau portiunea de legare antigen a
acestuia, neutralizeaza, de asemenea, TNFa de cimpanzeu si cel
putin un TNFa de la un primat suplimentar selectat din grupul
care constd din TNFo de babuin, TNFx de sanguin, TNFa de
cynomolgus s$i TNFo de la rhesus. De preferintd, anticorpul, sau
portiunea de legare antgen a acestuia, neutralizeazd TNFa uman,
de la cimpanzeu si/sau TNFa de la o primatd suplimentard intr-un
test standard L1929 in vitro cu un IC¢ 1x10®M sau mai mic, mai
preferat 1x107° M sau mai mic, si chiar mai preferat 5x107'°M sau
mai mic. Intr-o subrealizare, anticorpul neutralizeazi de
asemenea activitatea TNFa canin, de preferintd intr-un test
standard L929 in vitro cu un ICg, de 1x107’ M sau mai putin, mai
preferat 1x10® M sau mai putin si chiar mai preferat 5x107° M sau
mai putin. In altd subrealizare, anticorpul neutralizeaza

asemenea activitatea TNFa de la porc, de preferintd ‘cu I.
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1%10™° M sau mai putin, mai preferat 1x10°® M sau mai putin si
chiar mai preferat 5x107’M sau mai putin. In incd alta realizare,
anticorpul neutralizeazd de asemenea activitatea TNFa de la
soarece, de preferintd cu IC;, de 1x10™ M sau mai putin, mai
preferat 1x10°M sau mai putin sau chiar mai preferat 5x10°M sau
mai putin.

Un anticorp sau portiune anticorp ale inventiei pot fi
derivate sau legate la altd moleculd functionald (de exemplu,
altd peptidd sau proteind) in conformitate, anticorpii sau
portiunile de anticorp ale inventiei intentioneaza sa includa
forme derivate sau modificate in alt fel ale anticorpilor umani
anti-hTNFa descrisi aici, incluzand molecule de imunoadeziune.
De exemplu, un anticorp sau portiune de anticorp ale inventiei
pot fi 1legati functional (prin cuplare, fuziune genetica,
asoclere necovalentd sau in alt fel) la una sau mai multe alte
entitatli moleculare, cum ar fi alt anticorp (de exemplu, un
anticorp bispecific sau un diacorp), un agent detectabil, un
agent citotoxic, un agent farmaceutic, si/sau o proteind sau
peptidd care poate media asocierea anticorpuluil sau portiunii de
anticorp cu altd moleculd (cum ar fi o regiune miez streptavidina
sau o coadd polihistidina).

Un tip de anticorp derivatizat este produs prin legarea

incrucisatda a doi sau mai multi anticorpi (de acelasi tip sau

tipuri diferite, de exemplu, pentru a crea anticorpi
bispecifici). Linkeri 3incrucisati includ pe <ceili care sunt
heterofunctionali, care au doud grupari reactive distincte

separate printr-un distantier corespunzdtor (de exemplu, ester
m-maleimidobenzoil-N-hidroxisuccinimidd) sau homobifunctional (de
exemplu, suberat de disuccinimidil). Astfel de linkeri sunt
accesibili de la Pierce Chemical Company, Rockford, IL.

Agenti detectabili utili cu care un anticorp sau portiune
anticorp a inventiei  pot fi derivati, includ ceompusi
fluorescenti. Agenti fluorescenti detectabili exemplificatori

includ fluoresceind, izotiocianat de fluoresceind, rodamina,

clorurd de 5-dimetilamin-l-naftalensulfonil, ficoeritring
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altii. De asemenea, un anticorp poate fi derivat cu enzime
detectabile, cum ar fi fosfatazd alcalind, peroxidaza de la
hrean, glucoz oxidazd si altele. Ca&nd un anticorp este derivat
cu o enzimd detectabild el se detecteazd addugdnd reactivi
suplimentari care folosesc enzima pentru a da un produs de
reactie detectabil. De exemplu, cand este prezent agentul
detectabil peroxidazd de la hrean, addugarea de apa oxigenata si
diaminobenzidind conduce la un produs de reactie colorat care
este detectabil. Un anticorp poate fi derivat cu biotinad si
detectat prin mdsurare indirecta a legdrii avidinei sau

streptavidinei.

IT. Expresia anticorpilor

Un anticorp, sau portiune anticorp, a inventiel se poate
prepara prin expresie recombinantad a genelor cateneli usoare si
grea ale imunoglobulinei intr-o celuld gazdd. Pentru a exprima
un anticorp recombinant, o celuld gazdd este transfectatda cu unul
sau mai multi vectori de expresie recombinanti care contin
fragmente ADN care codificd catenele usoara si grea ale
imunoglobinei ale anticorpului astfel incédt catenele usgocara si
grea sunt exprimate in celula gazda si, de preferinta, secretate
in mediul in care sunt cultivate celule gazdd, mediu din care se
pot recupera anticorpii. Metodologiile ADN recombinante standard
sunt folosite pentru a obtine catenele grea si uscara ale
anticorpilor, se incorporeazd aceste gene in vectori de expresie
recombinanti si se introduc vectorii in celule gazda precum cei
descrisi 1n Sambrook, Fritsch si Maniatis (ed.), Molc:ular
Cloning: A Laboratory Manual, Second Edition, Cold Spring Harbor,
N.Y., (1989), Ausubel, F.M. et al. (ed.) Current Protocols 1in
Molecular Biology, Greene Publishing Associates, (1989) si in
brevetul SUA 4.816.397 de Boss et al.

Pentru a exprima anticorp D2E7 sau anticorp inrudit D2E7 mai

intdi sunt obtinute, fragmente ADN care codificd regiunile

variabile ale cateneili usoard si grea. Aceste ADN-uri pot

obtinute prin amplificarea si modificarea liniei germingfle
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secventelor variabile ale catenei usoard si grea folosind reactia
polimerazicd de catend (PCR). Secventele ADN ale liniei germinale
pentru genele regiunii variabile ale catenei grea s$i usoara umane
sunt cunoscute in domeniu (vezi, de exemplu, “Vbase” baza de date
pentru secvente ale liniilor germinale umane; vezi, de asemenea,
Kabat, E.A., et al.(1991)-Sequences of Proteins of Immunological
Interest, Fifth Edition, U.S.Department of Health and Human
Services, NIH Publication No. 91-3242; Tomlinson, I.M., et
al. (1992) “The Repertoire of Human Germline V, Sequences Reveals
about Fifty Groups of V, Segments with Different Hypervariable
Loops” J.Mol.Biol. 227:776-698; si Cox,J.P.L. et al (1994) “A
Directory of Human Germ-line V; Segments Reveals a Strong Bias in
Their Usage” Eur.J.Immunol. 24:827-836; continuturile fiecareia
fiind expres incorporate aici ca referintd). Pentru a obtine un
fragment ADN care codificd regiunea variabild a catenel grele a
anticorpului D2E7 sau unui anticorp inrudit D2E7, un membru al
familiei V,3 al genelor liniei germinale VH este amplificat prin
PCR standard. Cel mal preferat, este amplificatd secventa linilei
germinale DP-31 VH. Pentru a obtine un fragment ADN care codifica
regiunea variabild a catenei usoare a anticorpului D2E7 sau unui
anticorp inrudit D2E7, un membru al familiei V,I al genelor
liniei germinale VL este amplificat prin PCR standard. Cel mai
preferat, este amplificatd secventa liniei germinale A20 VL.
Primeri PCR corespunzdtori pentru utilizare in amplificarea
liniei germinale DP-31 VH si liniei germinale A20 VL, secventele
se pot desemna pe baza secventelor nucleotidice discutate in
referintele citate supra, folosind metode standard.

O datd ce sunt obtinute fragmentele liniei germinale VH si
VL, aceste secvente pot fi mutate pentru a codifica secventele
aminoacide D2E7 sau inrudite D2E7 descrise alci. Secventele
aminocacide codificate prin secventele ADN ale liniei germinale
VH si VL sunt comparate mai intédi la secventele amincacide VH si
VL pentru D2E7 si Inrudite D2E7 pentru identificarea resturilor
aminocacide din secventa D2E7 sau inruditd D2E7 care difera

linia germinala. Apoi, nucleotidele corespunzatoare
\ s
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secventelor ADN ale liniei germinale sunt mutate astfel Incat
secventa liniei germinale mutate codificad secventa aminoacida
D2E7 sau inruditd D2E7, folosind codul genetic pentru a determina
care schimbdri nucleotidice ar putea £fi facute. Mutageneza
secventelor liniei germinale se realizeazd prin metode standard,
cum ar fi mutagenezd mediatd PCR (in care nucleotidele mutate
sunt incorporate in primerii PCR, astfel cd produsul PCR contine
mutatiile) sau mutagenazd dirijata in sit.

Mai mult, ar fi de remarcat ca dacd secventele “liniei
germinale” obtinute prin amplificare PCR codifica diferente
aminoacide iIn regiunile cadru de la configuratia adevdrata a
liniei germinale (adicd, diferentele in secventa amplificata cum
s-au comparat la secventa liniei germinale adevarate, de exemplu,
ca un rezultat al mutatiei somatice), poate fi de dorit sa se
schimbe aceste diferente aminoacide inapoi la secventele liniei
germinale adevadrate (adicd, “mutatie 1iInapoi” a resturilor
cadrului la configuratia liniei germinale).

O datd ce fragmentele ADN care codificd segmente VH si VL
ale D2E7 sau inrudite D2E7 sunt obtinute (prin amplificare si
mutagenezd a liniei germinale VH si VL, cum s-a descris mai sus)
aceste fragmente ADN pot fi manipulate in continuare prin tehnici
ADN recombinant standard, de exemplu, pentru convertirea genelor
regiunii variabile la genele catenei anticorpului de lungime
intreagd, la genele fragmentului Fab, sau la o gend scFv. In
aceste manipuldri, un fragment ADN care codificd VL sau VH este
legat operational la alt fragment ADN care codifica altéd
proteind, cum ar fi o regiune constantd a unui anticorp sau un
linker flexibil. Termenul "“legatd operational” asa cum s-a
folosit in acest context, intentioneazid s& insemne c& cele doud
fragmente ADN sunt unite astfel 1incdt secventele aminoacide
codificate de cele doud fragmente ADN rdamadn in cadru.

ADN-ul izolat care codificd regiunea VH poate fi transformat
la o gena a catenei grele de lungime intreagd, legédnd operational
ADN~ul care codificd VH la altd moleculd de ADN care codificd

regiunile constante ale catenei grele (CH1, CH2
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Secventele genelor regiunii constante ale catenei grele umane
sunt cunoscute in domeniu (vezi, de exemplu, Kabat, E.A., et
al. (1991)-Sequences of Proteins of Immunological Interest, Fifth
Edition, U.S.Department of Health and Human Services, NIH
Publication No. 91-3242) si fragmente ADN care cuprind aceste
regiuni se pot obtine prin amplificare PCR standard. Regiunea
constantd a cateneil grele poate fi o regiune constanta IgGl,
IgG2, IgG3, IgG4, IgA, IgE, IgM sau IgD, dar cel mail preferat
este o regiune constantd IgGl, sau IgG4. Pentru un fragment Fab
gena catenei grele, ADN-ul care codificd VH poate fi legat
operational la altd moleculda ADN care codificda numai regiunea
constantd CH1 a catenei grele.

ADN-ul izolat care codifica regiunea VL poate fi transformat
la gena catenel usoare de lungime 1intreagd (precum o gena a
cateneli usoare Fab) prin legarea operationala a ADN-ului care
codifica VL la alta moleculd ADN care codificd regiunea constanta
a cateneil usoare, CL. Secventele genelor regiunii constante ale
catenel usocare umane sunt cunoscute in domeniu (vezi, de exemplu,
Kabat, E.A., et al. (1991)-Sequences of Proteins of Immunological
Interest, Fifth Edition, U.S.Department of Health and Human
Services, NIH Publication No. 91-3242) si fragmentele ADN care
cuprind aceste regiuni pot fi obtinute prin amplificare PCR
standard. Regiunea constantd a catenei usocare pcate fi o regiune
constanta kappa sau lambda, dar cel mai preferat este o regiune
constantd kappa.

Pentru a crea o gena scFv, fragmentele ADN care codificd VH-
si VL~ sunt legate operational la alt fragment care codifica un
linker flexibil, de exemplu, codificd secventa aminoacida (Gly,-
Ser),;, astfel incat secventele VH si VL pot fi exprimate ca o
proteind contigud cu o singurd catena, cu regiunile VL si VH
legate prin 1linkerul flexibil (vezi, de exemplu, Bird et
al. (1988) Science 242:423-426; Huston et al (1988)
Proc.Natl.Acad.Sci.USA 85:5879-5883; McCafferty et al. MNature
(1990) 348:552-554).

Pentru a exprima anticorpii sau portiuni anticorp
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inventiei, ADN-urile care codific& catenele usocard si grea
partiale, sau de lungime 1intreagd, obtinute cum s-a descris mai
sus, sunt inserate in vectori de expresie astfel incat genele
sunt legate operational la secvente de control transcriptional
si translational. In acest context, termenul “legat operational”
intentioneazd s& insemne cd& o genda anticorp este legata intr-un
vector astfel incat secventele de control <transcripfional si
translational din vector servesc functiei lor intentionate de
reglare a transcriptiei si translatiei genei anticorp. Vectorul
de expresie si secventele de control ale expresiei sunt alese
pentru a fi compatibile cu expresia celulei gazda folosite. Gena
catenei ugoare a anticorpului s$i gena catenel (grele a
anticorpului, pot fi1 inserate 1in vector separat sau, mail
obisnuit, ambele gene sunt 1inserate 1in acelasi vector de
expresie. Genele anticorpulul sunt inserate 1In vectorul de
expresie prin metode standard (de exemplu, situri de expresie
complementare ligdrii pe fragmentul genei anticorpului si vector,
sau ligare la capdt tesit dacd nu sunt prezente situri de
restrictie). Inaintea inserdrii catenelor usoard sau grea ale
D2E7 sau inrudit D2E7, vectorul de expresie poate sd contind deja
secventele regiunii constante a anticorpului. De exemplu, o
abordare pentru transformarea secventelor VH si VL D2E7 si
inrudit DZE7 la gene anticorp de lungime intreagd este sa se
insereze acestea 1In vectori de expresie care codificd deja
regiuni constante ale <catenel grele si, respectiv regiuni
constante ale cateneil usocare, astfel incat segmentul VH este
legat operational la segmentul (e) CH din vector si segmentul VL
este legat operational la segmentul CL din vector. Suplimentar
sau alternativ, vectorul de expresie recombinant poate codifica
o0 peptida semnal care faciliteazd secretia catenei anticorpului
dintr-o celula gazda. Gena catenei anticorpului poate fi clonata
in vector astfel incat peptida semnal este legatd in cadru la
terminusul amino al genel catenei anticorpului. Peptida semnal

poate fi o peptidd semnal imunoglobulind sau o peptidd semnal

<
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heteroloagd (adicd, o peptidd semnal de la o proteinad car
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este imunoglobulina).

Suplimentar la genele catenei anticorpului, vectorii
recombinanti de expresie al inventiei contin secvente regulatoare
care controleazd expresia genelor catenei anticorpului 1intr-o
celuld gazdd. Termenul “secventd regulatoare” intentioneazd sa
includd promotori, intensificatori si alte elemente de control
ale expresiei (de exemplu, semnale de poliadenilare) care
controleazd transcriptia sau translatia genelor <catenei
anticorpului. Astfel de secvente regulatoare sunt descrise, de
exemplu, in Goeddel; Gene Expression Technology: Methods 1in
Enzymology 185, Academic Press, San Diego, CA (1990). Se va
aprecia de cdtre cei cu pregatire in domeniu ca desemnarea
vectorului de expresie, inclusiv selectia secventelor
regulatoare, poate s& depindd de astfel de factori ca alegerea
celulei gazdad care trebuie transformatd, nivelul expresieil
proteinei dorite, etc. Secvente regulatoare preferate pentru
expresia unei celule gazdad de la mamifer includ elemente virale
care dirijeazda expresia proteinei la niveluri ridicate in celule
de la mamifere, cum ar fi promotori si/sau intensificatori
derivati de la citomegalovirus (CMV) (cum ar fi
promotorul/intensificatorul CMV), virusul simian 40 (SV40) (cum
ar fi promotorul/intensificatorul SV40), adenovirus (de exemplu,
promotorul térziu principal al adenovirusului (AdMLP)) si
polioma. Pentru descrierea suplimentard a elementelor regulatoare
virale si secventele acestora, vezi de exemplu, Dbrevet SUA
5.168.062 de Stinski, brevet SUA 4.510.245 de Bell et al. si
brevet SUA 4.968.615 de Schaffner et al.

In plus la genele catenei anticorpului si secventele
regulatoare, vectorii recombinanti de expresie ai inventiei pot
sa contina secvente suplimentare, cum ar fi secventele care
regleaza& replicarea vectorului 1n celule gazdd (de exemplu,
originile replicdrii) si gene marker selectabil. Gena marker
selectabpil faciliteaza selectia celulelor gazda Iin care s-a
introdus vectorul (vezi, de exemplu, brevet SUA 4.399.21¢,

4,634.665 si 5.179.017 toate de Axel et al.). De e§emplu, g
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marker selectabil tipice confera rezistentd la medicamente, cum
ar fi G418, higromicind sau metotrexat, pe o celuld gazda in care
s—-a introdus vectorul. Gene marker selectabil preferate includ
gena dihidrofolat reductazd (DHFR) (pentru utilizare in celule
gazdd dhfr- cu selectie/amplificare metotrexat) si gena neo
(pentru selectie G418).

Pentru expresia catenelor usocard si grea, vectorulfi) de
expresie care codificad catenele grea si usocard se transfecteazd
intr-o celulda gazda prin tehnici standard. Diverse forme ale
termenului “transfectie” sunt intentionate sa cuprindd o gama
largd de tehnici folosite in mod obisnuit pentru introducerea
ADN-uluil exogen intr-o celuld gazda procarioticd sau eucariotica,
de exemplu, electroporare, precipitare fosfat de calciu,
transfectie DEAE-dextran si altele. Desi teoretic este posibil
sa se exprime anticorpii inventiei fie 1In celule gazda
procariotice, fie eucarioctice, expresia anticorpilor in celule
eucariotice si, cel mai preferat, celula gazdd de la mamifere,
este cea mail preferatd deocarece astfel de celule eucariotice si,
in special, celule de 1la mamifere, sunt mai probabil decét
celulele procariotice sd8 se asemene si s& secrete un anticorp
pliat corespunzdtor si imunologic activ. Expresia procariotica
a genelor anticorpulul a fost raportatd ca ineficientd pentru
producerea cu randamente ridicate a anticorpului activ (Boss,
M.A. si Wood, C.R.(1985) Immunology Today 6£:6-13).

Celule gazda de la mamifere, preferate pentru expresia
anticorpilor recombinanti ai inventiei includ celule ovariene de
la hamster chinezesc (celule CHO) (incluzé&nd celule CHO dhfr-,
descrise 1in Urlaub si Chasin (1980) Proc.Natl.Acad.Sci.USA
17:4216-4220, folosite cu un marker selectabil DHFR, de exemplu,
cum s-a descris in R.J.Kaufman si P.A. Sharp (1982) Mol.Biol.
159:601-621), celule mielomice NSO, celule COS si celule SP2.
Cand vectori reccmbinanti de expresie care codificd gene anticorp
sunt introdusi in celule gazdd mamifere, anticorpii sunt produsi
prin cultivarea celulelor gazdd8 pentru o perioadd de timp

suficientd sd permita expresia anticorpului in celulele ga
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sau, mai preferabil, secretia anticorpului in mediul de cultura
in care sunt crescute celulele gazdd. Anticorpii pot fi
recuperati din mediul de culturd folosind metode standard de
purificare a proteinelor.

Celulele gazda pot fi folosite de asemenea, pentru a produce
portiuni ale anticorpilor intacti, cum ar fi fragmente Fab sau
molecule scFv. Se va intelege ca& variatiile privind procedura de
mai sus sunt cuprinse in prezenta inventie. De exemplu, poate fi
de dorit sa& se transfecteze o celuld gazdd cu ADN care codifica
fie catena usocara, fie catena grea (dar nu ambele) ale unui
anticorp al acestei inventii. Tehnologia ADN recombinant poate
fi de asemenea, folosita pentru a indeparta o parte sau tot ADN-
ul care codificd una sau ambele catene uscard si grea care nu
sunt necesare pentru legare la hTNFa. Moleculele exprimate de la
astfel de molecule ADN scurtate, sunt de asemenea cuprinse de
anticorpii inventiei. Suplimentar, pot fi produsi anticorpi
bifunctionali in care o catend usoara si o catend grea sunt ale
unui anticorp al inventiei si altd catend grea si catend usoara
sunt specifice pentru un antigen, altul decdt hTNFo prin legarea
incrucisata al wunui anticorp al inventiei la un al doilea
anticorp prin metode chimice standard de legare incrucisata.

Intr-un sistem preferat pentru expresie recombinanti a unui
anticorp, sau portiune de legare antigen a acestuia, al
inventiei, un vector recombinant de expresie care codifica atat
catena grea, cdt si catena usoarad ale anticorpului se introduce
in celule CHO dhfr- prin transfectie mediata fosfat de calciu.
In vectorul recombinant de expresie recombinantd, genele catenei
grea si usoard ale anticorpului sunt fiecare legate operational
la elemente regulatocare intensificator/promotor (de exemplu,
derivate de la SV40, CMV, adenovirus si altele cum ar fi un
element regulator CMV intensificator/promotor AdMLP sau un
element regulator SV40 intensificator/promotor AdMLP) pentru a
conduce niveluri ridicate ale transcriptiei genelor. De asemenea,

vectorul recombinant de expresie contine o gend DHFR, care
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permite selectia celulelor CHO care au fost transfectate @@””m%
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vectorul folosind selectia/amplificarea metotrexat. Celulele
gazdid transformante selectate sunt l&dsate pentru expresia
catenelor grea si usocard ale anticorpului si anticorpul intact
se recupereazd din mediul de culturd. Tehnicile biologiei
moleculare standard sunt folosite pentru prepararea vectorului
de expresie recombinant, transfectarea celulelor gazda,
selectarea transformantilor, cultura celulelor gazda si
recuperarea anticorpului din mediul de cultura.

Din punct de vedere al celor anterioare, alt aspect al
inventiei apartine acidului nucleic, vectorului si compozitiilor
de celule gazda care se pot folosi pentru expresia recombinanta
a anticorpilor si portiunilor anticorp ale invenftiei. Secventa
nucleotidicad care codificd regiunea variabila catend usocard D2E7
este prezentatd in Figura 7 si SEQ ID NR:36. Domeniul CDR1 al
LCVR cuprinde nucleotidele 70-102, domeniul CDR2 cuprinde
nucleotidele 148-168 si domeniul CDR3 cuprinde nucleotidele 265~
291. Secventa nucleotidicd care codificd regiunea variabila
catend grea D2E7 este prezentata in Figura 8 si SEQ ID NR:37.
Domeniul CDR1 al HCVR cuprinde nucleotidele 91-105, domeniul CDR2
cuprinde nucleotidele 148-198 si domeniul CDR3 cuprinde
nucleotidele 295-330. Se va aprecia de catre specialistul 1in
domeniu ca secventele nucleotidice care codificd anticorpi
inruditi D2E7, sau portiuni ale acestora (de exemplu, un domeniu
CDR cum ar fi un domeniu CDR3), pot fi derivati de la secventele
nucleotidice care codificd LCVR si HCVR D2E7 folosind codul
genetic si tehnicile biologiei moleculare standard.

Intr-o realizare, inventia asigurd un acid nucleic izolat
care codifica un domeniu CDR3 catend usoard cuprinzand secventa
aminoacidda a SEQ ID NR:3 (adica, D2E7 VL CDR3), sau modificati
de la SEQ ID NR:3 printr-o singurd substitutie alanind la pozitia
1, 4, 5, 7, sau 8, sau prin 1 la 5 substitutii aminoacide
conservative la pozitiile 1, 3, 4, 6, 7, 8, si/sau 9. Acest acid
nucleic poate codifica numai regiunea CDR3, sau mai preferat,
codificd o regiune wvariabild <catend usoara intreagd a

anticorpului (LCVR). De exemplu,
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un LCVR avand un domeniu CDR2 care cuprinde secventa aminoacida
a SEQ ID NR:5 (adic&, D2E7 VL CDR2) si un domeniu CDR1l cuprinzand
secventa aminoacidd a SEQ ID NR:7 (adica, D2E7 VL CDR1).

In altd realizare, inventia asigurd un acid nucleic 1izolat
care codificd un domeniu CDR3 catend grea cuprinzand secventa
aminoacidd a SEQ ID NR:4 (adic&, D2E7 VH CDR3), sau modificatd
de la SEQ ID NR:4 printr-o singurd substitutie alanind la pozitia
2, 3, 4, 5, 6, 8, 9, 10 sau 11, sau prin 1 la 5 substitutii
aminoacide conservative la pozitiile 2, 3, 4, 5, 6, 8, 9, 10, 11,
si/sau 12. Acest acid nucleic poate codifica numai regiunea CDR3,
sau mail preferat, codificd o regiune variabild catena dgrea
intreagd a anticorpului (HCVR). De exemplu, acidul nucleic poate
codifica un HCVR avand un domeniu CDR2 care cuprinde secventa
aminoacidd a SEQ ID NR:6 (adicd, D2E7 VH CDR2Z2) si un domeniu CDR1
cuprinzdnd secventa aminocacida a SEQ ID NR:8 (adica, D2E7 VH
CDR1) .

In incd altd realizare, inventia asigurd acizii nucleici
izolati care codificd un domeniu CDR3 inrudit D2E7, de exempluy,
cuprinzadnd o secventada aminoacidd selectatd din grupul care constd
din: SEQ ID NR:3, SEQ ID NR:4, SEQ ID NR:11, SEQ ID NR:12, SEQ
ID NR:13, SEQ ID NR:14, SEQ ID NR:15, SEQ ID NR:16, SEQ ID NR:17,
SEQ ID NR:18, SEQ ID NR:19, SEQ ID NR:20, SEQ ID NR:21, SEQ ID
NR:22, SEQ ID NR:23, SEQ ID NR:24, SEQ ID NR:25, SEQ ID NR:26,
SEQ ID NR:27, SEQ ID NR:28, SEQ ID NR:29, SEQ ID NR:30, SEQ ID
NR:31, SEQ ID NR:32, SEQ ID NR:33, SEQ ID NR:34, si SEQ ID NR:35.

In incd altd realizare, inventia asigurd un acid nucleic
izolat care codificd o regiune variabild catend usocarda a unui
anticorp cuprinzand secventa aminocacidd a SEQ ID NR:1 (adica,
D2E7 LCVR). De preferintd, acest acid nucleic cuprinde secventa
nucleotidicda a SEQ ID NR:36, desi specialistul in domeniu va
aprecia cd datoritd degenerarii codului genetic, si alte secvente
nucleotidice pot codifica secventa amincacidid a SEQ ID NR:1.
Acidul nucleic poate codifica numai LCVR-ul sau poate de asemenea
codifica regiunea constantd catend usoard, legatd operational la

LCVR. 1Intr-o realizare, acest acid nucleic este un
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recombinant de expresie.

fn incid altid realizare, inventia asigura un acid nucleic
izolat care codificd o regiune variabild catend grea a unui
anticorp cuprinzand secventa aminoacidd a SEQ ID NR:2 (adica,
D2E7 HCVR). De preferintd, acest acid nucleic cuprinde secventa
nucleotidicd a SEQ ID NR:37, desi specialistul in domeniu va
aprecia cd datorita degenerdrii codului genetic, si alte secvente
nucleotidice pot codifica secventa aminocacidd a SEQ ID NR:Z.
Acidul nucleic poate codifica numai HCVR-ul sau poate, de
asemenea, sa codifice regiunea constantd catend grea, legata
operational la HCVR. De exemplu, acidul nucleic poate cuprinde
o regiune constantd IgGl sau IgG4. Intr-o realizare, acest acid
nucleic este un vector recombinant de expresie.

De asemenea, inventia asigurd vectori recombinanti de
expresie care codificd atdt o catend grea a anticorpului, cat si
0 catend usoard a anticorpului. De exemplu, intr-o realizare,
inventia asigurd un vector recombinant de expresie care codifica:

a) o catend usoard a unui anticorp avand o regiune variabila
cuprinzdnd secventa aminoacidd a SEQ ID NR:1 (adica, D2E7 LCVR});
si

b) o catend grea a unui anticorp avadnd o regiune variabila
cuprinzand secventa aminoacida a SEQ ID NR:2 (adicd, D2E7 HCVR).

De asemenea, inventia asigurd celule gazdd in care s-au
introdus unul sau mai multi vectori recombinanti de expresie. De
preferintad, celula gazdd este o celuld gazdd de la mamifer, mai
preferat, celula gazda este o celuld CHO, o celuld NS0, sau o
celulda COS.

Incd suplimentar, inventia asigurd o metodd de sintezd a
unui anticorp recombinant uman al inventiei prin cultivarea unei
celule gazda a inventiei intr-un mediu de culturd adecvat pana
cdnd se sintetizeazd un anticorp recombinant uman al inventiei.
Metoda poate cuprinde 1in plus, 1izolarea anticorpului uman

recombinant din mediul de cultura.

ITI. Selectia anticorpilor umani recombinanti \
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Anticorpi recombinanti umani ai inventiei suplimentar fata
de D2E7 sau anticorpi inruditi D2E7 descrisi aici pot fi izolati
in cercetarea unei banci de anticorpi recombinanti
combinatoriali, de preferintd, o banca care prezinta un fag sckv,
preparatd folosind cADN-uri VL si VH preparate de la mARN din
limfocite umane. Metodologii pentru prepararea s$i cercetarea de
astfel de banci sunt cunoscute in domeniu. Suplimentar, la
trusele accesibile comercial pentru generarea bdancilor care
prezintda fag (de exemplu, Pharmacia Recombinant Phage Antibody
System, catalog nr. 27-9400-01; si kit-ul de prezentare fag
Stratagene SurfZAP™, catalog nr. 240612), exemple de metode si
reactivi favorabili in mod deosebit pentru folosire in generarea
si cercetarea bancilor care prezintd anticorp pot fi gasite 1in,
de exemplu, Ladner et al. brevet US nr. 5.223.409; Kang et al.
Publicare PCT nr. WO 92/19619; Dower et al publicare PCT nr. WO
91/17271; Winter et al publicare PCT nr. WO 92/20791; Markland
et al., publicatie PCT nr. WO 92/15679; Breitling et al.
Publicare PCT nr. WO 93/01288; McCafferty et al. Publicare PCT
nr. WO 92/01047; Garrard et al., publicare PCT nr. WO 92/09690;
Fuchs et al. (1991) Bio/Technology 9:1370-1372; Hay et al. (1992)
Hum Antibod Hybridomas 3:81-85; Huse et al.(1989) Science
246:1275-1281; McCafferty et al., Nature (1990) 348:552-554;
Friffithd et al. (1993) EMBO J 12:725-734; Hawkins et al. (1992)
J Mol Biol 226:889-896; Clackson et al. (1991) Nature 352:624-628;
Gram et al.(1992) PNAS 89:3576-3580; Garrad et al. (1991)
Bio/Technology 9: 1373-1377; Hoogenboom et al.(1991) Nuc Acids
Res 19:4133-4137; si Barbas et al. (1991) PNAS 88:7978-7982.

Intr-o realizare preferatd, pentru izolarea anticorpilor
umani cu afinitate crescutd si o constantd a ratei de detasare
redusa pentru hTNFa, s-a folosit mai int&i un anticorp murin
anti-hTNFo avadnd afinitate crescutd si o ratd de detasare redusi
pentru hTNFa (de exemplu, MAK 195, hibridom pentru care existd

depozitul cu numdrul ECACC 87 050801) pentru selectarea
e
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legare similard fatid de hTNFa, folosind epitop de supraimprimare,
sau selectia ghidata, metode descrise in Hoogenboom et al.
Publicatia PCT WO 93/06213. Béancile de anticorp folosite 1in
aceastd metodd sunt de preferintd bdnci scFv preparate si
cercetate cum s-a descris in McCafferty et al., publicatia PCT
WO 92/011047, McCafferty et al., Nature (1990) 348:552-554; si
Griffiths et al., (1993) EMBO J 12:725-734. Bancile de anticorp
scFv sunt cercetate de preferintd folosind TNFa uman recombinant
ca antigen.

O datd ce segmentele umane initiale VL si VH selectat, sunt
realizate experimente “amestec $i imperechere”, in care diferite
perechil ale segmentelor VL si Vh initiale sunt cercetate pentru
legare hTNFa pentru a selecta combinatii pereche preferata VL/VH.
Suplimentar, pentru a iImbundtdti afinitatea si/sau constanta
ratei detasdrii pentru legare hTNF«a, segmentele VL si VH ale
perechi(lor) VL/VH preferate pot fi mutate randomic, de
preferintd in regiunea CDR3 a VH gi/sau VL, intr-un proces analog
procesuluili de mutatie somaticd in vivo responsabil pentru
maturarea afinitdtii anticorpilor in timpul rdspunsului imun
natural. Aceastd maturare a afinitatii in vitro se poate realiza
prin amplificarea regiunilor VH si VL folosind primeri PCR
complementari la CDR3 VH sau respectiv VL CDR3, primeri care au
fost “fixati” cu un amestec randomic de 4 baze nucleotidice la
anumite pozitii astfel 1ncat produsele PCR rezultate codifica
segmente VH si VL 1In care mutatiilor randomice au fost introduse
in regiunile CDR3 VH si/sau VL. Aceste segmente VH si VL mutate
randomic pot fi recercetate pentru legare la hTNFa si secventele
care prezintd activitate ridicata si ratd de detasare scazuta
pentru hTNFwx pot fi selectate.

Secventele aminoacide ale catenelor grea si usoarda ale
anticorpului pot fi comparate la secventele aminocacide ale
catenei grea si usoard ale liniei germinale. In cazul unde
anumite resturi ale cadrului catenelor selectate VL si/sau VH
difera de configuratia 1liniei germinale (de exemplu, ca un

rezultat al mutatiei somatice a genelor imunoglobulinei folosj
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pentru a prepara banca de fag), se poate dori sa se “mute inapoi”
resturile modificate ale cadrului ale anticorpilor selectati fata
de configuratia liniei germinale (adic&, schimbarea secventelor
aminoacide ale cadrului anticorpilor selectati astfel incat ele
sunt aceleasi ca secventele aminocacide ale cadrului liniei
germinale). Astfel de “mutatie inapoi” (sau “aliniere germinala”)
a resturilor cadrului se poate realiza prin metodele bilogiei
moleculare standard pentru introducerea mutatiilor specifice (de
exemplu, mutageneza dirijata in sit; mutageneza mediata PCR, si
altele).

Dupa cercetarea si izolarea unuil anticorp anti-hTNFo al
inventiel din banca prezentatd de imunoglobulind recombinanta,
acidul nucleic care codificd anticorpul selectat poate fi
recuperat din seria prezentatd (de exemplu, de la genomul
fagului) si subclonat in alti vectori de expresie prin tehnici
ADN recombinant standard. Daca se doreste, acidul nucleic poate
fi manipulat suplimentar pentru a crea alte forme anticorp ale
inventiei (de exemplu, legat la acid nucleic care codifica
domenii suplimentare ale imunoglobulinei, cum ar fi regiuni
constante suplimentare). Pentru a exprima un anticorp uman
recombinant izolat prin cercetarea unei banci combinatoriale,
ADN-ul care codifica anticorpul este clonat 1intr-un vector
recombinant de expresie s$i introdus in celule gazdd mamifere, cum

s-a descris 1n detalii suplimentare in Sectiunea 11 de mai sus.

IV. Compozitii si administrare farmaceuticd

Anticorpii si1 portiunile anticorp ale inventiei pot fi
incorporate 1n compozitii farmaceutice pentru administrare la un
sublect. De obiceil, compozitia farmaceuticd cuprinde un anticorp
sau portiune anticorp a inventiei si un purtdtor acceptabil
farmaceutic. Asa cum s-a folosit aici, “purtator acceptabil
farmaceutic” include oricare si totii solventii, medii de
dispersie, acoperiri, agenti antibacterieni si antifungici,

agenti i1zotonici $i de 1intdrziere a absorptiei, si altele care

2

sunt compatibile fiziologic. Exemple de purtdtori acceptabiFi, =X
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farmaceutic includ unul sau mai multi dintre apd, solutie saling,
solutie salinid tamponatd fosfat, dextroza, glicerol, etanol si
altele, precum si combinatii ale lor. In numeroase cazuri, va fi
preferat si se includd agenti izotonici, de exemplu, zaharuri,
polialcooli ca manitol, sorbitol, sau clorurd de sodiu in
compozitie. Purtdtori acceptabili farmaceutic pot sa& cuprinda
suplimentar cantitdti minore de substante auxiliare cum ar fi
agenti de umectare sau emulgatori, conservanti sau tampon, care
intensific8 durata termenului de wvalabilitate, sau eficienta
anticorpului sau portiunii anticorp.

Compozitiile acestei inventii pot fi intr-o diversitate de
forme. Acestea includ, de exemplu, forme de dozaj lichide,
semisolide si solide cum ar fi solutii 1lichide (de exemplu,
solutii injectabile sau infuzabile), dispersii sau suspensii,
tablete, pilule, pulberi, lipozomi si1 supozitoare. Forma
preferatid depinde de modul intentionat de administrare si
aplicare terapeuticd. Compozitii tipice preferate sunt sub forma
de solutii injectabile sau infuzabile, cum ar fi compozitii
similare celor folosite pentru imunizarea pasivd a ocamenilor cu
alti anticorpi. Modul preferat de adminstrare este parenteral (de
exemplu, intravenos, subcutanat, intraperitoneal, intramuscular).
Intr-o realizare preferatd, anticorpul se administreazd prin
infuzie sau injectare intravenocasd. In altd realizare preferati,
anticorpul se administreaz& prin injectare intramusculard sau
subcutanatad.

Compozitii terapeutice tipice trebuie sa fie sterile si
stabile 1in conditiile de fabricare si depozitare. Compozitia
poate fi formulatd ca o solutie, microemulsie, dispersie,
lipozom, sau alta structura ordonatad adecvatd pentru concentratii
crescute ale medicamentului. Solutiile injectabile sterile pot
fi preparate prin incorporarea compusului activ (adicd, anticorp
sau portiune anticorp) 1in cantitatea cerutd dintr-un solvent
corespunzator cu unul sau o combinatie de ingrediente enumerate
mai sus, dupda cum este necesar, urmat de sterilizare prin

filtrare. In general, dispersiile sunt preparate fie
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incorporarea compusului activ intr-un vehicul steril care contine
un mediu de dispersie de baza si necesitd alte ingrediente dintre
cele enumerate mai sus. In cazul pulberilor sterile, pentru
prepararea solutiilor injectabile sterile, metodele preferate de
preparare sunt uscarea sub vid si liofilizarea care da& o pulbere
a ingredientului activ plus orice ingredient suplimentar dorit
dintr-o solutie filtratd steril anterior a acestuia. Fluiditatea
corespunzatoare a unei solutii poate fi mentinutd, de exemplu,
prin folosirea uneil acoperiri cum ar fi lecitina, prin mentinerea
marimii cerute a particulei in cazul dispersiei si prin folosirea
surfactantilor. Absorbtia prelungitd a compozitiilor injectabile
poate fi obtinutd prin includerea in compozitie a unui agent care
intarzie absorptia, de exemplu, sdruri monostearat si gelatina.

Anticorpii si portiunile anticorp ale prezenteil inventii pot
fi administrate printr-o diversitate de metode cunoscute in
domeniu, desi pentru numerocase aplicatii terapeutice ruta/modul
preferat de administrare este injectarea intravenoasd sau
infuzia. Asa cum va fi apreciat de cadtre specialistul in domeniu,
ruta si/sau modul de adminsitrare vor varia depinzdnd de
rezultatele dorite. In anumite realizdri, compusul activ poate
fi preparat cu un purtdtor care va proteja compusul Impotriva
eliberarii rapide, cum ar fi o formulare cu eliberare controlata,
incluzdnd implante, plasturi transdermali si sisteme de eliberare
microincapsulate. Pot fi folositi polimeri Dbiodegradabili,
biocompatibili, cum ar fi acetat de etilenvinil, polianhidride,
acid poliglicolic, colagen, poliortoesteri si acid polilactic.
Numerocase metode pentru prepararea de asemenea formuldri sunt
brevetate sau cunoscute in general celor cu pregatire in domeniu.
Vezi, de exemplu, Sustained and Controlled Release Drug Delivery
Systems, J.R. Robinson ed., Marcel Dekker, Inc., New York, 1978.

In anumite realizdri, un anticofp sau portiuni anticorp ale
inventiei pot fi administrate oral, de exemplu, cu un diluent
inert, sau un purtdator comestibil asimilabil. Compusul (si alte
ingrediente, dacd se doreste) poate fi inchis de asemenea, intr-o

cochilie de gelatind durd sau moale, comprimatd in tablete, s
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incorporatd direct 1in dieta subiectului. Pentru administrare
terapeuticad orald, compusii pot fi incorporati cu excipiente si
folositi sub forma& de tablete ingerabile, tablete bucale, gelule,
capsule, elixire, suspensii, siropuri, casete si altele. Pentru
a administra un compus al inventiei altfel decdt administrare
parenterald, poate fi necesar sd se acopere compusul cu, sau sa
se coadministreze compusul cu, un material pentru prevenirea
inactivarii sale.

De asemenea, 1in compozitie pot fi incorporati compusi activi
suplimentar. In anumite realiz3ri, un anticorp sau portiune
anticorp a inventiei este coformulat cu si/sau cocadministrat cu
unul sau mai multi agenti terapeutici suplimentari, care sunt
utili pentru tratarea tulburdrilor in care activitatea TNFx este
daundtoare. De exemplu, un anticorp anti-hTNFa sau o portiune de
anticorp al inventiei poate fi coformulat si/sau coadministrat
cu unul sau mai multi anticorpi suplimentari, care se leaga la
alte tinte {de exemplu, anticorpi care leagd alte citokine, sau
care se leagd la moleculele suprafetei celulare), una sau mai
multe citokine, receptor TNFoa solubil (vezi, de exemplu,
publicatia PCT WO 94/06476) si/sau unul sau mai multi agenti
chimici care inhibad producerea sau activitatea hTNFa (cum ar fi
derivati ciclohexan-iliden cum s-au descris in publicatia PCT WO
93/19751). In plus, unul sau mai multi anticorpi ai inventiei pot
fi folositi in combinatie cu 2 sau mai multi agenti terapeutici
anteriori. Astfel de terapii combinate pot sa utilizeze avantajos
dozaje mai scdzute ale agentilor terapeutici administrati evitand
astfel toxicitdtii posibile sau complicatiile asociate cu diverse
monoterapii.

Exemple nelimitative de agentti terapeutici pentru artrita
reumatoidd cu care un anticorp sau portiune anticorp a inventiei
poate fi combinat include urmdtoarele: medicamente (e)
antiinflamatoare nesteroide (NSAID) ; medicament (e)

antiinflamatoare supresive ale citokinei (CSAID); CDP-561/BAY-10-

3356 (anticorp umanizat anti-TNFa; Celltech/Bayer):; cA2 (anticorp

himeric anti-TNFa; Centocor); 75 kdINFR-IgG (proteind de fuzi
\‘
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75 kD TNF receptor-IgG; Immunex; vezi, de exemplu, Arthritis &
Rheumatism (1994) Vol.37, S295; J.Ivest.Med. (1996) Vol.44:235A);
55 kdTNFR-IgG (proteind de fuziune 55 kD TNF receptor-IgG;
Hoffmann-LaRoche) ; IDEC-CE9.1/SB210396 (anticorp anti-CD4
primatizat neepuizat; IDEC/SmithKline; vezi, de exemplu,
Arthritis & Rheumatism (1995) Vol.38, S185(; DAB 486-IL-2 si/sau
DAR 389-IL-2 {(proteine de fuziune IL-2; Seragen; vezl de exemplu,
Arthritis & Rheumatism (1993) Vol.36, 1223); Anti-Tac (anti-IL-
2R umanizate; Protein Design Labs/Roche); IL-4 (citokina
antiinflamatorie; DNAX/Schering); IL-10 (SCH 52000; 1IL-10
recombinant, citokind antiinflamatorie; DNAX/Schering); IL-4;
agonisti IL-10 si/sau IL-4 (de exemplul, anticorpi agonisti); IL-
1RA (antagonist receptor IL-1; Synergen/Amgen); TNF-bp/s-TNFR
(proteind de legare TNF soclubilad; vezi de exemplu, Arthritis &
Rheumatism (1996) Vol.38, nr. 9(supliment); S284; Amer. J.
Physiol.-Heart and Circulatory Physiology (1995) Vvol.268, p.37-
42); R973401( inhibitor fosfodiesterazad tip 1V; veri, de exemplu,
Arthritis & Rheumatism (1996) Vo0l.39, nr.9%(supliment),$282);
MK.966 (inhibitor COX-2; vezi, de exemplu, Arthritis & Rheumatism
(1996) Vol.39, nr.9%(supliment),S81); Iloprost (vezi, de exemplu,
Arthritis & Rheumatism (1996) Vol.39, nr.9(supliment), S82);
metotrexat; talidomidd (vezi, de exemplu, Arthritis & Rheumatism
(1996) Vo0l.39,nr.9%(supliment),S282) si medicamente talidomida
legatd (de exemplu, Celgen); leflunomidd (inhibitori citokind si
antiinflamatori; vezi, de exemplu, Arthritis & Rheumatism (1996)
Vol.39,nr.9(supliment), S131; Inflammation Research (1996)
Vol.45, p.103-107); acid tranexamic (inhibitor al activitatii
plasminogen; vezi, de exemplu, Arthritis & Rheumatism (1996) Vol.
39, nr.9%(supliment), S284); T-614(inhibitor citokind; vezi, de
exemplu, Arthritis & Rheumatism {19906) vol. 39,
nr.9(supliment),S282); prostaglandin E1 (vezi, de exempluy,
Arthritis & Rheumatism (1996) Vol. 39, nr.9(supliment), S282);
Tenldap (medicament nesteroid antiinflamator; vezi, de exemplu,

Arthritis & Rheumatism (1996) Vol. 39, nr.9(supliment), 5280);
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Naproxen (medicament nesteroid antiinflamator; vezi, de exemplu,
Neuro Report (1996) Vol.7, p.1209-1213); Meloxicam (medicament
nesteroidal antiinflamator); Ibuprofen(medicament nesteroidal
antiinflamator); Piroxicam (medicament nesteroidal anti-
inflamator); Diclofenac (medicament nesteroidal antiinflamator);
Indometacin (medicament nesteroidal antiinflamator);
Sulfasalazind (vezi, de exemplu, Arthritis & Rheumatism (1996)
Vol. 39, nr.9(supliment), S281; Azatioprind (vezi, de exemplu,
Arthritis & Rheumatism (1996) Vol. 39, nr.9(supliment), S281);
inhibitor ICE (inhibitor al enzimei interleukin-1B enzimd de
acoperire); inhibitor zap-70 si/sau lck (inhibitor al tirozin
kinaza zap-70 sau lck); inhibitor VEGF si/sau inhibitor VEGF-R
(inhibitori al factorului de crestere vascular al celulel
endoteliale sau receptor factor de crestere vascular al celulei
endoteliale; inhibitori ai angiogenezei) ; medicamente
corticosteroide antiinflamatorii (de exemplu, SB203580) ;
inhibitori TNF-convertazd; anticorpi anti-IL-12; interleukin-11
(vezi, de exemplu, Arthritis & Rheumatism (199¢6) Vol. 39,
nr.9(supliment), S529¢6) ; interleukin-13 (vezi, de exemplu,
Arthritis & Rheumatism (1996) Vol. 39, nr.9(supliment), S308);
inhibitori interleukin-17 (vezi, de exempluy, Arthritis &
Rheumatism (19906) Vol. 39, nr.9(supliment), S120) ; aur;
penicilaming; clorochinég; hidroxiclorochind; clorambucil;
ciclofosfamidd; ciclosporina; iradiere totald limfoid; globulinad
antitimocit; anticorpi anti-CD4; toxine-CD5; peptide administrate
oral si colagen; lobenzarit disodiu; Cytokine Regulating Agents
(CRA-uri( HP228 si HP466 (Houghten Pharmaceuticals, Inc.);
oligodeoxinucleotidda fosforotioat antisens ICAM-1 (ISIS 2302;
Isis Pharmaceuticals, Inc.); receptor 1 complement solubil (TP10;
T Cell Sciences, Inc.); prednison; orgotein; glicosaminoglican
polisulfat; minociclind; anticorpi anti-IL2R; lipide marine si
botanice (acizi grasi din peste si din seminte de plante; vezi,
de exemplu, Deluca et al. (1995) Theum.Dis.Clin.North Am. 21:750-
777 ; auranofin; fenilbutazona; acid meclofenamic; acid

flufenamic; globulin intravenos imun; zileuton; acid micofenolj
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(RS-61443) ; tacrolimus (FK-506) ; sirolimus (rapamicin);
amipriloz& (terafectin); cladribind (2-clorodeoxiadenozin); si
azaribind.

Exemple nelimitative de agenti terapeutici pentru boala
inflamatorie a intestinului cu care un anticorp, sau portiune
anticorp a inventiel pot fi combinate, includ urmdtoarele;
budenozida; factorul de crestere epidermal; corticosteroizi;
ciclosporina, sulfasalazind; aminosalicilati; 6-mercaptopurinad;
azatioprind; metronidazol; inhibitori lipoxigenazd; mesalamind;
olsalazin; balsalazidd; antioxidanti; inhibitori tromboxan;
antagonisti receptor IL-1; anticorpi monoclonali anti-IL-1(3;
anticorpi monoclonalil anti-IL-6; factori de crestere; inhibitori
elastazi; compusi piridinil-imidazol; CDP-571/BAY-10-3356
(anticorp anti-TNFa umanizat; Celltech/Bayer); cAZ2 (anticorp
himeric anti-TNFa; Centocor); 75 kdTNFR-1gG (proteina de fuziune
TNF receptor-IgG 75 kD; Immunex; vezi, de exemplu, Arthritis &
Rheumatism (19%4) Vol. 37, S295); J.Invest:Med (1996) Vol.44,
235A); 55 kdTNFR-IgG (proteind de fuziune TNF receptor-IgG 55 kD;
Hoffmann-LaRoche); interleukin-10 (SCH 52000; Schering Plough);
IL-4; agonisti 1L-10 si/sau IL-4 (de exemplu, anticorpi agonist);
interleukin-11; promedicamente glucoronid- sau dextran-conjugate
ale prednisolin, dexametasond sau Dbudezonidd; oligodeoxi-
nucleotide fosforotioat ICAM-1 antisens (ISIS 2302; 1Isis
Pharmaceuticals, Inc.); receptor 1 complement solubil (TP10; T
Cel Sciences, Inc.); mesalazind cu eliberare scazutd; metotraxat;
antagonisti ai facotrului de activare a plachetului [PAF);
ciprofloxacin; si lignocaina.

Exemple nelimitative de agenti terapeutici pentru scleroza

multipld cu care un anticorp, sau portiune anticorp a inventiei

poate fi combinat include urmdtoarele: corticosteroizi,
prednisolin; metilprednisolon; azatioprin; ciclofosfamida;
ciclosporingd; metotrexat;. 4-aminopiridind; tizanidina;
interferon-fla (Avonex™; Biogen); interferon-Blb (Betaseron™;
Chiron/Berlex); Copolimer 1 (Cop-1; Copaxone™; Teva
Pharmaceutical Industries, Inc); oXxigen hiperbatic;/
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imunoglobulind intravencasa; clabribin; CDP-571/BAY-10-335¢0
(anticorp anti-TNFo umanizate; Celltech/Bayer); cA2(anticorp
anti-TNFa himeric; Centocor); 75 kdTNFR-IgG (proteind de fuziune
TNF receptor-IgG 75 kD; Immunex; vezi, de exemplu, Arthritis &
Rheumatism (1994) Vol. 37, S295; J.Invest.Med. (1996) Vol.44,
235A); 55 kdTNFR-IgG (proteind de fuziune TNF receptor-IgG 55 kD;
Hof fmann-LaRoche); IL-10; IL-4; si agonisti IL-10 si/sau IL-4 (de
exemplu, anticorpi agonist).

Exemple nelimitative de agenti terapeutici pentru sepsie cu
care un anticorp, sau portiune anticorp a inventiei poate fi
combinat include urmdtoarele: solutii saline hipertonice;
antibiotice; gamma globulind intravenoasd; hemofiltrare continua:
carbapeneme (de exemplu, meropenem); antagonisti de citokine
precum TNFa«, IL-1f, IL-6 si/sau IL-8; CDP-571/CAY-10-3356
(anticorp anti-TNFa umanizat; Celltech/Bayer); cA2{anticorp anti-
TNFa himeric; Centocor); 75 kdTNFR-IgG (proteind de fuziune TNF
receptor-IgG 75 kD; Immunex; vezi, de exemplu, Arthritis &
Rheumatism (1994) Vol. 37, 8295; J.Invest.Med. (1996) Vol.44,
235A); 55 kdTNFR-IgG (proteind de fuziune TNF receptor-IgG 55 kD;
Hoffmann-LaRoche) ;agenti de reglare citokind (CRA-uri) HO228 si
HP466 (Houghten Pharmaceuticals, Inc.); SK&F 107647 (peptida
moleculard usoard; SmithKline Beecham); guanilhidrazond CNI-1493
tetravalentd (Picower Institute); factorul inhibitor al cdii
tesutului (TFPI; Chiron) PHP (hemoglobind modificatd chimic; APEX
Bioscience); chlaori de fier si chelati, care includ complex acid
dietilentriamin pentaacetic~fier(III) (DTPA iron(III); Molichem
Medicines); lizofilinad (metilxantind sinteticd cu moleculd micd;
Cell Therapeutics, Inc.); PGG-Glucan (B1l,3glucan solubil apos;
Alpha-Beta Technology):; apolipoproteind A-1 recosntituitd cu
lipide; acizi chiral hidroxamici (antibacterieni sintetici care
inhiba biosinteza lipidei A); anticorpi anti-endotoxind; E5531
(antagonist sintetic lipidda A; Eisal America, Inc.); TrBPI
(fragment recombinant N-terminal al proteinei umane de
cresterebactericid/permeabilitate); si peptide sintetice anti-

endotoxina (SAEP; BiosYnth Research Laboratories);
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Exemple nelimitative de agenti terapeutici pentru sindromul
bolii respiratorii la adult (ARDS) cu care un anticorp, sau
portiune anticorp a inventiei ©poate fi combinata includ
urmdtoarele: anticorpi anti-IL-8; terapie de inlocuire agent de
suprafatd; CDP-571/BAY-10-3356 (anticorp anti-TNFa umanizat;
Celltech/Bayer); cA2 (anticorp anti-TNFo himeric; Centocor); 75
kdTNFR-IgG (proteina de fuziune TNF receptor-IgG 75 kD; Immunex;
vezi, de exemplu, Arthritis & Rheumatism (1994) Vol. 37, S295;
J. Invest.Med. (1996) Vol.44, 235A); si 55kdTNFR-IgG (proteina
de fuziune TNF receptor-IgG 55 kD; Hoffmann-LaRoche).

Utilizarea anticorpilor, sau portiunilor anticorp ai
inventiei in combinatie cu alti agenti terapeutici s-a discutat
suplimentar in subsectiunea IV.

Compozitiile farmaceutice ale inventiei pot include o
“cantitate eficientd terapeutic” sau o “cantitate eficienta
profilactic”dintr-un anticorp sau portiune anticorp a inventiei.
O “cantitate eficientd terapeutic” se referd la o cantitate
eficientd, la dozaje si pentru perioade de timp necesare, pentru
a obtine rezultatul terapeutic dorit. O cantitate eficienta
terapeutic a anticorpului sau portiunii de anticorp poate varia
conform factorilor cum ar fi starea de boald, varsta, sex, si
greutatea individului, si capacitatea anticorpuluil sau portiunii
anticorp de a provoca rdaspunsul dorit la individ. De asemenea,
o cantitate eficientd terapeutic este una in care orice efecte
toxice sau ddundtoare ale anticorpului sau portiunii anticorp
sunt depdsite $i sunt terapeutic benefice. O “cantitate eficienta
profilactic” se referd la o cantitate eficienta, la dozaje si
pentru periocade de timp necesare, pentru a atinge rezultatul
profilactic dorit. De obicei, decarece o doz& profilacticad se
foloseste la subiecti inainte sau la un stadiu mai timpuriu al
bolii, cantitatea eficientd terapeutic va fi mai micd decéat
cantitatea eficienta terapeutic. |

Regimurile de dozaj pot fi ajustate pentru a asigura
rdspunsul optim dorit (de exemplu, un rdspuns terapeutic sau

profilactic). De exemplu, poate fi administrat un singur Dbo

(¥




-2009-00821--
0 10 -0- %8 04T

46

fi administrate cateva doze divizate in timp sau doza poate fi
redusd sau crescutd proportional dupd cum este indicat de
exigentele situatiei terapeutice. Este avantajos in mod special
s& se formuleze compozitii parenterale sub forma de doze unitate
pentru usurinta administrdrii si uniformitatea dozajului. Forma
de dozd unitate asa cum s-a folosit aici se referd la unitdti
fizice concrete potrivite ca dozaje unitare pentru tratarea
subiectilor mamifer; fiecare wunitate contine o cantitate
predeterminata a compusului activ calculata pentru a produce
efectul terapeutic dorit in asociere cu purtdatorul farmaceutic
necesar. Descrierea pentru formele unitate dozatd ale inventieil
sunt dictate de si direct dependent de (a) caracteristicile unice
ale compusului activ si de efectul terapeutic si profilactic
particular care trebuie atins, si (b)) limitdrile inerente 1in
domeniul compounddrii cum ar fi un compus activ pentru
tratamentul sensibilitdatii la indivizi.

Un domeniu exemplificator, nelimitativ pentru o cantitate
eficientd terapeutic si profilactic a unui anticorp sau portiune
de anticorp al inventiei este 0,1-20 mg/kg, mai preferat 1-10
mg/kg. Este de remarcat ca valorile dozajului pot varia cu tipul
si severitatea conditiei care trebuie ameliorata. Este de
inteles in plus cd pentru orice subiect particular, regimurile
specifice de dozaj vor fi ajustate in timp conform nevoii
individuale si aprecierii profesionale a persoanei care
administreaza sau supervizeaza administrarea compozitiilor, si
cd domeniile de dozaj mentionate aici sunt numai exemplificatoare
$si nu 1intentioneaza sa limiteze intinderea sau practica

compozitiei revendicate.

IV. Utilizari ale anticorpilor inventieil

Data fiind capacitatea lor de a se lega la hTNFa, anticorpii
anti-hTNFa, sau portiuni ale acestofa, ale inventiei se pot
folosi pentru a detecta hTNFa (de exemplu, intr-o probad biologica
cum ar fi ser sau plasmd), folosind un imunotest conventional,

cum ar fi analizele enzimda legatd la imunosorbent
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radioimunotest (RIA) sau imunohistochimia tesutului. Inventia
asigurd o metodd pentru detectarea hTNFa intr-o proba biologica
cuprinzand contactarea unei probe biologice cu un anticorp, sau
portiune de anticorp, a inventiei $i detectarea fie a
anticorpului (sau portiunii anticorp) legat la hTNFx sau anticorp
nelegat (sau portiune de anticorp), prin aceasta detectand hTNF«
intr-o probd biologicd. Anticorpul este direct sau 1indirect
marcat cu o substantd detectabild pentru a facilita detectarea
anticorpului legat sau nelegat. Substante detectabile adecvate
includ diverse enzime, grupdri prostetice, materiale fluorecente,
materiale luminiscente si materiale radioactive. Exemple de
enzime corespunzdtoare includ peroxidaza de la hrean, fosfataza
alcalinad, P-galactozidaza, sau acetilcolinesteraza; exemple de
complexe de grupdri prostetice corespunzatoare includ
streptavidind/biotind si avidind/biotinad; exemple de materiale
fluorescente corespunzdtoare includ umbelliferond, fluoresceina,
izotiocianat de fluoresceind, rodamind, diclorotriazinilamina,
fluoresceind, clorurd@ de dansil sau ficoeritrina; un exemplu de
material luminiscent include luminolul; si exemple de material
radiocactiv corespunzdtor include '*°I, '3'I, 3°S sau °H.

Alternativ la marcarea anticorpului, hTNFa poate fi cercetat
in fluide bioclogice printr-un imunotest de competitie folosind
standarde rhTNFa marcate cu o substantd detectabild si un
anticorp anti-hTNFoa nemarcat. In aceastd analiza, proba
biologica, standardele rhTNFa marcate si anticorpul anti-hTNFx
sunt combinate $1 se determind cantitatea de standard rhTNFo
legatd la anticorpul nemarcat. Cantitatea de hTNFa dintr-o proba
biologica este invers proportionald cantitdtii de standard rhTNFo
marcat legatd la anticorp anti-hTNFo.

Anticorpul DZ2E7 al inventiel se poate folosi de asemenea
pentru detectarea TNFa de la alte specii decat oameni, in special
TNFax de la primate (de exemplu, cimpanzeu, babuin, sanguin,

cynomolgus s$i rhesus), porc si soarece, deoarece D2E7 se poate

in Exemplul 4, subsectiunea E).
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Anticorpii si portiunile anticorp ale inventiei sunt
capabile s& neutralizeze activitatea hTNFa atdt in vitro cat si
in vivo (vezi Exemplul 4). Mai mult, cel putin unii dintre
anticorpii inventiei, cum ar fi D2E7, pot neutraliza activitatea
TNFa de la alte specii. In conformitate anticorpii si portiunile
anticorp ale inventiei pot fi folosite pentru inhibarea
activitatii TNFa, de exemplu intr-o culturda de celule care
contine hTNFa, la subiecti umani sau alti subiecti mamiferi care
au TNFa cu care anticorpul inventieil reactioneazad incrucisat (de
exemplu, cimpanzeu, babuin, sanguin, cynomolgus si rhesus, porc
sau soarece). Intr-o realizare, inventia asigurd o metodid pentru
inhibarea activitdtii TNFa cuprinzadnd contactarea TNFo cu un
anticorp sau portiune anticorp a inventiei astfel 1incat
activitatea TNFa este inhibatd. De preferintd TNFa este TNFo
uman. De exemplu, intr-o culturd de celule care contine, sau este
suspectatd c& ar contine hTNFa, se poate adduga un anticorp sau
portiune anticorp a inventiei la mediul de cultura pentru a
inhiba activitate a hTNFa din cultura.

Iin altd realizare, inventia asigurd o metodd pentru
inhibarea activitatii TNFa la un subiect care suferd de o
tulburare in care activitatea TNFa este ddundtoare. TNFo a fost
implicat in patofiziologia unei game largi de tulburdri (vezi de
exemplu, Moeller, A., et al. (1990) Citokine 2:162-169; brevet
SUA 5.231.024 pentru Moeller et al.; publicatia de Dbrevet
european 260 610 de Moeller, A.). Inventia asigurd metode pentru
activitatea TNFa 1la un subiect care suferd de o astfel de
tulburare, metodd care cuprinde administrarea la subiect a unui
anticorp sau portiune anticorp a inventiei astfel c& activitatea
TNFa din subiect este inhibatad. De preferintd, TNFa este uman si
subiectul este un subiect uman. Alternativ, subiectul poate fi
un mamifer care exprimda un TNFa cu care un anticorp al inventiei
reactioneazd 1incrucisat. Inci, in plus, subiectul poate fi un
mamifer iIn care s-a introdus hTNF« (de exemplu, prin
administrarea hTNFa sau prin expresia unei transgene hTNF«) . Un

anticorp al inventiel poate fi administrat la un subiect
A N
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pentru scopuri terapeutice (discute suplimentar mai jos). Mai
mult, un anticorp al inventiei poate fi administrat la un mamifer
care nu este oh care exprimd un TNFa cu care anticorpul
reactioneazad incrucisat (de exemplu, o primatd, porc sau soarece)
pentru scopuri veterinare sau ca un model animal al bolii umane.
Cu privire la cele din urmd, astfel de modele animale pot fi
utile pentru evaluarea eficacitdtii terapeutice a anticorpilor
inventiei (de exemplu, prin testarea dozajelor si duratelor de
timp pentru administrare).

Asa cum s-a folosit aici, termenul “o tulburare in care
activitatea TNFa este daundtoare” intentioneazd sa includa boli
si alte tulburdri in care prezenta TNFx intr-un subiect care
sufera de tulburare s-a dovedit a fi sau este suspectatd ca fiind
responsabild pentru patofiziologia tulburdrii sau un factor care
contribuie la o inrdutdtire a tulburdrii. In conformitate, o
tulburare 1in care activitatea TNFa este daunatoare este o
tulburare in care inhibarea activitdtii TNFa este asteptata sa
amelioreze simptomele si progresul tulburdrii. Asemenea tulburari
pot fi evidentiate, de exemplu, printr-o crestere in concentratia
de TNFo intr-un fluid biologic al subiectului care suferd de
tulburare (de exemplu, o crestere in concentratia de TNFx in ser,
plasmd, fluid sinovial, etc. al subiectului), care se poate
detecta de exemplu, folosind un anticorp anti-TNFax cum s-a
descris mal sus. Existd numerocase exemple de tulburdri in care
activitatea TNFua este daundtoare. Utilizarea anticorpilor sau
portiunilor de anticorp ale inventiei iIn tratamentul tulburdrilor

specifice este discutat suplimentar mai jos:

A. Sepsie

Factorul necrozei tumorii are un rol stabilit in
patofiziologia sepsiei, cu efecte biologice care includ
hipotensiune, supresie miocardicd, sindrom de scurgere vasculara,
necroza organelor, stimularea eliberirii mediatorilor toxici
secundari $i1 activarea cacscadei -caguldrii (vezi, de exemplu,

Moeller, a., et al. (1990) Cytokine 2:162-169; brevet

hY

(7




A-2009-00821--
-10-02-1897--

50

5.231.024 et al.; publicatia de brevet european 260 610 Bl de
Moeller, A.; Tracey, K.J. si Cerami, A. (1994) Annu. Rev. Med.
45:491-503; russel, D si Thompson, R.C. (1993) Curr. Opin.
Biotech. 4:714-721). In conformitate, anticorpii wumani si
portiunile de anticorp, ale inventiei ale inventiei se pot folosi
pentru tratarea sepsiei in oricare dintre manifestdrile sale
clinice, incluzdnd soc septic, soc endotoxic, sepsie dJram
negativd si sindromul soculuil toxic.

In plus, pentru tratarea sepsiei, un anticorp anti-hTNFa,
o portiune de anticorp, a inventiel se poate coadministra cu unul
sau mai multi agenti terapeutici suplimentari care pot ameliora
suplimentar sepsia, cum ar fi un inhibitor interleukind-1 )precum
cel descrisi in publicatiile PCT WO 92/16221 si WO 92/17583),
citokina interleukind-6 (vezi, de exemplu, publicatia PCT WO
93/11793) sau un antagonist al factorului de activare plachetara
(vezi, de exemplu, publicatia cererii de brevet european EP 374
510). Alte terapii combinate pentru tratamentul sepsiei sunt
discutate suplimentar in subsectiunea III.

Suplimentar, intr-o realizare preferatd, un anticorp anti-
hTNFa sau portiune de anticorp a inventiei se administreaza la
un sublect uman intr-un subgrup de pacienti cu sepsie care au o
concentratie in ser sau plasmd de IL-6 de peste 500 pg/ml, si mai
preferat 1000 pg/ml, la momentul tratamentului (vezi, publicatia
PCT WO 95/20978 de Daum, L., et al.).

B. Boli autoimune

Factorul necrozei tumorii a fost implicat ca jucand un rol
in patofiziologia unei diversitdti de boli autoimune. De exemplu,
TNFa a fost implicat 1in activarea inflamdrii tesutului care
produce distrugerea articulatiei in artrita reumatoidd (vezi, de
exemplu, Moeller, A. et al., (1990) Cytokine 2:162-169; brevet
SUA 5.231.024 de Moeller et al.; publicatia brevetului european
260.610 Bl de Moeller, A.; Tracey si Cerami, supra; Arend,W.O.
si Dayer,J-M. (1995) Arth.RHeum, 38:151-160; Fava,R.A.
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al. (1993) Clin.Exp.Immunol. 94:261-266). De asemenea, TNFa a fost
implicat in promovarea mortii celulelor insulei s$i 1iIn medierea
diabetului rezistent la insulind (vezi, de exemplu, Tracey $i
Cerami, supra; publicatie PCT WO 94/08609). De asemenea, TNFx a
fost implicat in medierea citotoxicitatii faf{d de oligodendrocite
si inducerea placii inflamatorii in scleroza multipla (vezi, de
exemplu, Tracey si Cerami, supra). Anticorpi himerici si
umanizati murin anti-hTNFa au fost supusi testdrii clinice pentru
tratamentul artritei reumatoide (vezi, de exemplu, Elliott, M.J.,
et al.(1994) Lancet 344:1125-1127; Elliott, M.J., et al.(1994)
Lancet 344:1105-1110; Rankin, E.C.,et al. (1995)Br.J.Rheumatol.
34:334-342) .

Anticorpi umani si portiuni de anticorp ale inventiei pot
fi folosite pentru tratarea bolilor autoimune, in special a celor
asociate cu inflamatie, incluzénd artrita reumatoidd, spondilita
reumatoidd, osteocartrita si artrita gutoasa, alergie, scleroza
multipld, diabet autoimun, uveitd autoimund si sindrom nefrotic.
De obicei, anticorpul sau portiunea de anticorp, se administreaza
sistemic, desi pentru anumite tulburdri, administrarea locala a
anticorpuluil sau portiunii de anticorp la un sit al inflamarii
poate fi beneficd (administrare locald in articulatii in artrita
reumatoidd sau aplicare topicd la ulcere diabetice, singur sau
in combinatie cu un derivat ciclohexan-iliden cum s-a descris in
publicatia PCT WO 93/19751). Un anticorp, sau portiune de
anticorp a inventiei se poate administra cu unul sau mai multi
agenti terapeutici suplimentari utili in tratamentul autoimune,

cum s-a discutat suplimentar iIn subsectiunea ITT.

C. Beli infectioase

Factorul necrozeil tumorii a fost implicat in medierea
efectelor biologice observate 1intr-o diversitate de boli
infecticase. De exemplu, TNFa a fost implicat in medierea
inflamdrii creierului si trombozei capilare si infarctuluil in

malarie. De asemenea, hINFa a fost implicat in medierea
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creier, declansarea sindromului de soc septic si activarea
infarctului venos in meningitd. De asemenea, TNFx a fost implicat
in inducerea casexiei, stimularea proliferdrii virale si medierea
lezdrii sistemului nervos cerntral in sindromul deficientel imune
dobandite (SIDA). In conformitate, anticorpii si portiunile
anticorp ale inventiei se pot folosi in tratamentul bolilor
infectioase, incluzdnd meningita bacteriana (de exemplu,
publicatia de brevet european EP 585 705), malaria cerebrals,
SIDA si complexul legat de SIDA (ARC) (vezi, de exemplu,
publicatia cererii de brevet european EP 230 574), precum si
infectia citomegalovirus secundara transplantdrii (vezi, de
exemplu, Fietze, E., et al.(1994) Transplantation 58:675-680).
Anticorpii si portiunile anticorp ale inventiei se pot folosi
pentru a ameliora simptomele asociate cu boli infectioase,
incluzand febrd si mialgie datoritd infectiei (ca influenza) si
casexia secundara infectiei (de exemplu, secundara la SIDA sau

ARC) .

D. Transplantare

Factorul necrozei tumorii a fost implicat ca un mediator
cheie al respingerii allogrefei si boala gazdei fatad de grefa
(GVHD) si in medierea unei reactii adverse care s-a observat céand
anticorpul OKT3 de sobolan, indreptat Iimpotriva complexului
celula T receptor CD3, se foloseste pentru a inhiba respingerea
transplanturilor renale (vezi, de exemplu, Eason, J.D.,et
al. (1995) Transplantarea 59:300-305; Suthanthiran, M. Si
Strom,T.B. (1994) New Engl.J.Med. 331:365-375). In conformitate,
anticorpii si portiunile anticorp ale inventiei se pot folosi
pentru inhibarea respingerii transplantului, inclusiv
respingerile allogrefelor si xenogrefelor si pentru inhibarea
GVHD. Desi anticorpul sau portiunea anticorp poate fi folosita
singurd, mai preferat se foloseste in combinatie cu unul sau mai

multi alti agenti care inhib& rdspunsul imun impotriva allogrefei

sau inhiba GVHD. De exemplu, intr-o realizare, un anticorp

portiune anticorp a inventiel se foloseste in combinatie cu
N
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pentru a inhiba reactiile induse OKT3. In altd realizare, un
anticorp sau portiune anticorp a inventiei se foloseste 1n
combinatie cu unul sau mai multi anticorpi dirijati la alte tinte
implicate in reglarea rdspunsurilor imune, cum ar f£i moleculele
suprafetei celulei CD25 (receptorul-o interleukina-2), CDlla (LFA-
1), CD%um(ICAM-1), CD4, CD45, CD28/CTLA4, CD80 (B7-I) si/sau
CD86 (B7-2). In inc& altd realizare, un anticorp sau portiune
anticorp a inventiei se foloseste in combinatie cu unul sau mai
multi agenti imunosupresivi generali, cum ar fi ciclosporina A

sa FK506.

E. Malignitate

Factorul necrozei tumorii a fost implicat in inducerea
casexiei, stimularea cresterii tumorii, intensificarea
potentialului metastatic si medierea citotoxicitdtii in
malignitidti. In conformitate, anticorpii si portiuni anticorp ale
inventiei, se pot folosi in tratamentul malignit&tilor, pentru
inhibarea cresterii tumorii sau metastazelor sgsi/sau pentru
ameliorarea casexiei secundare malignitdtii. Anticorpul sau
portiunea anticorp se poate administra sistemic sau local la

locul tumorii.

F. Tulburdri pulmonare

Factorul necrozeil tumorii a fost implicat in patofiziologia
sindromului insuficientel respiratorii la adult (ARDS), incluzéand
stimularea activarii leucocitd-endoteliald, dirijind citotoxici-
tatea spre pneumocite si inducand sindromul scurgerii vasculare.
In conformitate, anticorpii si portiunile anticorp ale inventiei
pot fi folosite pentru a trata diverse tulburdri pulmonare,
incluzénd sindromul insuficientei respiratorii la adult (vezi,
de exemplu, publicatia PCT WO 91/04054), soc pulmonar, boala
inflamatorie pulmonard, sarcoidozd pulmonard, fibroza pulmonarad
si silicozd. Anticorpul sau portiunea anticorp poate fi

administratd sistemic sau local la suprafata plamdnului, de

exemplu, ca un aerosol. Un anticorp sau portiune anticorg/@%””w%
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inventiei se poate administra de asemenea cu unul sau mai multi
agenti terapeutici suplimentari utili in tratamentul tulburéarilor

pulmonare, cum s-a discutat suplimentar in subsectiunea III.

G. Tulburdri intestinale

Factorul necrozei tumorii a fost implicat in patofiziologia
tulburdrilor inflamatorii ale intestinului (vezi, de exemplu,
Tracy,K.J.,et al. (1986) Science 234:470-474; Sun, X-M., et
al.(1988) J.Clin.Invest. 81:1328-1331; Macbonald, T. T., et
al., (1990) Clin.Exp.Immunol. 81:301-305). Anticorpi himerici
murini anti-hTNFa au fost supusi testdrii clinice pentru
tratamentul bolii 1lui Crohn (van Dullemen,H.E.,et al. (1995)
Gastroenterology 109:129-135). Anticorpi umani s$i portiuni
anticorp ale inventiei, se pot folosi de asemenea, pentru
tratarea tulburdrilor intestinale, cum ar fi boala idiopaticd
inflamatorie a intestinului, care include 2 sindromuri, boala lui
Crohn si colita ulcerativa. Un anticorp sau portiune anticorp a
inventiei poate fi administratd de asemenea cu unul sau mai multi
agenti terapeutici suplimentari utili in tratamentul tulburdrilor

intestinale, cum s-a discutat suplimentar in subsectiunea III.

H. Tulburdri cardiace

Anticorpii si portiunile anticorp ale inventiei pot fi
folosite de asemenea pentru tratarea diverselor tulbuari
cardiace, incluzdnd ischemia inimii (vezi, de exemplu, publicatia
cererii de Dbrevet european EP 453 898) si insuficienta inimii
(sldbirea muschiului inimii) (vezi, de exemplu, publicatia PCT
WO 94/20139).

I. Altele

Anticorpii si portiunile anticorp ale inventiei se pot
folosi de asemenea, pentru tratarea altor diverse tulburdri in
care activitatea TNFa este ddundtoare. Exemple de alte boli si
tulburdri 1In care a fost implicatd activitatea TNFa in

patofiziologie si care, astfel pot fi tratate folosind mﬁgﬁii\\
T
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anticorp sau portiune anticorp a inventiei includ tulburari
inflamatorii ale osului si resorbtiei osoase (vezi, de exemplu,
Bertolini,D.R.,et al.(1986) Nature 319:516-518; Konig,A.,et
al., (1988) J.Bone Miner.Res. 3:621-627; Lerner, U.H., si
Ohlin,A. (1993) J.Bone Miner.Res. 8:147-155; si Shankar, G. si
Stern,P.H. (1993) Bone 14:71-876), hepatite, incluzand hepatite
alcoolice (vezi, de exemplu, McClain,C.J. si Cohen,D.A. (1989)
Hepatology 2:349-351; Felver,M.E.et al. (1990) Alcohol. Clin. Exp.
Res. 14:255-259; si Hansen,J.,et al.(1994) Hepatology 20:461-474)
hepatite virale (Sheron,N.,et al.(1991) J.Hepatol. 12:241-245;
sl Hussain,M.J.,et al. (1994) J. Clin. Pathol. 47:1112-1115( si
hepatite explozive; tulburdri de coagulare (vezi, de exemplu, van
der Poll,T.,et al. (1990) N. Engl. J. Med. 322:1622-1627; si van
der Poll,T.,et al.(1991) Prog. Clin. Biol. Res. 367:55-60),
arsuri(vezi, de exemplu, Giroir,B.P.,et al.(1994) Am. J. Physiol.
267:H118~124; si Liu,X.S.,et al. (1994) Burns 20:40-44), leziune
de reperfuzare (vezi, de exemplu, Scales,W.E.,et al.(199%4) Am.
J. Physiol. 267:G1122-1127; Serrick,C., et al. (1994)
Transplantetion 58:1158-1162; si Yao,Y.M., et al. (1995)
Resuscitation 29:157-16¢8), formarea cheloidului (vezi, de
exemplu, McCauley,R.L.,et al. (1992) J. Clin. Immunol. 12:300-
308), formarea cicatricei tesutului; febra; tulburare

periodontald; obezitate si toxicitate de iradiere.

Aceastd inventie este ilustratd suplimentar prin exemplele
care urmeaza care nu vor fi interpretate ca limitative.
Continuturile tuturor referintelor, brevetelor si cererilor de
brevet publicate citate in aceastd cerere sunt incorporate aici

ca referinte.
EXEMPLUL 1: Analiza cineticii legarii anticorpilor umani la hTNFx

Interactiunile de legare in timp real dintre ligand (TNF«

uman recombinant biotinilat (rhTNFa) imobilizat pe o matri
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biosenzor) si analit (anticorpii in solutie) s-au masurat prin
rezonanta suprafetei plasmonului (SPR) folosind sistemul BIAcore
(Pharmacia Biosensor, Piscataway, NJ). Sistemul utilizeaza
proprietatile optice ale SPR pentru a detecta alterdari 1in
concentratiile proteinei 1Iintr-o matrice dextran biosenzor.
Proteinele sunt legate covalent la matricea dextran la
concentratii cunoscute. Anticorpii sunt injectati in matrice
dextran si 1intre anticorpii injectati care se leaga 1In mod
specific si ligandul imobilizat rezulta o crestere a
concentratiei proteinei din matrice s$i schimbarea rezulta 1in
semnalul SPR. Aceste schimbari in semnalul SPR sunt inregistrate
ca unitdti de rezonantd (RU) si sunt afisate fatd de timp de-a
lungul axei y ale unei senzograme.

Pentru a facilita imobilizarea rhTNFa pe o matrice
biosenzor, streptavidina este legatd covalent prin intermediul
grupdrilor amind libere la matricea dextran activand mai intéi
grupdrile carboxil pe matrice cu 100 mM N-hidroxisuccinimid&
(NHS) si 400 mM clorhidrat de N-etil-N’-(3-dietilaminopropil)-
carbodiimidd (EDC). In continuare, streptavidina se injecteazi
prin matricea activatd. Se injecteazd 35 pl streptaviding (25
pg/ml) diluatd in acetat de sodiu, pH 4,5 in biosenzorul activat
si aminele libere de pe proteind sunt legate direct la gruparile
carboxil activate. Esterii EDC ai matricel nereactionati sunt
dezactivati printr-o injectie cu 1 M etanolamind. Fragmente
biosenzor cuplat streptavidind sunt de asemenea accesibile
comercial (Pharmacia BR-1000-16, Pharmacia biosensor, Piscataway,
NJ) .

S-a preparat rhTNFoa biotinilat dizolvadnd mai int&i 50 mg
biotind (esterul acidului D-biotinil-e-aminocaproic N-hidroxisuc-
cinimidd; Boehringer Mannheim Cat. No. 1008 960) in 500 nl
dimetilsulfoxid pentru a obtine o solutie 10 mg/ml. S-au addugat
10 pl biotind per ml rhTNFa (la 2,65 mg/ml) pentru un raport
molar 2:1 biotind fata de rhTNFo. Reactia s-a amestecat cu grija
si s—a incubat 2 ore in intuneric la temperatura camerei. S-a

echilibrat o coloand PD-10, Sephadex G-25M (Pharmacia Catolog
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17-0851-01) cu 25 ml PBS rece si s-a incarcat cu 2 ml rhTNFo-
biotind per coloand. Coloana s-a eluat cu 10xl ml PBS rece.
Fractiile s-au colectat si s-au citit la 0D280 (1,0 OD=1,25
mg/ml). Fractiile corespunzdtoare s-au strédns si s-au depozitat
la -80°C pa&nd la utilizare. De asemenea, rhTNFo biotinilat este
accesibil comercial (R&D Systems Catalog Nr.FTAOQO, Minneapolis,
MN) .

Pentru a fi imobilizat rhTNFa biotinilat pe matrice prin
intermediul streptavidinel s-a diluat iIn tampon de migrare PBS
(Gibco Cat.Nr. 14190-144, Gibco BRI, Grand Island, NY)
suplimentat cu 0,05% surfactant (BIAcore) P20 (Pharmacia BR-1000-
54, Pharmacia Biosensor, Piscataway, NJ). Pentru a determina
capacitatea anticorpilor specifici rhTNFo de a lega rhTNFo
imobilizat, s-a dirijat un test de legare dupa cum urmeazd: s-au
injectat alicote de rhTNFa biotinilat (25 nM; alicote 10 pl) prin
matricea dextran cuplata streptavidind la o ratd de curegere de
5 pl/minut. Inaintea injectdrii proteinei si imediat dupd s-a
trecut un curent de tampon PBS prin fiecare celula de curgere.
Diferenta neta in semnal intre linia de baz& si aproximativ 30
secunde dupa completarea injectdrii rhTNFa biotinilat s-a
considerat a reprezenta valoarea legdrii (aproximativ 500 RU).
S-a mdsurat legarea directd anticorp specific rhTNFa la rhTNFa
imobilizat biotinilat. S-au diluat anticorpi (20pg/ml) in tampon
de migrare PBS si s-au injectat alicote de 25 pl in matricele de
proteind imobilizatd la o ratd de curgere de 5 pl/minut. Inaintea
injectarii anticorpului si imediat dupd s-a trecut un flux de PBS
prin fiecare celuld de curgere. Diferenta netad in semnalul liniei
de bazd si semnalul dupd completarea injectdrii anticorp s-a
considerat a reprezenta valoarea de legare a probei particulare.
S-au regenerat matricile bicsenzor folosind 100 mM HC1l inaintea
injectarii probei wurmdtoare. Pentru determinarea ratei de
detasare (K. ) pe rata de atasare (K,,) s-a folosit software-ul
de evaluare cinetica BIAcore (versiunea 2.1) a constantelor ratei

de asociere (K,) si ratei de disociere (K,).

Rezultatele reprezentative ale legarii DZE7 (anticorp
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de lungime intreaga) la rhTNFo biotinilat, cum s-a comparat la
mAb de soarece MAK 195 (fragment F(ab’),) sunt prezentate mai Jjos
in Tabelul 1.

Tabelul 1: Legarea D2E7 IgG4 sau MAK 195 la rhTNFoa biotinilat

rhTNFa, Ab, legat, K eer SEC W
Anticorp [Ab],nM legat, RU RU rhTNFo/Ab 1, (Avg)
D2E7 267 373 1215 1,14 8,45x107°
133 420 1569 1,30 5,42x107°
67 434 1633 1,31 4,75x107°
33 450 1532 1,19 4,46x107°
17 460 1296 0,98 3,47x107°
8 486 936 0,67 2,63x107°
4 489 536 0,38 2,17x10°°
2 470 244 0,18 3,68x107°
(4,38x107%)
MAK 195 400 375 881 1,20 5,38x107°
200 400 1080 1,38 4,54x10°°
100 419 1141 1,39 3,54x107°
50 427 1106 1,32 3,67x107°
25 446 957 1,09 4,41x10°°
13 464 708 0,78 3,66x107°
| 6 474 433 0,47 7,37x107°°
3 451 231 0,26 6,95x107°
{4,94x10°°)

In a doua serie de experimente dintre un IgGl formd de
lungime intreagd a D2E7 si rhTNF s-a analizat cantitativ folosind
tehnologia BIAcore s$i s-au derivat constantele ratei cinetice si

s—au rezumat mai jos 1in Tabelele 2, 3 si 4.

Tabelul 2: Constantele rateij de disociere aparentd a

N N

N
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interactiunii dintre D2E7 si rhTNF biotinilat
Experiment Ky(s™)
1 9,58x107°
2 9,26x107°
3 7,60x107°
Medie 8,81+1,06x107°

Tabel 3: Constantele ratei de asociere aparentd dintre D2E7 gi
rhTNF biotinilat
Experiment K, (M, s1)
1 1,33x10°
2 1,05x10°
3 3,36x10°
Medie 1,91#1,26x10°

Tabel 4: Rata cineticd aparentd si constantele afinitdtii D2E7

si rhTNF
Experiment K, (M7, 57) Kq(s7) Kq (M) ]
1 1,33x10° 9,58x107° 7,20x107%° A‘T
2 1,05x10° 9,26x10°8 8,82x107
3 3,36x10° 7,60x107° 2,26x107°
Medie 1,91+1,26x10° 8,81+1,06x10°° 6,00+3,42x1071"

fy

Constantele ratei de disociere si asociere s-au calculat prin
analiza regiunilor disocierii si asocierii a senzogramelor prin
software-ul analizei BIA. S-~au asumat cineticile reactiei chimice
conventionale pentru interactiunea dintre D2E7 si molecula rhTNF:
cinetici o disociere de ordinul 0 si asociere de ordinul 1.
Pentru analizd, s-a considerat numai interactiunea dintre un brat
al anticorpului bivalent D2E7 si o unitate a rhTNF biotinilat
trimeric in alegerea modelelor moleculare pentru analiza datelor
cinetice. S-au realizat 3 experimente independente si rezultatele
s-au analizat separat. Media constantel ratei disocierii aparente

dintre D2E7 si rhTNF biotinilat a fost 8,81+1,06x107°s™! si media
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constantei ratei asocierii aparente, k, a fost 1,9141,26x10°M's™ .
Constanta disocierii intrinsece aparente (K,;) a fost calculata
apol prin formula: Kg=ks/k,. Astfel, media K; a anticorpului D2E7
pentru rhTNF derivata de la parametrii «cinetici a fost
6,09+3,42x107'°M. Diferentele minore in valorile cinetice pentru
forma IgGl a D2E7 (prezentate in Tabelele 2, 3 si 4) si forma
IgG4 a D2E7 (prezentatd in Tabelul 1 si Exemplele 2 si 3) nu sunt
considerate a fi diferente reale care rezulta din prezenta
regiunilor constante fie IgGl, fie IgG4, ci mai degraba sunt
considerate ca puténd fi atribuite mdsurdtorilor concentratiei
anticorp mai precise folosite pentru analiza cineticii IgGl. In
conformitate, wvalorile cineticii pentru forma IgGl a D2E7
prezentate aici sunt considerate a fi parametrii cei mai precisi

pentru anticorpul D2E7.
EXEMPLUL 2: Scanarea mutagenezei alaninei a domeniilor CDR3 D2E7

S-au introdus o serie de mutatii alanind singulare prin
metode standard aldaturi de domeniul CDR3 al regiunilor D2E7 VL
s$i D2E7 VH. Mutatiile catenei usocare sunt ilustrate in Figura B
(LD2E7*.A1, LD2E7*.A3, LD2E7*.A4, LD2E7* A5, LD2E7*.A7 si
LD2E7*.A8, avand o mutatie alanina la pozitia 1, 3, 4, 5, 7, sau
respectiv 8 ale domeniului D2E7 VL CDR3). Mutatiile catenei grele
sunt 1ilustrate in Figura 2B (HD2E7*.Al, HD2E7*.A2, HD2E7*.A3,
HD2E7*.A4, HD2E7* .A5, HD2E7*.A6, HD2ET7* . AT, HD2E7* . AB si
HD2E7*.A9, avand o mutatie alanina la pozitia 2, 3, 4, 5, 6, 8,
9, 10 sau respectiv, 11 a domeniului D2E7 VH CDR3). Cineticele
interactiunii rhTNFa cu un anticorp compus al tipului salbatic
D2E7 VL si VH s-au comparat cu cele ale anticorpilor compusi din
1) un tip séalbatic D2E7 VL imperecheat cu D2E7 VH cu o alanind
substituitad; 2) un DZE7 VH de tip sdlbatic imperecheat cu D2E7
VL cu o alaninda substituitd; sau 3) D2E7 VL cu alanina
substituitd imperecheat cu un D2E7 VH alanind substituita. Toti
anticorpii s-au testat ca molecule IgG4 de lungime intreagd.

Cineticile interactiunii anticorpilor cu rhTNFa s-
\\ .
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determinat prin rezonanta suprafetei plasmonului cum s-a descris
in Exemplul 1. Ratele detasdrii K, pentru diferite perechi VH/VL

sunt rezumate mai jos in Tabelul 5:

Tabelul 5: Legarea mutantelor D2E7 scan-alanind 1la rhTNFg

biotinilat
VH VL Korisec™)

D2E7 VH D2E7 VL 9,65x107°
HD2E7*.A1l D2E7 VL 1,4x1071
HD2E7*.A2 D2E7 VL 4,6x107"

HD2E7* .A3 D2E7 VL 8,15x10°¢
HD2E7*.R4 D2E7 VL 1,8x10™ AJ
HD2E7*.A5 D2E7 VL 2,35x107° h
HD2E7*.RA6 D2E7 VL 2,9x107°
HD2E7* . A7 D2E7 VL 1,0x10
HD2E7* . A8 | D2E7 VL 3,1x10™
HD2E7*.A9 D2E7 VL 8,1x10™"

D2E7 VH LD2E7*.Al 6,6x107°

D2E7 VH LD2E7*.A3 NETECTABIL

D2E7 VH LD2E7*.R4 1,75X107¢

D2E7 VH LD2E7*.A5 1,8X107*

D2E7 VH [ LD2E7*.A7 1,4%X10

D2E7 VH i LD2E7*.A8 3,65%107

|
HD2E7*.RA9 ! LD2E7*.Al 1,05%107°

Aceste rezultate demonstreazd c& majoritatea pozitiilor
domeniilor CDR3 ale regiunii D2E7 VL si regiunii VH sunt
favorabile substituiril cu un singur rest alanind. Substitutie
unei singure alanine la pozitia 1, 4, 5 sau 7 a domeniului CDR3

al DZE7 VH sau la pozitia 2, 5, 6, 8, 9, sau 10 ale domeniulul

(¥
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s—-a comparat la anticorpul D2E7 parental de tip sdlbatic.
Substitutia alaninei la pozitia 8 a D2E7 VL CDR3 sau la pozitia
3 a D2E7 VH CDR3 di& K, de 4 ori mai rapidd si o substitutie
alanind la pozitia 4 sau 11 a D2E7 VH CDR3 da K. de 8 ori mai
rapidd, aradtand ca aceste pozif{ii sunt mai critice pentru legare
la hTNFa. Totusi, o singurd substitutie alanind la pozitia 1, 4,
5, 7, sau 8 a domeniului CDR3 al D2E7 VL sau la pozitia 2, 3, 4,
5, 6, 8, 9, 10, sau 11 a domeniului CDR3 al DZE7 VH rezultad inca
intr-un anticorp anti-hTNFa care are K., de 1x10? sec™ sau mai

mic.
EXEMPLUL 3: Analiza legarii anticorpilor inruditi D2E7

O serie de anticorpi inruditi in secventd la D2E7 s-au
analizat pentru legarea lor la rhTNFa, asa cum s-a comparat cu
D2E7, prin rezonanfa suprafetei plasmonului cum s-a descris in
Exemplul 1. Secventele aminocacide ale regiunilor VL testate sunt
prezentate iIn Figurile 1A si 1B. Secventele amincacide ale
regiunilor VH testate sunt prezentate in Figurile 2A si 2B.
Ratele K, pentru diverse perechi VH/VL (in formatul indicat fie
ca anticorp de lungime integrald IgGl sau IgG4, fie ca scFv) sunt

rezumate mai jos in Tabelul 6.

Tabelul 6: Legarea anticorpilor D2E7 legati la rhTNFo biotinilati

[ VH VL Format Koselsec)
(7 D2E7 VH D2E7 VL IgG1/1gG4 9,65x107°
- VH1-D2 LOE7 I1GG1/1IGG4 7,7x107°
VH1-D2 LOE7 scFv 4,6x107"
VH1-D2.N LOE7.T IGG4 2,1x10°°
VH1-D2.Y LOE7.A IGG4 2,7x107°

[ VH1-D2.N LOE7.A I1GG4 3,2x107°
I VH1-D2 EP Bl12 scFv 8,0x10™
VH1-D2 25Db4 VI, sckv 1,94%x1073

3C-H2 LOE7 scFv | 1,5x10°%¢

i
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2SD4 VH LOE7 scFv 6,07x10"? 44J
2SD4 VH 2SDb4 VL scFv 1,37x10°?
VH1Al1l 28D4 VL scFv 1,34x107?
VH1B12 2sD4 VL scFv 1,01x107°
VH1B11 2SDb4 VL scFv 9,8x107°
VH1EA4 2sD4 VL scFv 1,59x1072
VH1F6 2sD4 VL scFv 2,29x107?
VH1DS8 28D4 VL scFv 9, 5x107?
VH1G1 25D4 VL scFv 2,14x1072
2SD4 VH EP B12 SscFv 6,7x1073
2sp4 VH VL10E4 scFv 9,6x107
2SD4 VH VL100A9 scFv 1,33x107?
25D4 VH VL100D2 scFkFv 1,41x10°?
2sD4 VH VL10F4 scFv 1,11x107?
2SD4 VH VLLOES scFv 1,16x107?
2sD4 VH VLLOF9 scFv 6,09%x107°
2SD4 VH VLLOF10 scFv 1,34x107?
2SD4 VH VLLOG7 scFv 1,56x107?
28D4 VH VLLOGY scFv 1,46x107?
2SD4 VH VLLOH1 scFv 1,17x107?
2SD4 VH VLLOH10 scFv 1,12x107?
2SD4 VH VL1B7 scFv 1,3x107
2SD4 VH VL1cC1 scFv 1,36x1072
2SD4 VH VLC7 SCFv 2,0x102 4J
2SD4 VH VLO.1F4 scFv 1,76x107?
2SD4 VH VLO.1H8 scFv 1,14x%x10°
Ratele lente (adicd, K, :<1x10™sec™) pentru anticorpi de

lungime intreagd (adicd, format IgG) avadnd un VL selectat de la

D2E7, LOE7, LOE7.E si LOE7.A, care au fie o treonind, fie o
alanina la pozitia 9, aratd cd pozitia 9 a CDR3 D2E7 VL poate fi
ocupata de oricare dintre aceste doud resturi f&rd afectarea
substantiald a K,;. In conformitate, un motiv consens pentru CDR3

D2E7 VL cuprinde secventa aminocacidd: Q-R-Y-N-R-A-P-Y-(T/RA) (SE

e
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ID NR:3). Mai mult, (adicd, K, <1x10™%sec™) pentru anticorpi care
au un VH selectat de la D2E7, VH1-D2E7.N si VH1-D2E7.Y, care au
fie o tirozini, fie o asparagind la pozitia 12, aratd cd pozitia
12 a CDR3 D2E7 VH poate fi ocupatd de oriéare dintre aceste 2
resturi fird a afecta substantial K,,. In conformitate, un motiv
consens pentru CDR3 D2E7 VH cuprinde secventa aminoacidd: V-S-Y-
L-S-T-A-S-S-L-D(Y/N) (SEQ ID NR:4).

Rezultatele prezentate 1in Tabelul 6 demonstreaza ca&,
anticorpii care contin regiunea 2SD4 VL sau VH CDR3 prezinta K,
mai rapidd (adicd K,,21x107%sec™) cum s-a comparat la anticorpii
care contin regiunea D2E7 VL sau VH CDR3. In VL CDR3, 2SD4 difera
de D2E7 la pozitiile 2,5 si 9. Asa cum s-a discutat mai sus,
totusi, pozitia 9 poate fi ocupatd de Ala (ca in 2SD4) sau Thr
(ca in D2E7) f&dra afectarea substantiald a Ky . Astfel, prin
comparatia 2SD4 si D2E7, pozitiile 2 si 5 ale D2E7 VL CDR3,
ambele arginine, pot fi indicate <ca fiind c¢ritice pentru
asocierea anticorpului cu hTNFa. Aceste reziduuri ar putea fi
direct implicate ca resturi de contact in situl de legare
anticorp sau ar putea contribuil critic la mentinerea arhitecturii
scheletului moleculei de anticorp in aceastd regiune. Considerand
importanta pozitiei 2, inlocuirea Arg (in LOE7, care are acelasi
VL CDR3 ca D2E7) cu Lys (in EP Bl2) accelereazd rata detasarii
prin factorul 2. Considerand importanta pozitiei 5, inlocuirea
Arg (in D2E7) cu Ala (in LD2E7*.A5), cum s-a descris in Exemplul
2, de asemenea accelereazd rata detasadrii de 2 ori. Mai mult,
farda Arg la pozitiile 2 si 5 (in 28SD4), rata detasarii este de
5 ori mai rapidd. Cu toate acestea, ar fi de remarcat ca desi
pozitia 2 este importantd pentru imbundtdtirea legdrii la hTNF«,
o schimbare la aceastd pozitie poate fi negatd prin schimbdri la
alte pozitii, asa cum s-a observat in VLLOE4, VLLOH1 sau VLO.1HS.

In VH CDR3, 2SD4 diferd de D2E7 la pozitiile 1, 7 si 12. Asa
cum s-a discutat mai sus, totusi pozitia 12 poate fi ocupatd prin
Asn (ca in 2SD4) sau Tyr (ca in D2E7) far& afectarea substantiala
a Kie. Astfel, iIn comparatia a 2SD4 si D2E7, pozitiile 1 si 7 ale
D2E7 VH CDR3 pot fi identificate ca fiind critice pentru leg g@?ﬁﬁ>\\




0-2009-00921- - W
10-02-19397- -

65

la hTNFx. Asa cum s—~a discutat mai sus, aceste resturi ar putea
fi implicate direct ca resturi de contact in situl de legare
anticorp sau ar putea contribui critic la mentinerea arhitecturii
scheletului moleculei anticorpului din aceastd regiune. Ambele
pozitii sunt importante pentru legare la hTNFa deoarece atunci
cand se foloseste 3C-H2 VH CDR3 (care are o valina pentru
schimbare alanind la pozitia 1 considerdnd D2E7 VH CDR3) scFv are
o ratd de detasare de 3 ori mai rapidd@ decdt atunci cand se
foloseste D2E7 VH CDR3, dar aceastd ratd de detasare este 1inca
de 4 ori mai lentd decat atunci cé&nd se foloseste 2SD4 VH CDR3
(care are schimbdri la ambele pozitii 1 si 7 fata de D2E7 VH

CDR3) .
EXEMPLUL 4: Activitate functionala a D2E7

Pentru a examina activitatea functionald a D2E7, anticorpul
s-a folosit 1In céteva analize care mdsoara capacitatea
anticorpului de a inhiba activitatea hTNF«, fie in vitro, fie 1in

vivo.

A. Neutralizarea citotoxicitdtii indusd TNFx in celule 1.929

TNFax uman recombinant (rhTNFa) produce citototxicitate
celulara pentru celule murine L929 dupd o perioadd de incubare
de 18-24 ore. Anticorpi umani anti-hTNFx au fost evaluati in
analize L929 prin coincubarea anticorpilor cu rhTNFa si celule
dupd cum urmeaza. O placd de microtitrare cu 96 godeuri continand
100 pl Ab anti-hTNFa a fost diluatd serial 1/3 in duplicate
folosind mediul RPMI care contine 10% ser fetal bovin (FBS). S-au
addugat 50 pl rhTNFa pentru o concentratie finald de 500 pg/ml
in fiecare godeu cu probd. Apoi, plédcile s-au incubat 30 minute
la temperatura camerei. In continuare, s-au adiugat celule
fibroblastice de socarece 1929 sensibile la TNFa pentru o
concentratie finald de 5x10° celule per godeu, incluzéand 1 pg/ml

i
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plus celule. Aceste controale si o curbd standard TNFa, 1in
domeniul de la 2 ng/ml pé&nd la 8,2 pg/ml, s-au folosit pentru
determinarea calitdtii analizei s$i pentru a asigura o fereastrad
a neutralizdrii. Apoi, placile s—au incubat peste noapte (18-24
ore) la 37°C in 5% CO,. S-au indepdrtat 100 pl mediu din fiecare
godeu si s-au addugat 50 pl de 5 mg/ml bromurd de 3, (4,4-
dimetiltiazol-2-1l1)2,5-difenil-tetrazoliu (MTT; accesibila
comercial de la Sigma Chemical Co., St.Louis, MO) in PBS. Apoi,
plicile s-au incubat 4 ore la 37°C. S-au addugat apoi 50 pl
dodecil sulfat de sodiu 20% (SDS) la fiecare godeu si placile s-
au incubat peste noapte la 37°C. S-a mdsurat densitatea opticd la
570/630 nm, curbele s-au marcat pentru fiecare probd si s-au
determinat valorile IC,, prin metode standard.

Rezultatele reprezentative pentru anticorpi umani avand
diverse perechi VL si VH, asa cum s-au comparat la mAb murin MAK

195, sunt prezentate in Figura 3 si in Tabelul 7 de mai jos.

Tabelul 7: Neutralizarea cititoxicitd8tii 1,929 indusd8 TNFo

VH vL Structura IC:o M
D2E7 D2E7 scFv 1,1x10°t°
D2E7 D2E7 IgG4 4,7x10™
25Db4 25D4 scFv/IgGl/IgG4 3,0x1077

B 2SD4 LOE7 scFv 4,3x10°®
VH1-D2 2SD4 scFv 1,0x10®
VH1-D2 LOE7 scFv/IgGl/IgG4 3,4x107°
VH1~D2 LOE7.T 19G4 8,1x10™1
VH1-D2 LOE7.T IgG4 1,3x107%°
VH1-D2 LOE7.A IgG4 2,8x10°!
VH1-D2 LOE7.A IgG4 6,2x1071
MAK 195 MAK 195 scFv 1,9x10°°
MAK 195 MAK 195 F(ab’), ' 6,210

Rezultatele din Figura 3 si Tabelul 7 demonstreazid cd anticorpul
uman anti-hTNFoa D2E7 si diversi anticorpi inruditi D2E7,

neutralizeaza citotoxicitatea L929 indusd TNFo cu o capacita
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aproximativ echivalentd celei a mAb murin anti-hTNFoa MAK 195.
In altd serie de experimente s-a examinat cum s-a descris

mai sus, capacitatea formei 1IgGl a D2E7 de a neutraliza

citotoxicitatea L929 indusd TNFa. Rezultatele de la 3 experimente

independente si media acestora sunt rezumate in Tabelul 8 de mai

jos:
Tabelul 8: Neutralizarea citotoxicitdtii 1,929 indusd TNF rin
IgGl D2E7
Experiment IC.o[M]

1 1,26x1071'°

2 1,33x107'°

3 1,15x10°'°

Medie 1,25+0,01x107!°

Aceastd serie de experimente a confirmat cd& D2E7, in forma
IgGl de 1lungime 1intreagd, neutralizeazd citotoxicitatea L929

indusd TNFa cu IC.,[M] mediu de 1,25+0,01x107%°,

B. Inhibarea legdrii TNFo _la receptori TNFg pe celule U-937

Capacitatea anticorpilor umani anti-hTNFa de a inhiba
legarea hTNFa la receptori hTNFa pe suprafata celulelor a fost
examinata folosind linia de celule U-937 (ATCC nr. CRL 1593), o
linie celulara histiociticd umand care exprimd receptori hTNF«.
Celulele U-937 s-au crescut in mediu RPMI 1640 suplimentat cu 10%
ser fetal bovin (Hyclone A-1111, Hyclone Laboratories, Logan,
UT), L-glutamina (4 nM), solutie tampon HEPES (10 mM), penicilind
(100 npg/ml) si streptomicind (100 pg/ml). Pentru a examina
activitatea anticorpilor IgG, celule U-937 s-au preincubat cu PBS
suplimentat cu 1 mg/ml IgG uman (Sigma I-4506, Sigma Chemical
Co., St.Louis, MO) timp de 45 minute pe gheatid si apoi celulele
s—au spalat de 3 ori cu tampon de legare. Pentru testul legdrii
receptorului, celulele U-937 (5x10° celule/godeu) s-au incubat

intr-un tampon de legare (PBS suplimentat cu 0,2% albuming se;&éﬁ \\\
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bovind) in plé&dci de microtitrare cu 96 godeuri (Costar 3799,
Costar Corp., Cambridge, MA) impreund cu rhTNFo marcat ***I (3 x
107 M; 25 pCi/ml; obtinut de la BEB Research Products,
Wilmington, DE), cu sau fard anticorpi anti-hTNFo, intr-un volum
total de 0,2 ml. Pldcile s-au incubat pe gheatd timp de 1,5 ore.
Apoi, 75 pl al fiecdrel probe s-au transferat la eprubete de
testat 1,0 ml (Sastedt 72,700, Sarstedt Corp., Princeton NJ)
contindnd dibutilftalat (Sigma D-2270, Sigma Chemical Co.,
St.Louis,MO) si dinonilftalat (ICN 210733, ICN, Irvine, CA).
Eprubetele de testat au continut un amestec 300 pl de
dibutilftalat si dinonilftalat, raport volum respectiv 2:1. S-a
indepdrtat rhTNFa marcat !?°I, 1liber (adicd, nelegat) prin
microcentrifugare timp de 5 minute. Apoi, fiecare eprubetd de
testat a continut in final un pelet celular care s-a decupat cu
ajutorul unei foarfeci pentru microeprubete (Bel-Art 210180001,
Bel-Art Products, Pequannock, NJ). Peletul celular contine rhTNF«
marcat '*°I legat la receptorul TNFa p60 sau p80, in timp ce in
faza apoasd de mai sus amestecul de ulei contine un exces de
rhTNFo liber marcat !?°I. Toate peletele celulare s-au colectat
intr-o eprubetd de numarare (Falcon 2052, Becton Dickinson
Labware, Lincoln Park, NJ) si s-au numdrat intr-un contor de
scintilatie.

Rezultatele reprezentative sunt prezentate in Figura 4.
Valoarea IC;, pentru inhibarea legarii hTNFa de catre D2E7 la
receptori hTNFoa pe celule U-937 este de aproximativ 3x10°** M in
aceste experimente. Aceste rezultate, demonstreazd cd anticorpul
uman anti-hTNFoa D2E7 inhibd legarea rhTNFa la receptori hTNFa pe
celule U-937 la concentratil aproximativ echivalente celor ale
mAb murin anti-hTNFo MAK 195,

In altd serie de experimente a fost examinati cum s-a
descris mai sus capacitatea formei IgGl a D2E7 de a inhiba
legarea rhTNFa la receptori hTNFo pe celule U-937. Rezultatele
de la 3 experimente independente si media lor sunt rezumate in

Tabelul 9.
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Tabelul 9: Inhibarea legdrii receptorului TNF pe celule U-937

prin IgGl D2E7

Experiment IC,,[M]
1 1,70x10°1°
2 1,49x1071°
3 1,50x10°1°
Medie 1,56+0,12x1071°

Aceastd serie de experimente a confirmat cd D2E7, in forma
IgGl de lungime 1intreagd, inhibad legarea receptorului TNF pe
celule U-937 cu ICy[M] mediu de 1,56+0,12x1071°,

Pentru a ivestiga potenta inhibitoare a D2E7 in legarea
rhTNF !2°T la receptori individuali p55 si p75, s-a realizat un
radioimunotest in fazd solidda. Pentru a mdsura valorile IC;, ale
D2E7 pentru receptori separati TNF, s-au incubat diverse
concentratii ale anticorpului cu 3x107'° concentratie de rhTNF
12°T. Apoi, amestecul s-a testat pe pléci separate continand
receptor fie p55, fie p75 TNF intr-un mod dependent de doza.

Rezultatele sunt rezumate mai jos in Tabelul 10:

Tabelul 10: Inhibarea legdrii receptorului TNF la p55 si p75 TNFR
prin D2E7 IgGl

ICs,[M] 1

Reactiv p55 TNFR p75 TNFR
D2E7 1,47x10°° 1,26x107°
rhTNF 2,31x10°° 2,70x10"°

Inhibarea legd&rii rhTNF '#I la receptori p55 si p75 TNF pe celule
U,937 prin D2E7 a urmat o curbd sigmoidald simpld, indicéand
valori ICs pentru fiecare receptor. in experimentele
radioimunotest in fazd solidd (RIA) cu receptori recombinanti
TNF, s-au calculat valori IC,, pentru inhibarea leg&rii rhTNF 1!%°T
la receptorii pb55 si p75 prin D2E7 ca 1,47x107° si respectiv,
1,26x107° M. Descresterea in valorile IC,, in faza solidid s-a

datorat probabil densitdtii mai mari a receptorilor in fo
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RIA, deoarece rhTNF nemarcat a inhibat de asemenea, cu valori IC,,
similare. Valorile IC,, pentru inhibarea legdrii rhTNF '*°I 1la
receptorii p55 si p75 prin rhTNF nemarcat au fost 2,31x107° si
respectiv, 2,70x107° M.

C. Inhibarea expresiei ELAM-1 pe HUVEC

Celule endoteliale ale venei ombilicale umane (HUVEC) pot
fi induse sd exprime molecula 1 de adeziune a leucocitului 1la
celula endoteliald (ELAM-1) pe suprafata celulei lor prin
tratament cu hTNFoa, care poate fi detectat prin reactia HUVEC
tratate hTNFa cu un anticorp de sgocarece anti-uman ELAM-1.
Capacitatea anticorpiler umani anti-hTNFo de a inhiba aceasta
expresie indusd TNFa a ELAM-1 pe HUVEC s-a examinat dupd cum
urmeazda: HUVEC (ATCC Nr. CRL 1730) s-au plasat in pldci cu 96
godeuri (5x10* celule/godeu) si s—au incubat peste noapte la 37°C.
In ziua urmdtoare, s-au preparat dilutii seriale de anticorp uman
anti-hTNFoa (1:10) intr-o placd de microtitrare, incepand cu 20-
100 ng/ml anticorp. O solutie stoc de rhTNFa s-a preparat la 4,5
ng/ml, s-au addugat alicote rhTNFo la fiecare godeu continand
anticorp si continuturile s-au amestecat bine. Controcalele au
inclus numai mediu, mediu plus anticorp anti-hTNFo si mediu plus
rhTNFa. Placile HUVEC s-au indepdrtat de la incubarea lor la 37°C
peste noapte s$i mediul din fiecare godeu s-a aspirat cu grija&.
S-au transferat 200 pul amestec anticorp-rhTNFoa la fiecare godeu
al pldcilor HUVEC. Apoi, pldcile HUVEC s-au incubat in continuare
la 37°C timp de 4 ore. In continuare, stocul de anticorp murin
anti-ELAM-1 s-a diluat 1:10000 in RPMI. Mediul din fiecare godeu
al pldcii HUVEC s-a aspirat cu grijd, s-au addugat 50 pl/godeu
solutie anticorp anti-ELAM-1 si pldacile HUVEC s-au incubat 60
minute la temperatura camerei. S-a preparat o solutie anticorp
Ig anti-soarece marcatd !*°I in RPMI (aproximativ 50000 cpm in 50
pl). Mediul din fiecare godeu al placilor HUVEC a fost aspirat

cu atentie, godeurile s-au spalat de 2 ori cu RPMI si la fiecare

godeu s-—-au addugat 50 pl solutie Ig anti-soarece marcatd
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Pl&cile s-au incubat 1 ord la temperatura camerei si apoi fiecare
godeu s-a spalat de 3 ori cu RPMI. S-au addugat 180 pl SDS 5% la
fiecare godeu pentru liza celulelor. Apoi, lizatul celular de la
fiecare godeu s-a transferat intr-o eprubetd si s-a numarat intr-
un contor de scintilatie.

Rezultatele reprezentative sunt prezentate in Figura 5.
Valoarea ICg, pentru inhibarea expresiei ELAM-1 pe HUVEC indusa
hTNFo D2E7 este de aproximativ 6x10™* M in aceste experimente.
Aceste rezultate demonstreaza ca anticorpul uman D2E7 anti-hTNFa
inhibd expresia indusd@ hTNFa a ELAM-1 pe HUVEC la concentratii
aproximativ echivalente celor ale mAb murin anti-hTNFoa MAK 195.

In altd serie de experimente, capacitatea formei IgGl a D2E7
de a inhiba expresia indusa hTNFo a ELAM-1 pe HUVEC s-a examinat
cum s-a descris mal sus. Rezultatele de la 3 experimente

independente si media lor sunt rezumate mai jos in Tabelul 11.

Tabelul 11: Inhibarea expresiei ELAM-1 indusd TNFg prin receptor
IgGl D2E7
Experiment IC (M]
1 1,95x10°1° B
2 1,69x1071° ——)
3 1,90x1071°
Medie 1,85+0,14x107°

Aceasta serie de experimente a confirmat ca D2E7, in forma
IgGl de lungime intreagd, inhibd expresia ELAM-1 pe HUVEC indusd
TNFo cu ICg[M] mediu de 1,85%0,14x1071°,

De asemenea, s-a examinat potenta de neutralizare a D2E7
IgGl pentru expresia indusa rhTNF a altor 2 molecule de adeziune
ICAM-1 si VCAM-1. Deoarece curba de titrare rhTNF pentru expresia
ICAM-1 la 16 ore a fost similard curbei de expresie a ELAM-1.
Aceesi concentratie de rhTNF s-a folosit in experimentele de

neutralizare anticorp. S-au incubat HUVEC cu rhTNF in prezenta

a diverse concentratii D2E7 intr-un incubator CO, la 37°C timp de
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anti-ICAM-1 urmatd de anticorp de ocaie anti-socarece marcat '*°I.

S-au realizat 2 experimente independente si s-au calculat
valorile ICs,. Un anticorp uman neinrudit IgGl nu inhib& expresia
ICAM-1.

Procedura experimentald pentru testarea inhibdrii expresiei
VCAM-1 a fost aceiasi ca procedura pentru expresia ELAM-1 cu
exceptia cd s-a folosit MAb anti-VCAM-1 in loc de MAb anti-ELAM-
1. S-au realizat 3 exprimente independente si s-au calculat
valorile ICgy. Un anticorp neinrudit IgGl uman nu inhibd expresia
VCAM-1.

Rezultatele sunt rezumate 1In Tabel 12.

Tabelul 12: Inhibarea expresiei ICAM-1 si VCAM-1 prin D2E7 1gGl

ji

Inhibare ICAM-1 IC.o[M]
Experiment ICso [M] Experiment IC;, [M]
1 1,84x1071° 1 1,03x1071°
2 2,49x1071° 2 9,26x107"
3 1,06x107'°
Medie 2,1740,46x1071° Medie 1,01+0,01x107*°

Aceste experimente demonstrazd c¢a tratamentul celulelor
endoteliale ale venei ombilicale umane primare cu rhTNF au condus
la expresia optimd a moleculelor de adeziune ELAM-1 si VCAM-1 la
4 ore, si la expresie maximd reglatd crescdator a ICAM-1 la 16
ore. D2E7 a fost capabil sa inhibe expresia a 3 molecule de
adeziune in mod dependent de dozd. Valorile IC;, pentru inhibarea
ELAM-1, ICAM-1 si VCAM-1 au fost 1,85x107%%, 2,17x107'° si
respectiv, 1,01x107'%, Aceste valori au fost similare, indicand
cerinte similare pentru doza de activare a semnalului rhTNF de
a induce expresia ELAM-1, ICAM-1 si VCAM-1. Interesant, D2E7 a
fost eficient similar in testul de inhibare mai lungd a inhibdrii

ICAM-1. Testul de icaM-1 a

coincubare a rhTNF gi D2E7 cu HUVEC opus la cele 4 ore necesare

inhibare necesaitat 16 ore de

pentru testele de inhibare ELAM-1 si VCAM-1. Deocarece D2E7 are

o ratd de detasare lentd pentru rhTNF, este d§ imaginat
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timpul periocadei de 16 ore de coincubare nu a existat nici o

competitie semnificativa prin receptorii TNF asupra HUVEC.

D. Neutralizarea hTNFa in vivo

S-au folosit 3 sisteme diferite in vivo pentru a demonstra

cd D2E7 este eficient pentru inhibarea activitatii hTNFa in vivo.

I.Inhibarea letalitdatii indusd TNF la soareci sensibilizati
D-galactozamina

Injectarea TNFa wuman recombinant (rhTNFa) la soareci
sensibilizati D-galactozamind produce letalitate intr-o perioada
de timp de 24 ore. Agenti care neutralizeazd TNFa s-~au dovedit
a 1iImpiedica letalitatea 1in acest model. Pentru a examina
capacitatea anticorpilor umani anti-hTNFa de a neutraliza hTNF«x
in vivo in acest model, s-au injectat soareci C57B1/6 cu diverse
concentratii de D2E7-IgGl sau o proteind de control, 1in PBS
intraperitoneal (i.p.). Soarecii s-au provocat 30 minute mai
tdrziu cu 1 pg rhTNFa si 20 mg D~galactozamind in PBS i.p. si s-
au observat 24 ore mai tdrziu. Aceste cantitati rhTNFo si D-
galactozamind au fost determinate anterior pentru a obtine o
letalitate de 80-90% in acesti soareci.

Rezultate reprezentative ilustrate ca un grafic cu bare, al
supravietuirii % fatd de concentratia anticorp, sunt prezentate
in Figura 6. Barele negre reprezintda D2E7, in timp de barele
hasurate reprezintad MAK 195. Injectarea a 2,5-25 pg anticorp D2E7
per soarece a protejat animalele de letalitatea indusd TNFa.
Valoarea EDs;, este de aproximativ 1-2,5 pg/soarece. Anticorpul de
control pozitiv, MAK 195, a fost similar in capacitatea sa
protectoare. Injectarea D2E7 in absenta rhTNFa nu a avut nici un
efect daundtor asupra soarecilor. Injectarea unui anticorp IgGl
uman nespecific nu oferd nici o protectie de letalitatea indusa
TNF.

intr-un al doilea experiment, 49 soareci s-au impartit

~
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7 grupuri egale. Fiecare grup a primit doze D2E7 care variaza 30
minute inainte de a primi o dozd LDy, amestec rhTNF/D-
galactozamind (1,0 pg rhTNF si 20 mg D-galactozamind per
soarece). Grupul de control 7 a primit anticorp kappa IgGl uman
normal la dozd 25 pg/soarece. Soarecii s-—-au examinat 24 ore mai
tdrziu. Supravietuirea pentru fiecare grup este rezumatd mai jos
in Tabelul 13.

Tabelul 13: Supravietuire 24 ore dupd tratament cu D2E7

Grup Suprav;’efuire (vii/total Supravietuire (%)
1 (fara anticorp) 0/7 0
2 (1 ng) 1/7 14
3 (2,6 ng) 5/7 71
4 (5,2 ng) 6/7 86
5 (26 ng) 6/7 86
6 (26 pg;farid rhTNF) 777 100
7 (15 pg Hu IgGl) 1/7 14

IT. Inhibarea febrei indusd TNF la iepure

S-a examinat eficacitatea D2E7 in inhibarea radspunsului de
febra indusda rhTNF la iepuri. Grupuri de iepuri femele NZW
cantdrind aproximativ 2,5 kg fiecare s-au injectat intravenos cu
D2E7, rhTNF si complexe imune D2E7 gi rhTNF. S-au masurat
temperaturile rectal prin sonde termistor pe un inregistrator
termic Kaye la fiecare minut aproximativ 4 ore. TNF recombinant
uman in solutie salind injectat la 5 ng/kg, a provocat o crestere
a temperaturii mai mare de 0,4°C la aproximativ 45 minute dupa
injectare. Preparatul anticorp el insusi, in solutie salind la
o dozd de 138 pg/kg nu provoacd o crestere in temperaturid la
iepuri pé&nid la 140 minute dup& administrare. In toate
experimentele care au urmat, D2E7 sau reactivi de control (IgGl

uman sau un vehicul salin) s-au injectat i.v. la iepuri dupa 15 _

. .\\
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minute mai tArziu printr-o injectie de rhTNF in solutie salina
la 5 wpg/kg 1i.v. Rezultatele reprezentative de la cateva

experimente sunt rezumate mai jos in Tabelul 14:

Tabelul 14: Inhibarea febrei indusd rhTNF la_iepuri cu D2E7

Crestere temp.*,°C Raport Maxim temp.
molar
Doza D2E7 rhTNF thTNF + Inhib.%** D2E7 : rhTNF minute post
(ng/kg) D2E7 rhTNF
14 0,53 0,25 53 1 60
24 0,43 0,13 70 1,6 40
48 0,53 0,03 94 3,3 50
137 0,53 0,00 100 9,5 60
792 0,80 0,00 100 55 60

* = maxim temperaturd

[

**= inhibare % = (l-{crestere temperatura cu rhTNF&D2E7/cresetere temperatura
cu rhTNF singur})x100.

Pretratamentul intravenos cu D2E7 la o doza de 14 pg/kg a inhibat
partial raspunsul pirogenic, comparat la iepuri pretratati numai
cu solutie salind. D2E7 administrat la 137 ug/kg a suprimat total
ra3spunsul pirogenic al rhTNF in acelasi experiment. In al doilea
experiment, D2E7 administrat la 24 pg/kg de asemenea a suprimat
partial rd&spunsul pirogenic, comparat la iepuri tratati numai cu
solutie salind. Raportul molar al D2E7 fatd de rhTNF a fost 1/6:1
in acest experiment. In al treilea experiment, D2E7 injectat i.v.
la 48 ug/kg (raport molar D2E7:rhTNF=3,3:1) a suprimat total
rdspunsul pirogenic, comparat la iepuri pretratati cu IgGl uman
de control in solutie salind la 30 pg/kg. In experimentul final,
iepuri pretratati cu D2E7 (792 ug/kg) la un raport molar foarte
ridicat fatd de rhTNF (55:1) nu dezvoltd nici o crestere 1in
temperatura la orice moment pé&nd la 4 ore de observatie.
Tratamentul iepurilor cu complexe imune generate de la un amestec
D2E7 si rhTNF incubat la 37°C timp de 1 ord, la un raport molar

de 55:1, fdrad administrare subsecventd de rhTNF, de asemenea nu==
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provoacd nici o crestere de temperatura in acelasi experiment.
III. Prevenirea liartritei la socareci transgenici Tgl97

Efectul D2E7 asupra dezvoltdrii bolii s-a investigat intr-un
model murin de artritd. S-au generat soareci transgenici (Tgl97)
care exprimd TNF uman de tip sdlbatic (modificat in regiunea 3'
dincolo de secventele de codificare) si acesti soareci dezvolta
poliartritd cronicd cu incidentd 100% la virsta de 4-7 sdptdamani
(vezi, EMBO J (1991)10:4025-4031 pentru descrirea suplimentard
a modelului de poliartritd Tgl97).

Animale transgenice s-au identificat prin PCR la varsta de
3 zile. Grupuri de soareci transgenici ndscuti o datd s-au
impartit in 6 grupuri. Soarecii transgenici s-au verificat prin
analiza de hibridizare slot-blot la varsta de 15 zile.
Protocoalele tratamentului pentru cele 6 grupuri au fost cum
urmeazd: Grup 1l=fard tratament; Grup 2=solutie salind (vehicul);
Grup 3=D2E7 la 1,5 pg/g; Grup 4=D2E7 la 15 ug/g:; Grup 5=D2E7 la
30 pg/g; si Grup 6=izotip de control IgGl la 30 ng/g. De
asemenea, a fost inclus in studiu un grup de soareci ndscuti o
datd netransgenici pentru a servi drept control (Grup 7 -
netransgenici; fdara tratament). Fiecare grup a primit 3 injectii
i.p. per saptdmdnd din tratamentele indicate. Injectiile au
continuat timp de 10 sdptamdni. In fiecare s&pt3mdnd s-au
inregistrat schimbdrile macroscopice in morfologia articulatiei
pentru fiecare animal. La 10 sdptdmé&ni, toti soarecii au fost
sacrificati si tesutul de soarece s-a colectat in formalind. S-au
realizat examindri microscopice ale tesutului.

La inceputul fiecdreil sdptdmani au fost luate greutdtile in
grame pentru fiecare socarece. De asemenea, la acelasi moment s-au
facut mdsurdatori ale marimii articulatiei (in mm) ca o masurd a
severitdtii bolii. Mdrimea articulatiei a fost stabilitd ca o
medie a 3 mdsuratori ale gleznei picioruluil drept posterior
folosind un micrometru. Scorurile artritice s-au inregistrat

sdptdmanal dupd cum urmeazd: 0=fdrd artritd (aparitie si flexiu @:;;Esk\
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normald); +=artritd usoard (articulatie deformatd); ++=artrita
moderatd (umflare, deformarea articulatiei) si +++= artritd grea
(anchilozad detectatd asupra flexiunii si miscare deteriorata
sever). Scorurile histopatologice bazate pe coloratie
hematoxind/eoczind a sectiunilor articulatiei au fost bazate dupa
cum urmeazd: 0=f3rd boald detectabild; l=proliferarea membranei
sinoviale; 2=ingrosare puternica a membranei sinoviale;
3=distrugerea cartilajului si eroziunea osului.

Efectul tratamentului asupra mdrimii medii a articulatiei
a soarecilor artritici transgenici Tgl97 este prezentat in
graficul Figurii 9. Scorurile histopatologice si artritice ale
soarecilor transgenici Tgl97, la varsta de 11 sdptdmédni sunt

rezumate mai jos iIn Tabelul 15:

Tabelul 15: Efectul DZ2FE7 asupra histopatologiei si scorului

artritic la socareci Tgl97]

Grup Tratament Scor histopatologic Scor artritic
1 fara 3(7/7) ++4+(7/7)
2 solutie salina 3(8/8) +++(8/8)
6 control IgGl 3(9/9) +++(7/9)
3 D2E7 la 1,5 pg/g 0(6/8) 0(8/8)
4 D2E7 la 15 ng/g 0(7/8) 0(8/8)
5 D2E7 la 30 ng/g 0(8/8) 0(8/8)

Acest experiment a demonstrat c¢d anticorpul D2E7 are un
efect benefic definit asupra soarecilor transgenici care exprima
TNF uman de tip s&lbatic (Tgl197) f&rd nici o artritd evidenti

dupad perioada studiului.

E. Neutralizarea D2E7 a TNFx de la alte specii

Specificitatea legarii D2E7 s-a examinat prin mdsurarea
capacitatii sale de a neutraliza factorii necrozei tumorii de la

diverse specii primate si de la sgoarece, folosind un test
. *
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citotoxicitate L929 (cum s-a descris in Exemplul 4, subsectiunea
A, de mai sus). Rezultatele sunt rezumate in Tabelul 7 de mai

jos.

Tabelul 16: Capacitatea D2E7 de a neutraliza hTNFoa de la diferite
specii in analiza 1.929

IC._pentru neutralizare
TNFo Sursi D2E7 (M) **
Uman Recombinant 7,8x10°1!
Cimpanzeu LPS-stimulat PBMC 5,5x10™1
Babuin Recombinant 6,0x1074
Sanguin LPS-stimulat PBMC 4,0x1071°
Cynomolgus LPS-stimulat PBMC 8,0x107!
Rhesus LPS-stimulat PBMC ' 3,0x10™¢
Canin LPS-stimulat PBMC 2,2x1071°
Porcin Recombinant 1,0x1077
Murin Recombinant >1,0x1077

Rezultatele din Tabelul 16 demonstreazd ca D2E7 poate
neutraliza activitatea a 5 TNFax de la primate aproximativ
echivalent TNFoa uman si mai mult, pot neutraliza activitatea TNFa
canin (aproximativ de 10 mai putin bine decdt TNFa uman) s$i TNFo
porcin si de socarece (aproximativ de 1000 de ori mai putin bine
decdat TNFo uman). Mai mult, legarea D2E7 la rhTNFoa in fazd de
solutie nu a fost inhibatd de alte citokine ca limfotoxina
(TNFB), IL-lo, IL-1p8, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IFNy si TGFB,

ardtand ca D2E7 este foarte specific pentru ligandul sdu TNFo.

F. Absenta eliberdrii citokinei de sé&nge uman integral incubat
cu D2E7

In acest exemplu, s-a examinat capacitatea D2E7 de a induce,

///__':;\\
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sau molecule asezate pe suprafata celulei. D2E7 s-a incubat cu
sdnge integral diluat de la 3 donatori normali diferiti la
diferite concentratii timp de 24 ore. La acelasi moment, s-a
desfasurat un control pozitiv LPS, la o concentratie determinata
anterior de a stimula celule sanguine imunocompetente sd secrete
citokine. Supernatantele au fost recoltate si testate intr-un
tablou de truse ELISA cu 10 citokine solubile, receptor si
molecule de adeziune: IL-la, IL-1fR, receptor antagonist IL-1, IL-
6, IL-8, TNFa, receptor I TNF solubil, receptor II TNF solubil,
ICAM-1 solubil, si E-selectind solubild. Nu s-au masurat
cantitdti semnificative de citokind sau molecule prezente pe
suprafata celulei ca urmare a coincubdrii anticorpului D2E7, la
concentratii de pé&nd la 343 mg/ml. Culturi de control féara
addugare de anticorp de asemenea nu au dat cantitdti mdsurabile
de citokine, in timp ce cocultura de control LPS a dat wvalori
ridicate la un domeniu in picograme crescut la nanograme scazut.
Aceste rezultate aratd ca D2E7 nu induce celule de sénge integral
sd secrete citokine sau proteine prezente pe suprafata celulei
peste nivelurile normale in culturi ex vivo.

Ca formdnd o parte a prezentei descrieri este anexatd Lista

Secventelor, al carei continut este rezumat in tabelul de mai

jos.
SEQ ID NR: CATENA ANTICORP REGIUNE TIP SECVENTA ‘T
1 D2E7 VL aminoacida
2 D2E7 VH aminoacida
3 D2E7 VL CDR3 aminoacida
4 D2E7 VH CDR3 aminoacida
5 D2E7 VL CDR2 aminoacida
6 D2E7 VH CDR2 aminoacida
7 D2E7 VL CDR1 aminoacida
8 D2E7 VH CDR1 aminoacida
9 2SD4 VL aminoacida
10 28D4 VH aminoacida
11 25D4 VL CDR3 aminoacida
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12 EP Bl2 VL CDR3 aminoacida
13 VL10E(4 VL CDR3 aminoacida
14 VL100A9 VL CDR3 aminoacida
15 VLL100D2 VL CDR3 aminoacida
16 VLLOF4 VL CDR3 aminoacida
17 LOES VL CDR3 aminoacida
18 VLLOG7 VL CDR3 aminoacida
19 VLLOGS VL CDR3 aminoacidd
20 VLLOH1 VL CDR3 aminoacida
21 VLLOH10 VL CDR3 aminoacida A;j
22 VL1B7 VL CDR3 aminoacida R
23 VvL1C1 VL CDR3 aminoacida ]
24 VLO.1F4 VL CDR3 aminoacida
25 VLO.H8 VL CDR3 aminoacida
26 LOE7.A VL CDR3 aminoacida
27 2SD4 VH CDR3 aminoacidd
28 VH1B11 VH CDR3 aminoacida
29 VH1DS8 VH CDR3 aminoacida AW
30 VH1Al1l VH CDR3 aminoacida
31 VH1B12 VH CDR3 aminoacida
32 VH1E4 VH CDR3 aminoacida
33 VH1F6 VH CDR3 aminoacida
34 3C-H2 VH CDR3 aminoacida
35 VH1-D2.N VH CDR3 aminoacida
36 D2E7 VL acid nucleic
37 D2E7 VH acid nucleic

Specialistii In domeniu vor recunocaste sau vor fi capabili
sa stabileascd folosind nu mai mult decidt experimentarea de
rutind, numeroase echivalente la realizdrile specifice ale

inventiei descrise aici.
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Revendicari

1. Utilizare a unui anticorp uman izolat, sau a unei portiuni de legare la
antigen a acestuia, care disociaza din TNFa uman cu o Kq de 1 x 108 M sau mai
mica si o constanta a ratei Koggde 1 x 103 s-1 sau mai mica, ambele determinate
prin rezonanta plasmonului de suprafatd si neutralizeaza citotoxicitatea TNFa
uman intr-un test standard in vitro L929 cu ICso de 1 x 10-7 M sau mai mica, la
fabricarea unui medicament pentru tratamentul wunei tulburari in care
activitatea TNFa este nociva, in care anticorpul se administreaza in combinatie
cu cel putin un agent suplimentar unui subiect astfel incat se inhiba activitatea

TNFa uman.

2. Utilizare conform revendicarii 1, in care anticorpul uman izolat, sau
potiunea acestuia care se leaga la antigen, are urmatoarele caracteristici:

a) disociaza din TNFa uman cu o constanta a ratei Korr de 1 x 103 s'1 sau
mai mica, asa cum s-a determinat prin rezonanta plasmonului de suprafata;

b) are un domeniu CDR3 al catenei usoare cuprinzand secventa de
aminoacid a SEQ ID NR.: 3, sau modificatd din SEQ ID NR.: 3 printr-o singura
substitutie a alaninei in pozitia 1, 4, 5, 7 sau 8, sau prin una pana la cinci
substitutii de aminoacizi conservatoare in pozitiile 1, 3, 4, 6, 7, 8 si/sau 9;

c) are un domeniu CDR3 al catenei grele cuprinzand secventa de
aminoacid a SEQ ID NR.: 4, sau modificata din SEQ ID NR.: 4 printr-o singura
substitutie a alaninei in pozitia 2, 3, 4, 5, 6, 8, 9, 10 sau 11, sau prin una pana
la cinci substitutii de aminoacizi conservatoare in pozitiile 2, 3, 4, 5, 6, 8, 9, 10,

11 si/sau 12.

3. Utilizare conform revendicarii 1, in care anticorpul uman izolat, sau
portiunea acestuia care leagad antigenul, are o regiune variabila a catenei usoare
(LCVR) cuprinzand secventa de aminoacid a SEQ ID NR.: 1 si o regiune variabila

a catenei grele (HCVR) cuprinzand secventa de aminoacid a SEQ ID NR.: 2.

N
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4. Utilizare conform oricareia dintre revendicarile 1, 2 sau 3, in care
tulburarea este selectatd din grupul constand dintr-o boald autoimuna, o
tulburare intestinala, o boala infectioasa, respingerea transplantului sau boala
grefa-contra-gazda, afectiune maligna, o tulburare pulmonara si o tulburare

cardiaca.

5. Utilizare conform oricareia dintre revendicarile 1, 2 sau 3, in care

tulburarea este sepsis.

6. Utilizare conform revendicarii 5, in care anticorpul uman izolat, sau
potiunea acestuia care se leaga la antigen, se administreaza unui subiect uman
impreuna cu citokina interleukina-6 (IL-6), sau se administreazda unui subiect

uman cu o concentratie in ser sau plasma a IL-6 peste 500 pg/ml.

7. Utilizare conform oricareia dintre revendicarile 1, 2 sau 3, in care
tulburarea este selectata din grupul constand din tulburari inflamatorii osoase,
boala resorbtiei osoase, hepatita alcoolica, hepatita virala, hepatita fulminanta,
tulburari de coagulare, arsuri, leziuni legate de reperfuzie, formarea cheloidului,
formarea tesutului cicatricei, pirexie, boala periodontald, obezitate, toxicitatea
radiatiilor, soc septic, soc endotoxic, sepsis gram negativ, sindromul socului
toxic, malarie, meningita, casexie, SIDA, meningita bacteriana, complexul
inrudit cu SIDA (ARC), malarie cerebrala, infectie cu citomegalovirus consecutiva
transplantului, febrd si mialgii din cauza infectiei si casexiei consecutiva
infectiei, respingerea alogrefei, respingerea xenogrefei, stimularea -cresterii
tumorii, cresterea potentialului metastazic si medierea citotoxicitatii in

afectiunile maligne si inhibarea cresterii tumorii sau a metastazei.
8. Utilizare conform revendicarii 4, in care tulburarea autoimuna este

selectatd din grupul constand din artritd reumatoida, spondilitd reumatoida,

osteoartrita, artritd gutoasa, alergie, scleroza multipla, diabet autoimun, uveita
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9. Utilizare conform revendicarii 4, in care tulburarea pulmonara este
selectata din grupul constand din sindromul detresei respiratorii la adult,
plaman de soc, boala inflamatorie cronicd pulmonara, sarcoidoza pulmonara,

fibroza pulmonara, si silicoza.

10. Utilizare conform revendicarii 4, in care tulburarea intestinala este
selectatd din grupul constand din afectiune intestinald inflamatorie, boala

intestinala inflamatorie idiopatica, boala Crohn, si colita ulcerativa.

11. Utilizare conform revendicarii 4, in care tulburarea cardiaca este
selectata din grupul constand din ischemie cardiaca, insuficientd cardiaca si

hepatita.

12. Utilizare conform oricareia dintre revendicarile 1 la 11, in care
anticorpul uman izolat, sau potiunea acestuia care se leagd la antigen, se

combina cu un purtator acceptabil farmaceutic.

13. Utilizare conform oricareia dintre revendicarile 1 la 12, in care

subiectul este uman.

14. Utilizare conform oricareia dintre revendicarile 1 la 13, in care agentul
terapeutic suplimentar este selectat din grupul constand din ibuprofen, iradiere
limfoida totala, inhibitor de interleukina-1, OKT3, anticorp anti-CD25, anticorp
anti-CD11a, anticorp anti-CD54, anticorp anti-CD54, anticorp anti-CD28,
anticorp anti-CD80, anticorp anti-CD86, medicamente antiinflamatoare
nestereoidiene, medicamente antiinflamatoare nestereoidiene, CDP-571/BAY-10-
3356, cA2, 75 kdTNFR-1gG 55 kdTNFR-1gG, IDEC-CE9.1/SB 210396, DAB486-IL-
2, DAB389-IL-2, Anti-Tac, IL-4, IL-10, agonisti IL-4, agonisti IL-10, IL-IRA, TNF-
bp/s-TNFR, S284, R973401, MK-966, iloprost, metotrexat, talidomida, medicamente

inrudite cu talidomida, leflunomida, acid tranexanic, T-614, prostaglandina EIl,
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tenidap, naproxen, meloxicam, piroxicam, diclofenac, indometacin, sulfsalazina,
azatioprin, inhibitori ICE, inhibitori zap-70, inhibitori Ick, inhibitori VEGEF,
inhibitori VEGF-R, corticosteroizi, inhibitori TNF-convertaza, anticorpi anti-IL-12,
interleukina-11, interleukina-13, inhibitori ai interleukinei-17, aur, penicilamina,
clorochina, hidroxiclorochina, clorambucil, ciclofosfamida, ciclosporina, globulina
anti-timocit, anticorpi anti-CD4, toxine CDS5, peptide administrate oral, colagen,
lobenzarit disodic, agenti de reglare ai citokinei HP228 si HP466,
oligodeoxinucleotide fosforotioat antisens ICAM-1, receptor 1 complement solubil,
prednison, orgotein, polisulfat de glicosaminoglican, minociclind, anticorpi anti-
IL2R, lipide marine, lipide botanice, auranofin, fenilbutazona, acid meclofenamic,
acid flufenamic, globulind imuna intravenoasa, zileuton, acid micofenolic,
tacrolimus, sirolimus, amipriloza, cladribin, azaribin, budebozida, factor de crestere
epidermica, aminosalicilati, 6-mercaptopurind, metronidazol, inhibitori ai
lipoxigenazei, mesalamina, olsalazina, balsalazida, antioxidanti, inhibitori ai
tromboxanului, antagonisti ai receptorului IL-1, anticorpi monoclonali anti-IL-1f3,
anticorpi monoclonali anti-IL-6, factori de crestere, inhibitori ai elastazei, compusi
piridinil-imidazolici, promedicamente glucuronid -conjugate ale prednisolonului,
dexametazonei sau budezonidului, promedicamente dextran-conjugate ale
prednisolonului, dexametrazonei sau budezonidului, receptor 1 complement solubil,
mesalazind cu eliberare lenta, antagonisti ai factorului de activare a plachetelor
(PAF), ciprofloxacin, lignocaina, prednisolon, metilprednisolon, ciclofosfamida, 4-
aminopiridind, tizanidina, interferon-fla, interferon-f1b, copolimer 1, oxigen
hiperbaric, imunoglobulina intravenoasa, clabribina, solutii saline hipertonice,
antibiotice, hemofiltrare continua, carbapenem, antagonisti ai citokinelor, cum ar fi
TNFa, IL-1B, IL-6, si/sau IL-8, SK&F 107647, guanilhidrazona tetravalenta CNI-
1493, factor inhibitor al caii tesutului, PHP, chelatori de fier si chelati, incluzand
un complex acid dietilentriamino-pentaacetic-fier (III), lizofilind, PGG-glucan,
apolipoproteina A-1 reconstituita cu lipide, acizi chiral hidroxamici, anticorpi anti-
endotoxina, E5531, rBPI21, peptide sintetice anti-endotoxina, anticorpi terapeutici de

inlocuire a surfactantilor si anticorpi anti-IL-8.
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15. Anticorp uman izolat, sau o portiune a acestuia care se leaga la
antigen, derivatizat sau legat la cel putin o molecula functionala, in care
anticorpul uman disociaza din TNFa uman cu o Kq de 1 x 10-8 M sau mai mica si
o constanta a ratei Kof de 1 x 103 s-! sau mai mica, ambele determinate prin
rezonanta plasmonului de suprafatad si neutralizeaza citotoxicitatea TNFa uman

intr-un test standard in vitro L929 cu ICsp de 1 x 10-7 M sau mai mica.

16. Anticorp uman izolat, sau potiunea acestuia care se leaga la antigen,
conform revendicarii 15, derivatizat sau legat la cel putin o molecula functionala,
in care anticorpul uman, sau potiunea acestuia care se leagid la antigen, are
urmatoarele caracteristici:

a) disociaza din TNFa uman cu o constanta a ratei Ko de 1 x 103 s'1 sau
mai micd, asa cum s-a determinat prin rezonanta plasmonului de suprafata;

b) are un domeniu CDR3 al catenei usoare cuprinzand secventa de
aminoacid a SEQ ID NR.: 3, sau modificatd din SEQ ID NR.: 3 printr-o singura
substitutie a alaninei in pozitia 1, 4, 5, 7 sau 8, sau prin una pana la cinci
substitutii de aminoacizi conservatoare in pozitiile 1, 3, 4, 6, 7, 8 si/sau 9;

c) are un domeniu CDR3 al catenei grele cuprinziand secventa de
aminoacid a SEQ ID NR.: 4, sau modificata din SEQ ID NR.: 4 printr-o singura
substitutie a alaninei in pozitia 2, 3, 4, 5, 6, 8, 9, 10 sau 11, sau prin una pana
la cinci substitutii de aminoacizi conservatoare in pozitiile 2, 3, 4, 5, 6, 8, 9, 10,

11 si/sau 12.

17. Anticorp uman izolat, sau potiunea acestuia care se leaga la antigen,
conform revendicarii 15, derivatizat sau legat la cel putin o molecula functionala,
in care anticorpul uman cuprinde o regiune variabild a catenei usoare (LCVR)
cuprinzand secventa de aminoacid a SEQ ID NR.: 1 si o regiune variabila a

catenei grele (HCVR) cuprinzand secventa de aminoacid a SEQ ID NR.: 2.

18. Anticorp uman izolat, sau potiunea acestuia care se leaga la antigen,

conform oricareia dintre revendicarile 15 la 17, in care molecula functionala este

X
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selectata din grupul constand dintr-un al doilea anticorp, un agent detectabil,
un agent citotoxic, un agent farmaceutic si o proteind sau peptida care poate sa

medieze asocierea anticorpului sau a portiunii din anticorp cu altd molecula.

19. Anticorp uman izolat, sau potiunea acestuia care se leaga la antigen,
conform revendicarii 18, in care agentul detectabil este selectat din grupul

constand dintr-un compus fluorescent, o enzima detectabila si biotina.

20. Anticorp uman izolat, sau potiunea acestuia care se leaga la antigen,
conform revendicarii 19, in care compusul fluorescent este selectat din grupul
constand din fluoresceina, izotiocianat de fluoresceina, rodamina, clorura de 5-

dimetilamino-1-naftalensulfonil si ficoeritrina.

21. Anticorp uman izolat, sau potiunea acestuia care se leaga la antigen,
conform revendicarii 19, in care enzima detectabila este selectata din grupul

constand din fosfataza alcaliné, peroxidaza din hrean si glucozoxidaza.

22. Compozitie cuprinzand un polimer biocompatibil si un anticorp uman
izolat, sau o portiune a acestuia care se leaga la antigen, care disociaza din TNFa
uman cu o Kq de 1 x 10-8 M sau mai mica si o constantd a ratei Kogde 1 x 103 s
1 sau mai mica, ambele determinate prin rezonanta plasmonului de suprafata, si
neutralizeaza citotoxicitatea TNFa uman intr-un test standard in vitro L929 cu

ICsode 1 x 10-7 M sau mai mica.

23. Compozitie conform revendicarii 22, in care anticorpul uman izolat,
sau potiunea acestuia care se leaga la antigen, are urmatoarele caracteristici:

a) disociaza din TNFa uman cu o constanta a ratei Kogr de 1 x 103 s1 sau
mai mica, asa cum s-a determinat prin testul de rezonanta a plasmonului de
suprafata;

b) are un domeniu CDR3 al catenei usoare cuprinzand secventa de

aminoacid a SEQ ID NR.: 3, sau modificata din SEQ ID NR.: 3 printr-o singura

LF
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substitutie a alaninei In pozitia 1, 4, 5, 7 sau 8 sau prin una pana la cinci
substitutii de aminoacizi conservatoare in pozitiile 1, 3, 4, 6, 7, 8 si/sau 9;

c) are un domeniu CDR3 al catenei grele cuprinzdnd secventa de
aminoacid a SEQ ID NR.: 4, sau modificatd din SEQ ID NR.: 4 printr-o singura
substitutie a alaninei in pozitia 2, 3, 4, 5, 6, 8, 9, 10 sau 11 sau prin una pana
la cinci substitutii de aminoacizi conservatoare in pozitiile 2, 3, 4, 5, 6, 8, 9, 10,

11 si/sau 12.

24. Compozitie conform revendicarii 22, in care anticorpul uman izolat,
sau portiunea acestuia care se leaga la antigen, cuprinde o regiune variabila a
catenei usoare (LCVR) cuprinzand secventa de aminoacid a SEQ ID NR.: 1 si o
regiune variabild a catenei grele (HCVR) cuprinzand secventa de aminoacid a

SEQ ID NR.: 2.

25. Compozitie conform oricareia dintre revendicarile 22 la 24, in care
polimerul biocompatibil este selectat din grupul constidnd din acetat de etilen

vinil, polianhidride, acid poliglicolic, colagen, poliortoesteri and acid polilactic.

26. Compozitie conform oricareia dintre revendicarile 22 la 24, in care

polimerul biocompatibil este biodegradabil.

27. Compozitie cuprinzand un agent care intarzie absorbtia si un anticorp
uman izolat, sau o portiune a acestuia care se leaga la antigen, care disociaza
din TNFa uman cu o Kq de 1 x 10-8 M sau mai mica si o constanta a ratei Kogde
1 x 103 s'1 sau mai mica, ambele determinate prin rezonanta plasmonului de
suprafata si neutralizeaza citotoxicitatea TNFa uman intr-un test standard in

vitro L929 cu ICs0 de 1 x 10-7 M sau mai mica.

28. Compozitie conform revendicarii 27, in care anticorpul uman izolat,

sau potiunea acestuia care se leaga la antigen, are urmatoarele caracteristici:

A
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a) disociaza din TNFa uman cu o constanta a ratei Kot de 1 x 10-3 s'! sau
mai mica, asa cum s-a determinat prin rezonanta plasmonului de suprafata;

b) are un domeniu CDR3 al catenei usoare cuprinzand secventa de
aminoacid a SEQ ID NR.: 3, sau modificata din SEQ ID NR.: 3 printr-o singura
substitutie a alaninei in pozitia 1, 4, 5, 7 sau 8 sau prin una pana la cinci
substitutii de aminoacizi conservatoare in pozitiile 1, 3, 4, 6, 7, 8 si/sau 9;

c) are un domeniu CDR3 al catenei grele cuprinzand secventa de
aminoacid a SEQ ID NR.: 4, sau modificatd din SEQ ID NR.: 4 printr-o singura
substitutie a alaninei in pozitia 2, 3, 4, 5, 6, 8, 9, 10 sau 11 sau prin una pana
la cinci substitutii de aminoacizi conservatoare in pozitiile 2, 3, 4, 5, 6, 8, 9, 10,

11 si/sau 12.

29, Compozitie conform revendicarii 27, in care anticorpul uman izolat,
sau portiunea acestuia care se leaga la antigen, cuprinde o regiune variabila a
catenei usoare (LCVR) cuprinzind secventa de aminoacid a SEQ ID NR.: 1 si o
regiune variabila a catenei grele (HCVR) cuprinzand secventa de aminoacid a

SEQ ID NR.: 2.

30. Compozitie cuprinzand un purtator care impiedica eliberarea rapida si
un anticorp uman izolat, sau o portiune a acestuia care se leaga la antigen, care
disociaza din TNFa uman cu o Kq de 1 x 108 M sau mai mica si o constanta a
ratei Kox de 1 x 103 s! sau mai mica, ambele determinate prin rezonanta
plasmonului de suprafata, si neutralizeaza citotoxicitatea TNFa uman intr-un

test standard in vitro L929 cu ICso de 1 x 10-7 M sau mai mica.

31. Compozitie conform revendicarii 30, in care anticorpul uman izolat,
sau potiunea acestuia care se leaga la antigen, are urmatoarele caracteristici:

a) disociaza din TNFa uman cu o constanta a ratei Ko de 1 x 103 s'1 sau
mai micéd, asa cum s-a determinat prin rezonanta plasmonului de suprafata;

b) are un domeniu CDR3 al catenei usoare cuprinzand secventa de

aminoacid a SEQ ID NR.: 3, sau modificata din SEQ ID NR.: 3 printr-o singura
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substitutie a alaninei in pozitia 1, 4, 5, 7 sau 8 sau prin una pana la cinci
substitutii de aminoacizi conservatoare in pozitiile 1, 3, 4, 6, 7, 8 si/sau 9;

c) are un domeniu CDR3 al catenei grele cuprinzand secventa de
aminoacid a SEQ ID NR.: 4, sau modificatd din SEQ ID NR.: 4 printr-o singura
substitutie a alaninei in pozitia 2, 3, 4, 5, 6, 8, 9, 10 sau 11 sau prin una pana
la cinci substitutii de aminoacizi conservatoare in pozitiile 2, 3, 4, 5, 6, 8, 9, 10,

11 si/sau 12.

32. Compozitie conform revendicarii 30, in care anticorpul uman izolat,
sau portiunea acestuia care se leaga la antigen, cuprinde o regiune variabila a
catenei usoare (LCVR) cuprinzand secventa de aminoacid a SEQ ID NR.: 1 si o
regiune variabila a catenei grele (HCVR) cuprinzand secventa de aminoacid a

SEQ ID NR.: 2.

33. Fragment Fd sau F(ab’)2 al unui anticorp uman izolat caracterizat prin
aceea ca, anticorpul disociaza din TNFa uman cu o Kq de 1 x 108 M sau mai
mica si o constanta a ratei Kog de 1 x 10-3 s'1 sau mai mica, ambele determinate
prin rezonanta plasmonului de suprafata, si neutralizeaza citotoxicitatea TNFa

uman intr-un test standard in vitro L929 cu ICs0 de 1 x 10-7 M sau mai mica.

34. Fragment Fd sau F(ab’)2 conform revendicarii 33, in care anticorpul
uman izolat are urmatoarele caracteristici:

a) disociaza din TNFa uman cu o constanta a ratei Ko de 1 x 103 s'1 sau
mai mica, asa cum s-a determinat prin rezonanta plasmonului de suprafata;

b) are un domeniu CDR3 al catenei usoare cuprinzand secventa de
aminoacid a SEQ ID NR.: 3, sau modificata din SEQ ID NR.: 3 printr-o singura
substitutie a alaninei in pozitia 1, 4, 5, 7 sau 8, sau prin una pana la cinci
substitutii de aminoacizi conservatoare in pozitiile 1, 3, 4, 6, 7, 8 si/sau 9;

c) are un domeniu CDR3 al catenei grele cuprinzand secventa de
aminoacid a SEQ ID NR.: 4, sau modificata din SEQ ID NR.: 4 printr-o singura

substitutie a alaninei in pozitia 2, 3, 4, 5, 6, 8, 9, 10 sau 11, sau prin una pana
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la cinci substitutii de aminoacizi conservatoare in pozitiile 2, 3, 4, 5, 6, 8, 9, 10,

11 si/sau 12.

35. Fragment Fd sau F(ab)2 conform revendicarii 33, in care anticorpul
uman izolat cuprinde o regiune variabila a catenei usoare (LCVR) cuprinzand
secventa de aminoacid a SEQ ID NR.: 1 si o regiune variabila a catenei grele

(HCVR) cuprinzand secventa de aminoacid a SEQ ID NR.: 2.

36. Anticorp uman izolat, sau o portiune a acestuia care se leaga la
antigen, care disociaza din TNFa uman cu o Kd de 1 x 10-8 M sau mai mica si o
constanta a ratei Koff de 1 x 103 s'! sau mai mica, ambele determinate prin
rezonanta plasmonului de suprafata, si neutralizeaza activarea celulara indusa
de TNFa intr-un test standard in vitro pentru expresia ELAM-1 indusa de TNFa

pe o celula endoteliala a venei ombilicale umane (HUVEC).

37. Anticorp uman izolat, sau o portiune a acestuia care se leaga la
antigen, care disociaza din TNFa uman cu o Kq de 1 x 108 M sau mai mica si o
constanta a ratei Ko de 1 x 103 s'! sau mai mica, ambele determinate prin
rezonanta plasmonului de suprafatd si inhiba legarea TNFa uman pe ambii

receptori p55 si p75 ai TNFa uman.
38. Acid nucleic izolat cuprinzand SEQ ID NR.: 36.
39. Acid nucleic izolat cuprinzand SEQ ID NR.: 37.

40. Compozitie farmaceuticd cuprinzand anticorpul uman izolat, sau
potiunea acestuia care se leaga la antigen, conform revendicarii 38 sau 39 si un

purtator acceptabil farmaceutic.

41. Acid nucleic izolat care codifica domeniul CDR3 al catenei usoare

cuprinzand secventa de aminoacid a SEQ ID NR.: 3, sau modificatd din SEQ ID

10
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NR.: 3 printr-o singura substitutie a alaninei in pozitia 1, 4, 5, 7 sau 8, sau prin
una pana la cinci substitutii de aminoacizi conservatoare in pozitiile 1, 3, 4, 6, 7,

8 si/sau 9.

42. Acid nucleic izolat conform revendicarii 41, care codifica o regiune

variabila a catenei usoare a anticorpului (LCVR).

43. Acid nucleic izolat conform revendicarii 42, in care domeniul CDR2 al

anticorpului LCVR cuprinde secventa de aminoacid a SEQ ID NR.: 5.

44, Acid nucleic izolat conform revendicarii 42, in care domeniul CDRI1 al

anticorpului LCVR cuprinde secventa de aminoacid a SEQ ID NR.: 7.

45. Acid nucleic izolat care codificA un domeniu CDR3 al catenei grele
cuprinzand secventa de aminoacid a SEQ ID NR.: 4, sau modificata din SEQ ID
NR.: 4 printr-o singura substitutie a alaninei in pozitia 2, 3, 4, 5, 6, 8, 9, 10 sau
11, sau prin una pana la cinci substitutii de aminoacizi conservatoare in pozitiile

2,3,4,5,6,8,9, 10, 11 si/sau 12.

46. Acid nucleic izolat conform revendicarii 45, care codificA o regiune

variabila a catenei grele a anticorpului (HCVR).

47. Acid nucleic izolat conform revendicarii 46, in care domeniul CDR2 al

anticorpului HCVR cuprinde secventa de aminoacid a SEQ ID NR.: 6.

48. Acid nucleic izolat conform revendicérii 46, in care domeniul CDR1 al

anticorpului HCVR cuprinde secventa de aminoacid a SEQ ID NR.: 8.

49. Acid nucleic izolat care codifica un domeniu CDR3 cuprinzand o
secventa de aminoacid selectata din grupul constand din SEQ ID NR.: 11, SEQ
ID NR.: 12, SEQ ID NR.: 13, SEQ ID NR.: 14, SEQ ID NR.: 15, SEQ ID NR.: 16,
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SEQ ID NR.: 17, SEQ ID NR.: 18, SEQ ID NR.: 19, SEQ ID NR.: 20, SEQ ID NR.:
21, SEQ ID NR.: 22, SEQ ID NR.: 23, SEQ ID NR.: 24, SEQ ID NR.: 25, SEQ ID
NR.: 26, SEQ ID NR.: 27, SEQ ID NR.: 28, SEQ ID NR.: 29, SEQ ID NR.: 30, SEQ
ID NR.: 31, SEQ ID NR.: 32, SEQ ID NR.: 33 si SEQ ID NR.: 34.

50. Acid nucleic izolat care codifica o regiune variabila a catenei usoare a

anticorpului cuprinzand secventa de aminoacid a SEQ ID NR.: 1.

S51. Acid nucleic izolat conform revendicarii 50, care codificd regiunea
variabild a catenei usoare a anticorpului §i o regiunea constantd a catenei

usoare a anticorpului.

52. Acid nucleic izolat conform revendicarii 51, care este intr-un vector de

expresie recombinant.

53. Acid nucleic izolat care codifica o regiune variabila a catenei grele a

anticorpului cuprinzand secventa de aminoacid a SEQ ID NR.: 2.

54. Acid nucleic izolat conform revendicarii 53, care codifica regiunea
variabild a catenei grele a anticorpului si o regiunea constanta a catenei grele a
anticorpului.

55. Acid nucleic izolat conform revendicarii 54, in care regiunea constanta
a catenei grele a anticorpului este o regiune constanta IgGl sau o regiune

constanta IgG4.

56. Acid nucleic izolat conform revendicarii 54, care este intr-un vector de

expresie recombinant.

57. Vector de expresie recombinant care codifica:
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a) o catena usoara a unui anticorp avand o regiune variabila cuprinzand
secventa de aminoacid a SEQ ID NR.: 1; si
b) o catena grea a unui anticorp avand o regiune variabild cuprinzand

secventa de aminoacid a SEQ ID NR.: 2.

58. Celula gazda caracterizatd prin aceea ca, in aceasta s-a introdus

vectorul de expresie recombinant conform revendicarii 57.

59. Procedeu de sinteza a unui anticorp uman care leagd TNFa uman,
caracterizat prin aceea cd, acesta cuprinde cultivarea celulei gazda, conform
revendicarii 58, intr-un mediu de culturd pana cand celula sintetizeaza un

anticorp uman care leaga TNFa uman.
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LISTA DE SECVENTE

(1) INFORMATIE GENERALA:

(1) SOLICITANT:
(A) NUME: BASF Aktiengesellschaft
(B) STRADA: Carl-Bosch Str. 38
(C) ORAS: 67056 Ludwigshafen
(D) STAT: Rheinland-Pfalz
{E) TARA: Federal Republic of Germany
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(ii) TITLUL INVENTIEI: Anticorpi umani care se leagd la TNFa uman

(iii) NUMAR DE SECVENTE: 37

(iv) ADRESA PENTRU CORESPONDENTA:
(A) ADRESANT: LAHIVE & COCKFIELD

(BY STRADA: 60 State Street, suite 510

(C) ORAS: Boston

(D) STAT: Massachusetts
(E} TARA: USA

(F) COD POSTAL: 02109-1875

(v) FORMA CITIBILA PE CALCULATOR:
(A) TIP MEDIU: Floppy disk
(B) COMPUTER: compatibil IBM PC
(C) SISTEM DE OPERARE: PC-DOS/MS-DOS

(D) SOFTWARE: PatentIn Release #1.0, Version #1.25

(vi) DATE ALE CERERII CURENTE:
(A) NUMARUL CERERII:
(B) DATA DEPUNERII:
(C) CLASIFICARE:

(vii) DATE ALE CEREII ANTERIOARE:
(A) NUMARUL CERERII: US 08/599,226
(B) DATA DEPUNERII: 9-FEB-1996
(C) CLASIFICARE:

(vii) DATE ALE CERERII ANTERIOARE:
(A) NUMARUL CERERII: US 60/031,476
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(B) DATA DEPUNERII: 25-NOV-1996
(C) CLASIFICARE:

{viii) INFORMATIE AGENT/MANDATAR:
(A) NUME: DeConti, Giulio A., Jr.
(B) NUMAR DE INREGISTRARE: 31,503
(C) NUMAR DOSAR/REFERINTA: BBI-043CPPC
(ix) INFORMATII PENTRU TELECOMUNICARE:
(A) TELEFON: (617)227-7400
{B) TELEFAX: (617)227-5941
(2) INFORMATIE PENTRU SEQ ID NO:1:
(i) CARACTERISTICE DE SECVENTA:
(A) LUNGIME: 107 aminoacizi
(BY TIP: aminoacid
(D) TOPOLOGIE: lineara
(ii) TIPUL MOLECULEI: peptidi
(v) TIPUL FRAGMENTULUI: intern

(x1i) DESCRIEREA SECVENTEI: SEQ ID NO:1l:

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Gly Ile Arg Asn Tyr
20 25 30

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile
35 40 45

Tyr Ala Ala Ser Thr Leu Gln Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
65 70 75 80

Glu Asp Val Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Arg Tyr Asn Arg Ala Pro Tyr




85
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90 95

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys

100

(2) INFORMATIE PENTRU SEQ ID NO:2:

(i)

(ii)

(v)

(xi)

Glu

Ser

Ala

Ser

Glu

65

Leu

Ala

Gln

CARBCTERISTICI DE SECVENTA:

(A) LUNGIME: 121 aminoacizi
(B) TIP:
(D)

TIPUL MOLECULEI: peptida

TOPOLOGIE:

aminoacid

lineara

TIPUL FRAGMENTULUI:

DESCRIEREA SECVENTEI:

val

Leu

Met

Ala

50

Gly

Gln

Lys

Gly

Gln

Arg

His

35

Ile

Arg

Met

Val

Thr
115

Leu

Leu

20

Trp

Thr

Phe

Asn

Ser

100

Leu

Val
5

Ser

vVal

Trp

Thr

Ser

85

Tyr

Val

Glu

Cys

Arg

Asn

Ile

70

Leu

Leu

Thr

intern

105

SEQ ID NO:

Ser Gly Gly

Ala

Gln

Ser

55

Ser

Arg

Ser

Val

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Thr

Ser
120

Ser

25

Pro

His

Asp

Glu

Ala

105

Ser

Gly Leu Val Gln Pro Gly
10 15

Gly Phe Thr Phe Asp Asp
30

Gly Lys Gly Leu Glu Trp
45

Ile Asp Tyr Ala Asp Ser
60

Asn Ala Lys Asn Ser Leu
75

Asp Thr Ala Val Tyr Tyr
90 95

Ser Ser Leu Asp Tyr Trp
110

Arg

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Gly

ke
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(2) INFORMATIE PENTRU SEQ ID NO:3:
(i) CARACTERISTICI DE SECVENTA:
(A) LUNGIME: 9 aminoacizi

(B) TIP: aminoacid
(D) TOPOLOGIE: lineard

(ii) TIPUL MOLECULEI: peptida
(v) TIPUL FRAGMENTULUI: intern
(ix) TRASATURA:
(A) NUME/COD: Sit-modificat
(B) LOCALIZARE: 9
(D) ALTA INFORMATIE: /not&= "Xaa este Thr sau Ala"
(xi) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO:3:
Gln Arg Tyr Asn Arg Ala Pro Tyr Xaa
1 5
{2) INFORMATIE PENTRU SEQ ID NO:4:
(i) CARACTERISTICI DE SECVENTA:
(A) LUNGIME: 12 aminoacizi
(B) TIP: aminoacid
(D) TOPOLOGIE: lineara
(ii) TIPUL MOLECULEI: peptida
(v) TIPUL FRAGMENTULUI: intern
(ix) TRASATURA:
(A) NUME/COD: Sit-modificat
(B) LOCALIZARE: 12
(D) ALTA INFORMATIE: /notd= "Xaa este Tyr sau Asn"

(xi) DESCRIEREA SECVENTEI: SEQ ID NO:4:

Val Ser Tyr Leu Ser Thr Ala Ser Ser Leu Asp Xaa o




(2) INFORMATIE PENTRU SEQ ID NO:5:
(1) CARACTERISTICI DE SECVENTA:
(A) LUNGIME: 7 aminoacizi
(B) TIP: aminoacid
(D) TOPOLOGIE: lineara
(ii) TIP MOLECULA: peptidi
(v) TIP FRAGMENT: intern
(xi) DESCRIEREA SECVENTEI: SEQ ID NO:5:
Ala Ala Ser Thr Leu Gln Ser
1 5
(2) INFORMATIE PENTRU SEQ ID NO:6:
(i) CARACTERISTICI DE SECVENTA:
(A) LUNGIME: 17 aminoacizi
(B} TIP: aminoacid
(D) TOPOLOGIE: lineari
(ii) TIP MOLECULA: peptidi

(v} TIP FRAGMENT: intern

(xi) DESCRIERE SECVENTA: SEQ ID NO:6:

A-2099-00821- -
“10 02-1397--

Ala Ile Thr Trp Asn Ser Gly His Ile Asp Tyr Ala Asp Ser Val Glu

1 5 10

Gly

‘2) INFORMATIE PENTRU SEQ ID NO:7:

15

I



(i) CARACTERISTICI DE SECVENTA:
(A) LUNGIME: 11 aminocacizi
(B) TIP: aminoacid
(D) TOPOLOGIE: lineara
{ii) TIP MOLECULA: peptida
(v) TIP FRAGMENT: intern
(xi) DESCRIERE SECVENTA: SEQ ID NO:7:
Arg Ala Ser Gln Gly Ile Arg Asn Tyr Leu Ala
1 5 10
(2) INFORMATIE PENTRU SEQ ID NO:8:
(i) CARACTERISTICI DE SECVENTA:
(A) LUNGIME: 5 aminoacizi
(B) TIP: aminoacid
(D) TOPOLOGIE: lineara
(ii) TIPUL MOLECULEI: peptida
(v) TIPUL FRAGMENTULUI: intern
(xi) DESCRIEREA SECVENTEI: SEQ ID NO:8:
Asp Tyr Ala Met His
1 5
(2) INFORMATIA PENTRU SEQ ID NO:9:
(i) CARACTERISTICI DE SECVENTA:
(A) LUNGIME: 107 aminoacizi
(B) TIP: aminoacid
(D) TOPOLOGIE: lineara

(ii) TIPUL MOLECULEI: peptida

(v) TIPUL FRAGMENTULUI: intern

6-2009-00821- -
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(2)

(xi)

Asp

Asp

Leu

Tyr

Ser

65

Glu

Ala

R-200¢-00821--
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DESCRIEREA SECVENTEI: SEQ ID NO:9:

Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Ile Gly
5 10 15

Arg Val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Gly Ile Arg Asn Tyr
20 25 30

Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile
35 40 45

Ala Ala Ser Thr Leu Gln Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60

Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro
70 75 80

Asp Val Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Lys Tyr Asn Ser Ala Pro Tyr
85 90 95

Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105

INFORMATIA PENTRU SEQ ID NO:10:

(1)

(ii)

(v)

(x1)

Gln

Ser

CARACTERISTICI DE SECVENTA:
(A) LUNGIME: 121 aminoacizi
(B} TIP: aminoacid
(D) TOPOLOGIE: linearéd

TIPUL MOLECULEI: peptida

TIPUL FRAGMENTULUI: intern

DESCRIEREA SECVENTEI: SEQ ID NO:10:

Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Arg
5 10 15

Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Asp Asp Tyr
20 25 30 A
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Ala Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Asp Trp Val
35 40 45
Ser Ala Ile Thr Trp Asn Ser Gly His Ile Asp Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 60
Glu Gly Arg Phe Ala Val Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Ala Leu Tyr
65 70 75 80
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Pro Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Thr Lys Ala Ser Tyr Leu Ser Thr Ser Ser Ser Leu Asp Asn Trp Gly
100 105 110
Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120
(2) INFORMATIA PENTRU SEQ ID NO:11:
(1) CARACTERISTICI DE SECVENTA:
(A) LUNGIME: 9 aminoacizi
(B) TIP: aminoacid
(D) TOPOLOGIE: lineara
(ii) TIPUL MOLECULEI: peptida
(v) TIPUL FRAGMENTULUI: intern
(xi) DESCRIEREA SECVENTEI: SEQ ID NO:11:
Gln Lys Tyr Asn Ser Ala Pro Tyr Ala
1 5
(2) INFORMATIA PENTRU SEQ ID NO:12:
(i) CARACTERISTICI DE SECVENTA: /ffi?ﬁ§;>\
(A) LUNGIME: 9 aminoacizi 75 \
(BY TIP: aminoacid N /

(D) TOPOLOGIE: lineara L




(1i) TIPUL MOLECULEI: peptida

(v) TIPUL FRAGMENTULUI: intern
(xi) DESCRIEREA SECVENTEI: SEQ ID NO:12:

Gln Lys Tyr Asn Arg Ala Pro Tyr Ala
1 5

(2) INFORMATIE PENTRU SEQ ID NO:13:

(i} CARCTERISTICI DE SECVENTA:
(A) LUNGIME:

9 aminoacizi
(B) TIP:

aminoacid

(D) TOPOLOGIE: lineari

{ii) TIPUL MOLECULEI: peptida

(v) TIPUL FRAGMENTULUI: intern
(xi) DESCRIEREA SECVENTEI: SEQ ID NO:13:

Gln Lys Tyr Gln Arg Ala Pro Tyr Thr
1 5

(2) INFORMATIE PENTRU SEQ ID NO:14:

(i) CARACTERISTICI DE SECVENTA:
(A) LUNGIME: 9 aminoacizi
(B) TIP: aminoacid

(D} TOPOLOGIE: linearéi

(ii) TIPUL MOLECULEI: peptida

(v) TIPUL FRAGMENTULUI: intern
(xi) DESCRIEREA SECVENTEI:

SEQ ID NO:14:

Gln Lys Tyr Ser Ser Ala Pro Tyr Thr
1 5

-
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(2) INFORMATIA FOR SEQ ID NO:15:
{i) CARACTERISTICI DE SECVENTA:
(A) LUNGIME: 9 aminoacizi
(B) TIP: aminoacid
(D) TOPOLOGIE: lineara
(ii) TIPUL MOLECULEI: peptida
(v) TIPUL FRAGMENTULUI: intern
(xi) DESCRIEREA SECVENTEI : SEQ ID NO:15:
Gln Lys Tyr Asn Ser Ala Pro Tyr Thr
1 5
(2) INFORMATIE PENTRU SEQ ID NO:16:
(i) CARACTERISTICI DE SECVENTA:
(A) LUNGIME: 9 aminoacizi
(B) TIP: aminoacid
(D) TOPOLOGIE: lineard
(ii) TIPUL MOLECULEI: peptida
(v) TIPUL FRAGMENTULUI: intern
(xi) DESCRIEREA SECVENTEI: SEQ ID NO:16:
Gln Lys Tyr Asn Arg Ala Pro Tyr Thr
1 5
(2) INFORMATIA PENTRU SEQ ID NO:17:
(i) CARACTERISTICI DE SECVENTA:
(A) LUNGIME: 9 aminoacizi "

(B) TIP: aminoacid
(D) TOPOLOGIE: lineara c“w‘ \




¢
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(ii) TIPUL MCLECULEI: peptida
(v) TIPUL FRAGMENTULUI: intern
(xi) DESCRIEREA SECVENTEI: SEQ ID NO:17:
Gln Lys Tyr Asn Ser Ala Pro Tyr Tyr
1 5
(2) INFORMATIE PENTRU SEQ ID NO:18:
{i) CARACTERISTICI DE SECVENTA:
(A) LUNGIME: 9 aminoacizi
(B) TIP: aminoacid
(D) TOPOLOGIE: lineard
(ii) TIPUL MOLECULEI: peptida
(v) TIPUL FRAGMENTULUI: intern
(xi) DESCRIEREA SECVENTEI: SEQ ID NO:18:
Gln Lys Tyr Asn Ser Ala Pro Tyr Asn
1 5
(2) INFORMATIE PENTRU SEQ ID NO:19:
(i) CARACTERISTICI DE SECVENTA:
{A) LUNGIME: 9 aminoacizi
(B) TIP: aminoacid
(D) TOPOLOGIE: lineara
(ii) TIPUL MOLECULEI: peptidd

(v) TIPUL FRAGMENTULUI: intern

(xi) DESCRIEREA SECVENTEI: SEQ ID NO:19:

I

/fﬁjﬁig>\\

Gln Lys Tyr Thr Ser Ala Pro Tyr Thr . h //§ \
. WEY Y

1 5 LTS, . ( C AB‘ i
P \ L. 'E ;‘FOP‘A !)

<: \\K SR @//

" N \§7
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(2) INFORMATIE PENTRU SEQ ID NO:20:
(i) CARACTERISTICI DE SECVENTA:
(A) LUNGIME: 9 aminoacizi
(B} TIP: aminoacid
(D) TOPOLOGIE: lineara
(ii) TIPUL MOLECULEI: peptid&
(v) TIPUL FRAGMENTULUI: intern
(xi) DESCRIEREA SECVENTEI: SEQ ID NO:20:
Gln Lys Tyr Asn Arg Ala Pro Tyr Asn
1 5
(2) INFORMATIE PENTRU SEQ ID NO:21:
{i) CARACTERISTICI DE SECVENTA:
(A) LUNGIME: 9 aminoacizi
(B) TIP: aminoacid
(D) TOPOLOGIE: lineara
(ii) TIPUL MOLECULEI: peptidi
(v) TIPUL FRAGMENTULUI: intern
(xi) DESCRIEREA SECVENTEI: SEQ ID NO:21:
Gln Lys Tyr Asn Ser Ala Ala Tyr Ser
1 5

{2) INFORMATIE PENTRU SEQ ID NO:22:

(1) CARACTERISTICI D ESECVENTA:

(A) LUNGIME: 9 aminoacizi /;7;}
. . ~ C\

(B) TIP: aminoacid ! N ﬁ(? ‘\\\

\

(D) TOPOLOGIE: lineari o i ABINET
A
Ve N o w»ﬁri}ﬁ )
RN \ S -8
No O e n\‘\lb/:.,//'
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(ii) TIPUL MOLECULEI: peptidi
(v) TIPUL FRAGMENTULUI: intern
(xi) DESCRIEREA SECVENTEI: SEQ ID NO:22:
Gln Gln Tyr Asn Ser Ala Pro Asp Thr
1 5
(2) INFORMATIA PENTRU SEQ ID NO:23:
(1) CARACTERISTICI DE SECVENTA:
(A) LUNGIME: 9 aminoacizi
(B) TIP: aminoacid
(D) TOPOLOGIE: lineara
(ii) TIPUL MOLECULEI: peptidd
(v) TIPUL FRAGMENTULUI: intern
(xi) DESCRIEREA SECVENTEI: SEQ ID NO:23:
Gln Lys Tyr Asn Ser Asp Pro Tyr Thr
1 5
(2) INFORMATIE PENTRU SEQ ID NO:24:
(1) CARACTERISTICI DE SECVENTA:
(A) LUONGIME: 9 aminocacizi
(B) TIP: aminoacid
(D) TOPOLOGIE: lineard
(ii) TIPUL MOLECULEI: peptid3
(v) TIPUL FRAGMENTULUI: intern

(xi) DESCRIEREA SECVENTEI: SEQ ID NO:24:

Gln Lys Tyr Ile Ser Ala Pro Tyr Thr
1 5
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(2) INFORMATIA PENTRU SEQ ID NO:25:
(i) CARACTERISTICI DE SECVENTA:
(A) LUNGIME: 9 aminoacizi
(B) TIP: aminoacid
(D) TOPOLOGIE: lineara
(ii) TIPUL MOLECULEI: peptidi
(v) TIPUL FRAGMENTULUI: intern
(xi) DESCRIEREA SECVENTEI: SEQ ID NO:25:
Gln Lys Tyr Asn Arg Pro Pro Tyr Thr
1 5
(2) INFORMATIE PENTRU SEQ ID NO:26:
(i) CARACTERISTICI DE SECVENTA:
(A) LUNGIME: 9 aminocacizi
(B) TIP: aminoacid
(D) TOPOLOGIE: lineara
(ii) TIPUL MOLECULEI: peptidi
(v) TIPUL FRAGMENTULUI: intern
{(xi) DESCRIEREAR SECVENTEI: SEQ ID NO:26:
Gln Arg Tyr Asn Arg Ala Pro Tyr Ala
1 5
(2) INFORMATIE PENTRU SEQ ID NO:27:
(i) CARACTERISTICI DE SECVENTA:
(A) LUNGIME: 12 aminoacizi

({B) TIP: aminoacid
(D) TOPOLOGIE: lineari Lo




(ii)

(v)

(xi)

Ala

(2)
(1)
(ii)
(v)
{(xi)
Ala
1
(2)

(1)

(ii)

(v)

{x1)

Ala

TIPUL MOLECULEI: peptidi

TIPUL FRAGMENTULUI: intern

DESCRIEREA SECVENTEI: SEQ ID NO:27:

Ser Tyr Leu Ser Thr Ser Ser Ser Leu Asp Asn
5 10

INFORMATIE PENTRU SEQ ID NO:28:

CARACTERISTICI DE SECVENTA:

(A) LUNGIME: 12 aminoacizi
(B) TIP: aminoacid
(D) TOPOLOGIE: lineara

TIPUL MOLECULEI: peptida

TIPUL FRAGMENTULUI:

intern

DESCRIEREA SECVENTEI: SEQ ID NO:28:

Ser Tyr Leu Ser Thr Ser Ser Ser Leu Asp Lys
5 10

INFORMATIE PENTRU SEQ ID NO:29:

CARACTERISTICI DE SECVENTA:
(A) LUNGIME:
(B) TIP: aminoacid
(D) TOPOLOGIE: lineard

12 aminoacizi

TIPUL MOLECULEI: peptida

TIPUL FRAGMENTULUI:

intern

DESCRIEREA SECVENTEI: SEQ ID NO:29:

Ser Tyr Leu Ser Thr Ser Ser Ser leu Asp Tyr
5 10
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{2) INFORMATIE PENTRU SEQ ID NO:30:
(i) CARACTERISTICI DE SECVENTA:
(A) LUNGIME: 12 aminoacizi
{(B) TIP: aminoacid
(D) TOPOLOGIE: lineara
(ii) TIPUL MOLECULEI: peptidi
(v) TIPUL FRAGMENTULUI: intern
(x1i) DESCRIEREA SECVENTEI: SEQ ID NO:30:
BAla Ser Tyr Leu Ser Thr Ser Ser Ser Leu Asp Asp
1 5 10
(2) INFORMATIE PENTRU SEQ ID NO:31:
(1) CARACTERISTICI DE SECVENTA:
(A) LUNGIME: 12 aminoacizi
(B) TIP: aminoacid
(D) TOPOLOGIE: lineara
(ii) TIPUL MOLECULEI: peptidi
(v) TIPUL FRAGMENTULUI: intern
(xi) DESCRIEREA SECVENTEI: SEQ ID NO:31:
Ala Ser Tyr Leu Ser Thr Ser Phe Ser Leu Asp Tyr
1 5 10
(2) INFORMATIE PENTRU SEQ ID NO:32:
(i) CARACTERISTICI DE SECVENTA:
(A) LUNGIME: 12 aminoacizi

(B) TIP: aminoacid
(D) TOPOLOGIE: lineard

A-2009-00821--
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(ii)

(v)

{x1i)

Ala

TIPUL MOLECULEI: peptidi

TIPUL FRAGMENTULUI: intern

DESCRIEREA SECVENTEI: SEQ ID NO:32:

Ser Tyr Leu Ser Thr Ser Ser Ser Leu His Tyr
5 10

(2) INFORMATIE PENTRU SEQ ID NO:33:

(1)

(ii)

(v)

(xi)

Ala

CARACTERISTICI DE SCVENTA:
(A) LUNGIME: 12 aminoacizi
(B} TIP: aminoacid
(D)} TOPOLOGIE: lineari

TIPUL MOLECULEI: peptidi

TIPUL FRAGMENTULUI: intern

DESCRIEREA SECVENTEI: SEQ ID NO:33:

Ser Phe Leu Ser Thr Ser Ser Ser Leu Glu Tyr
5 10

(2) INFORMATIE PENRTU SEQ ID NO:34:

(1)

(ii)

(v)

(xi)

Ala

CARACTERISTICI DE SECVENTi:
(A) LUNGIME: 12 aminoacizi
(B) TIP: aminoacid
(D) TOPOLOGIE: linearia

TIPUL MOLECULEI: peptidi

TIPUL FRAGMENTULUI: intern

DESCRIEREA SECVENTEI: SEQ ID NO:34:

Ser Tyr Leu Ser Thr Ala Ser Ser Leu Glu Tyr
5 10

C\fZUUQ-[]DBH—-
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(2) INFORMATIE PENTRU SEQ ID NO:35:
(i) CARACTERISTICI DE SECVENTA:
(A) LUNGIME: 12 aminoacizi
(B) TIP: aminoacid
(D) TOPOLOGIE: lineard
(ii) TIPUL MOLECULEI: peptida
(v) TIPUL FRAGMENTULUI: intern
(xi) DESCRIEREA SECVENTEI: SEQ ID NO:35:
Val Ser Tyr Leu Ser Thr Ala Ser Ser Leu Asp Asn
1 5 10
(2) INFORMATIE PENTRU SEQ ID NO:36:
(i} CARACTERISTICI DE SECVENTA:
(A) LUNGIME: 321 baze perechi
(B) TIP: acid nucleic
(€} IMPLETIRE: dubli
(D) TOPOLOGIE: lineara
(ii) TIPUL MOLECULEI: cADN
(xi) DESCRIEREA SECVENTEI: SEQ ID NO:36:
GACATCCAGA TGACCCAGTC TCCATCCTCC CTGTCTGCAT CTGTAGGGGA CAGAGTCACC 60
ATCACTTGTC GGGCAAGTCA GGGCATCAGA AATTACTTAG CCTGGTATCA GCAAAAACCA 120
GGGABRAGCCC CTAAGCTCCT GATCTATGCT GCATCCACTT TGCAATCAGG GGTCCCATCT 180
CGGTTCAGTG GCAGTGGATC TGGGACAGAT TTCACTCTCA CCATCAGCAG CCTACAGCCT 240

GAAGATGTTG CARCTTATTA CTGTCARAGG TATAACCGTG CACCGTATAC TTTTGGCCAG

3GGACCAAGG TGGAAATCAA A




(2) INFORMATIE PENTRU SEQ ID NO 37:

(i) CARACTERISTICI DE SECVENTA:

(ii) TIPUL MOLECULEI:

(x1i)

GAGGTGCAGC

TCCTGTGCGG

CCAGGGAAGG

GCGGACTCTG

CTGCAAATGA

TACCTTAGCA

AGT

(A) LUNGIME:

(B) TIP:

363 baze perechi

acid nucleic

(c) IMPLETIRE: dubla
{D) TOPOLOGIE: lineari

DESCRIEREA SECVENTEI:

TGGTGGAGTC

CCTCTGGATT

GCCTGGAATG

TGGAGGGCCG

ACAGTCTGAG

CCGCGTCCTC

cADN

SEQ ID NO:37:

TGGGGGAGGC TTGGTACAGC

CACCTTTGAT GATTATGCCA

GGTCTCAGCT ATCACTTGGA

ATTCACCATC TCCAGAGACA

AGCTGAGGAT ACGGCCGTAT

CCTTGACTAT TGGGGCCRAG

CCGGCAGGTC

TGCACTGGGT

ATAGTGGTCA

ACGCCAAGAA

ATTACTGTGC

GTACCCTGGT

A-2009-00821--

10 02-1397--
CCTGAGACTC 60
CCGGCRAAGCT 120
CATAGACTAT 180
CTCCCTGTAT 240
GAAAGTCTCG 300
CACCGTCTCG 360

363

Ty
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