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1
L DE ANT RPO TI PECIFICIDAD E
FACTOR DE NECROSIS TUMORAL ALF. b 4 DE LAS
MISMAS

La presente invencidén se refiere a una molécula de

5 anticuerpo que tiene especificidad por determinantes
antigénicos del factor de necrosis tumoral alfa humano
(TNFa) . La presente invencién también se refiere a los usos
terapéuticos de la molécula de anticuerpo y a procedimientos

para producir la molécula de anticuerpo.

10 Esta invencién se refiere a moléculas de anticuerpo. En

' una molécula de anticuerpo, hay dos cadenas pesadas y dos

cadenas ligeras. Cada cadena pesada y cada cadena ligera

tiene en su extremo N-terminal un dominio variable. Cada

dominic variable estd compuesto de cuatro regiones

15 estructurales (FR) que se alternan con tres regiones

determinantes de complementariedad (CDR). Los restos de los

dominios variables convencionalmente se numeran de acuerdo

con un sistema ideado por Kabat y col. Este sistema se

.-. explica en Kabat y col., 1987, en .‘.:‘aequences of Proteins of

20 Immunological Interest, US Departament of Health and Human

Services, NIH, USA (en lo sucesivo "Kabat y col. {supra)").

En la presente memoria descriptiva se usa este sistema de
numeracién, excepto cuando se indique otra cosa.

Las denominaciones de Kabat de los restos no siempre

25 corresbéiﬁ:ien directamente con la numeracién lineal de los
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restos de aminocidos. La secuencia lineal de amino&cidos
real puede contener menos aminodcidos o mis aminoicidos que
en la numeracién estricta de Kabat, que corresponden a un
acortamiento o a una insercién dentro de un componente
estructural, ya sea una porcién estructural o una CDR, de la
estructura b&sica del dominio variable. La numeracién
correcta de Kabat de los restos para un anticuerpo dado puede
determinarse por alineacién de restos de homologia en la
secuencia del anticuerpo con una secuencia numerada de Kabat
"convencional".

Las CDR del dominio variable de la cadena pesada estén
localizadas en los restos 31-35 (CDRH1), en los restos 50-65
(CDRH2) y en los restos 95-102 (CDRH3) de acuerdo con la
numeracién de Kabat.

Las CDR del dominio variable de la cadena ligera estén
localizadas en los restos 24-34 (CDRL1l), en los restos 50-56
(CDRL2) y en los restos 89-97 (CDRL3) de acuerdo con la
numeracién de Kabat.

En la Solicitud de Patente Europea EP-A-0239400, que
describe un procedimiento en el que las CDR de un anticuerpo
monoclonal de ratén se injertan en las regiones estructurales
de los dominios variables de una inmunoglobulina humana por
mutagénesis de localizacién dirigida usando oligonucleétidos
largos, se describe la construccién de anticuerpos con CDR

injerfaéaﬁ. Las CDR determinan la especificidad de unién de




10

15

20

25

5

3
antigenos de los anticuerpos y son secuencias peptidicas
relativamente cortas llevadas en las regiones estructurales
de los dominios variables.

Los trabajos previos sobre la humanizacién de
anticuerpos monoclonales por injerto de CDR se realizaron
sobre anticuerpos monoclonales que reconoclian antigenos
sintéticos, tales como NP. Sin embargo, Verhoeyen y col.
(Science, 239, 1534-1536, 1988) y Riechmann y col. (Nature,
332, 323-324, 1988), respectivamente, han descrito ejemplos
en los que un anticuerpo monoclonal de ratén que reconocia
una lisozima y un anticuerpo monoclonal de rata que reconocia
un antigeno presente sobre las células T humanas se
humanizaron por injerto de CDR.

Riechmann y col., descubrieron que la transferencia de
las CDR solas {(como se definen por Kabat (Kabat y col.
(supra) y Wu y col., J. Exp. Med. 132, 211-250, 1970) no era
suficiente para proporcionar una actividad de unién a
antigenos satisfactoria en el producto en el que se habian
injertado las CDR. Se descubrié que tenfian que alterarse
varios restos estructurales de manera que correspondieran a
los de la regién estructural donadora. Los criterios
propuestos para la seleccifén de los restos estructurales que
necesitan alterarse se describen en la Solicitud de Patente
Internacional WO 90/07861.

Se.'Han publicado varias revisiones que describen
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anticuerpos con CDR injertadas, incluyendo Vaughan y col.

(Nature Biotechnology, 16, 535-539, 1998).
El TNFa es una citocina pro-inflamatoria que se libera C o
e interacciona con las células del sistema inmune. De esta

forma, el TNFa se libera por macr&fagos que se han activado

por lipopolisacéridos (LPS) de bacterias gram negativas. Como
tal, el TNFa parece ser un mediador endSgeno de importancia
central implicado en el desarrollo y en la patogénesis del
choque endotéxico asociado con las sepsis bacterianas. I
También ee ha demostrado que el TNFa estd regqulado
positivamente en varias enfermedades humanas, incluyendo
enfermedades crénicas tales como la artritis reumatoide, la
enfermedad de Crohn, la colitis ulcerosa y la esclerosis
miltiple. Los ratones transgénicos para el TNFa humano
producen altos niveles de TNFa constitutivamente vy
desarrollan una poliartritis espont&nea destructiva que se
parece a la artritis reumatoide (Kaffer y col., EMBO J., 10
4025-4031, 1991). Por lo tanto, el TNFa se denomina citocina
pro-inflamatoria.

En la técnica anterior se han descrito anticuerpos

monoclonales contra el TNFa. Meager y col., (Hybridoma, &
305-311, 1987) describen anticuerpos monoclonales murinos
contra el TNFa recombinante. Fendly y col., (Hybridoma, 6,
359-370, 1987) describen el uso de anticuerpos monoclonales

murinos contra el TNFa recombinante en la definicién de
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epitopos neutralizadores sobre TNF. Shimamoto y col.,
(Immunology Letters, 17, 311-318, 1998) describen el uso de
anticuerpos monoclonales murinos contra el TNFy y su uso en
la prevencién del chogque endotéxico en ratones. Ademés, en
la Solicitud de Patente Internacional WO $2/11383 se
describen anticuerpos recombinantes, incluyendo anticuerpos
con CDR injertadas, especificos para el TNFa. Rankin y col.,
(British J. Rheumatology, 34, 334-342, 1995) describen el uso
de tales anticuerpos con CDR injertadas en el tratamiento de
la artritis reumatoide. El documento US-A-5 919 452 describe
anticuerpos quiméricos anti-TNF y su uso en el tratamient

de patologias asociadas con la presencia de TNF.

Se han propuesto anticuerpos contra el TNFa para la
profilaxis y el tratamiento del choque endotédxico (Beutler
y col., Science, 234, 470-474, 1985). Bodmer y col. (Critical
Care Medicine, 21, 8441-S446, 1993) y Wherry y col.,
(Critical Care Medicine, 21, S436-S440, 1993) discuten el
potencial terapéutico de anticuerpos anti-TNFa en el
tratamiento del choque 8éptico. Kiraschenbaum y col.,
(Critical Care Medicine, 26, 1625-1626, 1998) también
discuten el uso de anticuerpos anti-TNFa en el tratamiento
del choque séptico. La artritis inducida por colageno puede
tratarse eficazmente usando un anticuerpo'monoclonal anti-
TNFa (Williams y col. (PNAS-USA, 89, 9784-9788, 1992)).

ExiEEen niveles elevados de TNFa tanto en el liquido
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sinovial como en la sangre periférica de pacientes que sufren
artritis reumatoide. Cuando se administran agentes
blogqueantes de TNFa a pacientes que sufren artritis
reumatoide, estosa agentes reducen la inflamacién, mejoran los
sintomas y retrasan las lesiones de las articulaciones
(McKown y col. (Arthritis Rheum, 42, 1204-1208, 1999).

En Feldman y col., (Transplantation Proceedings, 30,
4126-4127, 1998), Adorini y col., (Trends in Immunology
Today, 18, 209-211, 1997) y en Feldman y col., (Advances in
Immunology, 64, 283-350, 1997) s8se describe el uso de
anticuerpos antl-TNFa en el tratamiento de la artritis
reumatoide y de la enfermedad de Crohn. Los anticuerpos
contra TNFa usados en tales tratamientos generalmente son
anticuerpos quiméricos, tales como los descritos en el
documento US-A-5 919 452.

Actualmente estén autorizados dos productos blogueantes
de TNFa para el tratamiento de la artritis reumatoide. El
primero, denominado etanercept, se comercializa por Immunex
Corporation como Enbrel™. Es una protefina de fusién
recombinante que comprende dos dominios p75 del receptor de
TNF solubles asociados a la porcién Fc de una inmunoglobulina
humana. El segundo, denominado infliximab, se comercializa
por Centocor Corporation como Remicade™. Es un anticuerpo
quimérico que tiene dominios variables murinos anti-TNFa y

dominios constantes de la IgGl humana.

3z
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Las moléculas de anticuerpo anti-TNFa recombinante de
la técnica anterior generalmente tienen una menor afinidad
por el TNFa que los anticuerpos de los que proceden las
regiones variables o CDR, generalmente tienen que producirse
en célulae de mamifero y su fabricacién es cara. En Stephens
y col., (Immunology, 85, 668-674, 1995), y en los documentos
GB-A-2 246 570 y GB-A-2 297 145 Be describen anticuerpos
anti-TNFa de la técnica anterior.

Existe la necesidad de una molécula de anticuerpo para
tratar enfermedades inflamatorias crénicas que pueda usarse
repetidamente y producirse £f&acil y eficazmente. También
existe la necesidad de una molécula de anticuerpo que tenga
alta afinidad por el TNFa y baja inmunogenicidad en los seres
humanos.

En un primer aspecto, la presente invencién proporciona
una molécula de anticuerpo que tiene especificidad por el
TNFa, que comprende una cadena pesada en la que el domin_io
variable comprende una CDR (como se define por Kabat y col.,
(supra)) que tiene la secuencia indicada como Hl en la Figura
3 (SEC ID NO: 1) para CDRH1l, como H2' en la Figura 3 (SEC ID
NO: 2) o como H2 en la Figqura 3 (SEC ID NO: 7) para CDRH2,
o como H3 en la Figura 3 (SEC ID NO: 3) para CDRH3.

La molécula de anticuerpo del primér aspecto de 1la
presente invencién comprende al menos una CDR seleccionada

entre H1i, H2' o H2 y H3 (SEC ID NO: 1; SEC ID NO: 2 o SEC ID




15

20

25

8
NO: 7 y SEC ID NO: 3) para el dominio variable de la cadena
pesada. Preferiblemente, la molécula de anticuerpo comprende
al menos dos y mis preferiblemente las tres CDR en el domino
variable de la cadena pesada.

En un segundo aspecto de la presente invencién, se
proporciona una molécula de anticuerpo que tiene
especificidad por el TNFa humano, que comprende una cadena
ligera en la que el dominio variable comprende una CDR {como
se define por Kabat y col., (supra)) que tiene la secuencia
indicada como Ll en la Figura 3 (SEC ID NO: 4) para CDRL1,
como L2 en la Figura 3 (SEC ID NO: 5) para CDRL2 o como L3
en la Figura 3 (SEC ID NO: 6) para CDRL3.

La molécula de anticuerpo del segundo aspecto de la
presente invencién comprende al menos una CDR seleccionada
entre L1, L2 y L3 (SEC ID NO: 4 a SEC ID NO: 6) para el
dominio variable de la cadena ligera. Preferiblemente, la
molécula de anticuerpo comprende al menos dos y, més
preferiblemente, las tres CDR en el dominio variable de 1la
cadena ligera.

Las moléculas de anticuerpo del primer y el segundo
aspectos de la presente invencién preferiblemente tienen una
cadena ligera complementaria o una cadena pesada
complementaria, respectivamente.

Preferiblemente, la molécula de anticuerpo del primer

e

© segqundo aspecto de la presente invencién comprende una
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cadena pesada en la que el dominio variable comprende una CDR
(como se define por Kabat y col., (supra)) que tiene la
secuencia indicada como Hl en la Figura 3 (SEC ID NO: 1) para
CDRH1, como H2' o H2 en la Figura 3 (SEC ID NO: 2 o SEC ID
NO: 7) para CDRH2 o como H3 en Ia Figura 3 (SEC ID NO: 3)
para CDRH3, y una cadena ligera en la que el dominio variable
comprende una CDR (como se define por Kabat y col., (supra))
que tiene la secuencia indicada como Ll en la Figura 3 (SEC
ID NO: 4) para CDRL1, como L2 en la Figura 3 (SEC ID NO: 5)
para CDRL2Z o como L3 en la Figura 3 (SEC ID NO: 6) para
CDRL3.

Las CDR indicadas en la SEC ID NOS: 1 y 3 a 7 y en la
Figura 3 mencionadas anteriormente proceden de un anticuerp
monoclonal de ratén hTNF40. Sin embargo, la SEC ID NO: 2
consta una CDR hibrida. La CDR hibrida comprende parte de la
CDR2 de la cadena pesada del anticuerpo monoclonal de ratén
hTNF40 (SEC ID NO: 7) y parte de la CDR2 de la cadena pesada
de una secuencia de regi6n V de la linea germinal del grupo
3 humano.

Las secuencias completas de los dominios variables del
anticuerpo hTNF40 de rat6én se muestran en la Figura 6 (cadena
ligera) (SEC ID NO: 99) y en la Figura 7 (cadena pesada) (SEC
ID NO: 100). Este anticuerpo de ratén "se denomina m&s
adelante "anticuerpo donador".

b

Uné‘ brimera realizacién alternativa preferida del

N
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primero o del segundo aspecto de la presente invencidén es el
anticuerpo monoclonal de ratém hTNF40, que tiene las
secuencias de los dominios variables de cadena ligera y
pesada mostradas en la Figura 6 (SEC ID NO: 99) y en la
Figura 7 (SEC ID NO: 100), respectivamente. La regién
constante de la cadena ligera de hTNF40 es kappa Yy la regién
constante de la cadena pesada es IgG2a.

En una segunda realizacién altermativa preferida, el
anticuerpo de acuerdo con el primer y el segundo aspectos de
la presente invencién es una molécula de anticuerpo quimérico
de ratén/humano denominada en este documento molécula
quimérica de anticuerpo hTNF40. La molécula quimérica del
anticuerpo comprende los dominios variables del anticuerpo
monoclonal de ratén hTNFA0 (SEC ID NOS: 99 y 100) y los
dominios constantes humanos. Preferiblemente, la molécula
quimérica del anticuerpo hTNF40 comprende el dominio C kappa
humano (Hieter y col., Cell, 22, 197-207, 1980; nGmero de
acceso del Genebank J00241) en la cadena ligera y los 4
dominios gamma humanos (Flanagan y col., Nature, 300, 709-
713, 1982) en la cadena pesada.

En una tercera realizacién alternativa preferida, el
anticuerpo de acuerdo con el primer y el segundo aapectos de
la presente invencién es una molécula de anticuerpo con CDR
injertadas. La expresién "una molécula de anticuerpo con CDR

injertaddﬁ", como se usa en este documento, se refiere a una
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molécula de anticuerpo en la que la cadena pesada y/o ligera
contiene una o mis CDR (incluyendo, si se desea, una CDR
hibrida) procedentes del anticuerpo donador (por ejemplo, un
anticuerpo monoclonal murino) injertadas en una estructura
de regién variable de cadena pesada y/o ligera de un
anticuerpo aceptor (por ejemplo, un anticuerpo humano).

Preferiblemente, tal anticuerpo con CDR injertadas tiene
un dominio variable que comprende regiones estructurales
aceptoras humanas asi{ como una o m&s de las CDR del donad r
mencionadas anteriormente.

Cuando se injertan las CDR, puede usarse cualquier
estructura apropiada de regién variable del aceptor con
reppecto a la clase/tipo de anticuerpc donador del cual
proceden las CDR, incluyendo regiones estructurales de ratén,
de primate y humanas. Son ejemplos de estructuras humanas que
pueden usarse en la presente invencién KOL, NEWM, REI, EU,
TUR, TEI, LAY y POM (Kabat y col., (supra)). Por ejemplo,
pueden usarse KOL y NEWM para la cadena pesada, puede usarse
REI para la cadena ligera y pueden usarse EU, LAY y POM tanto
para la cadena pesada como para la cadena ligera. La regiones
estructurales preferidas para la cadena ligera son las
regiones estructurales humanas del grupo 1 mostradas en la
Figura 1 (SEC ID NOS: 83, 85, 87 y 89). La regiones
estructurales preferidas para la cadena pesada son las

regiones"\e-atructurales humanas del grupo 1 y del grupo 3
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mostradas en la Figura 2 (SEC ID NOS: 91, 93, 95 y 97 y SEC
ID NOS: 106, 107, 108 y 109), respectivamente.

En un anticuerpo con CDR injertadas de la presente
invencién, se prefiere usar como anticuerpo aceptor uno gque
tenga cadenas que sean homSlogas a las cadenas del anticuerpo
donador. Las cadenas pesada y ligera del aceptor n
necesariamente tienen que proceder del mismo anticuerpo vy,
81 se desea, pueden comprender cadenas compuestas que tienen
regiones estructurales derivadas de diferentes cadenas.

Ademés, en un anticuerpo con CDR injertadas de la
presente invencién, las regiones estructurales no necesitan
tener exactamente la misma secuencia que las del anticuerpo
aceptor. Por ejemplo, ciertos restos inusuales pueden
cambiarse a restos que se producen con mids frecuencia para
esa clase o tipo de cadena aceptora. Como altermativa, pueden
cambiarse restos seleccionados en las regiones estructurales
del aceptor de forma que correspondan al resto encontrado en
la misma posicién en el anticuerpo donador. Tales cambios
deben mantenerse en el minimo necesario para recuperar la
afinidad del anticuerpo donador. En el documento WO 91/09967
se indica un protocolo para seleccionar los restos de las
regiones estructurales del aceptor que pueden necesitar
cambiarse.

Preferiblemente, en una molécula de anticuerpo con CDR

injertaaaﬁ de la presente invencién, si la cadena pesada del

2D




10

15

20

25

13
aceptor tiene regiones estructurales humanas del grupo 1
(mostradas en la Figura 2) (SEC ID NOS: 91, 93, 95 y 97},
entonces las regiones estructurales del aceptor de la cadena
pesada comprenden, adem&s de una o mAs CDR del donador,
restos del donador en las posiciones 28, 69 y 71 (de acuerdo
con Kabat y col., (supra)).

Como alternativa, si la cadena pesada del aceptor tiene
regionea esatructurales del grupo 1, entonces las regiones
estructurales del aceptor de la cadena pesada comprenden,
ademis de una o mids CDR del donador, restos del donador en
las posiciones 28, 38, 46, 67, 69 y 71 (de acuerdo con Kabat
y col., (supra)).

Preferiblemente, en una molécula de anticuerpc con CDR
injertadas de la presente invencién, si la cadena pesada del
aceptor tiene regiones estructurales humanas del grupo 3
(mostradas en la Fiqura 2) (SEC ID NOS: 106, 107, 108 y 109),
entonces las regiones estructurales del aceptor de la cadena
pesada comprenden, ademis de una o mé&s CDR del donador,
restos del donador en las posiciones 27, 28, 30, 48, 49, 69,
71, 73 76 y 78 (de acuerdo con Kabat y col., (supra)).

Preferiblemente, en una molécula de anticuerpo con CDR
injertadas de acuerdo con la presente invencién, si la cadena
ligera del aceptor tiene regiones estructurales humanas del
grupo 1 (mostradas en la Figura 1) (SEC ID NOS: 83, 85, 87

y 89), entonces las regiones estructurales del aceptor de la

Zz
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cadena ligera comprenden restos del donador en las posiciones
46 y 60 (de acuerdo con Kabat y col., (supra)).

Los restos del donador son restos del anticuerpo
donador, es decir, del anticuerpo del cual procedian
originalmente las CDR. )

La molécula de anticuerpo de la presente invencién puede
comprender: una molécula completa de anticuerpo que tiene
cadenas pesada y ligera de longitud completa; un fragmento
de la misma, tal como un fragmento Fab, Fab modificado, Fab’,
F{ab'), o Fv; un nonémero o un dimerc de cadena ligera o de
cadena pesada; un anticuerpo de una sola cadena, por ejemplo,
un Fv de una sola cadena en el que los dominios variables de
la cadena pesada y de la cadena ligera est&n unidos por un
engarce peptidico. De forma similar, las regiones variables
de la cadena pesada y de la cadena ligera pueden combinarse
con otroe dominios de anticuerpos cuando sea apropiado.

Preferiblemente, la molécula de anticuerpo de la
presente invencién es un fragmento Fab. Preferiblemente, el
fragmento Fab tiene una cadena pesada que tiene la secuencia
indicada como SEC ID NO: 111 y una cadena ligera que tiene
la secuencia indicada como SEC ID NO: 113. Las secuencias de
amino&cidos indicadas en la SEC ID NO: 111 y en la SEC ID NO:
113 preferiblemente se codifican por las secuencias de
nucledtidos proporcionadas en la SEC ID NO: 110 y en la SEC

ID NO: 115, respectivamente.




10

15

20

25

1S5

Como alternativa, se prefiere que la molécula de
anticuerpo de la presente invencién sea un fragmento Fab
modificado en el que la modificacién es la adicién al extremo
C-terminal de su cadena pesada de uno o mis aminodcidos para
permitir la unién de una molécula efectora o reportera.
Preferiblemente, los aminoficidos adicionales forman una
regién de bisagra modificada que contiene uno o dos restos
de cisteina a los que puede unirse la molécula efectora
reportera. Tal fragmento Fab modificado preferiblemente tiene
una cadena pesada que tiene la secuencia proporcionada como
SEC ID NO: 115 y la cadena ligera que tiene la secuencia
proporcioconada como SEC ID NO: 113. La secuencia de
aminodcidos proporcionada en la SEC ID NO: 115
preferiblemente se codifica por la secuencia de nucleétidos
proporcionada en la SEC ID NO: 114.

Un grupo efector preferido es una molécula polimérica,
que puede unirse al fragmento Fab modificado para aumentar
su vida media in vivo.

La molécula polimérica, en general, puede ser un
polimero sintético o un polimero que se produce de forma
natural, por ejemplo, un polialquileno, polialquenileno o
polioxialquileno de cadena lineal o ramificada opcionalmente
sustituido o un polisacérido ramificado o no ramificado, por
ejemplo, un homo- o hetero-polisacérido.

Los“bustituyentea opcionales particulares que pueden
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estar presentes en los polimeros sintéticos mencionad s
anteriormente incluyen uno mis grupos hidroxi, metilo o
metoxi. Los ejemplos particulares de polimeros sintéticos
incluyen poli(etilenglicol), poli (propilenglicol) o
poli{alcohol vinilico) de cadena lineal o ramificada,
opcionalmente sustituidos, o derivados de los mismos,
especialmente poli(etilenglicol) opcionalmente sustituido tal
como metoxipoli(etilenglicol) o derivados del mismo. Los
polimeros particulares que se producen de forma natural
incluyen lactosa, amilosa, dextrano, gluctgeno o derivad s
de los mismos. "Derivados", como se usa en este documento,
pretende incluir derivados reactivos, por ejemplo, grupos
reactivos selectivoe para tiol tales como maleimidas y
similares. El grupo reactivo puede unirse al polimero
directamente o por medio de un segmento de engarce. Se
apreciard gque, en algunos casos, el resto de tal grupo
formard parte del producto como grupo de unifn entre el
fragmento de anticuerpo y el polimero.

El tamafio del polimero puede variarse cuando se desee,
pero generalmente estaré en un intervalo de pesos moleculares
medios de 500 Da a 50000 Da, preferiblemente de 5000 a 40000
Da y, mis preferiblemente, de 25000 a 40000 Da. El tamafio del
polimero puede seleccionarse, en particular, baséndose en el
uso deseado del producto. De esta forma, por ejemplo, cuando

el produZéEo estd destinado a dejar la circulacién y penetrar
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en un tejido, por ejemplo, para uso en el tratamiento de un
tumor, puede ser ventajoso usar un polimero de bajo peso
molecular, por ejemplo, con un pesc molecular de
aproximadamente 5000 Da. Para aplicaciones en las que el
producto permanece en la circulacién, puede ser ventajoso
usar un polimero de mayor peso molecular, por ejemplo, con
un peso molecular en el intervalo de 25000 Da a 40000 Da.

Los polimeroas particularmente preferidos incluyen un
polimero de polialquileno, tal como poli(etilenglicol) o,
especialmente, un metoxipoli(etilenglicol) o un derivado del
mismo, y especialmente con un peso molecular en el intervalo
de aproximadamente 25000 Da a aproximadamente 40000 Da.

Cada molécula de polimero wunida al fragmento de
anticuerpo modificado puede unirse covalentemente al &tomo
de azufre de un resto de cisteina localizado en el fragmento.
El enlace covalente generalmente serd un enlace disulfuro o,
en particular, un enlace de sulfuro-carbono.

Cuando se desee, el fragmento de anticuerpo puede tener
una o mis moléculas efectoras o reporteras unidas al mismo.
Las moléculas efectoras o reporteras pueden unirse al
fragmento de anticuerpo a través de cualquier grupo funcional
de aminofcido terminal o de cadena 1lateral disponible
localizado en el fragmento, por ejemplof cualgquier grupo
amino, imino, hidroxilo o carboxilo libres.

En hIa preparacién de los fragmentos de anticuerpo
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modificadoe con polimeroe como se han descrito anteriormente,
puede usarse un polimero activado como material de partida.
El polimero activado puede ser cualquier polimero gque
contenga un grupo reactivo con tiol tal como un &cido o éster
a-halocarboxflico, por ejemplo, yodoacetamida, una imida, por
ejemplo, maleimida, una vinilsulfona ¢ un disulfuro. Tales
materiales de partida pueden obtenerse en el mercado (por
ejemplo, en Shearwater Polymers Inc., Huntsville, AL, USA)
0 pueden prepararse a partir de materiales de partida
disponibles en el mercado usando procedimientos gquimicos
convencionales.

Por lo que 1respecta a la unién de restos de
poli (etilenglicol) (PEG) , Be hace referencia a
"Poli(etilenglicol) Chemistry, Biotechnical y Biomedical
Applications”, 1992, J. Milton Harris (ed), Plenum Press,
Nueva York, *Poli (etilenglicol) Chemistry and Biological
Applications®", 1997, J. Milton Harris y S. Zalipsky (eds),
American Chemical Society, Washington DC y "Bioconjugation
Protein Coupling Techniques for the Biomedical Sciences”,
1998, M. Aslam y A. Dent, Grove Publishers, Nueva York.

Cuando se desea obtener un fragmento de anticuerpo unido
a una molécula efectora o reportera, éste puede prepararse
por procedimientos quimicos convencionales o de ADN
recombinante en los que el fragmento de anticuerpo se une

directaﬁéhﬁe o por medio de un agente de acoplamiento a la
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molécula efectora o reportera antes o después de la reaccién
con el polimero activade segln sea apropiado. Los
procedimientos quimicos particulares incluyen, por ejemplo,
los descritos en los documentos WO 93/06231, WO 92/22583, WO
89/00195 y WO 89/01476,. Como alternativa, cuando la molécula
efectora o reportera en una proteina o polipéptido, la unidn
puede conseguirse usando procedimientos de ADN recombinante,
por ejemplo, como los descritos en los documentos WO 86/01533
y EP-A-0392745.

Preferiblemente, el fragmento Fab modificado de la
presente invencién est4d PEGilado (es decir, tiene PEG
{poli({etilenglicol)) unido covalentemente) de acuerdo con el
procedimiento descrito en el documento EP-A-0948544.
Preferiblemente, la molécula de anticuerpo de la presente
invencién es un fragmento Fab modificado PEGilado como se
muestra en la Figura 13. Como se mﬁestra en la Figura 13, el
fragmento Fab modificado tiene un grupo maleimida unido
covalentemente a un solo grupo tiol en una regién de bisagra
modificada. Al grupo maleimida esti unido covalentemente un
resto de lisina. A cada uno de los grupos amina del resto de
lisina est& unido un polimero de metoxipoli{etilenglicol) que
tiene un peso molecular de aproximadamente 20.000 Da. Por lo
tanto, el peso molecular total de la molécula efectora entera
es de aproximadamente 40.000 Da.

Preferiblemente, en el compuesto mostrado en la Figura
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13, la cadena pesada de la parte de anticuerpo tiene la
secuencia proporcionada como la SEC ID NO: 115 y la cadena
ligera tiene la secuencia proporcionada como SEC ID NO: 113.
Este compuesto se denomina en este documento CDP870.

Los dominios de la regién constante de la molécula de
anticuerpo de la presente invencién, si estén presentes,
pueden seleccionarse en relacién con la funcién propuesta de
la molécula de anticuerpo y, en particular, las funciones del
efector que pueden requerirse. Por ejemplo, los dominice de
la regién conatante pueden ser dominios de IgA, IgD, IgE, IgG
o IgM humana. En particular, pueden usarse dominios de la
regién constante de la IgG humana, especialmente de los
isotipos IgGl e IgG3, cuando la molé&cula de anticuerpo esté
destinada para usos terapéuticos y se requieren funciones del
efector del anticuerpo. Como alternativa, pueden usarse
isotipos IgG2 e IgG4 cuando la molécula de anticuerpo esté
destinada para fines terapéuticos y no se requieren funciones
del efector del anticuerpo, por ejemplo, simplemente para
bloquear la actividad del TNFa.

Ademfs, la molécula de anticuerpo de 1la presente
invencién puede tener un efector o una molécula reportera
unida a la misma. Por ejemplo, puede tener un macrociclo para
quelar un 4tomo de metal pesado, o una toxina, tal como
ricina, unida al mismo por una estructura de unién covalente.

Como aléé}hativa, pueden usarse procedimientos de tecnologia

A
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de ADN recombinante para producir una molécula de anticuerpo
en la que el fragmento Fc (dominios CH2, CH3 y de bisagra),
los dominios CH2 y CH3 o el dominio CH3 de una molécula de
inmunoglobulina completa se hayan reemplazado, o tengan unido
por medic de un enlace peptidico, una proteina no
inmunoglobulina funcional, tal como una enzima o una molécula
de toxina.

Pref.eriblemente, la molécula de anticuerpo de 1la
presente invencién tiene una afinidad de unién de al menos
0,85x10® M, mis preferiblemente de al menos 0,75x10™ M y,
ain mi&s preferiblemente, de al menos 0,5x10 M. (Debe
mencionarse que la molécula de anticuerpo humanizado
preferida de la presente invencién, como se describe més
adelante, tiene una afinidad de aproximadamente 0,5x1070 M,
que es mejor que la afinidad del anticuerpo monoclonal murino
del que procedia. El anticuerpo murino tiene una afinidad de
aproximadamente 0,85x100 M.)

Preferiblemente, la molécula de anticuerpo de 1la
presente invencién comprende el dominio variable de la cadena
ligera hTNF40-gLl (SEC ID NO: 8) y el dominio variable de la
cadena pesada gh3hTNF40.4 (SEC ID NO: 11). Las secuencias de
los dominios variables de estas cadenas ligera y pesada se
muestran en las Figuras 8 y 11, respectiva-mente.

La presente invencién también se refiere a variantes de

la moléc‘u‘]-.a de anticuerpo de la presente invencién, que
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tienen mejor afinidad por TNFa. Tales variantes pueden

obtenerse por varios protocolos de maduracién de afinidad

incluyendo la mutacién de las CDR (Yang y col., J. Mol.

Biol., 254, 392-403, 1995), redistribucién de cadena (Marks
y col., Bio/Technology, 10, 779-783, 1992), uso de cepas
mutantes de E. colli (Lowy col., J. Mol. Biol., 250, 359-368,
1996), redistribucién del ADN (Patten y col., Curr. Opin.
Blotechnol., 8, 724-733, 1997), presentacién de fagos
(Thompson y col., J. Mol. Biol., 256, 77-88, 1996) y PCR
sexual (Crameri y col., Nature, 391, 288-291, 1998). Vaughan
y col. (supra) discuten estos procedimientos de maduracién
de afinidad.

La presente invencién también proporciona una secuencia
de ADN que codifica las cadenas pesada y/o ligera de la
molécula de anticuerpo de la presente invencién.

Preferiblemente, la secuencia de ADN codifica la cadena
pesada o ligera de la molécula de anticuerpo de la presente
invencidn.

En una realizacién preferida, la secuencia de ADN
codifica una cadena ligera y comprende la secuencia mostrada
en la SEC ID NO: 8 (hTNF40-gLl) o en la SEC ID NO: 9 (h-TNF-
40-gL2) o un equivalente degenerado de la misma.

En una realizacibén alternativa prefefida, la secuencia
de ADN codifica una cadena pesada y comprende la secuencia

mostrada en SEC ID NO: 10 (ghlhTNF40.4) o la SEC ID NO: 11
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(gh3hTNF40.4) o un equivalente degenerado de la misma.

La secuencia de ADN de la presente invencién puede
comprender ADN sintético, por ejempleo, producido por
procesamiento quimico, ADNc, ADN genémico o cualquier
combinacién de los mismos. i

La presente invencién también se refiere un vector de
clonacién o expresién que comprende una o mAs secuencias de
ADN de la presente invencién. Preferiblemente, el vector de
clonacién o expresién comprende dos secuencias de ADN que
codifican la cadena ligera y la cadena pesada de la molécula
de anticuerpo de la presente invencién, respectivamente.

En una realizaci6n preferida, la presente invencién
proporciona un vector de expresién en E. coli que comprende
una sgecuencia de ADN de la presente invencién.
Preferiblemente, el vector de expresién es pTTO{(CDP870) como
se muestra esquemiticamente en la Figura 22.

La presente invencién también comprende el vector
PDNAbBENng-Gl como se muestra en la Figura 19.

Los procedimientos generales por medio de los cuales
pueden construirse los vectores, los procedimientos de
transfeccién y los procedimientos de cultivo son bien
conocidos para los especialistas en la técnica. A este
respecto, s8e hace referencia a "Current Protocols in
Molecular Biology”, 1999, F.M. Ausubel (ed), Wiley

Intersciéﬁce, Nueva York, y el Manual de Maniatis producido
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por Cold Spring Harbor Publishing.

Las secuenciae de ADN que codifican la molécula de
anticuerpo de la presente invencién pueden obtenerse por
procedimientos bien conocidos para los especialistas en la
técnica. Por ejemplo, las secuencias de ADN que codifican
para parte o toda la cadena pesada y ligera del anticuerp
pueden sintetizarse cuando sBe desee a partir de las
secuencias de ADN determinadas o baséndose en las secuencias
de amino&cidos correspondientes.

El ADN que codifica para secuencias estructurales
aceptoras se puede adquirir f&cilmente por los especialistas
en la técnica y puede sintetizarse f&cilmente basandose en
sus secuencias de aminodcidos conocidas.

Pueden usarse té&cnicas convencionales de biologia
molecular para preparar secuencias de ADN que codifican para
la molécula de anticuerpo de la presente invencién. Las
secuencias de ADN deseadas-pueden sintetizarse completamente
o en parte usando técnicas de sintesis de oligonuclebtidos.
Cuando sea apropiado, pueden usarse técnicas de mutagénesis
de localizacién dirigida y técnicas de reaccidn de cadena de
polimerasa (PCR).

Para la expresién de las secuencias de ADN que codifican
la molécula de anticuerpo de la presente invencién puede
usarse cualquier sistema de célula huésped/vector adecuado.

Pueden .u'ﬁérse bacterias, por ejemplo, E. coli, y otros

X




10

15

20

25

25

gistemas microbianos, en parte, para la expresién de
fragmentos de anticuerpc tales como fragmentos Fab y F(ab’),,
Y especialmente fragmentos Fv y fragmentos de anticuerpo de
una sola cadena, por ejemplo, Fv de una sola cadena. Pueden
usarse sistemas de expresién de células huésped eucariotas,
por ejemplo, de mamifero, para la produccién de moléculas de
anticuerpo mayores, incluyendo moléculas de anticuerpo
completas. Las células huésped de mamifero adecuadas incluyen
CHO, células de mieloma o células de hibridoma.

La presente invencién también proporciona un
procedimiento para la produccién de una molécula de
anticuerpo de acuerdo con la presente invencién, que
comprende cultivar una célula huésped que comprende un vector
de la presente invencién en condiciones adecuadas para
producir la expresién de una proteina a partir del ADN que
codifica la molécula de anticuerpo de la presente invencién,
y aislar la molécula de anticuerpo.

Preferiblemente el procedimiento para la produccién de
la molécula de anticuerpo de la presente invencién comprende
cultivar células E. coli que comprenden un vector de
expresién de E. coli que comprende la secuencia de ADN de la
presente invencién en condiciones adecuadas para producir la
expresién de la proteina a partir de la secuencia de ADN, y
aislar la molécula de anticuerpo. La molécula de anticuerpo

puede séé?etarse de la célula o dirigirse al periplasma por
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medio de secuencias sefial adecuadas. Como alternativa, las
moléculas de anticuerpo pueden acumularse dentro del
citoplasma de la célula. Preferiblemente, la molécula de
anticuerpo se dirige al periplasma. Dependiendo de 1la
molécula de anticuerpo que se estd produciendo y del
procedimiento usado, es deseable permitir que las moléculas
de anticuerpo se plieguen y adopten una conformacién
funcional. Los procedimientos para permitir que las moléculas
de anticuerpo se plieguen son bien conocidos para 1 s
especialistas en la técnica.

La molécula de anticuerpo puede comprender sélo un
polipéptido de cadena pesada o de cadena ligera, en cuyo caso
86lo necesita usarse una secuencia codificante de polipéptido
de cadena pesada o de cadena ligera para transfectar a las
células huésped. Para la produccién de productos que
comprenden cadenas tanto pesadas como ligeras, la linea
celular puede tranafectarse con dos vectores, codificando un
primer vector un polipéptido de cadena ligera y codificando
un segundo vector un polipéptido de cadena pesada. Como
alternativa, puede usarse un solo vector, incluyendo el
vector secuencias que codifican los polipéptidos de cadena
ligera y de cadena pesada.

La presente invencién también proporciona una
composicién terapéutica o de diagnéstico que comprende una

molécula ~ de anticuerpo de la presente invencién en
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combinacién con un excipiente, diluyente o vehiculo
farmacéuticamente aceptai:le.

I.a presente invencién también proporciona un
procedimiente para la preparacién de una composicién
terapéutica o de diagnéstico que comprende mezclar la
molécula de anticuerpo de la presente invencién junto con un
excipiente, diluyente o vehiculo farmacéuticamente aceptable.

La molécula de anticuerpo puede ser el Gnico ingrediente
activo en la compoeicifn terapéutica o de diagnéatico o puede
estar acompafiada por otros ingredientes activos que incluyen
otros ingredientes de anticuerpos, por ejemplo, anticuerpos
anti~células T, anti-IFNY o anti-LPS, o ingredientes que no
son anticuerpos, tales como xantinas.

Las composiciones farmacéuticas preferiblemente deben
comprender una cantidad terapéuticamente eficaz del
anticuerpo de 1la invencién. La expresién ‘"cantidad
terapéuticamente eficaz", como se usa en este documento, se
refiere a una cantidad de un agente terapéutico necesaria
para tratar, mejorar o prevenir una enfermedad o afeccidn
diana, o para presentar un efecto terapéutico o preventivo
detectable. Para cualquier anticuerpo, la dosis
terapéuticamente eficaz puede estimarse inicialmente en
ensayos de cultivo de células o en modelos animales,
normalmente en roedores, conejos, perros, cerdos o primates.

El mod.ei‘o“animal también puede usarse para determinar el
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intervalo de concentraciones apropiado y 1la via de
administraci6én. Después, tal informacién puede usarse para
determinar las dosis y las vias de administracién dtiles en
los seres humanos.

La cantidad eficaz precisa para un ser humano depender§
de la gravedad del estado de enfermedad, de la salud general
del sujeto, de la edad, del peso y del sexo del sujeto, de
la dieta, del tiempo y la frecuencia de administracién, de
la combinacién de fdrmacos, de las sensibilidades de reaccién
Y de la tolerancia/respuesta a la terapia. Esta cantidad
puede determinarse por medio de una experimentacién rutinaria
Yy estd dentro del criterio del médico. Generalmente, una
dosis eficaz seri de 0,01 mg/kg a 50 mg/kg, preferiblemente
de 0,1 mg/kg a 20 mg/kg, y, mis preferiblemente, de
aproximadamente 15 mg/kg. Como Be muestra en los Ejemplos
presentados a continuacién, se han usado dosis de 1, 5 y 20
mg/kg para tratar pacientes que sufren artritis reumatoide.

Las composiciones pueden administrarse individualmente
a un paciente o pueden administrarse en combinacién con otros
agentes, f&rmacos u hormonas.

La dosis a la que se administra la molécula de
anticuerpo de la presente invencién depende de la naturaleza
de la afeccién a tratar, del grado de elevacién en el que
esté o se considere que esti el nivel de TNFa a neutralizar

con resﬁééto al nivel deseable y de si la molécula de
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anticuerpo se usa profildcticamente o para tratar una
afeccidn existente.

De esta forma, por ejemplo, cuando el producto es para
el tratamiento o profilaxis de una enfermedad inflamatoria
crénica, tal como la artritis reumatoide, las dosis adecuadas
de la molécula de anticuerpo de la presente invencién estén
en el intervalo comprendido entre 0,5 y 50 mg/kg, mis
preferiblemente entre 1 y 20 mg/kg y aln mis preferiblemente
es de aproximadamente 15 mg/kg. La frecuencia de dosificacién
dependerd de la vida media de la molécula de anticuerpo y de
la duracién de su efecto.

Si la molécula de anticuerpo tiene una vida media corta
(por ejemplo, de 2 a 10 horas), puede ser necesario
proporcionar una o mis dosis al dia. Como alternativa, si la
molécula de anticuerpo tiene una vida media larga (por
ejemplo, de 2 a 15 dias), puede ser necesario administrar
B86lo una dosis una vez al dia, a la semana o incluso una vez
cada 1 o 2 meses.

Una composicién farmacéutica también puede contener un
vehiculo farmacéuticamente aceptable para la administracién
del anticuerpo. El vehiculo no debe inducir por si mismo la
produccién de anticuerpos perjudiciales para el receptor
individual de la composicién y no debe ser téxico. Los
vehficulos adecuados pueden ser macromoléculas grandes que se

metaboliééh lentamente tales como proteinas, polipéptidos,
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liposomas, polisacdridos, poli(&cidos l&cticos), poli(&cid s
glic6licos), amino&icidos poliméricos, copolimeros de
aminodcidos y particulas viricas inactivas.

Pueden usarse sales farmacéuticamente aceptables, por
ejemplo, sales de &cidos minerales tales como clorhidratos,
bromhidratos, foasfatos y sulfatos, o sales de &cidos
orgénicos tales como acetatos, propionatos, malonatos y
benzoatos.

Los vehiculos farmacéuticamente aceptables en las
composiciones terapéuticas también pueden contener liquidos
tales como agua, solucidn salina, glicerol y etanol. Ademés,
en tales composiciones pueden estar presentes sustancias
auxiliares tales como agentes humectantes o emulsionantes o
sustancias tamponantes del pH. Tales vehiculos permiten que
las composiciones farmacéuticas se formulen como comprimidos,
pildoras, grageas, capsulas, liquidos, geles, jarabes, pastas
Yy suspensiones para ingestién por el paciente.

Las formas preferidas para la administracién incluyen
formas adecuvadas para la administracién parenteral, por
ejemplo, por inyeccién o infusién, por ejemplo, por inyeccidn
en embolada o infusién continua. Cuando el producto es para
inyeccién o infusién, puede tomar la forma de una suspensién,
solucién o emulsién en un vehiculo aceitoso o acuoso, Y puede
contener agentes de formulacién tales como agentes de

suspensibﬁ, conservantes, estabilizantes y/o dispersantes.
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Como alternativa, la molécula de anticuerpo puede estar en
forma seca para reconstituirse antes del uso con un liquido
estéril apropiado.

Una vez formuladas, las composiciones de la invencién
pueden administrarse directamente al sujeto. Los sujetos a
tratar pueden ser animales. Sin embargo, se prefiere que las
composiciones se adapten para administrarse a los seres
humanos.

Las composiciones farmacéuticas de easta invencién pueden
administrarse por cualquier nilimero de vias incluyendo, pero
sin limitacién, la via oral, intravenosa, intramuscular,
intraarterial, intramedular, intratecal, intraventricular,
transdérmica, transcutéinea (por ejemplo, véase el documento
WO 98/20734), subcuténea, intraperitoneal, intranasal,
entérica, tépica, sublingual, intravaginal o rectal. También
pueden usarse hipopulverizadores para administrar las
composiciones farmacéuticas de la invencién. Tipicamente, las
composiciones terapéuticas pueden prepararse como
inyectables, como soluciones liquidas o suspensiones. También
pueden prepararse formas sflidas adecuadas para la solucién
o suspensién en vehiculos liquidos antes de la inyeccién.

La liberacién directa de las composiciones genexalmente
se realizard por inyeccién, por via subcutdnea,
intraperitoneal, intravenosa o intramuscular, o por

liberac:i..b}i en el espacio intersticial de un tejido. Las
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composiciones también pueden administrarse en una lesién. El
tratamiento de dosificacién puede ser un programa de una sola
dosificacién o un programa de dosificacién miltiple.

Se apreciaria que ingrediente activo en la composicidén
seri una molécula de anticuerpo. Como tal, ser& susceptible
de la degradacién en el tracto gastrointestinal. De esta
forma, si la composicifn se va a administrar por una via
usando el tracto gastrointestinal, serd necesario que la
composicién contenga agentes que protejan al anticuerpo de
la degradacién, pero que libere el anticuerpo una vez que se
haya absorbido del tracto gastrointestinal.

En Remington’s Pharmaceutical Sciences (Mack Publishing
Company, N.J. 1991) estdi disponible una discusién minuciosa
de vehiculos farmacéuticamente aceptables.

También se prevé que el anticuerpo de la presente
invencién se administre por medio del uso de terapia génica.
Para conseguir esto, se introducen secuencias de ADN que
codifican las cadenas pesada y ligera de la molécula de
anticuerpo bajo el control de los componentes apropiados de
ADN en un paciente, de tal forma que las cadenas de
anticuerpo se expresen a partir de las secuencias de ADN y
se monten in situ.

La presente invencién también proporéiona la molécula
de anticuerpo de la presente invencién para uso en el

tratamiéﬁEo de una enfermedad mediada por TNFa.
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La presente invencién proporciona ademds el uso de la
molécula de anticuerpo de acuerdo con la presente invencién
en la fabricacién de un medicamento para el tratamiento de
una enfermedad mediada por TNFa.

La molécula de anticuerpo de la presente invencién puede
utilizarse en cualquier terapia en la que se desee reducir
el nivel de TNFa biol6gicamente activo presente en el cuerpo
humano o animal. E1l TNFa puede ser circulante en el cuerpo
o0 puede estar presente en cualquier nivel indeseablemente
alto localizado en un sitio particular del cuerpo.

Por ejemplo, los niveles elevados de TNFa estan
implicados en trastornos inmunes e inmunorreguladores agudos
Yy crénicos, infecciones que incluyen el choque séptico,
endotéxico y cardiovascular, trastornos inflamatorios,
enfermedades neurodegenerativas, enfermedades malignas y
hepatitis inducida por alcohol. En el documento US-A-5 919
452 se indican detalles de los numeroscs trastornos asociados
con los niveles elevados de TNFa. La molécula de anticuerpo
de la presente invencién puede utilizarse en la terapia de
enfermedades mediadas por TNFa. Las enfermedades
particularmente relevantes que pueden tratarse por 1la
molécula de anticuerpo de la presente invencién incluyen
sepsis, insuficiencia cardiaca congestiva, choque séptice o
endotéxico, caquexia, sindrome de insuficiencia respiratoria

en aduiEBb, SIDA, alergias, psoriasis, 7TB, trastornos
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inflamatorios de huesos, trastornos de 1la coagulacién
sanguinea, quemaduras, episodios de rechazo después de un
trasplante de 6rganos o tejidos, enfermedad de Crohn y
enfermedades autoinmunes, tales como tiroiditis, artritis
reumatoide y osteocartritis. i

Ademds, la molécula de anticuerpo o composicién puede
usarse: para reducir los efectos secundarios asociados con
la generacién de TNFa durante una terapia neopléastica; para
eliminar o reducir los sintomas relacionados con el choque
asociados con el tratamiento o prevencién del rechazo de un
injerto por medio del uso de un anticuerpo anti-linfocitos;
© para el tratamiento de una insuficiencia de miltiples
érganos.

La molé&cula de anticuerpo de la presente invencidn
preferiblemente se usa para el tratamiento de la artritis
reumatoide o de la osteocartritis.

La presente invencién también proporciona un
procedimiento para tratar a los seres humanos a sujetos
animales que sufren o que est&n en riesgo de padecer un
trastorno mediado por TNFa, comprendiendo el procedimiento
administrar al sujeto una cantidad eficaz de una molécula de
anticuerpo de la presente invencién.

La molécula de anticuerpo de la presente invencién
también puede usarse en la diagnosis, por ejemplo, en la

diagnosiévin vivo y en la formacién de imédgenes de estados
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de enfermedad que implican niveles elevados de TNFa.

La presente invencifn también proporciona una molécula
de anticuerpo que comprende ﬁna CDR hibrida que comprende una
secuencia de CDR del donador truncada en la que la porcién
que falta de la CDR donadora truncada se reemplaza por una
secuencia diferente y forma una CDR funcional. El términ
"CDR hibrida", como se usa en este documento, significa una
CDR que comprende una CDR del donador que se ha truncado en
una o mie posiciones, por ejemplo, en uno o en sus dos
extremos. La porcién que falta de la CDR del donador truncada
ge reemplaza por una secuencia diferente para formar una CDR
completa y funcional. La CDR hibrida tiene al menos un cambio
de aminocédcido en comparacién con la CDR del donador completa.
La secuencia que reemplaza a la porcién truncada de la CDR
puede ser cualquier secuencia. Preferiblemente, la parte no
donadora de la secuencia de CDR procede del anticuerpo del
cual proceden las regiones estructurales de la molécula de
anticuerpo, tal como una secuencia de anticuerpo de linea
germinal.

Se ha descubierto que las moléculas de anticuerpo gque
comprenden una CDR hibrida retienen sustancialmente la misma
afinidad de unién que wuna molécula de anticuerpo que
comprende las CDR del donador completas. E1 término
"gustancialmente la misma afinidad de unién", como se usa en

este dé&hmento, significa al menos un 70%, mas
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preferiblemente al menos un 85% y atin mis preferiblemente al
menoca un 95% de la afinidad de uni6n de la molécula de
anticuerpo correspondiente que comprende las CDR del donador
completas. Como se ha indicado anteriormente, en ciertos
casos, la afinidad del anticuerpoc de la invencién puede ser
mayor que la del anticuerpo donador. El uso de una CDR
hibrida proporciona las ventajas de reducir la cantidad de
secuencla extrafia (es decir, donadora) presente en 1la
molécula de anticuerpo y puede aumentar la afinidad de unién
de la molécula de anticuerpo en comparacién con la molécula
de anticuerpo correspondiente que comprende las CDR del
donador completas.

Cualquiera de las CDR de la molécula de anticuerpo puede
ser hibrida. Preferiblemente, la CDR2 de la cadena pesada es
hibrida en la molécula de anticuerpo.

Preferiblemente, la truncacién de la CDR del donador es
de 1 a 8 aminoicidos y, mis preferiblemente, de 4 a 6
amino&cidos. AdemiAs se prefiere que la truncacién esté hecha
en el extremo C de la CDR.

Dependiendo de la secuencia de la porcién truncada de
la CDR y de la secuencia de la secuencia diferente que
reemplaza a la porcién que falta, pueden realizarse varios
cambios de amino&cido. Preferiblemente se realizan al menos
dos cambios de aminofcidos, mis preferiblemente se realizan

al menoé‘E-cambios de aminodcidos y aln mis preferiblemente
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se realizan al menos 4 cambios de aminoficidos.

Una realizacién particular de este aspecto de la
invencién es un anticuerpo de acuerdo con un primer aspecto
de la invencién en el que la segunda CDR de la cadena pesada
tiene la secuencia indicada como SEC ID NO: 2. Esta tiene
mejor afinidad por su antigeno que el anticuerpo donador del
que procede parte de la CDR.

La presente invencién también proporciona una secuencia
de &cido nucleico que codifica la molécula de anticuerpo que
comprende una CDR hibrida de la presente invencién.

La presente invencién también proporciona un vector de
expresién que contiene la secuencia de &cido nucleico que
codifica la molécula de anticuerpo que comprende una CDR
hibrida de la presente invencién.

La presente invencién también proporciona una célula
huésped transformada con el vector de la presente invencién.

La presente invencién también proporciona un
procedimiento para la produccién de una molécula de
anticuerpo que comprende una CDR hibrida, que comprende
cultivar la célula huésped de la presente invencién y aislar
la molécula de anticuerpo.

La presente invencién se describe adicionalmente sélo
a modo de ilustracién en los siguientes eﬁemplos que hacen
referencia a las Figuras adjuntas, en las que:

la.uﬁigura 1 muestra las regiones estructurales del
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subgrupo 1 de cadenas ligeras humanas en comparacién con las
regiones estructurales de la cadena ligera de hTNF40 (SEC ID
NOS: 83 a 90);

la Figura 2 muestra las regiones estructurales del
subgrupo 1 y el subgrupo 3 de cadenas ligeras humanas en
comparacién con las regiones estructurales de la cadena
pesada de hTNF40 (SEC ID NOS: 91 a 98 y 106 a 109);

la Figura 3 muestra la secuencia de aminodcidos de las
CDR de hTNF40 (SEC ID NOS: 1 a 7), siendo CDR H2’ una CDR
hibrida en la que los seis amino&cidos C-terminales proceden
de la secuencia de CDR de H2 de un anticuerpo de linea
germinal del subgrupo 3 humano y los cambios de aminodcidos
en la secuencia resultante de esta hibridacién esta
subrayados;

la Figura 4 muestra el vector pMR15.1;

la Pigura 5 muestra el vector pMR14;

la Figura 6 muestra la secuencia de nuclebdtidos y de
aminoAcidos prevista del hTNF40VI murino (SEC ID NO: 99);

la figura 7 muestra la secuencia de nucleétidos y de
aminofcidos prevista del hTNF40Vh murino (SEC ID NO: 100);

la Figura 8 muestra la secuencia de nuclebtidos y de
aminodcidos prevista de hTNF40-gLI (SEC ID NO: 8);

la Figura 9 muestra la secuencia de nucleétidos y de
aminodcidos prevista de hTNF40-gL2 (SEC ID NO: 9);

AN

la Figura 10 muestra la secuencia de nucleétidos y de

. ———————
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aminodcidos prevista de ghlhTNF40.4 (SEC ID NO: 10);

la Figura 11 muestra la secuencia de nucleétidos y de
amino&cidos prevista de gh3hTNF40.4 (SEC ID NO: 11);

la Figura 12 muestra el vector CTILS5-gL6;

la Pigura 13 muestra la estructura de un compuesto
denominado CDPB870 que comprende un fragmento Fab modificado
derivado del anticuerpo hTNF40 unido covalentemente a través
de un resto de cistefna a un engarce de lisil-maleimida,
teniendo cada grupo amino en el resto de 1lisilo unid
covalentemente un resto metoxi PEG, siendo n aproximadamente
420;

la Figura 14 muestra el vector pTTQ9;

la Figura 15 muestra la secuencia del adaptador
oligonucleotidico OmpA (SEC ID NO: 101);

la Figura 16 muestra el vector pACYC184;

la Figura 17 muestra el vector pTTO-1;

la Figura 18 muestra el vector pTTO-2;

la Figura 19 muestra el vector pDNAbEng-Gl;

la Figura 20 muestra los cassettes oligonucleotidicos
que codifican diferentes secuencias intergénicas para la
expresién de Fab modificada en E. coli (SEC ID NOS: 102 a
105) ;

la Figura 21 muestra la acumulacién périplésmica de Fab
modificados de variantes de IGS;

la ﬁiéura 22 muestra el vector pTTO (CDP870);
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la Figura 23 muestra la puntuacién de actividad de
enfermedad (DAS) en pacientes tratados con diferentes dosis
de CDP870 y placebo. Se presentan medias e intervalos IQ para
la poblacién por protocolo con la iltima observacién tomada.
Los cuadrados pequefios indican placebo, los diamantes indican
1 mg/kg, los tri&ngulos 5 mg/kg y los cuadrados grandes
indican 20 mg/kg;

la Figura 24 muestra el recuento de articulaciones
sensibles, el recuento de articulaciones hinchadas, la
puntuacién del dolor, la evaluacién global de la actividad
de la enfermedad por parte del evaluador, el cuestionario de
evaluacién de salud modificado (HAQ), la proteina C reactiva
(CRP) y la velocidad de sedimentacién de eritrocitos (ESR}
en pacientes tratados con diferentes dosis de CDP870 Yy
placebo. Se presentan la media y el intervalo IQ para la
poblacién por protocolo con la Giltima observacién tomada. Los
cuadrados pequefios indican placebo, los diamantes indican 1
mg/kg, los tri&ngulos indican 5 mg/kg y los cuadrados grandes

indican 20 mg/kg.

EJEMPLOS
Clonacién de Genes y ExpresiSn de una Molécula Quimérica de

Anticuerpo hTNF40
Preparacidn de ARN a partir de Células de Hibridoma hTNF40

El ARN total se prepard a partir de 3 x 107’ células de

hibridoﬁ;”hTNF40 como se describe mis adelante. Las células

%40
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se lavaron en solucién fisiolégica salina y se disolvieron
en RNAzol (0,2 ml por 10° células). Se afiadié cloroformo (0,2
ml por 2 ml de homogeneizado), la mezcla se agitd
vigorosamente durante 15 segundos y después se dejé en hielo
durante 15 minutos. Las fases acuosa y orginica resultantes
se pepararon por centrifugacién durante 15 minutos en una
centrifuga Eppendorf y el ARN se precipitd de la fase acuosa
por medio de la a&icién de un volumen igual de isopropanol.
Deaspués de 15 minutos en hielo, el ARN se sedimentdé por
centrifugacién, se lavd con etanol al 70%, se secd y se
disolvid en agua sin RNAsa estéril. El rendimiento de ARN fue
de 400 pug.
Clonacién por PCR de hTNF40 Vh y V1

Se sintetizaron secuencias de ADNc que codificaban para
los dominios variables de las cadenas pesada y ligera de
hTNF40 usando transcriptasa inversa para producir copias de
ADNc de una sola cadena del ARNm presente en el ARN total,
y después se realizbé una Reaccién de Cadena de Polimerasa
(PCR) scbre los ADNc con cebadores oligonucleotidicos
especificos.

a) Sintesis de ADNc

El ADNc se sintetizé en un volumen de reaccién de 20 ul
que contenia los siguientes reactivos: Tris-HC1 50 mM, pH
8,3, KCl1 75 mM, ditiotreitol 10 mM, MgCl! 3 mM, cada

desoxirrfﬂonucleésido trifosfato a una concentracién 0,5 mM,

——— i —_——————————— 4 —
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20 unidades de RNAsin, 75 ng de cebador hexanucleotidico
aleatorio, 2 pg de ARN de hINF40 y 200 _unidades de
transcriptasa inversa del Virus de la Leucemia Murina de
Moloney. Después de la incubacién a 42°C durante 60 minutos,
la reaccién se termind por calentamiento a 95°C durante 5
minutos.

b) PCR

Se sometieron alicuotas del ADNc a PCR usando
combinaciones de cebadores especificos para las cadenas
pesada y ligera. En las Tablas 1 y 2 s8se muestran,
respectivamente, las secuencias de nuclebétidos de los
cebadores 5’ para las cadenas pesada y ligera. Todas estas
secuencias contienen, en orden, un sitio de restriccién que
ge inicia a una distancia de 7 nucleétidos de sus extremos
5’, la secuencia GCCGCCACC (SEC ID NO: 12), para permitir la
traduccién o6ptima de los ARNm resultantes, un codén de
iniciacién y 20-30 nuclebdtidos basados en las secuencias
peptidicas directoras de anticuerpos de ratén conocidos
(Kabat y col., Sequences of Proteins of immunological
interest, 5* Edicién, 1991, Departamento de Salud y Servicios
Humanos de Estados Unidos, Servicio de Salud Pablica,
Institutos Nacionales de la Salud).

Los cebadores 3’ se muestran en la Tabla 3. El cebador
de cadena ligera abarca la unién J-C del anticuerpo Yy

contiene un sitio de restriccién para la enzima SplI para

- — o —
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facilitar la clonacié6n del fragmento VI de PCR. Los cebadores
3’ de cadena pesada son una mezcla diseflada para abarcar la
unién J-C del anticuerpo. El cebador 3’ incluye un sitio de
restricciébn Apal para facilitar la clonacién. La regién 3'
de los cebadores contiene una secuencia mixta basada en las
encontradas en anticuerpos de ratén conocidos (Kabat y col.,
1991, supra).

Las combinaciones de cebadores deacritas anteriormente
permiten clonar directamente los productos de PCR para Vh y
VI en un vector de expresibén apropiado (véase maAs adelante)
para producir cadenas pesada y ligera quiméricas (ratédn-
humano) y para expresar estos genes en células de mamifero
Yy producir anticuerpos quiméricos del isotipo deseado.

Las incubaciones (100 ul) parxa la PCR se establecieron
como se indica a continuacién. Cada reaccién contenfa Tris-
HCl1 10 mM pH 8,3, MgCl; 1,5 mM, KCl 50 mM, gelatina al 0,01%
p/v. cada desoxirribonucleéaido trifosfato a una
concentracién de 0,25 mM, 10 pmol de mezcla de cebador 5!
(Tabla 4), 10 pmol de cebador 3‘’ (CL1l2 (cadena ligera) o
R2155 {cadena pesada) (Tabla 3)), 1 ul de ADNc y 1 unidad de
Taq polimerasa. Las reacciones se incubaron a 95°C durante
S minutos y después se ciclaron por medio de tratamiento a
una temperatura de 94°C durante 1 minuto, de 55°C durante 1
minuto y de 72°C durante 1 minuto. Después de 30 ciclos, se

analizaron alfcuotas de cada reaccién por electroforesis en

- —————
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un gel de agarosa. Las reacciones de cadena ligera que
contenian mezclas de cebadores 5’ de los conjuntos de cadena
ligera 1, 2 y 7 produjeron bandas con tamafios consistentes
con fragmentos VI de longitud completa, mientras que la
reaccién del conjunto 3 de reaccién de cadena pesada produjo
un fragmento con el tamafio esperado de un gen Vh. La banda
producida por los cebadores del conjunto 1 de cadena ligera
no se siguid, ya que los resultados previos habian demostrado
gue esta banda corresponde a un pseudogen de cadena ligera
producida por la cé€lula de hibridoma. La banda producida por
los cebadores del conjunto 7 de cadena ligera fue mis débil
que la banda procedente de los cebadores del conjunto 2 vy,
por lo tanto, no se siguidé. S6lo se 8siguié la banda del
conjunto 2 de reaccidn de cadena ligera, que era la banda més
fuerte.

c) Clonacién Molecular de los Fragmentos de PCR

Los fragmentos de ADN producidos en el conjunto 2 de
reaccién de cadena ligera se digirieron con las enzimas BstBI
y Spll, se concentraron por precipitacidén con etanol, se
sometieron a electroforesis en un gel de agarosa al 1,4% y
se recuperaron las bandas de ADN en el intervalo de 400 pares
de basas. Estas se clonaron por unién al vector pMR15.1
(Figura 4) que se habia restringido con BetBI y Spll. Después
de la unién, las mezclas se usaron para transformar células

E. coli iﬁ.1035 y los pléasmidos de las colonias bacterianas

% X




10

15

20

25

45
resultantes se seleccionaron con respecto a los insertos por
digestién con BetBI y Spll. Los representantes con insertos
de cada unién se analizaron adicionalmente por medio de la
secuenciacién de nucleétidos.
De una forma similar, los fr'agmento de ADN producidos

en el conjunto 3 de reaccidén de cadena pesada se digirieron

con HindIII y Apal y se clonaron en el vector pMR14 (Figura

5) que se habfa restringido con HindIII y ApaI. De nuevo, los
plésmidos representativos que contenfian insertos se
analizaron por medio de la secuenciacidén de nucleétidos.

d) Anélisis de la Secuencia de Nucledtidos

El ADN plasmidico de varios aislados que contenian
insertos de Vh se secuencié usando los cebadores R1053 (véase
la Tabla 5) (que ceba en la regidén 3’ del promoctor HCMV en
PMR14) y R720 (véase la Tabla 5) (que ceba la regidtn 5’ de
C-gamma 4 y permite la secuenciacién a través del inserto de
ADN en pMR14). Se descubrié que las secuencias de nuclebtidos
del inserto Vh en varios clones eran idénticas, excepto por
las diferencias en el péptido sefial y en las regiones J. Esto
indic6 que los clones examinados son aislados independientes
debidos al uso de diferentes cebadores de la mezcla de
oligonucleétidos durante la fase de PCR. La secuencia de
nucleStidos determinada y la secuencia de amino&cidos
prevista del dominio variable de la cadena pesada del

anticuer‘:;ch:' hTNF40 (hTNF40Vh) se proporcionan en la Figura 7

——— = 4 E
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(SEC ID NO: 100).

Para analizar los clones de la cadena ligera, se examind
la secuencia obtenida por el cebado con R1053 (véase la Tabla
5) y R6B4 (SEC ID NO: 62) {(que ceba en la regi6m 5’ de C-
kappa humana y permite la secuenciacién a través del inserto
de ADN en pMR15.1). También se analizaron de forma similar
la secuencia de nucleétidos y la secuencia de amino&cidos
prevista de los genes VI que proceden de las reacciones en
el conjunto 2. De nuevo, se descubridé que las secuencias de
nucledtidos del inserto VI en varios clones eran idénticas,
excepto por las diferencias en el péptido seflal y en las
regiones J, lo que indica que los clones examinados eran
aislados independientes debidos al uso de diferentes
cebadores de la mezcla de oligonucleStidos usada durante la
fase de PCR. La secuencia de nucleStidos determinada y la
secuencia de aminoécidos prevista del dominio variable de la
cadena ligera del anticuerpo hTNF40 (hTNF40VI) se

proporcionan en la Figura 6 (SEC ID NO: 99).

3S%




773
%

47

TABLA 1

Cebadores oligonucleotidicos para la regibn 5' de

cadenas pesadas de ratém.

: 5'ATGAAATGCAGCTGGGTCAT(G,C)TTCTT?" (SEC ID NO:13)

:  5'ATGGGATGGAGCT(A.GITATCAT(C.GXC.T)TCTT3' (SEC ID NO:14) ;
: 5'ATGAAG(A.TYTGTGGTTAAACTGGGTTIT? (SEC ID NO:15)

: 5'ATG(G,A)ACTTTGGG(T,CITCAGCTTG(G,AYT3" (SEC 1D NO:16)
: 5'ATGGACTCCAGGCTCAATTTAGTTITS' (sEC ID NO:17) ;
: 5*ATGGCTGTC(C,TIT(G.A)G(G,C)GCT(G.AXCTCTTCTGS' (SEC ID NO:18)

: 5'ATGG(G,A)ATGGAGC(G,T)IGG(G,AJTCTTT(A,C)TCTT3" (SEC ID NO:19)"
: 5’ATGAGAGTSCTGATTCITTTGTGS' (SEC IDNO:20)

CHY: 5'ATGG(C.A)TTGGGTGTGGA(AC)CTTGCTATT?' (SEC ID NO:21)

CH10: 5'ATGGGCAGACTTACATTCTCATTCCT3Y(SEC ID NO:27)

CHil: 5'ATGGATTTTGGGCTGATTITTTTTATTGS' (sec ID NO:23)

CHI2: 5'ATGATGGTGTTAAGTCTTCTGTACCT? (SEC ID NO:24)

19444838

10

Cada uno de los cebadores anteriores tiene la secuencia

15 5’'GCGCGCAAGCTTGCCGCCACC3* (SEC ID NO: 25) afladida a su

extremo 5'.
TABLA 2

Cebadores oligonucleotidicos para la regién 5’ de
cadenas ligeras de ratodn.

20

25
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CL1 : S'ATGAAGTTGCCTGTTAGGCTGTTGGTGCT?' (SEC ID NO2S)
Cl2 : S'ATGGAG(T.A)CAGACACACTCCTG(T.CITATGGGT3 (SEC IDNO:27)
CL3 : S’ATGAGTGTGCTCACTCAGGTCCTS' (SEC ID NO28)
Cl4 : FATGAGO(GA)CCCCTGCTCAG(A.TITT(CTITTGGY (SEC 1D NO:29)
CLS : SATGGATTT(T,A)CAGGTGCAGATT(T,A)TCAGCTT?' (SEC ID NO:30)
CLSA : S'ATGGATTT(T.AXCA(A.G)GTOCAGATI(T.AJTCAGCTT3' (SEC ID NO:31)
CLs : S’ATGAOGT(T,G)C(T,.ONT.CYTGIT.ONO.0AG(T.OT(T.C)CTG(A,G)G3'(SEC
IDNO:32)
CL7 : S'ATGGGC(T.AJTCAAGATGGAGTCACAY (8EC IDNO:33)
cLs 5"ATGTOGOAA(T,C)CT(G,TITTI(T,C)O(A,CXA CYTTTITCAATS (SEC ID
NO:34) -
Cl9 : 3"ATGOT(GA)TCC(T,A)CA(G,C)ICTCAGTTCCTTS' (SEC IDNO:35)
€110 : 5'ATGTATATATGITTGTTGTCTATITCS (stC 1D NO:36)
CLI1 : 5’ATGGAAGCCCCAGCTCAGCTTCTCTT3'(sec ID NO:37)
CLI2A : 5"ATG(A,G)AGT(T,CXA, T)ICAGACCCAGGTCTT(T.C)(AG)T3" (sec ID
NO:38)
CLIZB: 5'ATGGAGACACATTCTCAGGTCTTTGTS' (sec ID NO:39)
CL13 : 5'ATGGATTCACAGGCCCAGGTTCTTATY' (8£C ID NO:40)
CLM4 : 5'ATGATGAGTCCTGCCCAGTTCCIGITY' (SEC ID NO:41)
CLI5 : 5'ATGAATTTGCCTGTTCATCTCTTGOTGCT?' (se¢ ID NOW2)
CLI6 : S'ATGGATTTTCAATTGGTCCTCATCTCCTTS (SEC ID NOM3)
CLI7A: 5'ATGAGGTGCCTA(AG)CT(C,G)AGTTCCTO(A,G)G3" (SEC ID NO:44)
CLI7B: 5'ATGAAGTACTCTGCTCAGTTTCTAGGY' (SEC ID NO:S)
CLI7C: 5'ATGAGGCATTCTCTTCAATTCTTGGGS' (SEC ID NO:46)

Cada uno de los cebadores anteriores tiene la secuencia

5’ GGACTGTTCGAAGCCGCCACC3’ (SEC ID NO: 47) afadida a su

extremo 5'.

TABLA 3

Cel;éa'ores oligonucleotidicos para los extremos 3’ de los
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genes Vh y V1 de ratén.
Cadena ligera (CL12):
5’ GGATACAGTTGGTGCAGCATCCGTACGTTT3’ (SEC ID NO: 48)
Cadena pesada (R2155):
5’ GCAGATGGGCCCTTCGTTGAGGCTG (A, C) (A, G) GAGAC (G, T,A) GTGA3’ (SEC
ID NO: 49).
TABLA 4
a) Mezclae de cebadores 5’ para reacciones de PCR de cadena
ligera
conjunto 1: CL2.
conjunto 2: CL7.
conjunto 3: CL13.
conjunto 4: CL6.
conjunto 5: CL5A, CLS, CL17A.
conjunto 6: CLS8.
conjunto 7: CL12A.
conjunto 8: CL1, CL3, CL4, CLS, CL10, CLil1l, CL2B, CL14, CL1S,
CLl6, CL17B, CL17C
b) Mezclas de cebadores 5' para reacciones de PCR de cadena
pesada
conjunto 1: CH1, CH2, CH3, CHA.
conjunto 2: CH5, CH6, CH7, CHS.
conjunto 3: CHY9, CH10, CH1ll1, CHl2.
Tabla 5

Cebadores usados en el anilisis de la secuencia de
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nuclestidos

R1053 : 5’GCTGACAGACTAACAGACTGTTCC3’ (SEC ID NO:50)
R720 : .S'GCTCTCGGAGGTGCTCCT3’ (SEC ID NO:51)

Evaluacisn de Actividades de Genes Quiméricos

Las actividades de los genes quiméricos se evaluaron
expresfndolos en células de mamifero y purificando vy
cuantificando los anticuerpos recién sintetizados. La
metodologia para esto se describe mis adelante, seguida de
una descripcién de los ensayos bioquimicos y basados en
células usados para la caracterizacién biolégica de los
anticuerpos.

a) Produccién de Molécula de Anticuerpo hTNF40
Quimérica

Se produjo un anticuerpo quimérico para la evaluacién
biolégica por medic de la expresién transitoria de los pares
de cadena pesada y ligera apropiados, después de la co-
transfeccién en células de Ovario de Hamster Chino (CHO)
usando precipitacién con fosfato célcico.

Un dia antes de la tranasfeccién, se tripsinizaron
matraces semiconfluentes de cé€lulas CHO-L761, las células se
contaron y los matraces T75 se prepararon,'cada uno, con 10’
células.

Al dia siguiente, el medio de cultivo se cambidé 3 horas

=
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antes de la transfeccién. Para la transfeccifn, se preparé
el precipitado con fosfato cdlcico mezclando 1,25 ml de CaCl,
0,25 M que contenia 50 ug de cada uno de los vectores de
expresién de cadena pesada y ligera con 1,25 ml de 2 x HBS
(16,36 g de NaCl, 11,0 g de HEPES y 0,4 g de Na,HPO, en un 1
litro de agua con el pH ajustado a 7,1 con NaOH) y
afladiéndose inmediatamente al medio de las cé&lulas. Después
de 3 h a 37°C en un incubador de C0,, se retiraron el medio
Y el precipitado y las cé€lulas se sometieron a un chogque por
medio de la adicién de 15 ml de glicerol al 15% en solucién
salina tamponada con fosfato (PBS) durante 1 minuto. El
glicerol se retirS, las células se lavaron una vez con PBS
Y se incubaron durante 48-96 horas en 25 ml de medio que
contenia butirato s6dico 10 wM. El1 anticuerpo pudo
purificarse del medio de cultivo por unién y elucién de
proteina A-Sepharose.

b) ELISA

Para el ELISA, se recubrieron placas ELISA Nunc durante
una noche a 4°C con un fragmento F(ab); de un anticuerpo
policlonal especifico de cabra anti-fragmento Fc¢ humano
(Jackson Immunoresearch, cédigo 109-006-098) a 5 ug/ml en
tampén de recubrimiento (carbonato s6dico 15 mM, carbonato
sbddico &cido 35 mM, pH 6,9). El anticuerpo sin recubrir se
retiré lavando 5 veces con agua destilada. Las muestras y los

patrones-‘burificados a cuantificar se diluyeron hasta
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aproximadamente 1 pg/ml en tampén de conjugado (Tris-HCl 0,1
M, pH 7,0, NaCl 0,1 M, Tween 20 al 0,2% v/v, casefna de
Hammersten al 0,2% p/v). Las muestras se valoraron en los
pocillos de microvaloracién en diluciones a la mitad
proporcionando un volumen final de 0,1 ml en cada pocillo y
las placas se incubaron a temperatura ambiente durante una
hora con agitacién. Después de la primera etapa de
incubacién, las placas se lavaron 10 veces con agua destilada
y después se incubaron durante 1 hora como se ha indicado
anteriormente con 0,1 ml de un anticuerpo conjugado con
peroxidasa monoclonal de ratén anti-kappa humana {(clon GD12)
(The Binding Site, cb6digo MP135) a una dilucién de 1 en 700
en tampén de conjugado. La placa se lavd de nuevo y se afiadié
a cada pocillo solucién de sustrato (0,1 ml). La solucién de
sustrato contenia 150 pl de N,N,N,N-tetrametilbencidina (10
mg/ml en DMSO), 150 ul de perfxido de hidrégeno {solucién al
30%) en 10 ml de acetato sbdico 0,1 M/citrato s6dico, pH 6,0.
La placa se reveld durante 5-10 minutos hasta que la
absorbancia a 630 nm fue de aproximadamente 1,0 para el
patrén superior. La absorbancia a €30 nm se midié usando un
lector de placas y la concentracién de la muestra se
Getermind comparando las curvas de valoracién con las del
patrén.

c) Determinacién de Constantes de Afinidad por

Anilisi;‘iilCore.
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La interaccién de unién entre hTNF40 y TNF humanc se
investig6 usando la tecnologia BIA. Un anticuerpo policlonal
de cabra purificado por afinidad, dirigido contra la regién
constante de hTNF40, se inmoviliz6 en la superficie de un
chip sensor de polimero de dextrano usando la quimica NHS/EDC
convencional. Se capturaron niveles relativamente bajos (200-
500 RU) de hINF40 para asegurar que se minimizaban los
efectos del transporte de masa. Se pasd TNF humano a
diferentes concentraciones sobre el hTNF40 capturado para
permitir la evaluacién de las cinéticas de asociacién.
Después de la inyeccién del ligando, el tampén se pasd sobre
la superficie de forma que pudiera medirse la disociacién.
Se calcularon las constantes de velocidad de asociacién y
disociacién para la interaccién entre el hINF40 en fase
sb6lida y el hTNF40 humano y se obtuvo un valor Kj.
EJEMPLO 1
Injerto de CDR de hTNF40

Anteriormente se ha descrito la clonacién molecular de
genes para las regiones variables de las cadenas pesada y
ligera del anticuerpo hTNF40 y 8u uso para producir
anticuerpos hTNF40 quiméricos (ratén-humano). Las secuencias
de nuclebtidos y de amino&cidos de los hTNF40 VI y Vh murinos
se muestran en las Figuras 6 y 7 (SEC ID NOS: 99 y 100},
respectivamente. Este ejemplo describe el injerto con CDR del

anticuerpo hTNF40.
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Injerto con CDR de la Cadena Ligera de hTNF40

La alineacién de las regiones estructurales de la cadena
ligera de hTNF40 con las de los cuatro subgrupos de cadenas
ligeras humanos (Kabat y col., 1991, supra) reveld que hTNF40
era el mAs homSlogo a loe anticuerpos del subgrupo 1 de
cadenas ligeras humanas. Por consiguiente, para construir la
cadena ligera injertada con CDR, las regiones estructurales
elegidas correspondian a las de la secuencia consenso del
grupo 1 humano.

En la Figura 1 se proporciona una comparacién de las
secuencias de aminofdcidos de las regiones estructurales de
hTNF40 murinc y de las cadenas ligeras del grupo 1 consenso
humano y demuestra que hay 22 diferencias (subrayadas) entre
las dos secuencias. El anflisis de la contribucién que podria
tener cualquiera de estas diferencias estructurales sobre la
unién de antigenos identificé 2 restos para investigacién;
éstos estén en las posiciones 46 y 60. Basidndose en este
andlisis, se construyeron dos versiones de la cadena ligera
con CDR injertada. En la primera de éstas, hTNF40-gLl (SEC
ID NO: 8), los restos 46 y 60 proceden de la cadena ligera
de hTNF40, mientras que en la segunda, hTNF40-gL2 (SEC ID NO:
9), todos los restos son restos consenso humanos, excepto el
resto nimero 60 que procede de la cadena ligera de hTNF40.
Construccién de la Cadena Ligexra hTNF40-gLl con CDR Injertada

La construccién de hINF40-gLl se proporciona mas
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adelante con detalle. En las Reacciones de Cadena de
Polimerasa (PCR) se usaron los siguientes oligonucleétidos
solapantes (P7982-P7986) para montar una cadena ligera
injertada truncada. El fragmento montado carece de la
secuencia directora del anticuerpo y de los 17 primeros

amino&cidos de la estructura 1.

oligo 1 P7982; -
s mmesmmmmmmmmcmmemcrmc
GTAGCCTGGTATCAGCAAAY (seC IDNO:32)

olign 2 P7983:
5* ATAGAGGAAAGAGGCACTGTAGATGAGGGCTTTTGGGGCTTTACCTGGTTT
TTGCTGATACCAGGCTACGT3" (SEC ID NO:53) '

oligo 3 P7984:
5" TACAGIGCCTCTTTCCTCTATAGTGGTGTACCATACAGGTTCAGCGGATCCA
GTAGTGGTACTGATTTCACS’ (SEC ID NO:54)

oligo 4 P7985
§'GACAGTAATAAGTGGCGAAATCTTCTGGCTGGAGGCTACTGATCGTGAGGAT
GAAATCAGTACCACTACCG3' (S&C ID NO:S5)

oligo § P7986:
5'ATTTCGCCACTT. A'ITACIGTCA.ACAGTATAACATCI‘ACCCACTCACATTCGGT

CAGGGTACTAAAGTAGAAATCAAACGTACGGAATTC3’ (SEC ID NO:56)

Fwd P7981:
5*GAATTCAGGGTCACCATCACTTGTAAAGCC3' (SEC ID NO:57)

A

36
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Bwd P7980 : :
5'GAATTCCGTACGTTTGATTTCTACTTTAGT3' (SEC ID NO:58),

Se prepard una relacifn de PCR, de 100 pl, que contenia
Tris-HCl 10 mM pH 8,3, MgCl, 1,5 mM, KCl 50 mM, gelatina al
0,01% p/v, cada desoxirribonuclebsido trifosfato a una
concentracién de 0,25 mM, 2 pmol de P7982, P7983, P7984,
P7985, P7986, 10 pmol de P7980, P798l1 y 1 unidad de Tag
polimerasa. Las reacciones se ciclaron por tratamiento a una
temperatura de 94°C durante 1 minuto, 55°C durante 1 minuto
y 72°C durante 1 minuto. Después de 30 ciclos, cada reaccidn
se analizd por electroforesis en un gel de agarosa y el
fragmento de PCR se escindi6 del gel y se recuperd usando un
estuche Mermaid. El fragmento recuperado se restringid con
las enzimas BstEII y SplI en el tampén apropiado. El producto
resultante finalmente se sometif a electroforesis en un gel
de agarosa y el fragmento de ADN de 270 pares de bases se
recuperd del corte del gel y se unidé al vector CTILS5-gL6
(Figura 12), que previamente se habfia digerido con las mismas
enzimas. El1 vector anterior proporciona 1la secuencia
directora del anticuerpo y los 17 primeros aminoicidos de la
estructura 1 que faltan.

La mezcla de unién se usé para transformar la cepa
LM1035 de E. coli y las colonias resultantes se analizaron

por PCR, E:igestién con enzimas de restriccién y secuenciacidbn

C 24
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de nucleStidos. La secuencia de nucleétidos y de amino&cidos
de la regién VI de hTNF40-gLl se muestra en la Figura 8 (SEC
ID NO: 8).
Construccién de la Cadena Ligera hTNF40-gL2 con CDR Injertada
hTNF40-gL2 (SEC ID NO: 9) se construyd usando PCR. Para
introducir los cambios de aminodcidos, se usaron los

siguientes oligonuclestidos:

R1053: 5"GCTAGACAGACTAACAGACTGTTCCI’ (SEC ID NO:59)

R5350: S TCTAGATGGCACACCATCTGCTAAGTTTGATGCAGCATAGAT
CAGGAGCTTAGGAGC3’ (SEC 1D NO:60)

R5349: 5'GCAGATGGTGTGCCATCTAGATTCAGTGGCAGTGGATCA
GGCACAGACTTTACCCTAACS' (SEC ID NO:61)

R684: 5"TTCAACTGCTCATCAGAT?' (SEC ID NO:62)

Se prepararon dos reacciones, cada una de 20 ul, que
contenian Tris-HCl 10 mM pH 8,3, MgCl, 1,5 mM, KCl1l 50 mM,
gelatina al 0,01% p/v, cada desoxirribonucleésido trifosfato
a una concentracién de 0,25 mM, 0,1 ug de hTNF40-gLl1l, 6 pmol
de R1053/R5350 o© RS5349/R684 y 0,25 unidades de Taq
polimerasa. Las reacciones se ciclaron por medio del
tratamiento a 94°C durante 1 minuto, a 55°C durante 1 minuto
Yy a 72°C durante 1 minutc. Después de 50 ciclos, cada

reacciéﬁ‘ﬁé analizé por electroforesis en un gel de agarosa
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Y los fragmentos de PCR se escindieron del gel y se
recuperaron usando un estuche Mermaid.

Despuéa se sometieron alicuotae de estas reacciones a
una segunda vuelta de PCR. La reaccién, de 100 ul, contenia
Tris-HC1l 10 mM pH 8,3, MgCl, 1,5 mM, KCl 50 mM, gelatina al
0,01% p/v, 1/5 de cada uno de los fragmentos de PCR de la
primera serie de reacciones, 30 pmol de R1053 y R684 y 2,5
unidades de Tag polimerasa. Las temperaturas de reaccién
fueron como se han indicado anteriormente. Después de la PCR,
la mezcla se extrajo con fenol/cloroformo y después con
cloroformo y Be precipit6 con etanocl. El precipitado de
etanol se recuperé por centrifugacién, se disolvié en el
tampSn apropiado y se restringié con las enzimas BstEII y
Spll. El1l producto resultante finalmente se sometié a
electroforesis en un gel de agarosa y el fragmento de ADN de
270 pares de basas recuperado a partir de un corte de gel se
unié al vector pMR15.1 (Figura 4) que previamente se habia
digerido con las mismas enzimas.

La mezcla de unién se usé para transformar la cepa
LM1035 de E. coli y las colonias resultantes se analizaron
por PCR, digestifn con enzimas de restriccién y secuenciacién
de nuclebtidos. La secuencia de nucledtidos y de aminodcidos
de la regién VI de hTNF40-gL2 se muestra en la Figura 9 (SEC
ID NO: 9).

Injerto Eaﬁ CDR de la Cadena Pesada de hTNF40

24
5%
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El injerto con CDR de la cadena pesada de hTNF40 se
realiz6 usando la misma estrategia que se ha descrito para
la cadena ligera. Se descubrié que la cadena pesada de hTNF40
era la mis homSloga a las cadenas pesadas humanas
pertenecientes al subgrupo 1 y, por lo tanto, se eligié la
secuencia consenso de las estructuras del subgrupo 1 humano
para aceptar las CDR de la cadena pesada de hTNF40.

Para investigar el requisito de una estructura humana
hom&loga para actuar como estructura aceptora para el injerto
de CDR, se seleccion6 una segunda estructura, del grupo 3
humano, para humanizar la cadena pesada de hTNF40.

En la Figura 2 se muestra una comparacifin de hTNF40 con
las dos regiones estructurales diferentes, en la que se puede
ver que hTNF40 difiere del consenso del subgrupc 1 humano en
32 posiciones (subrayadas) y difiere del consenso del
subgrupo 3 humano en 40 posiciones (subrayadas). Después del
anilisis de la contribucién que podia hacer cualquiera de
estas diferencias a la unién del antigeno, se retuvieron los
restos 28, 38, 46, 67, 69 y 71 como donadores en la cadena
pesada injertada con CDR ghlhTNF40.1 usando la estructura del
grupo 1. Los restos 27, 28, 30, 48, 49, 69, 71, 73, 76 y 78
se retuvieron como donadores en la cadena pesada injertada
con CDR gh3hTNF40.4 usando la estructura del grupo 3. Los
restos 28, 69 y 71 se retuvieron como donadores en la cadena

pesada iﬂiértada con CDR ghlhTNF40.4 usando la estructura del
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grupo 1.
Construccién de la Cadena Pesada Injertada con CDR
ghlhTNF40.4

ghlhTNF40.4 (SEC ID NO: 10) se montdé sometiendo
oligonucleStidos solapantes a PCR en presencia de los
cebadores apropiados. En la PCR se usaron los siguientes
oligonucleétidos:

Injerto del grupo 1

cligo 1 77989:
5'GAAGCACCAGGCTTCTTAACCTCTGCTCCTGACTGGACCAGCTGCACCTGAG
AGTGCACGAATTC3’ (SEC ID NO:63)

olign 2 P7990:
5'GGTTAAGAAGCCTGGTGCTTCCGTCAAAGTTTCGTGTAAGGCCTCAGACTAC
GTGTTCACAGACTATGGTA3" (SEC ID NO:64)

oligo 3 P7991:
GCAACCCATCCAHTCAGGOCITGTCCCGGGGCCI'GCITGACCCMITCATAC

CATAGTCTGTGAACACGT3' (SEC ID NO:65)

oligo 4 P7995:
TGGCCNGAAATGGAIGGGETGGAJTAAIACTTACAJTGGAGAGCCINTTTATGT

TGACGACTTCAAGGGCAGATTCACGOTTC3' (sEC ID NO:66)

oligo 5 P7992:
5 CCATGTATGCAG]‘GCGITGTGGAGGI‘GTCI' AGAGTGMCGTGMTCTGCCCIT

GAA? (SEC IDNO:67)
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oligo 6 P7993:
5'CCACAAGCACTACATACATGGAGCTGTCATCTCTGAGATCCGAGGACACCGC
AGTGTACTAT?’ (SEC ID NO:68)

oligo 7 P79594:
GMTTOGGTACCCTGGOCCCAGTAG‘MATGGCATMGATCNTATCCTCTAG
CACAATAGTACACTGCGGTGTCCTCY (SEC ID NO: 69)

Fwd: P7988: _
S’GAATTCGTGCACTCTCAGGTGCAGCTGGTCS' (sEC ID NO:70)

Bwd P7987: .
5'GAATTCGGTACCCTGGCCCCAGTAGTCCAT?' (SEC ID NO:71)

La reaccién de montaje, de 100 ul, contenia Tris-HCl 10
mM pH 8,3, MgCl, 1,5 mM, KCl1 50 mM, gelatina al 0,01% p/v,
cada desoxirribonucleésido trifosfatc a una concentracién de
0,25 mM, 2 pmol de cada uno de p7989, p7990, p7991, p7995,
p7992, p7993 y p7994, 10 pmol de cada uno de p7988 y p7987
Y 1 unidad de Taqg polimerasa. Las reacciones se ciclaron por
tratamiento a una temperatura de 94°C durante 1 minuto, de
55°C durante 1 minuto y de 72°C durante 1 minuto. Después de
30 ciclos, la reaccidén se extrajo con fenol/cloroformo (1/1),
después con cloroformo y se precipitd con etanol. Después de
la centrifugacién, el ADN se disolvié en el tampén de
restriccién apropiado y se digirié con j\paLl y Kpnl. El
fragmento resultante se aisldé en un gel de agarosa y se uniéb

a pMRlil ‘(‘f?:'i.gura 5), que previamente se habia digerido con las
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mismas enzimas. pMR14 contiene la regién constante de la
cadena pesada gamma 4 humana. Cuando pMR14 se escinde con
ApaLI y Kpal, el vector escindido es capaz de recibir el ADN
digerido de tal forma que el extremo 3’ del ADN digerido se
una en fase de lectura al extremo 5’ de la secuencia que
codifica la regién constante gamma 4. Por lo tanto, la cadena
pesada expresada a partir de este vector seria un isotipo
gamma 4. La mezcla de unién se usé para transformar E. coli
1LM1035 Y las coloniasa bacterianas resultantes se
seleccionaron por digestién de restriccién y por andlisis de
la secuencia de nueclebtidos. De esta forma, se identificé
un plasmido que contenia 1la secuencia correcta para
ghlhTNF40.4 (Figura 10) (SEC ID NO: 10).
Construccién de 1la Cadena Pesada Injertada con CDR
gh3hTNF40.4

gh3hTNF40.4 (SEC ID NO: 11) s8e monté sometiendo
oligonuclestidos solapantes a PCR en presencia de los
cebadores apropiados. En la PCR se usaron los_siguientes
oligonuclebtidos:

Injerto del grupo 3
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aligo 1 P7995:
5'GATCCGCCAGGCTGCACGAGACCGCCTOCTGACTOGACCAGCTGAACCTCAG
AGTOCACQGAATTCS (8EC ID NO:T2)

aligo 2 P8000:
5"TCTCGTGCAGCCTGGCGOATCACTGAGATTGICCTGTOCTGCATCTGGTTACG
TCTTCACAGACTATGGAAS' (SEC ID NO:73)

oligo 3 P8001
5'CCAACCCATCCATTTCAGGCCCTTTCCOGGGGCCTGCTTAACCCAATTCATTC
CATAGTCTGTGAAGACGT3' (SEC IDNO:74)

oligo 4 P7995: .
5'GGOCTGAAATGGATGAGTTGGATTAATACTTACATTGGAGAGCCTATTTATGT
TGACGACTTCAAGGGCAGATTCACGTTCS' (SEC ID NO:66)

oligo 5 P7997: _
5'GGAGGTATGCTGTTGACTTGGATGTGTCTAGAGAGAACGTGAATCTGCCCTT
GAAS' (SEC ID NO:75)

oligo 6 P7998:
5'CCAAGTCAACAGCATACCTCCAAATGAATAGCCTGAGAGCAGAGBACACCGC
AGTGTACTAT?' (SEC IDNO:76) .
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oligo 7 P7993:
5'GAATTCGGTACCCTGGCCCCAGTAGTOCATGGCATAAGATCTGTATCCTCTAG
CACAATAGTAEACTGOGGTGTOCTCS' (SEC ID NO:77)

Fwd P7996:
S'GAATTCGTGCACTCTGAGGTTCAGCTGGTCY (SEC ID NO:T8)

Bwd P7987:
S'GAATTCOGGTACCCTGGOCCCAGTAGTCCATY' (SEC ID NO:71)

La reaccién de montaje, de 100 ul, contenia Tris-HCl1l 10
mM pH 8,3, MgCl, 1,5 mM, KC1 50 mM, gelatina al 0,01% p/v,
cada desoxirribonuclebfaido trifosfato a una concentracién de
0,25 mM, 2 pmol de cada uno de p7999, p8000, p8001, p7995,
p7997, p79%98 y p7993, 10 pmol de cada uno de p7996 y p7987
Y 1 unidad de Tag polimerasa. Las reacciones se ciclaron por
tratamiento a una temperatura de 94°C durante 1 minuto, de
55°C durante 1 minuto y de 72°C durante 1 minuto. Después de
30 ciclos, la reaccién se extrajo con fenol/cloroformo (1/1),
después con cloroformo y se precipit6 con etanol. Después de
la centrifugacitn, el ADN se disolvié en el tampSn de
restriccién apropiado y se digirié con ApaLl y KpnI. El
fragmento resultante se aisld en un gel de agarosa y se unié
a pMR14 (Figura 5), que previamente se habfa digerido con las
mismas enzimas. pMR14 contenia la regién constante de la
cadena pesada gamma 4 humana. Cuando pMR14 se escinde con

ApaLI y kbéI, el vector escindido es capaz de recibir el ADN
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digerido de tal forma que el extremc 3’ del ADN digerido se
una en fase de lectura al extremo 5’ de la secuencia que
codifica la regién constante gamma 4. Por lo tanto, la cadena
pesada expresada a partir de este vector serd un isotipo
gamma 4. La mezcla de unién se usé para transformar E. coli
IM1035 y las <colonias Dbacterianas resultantes se
seleccionaron por digestién de restriccién y por anflisis de
la secuencia de nuecleéStidos. De esta forma, se identificé
un pléemido que contenfa 1la secuencia correcta para
gh3hTNF40.4 (SEC ID NO: 11) (FPigura 11).

Produccién del Fragmento Fab Modificado con CDR Injertada

Se construyé un fragmento Fab modificado, con CDR
injertada, bas&ndose en el anticuerpo hTNF40, usando el
vector de E. coli pTTO-l. Las regiones variables del
anticuerpo hTNF40 se subclonaron en este vector y 1la
secuencia intergénica. se optimizé para crear pTTO(CD870). El
vector de expresi6n pTTO est8 disefiado para producir la
acumulacién periplasmica, soluble, de proteinas recombinantes
en E. coli. Las caracteristicas principales de este plésmido
son:

(i) marcador de resistencia a tetraciclina - antibiétice
no inactivado por el producto del gen de resistencia, por lo
tanto, se mantiene la seleccién de las células que contienen
el pl&smido;

(ij:f"bajo niimero de copias - origen de replicacién

[—
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derivado del plédsmido pl5A, que es compatible con plé&smidos
que contienen replicones derivados de colEl;

(1ii) promotor tac fuerte inducible para 1la
transcripcién de genes clonados;

(iv) gen lacI' - proporciona la expresién conatitutiva
de la proteina represora lac, manteniendo al promotor tac en
el estado reprimido hasta la induccién con IPTG/alolactosa;

(v) secuencia sefial de OmpA - proporciona la secrecién
periplédsmica de los genes clonados;

(vi) acoplamiento traduccional de la secuencia sefial de
OmpA a un péptido lacZ corto, proporcionando una iniciacién
eficaz de la traduccidn.

El vector se ha creado para la expresién de fragmentos
Fab modificados a partir de un mensajero dicistrénico por el
disefio de un procedimiento para seleccionar empiricamente la
secuencia intergénica O6ptima de una serie de 4 cassettes
construidos para tal fin. Se describe la aplicacidén de esto
en la construccién de pTTO(CDP870).

Materiales y Métodos
Técni ADN

Para los protocolos se usaron procedimientos
convencionales, incluyendo restriccién de ADN, electroforesis
en gel de agarosa, unién y transformacién. Las enzimas de
restriccién y las enzimas de modificacién del ADN se

obtuviefaﬁ en New England Biolabs o Boehringer Mannheim, y

e —— ———
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se usaron de acuerdo con las recomendaciones del proveedor.
Los fragmentos de ADN se purificaron en agarosa usando el
protocolo GeneClean (BIQO 101). los8 oligonucleétidos se
suministraron por el Oswel Oligonucleotide Service y se
sintetizaron a la escala de 40 nm.  E1 ADN plasmidico se aislé
usando estuches de ADN Plasmidico Mini/Midi de Qiagen. La PCR
se realizdé usando "Amplitag" de Perkin Elmer como se
recomienda. La secuenciacién del ADN se realiz6 usando el
estuche de secuenciacifn de ciclos Taq de Applied Biosystems.
Induceién traces de agi 16n

Se desarrollaron cultivos de E. coli W311l0 en caldo L
suplementado con tetraciclina (7,5 pug/ml). Para las
inducciones, se diluyeron cultivos de una noche recientes
(desarrollados a 30°C) a una DOgg de 0,1 en 200 ml de caldo
L en un matraz de 2 litros tabicado y se dejaron crecer a
30°C en una incubador orbital. A una DOy de 0,5, Be afiadié
IPTG a una concentracién de 200 uM. Se tomaron muestras
(normalizadas para DO) a intervalos.
Extraccidén Periplismica

Se enfriaron en hielo muestras de cultivo (5 minutos),
y después las células se recogieron por centrifugacién.
Después de la resuspensién en tampén de extraccidédn (Tris.HCl
100 mM, EDTA 10 mM, pH 7,4), las muestras se incubaron
durante una noche a 30°C y después se clarificaron por

centrifuéaéién.
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Ensayo de Montaje

Las concentraciones de Fab modificado se determinaron
por medio de un ELISA., Las placas se recubrieron a 4°C
durante una noche con anti-Fd 6045 humano (2 pg/ml en tampén
de recubrimiento, solucién fisiolégica salina, 100 pl por
pocillo). Después del lavado, se introdujeron 100 pul de
muestra por pocillo; como patrém se usdS Fab’ gamma-1 ASB7
purificado, inicialmente a una concentracién de 2 pg/ml. Las
muestras se diluyeron en serie a la mitad a lo largo de 1la
placa en tampén de conjugado de muestra (por litro: 6,05 g
de trisaminometano; 2,92 g de NaCl; 0,1 ml de Tween-20; 1 ml
de caseina (0,2%)); las placas se incubaron durante una hora
a temperatura ambiente con agitacién. Las placas se lavaron
y se secaron, y después se afiadieron 100 ul de anti-C-kappa
(GD12) -peroxidasa humana (diluido en tampén conjugado de
muestra). La incubacién se realiz6 a temperatura ambiente
durante 1 hora con agitacién. Las placas se lavaron y se
secaron, Yy después se aifladieron 100 zl de solucibén de
sustrato (10 ml de solucién de acetato sédico/citrate (0,1
M pH 6); 100 pl de solucién de H;0,; 100 ul de solucidn de
tetrametilbencidina (10 mg/ml en dimetilsuféxido)). La
absorbancia a 630 nm se leyd 4 - 6 minutos después de la
adicién del sustrato.

Construccién del Pl&smido pTTO-

L]

37
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(a) del Poli ce

El pldsmido pTTQ9 se obtuvo en Amersham y se muestra en
la Figura 14. Una alicuota (2 ug) se digirié con enzimas de
restriccién SalIl y EcoRI, el producto de digestién se llevd
a un gel de agarosa al 1% y se purificé el fragmento grande
de ADN (4520 pb). Se sintetizaron dos oligonucleétidos que,
cuando se templan conjuntamente, codifican la regién de
poliengarce de OmpA mostrada en la Figura 15. Esta secuencia
tiene extremos cohesivos que son compatibles con los extremos
Sall y EcoRl generados por restriccién de pTTQS9. Por
clonacién de este "cassette" de oligonuclebdtido en el vector
pTTQ9 no se regenera el sitioc Sall, pero se mantiene el sito
EcoRI. El cassette codifica los primeros 13 aminodcidos de
la secuencia seflal de la proteina de membrana externa de E.
colli Omp-A, precedidos por el sitio de unién a ribosomas de
Shine Dalgano del gen OmpA. Ademis, estén presentes sitios
de restriccién para las enzimas XbaI, Munl, Styl y SplI. Los
sitios Munl y Styl estén dentro de la regifn codificante de
la secuencia seflal de OmpA y pretenden ser los sitios de
clonacién 5! para la inserci6én de genes. Los dos
oligonucleétidos que constituyen este cassette se templaron
mezclé&ndolos a una concentracién de S pmol/ul y calenténdolos
en un bafio de agua a 95°C durante 3 minutos, y después
enfriando lentamente a temperatura ambiente. Después, la

secuencféEEemplada se unié a pTTQ9 cortado con Sall/EcoRI.
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Bl intermedio plasmidico resultante, denominado pTQOmp, ee
verificd por secuenciacién del ADN.
(b) racién y Unién de Fragmentos

El pléasmido pTTO-1 se construyd uniendo un fragmento de
ADN del pl&smido pACYC184 a dos fragmentos generados a partir
de pTQOmMp. El1 plasmido pACYCl84 se obtuvo en New England
Biolabs, y en la Figura 16 se muestra un mapa de restriccién.
Una alicuota (2 ug) se digirié completamente con la enzima
de restriccién Styl y después se trat§ con Nucleasa Mung
Bean; este tratamiento crea extremos romos por corte de las
bases 5’ salientes. Después de la extraccién con fenol y de
la precipitacién con etanol, el ADN se restringié con la
enzima Pvull, generando fragmentos de 2348, 1081, 412 y 403
pb. El fragmento de 2348 pb se purific6 después de
electroforesis en gel de agarosa. Este fragmento codifica el
marcador de resistencia a tetraciclina y el origen de
replicacién de pl5A. Después, el fragmento se traté con
fosfatasa alcalina intestinal de ternero para eliminar los
fosfatos 5’ terminales, impidiendo de esta manera la auto-
unién de esta molécula.

Una alicuota (2 pg) del plasmido pTQOmp se digiridé con
enzimas Sspl y EcoRI, y el fragmento de 2350 pb se purificé
de los fragmentos indeseados de 2040 pb y 170 pb pox
electroforesis en gel de agarosa; este fragmento codifica la

regién ﬁéiﬁinadora de la transcripcidén y el gen lacIf% Otra
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alicuota (2 pg) de pTQO se digirid® con EcoRI y XmnI,
generando fragmentos de 2289, 1670, 350 y 250 pb. El
fragmento de 350 pb, que codifica el promotor tac, la
secuencia sefial de OmpA y el gitio de multiclonacién, se
purificé en gel. )

Después se uniercn los tres fragmentos usando cantidades
aproximadamente equimolares de cada fragmento, para generar
el plésmido pTTO-1. Todas las uniones de clonacién se
verificaron por secuenciacién del ADN. El mapa de restriccién
de este plédsmido se muestra en la Figura 17. Después Be cred
el plasmido pTTO-2 por insercién de ADN que codificaba el
dominio constante kappa de la cadena ligera de la Ig humana.
Este se obtuvo como un fragmento de restriccién SplI-EcoRI
a partir del plasmido pHC132, y se inserté en los sitios
correspondientes en pTTO-1. El pl&smido pTTO-2 se muestra en
la Figura 18.

Inserci iones varjables de hTNF40 humanizado en pTTO-
2

La regién variable de la cadena ligera de hTNF40gLl (SEC
ID NO: 8) se obtuvo por "rescate" de PCR desde el vector
correspondiente para la expresién en células de mamifero,
pMR10.1. La secuencia directora de OmpA reemplaza a la
secuencia directora de la Ig nativa. La secuencia de los
cebadores de PCR se muestra a continuacibn:

cebador 5 :

- e ——

——————
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CGOGCGACAATTGCAGTGGOCTIGGCTGGTTTCGCTACCGTAGCGCAAG
CTGACATTCAAATGACCCAGAGCCC (SEC ID NO:79)

cebador 37:

TTCAACTGCTCATCAGATGG (SEC ID NO:80)

Después de una PCR en condiciones convencionales, el
producto se purificd, se digirié con enzimas Munl y Spll y
después se purificé en gel. El fragmento purificado después
ge insertd en los sitios Munl/SplI de pTTO-2 para crear el
intermedio de cadena ligera pTTO{(hTNF40L).

La regién variable de la cadena pesada de gh3hTNF40.4
8e obtuvo de la misma forma a partir del vector pGamma-4. La

Becuencia de los cebadores de PCR se muestra a continuacién:

cebador 5’:

GCTATCGCAATTGCAGTGGCGCTAGCTGGTTTCGCCACCGTGGCGCAAG
CTGAGGTTCAGCTGGTCGAGTCAGGAGGC (siC ID NO:81)

cebador 3’:

GCCTGAGTTCCACGACAC (SEC ID NO:82)

Después de la PCR, el producto se purificé, se digirié
con las enzimas Nhel y Apal y después se sub-clond en el

vector ﬁﬁﬁAbEng-Gl (Figura 19). Después de la verificacién

Y
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por secuenciacién del ADN, la cadena pesada se restringid con
lJa enzima EcoRI y sBe sub-cloné en el sitio EcoRI de
pTTO (hTNF4QL) para crear el plé&smido de expresién de E. coli
pTTO (hTNF40) .
timizacidn de encia Intergén ara 1 resisn
de Fab Modificado
En el vector pTTO, la expresién del Fab modificado se
produce a partir de un mensajero dicistrénico que codifica
primero la cadena ligera y después la cadena pesada. La
secuencia de ADN entre los dos genes (secuencia intergénica,
IGS) puede influir sobre el nivel de expresibén de la cadena
pesada afectando a la velocidad de iniciaci6én de la
traduccién. Por ejemplo, una secuencia intergénica corta
puede ocasionar un acoplamiento de traduccién entre las
cadenas ligera y pesada, ya que el ribosoma de traduccién
puede no disociar completamente el ARMn después de completar
la sintesis de la cadena ligera antes de iniciar la sintesis
de la cadena pesada. La "fuerza" de cualquier sitio de unién
a ribosomas de Shine Dalgarnc (SD) (homologfa con el ARNr
16S) también puede tener un efecto, asi como la distancia y
la composicién de la secuencia entre el SD y el codén de
iniciacién ATG. La estructura secundaria potencial del ARNm
alrededor del ATG es otro factor importante; el ATG debe
estar en un "bucle" y no limitado dentro de un "tramo recto",

mientraéHQue se aplica lo contrario al SD. De esta manera,
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modificando la compoesicién y la longitud del IGS, es posible
modificar la fuerza de iniciacién de la traduccién y, por lo
tanto, el nivel de produccién de cadena pesada. Es probable
que necesite consequirse una velocidad 6ptima de iniciacidn
de la traduccién para maximizar la expresién de la cadena
pesada de un Fab modificado dado. Por ejemplo, con un Fab
modificado, puede tolerarse un alto nivel de expresién, pero
para un PFab modificado diferente con una secuencia de
aminodcidos diferente, un alto nivel de expresién podria
resultar toéxico, quizis a causa de las diferentes eficacias
de secrecifn o plegamiento. Por esta razén, se disefid una
serie de cuatro secuencias intergénicas (Figura 20),
permitiendo la determinacién empirica de la IGS 6ptima para
los Fab modificados basados en hTNF40. IGS1 e IGS2 tienen
gecuencias intergénicas muy cortas (-1 y +1 respectivamente)
y seria de esperar que proporcionaran una traduccién muy
acoplada; las secuencias SD (subrayadas) son sutilmente
diferentes. Lo mis probable es que estas dos secuencias
confieran un alto nivel de iniciacién de la traduccién. IGS3
e IGS4 tienen una mayor distancia entre los codones de
iniciacién y de parada (+13) y difieren en su composicién de
secuencia; IGS3 tiene una secuencia SD "mis fuerte". En todas
las secuencias se estudif la estructura secundaria (usando
el programa m/fold) y se ‘"optimizaron" tanto como fue

posiblegw'sin embargo, con un fuerte acoplamiento de

———— — i —
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traduccién de las dos cadenas, la ausencia de disociacién
ribosSmica significa que el ARNm puede no estar "expuesto',
impidiendo la formacién de la estructura secundaria.
Clonacién de variantes de IGS

Los cassettes IGS mostrados en la Figura 20 tienen
gitios de clonacidén Sacl y MunI flanqueantes. Se construyeron
templando pares de oligonucleStidos complementarios. Se
preparé un fragmento de vector digiriendo pTTO(hTNF40) con
Sacl y Notl y se prepar6 un fragmento de cadena pesada
digiriendo pDNAbLEngGl (hTNF40H) con MunI y NotlI. Después se
realizaron uniones de 3 vias, usando cantidades equimolares
de los dos fragmentos de restriccién y aproximadamente 0,05
pmol de cada cassette de oligonuclebtido templado. De esta
forma se crearon 1los cuatro plésmidos de expresibén
pTTO (hTNF40 IGS-1), pTTO(hTNF40 IGS-2), pTTO(hTNF40 IGS-3)
Y PTTO (hTNF40 IGS-4).
Anflisis de expresidén en matraz de agitacidn

Los cuatro plésmidos se utilizaron para transformar la
cepa W311l0 de E. coli junto con la construccién de expresidn
original, y después esta cepa se analizé con respecto a la
expresién en matraces de agitacién como se ha descrito
anteriormente. En la Figura 21 se muestran los resultados de
un experimento tipico. Las diferentes secuencias intergénicas
confieren diferentes perfiles de expresién. IGS1 e IGS2

acumulan = Fab modificado peripléasmico rapidamente,
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observindose un pico una hora después de la induccidn,
después de lo cual disminuye el nivel recuperado. En el cas
de IGS1l el pico es mayor y la caida mAs aguda. Estos
resultados son coherentes con un alto nivel de sintesis, como
era de esperar por el estricto acoplamiento traduccional para
estas construcciones. Aparentemente, IGS1 confiere un mayor
nivel de expresién de cadena pesada que IGS2. En este caso,
parece ser que este alto nivel de expresién se tolera mal,
ya que los niveles de expresidn periplésmicos se reducen
después del pico de 1 hora. Esto se observa en el perfil de
crecimiento del cultivo de IGS1 (no mostrado), que muestra
picos 1 hora después de la induccién antes de la disminucién,
lo que sugiere muerte y lisis celular. IGS3 acumula Fab
modificado mds lentamente, pero alcanza picos 2 horas después
de la induccién observéndose un pico mayor (325 nm/ml/DO)
antes de que se reduzcan los niveles. El crecimiento de este
cultivo continué hasta 3 horas después de la induccidén y
alcanzé una biomasa pico mayor (no mostrada). Esto es
coherente con un nivel menor de sintesis de cadenas pesadas.
IGS4 acumula material a una velocidad mas lenta y no puede
alcanzar el pico elevado de productividad de las otras tres
construcciones. Todas las variantes de IGS superan al vector
original significativamente. La hipéteéis de que las
diferentes secuencias de IGS confieren diferentes velocidades

de iniciacién de la traduccién se confirma por estos
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resultados experimentales. Para el Fab modificado basado en
hTNF40, parece ser que una alta velocidad de iniciacién de
la traduccién de la cadena pesada se tolera mal y, por lo
tanto, no es &éptima. Una velocidad mis lenta, como 1la
conferida por IGS3, proporciona mejores caracteristicas de
crecimiento y, por éoneiguiente, se acumula un mejor
rendimiento a lo largo del tiempo.

Después de la comparaciémn de la productividad en el
fermentador, se selecciond la construccidén IGS3 como la que
producia el mayor rendimiento y se denominé pTTO(CDP870) -
véase la Figura 22.

La cadena pesada codificada por el pldsmido pTTO (CDP870)
tiene la secuencia indicada en la SEC ID NO: 115 y la cadena
ligera tiene la secuencia indicada en SEC ID NO: 113.
PEGilacién de Fab Modificado Basado en hTNF40 con CDR
Injertada

El Fab modificado purificado se conjuga, de una forma
especifica para la localizacién, con una molé&cula ramificada
de PEG. Esto se consigue por activacién de un solo resto de
cistefna en una regién de bisagra truncada del Fab
modificado, seguida de la reaccién con (PEG)-lisil maleimida
como se ha descrito previamente (A.P. Chapman y col., Nature
Biotechnology 17 780-783; 1999). La molécula PEGilada se
muestra en la Figura 13 y se denomina compuesto CDP870.

Eficacia "del Fab Modificado Basado en hTNF40 con CDR
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Injertada PEGilado (CDP870) en el Tratamiento de la Artritis
Reumatoide.

CDP870 tiene una vida media prolongada de
aproximadamente 11 dias.

Los presentes solicitantes evaluaron la seguridad y la
eficacia del CDP870 intravenoso en un ensayo de aumento de
la dosis aleatorio, doble ciego, controclade con placebo,
realizado en pacientes con RA.

Métodos
Pacientes:

Se reclutaron pacientes con edades comprendidas entre
los 18 y los 75 afios y que cumplfian el criterio de
diagnéstico del American College of Rheumatology (ACR),
revisado en 1987, para la artritis reumatoide (RA) (Arnett
y col., Arthritis Rheum., 31, 315-324, 1988), de clinicas
externas de reumatologia de Londres, Cambridge, Norfolk y
Norwich (Reino Unido). Se requeria que los pacientes tuvieran
la enfermedad clinicamente activa, como se define por tener
al menos 3 de los siguientes criterios: = 6 articulaciones
sensibles o dolorosas; 2 45 minutos de rigidez por la mafiana
temprano; y una velocidad de sedimentacidén de eritrocitos
(ESR) = 28 mm/h. Se requiere que estos pacientes hayan
fracasado en la respuesta a al menos un F&rmaco Anti-
Reumitico Modificador de la Enfermedad (DRARD) y que hayan

estado siH tratamientc durante al menos cuatro semanas. Se
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permitié la administracién de corticosteroides si la dosis
era z 7,5 mg/difa de prednisolona. Se excluyeron las mujeres
embarazadas, las mujeres en periodo de lactancia y las
mujeres en edad f£értil que no usaban un método anticonceptivo
eficaz. También se excluyeron los pacientes si habfan tenid
una historia previa de malignidad, afecciones médicas graves
concomitantes incontroladas, fracaso previo de una terapia
neutralizadora de TNFa o alergia a polietilenglicol. Se
obtuvo un consentimiento informado por escrito de cada
paciente antes de la inclusifn. El estudio se aprobé por el
comite de ética de inveatigacién local.

Protocolo de tratamiento:

36 pacientes RA se dividieron en 3 grupos, cada uno para
recibir una dosis creciente del farmaco de ensayo (1, 5 o 20
mg/kg) . Cada grupo de 12 se dividié aleatoriamente en 8 para
recibir CDP870 y 4 para recibir placebo. El1 CDP870 se
administré como una sola infusidén ultravenosa (100 ml en
total) durante 60 minutos. El placebo (tampén acetato s&dico)
se administré de forma similar como una sola infusién
intravenosa de 100 ml durante 60 minutos. El tratamiento se
administr® en una base de pacientes externos. Después de 8
semanas, todos los pacientes tuvieron la oportunidad de
recibir una infusién de 5 6 20 mg/kg de CDP870 de una forma
descubierta.

EValuacféﬁ'clinica:
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La actividad de la enfermedad RA se evalu$ basindose en
las series de datos centrales de la Organizacién Mundial de
la Salud, de la Liga Internacional de Asociaciones de
Reumatologia (Boers y col., J. Rheumatol- Supplement, 41, 86-
89, 1994) y de la Liga Europea Contra el Reumatismo (EULAR)
(Scott y col., Clin. Exp. Rheumatol., 10, 521-525, 1992) con
28 articulaciones. Los cambios en la actividad de 1la
enfermedad se evaluaron por la Puntuacién de la Actividad de
la Enfermedad (Prevoo y col., Arthritis Rheum., 38, 44-48,
1995) y los criterios de respuestas ACR (Felson y col.,
Arthritis Rheum., 38, 727-735, 1995). Las evaluaciones se
realizaron antes del tratamiento y 1, 2, 4, 6 y 8 semanas
después de la terapia. En los pacientes también se evalué la
seguridad y la tolerancia del fdarmaco de estudio. En cada
visita se evaluaron la hematologfia, la bioquimica, 1los
anticuerpos anti-CDP870 y los acontecimientos adversos.
Concentracién de CDP870 en plasma y anticuerpos anti-CDP870:

CDP870 se midié por el ensayo de inmunoabsorbente con
enzima unida (ELISA). Se incubaron diluciones en serie del
plasma de los pacientes en placas de microvaloracién (Nunc)
recubiertas con TNFa humano recombinante (Strathmann Biotech
GmbH, Hannover). E1l CDP870 capturado se reveld con anticuerpo
de cabra anti-cadena ligera kappa humana conjugado con
peroxidasa de rdbano picante (Cappel, 1ICN) seguido de

sustrato de tetrametilbencidina (TMB).
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Los anticuerpos contra CDP870 se seleccionaron (a una
dilucién de plasma de 1/10) usando un ELISA de sandwich de
doble antigeno con CDP870 biotinilado como segunda capa. Los
anticuerpos unidos se revelaron usando HRP-estreptavidina y
sustrato de TMB. El ensayo se calibré usando un patrén de IgG
de conejo hiperinmune. Una unidad de actividad es equivalente
a 1 pg del patrémn de conejo.
Andlisis estadistico

El estudio fue de naturaleza exploratoria y el tamafio
de la muestra se basé en la experiencia previa con agentes
similares. La eficacia de CDP870 se analizé calculando la
puntuacién de actividad de la enfermedad (DAS) y las
respuestas ACR20/50 para la intencién del tratamiento y por
protocolo, usando un procedimiento de ensayo cerrade. La
puntuacién de la actividad de la enfermedad se calculd como
se indica a continuacién: DAS = 0,555 x raiz cuadrada de (28
articulaciones sensibles) + 0,284 x raiz cuadrada de (28
articulaciones hinchadas) + 0,7 x In(ESR) + 0,0142 x
(evaluacién global del paciente). En primer lugar se
compararon los grupos activos reunidos con el placebo. Si
esta comparacién era significativa a un nivel del 5%, cada
grupo de dosificacién se comparé con el placebo. Todas las
comparaciones fueron bilaterales con un nivel significacién
del 5%. Todos los valores P procedian del andlisis

exploraté}io y no deben usarse para la interpretacidn
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Resultados
Demografia:

Se reclutaron 36 pacientes con RA. Sus detalles
demogréficos se proporcionan en la Tabla 6. La edad media era
de 56 ailos y 30 pacientes eran mujeres. La duracién media de
la RA era 13 afios y 21 pacientes eran positivos para el
factor reumatoide. Los pacientes de los diferentes grupos
tienen caracteristicas demograficas similares. En el periodo
de dosificacién ciego, 6/12 pacientes tratados con placebo
abandonaron el estudioc por una RA progresiva 2 4 semanas
después de la dosificacién. 2/24 pacientes tratados con
CDP870 abandonaron el estudio, los dos del grupo de 1 mg/kg,
por una RA progresiva/pérdida del seguimiento > 4 semanas
después de la dosificacién. La diferencia fue
estadisticamente significativa (p=0,009, ensayc exacto de
Fisher) .

Tabla §: Detalles demogréificos (media i deaviacién tipica)

Nimero Sexo Edad Dura- Factor Nimero
(M:F) cién Reuma- de
Enfer- tolde DMARD
medad previos
Placebo 12 1:11 51:+8 1248 ‘8(67%) 531

1 mg/kyg 8 117 5947 1247 4(50%) 431

5 mg/kg 8 216 54213 1315 5(63%) 512
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d0ng/kg 8 2:6 61111 143113 4 (50%) 412

Eficacia Clinica:

La proporcién de pacientes con mejoria de ACR20 para la
poblacién por protocolo con la Gltima observacién realizada
fue del 16,7, 50, 87,5 y 62,5%, después de la administracién
del placebo, 1, 5 y 20 mg/kg de CDP870 (efecto de tratamiento
combinado p=0,012) a las 4 semanas, y del 16,7, 25, 75 y 75%
(p=0,032) a las 8 semanas. La reduccién en las puntuaciones
DAS (media) para la poblacién por protocolo con la Gltima
observacién realizada fue de 0,15, 1,14, 1,91 y 1,95 después
del placebo, 1, 5 y 20 mg/kg de CDP870 (efecto de tratamiento
combinado p=0,001) a las 4 semanas y de 0,31, 0,09, 2,09 y
1,76 (p=0,008) a las 8 semanas (Figura 23). En la Figura 24
se muestran los cambios en los componentea individuales de
la serie de datos centrales de la Organizacién Mundial de la
Salud y 1la Liga Internacional de Asociaciones para
Reumatologia.

Después de 1la dosis descubierta de- CDP870, se
consiguieron efectos beneficiosos similares. De 1los 36
pacientes reclutados en el estudio, 32 recibieron una segunda
infusidn de CPP870. La proporcién de pacientes con mejoria
de ACR20 desde antes de la primera infusién, después de la
administracién de 5 y 20 mg/kg de CDP870, fue del 72,2 y del

55,6% a léé 4 gemanas y del 55,6 y del 66,7% a las 8 semanas.

289



10

15

20

25

84

Acontecimientos Adversos

El tratamiento fue bien tolerado 8sin reacciones
relacionadas con la infusién. No se identificé ninguna
reaccién alérgica ni exantema cuténeo. En la fase doble
ciego, hubo 19, 38, 8 y 14 acontecimientos adversos en los
grupos de placebo, 1, 5 y 20 mg/kg, respectivamente. Los
acontecimientos adversos mids comunes fueron dolor de cabeza,
con 9 episodios en 5 pacientes (1 placebo, 3 a 1 mg/kg vy 1
a 20 mg/kg) . Un paciente que recibié placebo y tres pacientes
que recibieron CDPB70 (1 a 5 mg/kg vy 2 a 20 mg/kg)
desarrollaron infecciones del tracto respiratorio inferior.
Estos acontecimientos se consideraron levea o moderados. Se
trataron con antibiéticos orales y se resolvieron en un
periodo de 1-2 semanas. Tres pacientes de cada uno de los
grupos de 1 y 5 mg/kg y uno del grupo de 20 ng/kg
desarrollaron una infeccién del tracto urinario 1-2 meses
después del tratamiento con CDP870. Un acontecimiento
adverso, que era un episodio de dolor de cuello que se
produjo tres dias después de la infusién con 1 mg/kg, se
consider6 grave. Se observé un aumento de anticuerpos
antinucleares en 4 pacientes: 1 en el grupoc del placebo
(negativo a 1/40), 2 en el grupo de 1 mg/kg (negativo a 1/40,
negativo a 1/80) y 1 en el grupo de 20 mag/kg (negativo a
1/40) . No se encontré ningin cambio en los anticuerpos anti-

ADN o anEI-cardiolipina.
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Concentracién de CDP870 en plasma y niveles de antl-CDP870

Como era de esperar, para todos 1los niveles de
dosificacién de CDP870, la concentracién pico en plasma se
alcanz6 al final de la infusién y era proporcional a la
dosis, reduciéndose posteriormente la concentracién en plasma
de forma lenta. El perfil de concentracién en plasma de
CDP870 parecia muy similar al observado previamente en
voluntarios, en los que se calculd una vida media de
aproximadamente 14 dfas. Tras la redosificacién, se observé
un perfil similar para la infusién de una sola dosis.

Después de una sola infusién intravenosa, los niveles
de anti-CDP870 fueron bajos o indetectables.
Discusién

El TNFa neutralizador es una estrategia de tratamiento
eficaz en RA. Actualmente, requiere el uso de agentes
biolégicos tales como un mAb quimérico © una proteina de
fusién de receptor soluble/Fc humano, que son caros de
fabricar. Un agente neutralizador de TNFa terapéutico
necesita unirse a TNFa con alta afinidad y tener una alta
vida media en plasma, baja antigenicidad y alta tolerancia
y seguridad. También necesita ser accesible a todos 1los
pacientes con RA que puedan aprovecharse del blogueo de TNFa.
Una tecnologia que podria conseguir estos objetivos es la
conjugacién con polietilenglicol de un fragmento de

anticuerba- de unién a TNFa obtenido en E. coli. En este
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estudio preliminar, los presente solicitantes descubrier n
que CDP870, un Fab modificado PEGilado, anti-TNFa, es eficaz
Y Be tolera bien por los pacientes con RA.

Los estudios in vitro han demostrado que CDP870 tiene
una actividad neutralizadora de TNFa similar al anticuerpo
parental murino anti-TNFa. Este estudio confirma que CDP870
reducia la inflamacién y mejoraba los sintomas en RA. La
mejoria clinica medida por el criterio de respuesta ACR20 en
los grupos de 5 y 20 mg/kg (75%, 75%) fue comparable a la del
etanercept (60%) (Moreland y col., Annals Int. Med., 130,
478-486, 1999) e infliximab (50%) (Maini y col., Lancet, 354,
1932-1939, 1999). A loe niveles de dosificacién medio y
miximo ensayados, el efecto terapéutico durd 8 semanas, que
es comparable a otros mAb previos (Elliott y col., Lancet,
344, 1105-1110, 19%4 y Rankin y col., Br. J. Rheumatol., 34,
334-342, 1995). El estudio previo ha demostrado que el efecto
terapéutico del anticuerpo anti-TNFa estd relacionado con su
vida media en plasma y con la generacién de anticuerpos
circulantes (Maini y col., Arthritis Rheum, 38, (Supplement) :
S186 1995 (Absatract)). El1 estudio de 1los presentes
solicitantes demostré que CDP870 tiene una vida media en
plasma de 14 dias, que es equivalente a la de un anticuerpo
entero (Rankin y col., (supra)) y mucho mayor que la vida
media de fragmentos Fab’ no conjugados. Ademis, CDP870 generé

niveles-ﬁﬁy bajos de respuesta de anticuerpo.

27
392
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Uno de los objetivos importantes de este estudio es
examinar la tolerancia y seguridad de la administracién de
este Fab' PEGilado. En nuestro estudio, CDP870 parece
tolerarse bien. 8in embargo, se necesitarfn otros estudios
para evaluar la toxicidad a largo plazo, especialmente el
riesgo de enfermedad desmielinizante, infeccién y exantemas
cutdneos que se han notificado con etanercept e infliximab.

En resumen, CDP870 es terapéuticamente eficaz en RA y
se tolerd bien en este estudio a corto plazo.

Debe entenderse que los ejemplos descritos anteriormente
son simplemente ilustrativos y no limitan el alcance de la
presente invencién como 8se define en 1las siguientes

reivindicaciones.
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