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1
MOLE DE ANTICUERPO TIENEN ESPECIFICIDAD POR EL
FACTOR DE NECROSIS TUMORAL ALFA HUMANO, Y USO DE LAS

' oS

La presente invencién se refiere a una molécula de

anticuerpo que tiene especificidad por determinantes
antigénicos del factor de necrosis tumoral alfa humano
(TNFa) . La presente _;i.nvencién también se refiere a los usos
terapéuti'cos de la molécula de anticuerpo y a procedimientos
para producir la molécula de anticuerpo.

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
dominio wvariable estd compuesto de cuatro regiones
estructurales (FR) que 8se alternan con tres regiones
determina:;tes 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 Sequences of Proteins of
Immunological In_terest, 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, excépto cuando se indique otra cosa.

Las denominaciones de Kabat de los restos no siempre

corresponden directamente con la numeracién lineal de los
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restos "de aminofcidos. La secuencia lineal de aminodcidos
real puede contener menos aminodcidos o mis amino&cidos que
en la ﬁumeracién estricta de Kabat, que corresponden a un
acortamiento o a una inserqién dentro de un componente
estructural, ya sea una porcién estructural o una CDR, de la
estructura bédsica del dominio variable. La numeracién
correcta de Kabat de }os 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 Qel'dominio variable de la cadena pesada esté&n
localizadas en los restos 31-35 (CDRHl), 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 (CDRL1), 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 Eurcpea 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 iocalizacién dirigida usando oligonuclebtidos
largos, se describe la construccién de anticuerpos con CDR

injertadas. Las CDR determinan la especificidad de unién de



10,

15

20

25

3
antigenos de los anticuerpos y son secuencias peptidicas
relativamente cortas llevadas enh las regiones éstructurales
de los'dominios variables.

Los trabajos previos 'sobre la humanizacién de
anticuerpos monoclonales por injerto de CDR se realizaron
sobre anticuerpos monoclonales que reconocian antigenos
sintéticos, tales como NP. Sin embargo, Verhoeyen y col.
(Science, 23%, 1534-1536, 1§88) 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 Yy 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 8solas (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 tenian que alterarse
varios restos estructurales de manera que correspondieran a
los de 1la .regién estructural donadora. Los criterios
propuestos para la seleccidn de los restos estructurales que
necesitan alterérse se describen en la Solicitud de Patente
Internacional WO 50/07861.

Se han publicado varias revisiones gque describen
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4
anticuerpos con CDR injertadas, incluyendo Vaughan y col.
(Nature Biotechnology, 16, 535-539, 1998).

Ei TNFa es una citocina pro-inflamatoria que se libera
e interacciona con las célulag del sistema inmune. De esta
forma, el TNFa se libera por macréfagos que se han activado
por lipopolisaciridos (LPS) de bacterias gram negativas. Como
tal, el TNFa parece ger un mediador endSgeno de importancia
central implicado en el desarrollo Y en la patogénesis del
choque endotbéxico asociado con las sepsis bacterianas.
También 8se ha demostrado que el TNFa estd regulado
positivamente_ en' varias enfermedades ht.intanas, incluyendo
enfermedades crdSnicas 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 espontéinea 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 i:'ecombinante. Fendly y col., (Hybridoma, §,
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
anticuérpos monoclonales murinos contra el TNFy y su uso en
la prevencién del choque endqtéxico en ratones. Ademis, en
la Solicitud de Patente Internacional WO 92/11383 se
describen anticuerpos recombinantes, incluyendo anticuerpos
con CDR injertadas, ?specificos para el TNFa. Rankin y col.,
(Bxitish J. Rheumatology, 13; 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 qpiméricos anti-TNF y su uso en el tratamiento
de patologias asociadas con la presencia de TNF.

Se han propuesto anticuerpos contra el TNFa para la
profilaxis y el tratamiento del choque endotéxico (Beutler
y col., Science, 234, 470-474, 1985). Bodmer y col. (Critical
Care Medicine, 21, S441-5446, 1993) y Wherry y col.,
(Critical Care Medicine, 21, S5S436-5440, 1993) discuten el
potencial terapéutico de anticuerpos anti-TNFa en el
tratamiento del choque séptico. Kirschenbaum 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 colégeno puede
tratarse eficazﬁente usando un anticuerpo monoclonal anti-
TNFa (Williams y col. (PNAS-USA, 89, 9784-9788, 1992)}.

Existen niveles elevados de TNFa tanto en el liquido

64
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ginovial como en la sangre periférica de pacientes que sufren
artritis reumatoide. Cuando se administran agentes
bloqueéntes de TNFa a pacientes que sufren artritis
reumatoide, estos agentes reducen la inflamacién, mejoran los
sintomas y retrasan las lesiones de las articulaciones
(McKown y col. (Arthritis Rheum, 42, 1204-1208, 1599).

En Feldman y c?l., (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) s8e describe el uso de
anticuerpos gnti-TNFu 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 loa descritos en el
documento US-A-S5 919 452.

Actualmente estén autorizados dos productos bloqueantes
de TNFa para el t;atamiento de la artritis reumatoide. El
primero, denominado etanercept, se comercializa por Immunex
Corporation como Enbrel™. Es una proteina 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.



10

15

20

25

7

Ldas moléculas de anticuerpo anti-TNFa recombinante de
la técnica anterior generalmente tienen una menor afinidad
por ei TNFa que los anticuerpos de loas que proceden las
regiones variables o CDR, gene_ralmente tienen que producirse
en células 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 se 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 vy 'producirsg f&cil 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
INFa, que comprende una 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 CDRH1l, como H2' en la Figura 3 (SEC ID
NO: 2) o como H2 en la Figura 3 (SEC ID NO: 7) para CDRH2,
o como H3 en la Fiqura 3 .(SEC ID NO: 3) para CDRH3.

La molécul-a de anticuerpo del primer aspecto de la
presente invencién comprende al menos una CDR seleccionada

entre H1l, H2’ o H2 y H3 (SEC ID NO: 1; SEC ID NO: 2 o SEC ID
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NO: 7 y SEC ID NO: 3) para el dominio variable de la cadena
pesada. Preferiblemente, la molécula de anticuerpo comprende
al menés dos y mAs preferiblemente las tres CDR en el domino
variable de la cadena pesada.

En un segundo aspecto de la presente invencidén, se
proporciona una molécula de anticuerpo que tiene
especificidad por eerNFu humano, que comprende una cadena
ligera en la que el dominio variable comprende una CDR (como
se define por Kabat y col., (supra)) gque tiene la secuencia
indicada como L1 en la Figura 3 (SEC ID NO: 4) para CDRL1,
como L2 en 1a_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 menoe 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, mis
preferiblemente, las tres CDR en el dominio variable de la
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

o segundo 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
secuenéia 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 la Figura 3 (SEC ID NO: 3)
para CDRH3, y una cadena ligera en la que el dominio variable
comprende una CDR (cgmo se define por Kabat y col., (supra))
que tiene la secuencia indicada como Ll en la Figura 3 (SEC
ID NO: 4) para CDRL1l, 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. )

Las CDR indicadas en la SEC ID NOS: 1 Yy 3 a?7yenla
Figura 3 mencionadas anteriormente proceden de un anticuerpo
monoclonal de ratén hTNF40. Sin embargo, la SEC ID NO: 2
conata 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 regién V de la linea germinal del grupo
3 humano.

Las secuencias completas de los dominios variables del
anticuerpo hTNF40 de ratén se muestran en la Figura 6 (cadena
ligera) (SEC ID NO: 99) y en la Figura 7 (cadena pesada) (SEC
ID NO: 100). E.:E;te anticuerpo de ratdén se denomina més
adelante "anticuerpo donador”.

Una primera realizacién alternativa preferida del

A



10

15

20

25

(3

10

primero o del segundo aspecto de la presente invencién es el
anticuerpo monoclonal de ratém hTNF40, que tiene las
aecuenéias de los dominios variables de cadena ligera y
pesada mostradas en 1la Figurg 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 y la regién
constante de la cade?a pesada es IgG2a.

En una segunda realizacién alternativa preferida, el
anticuerpo de acuerdo con el primer y el segundo aspectos de
la presente invencién es una molécula de anticuerpo quimérico
de ratén/humgno- denominada en este documento molécula
quimérica de anticuerpo hTNF40. La molécula quimérica del
anticuerpo comprende los dominios variables del anticuerpo
monoclonal de rat6n hTNF40 (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; n(mero de
acceso del Genebank J00241) en la cadena ligera y los 4
dominios gamma humanos (Flanagan y col., Nature, 300, 709-
713, 1582) 'en la cadena pesada.

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

injertadas", como se usa en este documento, se refiere a una
J

A
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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-l) 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 gque cdmprende regiones estructurales
aceptoras humanas asi como una o mAs de las CDR del donador
mencionadas anteriormente.

Cuando se injertan las CDR, puede usarse cualquier
estructura apropiada de regi6n variable del aceptor con
respecto a la clase/tipo de anticuerpo 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 estructurales humanas del grupo 1 y del grupo 3

Y

4
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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.

Eﬁ un anticuerpo con CDR injertadas de la presente
invencién, se prefiere usar como anticuerpo aceptor uno que
tenga cadenas que sean homSlogas a las cadenas del anticuerpo
donador. Las cadenas pesada y ligera del aceptor no
necesariamente tienep que proceder del mismo anticuerpo y,
8i se desea, pueden comprendér cadenas compuestas que tienen
regiones estructurales derivadas de diferentes cadenas.

Ademds, en un anticuerpo con CDR injertadas de la
presente invepcién, 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 alternativa, 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

injertadas de la presente invencién, si la cadena pesada del
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aceptor tiene regiones estructurales humanas del grupo 1
(mostradas en la Figura 2) (SEC ID NOS: 91, 93, 95 y 97),
entoncés las regiones estructurales del aceptor de la cadena
pesada comprenden, ademds de_ una o mids CDR del donador,
restos del donador en las posiciones 28, 69 y 71 (de acuerdo
con Kabﬁt y col., (supra)).

Como alternativ§, 8i la cadena pesada del aceptor tiene
regiones estructurales del érupo 1, entonces las regiones
estructurales del aceptor de la cadena pesada comprenden,
ademés de una o mis CDR del donador, restos del donador en
las posicioneg 28, 38, 46, 67, 69 y 71 (de acuerdo con Kabat
y col., (supra)).

Preferiblemente, en una molécula de anticuerpo con CDR
injertadas de la presente invencifn, si la cadena pesada del
aceptor tiene regiones estructurales humanas del grupo 3
(mostradas en la Figura 2) (SEC ID NOS: 106, 107, 108 y 109),
entonces las regiones estructurales del aceptor de la cadena
pesada comprenden, ademids de una © mids 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 acepﬁor tiene regiones estructurales humanas del
grupo 1 (mostradas en la Figura 1) (SEC ID NOS: 83, B85, 87

y 89), entonces las regiones estructurales del aceptor de la
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cadena ligera comprenden restos del donador en las posiciones
46 y 60 (de acuerdo con Kabat y col., (supra)).

Lés restos del donador son restos del anticuerpo
donador, es decir, del anqicuerpo del cual procedian
originalmente las CDR.

La molécula de anticuerpo de la presente invencién puede
comprender: una molégula completa de anticuerpo que tiene
cadenas pesada y ligera de iongitud completa; un fragmento
de la misma, tal como un fragmento Fab, Fab modificado, Fab’,
F(ab’), o Fv; un nonSmero o un dimero 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 estdn unidos por un
engarce peptidico. De forma similar, las regiones variables
de la cadena pesada y de la cadena ligera pueden combinarse
con otros dominios de anticuerpos cuando sea apropiado.

Preferiblemente, 1la molécula de anticuerpo de 1la
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
aminodcidos indicadas en la SEC ID NO: 111 y en la SEC ID NO:

113 preferiblemente Bse codifican por las secuencias de

nucledtidos proporcionadas en la SEC ID NO: 110 y en la SEC

ID NO: 112, respectivamente.
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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 mds aminodcidos para
permitir la unién de una molécula efectora © reportera.
Preferiblemente, los aminodcidos adicionales forman una
regién de bisagra mo:c,lificada que contiene uno o dos restos
de cisteina a los que puedé unirse la molécula efectora o
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
proporcionada como SEC ID NO: 113. La secuencia de
aminofcidos proporcionada en la SEC ID NO: 115
preferiblemente se codifica por la secuencia de nucle&Stidos
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 wvivo,

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

Los sustituyentes opcionales particulares que pueden

18
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estar presentes en los polimeros sintéticos mencionados
anteriormente incluyen uno méAs grupos hidroxi, metilo o
metoxi: Loa ejemplos particulares de polimeros sintéticos
incluyen poli (etilenglicol), poli(propilenglicol) o
poli(alcohol vinilico) de cadena 1lineal o ramificada,
opcionalmente sustituidos, o derivados de los miemos,
especialmente poli(etilenglicol) opcionalmente sustituido tal
como metoxipoli(etilenglicoi) o derivados del mismo. Los
polimeros particul.ares que se producen de forma natural
incluyen lactosa, amilosa, dextrano, glucégeno o derivados
de los mismos: "Derivados", como se usa en este documento,
prefende incluir derivados reactivos, por ejemplo, grupos
reactivos selectivos 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 que, en algunos casos, el resto de tal grupo
formara parte del producto como grupo de unién entre el
fragmento de anticuerpo y el polimero.

El tamafio del polimerc puede variarse cuando se desee,
pero generalmente estard en un intervalo de pesos moleculares
medios de 500 Da a 50000 Da, preferiblemente de 5000 a 40000
Da y, mds preferiblemente, de 25000 a 40000 Da. El tamafio del
polimero puede éeleccionarse, en particular, basandose en el
uso deseado del producto. De esta foxma, por ejemplo, cuando

el producto esté destinado a dejar la circulacibn y penetrar

N
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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
nmlecuiar, por ejemplo, con un peso molecular de
aproximadamente 5000 Da. Pare aplicaciones en las que el
producto permanece en la circulacifn, 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 polimeros particuiarmente preferidos incluyen un
polimero de polialquileno, tal como poli(etilenglicol) o,
especialmente, un metoxipoli(etilenglicol) o un derivado del
mismo, y espeqialmente con un peso molecular en el intervalo
de aproximadamente 25000 Da a aproximadamente 40000 Da.

Cada molécula de polimero unida 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 seri 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 aminodcido terminal o de cadena lateral disponible
localizado en él fragmento, por ejemplo, cualquier grupo
amino, imino, hidroxilo o carboxilo libres.

En la preparacién de 1los fragmentos de anticuerpo

yd
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modificados con polimeros como se han descrito anteriormente,
puede usarse un polimero activado como material de partida.
El poiimero activado puede ser cualquier polimero que
contenga un grupo reactivo con_tiol tal como un acido o éster
a-halocarboxilico, por ejemplo, yodoacetamida, una imida, por
ejemplo, maleimida, una vinilsulfona o un disulfuro. Tales
materiales de partij; pueden obtenerse en el mercado (por
ejemplo, en Shearwater Polyﬁers Inc., Huntasville, AL, USA)
o pueden prepararse a partir de materiales de partida
disponibles en el mercado usando procedimientos quimicos
convencionaleq.

Por lo que respecta a la unién de restos de
poli(etilenglicol) {PEQ) , se 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, é&ste puede prepararse
por procedimieﬁtos quimicos convencionales o de ADN
recombinante en los que el fragmento de anticuerpo se une

directamente 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 activado seglin sea apropiado. Los
procedimientos quimicos particulares incluyen, por equplo,
los descritos en los documentog WO 93/62331, WO 92/22583, WO
90.195 y WO 89/1476. Como alternativa, cuando la molécula
efectora o reportera en una proteina o polipéptido, la unién
puede conseguirse usipdo 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 1la
presente invgncién estd 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 muestra en la Figura 13, el
fragmento Fab modificado tiene un grupo maleimida unido
covalentemente a un solo grupo tiol en una regidén 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 mblecular 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 estin presentes,
pueden seleccionarse en relacién con la funcién propuesta de
la molécula de anticuerpo vy, ‘en particular, las funciones del
efector que pueden requerirse. Por ejemplo, los dominios de
la regidn constante 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
ispotipos IgGl e IgG3, cuando la molécula de anticuerpo esté
destinada para usos terap&uticos y se requieren funciones del
efector del anticuerpo. Como alternativa, pueden usarse
isotipos IgG2 e IgG4 cuando la molécula de anticuerpo estéd
destinada para fines terap&uticos y no se requieren funciones
del efector del anticuerpo, por ejemplo, simplemente para
bloquear la actividad del TNFa.

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

Como alternativa, pueden usarse procedimientos de tecnologia
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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. dor;tinios CH2 y CH3 o el dominio CH3 de una molécula de
inmunoglobulina completa se hayan reemplazado, o tengan unido
por medio 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 la
presente invencién tiene una afinidad de unién de al menos
0,85x10° M, mis preferiblemente de al menos 0,75x10° M y,
ain mis preferiblemente, de al menos 0,5x10"® M. (Debe
mencionarse gque la molécula de anticuerpo humanizado
preferida de la- presente invencién, como se describe méis
adelante, tiene una afinidad de aproximadamente 0,5x10° M,
que ea mejor que la afinidad del anticuerpo monoclonal murino
del que procedia. El anticuerpo murino tiene una afinidad de
aproximadamente 0,85x10% 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, respectivamente.

La presente invencién también se refiere a varianteas de

la molécula de anticuerpo de la presente invencién, que

w%’
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tienen "mejor afinidad por TNFa. Tales variantes pueden
obtenerse por varios protocoleos de maduraciéﬂ de afinidad
incluyéndo la mutacién de las CDR (Yang y col., J. Mol.
Biol., 254, 392-403, 1995), rgdistribucién de cadena (Marks
y col., Bio/Technology, 10, 779-783, 1992), uso de cepas
mutantes de E. coli (Low y col., J. Mol. Biol., 250, 359-368,
1996), redistribuciép del ADN (Patten y col., Curr. Opin.

Biotechnol., 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
invencién.

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 reaiizacién alternativa preferida, la secuencia
de ADN codifica una cadena pesada y comprende la secuencia

mostrada en SEC ID NO: 10 (ghihTNF40.4) o la SEC ID NO: 11

7
2
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(gh3hINF40.4) o un equivalente degenerado de la misma.

La secuencia de ADN de la presente infencién puede
compreﬂder ADN sintético, por ejemplo, producido por
procesamiento quimico, ADNc, ADN genfmico o© cualquier
combinacién de los mismos.

La presente invencidén también se refiere un vector de
clonacién o expreaié&'que comprende una o mids secuencias de
ADN de la presente invencién. Preferiblemente, el wvector 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 realizacién preferida, la presente invencién
proporciona un vector de expresién en E. éoli que comprende
una secuencia 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
PDNADEng-Gl como se muestra en la Figura 19.

Los procedimientos generales por medio de los cuales
pueden construirge loe vectores, los procedimientos de
transfeccién y 1los procedimientos de cultivo son bien
conocidos para los especialistas en la técnica. A este
respecto, se ﬁace referencia a "Current Protocols in
Molecular Biology", 1999, F.M. Ausubel (ed), Wiley

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

Las secuencias de ADN que codifican la molécula de
anticuérpo de la presente invencidén 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 anticuerpo
pueden sintetizarse: cuando se desee a partir de las
secuencias de ADN determinadas o basindose en las secuencias
de aminodcidos correspondientes.

El ADN que codifica para secuencias estructurales
aceptoras se guede adquirir ficilmente por los especialistas
en la técnica y puede sintetizarse f&ciJ:mente basdndose en
sus secuencias de aminodcidos conocidas.

Pueden usarse técnicas 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 oligonucleétidos.
Cuando sea apropiado, pueden usarse técnicas de mutagénesis
de localizacién dirigida y técnicas de reaccién de cadena de
polimerasa (PCR).

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

Pueden usarse bacterias, por ejemplo, E. coli, y otros
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sistemas microbianos, en parte, para la expresién de
fragmentos de anticuerpo tales como fragmentos Fab y F(ab’),,
Y espeéialmente fragmentos Fv y fragmentos de anticuerpo de
una scola cadena, por ejemplo,_Fv de una sola cadena. Pueden
usarse sistemas de expresién de células huésped eucariotas,
por ejemplo, de mamfifero, para la produccién de moléculas de
anticuerpo mayores, . incluyendo moléculas de anticuerpo
completas. Las células huéspéd de mamifero adecuadas incluyen
CHO, células de mieloma o células de hibridoma.

La presente invencién también proporciona un
procedimiento_ para la produccién de wuna molécula de
anticuerpo de acuerdo con 1la presente invencién, que
comprende cultivar una célula huésped que comprende un vector
de la presente invencién en condiciones adecuadas para
producir la expresifn 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 cé&lulas E. coli que comprenden un vector de
expresidn de E. coli que comprende la secuencia de ADN de la
presente invencifn en condiciones adecuadas para producir la
expresidn de 1a-proteina a partir de la secuencia de ADN, y
aislar la molécula de anticuerpo. La molécula de anticuerpo

puede secretarse 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
citoplﬁsma de la célula. Preferiblemente, la molécula de
anticuerpo se dirige al pe;iplasma. Dependiendo de 1la
molécula de anticuerpo que se estd produciendo y del
procedimiento usado, es deseable permitir que las moléculas
de anticuerpo se ?1ieguen y adopten una conformacién
funcional. Los procedimientos para permitir que las molé&culas
de anticuerpo se plieguen son bien conocidos para 1los
especialistas en la técnica.

La moléc_ula' 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 transfectarse con dos vectores, codificando un
primer vector un polipéptido de cadena ligera y codificando
un segundo vector un polipéptido de cadena pesadé. Como
alternativa, puede usarse un solo vector, incluyendo el
vector secuencias que codifican los polipéptidos de cadena
ligera y de cadena pesada.

La preseﬁte invencién también proporciona una
composicién terapéutica o de diagnésticc que comprende una

molécula de anticuerpo de 1la presente invencién en’
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combinacién con un excipiente, diluyente o +vehiculo
farmacéuticamente aceptai:le .

Lr;l presente invencién también proporciona un
;_arocedimiento para la prep_aracién de una composicién
terapéutica o de diagnéstico que comprende mezclar 1la
molécula de anticuerpo de la presente invencién junto con un
excipiente, diluyente_,_o vehiculo farmacéuticamente aceptable.

La molécula de anticuer;.)o puede ser el inico ingrediente
activo en la composicién terapéutica o de diagnéstico o puede
estar acompafiada por otros ingredientes activos que incluyen
otros ingredigntes 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", comc 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 cuitivo de células o en modelos animales,
normalmente en roedores, conejos, perros, cerdos o primates.

El modelo animal también puede usarse para determinar el
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intervalo de concentracicnes apropiado y la via de
administracién. Después, tal informacién puede usarse para
deternu:.nar las dosis y las vias de administracién Gtiles en
los seres humanos.

La cantidad eficaz precisa para un ser humano dependeri
de la gravedad del estado de enfermedad, de la salud general
del sujeto, de la ed___ad, del peso y del sexo del sujeto, de
la dieta, del tiempo y la frecuencia de administracién, de
la combinacién de fadrmacos, de las sensibilidades de reaccién
Yy de la tolerancia/respuesta a la terapia. Esta cantidad
puede determir_larse por medio de una experimentacién rutinaria_
Y estd dentro del criterio del médico. Generalmente, una
dosis eficaz serd de 0,01 mg/kg a 50 mg/kg, preferiblemente
de 0,1 mg/kg a 20 wmg/kg, y, més preferiblemente, de
aproximadamente 15 mg/kg. Como se muestra en los Ejemplos
presentados a continuacién, se han usado dosis de 1, 5 y.zo
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, fé&rmacos u hormonas.

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

con respecto al nivel deseable y de Bi la molécula de
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anticuerpo se usa profilécticamente o para tratar una
afeccién existente.

Dé 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 cogprendido entre 0,5 y 50 mg/kg, méds
preferiblemente entre 1 y 20-mglkg Yy ain mi&s 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 dg 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 mds 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
86lo una dosis una vez al dia, a la semana o incluso una vez
cada 1 o 2 meses.

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

metabolicen lentamente tales como proteinas, polipéptidos,



10

15

20

25

30
liposomas, polisacéridos, poli (dcidos lacticos), poli (dcidos
glicélicos), aminodcidos poliméricos, copolimeros de
aminoééidos Yy particulas viricas inactivas.

Pueden usarse sales farmgcéuticamente aceptables, por
ejemplo, sales de &cidos minerales tales como clorhidratos,
bromhidratos, fosfatos y sulfatos, o sales de 4&cidos
organicos tales com acetatos, propionatos, malonatos y
benzoatos. -

Los vehiculos farmacéuticamente aceptables en las
composiciones terapéuticas también pueden contener liquidos
tales como agua, solucién salina, glicerol y etanol. Ademéas,
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, cépsulas, liquidés, geles, jarabes, pastas
Y suspensiones para ingestién por el paciente.

Las formas preferidas para la administracién incluyen
formas adecuadas para la administracién parenteral, por
ejemplo, por inyeccién o infusién, por ejemplo, por inyeccidn
en emboiada o infusibén continua. Cuando el producto es para
inyecciéfn 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

suspensién, 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 cc.:n un liquido
estérii 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 adazl_pten para administrarse a los seres
humanos.

Las composiciones farmacéuticas de esta invencién pueden
administrarse por cualquier nldmeroc de vias incluyendo, pero
sin limitaciép, 1la wvia oral, intravenosa, intramuscular,
intraarterial, intramedular, intratecal, intraventricular,
transdérmica, transcutdnea (por ejemplo, véase el documento
WO 98/20734), subcutlnea, 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 s6lidas adecuadas para la solucién
o suspenslién. en vehiculos liquidos antes de la inyeccién.

La liberacién directa de las composiciones generalmente
se realizara por inyeccibn, por via subcuténea,
intraperitoneal, intravenosa o intramuscular, o por

liberacién 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
dosifiéacién o un programa de dosificacién miltiple.

Se apreciara que ingredignte activo en la composicién
serd una molécula de anticuerpo. Como tal, ser& susceptible
de la degradacién en el tracto gastrointestinal. De esta
forma, si 1la compos%cién se va a administrar por una via
usando el tracto gastrointéstinal, sexrd 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) estl disponible una discusifn minuciosa
de vehiculos farmacéuticamente aceptables.

También se prevé que el anticuerpo de la presente
invenci6n se administre por medio del uso de terapia génica.
Para consequir 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 presenté invencidén también proporciona la molécula
de anticuerpo de la presente invencién péra uso en. el

tratamiento 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 preaeﬁte 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 bio;pgicamente activo presente en el cuerpo
humano o animal. El TNFa puéde Ber circulante en el cuerpo
o puede estar presente en cualquier nivel indeseablemente
alto localizado en un sitio particular del cuerpo.

Por eje@plo, los niveles elevados de TNFa estdn
implicados en trastornos inmunes e inmunorreguladores agudos
Yy crénicos, infecciones que incluyen el choque séptico,
endotdxico 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 numerosos 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 la
molécula de anticuerpo de la presente invencién incluyen
sepsis, insuficiencia cardfaca congestiva, chogque séptico o
endotéxico, caquexia, sindrome de insuficiencia respiratoria

en adultos, SIDA, alergias, psoriasis, TB, trastornos

;J‘
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inflamatorios de huesos, trastornos de la coagulacién
sanguinea, quemaduras, episodios de rechazo después de un
trasplénte de O6rganos o tejidos, enfermedad de Crohn y
enfermedades autoinmunes, talgs como tiroiditis, artritis
reumatoide y osteocartritis.

Ademds, la molécula de anticuerpo o composicién puede
usarse: para reducir los efectos secundarios asociados con
la generacién de TNFa duranfe una terapia neopléstica; para
eliminar o reducir los sintomas relacionados con el chogque
asociados con el tratamiento o prevencién del rechazo de un
injerto por medic del uso de un anticuerpo anti-linfocitos;
© para el tratamiento de una insuficiencia de miltiples
6rganos.

La molécula de anticuerpo de la presente invencién
preferiblemente se usa para el tratamiento de la artritis
reumatoide o de la osteoartritis.

La presente invencién también proporciona un
procedimiento para tratar a los seres humanos a sujetos
animales que sufren o que estin 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 molécul.a de anticuerpo de la presente invencién
también puede usarse en la diagnosis, por ejemplo, en la

diagnosis in vivo y en la formacién de imdgenes de estados
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de enfermedad que implican niveles elevados de TNFa.

La presente invencién también proporciona una molécula
de antiguerpo que comprende una CDR hibrida que comprende una
secuencia de CDR del donador Fruncada en la que la porciédn
que falta de la CDR donadora truncada se reemplaza por una
secuencia diferente y forma una CDR funcional. El término
"CDR hibrida", como se usa en este documento, significa una
CDR que comprende una CDR del donador que se ha truncado en
una o mis posiciones, por ejemplo, en uno © en sus dos
extremos. La porcién que falta de la CDR del donador truncada
se reemplaza por una secuencia diferente para formar una CDR
completa y funcional. La CDR hibrida tiene al menos un cambio
de aminodcido 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 que
comprenden una CDR hibrida retienen sustancialmente la misma
afinidad de unién que una molécula de  anticuerpo que
comprende las CDR del donador completas. El1 término
"gustancialmente la misma afinidad de unién", como se usa en

este documento, significa al menos un 70%, mas
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preferiblemente al menos un 85% y adn mis preferiblemente al
menos un 955% de la afinidad de unién de la molécula de
anticuérpo correspondiente que comprende las CDR del donador
completas. Como se ha indicado anteriormente, en ciertos
casos, la afinidad del anticue;po de la invencidén puede ser
mayor que la del anticuerpo donador. El uso de una CDR
hibrida proporciona }as ventajas de reducir la cantidad de
secuencia extrafia (es decir, donadora) presente en la
molécula de anticuerpo y puede aumentar la afinidad de unién
de la molécula de anticuerpo en comparacién con la molécula
de ant:icuerpo_ correspondiente que comprende las CDR del
donador completas.

Cualguiera 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 aminoécidos y, mis preferiblemente, de 4 a 6
aminodcidos. Ademés 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 aminéécido. Preferiblemente se realizan al menos
dos cambios de aminclcidos, mis preferiblemente se realizan

al menos 3 cambios de aminof@cidos y aln mfis preferiblemente
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se realizan al menos 4 cambios de aminodcidos.

Una realizacién particular de este aﬁpecto de 1la
invencién es un anticuerpo de acuerdo con.un primer aspecto
de la invencién en el que la sggunda CDR de la cadena pesada
tiene la secuencia indicada como SEC ID NO: 2. Esta tiene
mejor afinidad por su antigenoc que el anticuerpo donador del
que procede parte derla CDR.

La presente invencién también proporciona una secuencia
de acido nucleico que codifica la molécula de anticuerpo que
comprende una CDR hfbrida de la presente invencién.

La presepte-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 produccidn de una molécula de
anticuerpc 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 sdélo
a modo de ilustracién en los siguientes ejemplos que hacen
referencia a las Piguras adjuntas, en las que:

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

la Figura 3 muestra la secuencia de amino&cidos de las
CDR de hTINF40 (SEC ID NOS: 1 a 7), siendo CDR H2’ una CDR
hibrida en la que los seis aminoicidos C-terminales proceden
de la secuem_:ia ‘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 hibridaci6n esta
subrayados;

la Figura 4 muestra el vector pMR15.1;

la Figura 5 muestra el vector pMR14;

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

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

la Figura 8 muestra la secuencia de nuclebtidos y de
amino4cidos prevista de hTNF40-gLI (SEC ID NO: B8);

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

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 nuclebtidos y de
amino&éidos prevista de gh3hTNF40.4 (SEC ID NO: 11);
la Figura 12 muestra el Yector CTIL5-glL6;
la Figura 13 muestra la estructura de un compuesto

denominado CDPB870 que comprende un fragmento Fab modificado

derivado del anticuexrpo hTNF40 unido covalentemente a través .

de un resto de cistefna a un engarce de lisil-maleimida,
teniendo cada grupo amino en el resto de lisilo wunido
covalentemente un resto metoxi PEG, siendo n aproximadamente
420;

la Figura 14 muestra el vector pTTQY;

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

la Figura 16 muestra el vector pACYCl84;

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-zo muestra los cassettes oligonucleotidicos
que codifican diferentes secuencias intergénicas para 1la
expresién de. Fab modificada en E. coli (SEC ID NOS: 102 a
105);

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

la Figura 22 muestra el vector pTTO (CDP870);

7
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la Figura 23 muestra la puntuacién de actividad de
enfermedad (DAS) en pacientes tratados con diferentes dosis
de CDPé?O Y placebo. Se presentan medias e intervalos IQ para
la poblacién por protocolo con la Gltima 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 Fiqura 24 muestra ‘el recuento de articulaciones
sensibles, el recuento de articulaciones hinchadas, la
puntuacién del dolor, la evaluacién global de la actividad
de la enfermeqad 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 vy
placebo. Se presentan la media y el intervalo IQ para la

poblacién por protocolo con la Gdltima observaciédn tomada. Los

' cuadrados pequefios indican placebo, los diamantes indican 1

mg/kg, los tridngulos indican 5 mg/kg y los cuadrados grandes
indican 20 mg/kg.

EJENMPLOS
Clonacién de Genes y Expresién 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’ céiulas de

hibridoma hTNF40 comc se describe maAs adelante. Las células

B <
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se lavaron en solucién fisioldgica salina y se disolviercon
en RNAzol (0,2 ml por 10% células). Se afiadié cloroformo (0,2
ml po£ 2 ml de homogeneizado), la mezcla se agité
vigorosamente durante 15 segungos y después se dejé en hielo
durante 15 minutos. Las fases acuosa y organica resultantes
se separaron por centrifugacién durante 15 minutos en una
centrifuga Eppendorf:y el ARN se precipitd de la fase acucsa
por medio de la adicién de un volumen igual de isopropanol.
Después de 15 minutos en hielo, el ARN se sedimentd por
centrifugacién, se lavé con etanol al 70%, se Bsecd y se
disolvié en agua sin RNAsa estéril. El rendimiento de ARN fue
de 400 aug.
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,
Yy después se realizé una Reaccibn 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 loﬁ siguientes reactivos: Tris-HCl 50 mM, pH
8,3, KC1 75 wmM, ditiotreitol 10 mM, MgCl! 3 mM, cada

desoxirribonucleésido trifosfato a una concentracién 0,5 mM,
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20 unidades de RNAsin, 75 ng de cebador hexanucleotidico
aleatorio, 2 pug de ARN de hINF40 y 200 unidades de
transcfiptasa inversa del Virus de la Leucemia Murina de
Moloney. Después de la incubac;én a 42°C durante 60 minutos,
la reaccién se termindé por calentamiento a 95°C durante 5
minutos.

b) PCR )

Se sometieron alfcuotas del ADNe a PCR usando
combinaciones de cebadores especificos para las cadenas
pesada y ligera. En las Tablas 1 y 2 se muestran,
respectivamenge,- 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
gse inicia a una distancia de 7 nucleétidos de sus extremos
5’, la secuencia GCCGCCACC (SEC ID NO: 12), para permitir la
traduccitn O&6ptima de los ARNm resultantes, un codén de
iniciacién y 20-30 nucleétidos basados en las secuencias
peptidicas directoras de anticuerpos de ratén conocidos
(Kabat y col., Sequences of Proteins of immunological
interest, 5* Edicifn, 1991, Departamento de Salud y Servicios
Humanos de Estados Unidos, Servicio de Salud PGblica,
Institutos Nacionales de la Salud).

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

contiene un sitio de restriccidn para la enzima Spll para

._ 5
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facilitar la clonacién del fragmento VI de PCR. Los cebadores
3’ de cadena pesada son una mezcla disefiada para abarcar la
unidn &-C del anticuerpo. El cebador 3’ incluye un sitio de
restriceci6n Apal para facilitgr la clonacién. La regiémn 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 descritas anteriormente
permiten clonar directamente los productos de PCR para Vh y
VI en un vector de expresién apropiado-(véase mds adelante)
para produci; cadenas pesada y ligera quiméricas (ratén-
humano) y para expresar estos genes en células de mamifero
Y producir anticuerpos quiméricos del isotipo deseado.

Las incubaciones (100 ul) para 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 desoxirribonucleésido trifosfato a una
concentracién de 0,25 mM, 10 pmol de mezcla de cebador 5
(Tabla 4), 10 pmol de cebador 3’ (CL12 {(cadena ligera) o
R2155 (cadena pesada) (Tabla 3)), 1 pl de ADNc y 1 unidad de
Taq polimerasa. Las reacciones se incubaron a 95°C durante
5 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 alicuctas de cada reaccién por electroforesis en
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un gel’' de agarosa. Las reacciones de cadena 1ligera que
contenian mezclas de cebadores 5’ de los conjuntos de cadena
ligera-l, 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 ce?adores del conjunto 1 de cadena ligera
no se siguid, ya que los resultados previos habian demostrado
que esta banda corresponde a un pseudogen de cadena ligera
producida por la célula 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 siguié. 86lo se siguié la banda del
conjunto 2 de reaccién de cadena ligera, que era la banda méis
fuerte.

c) Clonacidn 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 precipitacién 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 sé habfa restringido con BstBI y SplI. Después
de la unién, las mezclas se usaron para transformar células

E. coli LM 1035 y los plédsmidos de las colonias bacterianas
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resultantes se seleccionaron con respecto a los insertos por
digestién con BstBI y SplI. Los representantes.con insertos
de cad& unién se analizaron adicionalmente por medioc de la
secuenciacién de nucleétidos.

'De una forma similar, los fragmentos 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 Apal. De nuevo, los
plasmidos representativos que contenfan insertos se
analizaron por medio de la secuenciacifn de nucleétidos.

d) Ani}isis de la Secuencia de Nuclebtidos

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 regién 3’ del promotor HCMV en
PMR14) y R720 (véase la Tabla 5) (que ceba la regién 5' de
C-gamma 4 y permite la secuenciacidén a través éel inserto de
ADN en pMR14) . Se descubrid que las secuencias de nucleétidos
del inserto Vh en varios clones eran idénticas, excepto por
las diferencias en el péptido sefial y en las regiones J. Esto
indicé 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
nucledtidos determinada y 1la secuencia de aminoécidos
previeta del dominio variable de la cadena pesada del

anticuexpo hTNF40 (hTNF40Vh) se proporcionan en la Figura 7
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(SEC ID NO: 100).

Para analizar los clones de la cadena ligera, se examind
la secﬁencia obtenida por el cebado con R1053 (véase la Tabla
5) y R684 (SEC ID NO: 62) (que ceba en la regién 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 nucledtidos y la secuencia de amino&dcidos
prevista de los genes VI qué proceden de las reacciones en
el conjunto 2. De nuevo, se descubrié que las secuencias de
nucleStidos del inserto VI en varios clonee eran idénticas,
excepto por l§s diferencias en el péptido sefial 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 oligonuclebStidos usada durante la
fase de PCR. La secuencia de nucledtidos determinada y 1la
secuencia de aminoécidos prevista del dominio variable de la
cadena ligera del anticuerpo hTNF40 (hTNF40VI) Bse

proporcionan en la Figura 6 (SEC ID NO: 99).
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Cebadores oligonucleotidicos para la regi6n 5’ de

cadenas pesadas de ratén.

. 5'ATGAAATGCAGCTGGGTCAT(G,CITTCITS' (SEC ID NO:13)
: 5'ATGGGATGGAGCT(A,GITATCAT(C,GXC.TITCTT?' (SEC ID NO:14)
: 5'ATGAAG(A.T)TGTGGTTAAACTGGGTTTT?' (SEC ID NO:15)

5'ATG(G,A)ACTTTGGG(T.CITCAGCTTG(G,A)T3" (SEC ID NO:16)

: S'ATGGACI‘CCAG@CI’C@A’I'ITAGI'I‘!‘IT (sec ID NO:17)

:  5'ATGOCTGTC(C,TIT(G,AYG(G,C)GCT(G, AYXCTCTTCTG3' (SEC ID NO:18)

:  5'ATGG(G,AJATGGAGC(G. TYGG(G.A)TCTTT(A,C)TCTT3’ (SEC IDNO:19)°
: S'ATGAGAG'I",GFTGA'ITC‘I'I'I'I'GNS' (8EC.ID NO:20)

1 S"ATGG(C,A)TTGGGTGTGGA(A.CYCTTGCTATT3" (SEC ID NO:21)

: 5'’ATGGGCAGACTTACATTCTCATTCCTI'(SEC ID NO:22)

: S’ ATGGATTTTGGGCTGATTTTITITATTG? {SEC ID NO:23)

: S"ATGATGGTGTTAAGTCTTCTGTACCT?' (SEC ID NO:24)

Cada uno de los cebadores anteriores tiene la secuencia

5/GCGCGCAAGCTTGCCGCCACC3’ (SEC ID NO: 25) afiadida a su

extremo S5'.

TABLA 2

Cebadores oligonucleotidicos para la regién 5’ de

cadenas ligeras de ratém.
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CL1 : 5'ATGAAGTTGCCTGTTAGGCTGTTGGTGCT3' (SEC ID NO:26)

Cl2 : SATGGAG(T.,A)CAGACACACTCCTG(T.CYTATGGGT3' (SEC IDNO:27)
CL3 : S'ATGAGTGTGCTCACTCAGGTCCT?' (SEC ID NO:28)

Cl4 : SATGAGG(GA)CCCCTGCTCAG(A.ITT(C.T)ITGGY’ (SEC ID NO:29)

CL5 : S’ATGGATTT(T,A)CAGGTGCAGATT(T.,A)TCAGCTT3’ (SEC ID NO:30)
CLSA : S'ATGGATTT(T.A)CA(A,G)GTGCAGATT(T.A)TCAGCTT3" (SEC ID NO:31)
CLS : 5'ATGAGGT(T,GYC(T,C)(T.C)TG(T,CIT(G,O)AG(T.C)T(T.C)CTG(A,G)G3'(SEC

ID NO:32)
CL? : 5"ATGGGC(TA)TCAAGATGGAGTCACAY' (SEC ID NO:33)

CL8 : S5S"ATGTGGGOA(T,.CICT(G.T)TTI(T.CIC(A.CXA.CITTTTTCAAT (sEC ID
NO:34) :

CL9 : 5'ATGGT(GAJTCC(T,A)CA(G,C)CTCAGTTCCTT?' (SEC IDNO:3S)

CLI0 : 5'ATGTATATATGTITGTTGTCTATITC3 (e ID NO:36)

CL11 : 5’ATGGAAGCCCCAGCTCAGCTTCICTT3'(sEC ID NO:37)

CLI2A : 5'ATG(A,G)AGT(T,CHA,TICAGACCCAGGTCTT(T,.CXA,G)T3' (sec ID
NO:38)

CL1ZB: 5'ATGGAGACACATTCTCAGGTCTTTGT? (sEC ID NO:39)

CLI3 : 5'ATGGATTCACAGGCCCAGGTTCITATY' (SEC ID NO:40)

CL14 : 5'ATGATGAGTCCTGCCCAGTTCCTGTTS' (SEC ID NO:41)

CL1S : 5’ATGAATTTGCCTGTTCATCTCTTGGTGCT? (sEC ID NO:42)

CLI6 : 5'ATGGATTTTCAATTGGTCCICATCTCCIT?' (SEC ID NOA3)

CLITA: 5'ATGAGGTGCCTA(A.G)CT(C.G)AGTTCCTG(A.G)G3" (SEC ID NO:44)
CL17B: 5'ATGAAGTACTCTGCTCAGITTCTAGGS' (SEC ID NO:45)

CLI7C: 5'ATGAGGCATTCTCTTCAATTCITGGGY' (SEC ID NO:46)

Cada uno de los cebadores anteriores tiene la secuencia

5'GGACTGTTCGAAGCCGCCACC3’ (SEC ID NO: 47) afiadida a su
extremo 5°. .
TABLA 3

Cebadores oligonucleotidicos para los extremos 3’ de los
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genes Vh y V1 de ratdn.
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) Mezclas de cebadores 5"para reacciones de PCR de cadena

ligera

conjunto 1l: CL2.

conjunto 2: Cp?.'

conjunto 3: CL13.

conjunto 4: CLE.

conjunto 5: CL5A, CL9, CL17A.
conjunto 6: CLS.

conjunto 7=.CL12A.

conjunto 8: CL1, CL3, CL4, CL5, CL10, CLl1ll1l, CL2B, CL14, CL15,
CLl6, CL17B, CL17C

b) Mezclas de cebadores 5’ para reacciones de PCR de cadena
pesada

conjunto 1: CH1l, CH2, CH3, CH4.

conjunto 2: CH5, CH6, CH7, CHS.

conjunto 3: CHS; CH10, CH1ll, CHl2.

Tabla 5

Cebadores usados en el anilisis de la secuencia de
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nucleétidos
R1053 : 5'GCTGACAGACTAACAGACTGTTCC3® (SEC ID NO:50)
R720 : . S’"GCTCTCGGAGGTGCTCCTS® (SEC ID NO:51)

Evaluacién de Actividades de Genes Quiméricos

Las actividades:de los genes quiméricos se evaluaron
expresindolos en células de mamifero y purificando y
cuantificando 1los anticuerpos recién sintetizados. La
metodologia para esto se describe mis adelante, seguida de
una descripci_én 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 medio de la expresidén transitoria de los pares
de cadena pesada y ligera apropiados, después de la co-
transfeccién en células de Ovaric de Hamster Chino (CHO)
usando precipitacién con fosfato cdlcico.

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

Al dfa sigquiente, el medio de cultivo se cambié 3 horas



10

15

20

25

51

antes de la transfecci6n. Para la tranafeccién, se prepard
el precipitado con fosfato célcico mezclando 1,25 ml de CaCl,
0,25 M-que contenfa 50 ug de cada uno de los vectores de
expresién de cadena pesada y }igera 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) vy
afiadiéndose inmediatamente al medio de las células. Después
de 3 h a 37°C en un incubador de CO,, se retiraron el medio
y el précipitado Y las células se sometieron a un choque 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 retird, 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. E1 anticuerpo pudo
purificarse del medio de cultivo por unién y eluciédn 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, cbédigo 109-006-098) a 5 pg/ml en
tampdén de recubrimiento (carbonato sédico 15 mM, carbonato
sbdico Acido 35.mM, pH 6,9). El anticuerpo sin recubrir se
retiré lavando 5 veces con agua destilada. Las muestras y los

patrones purificados a cuantificar se diluyeron hasta

4l g
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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/Q, caseina de
Hammeréten 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 agitacidn? Después de 1la primera etapa de
incubacién, las placas Bse lavaron 10 veces con agua destilada
y después se incubaron durante 1 hora comc se ha indicado
anteriormente con 0,1 ml de un anticuerpo conjugado con
peroxidasa moqoclonal de ratén anti-kappa humana (clon GD12)
(The Binding Site, c&digo MP135) a una dilucién de 1 en 700
en tampén de conjugado. La placa se lavd de nuevo y se afladié
a cada pocillo solucién de sustrato (0,1 ml). La solucién de
gsustrato contenfia 150 ul de N,N,N,N-tetrametilbencidina (10
mg/ml en DMSO), 150 pl de peréxido de hidré6geno (solucién al
30%) en 10 ml de acetato sédico 0,1 M/citrato sédico, pH 6,0.
La placa se reveld durante 5-10 minutos hasta gque 1la
absorbancia a 630 nm fue de aproximadamente 1,0 para el
patrén superior. La absorbancia a 630 nm se midié usando un
lector de placas y la concentracién de la muestra se
determiné comparandc las curvas de valoracién con las del
patrdn. |

c) Determinacién de Constantes de Afinidad por

AnAlisis BiaCore.
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La interaccifn de unién entre hTNF40 y TNF humano se
investigé usando la tecnologfa BIA. Un anticuerpo policlonal
de cabfa purificado por afinidad, dirigido contra la regién
constante de hTNF40, se inmovilizé en la superficie de un
chip senaor de polimero de dextrano usando la quimica NHS/EDC
convencional. Se capturaron niveles relativamente bajos (200-
500 RU) de hTNF40 para asegurar que se minimizaban los
efectos del transporte de masa. Se pasé TNF humano a
diferentes concentraciones sobre el hTNF40 capturado para
permitir la evaluacitn de 1las cinéticas de asociacidn.
Después de 1a'inyecci6n 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 hTNF40 en fase
s6lida y el hTNF40 humano y se obtuvo un valor K;.
EJEMPLO 1
Injexrto de CDR de hTNF40

Anteriormente se ha descrito la clonacidén 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 nucleétidos y de aminodcidos de los hTNF40 VI y Vh murinos
se muestran en las Figuras 6 y 7 (SEC ID NOS: %9 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, supfa) reveld que hTNF40
era el mis homSlogo a los anticuerpos del subgrupo 1 de
cadenas ligeras humanas. Por consiguiente, para construir la
cadena ligera injert§da 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_aminoacidos de las regiones estructurales de
hTNF40 murino y de las cadenas ligeras del grupo 1 consenso
humanc y demuestra que hay 22 diferencias (subrayadas) entre
las dos secuencias. El andlisis de la contribucién que podria
tener cualquiera de estas diferencias estructurales sobre la
unién de antigenos identificé 2 restos para investigacién;
éstos esté&n en las posiciones 46 y 60. Bas&ndose en este
andlisis, se construyeron dos versiones de la cadena ligera
con CDR injertada. En la primera de é&stas, hTNF40-gLl1l (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
reato nimero Go.que procede de la cadena ligera de hTNF40.
Construccién de la Cadena Ligera hTNF40-gLl con CDR Injertada

La construccién de hTNF40-gL1 se proporciona mis

4
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adelante con detalle. En las Reacciones de Cadena de
Polimerasa (PCR) se usaron los siguientes oligonucle6tidos
solapaﬁtes (P7982-P7986) para montar una cadena ligera
injertada truncada. El fragpento montado carece de la
secuencia directora del anticuerpo y de los 17 primeros

aminodcidos de la estructura 1.

oligo 1 P7982: -
5 GMTTCAGGM‘CACCATCACITGTMAGCCAGPCAGMCGTAGGTACTAAC
GT. AGOCTGGI' ATCAGCAAA3' (SEC ID NO:52)

oligo 2 P7983:
5' ATAGAGGAAAGAGGCACTGTAGATGAGGGCTITTGGGGCTTTACCTGGTTT
TTGCTGATACCAGGCTACGTS3' (SEC ID NO:53) '

oligo 3 P7984:
5' TACAGTGCCTCT TTCCTCTATAGTGGTGTACCATACAGGTTCAGCGGATCCA

GTAGTGGTACTGATTTCACS" (SEC ID NO:54)

oligo 4 P798S
5'GACAGTAATAAGTGGCGAAATCTTCTOGCTGGAGOCTACTGATCGTGAGGGT
GAAATCAGTACCACTACCG3’ (SEC ID NO:55)

cligo 5 P7986:
5" AnTCGCCACITAITACI'GTCAACAGTATAACATCTACCCACTCACA'ITCGGT

CAGGGTACTAAAGTAGAAATCAAACGTACGGAATTCY' (SEC ID NO:56)

Fwd P7981:
5'GAATTCAGGGTCACCATCACTTGTAAAGCCY' (SEC ID NO:57)
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" Bwd P7980 . .
. "GAATTCCGTACGTTTGATTTCTACTTTAGT (SEC ID NO:58),

Se prepard una relacién dg PCR, de 100 ul, que contenfia
Tris-HCl 10 mM pH 8,3, MgCl, 1,5 mM, KCl 50 mM, gelatina al
0,01% p/v, cada desoxirribonucleésido trifosfato a una
concentracién de 0,%5 mM, 2 pmol de P7982, P7983, P7984,
P7985, P7986, 10 pmol de P5980, P7981 y 1 unidad de Taqg
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 reaccién
se analizé por electroforesis en un gel de agarcsa y el
fragmento de PCR se escindid del gel y se recuper$ usando un
estuche Mermaid. El fragmento recuperado se restringié con
las enzimas BstEII y Spll en el tampdén apropiado. El producto
resultante finalmente se sometid 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 unié al vector CTILS-gL6
(Figura 12), que previamente se habia digerido con las mismas
enzimas. El vector anterior proporciona la secuencia
directora del anticuerpo y los 17 primeros aminoacidos de la
estructura 1 que faltan.

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

por PCR, digestién con enzimas de restriccidn y secuenciacién
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de nucledtidos. La secuencia de nucledtidos y de aminodcidos
de la regién VI de hTNF40-gLl se muestra en la Figura 8 (SEC
ID NO: -8) .
Construccion de la Cadena Ligera hTNF40-gL2 con CDR Injertada
hTNF40-gL2 (SEC ID NO: 9) se construyé usando PCR. Para
introducir los cambios de aminodcidos, se usaron los

siguientes oligonucleétidos:

R1053: 5’GCTGACAGACTAACAGACTGTTCC3' (SEC ID NO:59)

R5350: S'TCTAGATGGCACACCATCTGCTAAGTTTGATGCAGCATAGAT
CAGGAGCTTAGGAGC3’ (SEC ID NO:60)

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

R684: S'TTCAACTGCTCATCAGAT?3’ (SEC 1D NO:62)

Se prepararon dos reacciones, cada una de 20 ul, que
contenfan Tris-HCl 10 mM pH 8,3, MgCl, 1,5 mM, KCl 50 mM,
gelatina al 0,01% p/v, cada desoxirribonuclebfsido trifosfato
a una concentracién de 0,25 mM, 0,1 ug de hTNF40-gLl, 6 pmol
de R1053/R5350 o RS5349/R684 y 0,25 unidades de Taq
polimerasa. Las reacciones 8e ciclaron por medio del
tratamiento a 94°C durante 1 minuto, a 55°C durante 1 minuto
y a 72°C durante 1 minuto. Después de 30 ciclos, cada

reaccién se analizé por electroforesis en un gel de agarosa

rd
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Y los "fragmentos de PCR se escindieron del gel y Be
recuperaron usando un estuche Mermaid.

Déspués se sometieron alicuotas de estas reacciones a
una segunda vuelta de PCR. La reaccién, de 100 ul, contenia
Tris-HCl 10 mM pH 8,3, MgCl; 1,5 mM, KC1 50 mM, gelatina al
0,01% p/v, 1/5 de cada uno de los fragmentos de PCR de la
primera serie de reagcionea, 30 pmol de R1053 y R684 y 2,5
unidades de Taqg 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 se ‘precipité con etanol. El precipitado de
etanol se recuperS6 por centrifugacién, se disolvié en el
tampén apropiado y se restringidé con las enzimas BstEII y
SplI. El producto resultante finalmente se sometid 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
unidé al vector pMR15.1 (Figura 4) que previamente se habia
digerido con las mismas enzimas.

La mezcla de unién se usd para transformar la cepa
LM1035 de E. coli y las colonias resultantes se analizaron
por PCR, digestién con enzimas de restriccién y secuenciacién
de nucleétidos. La secuencia de nucledtidos y de aminoécidos
de la regién VI ﬁe hTNF40-glL2 se muestra en la Figura 9 (SEC
ID NO: 9).

Injerto con CDR de la Cadena Pesada de hTNF40

&6
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El injerto con CDR de la cadena pesada de hTNF40 se
realizé usando la misma estrategia que se ha descrito para
la cadéna ligera. Se descubrié que la cadena pesada de hTNF40
era la mAs homéloga 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 eastructura humana
homéloga para actuar como estructura aceptora para el injerto
de CDR, se selecciond una segunda estructura, del grupo 3
humano, para humanizar la cadena pesada de hTNF40.

En la Figura 2 se muestra una comparacién de hTNF40 con
las dos regiones estructurales diferentes, en la que se puede
ver que hTNF40 difiere del consensoc del subgrupo 1 humano en
32 posiciones (subiayadas) y difiere del consenso del
subgrupo 3 humano en 40 posiciones (subrayadas). Después del
andlisis 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 gh3hTNF;0.4 usando la estructura del grupo 3. Los
restos 28, 69 y 71 se retuvieron como donadores en la cadena

pesada injertada con CDR ghlhTNF40.4 usando la estructura del
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grupo 1.
Construccién de la Cadena Pesada Injertada con CDR
ghlhmnf40.4

ghlhTNF40.4 (SEC 1ID NQ: 10) se monté sometiendo
oligonucleétidos solapantes a PCR en presencia de los
cebadores apropiados. En la PCR se usaron los siguientes
oligonucleétidos:
Injerto del grupo 1

aligo 1 P7989:

5'GAAGCACCAGGCTTCTTAACCTCTGCTCCTGACTGGACCAGCTGCACCTGAG
AGTGCACGAATTCI® (SEC ID NO:63)

oligo 2 P7990:
5'GGTTAAGAAGCCTGGTGCTTCCGTCAAAGTTTCGTGTAAGGCCTCAGGCTAC
GTGTTCACAGACTATGGTAZ" (SEC 1D NO:64)

oligo 3 P7991: ) .
S'CCAACCCAmCAmGGCC'ﬂ'GTCCCGGGGCCTGCﬂ:GACOCAATTCATAC
CATAGTCTGTGAACACGT3® (SEC ID NO:65)

oligo 4 P7995:
5'GGCCTGAAATGGATGGGTTGGATTAATACTTACATTGGAGAGCCTATTTATGT
TGACGACTTCAAGGGCAGATTCACGTTC3' (SEC ID NO:66)

oligo 5 P7992: . . _
5" CCATGTATGCAGTGCGITGTGGAGGTGTCTAGAGTGAACGTGAATCTGCCCTT
GAA3' (SEC ID NO:67) .

s
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aligo 6 P7993:;
5'"CCACAAGCACTGCATACATGGAGCTGTCATCTCTGAGATCCGAGGACACCGC
AGTGTACTAT?’ (SEC ID NO:68)

oligo 7 P7994:
5'GAATICGOGTACCCTGGCCCCAGTAGTCCATGGCATAAGATCTGTATCCTCTAG
CACAATAGTACACTGCGGTGTCCTCS' (SEC ID NO:69)

Fwd: P7988: : _
$'GAATTCGTGCACTCTCAGGTGCAGCTGGTCS' (SEC ID NO:70)

Bwd PT98T: .
5’"GAATTCGGTACCCTGGCCCCAGTAGTCCAT3" (SEC ID NO:71)

La reaccién de montaje, de 100 ul, contenia Tris-HCl 10
mM pH 8,3, MgCl, 1,5 mM, KC1 50 mM, gelatina al 0,01% p/v,
cada desoxirribonucleésido trifosfato a una concentracién de
0,25 mM, 2 pmol de cada uno de p7989, p799%0, p7991, p7995,
p7992, p7993 y p7994, 10 pmol de cada uno de p7988 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 reaccidn se extrajo con fenol/cloroformo (1/1),
después con cloroformo y se precipité con etanol. Después de
la centrifugacién, el ADN se disolvié en el tampén de
restriccién apropiado y se digirié con ApalLl y KpnI. El
fragmento resultante se aislé en un gel de agarosa y se unid

a pMR14 (Figura 5), que previamente se habfia digerido con las
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mismas ‘enzimas. pMR14 contiene la regidén constante de la
cadena pesada gamma 4 humana. Cuando pMR14 se escinde con
ApaLl f 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 gartir de este vector ser&d un isotipo
gamma 4. La mezcla de unién se us6 para transformar E. coli
ILM1035 y 1las <colonias bacterianas resultantes se
seleccionaron por digestién de restriccidén y por andlisis de
la secuencia ge nuecleétidos. De esta forma, se identificé
un plésmido que contenia la secuencia correcta para
ghlhTNF40.4 (Figura 10) (SEC ID NO: 10).
Construccién de la Cadena Pesada Injertada con CDR
gh3hTNF40.4

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

Injerto del grupo 3
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oligo 1 P7999:
ﬁ'GATCCGCCAGGCTGCACGAGACCGCCI'CCIGACI'CGACCAGCI'GMCCTCAG
AGTGCACGAATTC3' (sEC ID NO:72)

aligo 2 PE0DC: .
STCTCGTGCAGCCTGGCGGATCGCTGAGATIGTCCTGTGCTGCATCTGGTTACS
TCTTCACAGACTATGGAA3' (SEC IDNO:73)

aligo 3 P8001 -
5"CCAACCCATCCATTTCAGGCCCTTTCCCGGGGUCTGCTTAACCCAATTCATTC
CATAGTCTGTGAAGACGT3" (SEC ID NO:74)

oligo 4 P7995: _ - .
5'GGCCTGAAATGGATGGGTTGGATTAATACTTACATTGGAGAGCCTATTTATGT
TGACGACTTCAAGGGCAGATTCACGTTCS' (SEC ID NO:66)

oligo SF7997: ]
5GGAGGTATGCTGTITGACTTGGATGTGTCTAGAGAGAACGTGAATCTGCCCTT
GAA3’ (SEC ID NO:75) .

oligo 6 P7998:
5'CCAAGTCAACAGCATACCTCCAAATGAATAGCCTGAGAGCAGAGGACACCGC
AGTGTACTAT3' (SEC ID NO:76) :
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oligo 7 P7993: .
5'GAATTCGGTACCCTGGCCCCAGTAGTCCATGGCATAAGATCTGTATCCTCTAG
CACAATAGTACACTGCGGTGTCCTCS (sec ID NO:77)

Fwi P7956:
5'GAATTCGTGCACTCTGAGGTTCAGCTGGTCY' (SEC ID NO:T8)

Pwd F1987:
5'GAATTOGGTACCCTGGCCCCAGTAGTCCATY’ (SEC ID NO:71)

La reaccién de montaje, de 100 ul, contenfa 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 cada uno de p799%9, p8000, p8001l, pP7995,
p7997, p7998 y p799%93, 10 pmol de cada uno de p7996 y p7587
Y 1 unidad de Taq 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 reaccifén se extrajo con fenol/cloroformo (1/1),
después con cloroformo y se precipité con etanol. Después de
la centrifugacién, el ADN se disolvié en el tampén de
restriccidén apropiado y se digirié con ApalI y KpnI. El
fragmento resultante se aislé en un gel de agarosa y se unié
a pMR14 (Figura 5), que previamente se habia digerido con las
mismas enzimas.. pPMR14 contenia la regién constante de la
cadena pesada gamma 4 humana. Cuando pMR14 se escinde con

ApaLl y Kpal, el vector escindido es capaz de recibir el ADN
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digerido de tal forma que el extremo 3’ del ADN digerido se
una en fase de lectura al extremo 5’ de la éecuencia que
codifiéa 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 unidén se us6 para transformar E. coli
IM1035 vy las colonias bacterianas resultantes se
seleccionaron por dig__estién de restriccién y por anflisis de
la secuencia de nuecle6tidos. De esta forma, se identificé
un plésmido que contenfia la secuencia correcta para
gh3hTNF40.4 (SEC ID NO: 11) {(Figura 11).

Produccién deJ.. Fragmento Fab Modificado con CDR Injertada

Se construy6é un fragmento Fab modificado, con CDR
injertada, basdndose en el anticuerpo hTNF40, usando el
vector de E. coli pTTO-1. Las regiones variables del
anticuerpo hTNF40 8se subclonaron en este vector y la
secuencia intergénica se Optimizé_ para crear pTTO(CD870). El
vector de expresibén pTTO estd diseflado para producir 1la
acumulacién peripldsmica, scluble, de proteinas recombinantes
en E. coli. Las caracteristicas principales de este plasmido
son:

(i) marcador de resistencia a tetraciclina - antibiético
no inactivado por el producto del gen de resistencia, por lo
tanto, se mantie.ne la seleccién de las célulaa que contienen
el plasmido;

(ii) bajo nlmero de copias - origen de replicacidén
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derivado del plédsmido pl5A, que es compatible con plésmidos
que contienen replicones derivados de colEl;

(iii) promotor tac fuerte inducible ©para 1la
transcripcién de genes-clonadqs;

(iv) gen lacI? - proporciona la expresidn constitutiva
de la proteina represora lac, manteniendo al promotor tac en
el estado reprimido gasta la induccién con IPTG/alolactosa;

{v) secuencia sefial de bmph - proporciona la secrecién
periplasmica de 1o§ genes clonados;

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

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 &Sptima de una serie de 4 cassettes
construidos para tal fin. Se describe la aplicacién de esto

en la construccién de pTTO(CDP870) .

Matariales y Métodos
Té&cnicas de ADN

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

obtuvieron en New England Biolabs o Boehringer Mannheim, y
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ge usarbon de acuerdo con las recomendaciones del proveedor.
Los fragmentos de ADN se purificaron en agarosa usando el
protocc;lo GeneClean (BIQ 10l1). Los oligonucledtidos se
suministraron por el Oswel Qligonucleotide _Service y Be
eintetizaron a la escala de 40 nm. E1 ADN piasmidico se aisld
usando estuches de ADN Plasmidico Mini/Midi de Qiagen. La PCR
se xealizé usando '_:'mnplitaq" de Perkin Elmer como se
recomienda. La secuenciacién del ADN se realizé usando el

estuche de secuenciacién de ciclos Tag de Applied Biosystems.

. Induccién de matraces de agitacién

Se desarz:ol]:aron cultivos de E. coli W311l0 en caldo L
suplementado con tetracicli;'xa (7,5 ug/ml). Para las
inducciones, se diluyeron cultivos de una noche recientes
(desarrollados a 30°C) a una DOy, 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 DO de 0,5, se afiadié
IPTG a una concentracién de 200 uM. Se tomaron muestras
(normalizadas para DO) a intervalos.

Extraccién Peripldsmica

Se enfriaron en hielo muestras de cultivo (5 minutos),
y después las células se recogieron por centrifugacidén.
Después de la resuspensién en tampdn de extraccibén (Tris.HCl
100 mM, EDTA 16 mM, pH 7,4), las muestras se incubaron
durante una noche a 30°C y después se clarificaron por

centrifugacién.

&5
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Ensayo de Montaije

Las concentraciones de Fab modificado se determinaron
por médio de un ELISA. Las placas se recubrieron a 4°C
durante una noche con anti-Fd 5045 humano (2 pg/ml en tampédn
de recubrimiento, solucién fisiolégica salina, 100 ul por
pocillo). Después del lavado, se introdujeron 100 ul de
muestra por pocillo%_como patrén se usd Fab’ gamma-1 ASB?7
purificado, inicialmente a una concentracién de 2 pg/ml. Las
muestras se diluyeron en serie a la mitad a lo largo de la
placa en tampén de conjugado de muestra (por litro: 6,05 g
de trisaminomgtano; 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
Yy se secaron, y después se afiadieron 100 pul de anti-C-kappa
(GD12) ~-peroxidasa humana (diluido en tampén conjugado de
muestra). La incubacién se realizé a temperatura ambiente
durante 1 hora con agitacién. Las placas se lavaron y se
secaron, Yy después se aifladieron 100 gl de solucibn de
sustrato (10 ml de sBolucién de acetato sé&dico/citrato (0,1
M pH 6)}; 100 ul de solucién de H;0,; 100 ul de solucién de
tetrametilbencidina (10 mg/ml en dimetilsuféxido)). La
absorbancia a 630 nm se leyS 4 - 6 minutos después de la
adicién del sustrato.

Const ién del Plésmi TTO-1
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(a) Reemplazo del Poliengarce pTTQ9

El plasmido pTTQ9 se obtuvo en Amersham y se muestra en
la Figﬁra 14. Una alicuota (2 ug) se digirié con enzimas de
restriccidén Sall y EcoRI, el Qroducto de digestién se llevd
a un gel de agarcsa al 1% y se purificd el fragmento grande
de ADN (4520 pb). Se sintetizaron dos oligonuclebtidos que,
cuando se templan gonjuntamente, 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 EcoRI generados por restriccién de pTTQ9. Por
clonacidn de este "cassette” de oligonucleétido en el vector
pTTQS no se regenera el sitio Sall, pero se mantiene el sito
EcoRI. El cassette codifica los primeros 13 aminodcidos de
la secuencia sefial de la proteina de membrana externa de E.
coli Omp-A, preceﬁidos por el sitio de unién a ribosomas de
Shine Dalgano del gen OmpA. Ademis, estin presentes sitios
de restriccifén para las enzimas Xbal, MunI, StyI y Spll. Los
sitios Munl y StyIl estén dentro de la regidn codificante de
la secuencia sefial de OmpA y pretenden ser los sitios de
clonacién 5*' para la insercién de genes. Los dos
oligonucleé;idos que constituyen este cassette se templaron
mezcldndolos a una concentracién de 5 pmol/ul y calentdndolos
en un bafio de agua a 95°C durante 3 minutos, y después
enfriando lentamente a temperatura ambiente. Después, la

secuencia templada se unié a pTTQ9 cortado con Sall/EcoRI.



10

15

20

25

70
El inteérmedio plasmidico resultante, denominado pTQOmp, se
verificd por secuenciacién del ADN.
(b) Pfepargcién y Unidén de Fragmentos

El plédsmido pTTO-1 se construyd uniendo un fragmento de
ADN del pléasmido pACYC184 a dos fragmentos generados a partir
de pTQOmp. El1 plésmido pACYC184 se obtuvo en New England
Biolabs, y en la FiguFa 16 se muestra un mapa de restriccidn.
Una alfcuota (2 ug) se digii‘ié completamente con la enzima
de restriccién Styl y después se tratd 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 etancl, el ADN se restringié con la
enzima Pvull, generando fragmentos de 2348, 1081, 412 y 403
pb. El fragmento de 2348 pb 8se purificé después de
electroforesis en gel de agarosa. Este fragmento codifica el
marcador de resistencia a tetraciclina y el origen de
replicacién de plS5A. Después, el fragmento se traté con
fosfatasa alcalina intestinal de ternerc para eliminar los
fosfatos 5’ terminales, impidiendo de esta manera la auto-
unién de esta molécula.

Una alfcuota (2 ug) del plésmido pTQOmp se digirid con
enzimas Sspl y EcoRI, y el fragmento de 2350 pb se purificéd
de los fragmeni:os indeseados de 2040 pb y 170 pb por
electroforesis en gel de agarcosa; este fragmento codifica la

regién terminadora de la transcripcién y el gen lacI®. Otra

B *
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alfcuota (2 ug) de DPTQO Be digiri6 con EcoRI y XmnI,
generando fragmentos de 2285, 1670, 350 y 250 pb. El
fragmeﬁto de 350 pb, que codifica el promotor tac, 1la
secuencia gefial de OmpA y el sitio de multiclonacién, se
purificé en gel.

Después se unieron los tres fragmentos usando cantidades
aproximadamente equi@olares de cada fragmento, para generar
el plasmido pTTO-1. Todas las uniones de clonacién se
verificaron por secuenciaci6n del ADN. El mapa de res.tricciér'l
de este plismido se muestra en la Figura 17. Después se 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 pléasmido pHCl132, y se insertd en los sitios
correspondientes en pTTO-1. El pldsmido pTTO-2 se muestra en
la Figura 18.

Insercién de regiones variables 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 deasde 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 continuacién:

cebador 5’:

a5
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CGCGCGGCAATTGCAGTGGCCTTGGCTGGTI TCGCTACCGTAGCGCAAG
(.T_I'GACATI'CAMTGACCCAGAGCCC (SEC ID NO:79)

cebador 3':

TTCAACTGCTCATCAGATGG (SEC ID NO:80)

Después de una;?CR en condiciones convencionales, el
producto se purificsd, se diéirié con enzimas MunI y Spll y
después se purificd en gel. El fragmento purificado después
se insertd en los sitios Munl/SplI de pTTO-2 para crear el
intermedio de cadena ligera pTTO (hTNF40L) .

La regidén variable de la cadena pesada de gh3hTNF40.4
se obtuvo de la misma forma a partir del vector pGamma-4. La

secuencia de los cebadores de PCR se muestra a continuacidn:

cebador §5‘:

GCTATCGCAATTGCAGTGACGCTAGCTGGTTTCACCACCGTGGOGCAAG
CTGAGGTTCAGCTGGTCGAGTCAGGAGGC (SEC ID NO:81)

cebador 3':

GCCTGAGTTCCACGACAC (SEC ID NO:82)

Después de.la PCR, el producto se purificd, se digirid
con las enzimas Nhel y Apal y después se sub-clond en el

vector pPDNAbEng-G1 (Figura 19). Después de la verificacidén

27
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por secuenciaci6n del ADN, la cadena pesada se restringié con
la enzima EcoRI y se sub-cloné en el sitio EcoRI de
pTTO(thF4OL) para crear el pldsmido de expresifn de E. coli

pTTO (hTNF40) .

timizacién de la Secuencia Intergénica para la rasidn

de Fab Modificado

En el vector pT?O, la expresién del Fab modificado se
produce a partir de un menséjero dicistrénico que codifica
primero la cadena ligera y después la cadena pesada. La
secuencia de ADN entre los dos genes (secuencia intergénica,
1GS) puede influir sobre el nivel de expresidn de la cadena
pesada afectando a 1la velocidad. de iniciacién de 1la
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 unidn
a ribosomas de Shine Dalgarno (SD) (homologia con el ARNr
16S) también puede tener un efecto, asi como la distancia y
la composiciédn de la secuencia entre el SD y el codén de
iniciacién ATG. La estructura secundaria potencial del ARNm
alrededor del AfG es otro factor importante; el ATG debe
estar en un "bucle" y no limitado dentro de un "tramo recto",

mientras que se aplica lo contrario al SD. De esta manera,
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modificando la composic%én y la longitud del IGS, es posible
modificar la fuerza de iniciacién de la traduccién y, por lo
tanto,lel nivel de produccién de cadena pesada. Es probable
que necesite conseguirse una Yelocidad 6ptima de iniciacién
de la traduccién para maximizar la expresién de la cadena
pesada de un Fab modificado dado. Por ejemplo, con un Fab
modificado, puede to%grarse un alto nivel de expresidn, pero
para un Fab modificado diferente conl una secuencia de
aminodcidos diferente, un alto nivel de expresién podria
resultar téxico, gquiz&s a causa de las diferentes eficacias
de Becrecién o plegamiento. Por esta razén, se disefi® una
serie de cuatro secuencias intergénicas (Figura 20},
permitiendo la determinacién empirica de la IGS &ptima para
los Fab modificados basados en hTNF40. IGS1 e IGS2 tienen
secuencias intergénicas muy cortas (-1 y +1 respectivamente)
Yy serfia de esperar que proporcionaran una traduccién wmuy
acoplada; las secuencias SD (subrayadas) son sutilmente
diferentes. Lo mi&s 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 Qe estudid la estructura secundaria {usando
el programa m/fold) y se '"optimizaron" tanto como fue

posible; s8in embarge, con un fuerte acoplamiento de
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traduccién de las dos cadenas, la ausencia de disociacién
ribosémica significa que el ARNm puede no esta.r "expuesto®,
impidiéndo la formacidén de la estructura secundaria.
Clonacién de variantes de IGS

Los cassettes IGS mostrados en la Figura 20 tienen
gitios de clonacidn SacI y Munl flanqueantes. Se construyeron
templando pares de oligonucleétidos complementarios. Se
preparS un fragmento de vector digiriendo pTTO(hTNF40) con
SacI y Notl y se prepard un fragmento de cadena pesada
digiriendo pDNAbEngGl (hTNF40H) con MunI y NotI. Después se
realizaron uniones de 3 vias, usando cantidades equimolares
de los dos fragmentos de restriccibn y aproximadamente 0,05
pmol de cada cassette de oligonucledétido templado. De esta
forma se crearon los cuatro plésmidos de expresidn
pTTO (hTNF40 IGS-1), pTTO(hTNF40 IGS-2), pTTO(hTNF40 IGS-3)
y PTTO(hTNF40 IGS-4).
Anidlisis de expresifn en matraz de agitacidn

Los cuatro plédsmidos se utilizaron para transformar la
cepa W3110 de E. coli junto con la construccién de expresién
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 periplasmico rapidamente,
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observindose un pico una hora después de la induccién,
después de lo cual disminuye el nivel recuperado. En el caso
de IG§1 el pico es mayor y la cafda 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 expresidén d? cadena pesada que IGS2. En este caso,
parece ser que este alto nivel de expresién se tolera mal,
ya que los niveles de expresién periplasmicos se reducen
después del pico de 1 hora. Esto se observa en el perfil de
crecimiento dgl 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 acumulg Fab
modificado mis lentamente, pero alcanza picos 2 horas después
de la induccién observindose 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
alcanzd 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 hipdtesis de que las
diferentes secuencias de IGS confieren diferentes velocidades

de iniciacién de 1la traduccién se confirma por estos

__ g
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resultados experimentales. Para el Fab modificado basado en
hTNF40, parece ser que una alta velocidad de iniciacién de
la tra&uccién de la cadena pesada se tolera mal y, por lo
tanto, no es O&6ptima. Una velocidad mAs lenta, como la
conferida por IGS3, proporciona mejores caracteristicas de
crecimiento y, por consiguiente, s8e acumula un mejor
rendimiento a lo largp del tiempo.

Después de la comparadién de la productividad en el
fermentador, se seleccioné la construccién IGS3 como la que
producia el mayor rendimiento y se denominé pTTO{CDP870) -
véase la Figuga 22,

La cadena pesada codificada por el plasmido 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 molécula ramificada
de PEG. Esto se consigue por activacién de un solo resto de
cistefina 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.

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

CﬁPB?O tiené 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,rdoble ciego, controlado con placebo,
realizado en pacientes con RA.

Métodos
Pacientes:

Se recluFaron pacientes con edades comprendidas entre
los 18 y los 75 aflos y que cumplian el criterio de
diagn6stico 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; z 45 minutos de rigidez por la mafiana
temprano; y una velocidad de sedimentaci®n de eritrocitos
(ESR) = 28 mm/h. Se requiere que estos pacientes hayan
fracasado en 15 respuesta a al menos un Firmaco Anti-
Reumdtico Modificador de la Enfermedad (DRARD) y que hayan

estado sin tratamiento durante al menos cuatro semanas. Se

75
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permiti6 la administracidén de corticosteroides si la dosis
era = 7,5 mg/dia de prednisolona. Se excluyeron las mujeres
embaraéadas, las mujeree en periodo de_ lactancia y 1las
mujeres en edad f£éxtil que no ugaban.un método anticonceptivo
eficaz. También se excluyeron los pacientes si habian tenido
una historia previa de malignidad, afecciones médicas graves
concomitantes incont;oladas, fracaso previo de una terapia
neutralizadora de TNFa o élergia a polietilenglicol. Se
obtuvo un consentimiento informado por escrito de cada
paciente antes de la inclusién. El estudio se aprobé por el
comite de étiga de investigacidén 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 B para
recibir CDP870 y 4 para recibir placebo. El1 CDP870 se
administré como una sola infusién ultravenosa (100 ml en
total) durante 60 minutos. El placebo (tampén acetato s6dico)
se administr6 de forma similar como una sola infusibn
intravenosa de 100 ml durante 60 minutos. El tratamiento se
administré en una base de pacientes externos. Después de 8
semanas, todos los pacientes tuvieron la oportunidad de
recibir una infusién de 5 § 20 mg/kg de CDP870 de una forma
descubierta.

Bvaluacién clinica:
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La actividad de la enfermedad RA se evalué basindose en
las series de datos centrales de la Organizacién Mundial de
la Saiud, de la Liga Internacional de Asociaciones de
Reumatologfa (Boers y col., J. Rheumatol- Supplement, 41, 86-
89, 1994) y de la Liga Eurcopea 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 Rheym.; 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 f4rmaco de estudio. En cada
visita Bse evaluaron la hematologia, la biogquimica, 1los
anticuerpos anti-CDP870 y los acontecimientos adversos.
Concentracién de CDP870 en plasma y anticuerpos anti-CDP870:

CDP870 se midid 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). El CDP870 capturado se revels con anticuerpo
de cabra anti-cadena ligera kappa humana conjugado con
peroxidasa de rabano 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 éntigeno con CDPB870 biotinilado como segunda capa. Los
anticuerpos unidos se refelarqn usando HRP-estreptavidina y
sustrato de TMB. El ensayo se calibrd usando un patrén de IgG
de conejo hiperinmune. Una unidad de actividad es equivalente
a 1 pg del patrén de:conejo.
An&lisis estadistico

El estudio fue de naturaleza exploratoria y el tamafio
de la muestra se basbé en la experiencia previa con agentes
similares. lLa eficacia de CDP870 se analizd calculando 1la
puntuacién de actividad de la enfermedad (DAS) y las
respuestas ACR20/50 para la intencién del tratamiento y por
protocolo, usande un procedimiento de ensayo cerrado. La
puntuacién de la actividad de la enfermedad se calcul6 como
se indica a continuacién: DAS = 0,555 x raiz cuadrada de (28
articulaciones sensibles) + 0,284 x raiz cuadrada de-(za
articulacicnes hinchadas) + 0,7 x In(ESR) + 00,0142 x
(evaluacién global del paciente). En primer lugar se
compararon los grupos activos reunidos con el placebo. Si
esta comparacibn era significativa a un nivel del 5%, cada
grupo de dosificacién se compard con el placebo. Todas las
comparaciones fﬁeron bilaterales con un nivel significacifn
del 5%. Todos 1los valores P procedian del andlisis

exploratorio y no deben usarse para la interpretacién

84@/
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Resultados
Demogréffa:

Se reclutaron 36 pacigntes con RA. Sus detalles
demogridficos se proporcionan en la Tabla 6. La edad media era
de 56 afios y 30 pacientes eran mujeres..La duracién media de
la RA era 13 afios 2_21 pacientes eran positivos para el
factor reumatoide. Los paciéntea de los diferentes grupos
tienen caracteristicas demogrdficas similares. En el perfodo
de dosificacién ciego, 6/12 pacientes tratados con placebo
abandonaron e} estudio por una RA progresiva = 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, ensayo exacto de
Fisher) .

Tabla 6: Detalles demogréificos (media i+ desviacidn tipica)

Mimaro Sexo Edad Dura- Factor Némero
(M:F) cién Reuma- de

Enfar- toide DMARD

madad prevics
Placebo i2 1:11 . 5148 1218 8(67%) 5:1
1 ng/kg 8 1.7 5947 1247 4 (50%) 441

5 mg/kg 8 216 54113 1345 5(63%) 542
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20ng/kg- 8 216 61:11 14313 4 (50%) 412

Eficacia Clinica:

La proporcibén de pacientes con mejoria de ACR20 para la
poblacién por protocolo con la {iltima 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 sémanas, 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
observacifn 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 B semanas (Figura 23). En la Figura 24
se muestran los cambios en los componentes individuales de
la serie de datos centrales de la Organizacién Mundial de la
Salud y 1la Liga Internacional de Asociaciones para
Reumatologia.

Después de la dosis descubierta de- CDP870, Be
consigquieron efectos beneficiosos similares. De los 36
pacientes reclutados en el estudio, 32 recibieron una segunda
infusién de CDP870. 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 las 4 semanas y del 55,6 y del 66,7% a las 8 semanas.
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Acontecimientos Adversos

El tratamiento fue bien tolerado sin reacciones
relaciénadas 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, S y 20 mg/kg, respectivamente. Los
acontecimientos adveggos mids comunes fueron dolor de cabeza,
con 9 episodios en 5 pacientes (1 placebo, 3 a 1 mg/kg y 1
a 20 mg/kg) . Un paciente que recibié placebo y tres padientes
que recibieron CDP870 (1 a 5 mg/kg vy 2 a 20 mg/kg)
desarrollaron_infeccionea del tracto respiratorio inferior.
Estos acontecimientos se consideraron leves o moderados. Se
trataron con antibidéticos orales y se resolvieron en un
perfiodo de 1-2 semanas. Tres pacientes de cada uno de los
grupos de 1 y 5 wmg/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 gue se
produjo tres dias después de la infusién con 1 mg/kg, Bse
consider6 grave. Se observ6 un aumento de anticuerpos
antinucleares en 4 pacientes: 1 en el grupo 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 mg/kg (negativo a
1/40) . No se encontrd ningln cambio en los anticuerpos anti-

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

Como era de esperar, para todos 1los niveles de
doaific-acién de CDP870, la concentracidén pico en plasma se
alcanzd 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 _,aimilar al observado previamente en
voluntarios, en los gque se calculd una vida media de
aproximadamente 14 dfas. Tras la redosificacién, se observé
un perfil similar para la infusién de una sola dosis.

Deapués t_ie una sola infusidén intravenosa, los niveles
de anti-CDP870 fueron bajos o indetectables.
Digcusidén

El TNFa neutralizador es una estrategia de tratamiento
eficaz en RA. Actualmente, requiere el uso de agentes
biolégicos tales como un mAb quimérico o 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 los
pacientes con RA que puedan aprovecharse del blogqueo de TNFa.
Una tecnologia éue podria conseguir estos objetivos es la
conjugacién con polietilenglicol de un fragmento de

anticuerpo de unién a TNFa obtenido en E. coli. En este
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estudio preliminar, los presente solicitantes descubrieron
que CDP870, un Fab modificado PEGilado, anti-TNFa, es eficaz
y se télera bien por los pacientes con RA.

Los estudios in vitro hap demostrado que CDP870 tiene
una actividad neutralizadora de TNFa similar al anticuerpo
parental murino anti-TNFa. Este estudio confirma que CDP870
reducia la inflamac;pn 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 los niveles de dosificacién medio y
miximo ensayados, el efecto terapéutico duré 8 semanas, que
es comparable a otros mAb previos (Elliott y col., Lancet,
344, 1105-1110, 1994 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):
8186 1995 (Abstract)). El estudio de 1los presentes
solicitantes demostrdé que CDP870 tiene una vida media en
plasma de 14 dfas, que es equivalente a la de un anticuerpo
entero (Rankin y col., (supra)) y mucho mayor gue la vida
media de fragmentos Fab’ no conjugados. Ademds, CDP870 generd

niveles muy bajos de respuesta de anticuerpo.

| P s
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Uno de los objetivos importantes de este estudio es
examinar la tolerancia y seguridad de la administracién de
este éab' PEGilado. En nuestro estudio, CDP870 parece
tolerarse bien. Sin embargo, se necesitaran otros estudios
para evaluar la toxicidad a largo plazo, especialmente el
rieago de enfermedad desmielinizante, infeccién y exantemas
cutdneos que se han gotificado con etanercept e infliximab.

En resumen, CDPB70 es terapéuticamente eficaz en RA y
sBe tolerd bien en este estudio a corto plazo.

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

reivindicaciones.
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Habiendo descrito la invencién como antecede, se declara

como propiedad lo contenido en las siguientes
- REIVINDICACIONES

1. Una molécula de anticuerpo que tiene especificidad por
el TNFa humano, que comprende una cadena pesada en la que el
dominio variable comprende una CDR que tiene la secuencia
proporcionada como g} en la Figura 3 (SEC ID NO: 1) para
CDRH1, como H2' en la Figura 3 (SEC ID NO: 2) o como H2'’ en
la Figura 3 (SEC ID NO: 7) para CDRH2, o como H3 en la Figura

3 (SEC ID NO: 3) para CDRH3.

2. 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 que tiene la secuencia
proporcionada como Ll en la Figura 3 (SEC ID NO: 4) para
CDRL1l, como L2 en la Figura 3 (SEC ID NO: S) para CDRL2 o

como L3 en la Figura 3 (SEC ID NO: 6) para CDRL3.

3. La molécula de anticuerpo de la reivindicaci6m 1 o la
reivindicacién 2, que comprende una cadena pesada en la que
el dominio variable comprende una CDR que tiene la secuencié
proporcionada en la SEC ID NO: 1 para CDRH1, en la SEC ID NO:
2 o en la SEC Iﬁ NO: 7 para CDRH2 o en la SEC ID NO: 3 para
CDRH3, y una cadena ligera en la que el dominio variable

comprende una CDR que tiene la secuencia proporcionada en la
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SEC ID NO: 4 para CDRL1, en la SEC ID NO: 5 para CDRL2 © en

la SEC ID NO: 6 para CDRL3.

4. La molécula de anticuerpo de la reivindicacién 3, que
comprende la SEC ID NO: 1 para CDRH1, la SEC ID NO: 2 o la
SEC ID NO: 7 para CDRH2, la SEC ID NO: 3 para CDRH3, la SEC
ID NO: 4 para CDRL1, :1a SEC ID NO: 5 para CDRL2 y la SEC ID
NO: 6 para CDRL3. ' .

5. La molécula de anticuerpo de uvna cualquiera de las
reivindicaciones 'l a 4, que comprende la SEC ID NO: 2 para

CDRH2 .

6. La molécula de anticuerpo de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 5, que es una molécula de anticuerpo con

CDR injertada.

7. La molécula de anticuerpo de la reivindicacién 6, en la
que el dominio variable comprende regiones estructurales

aceptoras humanas y CDR donadoras no humanas.

8. La molécula de anticuerpo de la reivindicacién 7, en la
que las regiones. estructurales aceptoras humanas del dominio
variable de la cadena pesada se basan en una secuencia

consenso del grupo 1 humano y comprenden restos donadores no
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humanos en las posiciones 28, 69 y 71.

9. La'. molécula de anticuerpo de la reivindicacién 7, en la
que las regiones estructurales aceptoras humanas del dominio
variable de la cadena pesada se basan en una secuencia
consenso del grupo 1 humano y comprenden restos donadores no

humanos en las posiciones 28, 38, 46, 67, 69 y 71.

10. La molécula de anticuerpo de la reivindicacién 7, en la
que las regiones estructurales aceptoras humanas del dominio
variable de ]_.a cadena pesada se basan en una secuencia
consenso del grupo 3 humano y comprenden restos donadores no
humanos en las posiciones 27, 28, 30, 48, 49, 69, 71, 73, 76

y 78.

11. La molécula de anticuerpo de una cualquiera de las
reivindicaciones 7 a 10, en la que las regiones estructurales
aceptoras humanas del dominio variable de la cadena ligera
se basan en una secuencia consenso del grupo 1 humano y
comprenden restos donadores no humanos en las posiciones 46

y 60.

12. La moléculé de anticuerpo de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 11, que comprende la regién variable de

la cadena ligera hTNF40-gLl (SEC ID NO: 8) y la regidn
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variable de la cadena pesada gh3lhTNF40.4 (SEC ID NO: 11).

13. La molécula de anticuerpo de una cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 12, que es un fragmento Fab.

14. La molécula de anticuerpo de las reivindicaciones 12 y
13, que es un fragmer__;to Fab que comprende una cadena pesada
que tiene la secuencia propdrcionada en la SEC ID NO: 111 y
una cadena ligera que tiene la secuencia proporcionada en la

SEC ID NO: 113.

15. La molécula de anticuerpo de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 12, que es un fragmento Fab modificado
que tiene en el extremo C-terminal de su cadena pesada uno
o mads aminodcidos para permitir la unién de una molécula

efectora o reportera.

16. La molécula de anticuerpo de la reivindicacién 15, en
la que los aminodcidos adicionales forman una regidn de
bisagra modificada que contiene uno o dos restos de cisteina

a los que puede unirse el efector o la molécula reportera.

17. La molécula‘ de anticuerpo de la reivindicacién 12, que
es un fragmento Fab modificado gque comprende una cadena

pesada que tiene la secuencia proporcionada en la SEC ID NO:

qt =
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115 y una cadena ligera que tiene la secuencia proporcionada

en la SEC ID NO: 113.

18. Una molécula de anticuerpo que tiene especificidad por
el TNFa humano, que tiene una cadena ligera que comprende la

secuencia proporcionada en la SEC ID NO: 113.

19. Una molécula de anticuerpo que tiene especificidad por
el TNFa humano, que tiene una cadena ligera que consta de la

Becuencia proporcionada en la SEC ID NO: 113.

20. Una molécula de anticuerpo que tiene especificidad por
el TNFa humano, que tiene una cadena pesada que comprende la

secuencia proporcionada en la SEC ID NO: 115.

21. Una molécula de anticuerpo que tiene especificidad por
el TNFo humano, que tiene una cadena pesada que consta de la

secuencia proporcionada en la SEC ID NO: 115.

22. Una molécula de anticuerpo que tiene especificidad por
el TNFa humano, que tiene una cadena ligera que comprende la
secuencia propofcionada en la SEC ID NO: 113 y una cadena
pesada que comprende la secuencia proporcionada en la SEC ID

NO: 115.
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23. Una molécula de anticuerpo que tiene especificidad por
el TNFa humano, que tiene una cadena ligera que consta de la
secuenéia proporcionada en la SEC ID NO: 113 y una cadena
pesada que consta de la secuencia proporcionada en la SEC ID

NO: 115.

24. Una variante de la molécula de anticuerpo de una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 23, que tiene mejor

afinidad por TNFa.

25. La variante de la reivindicacién 24, que se obtiene por

un protocolo de maduracién de afinidad.

26. El anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones
1 a 3 que es el anticuerpo monoclonal murino anti-TNFa

hTNF40.

27. La molécula de anticuerpo de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 3, gue es una molécula de anticuerpo
quimérica que comprende los dominios variables de la cadena
ligera y pesada del anticuerpo monoclonal de 1la

reivindicacién 26.

28. Un compuesto que comprende la molécula de anticuerpo de

una cualquiera de las reivindicaciones 15 a 23, que tiene

o~
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unido covalentemente a un aminodcido en o hacia el extremo
C-terminal de su cadena pesada una molécula efectora o

reportera.

29. El compuesto de la reivindicacién 28, que comprende una
molécula efectora.
30. El compuesto de 1la reivindicacién 29, en el gque la

molécula efectora comprende uno o mds polimeros.

31. El compuesto de la reivindicacién 30, en el que uno o
mis polimeros son un polimero de polialquileno,
polialquenileno o© polioxialquileno de cadena 1lineal o
ramificada opcionalmente sustituido, o un polisacérido

ramificado o no ramificado.

32. El compuesto de la reivindicacién 31, en el gue uno o

mids polimeros son un metoxipoli (etilenglicol).

33. Un compuesto que comprende la molécula de anticuerpo de
la reivindicacién 17, que tiene unido a uno de los restos de
cisteina en el extremo C-terminal de la cadena pesada un
grupo lisil-maleimida, teniendo cada grupo amino del resto
de lisilo unido covalentemente un resto de

metoxipoli(etilenglicol) que tiene un peso wmolecular de
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aproximadamente 20.000 Da.

34. Uﬁ compuesto que comprende una molécula de anticuerpo
que tiene especificidad por el TNFa humano, que tiene una
cadena ligera que comprende la secuencia proporcionada en la
SEC ID NO: 113 y una cadena pesada que comprende la secuencia
proporcionada en la §EC ID NO: 1i5, que tiene unido a uno de
los restos de cistefna del extremo C-terminal de la cadena

pesada uno o mis polimeros sintéticos o naturales.

35. Un compuesto que comprende una molécula de anticuerpo
que tiene especificidad por el TNFa humano, que tiene una
cadena ligera que consta de la secuencia proporcionada en la

SEC ID NO: 113 y una cadena pesada que consta de la secuencia

proporcionada en la SEC ID NO: 115, que tiene unido a uno de

los restos de cistefna en el extremo C-terminal de la cadena

pesada uno o mis polimeros sintéticos o naturales.

36. Un compuesto que comprende una molécula de anticuerpo
que tiene especificidad por el TNFa humano, que tiene una
cadena ligera que comprende la secuencia proporcionada en la
SEC ID NO: 113: gque tiene unido a uno de los restos de
cistefina del extremc C-terminal de la cadena pesada un grupo

ligil-maleimida, teniendo unido covalentemente cada grupo

._ B v
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amino ‘del resto de 1lisilo un resto de metoxipoli-
(etilenglicol) que tiene un peso molecular de aproximadamente

20.000 Da.

37. Un compuesto que comprende una molécula de anticuerpo
que tiene especificidad por el TNFa humano, que tiene una
cadena ligera que con_.gta de la secuencia proporcionada en la
SEC ID NO: 113, que tiene unido a uno de los restos de
cistelna del extremo C-terminal de la cadena pesada un grupo
lisil-maleimida, teniendo unido covalentemente cada grupo
amino del _ xesto de lisilo un resto de
metoxipoli (etilenglicol) que tiene un peso molecular de

aproximadamente 20.000 Da.

38. Un compuesto que comprende una mclécula de anticuerpo
que tiene especificidad por el TNFa humano, que tiene una
cadena pesada que comprende la secuencia proporcionada en la
SEC ID NO: 115, que tiene unido a uno de los restos de
cisteina en el extremo C-terminal de la cadena pesada un
grupo lisil-maleimida, teniendo unido covalentemente cada
grupo amino del resto de lisilo un resto de
metoxipoli(etilénglicol) que tiene un peso molecular de

aproximadamente 20.000 Da.
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39. Un’ compuesto que comprende una molécula de anticuerpo
que tiene especificidad por el TNFa humano, que tiene una
cadena besada que consta de la secuencia proporcionada en la
SEC ID NO: 115, que tiene unido a uno de los rxrestos de
cisteina en el extremo C-terminal de la cadena pesada un
grupo lisil-maleimida, teniendo unido covalentemente cada
grupe amino del ;_resto de lisilo un resto de
metoxipoli(etilenglicol) qué tiene un pesc molecular de

aproximadamente 20.000 Da.

40. Un compuesto que comprende una molécula de anticuerpo
que tiene especificidad por el TNFa humano, que tiene una
cadena ligera que comprende la secuencia proporcionada en la
SEC ID NO: 113 y una cadena pesada que comprende la secuencia
proporcionada en la SEC ID NO: 115, que tiene unido a uno de
los restos de cisteina en el extremo C-terminal de la cadena
pesada un grupo lisil-maleimida, teniendo unido
covalentemente cada grupc amino del resto de lisilo un resto
de metoxipoli(etilenglicol) que tiene un peso molecular de

aproximadamente 20.000 Da.

41. Un compuesto que comprende una molécula de anticuerpo
que tiene especificidad por el TNFa humano, que tiene una
cadena ligera que consta de la secuencia proporcionada en la

SEC ID NO: 113 y una cadena pesada que consta de la secuencia
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proporcionada en la SEC ID NO: 115, que tiene unido a uno de
los restos de cisteina en el extremo C-terminal de la cadena
pesada- un grupo lisil-maleimida, teniendo unido
covalentemente cada grupo aminp del resto de lisilo un resto
de metoxipoli(etilenglicol) que tiene un peso molecular de

aproximadamente 20.000 Da.

42. Una molécula de anticuez;po que comprende una CDR hibrida
que comprende una secuencia de CDR donadora truncada, en la
que la porcién que falta de la CDR donadora se reemplaza por

una secuencia_diferente y forma una CDR funcional.

43. La molécula de anticuerpo en la reivindicacién 42, en
la que la parte que falta de la secuencia de CDR procede del
anticuerpo del que proceden las regiones estructurales de la

molécula de anticuerpo.

44. La molécula de anticuerpo de la reivindicacién 43, en
la que la parte que falta de la secuencia de CDR procede de
un anticuerpo de linea germinal que tiene regiones

estructurales consenso.

45. La molécula de anticuerpo de una cualquiera de las

reivindicaciones 42 a 44, en la que CDRH2 de la cadena pesada
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es hibrida en la molécula de anticuerpo.

46. La molécula de anticuerpo de una cualquiera de las
reivindicaciones 42 a 45, en la que la truncacién de la CDR

donadora es de 1 a 8 amino&cidos.

47. La molécula de anticuerpo de la reivindicacién 46, en

la que la truncacién es de 4 a 6 amino&cidos.

48. La molécula de anticuerpo de una cualquiera de las
reivindicaciones 42 a 47, en la que la truncacién se realiza

en el extremo C terminal de la CDR.

49. Una secuencia de ADN que codifica la cadena pesada y/o
ligera de la molécula de anticuerpo de una cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 27 y 42 a 48.

50. La secuencia de ADN de la reivindicacifn 49, que

comprende la secuencia mostrada en la SEC ID NO: 8 6 10.

51. La secuencia de ADN de la reivindicacién 49, que

comprende la secuencia mostrada en la SEC ID NO: 10 6 11.

52. La secuencia de ADN de la reivindicacifn 49, dque

comprende la secuencia mostrada en la SEC ID NO: 110, 112 6

oL
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114.

53. Un vector de clonacitn o expresién que contiene la
secuencia de ADN de una cualquiera de las reivindicaciones

49 a 52.

54. Un vector de expresién de E. coli que comprende la
secuencia de ADN de una cuaiquiera de las reivindicaciones

49 a 52.

55. El vector de expresién de E. coli de la reivindicacién

54 que es PTTO(CDPB70).

56. Una célula huésped transformada con el vector de una

cualquiera de las reivindicaciones 53 a 55.

57. Un procedimiento para la produccién de la molécula de
anticuerpo de una cualquiera de la reivindicaciones 1 a 27
Y 42 a 48, que comprende cultivar la célula huésped de la

reivindicacién 56 y aislar la molécula de anticuerpo.

58. Un procedimiento para la produccién de la molécula de
anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 27
Yy 42 a 48, que comprende cultivar células E. coli que

comprenden un vector de expresién de E. coli que comprende
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la secuencia de ADN de una cualquiera de las reivindicaciones

53 a 55 y aislar la molécula de anticuerpo.

59. El procedimiento de la reivindicacién 58, en el que la

molécula de anticuerpo se dirige al periplasma.

60. Una compoaiciég terapéutica o de diagnéstico que
comprende la molécula de anficuerpo de una cualquiera de la
reivindicaciones 1 a 27 y 42 a 48 o el compuesto de una
cualquiera de las reivindicaciones 28 a 41.

61l. La molécula de anticuerpo de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 27 y 42 a 48, que tiene especificidad
por el TNFa humano, o el compuesto de una cualquiera de las
reivindicaciones 28 a 41, para uso en el tratamiento de una

patologia mediada por TNFa.

62. La molécula de anticuerpo del compuesto de 1la
reivindicacién 61, para uso en el tratamiento de la artritis

reumatoide o de la osteoartritis.

63. Uso de la molécula de anticuerpo de una cualquiera de
las reivindicaéiones 1 a 27 y 42 a 48, que tiene
especificidad por el TNFa humano, o del compuesto de una

cualquiera de las reivindicaciones 28 a 41, en la fabricacibn
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de un medicamento para el tratamiento de una patologia

mediada por TNFa.

64.. El uso seqgiin la reivindicacién 63, en el que la

patologia es la artritis reumatoide o la osteocartritis.
65. El vector pDNAbEng-Gl mostrado en la Figura 19.
66. El vector pTTO(CDP870) mostrado en la Figura 22.

67. Un polipéptido que tiene la secuencia de aminodcidos

proporcionada en una cualquiera de las SEC ID NOS: 1 a 7.
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FIG. 1

COMPARACIONES DE REGIONES ESTRUCTURALES DE CADENA LIGERA DE ANTICUERPO
htnfa0 Y SECUENCIAS CONSENSO HUMANAS DEL GRUPO 1

consanso Hu grupo 1 : DIMSPSWHC {sec ID NO: 83)
hTNF40 : Dmsm (SECID NO: 84)
consenso Hu grupo 1 i WYDQRPGRAPKLLIY (sec(D NO: 85)
hTNF40 1 WYQQKPGOSPRALTY (seciD NO: 85)

Consenso Hu grupo 1 t GVPSRPSGSGSGTDFILITSSIAQPEDFATYYC beciD N0:00)

hTNF40 ) :  GVPYRFICSGSGTDFTLIISTVOSEDLARYFC (seciDN0S)
consenso Hu grupo 1 : FGQGTRVEIKR {sEcD N(: 86)
hTNF40 : PGAGTRLELKR {s€c D NC: 00)

F IG 3 Secuencia de COR tie hTNi=40
H1 DYGMN (SEC ID NO:1)
H2 WINTYIGEPIYVDDFKG {SEC ID NO:7)

H2'WINTYIGEPIYADSVKG (SEC ID NO: 2)

H3 GYRSYAMDY (SEC ID NO:3)

L] KASQNVGTNVA (SEC ID NO:4)
L2 SASFLYS (SEC ID NO:5)

L3 QQYNIYPLT (SEC ID NO:6)
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FIG. 2

Comparaciones de regiones estructurales de cadena pesada del
anticuerpo hTNF40 y secuencias consenso humanas del grupo 1 y del

grupo 3
consenso Hu grupo 1

WINP40 -

consenso Hu grupo 1

e
consenso Hu grupo 1
W40

consenso Hu grupo 1

iy 1

consenso Hu grupo 3

IR0

- consenso H-u grupo 3
bIFAD

_ consenso Hu grupo 3

hrd0

consenso Hu grupo 3

i 4 .

¢ OCWILAVISGAEVREPGASVEVSCKASGYTFT  (sec ID NO: 91)
: QIQIWOSGERLXIPGEIVKISCRASGYVFT  (SEC(D NO: 82)

" ; WWROAPOOGLEWE  (sec D NO: B3)

: WVEDAPGEAFDRMG  (s=c ID ND: 84)

: RVTTTRDTSTSTAYNELSSLRSEDTAVYYCAR (sec ID NC: 95)

:REAFSLETSASTAFLOINNLEIREDTATYFCAR (sEC ID NO: 86)

: WGQONATVSS (sEc D NO: §7)
-+ WGQUUILIVES _ (sec 1D NO: 08)

. : EVOQLVESGGGLVQPGGSLELSCAASGFTRS (sec1D NO: 105)

: QIQIVDSGRELEEPGETVEISCEASAYYFT (sec 1D NO: 82)
; WROAPGKILEMVS ~(sec 1D ND: 107)
: WUEQAFGKAFRRE  (SEC ID NO: 84)
RFTISRINSENTLYLOMVSLRAEDTAVYYCAR (SEC D NO: 106)

: RFAFSLETSASTAFTNILENEDTATYRCAR (e D NO:9€)

. mm. (sec IﬁNq: 109) '
. WGQGTTLAVES (sec D NO:68)



hCMV-MIE

Spel 7.12— EcoRl 1.73
. _-BamHl 1.97

Sall 2.25
Kpnl 2.57 -
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FIG. 6 Secuencia Murina Vi de hTNF40 (SEC ID NO: 99)
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FIG_ 8 Secuencia Injertada VI de hTNF40 (SEC ID NO: 8)
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FIQ.9 secuencia Injertada V1 de hTNF40 (SEC ID NO: 9)
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. FIG. 11 secuencia injertada Vh de hTNF40.4 (SEC ID NO: 11)
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. 11/27
Sspl 4.41 - Xmnl 0.05

terminador mmB

Xmnl 2.30

EcoRI2.03 -  BamHI2.02
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FIG. 15
Secuencia del adaptador oligonucleotidico OmpA (SEC ID NO: 101)
Director de OmpA
0. 20 30 a0
] . * * .
Xhol Xbal 8.0,

T CGA GTT CTA GAT AAC GAG GCG TAA AAR ATG AAA AAG ACA
CAA GAT.CTA TTG CTC CGC ATT TIT TAC TTT T7C IGT
' ' ¥ KR kK ™

50 60 70 80
L w * | *
- .. MmI styl - splr
GCT ATC GCA ATT GCA GTG GCC T7G GCT CTG ACG TAC GAG TCA
CGA TAG COT TAA CGT CAC CGG AAC CGA GAC TGC ATG CTC AGT
A I A I A V AL A

90
*
~ EcoRIL
GG
CCT TAA
- Los sitios de rastriﬁbn internos se muestran en negrita

- Los extremos cohesivos 5'Xhol se unen al sitio Sall del vector, bloqueandolo
- S.D. representa la secuencia de Shine Dalgamo OmpA
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<110>
<120>
<130>
<140>
<l4l>
<160>
<170>
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
CDRH1

<400>

125

130
LISTA DE SECUENCIAS
CELLTECH CHIROSCIENCE LIMITED
PRODUCTOS BIOLOGICOS

PO21741W0O

115

PatentIn Ver. 2.1
1

5

PRT.

Secuencia Artificial
Descripcién de la Secuencia Artificial: hTNF40

1

Asp Tyr Gly Met Asn
1 5

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>

<223>

2
17
PRT

Secuencia Artificial

Descripcién de la Secuencia Artificial:
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B

131
hTNF40/CDRH2 hibrida humana

<400> . 2

Trp Ile Asn Thr Tyr Ile Gly Glu Pro Ile Tyr Ala Asp Ser Val Lys
. 10 ) .

1 5 - 15

Gly

<210> - 3 -

<2ll> 9

<212> PRT

<213> Secuencia Axtificial

<220>

<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: hTNF40
CDRH3

<400> 3

Gl{ Tyr Axrg Ser ry.;'.na Hat Asp Yyr

<210> 4

<21ll> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de la Secuencia Artificial: hTNF40
CDRIL:1

<400> 4
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132

Lys Ala Sexr Gln Asn Val Gly Thr Asn Val Ala
1l 5 - 10

<210> 5

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220> -

<223> Descripcién de la Secuencia Artificial:
CDRL2

<400> 5 ’

Ser Ala Ser Phe Leu Tyr Ser
1 5

<210> 6

<21l1l> 9

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripciétn de la Secuencia Artificial:
CDRL3

<400> 6

Glo Gln Tyr Asn Ile Tyr Pro Leu Thr
1 5 ’

1%

hTNF40

hTNF40



10

15

20

25

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>

<223>

<400>

Trp Ila Asn
1

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

133
7
17
PRT

Secuencia Artificial

Descripcién de la Secuencia Artificial: hTNF40
CDRH2 -
7

Thr :y; Ile Gly Glu Pro Ii; Tyr Val Asp Asp P?; Lys

321
ADN

Secuencia Artificial

CDsS
(1) .. (321}
Descripcién de la Secuencia Artificial: hTNF40-gLl

8
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<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

134

gac att caa atg scc cag agao caa toc age ctg age goa tct gta gga

_n-p Ile Gln Net Thr Glo Sar Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly

. 5 10 15

gnc cgy gtec acc atc act tgt aaa agt cag aac gta ggt act mac

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Lys Ser Gln Asn Val Gly Thr Asn.
20 ) 30 )

geo
Ala
25 .
gta goc tgy tat cag caa aas coa ggt asa gec coa saa -geo
Val Ala Tzp Tyr Gln Gln Lya Gy
as
ggt

Pro
4
tac agt gee tet tte cte tat agt
Ber

gta cca
!mrsurlllsqr!halhu!w: Gly Val Pro Tyxr Arg Fhe Gly
50 80 )
tee ggt agt ggt sot gat tto acc ctc scg ato agt ago ctc cag cca
Sex Gly Sar Gly Thr Asp Fhe Leu Thr Ile Ser S8er Leu Gln Pro
€5. - 70 75 - 80

gaa gat ttec goe cag tat sac atc tsc cca-ctec
Glu Asp Fhe Ala Thr Tyr Tyz Cys Gln Gln Tyr Asn Ile Tyr Pro Leu
as 90 95

l&ltﬂégﬁ;aq[qitlctllagnlqpnlwclma
Thr Phe Gly Glo Gly Thr Lys Val Glu Ile Lya

- 100 ' 108

9

321

ADN

Secuencia Artificial

CDS

(1) ..(321)

Descripcién de la Secuencia Artificial: hTNF40-gL2

S

144

"192

321



1 5 10 18
5 .
gac gt dcc atc act’ tgt aas.goc agt cag asc gta ggt act sac 96
Asp Axg Val Thr J.e'l'h:ch:.ynun!-:ﬂnnnvuﬂymnsn
20 23 © 30
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ccaacceatc cattteagge ‘cetttooegy gycctgotta accomattea ttccatagte 60
tgtgaagacyg. t ] 72

75
55
ADN

Secuencia Artificial

Degscripcién de la Secuencia Artificial: cebador
P7997
75

ggaggtatge tgttgacttg gatgtgtcta gagegamcgt gsatctgeec ttgua 55



10

15

20

25

<210>
<21l>
<212>
<213>
<220>

<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>

<223>

<400>

<210>
<21l>

<212>

(T

l64
76
62
ADN

Secuencia Artificial_

‘Descripcién de la Secuencia Artificial: cebador

P7998 -

76

ccaagtcasc agoatacctc caastqusta gectgugage agaggscacc geagtgtact 60

at

77
78
ADN

Secuencia Artificial

Descxipcién de la Secuencia Artificial: cebador
P7993
77

gaattogyta ccctggecce agtagtcocat gguataaget ctgtatcotc tagoacssta 60
gtacactgeg gtgtcecte - : . 8

78
30



10

15

20

25

<213>
<220>

<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<4Q0>

165

Secuencia Artificial

Descripcién de la Secuencia Artificial: cebador
P7596
78

gaattogtge actctguggt teagctggte . a0
79
74
ADN

Secuenc¢ia Artificial

Descripcién de la Secuencia Artificial: cebador 5
79

ggcaa” ttgcagtgge chttggetggt ttogotaceg tagogoasge tgacattcaa 60
agpcaaQIQNW . . rl

80
20
ADN

Secuencia Artificial

Descripcién de la Secuencia Artificial: cebador 3’
80

tteasctget catcagatgg : 20



10

15

20

25

<210>

<21l> .

<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

<210>
<21l1>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>

<223>

166
8l
78
ADN

Secuencia Artificial

Descripcién de la Secuencia Artificial: cebador 5°

81 .

gctatcgcaa ttgeagtgge gctlgetggt ttegecacceg tggcqcalgu tglqgttcag 60
ctggtegagt caggugge

82
18
ADN

Secuencia Artificial

Descripcién de la Secuencia Artificial: cebador 3’

82

geetgagttc cacgacac . . . 18

83
23
PRT

Secuencia Artificial

Descripcién de la Secuencia Artificial: estructura



10

15

20

25

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<§20>

<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>

<223>

k&

167
consensc L1 del grupo humano 1

83

Asp Ile Gln Met Th; Gln Sex Pro Ser Sar Leu Ser Ala Ser Val Gly

10 . 15

qulhv Val Thr Ile Thr Cya-

84
23
PRT

Secuencia Artificial

Descripcién de la Secuencia Artificial: estructura
L1l de hTNF40
84

Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Gln Lys Phe Met Ser Thr Ser Val Gly

5 - S0 .15

Asp Arg Val Ser Val Thr Cys
20 . .

85
15
PRT

Secuencia Artificial

Descripcién de la Secuencia Artificial: estructura

consenso L2 del grupo humano 1



10

15

20

25

<400>

<210>
<211l>
<212>
<213>
<220>

<223>

<400>

<210>
<211l>
<212>
<213>
<220>

<223>

<400>

. %rp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu leu Ile Tyx
1 5 ' 10

168
85

15

86
15
PRT

-

Secuencia Artificial

Descripcién de la Secuencia Artificial: estructura
L2 de hTNF40

Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Sexr Pro Lys Alz lLeu Ile Tyr
1 5

10 .+ 18

87
32
PRT

Secuencia Artificial

Descripcién de la Secuencia Artificial: estructura
consenso L3 del grupo humano 1

87

g



10

15

20

25

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>

<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>

<223>

W
1%

169

ély Vel Pro Ser Arg Phe Ser Gly Sexr Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr
1 5 10 15

inu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro Glu Asp Fhe Als Thr Tyr Tyr Cys
. 20 25 30 . .

88
32
PRT

Secuencia Artifieial

Descripcién de la Secuencia Artificial: estructura
L3 de hTNF40
88

Gly Val Pro Tyr Arg ‘Phe Thr Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr
1 5 10 15

Iieu Thr Ile Ser Thr Val Gln S8ar Glu Asp Leu Ala Glu Tyr Phe Cys
20 - 25 30

89
11
PRT

Secuencia Artificial

Descripcién de la Secuencia Artificial: estructura



10

15

20

25

<400>

<210>
<21l>
<212>
<213>
<220>

<223>

<400>

<210>
<21l1l>
<212>
<213>
<220>

<223>

<400>

12

170

congenso L4 del grupé hﬁmano 1

89
Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg
1 - 5 10
90
11
PRT

Secuencia Artificial

Descripcién de la Secuencia Artificial: estructura

I4 de hTNF40

90
Phe Gly Ala Gly Thr Lys Leu Glu Leu Lys Arg
1 "5 . 10
91
30
PRT

Secuencia Artificial

Descripcién de la Secuencia Artificial: estructura
consenso Hl del grupo humano 1

91



10

15

20

25

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>

<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>

<223>

" Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Sex Gly Tyr Thr Phe Thr
a 25

1

Thr Val Lys Ile Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Val Phe Thr
. 25

171

Gln Val Gin Lsu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala
1 .

5. 10 15

2 30

92
30
PRT

Secuencia Artificial

Descripcifn de la Secuencia Artificial: estructura
Hl de hTNF40
92

Gln Ile Gln Leu Val Gln Ser Gly Pro Glu Leu Lys Lys Pro Gly Glu
5. T 10 :

15

20 - 30

93
14
PRT

Secuencia Artificial

Descripcién de la Secuencia Artificial: estructura

consenso H2 del grupo humano 1



10

15

20

25

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>

<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>

<223>

<400>

te

172
93

Trp Val Axg Gln Ala Pro Gly Glu Gly Leu Glu Trp Met Gly
1 ) 5 10 ’

94
14
PRT

Secuencia Artifidial

Descripcifn de la Secuencia Artificial: estructura
H2 de hTNF40

94

Trp Val Lys Gln Ala Pro Gly Lys Ala Phe Lys Trp Mat Gly
1 . 5 10

95
32
PRT

Secuencia Artificial

Descripcién de la Secuencia Artificial: estructura
consenso H3 del grupo humano 1

95



10

15

20

25

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>

<223>

<400>

<210>
<211i>
<212>
<213>
<220>

<223>

<400>

po

173

Arg Val Thr.Ile Thr Arg Asp Thr Ser Thr Ser Thr Ala Tyr Met Glu
1 5 10 ' 15

Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyz Cys Ala Arg
T 20 25 T ag

96

32

PRT

Secuencia Artificial

Descripcidn de la Secuencia Artificial: estructura
H3 de hTNF40

96

Arg Fhe Ala Phe 8er Leu Glu Thr Ser Ala Ser Thr Ala Phe Leu Gln
1 5 10 ' s -

Ile Asn Asn Leu Lya amncbunapfﬂu'nhn!mrryr}mi -lfAhlA:g
. 20 - 25 - 30 :

97
1l
PRT

Secuencia Artificial

Descripcibén de la Secuencia Artificial: estructura
consenso H4 del grupo humano 1

97



10

15

20

25

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>

<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<222>

<223>

<400>

Kl

174

Trp Gly Glu Gly Th.;' Leu Val Thr.Val Ser Ser
2 ' 10

98
11
PRT

Secuencia Artificial

Descripcifn de la Secuencia Artificial: estructura
H4 de hTINF40
98

Trp Gly Gln Gly Thr Thr Leu Thr. Val Ser Ser

1 5 - 10 )

99
324
ADN

murino

CDS

(1) ..(324)

dominio variable de la cadena ligera de hTNF40 de
ratén

99



10

15

20

25

<210>
<21ll>
<212>
<213>
<220>
<221>
<222>

<223>

<400>

175
gac att gtg atg acc cag tet caa aaa tic atg toc aca tea gta gga
!sp Ile Val Met !h: Gln SBer Gln Lys Fhe Mst S8ar Thr Ser Val Gly
. ) .- 10 15
qne agg gtc age gte ace tgc llg gce agt cug aat gtg ggt. act aat
Asp Arg Val Sexr Vel Thr Cyu Lys Ala Ser Gln Asn Val Gly Thr Aan
20 - 25 30
gta gcoc tgg tat caa cag aas cén gga caa tct cct ama goa ctg att

45

tac tcg gea tec ttc cta tat agt gga gtc cct tat egec tte aca gge
Tyr Ser Ala Ssr Pha Lau Ty: fer Gly Val Pro Tyr Arg Phe Thr Gly
50 s 60

agt ggu ttt ggg sca gat ttc act ctc acc atc agc act gtg cag tet
Ser GQly SBer Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Thr Val Gln Bar
65 70 ' 75 . - 80

gan guc ttg gom gag- tat ttc tgt cag cam tat aac ato tat cct ctc
Glu Asp Lsu Ala Glu Tyr Phe Cys Glo Gln Tyr Asn Ile Tyr Pro Leu
D T 95

acg ttc ggt gct ggy ace mag ctg gag oty asa cgt
Thr FPhe Gly Ala Gly Thr Lys Leu-Glu Leu Lya Arg

100 205
100
354
ADN
murino
CDS
(1) ..(354)

dominio variable de la cadena pesada de hTNF40 de

ratén

100

48
96
144

192

240

324



10

15

20

25

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>

<222>

176

cag atc cag ttg ¢tg cag tet gga cot gag ctg asg asg cct ggu gag
Gln Ile Gln Leu '.i Gln Ser Gly. Pro Glu Leu Lys Lys Pro Gly Glu
.1 10 © 15

aca gtc mag atc tcc tge aag got toct gga tat gtt ttc aca gac tat

Thr Val Lys lle Saxr Cys Lya Ala Ser Gly Tyr Val Phe.Thr Asp Tyr
20 . 25 : T30

gga atg aat tgg gty aag cag got coa gga aag got ttc mag tgg atg
Gly Met Asn Trp Val Lys Gln Ala Pro’'Gly Lys Ala Phe Lys Trp Met
3s " 4D 5 .

ggc tgg sta aac acc tac att gga gag cca ata tat gtt gat gac
Gly Trp Ile Asn Thr Tyr Ile Gly Glu Pro Ile Tyxr Val Asp Asp Phe
50 oo 25 §0 :

ang gga cge ttt gec tte tet.ttg gaa acc tot
Lys Gly Arg FPhe Ala Phe Ser Leu Glu Thr Ser
&5 . 70 75 . . 80

ttg cag atc aac nac ctc asa ast gag gac acg got aca tat tte tgt
Leu Gln Ile Asn Asn Leu Lys Aan GClu Asp Thr Als Thr Tyr Phe Cys
) 85 90 85 -

gea ags ggt tac cgg too tat get atg gac tac tgg got cas gga acc

Ala Arg Gly Tyr Arg Ser Tyr Ala Met Asp Tyr Tzp Gly Gln Gly Thr
100 . .+ 105 110

-tea.gtc scc gte tot tea

Sezr Val Thr Val Ser Ser
113

101
84
ADN

Secuencia Artificial

CDSs
(29)..(67}

tte

18
56
144

192

240
288
336

354



10

15

20

25

<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>

<222>

<220>
<221>
<222>
<220>

<223>

<400>

177
Desacripcién de la Secuencia Artificial: adaptador
del oligonucleétido CmpA

101

tcyagttcta gatazcgagg ogtasasa atg aaa asg sca get ate gea att 32
. : Met Lys Lys Thr Ala Ils Ala Ile
1 . 5

gea gtg goc tig got ctgacgtacg agtcagg ' B4
Ala Val Ala Leu Ala
10 :

102
67
ADN

Secuencia Artificial

CDSs
(2) .. (40)
CDS
(43)..(866)

Descripcién de la Secuencia Artificial: cassette
IGS-1
102

g agc tca cca gta aca aaa agt tit sat aga gga geg tgt ta atg ang 48



10

15

20

25

<210>
<211l>
<212>
<213>
<220>

<221>

T <222>

<220>
<221>
<222>
<220>

<223>

<400>

<210>

178
Sar Ber Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Azg Gly Glu Xaa  Xaa Lys

1 5 10 . 15
" aag act gct sta gea att g B 57
Lys Thr Ala Ile Ala Ile
. ) 20

103

69

ADN

Secuencia Artifieial

CDS

(2} .. (43)

CDs
(45) .. (68)

Descripcién de la Secuencia Artificial: cassette
IGS-2
103

g age tca cca gta aca saa agt ttt eat age ggy gag tgt tea a atg 47
Ser Ser Pro Val Thr Lys Sar Phe Aen Arg Gly Glu Cys . Met .
1. 5 10 : 15

aag aag.act qét ata goa att g ) 69
Lys Lya Thr Ala Ile Ala Ile ]
: 20

104



10

15

20

25

<211>

<212>

<213>

<220>
<221>
<222>
<220>
<221>
<222>
<220>

<223>

<400>

<210>
<211l>
<212>
<213>
<220>
<221>

222>

1“4

179
81
ADN

Secuencia Artificial

CDS
(2)..{43)

CDS
(57) ..(80)

Descripcién de la Secuencia Artificial: cassette
IGS-3
104

g agec tea cca gta aca aaa age tit aat aga gga gag tgt tga 43
Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
1 5 10 .

ggagguassa sma stg eag mma mct got Sta goa stt g - 81
Mot Lva Lvys Thr Ala Ile 2%: Ile
15 :

105
81
ADN

Secuencia Artificial

{2)..(43)



10

15

20

25

<220>

<221> .

<222>
<220>

<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213 >
<220>

<223>

<400>

<210>

180
CDSs
(57) .. (80)
Descripcién de la Secuencia Artificial:
I1G5-4
105 .
g agc tca eﬁlgﬂllanaanagttttntt-mngwnqmgtgttma
Ser Ser Pﬂ:“ﬂ.ﬂmrhmlSurzh;An:AﬂIGhrEHIQM
1 5 ) .

cgaggattat sta atg aag asa act got ata gea stt g
Hﬂ:nwlmﬂ ﬂmlﬂulﬂ.l&a!hu'
20 .

106
30
PRT

Secuencia Artificial

casgette

43

a1

Descripcién de la Secuencia Artificial: estructura

consenso Hl del grupo humano 3

106

€lu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gy Gly Leun VEl Gln Pro Gly Gly

1. 5

aezihmln:g:mnlSQrtam Ala Ala Sexr Gly Phe Thr.Phe Ser
25

107

15

30



10

15

20

25

<211>

<212> |

<213>
<220>

<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>

<223>

<400>

<210>

<211>

1

181
14
PRT

Secuencia Artificial

Descripcién de la Secuencia Artificial: estructura
consenso H2 del grupo humano 3
107 -

Trp Val ‘Axrg Gln Ala Pro Gly lys Gly Leu Glu Trp Val Sexr
1 5 10 .

108
32
PRT

Secuencia Artificial

Descripcibn de la Secuencia Artificial: estructura
consenso H3 del grupo humano 3

108

10 15

Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr ILeu Tyr Leu Gln
' 5

HhtnmnSm:Lm:nmgnlnGh:hﬁnrm:nhnﬁuwﬁn'nm¢¥314anrg

20 25 -

i09

11



10

15

20

25

<212>

<213> .

<220>

<223>

<400>

<210>
<211l>
<212>
<213>
<220>
<223>

<4 00>

182
PRT

Secuencia Artificial

Descripcidén de la Secuencia Artificial:

consenso H4 del grupo humano 3
109
Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
1l . 5 10
110
648
ADN

Secuencia Artificial

cadena pesada injertada para

110

gaggttoage tggtcgagte aggaggeggt ctegtgeage
tectgtgety catctggtita cgitctteaos gactatggaa
cunumumugmnman;wnmntnmlntumnam
getgacageg tcaagggcag attoacgttc totetagaca
ctccaastga atagectgag ageagagguc accgoagtgt
agatottatg coatggecta ctgggyecsg gotaccetag
accaagggec categgtctt coccotggea ccetecteca
goegyecctgyg getgeotgot caaggquetac ttccecgeac
toaggegece tgecoageqg cgtgeacace ttceceggety
tactecctca geagegtggt gaccgtgoce tecageaget

Fab

ctggcggate actgagattyg
tgaattgggt tagacaggoc
acattggaga gectatttat
ceatccasgtc ancageatac
actattgtge tagaggatac
toacagtecte cteagottee
agagcaccte tgugggcaca

cgytgecggt gtogtggaac:

tectacagte ctcaggactco
tgggcaccea gacctacate

tgecascgtga atcacaageco cagcaacacec aaggtcgeca agaaegtt

estructura

€0
120
160

300
360
420
480
540
600

648

(2



10

15

20

25

<210>

<211l> |

<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

183
111
216
PRT

Secuencia Artificial

cadena pesada injertada para Fab

111



10

15

20

25

<210>
<21l>
<212>

<213>»

184

Glu Vil Gln Leu Vhl Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
. 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Tyr Val Phe Thr Asp Tyr.
25 30

20

m;}mtm::rrpvua:gmuarzo Gly Iys Gly Leu Glu Trp Met
. 35 . 40 15

Gly '.l':-p Ile Asn Th: Tyr Ila Gly Glu Pxro Ile 'l.‘yr Als Asp -Ser Val
50 .

Lys Gly Axg FPhe Thr Fhe Ser Leu Asp Thr Sexr Lys Ser Thr Ala Tyr
65 - 10 75 . 80

Leu Gln Met Asn Ser Lau m:g n.‘l.n Glu Anp Thr Ala Va.‘l. Tyx Ty: Cyu.

MaArgGly'ryrnrgSer'ryrnlauethp'ry:'rrpslyslnﬁly'rh:
100 105 110

Ieu Val Thr Vhl Ser Ser Ala Ber rhr Lys Gly Pro Bar Val Phe Pro
115 120 125

Lesu Ala-Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly.Gly Thr Ala Ala Leu Gly
130 - 135 140

Cy‘sl..uhllnylup!yrmcProGluProValmvuSo:TtpA:n
145 150 155 160

Ser Gly Aln Leu Thr Ser G.'I.y Val His Thr Phe Pro’'Ala Val Leu Gln
165 170 175

Sar Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Se:-: Ser Val Val '.l'hr. Val Pro Ser Ser

180 . 185 190
Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser
195 200 205
Asn ﬂanyl\hl.muaLwanu Val
210 215
112
642
ADN

Secuencia Artificial

i



10

15

20

25

<220>

<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

185

112

gacattcasa tgacccagag cecatcoage ctgagogeat ctgtaggaga cogggtcace
atcacttgta aagecagtes gaacgtaggt actsacgtag cctggtatca geasaascea

ggtassgece cassmgeoct catotacagt geetotitee tetategtgy tgtaccatac .

aggttcageg gatcogytag tggtactgat ttcacccton cogatcagtag cetcosgees
gaagatttog ccacttatte ctgtcsscag tatascatct acccactcac sttcggteag
ggtacteaag tagamatcas acgtacgyta goggecueat ctgtcttcat cttocegoea
tctgatgage agttgaaate tggaactgee tetgtighgt gectgetgan taacttctat
cccagagagg ccaasgteca gtggasggtg gataacgecc tccastcggg taaoteccag
gagagtgtca cagagcajiga cagcaaggac agcacctaca gectcagoag caccctgacg
ctgugecanag csgactacga gaascacass gictacgooct goguagtcac coatcaggge
ctgagetcac cagtancass sagetttaat aguggaguet gt

113
214
PRT

Secuencia Artificial

cadena ligera injertada para Fab y Fab modificado

113

cadena ligera injertada para Fab y Fab modificado

60

120
180
240

300 °

360
420
480
540
€00
42

7
P



10

15

20

25

186

Mp Ile Gln Met ‘I'h: Gln Ser Pro Ser Ser Lau Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15

.'a,pm-vumno I‘hr w-mnau:munhlelymm
20

25 C 30

Val Ala Trp Tyxr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro .I-ys Ala Leu Ile
35 - .40 45

Tyr Ser Ala Ser Fhe Leu Tyr Ser G.l.yvu P:o!y:n:q!hah:ﬂy
50 55

Ser Gly Ser G.ly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Sar Leu Gln Pro
65 - 70 5 80

Glunpmmrh:TYrTRCyaGlnGln'ryrunne'!y:!ro!..u
85 90 85

Thx Phe Gly Gln Gly '.I!h.l'.' ons Val Glu Fle Lys Arg Thr Val Ala Ala
0 . 105 .110 .

Pro Ser Vali .Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln Leu Lys Ser Gly
‘115 ) 120 125

Thr Ala Ser Vel Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Axrg Glu Ala
130 135 140 ’

Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Sexr Gly Asn Ser Gla
145 -150 .. . 155 o 160

Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser

165 170 - : 175 .

Ser '!h:: Lau ‘.I.‘hr Leu Ser Lys Ala Mp Tyr Glu Lys His Lyas Val Tyr
180 185 190-

Ala Cys Glu Vel Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ber
155 200 _ 205

Phe Asn Arg Gly Glu Cys
210



10

15

20

25

<210>

<21l1l>

<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

187
114
687
ADN

Secuencia Artificial

cadena pesada injertada para fab modificado

114

-

guggttcage tggtcgagtc agyegyogyt ctogtgeage ctggeggate sctgagattg
toctgtgety catctggtta cgtctteaca gactatggan tgaattgggt tagecaggeo
cogggaaagg goctggaatg qutggyttgg attsatactt acattggega goctatttat
gctgacageg tcaagggcag attcacgttc tctctagaca catccaagtc.aacageatac
ctccaastga atagcctgag agoagaggac acogoaghgt actattgtge tagaggatad
agatcttatg eqntqglctl otgggyceag ggtacoctag toacagtote cteoagettee

accasgggee categgtott occoctgges cootectoca agegeacote tgggugesce:
gegycectgg getgectggt caagguctac ttecccgaae cggtgucaggt gtcgtggaac

tcagycgees tgaccagegy ogtgeacace tteccggetg tocctacagte cteaggacte
tactcoctca goagegtogt gacegtgeec tecageaget tgggeaccca gacctacatc
tmnm:uﬂtwu:anmﬂ=cqnnu=u=lqannmllwumﬂimlwumuuuu
tgtyscasaa ctcacsostg cgoogoy

115
229
PRT

Secuencia Artificial

cadena pesada injertada para fab modificado

115

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
687
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Glu Val Gln Leu Val Glu Sex Gly Gly Gly Len Val Gln Pro Gly Gly
1. 5 10 . 15

'aer Lei Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Tyr Val Phe Thr Asp Tyx
30

20 25
Gly Met Asn Trp Val Arg G.'I.n Ju.a 'Pro Gly Lys Gly J:.iu Glu Trp Met
35
Gly l‘:p Ile m Thx Tyr Ile G].y Glu Pro Ile ':yr Ala Rsp Ser Val
50 55 : 0 .

Lys Gly Arg Fhe Thr Pho Ser-Leu Aap T™hr Ser Lys Ser Thr Ala Tyr
65 P L 75 80

-Isu Gln Met Aan 8;.:- Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
B 20 ] 95

llnlrgGlyTy: hrqsuryrnu!.thpTerrpGlyGlnGlyTh:
. 100 110

Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro
115 120 . 125

Leu Ala Pro Ser Sexr Lya Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly
130 . 135 140

Cys Ieu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn
145 150 155 : 160

Ser Gly Ala Len Thxr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gin
- 168 170 175

Ser Sex Gly Leu Tyx Ser :bau 80: Sexr Val v::l. Thr Val Pro Sex Be.t
iBO . 185 T 150 °

Ser Leu Gly Thr Gln Thr ‘Tyr Ile Cys Asn Val.Asn His Lys Pro Ser
195 200 - 205

Asn Thr Lys Vel Asp Lya Lys Val Glu Pro Lys Sex Cya Asp I.y- Thr
210 . 215 220

His Thr Cys Ala Ala
223
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MOLECULAS DE ANTICUERPO QUE TIENEN ESPECIFICIDAD POR EL
FACTOR DE NECROSIS TUMORAL ALFA HUMANO, Y USO bE LAS
- MISMAS
Resumen
Se describen moléculas de anticuerpo que contienen al menos
una éDR procedente de un anticuerpo monoclonal de ratén que
tiene especificidad por el TNFa humano. También se describe
un anticuerpo de CDR injertadas en el que al menos una de las
CDR es una CDR hibrida. También se describen secuencias de
ADN que codifican las cadenas de las moléculas de anticuerpo,
vectores, cé;ulaa huésped tranasformadas y usos de las
moléculas de anticuerpo en el tratamiento de enfermedades

mediadas por TNFap

9%
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ANTIBODY MOLECULES HAVING SPECICITY FOR HUMAN TUMOR NECROSIS FACTOR ALPHA, AND
USE THEREOF

. 'I'he present invention relates to an antibody molecule having specificity for

antigenic determinants of human tumour necrosis factor alpha (TNFo). The preseat

- 5 jinvention also relates to the therapeutic uses of the antibody molecule and methods for
producing the antibody molecule.

This invention relates to entibody molecules. In an antibody molecule, there are
two beavy chains and two light chains. Each heavy chain and each light chain has at its N-
terminal end a veriable domain. Each veriable domain is composed of four framework

10 regions (FRs) slternating with three complementarily determining regicns (CDRs). The
residnes in the varisble domains are conventionally numbered according to .a system
devised by Kabat er al. This system is set forth in Ksbat et ol 1987, in Sequeaces of
Proteins of Immunclogical Interest, US Department of Health and Human Services, NIH,
USA (bereafter “Kabat ef al. (supra)”). This nmnbering system is used in the present

15 specification except where otherwise indicated.

The Kabat residue designations da not always cormespond directly with the linear
numbering of the amino acid residues. The actal linear amino acid sequence may contain
fewer or additional amino acids then in the strict Kabat numbering comresponding to a
shortening of, or insertion into, a structarel component, whether framework or CDR, of the

20 basic varisble domain structure. The comect Kebat mumbering of residues may be
determined for a given antibody by alignment of residues of homology in the sequence of
the antibody with a “standard” Kabat numbered sequence.

The CDRs of the heavy chain varisble domain are located at residues 31-35
(CDRH1), residues 50-65 (CDRH2) and residves 95-102 (CDRH3) according to the Kabat

25 numbering. :

The CDRs of the light chain varisble domsain are located af residues 24-34
(CDRL1), residues 50-56 (CDRL2) and rezidues 89-97 (CDRL3) according to the Kabat
numbering.

Construction of CDR-grafted antibodies is described in European Patent

30 Application EP-A-0239400, which discloses a process in which the CDRs of a mouse
monoclonal antibody ere grafted onto the framework regions of the variable domeins of a.
bumen jmmunoglobulin by site directed mutagenesis using long cligonucleotides. The
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CDRs determine the antigen binding specificity of antibodies and are relatively shart
peptide sequences carried on the framework regions of the varisble domains,

The earliest work on humanising monoclonal antibodies by CDR-grafting was
carried out on monoclonal aotibodies recognising synthetic antigens, such as NP.
However, examples in which a mouse monoclonal antibody recoghising lysozyme and a rat
monoclonal antibody recognising an antigen on human T-cells were humanised by CDR-
grafting have been described by Verhoeyen ef al. (Science, 239, 1534-1536, 1988) and
Riechmann et al. (Nature, 332, 323-324, 1988), respectively.

Riechmann et gL, found that the transfer of the CDRs alone (as defined by Kabat
(Kabat et al. (supra) and Wu.et al., J. Exp. Med., 132, 211-250, 1970)) was not sufficient to
provide satisfactory antigen binding sctivity in the CDR-grafted product. &t was found that
a number of framework residues have to be altered so that they correspond to those of the
donor framework region. Proposed criteria for selecting which framewark residues need to
be altered are described in International Patent Application WO 90/07861.

A number ‘of reviews discussing CDR-grafted antibodies have been published,
including Vaughan ez al. (Nature Biotechnology, 16, 535-539, 1998).

TNFa is a pro-inflammatory cytokine that is released by and interacts with cells of
the immune system. Thus, TNFo. is released by macrophages that have been activated by
lipopolysaccharides (LPS) of gram negative bacteria. As such, TNFo appears to be an
endogenous mediator of central impaortance involved in the development and pathogenesis
of endotoxic shock associated with bacterial sepsis. TNFo has also been shown to be up-
regulated in a number of buman diseases, including chronic discases such as rhenmatoid
arthritis, Crohn’s disease, ulcerative colitis and multiple sclerosis. le transgenic for
buman TNFa produce high levels of TNFo constitutively and develop a spontanecus,
destructive polyarthritis resembling rhenmatoid arthritis (Kaffer ef al, EMBO J., 10, 4025-
4031, 1991). TNFc: is therefore referred to as 2 pro-inflammmatory cytokine.

Monoclonal antibodies against TNFot have been described in the prior art. Meager
et al., (Hybridoma, 6, 305-311, 1987) describe murine monoclonal entibodies against
fecombinent TNFo.. Fendly et al., (Hybridoma, §, 359-370, 1987) describe the use of
murine monoclonal antibodies against recombinant TNFe in defining neutralising epitopes
on TNE. Shimamoto et al., (Immunology Letters, 17, 311-318, 1988) describe the use of
murine monoclonal antibodies against TNFy and their nse in preventing endotoxic shock in
mice. Furthermore, in International Patent Application WO 92/11383, recombinant
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antibodies, including’ CDR-grafted antibodies, specific for TNFa are disclosed. Rankin et .
al., (British J. Rheumatology, 34, 334-342, 1995) describe the use of such CDR-prafted
entibodies in the treatment of rheumatoid arthritis, US-A-5 919 452 discloses anti-TNF
chimeric antibodies and their use in treating pathologies associated with the presence of
TNF.

Antibodies to TNFa bave been proposed for the prophylaxis and treatment of
endotoxic shock (Beatler e7 oL, Science, 234, 470-474, 1985). Bodmer ef ol., (Critical Care
Medicine, 21, 5441-8446, 1993) and Wherry et al, (Critical Care Medicine, 21, S436-
$440, 1993) discuss the therapeutic potential of anti-TNFa. antibodies in the treatment of -
septic shock. The use of aiti-TNFa antibodies in the treatment of septic shock is also
discussed by Kirschenbanm ez al, (Critical Care Medicine, 26, 1625-1626, 1998).
Collagen-induced arthritis can be treated effectively using an anti-TNFe. monoclonal
antibody (Williams et al. (PNAS-USA, 89, 9784-9788, 1992)).

Increased levels of TNFa are found in both the synovial finid and peripheral blood
of patients suffering from rheumatoid arthritis. When TNFo blocking agents are
administered to patients suffering from rheumatoid arthritis, they reduce inflammation,
jmprove symptoms and retard joint-damage (McKown ef al. (Arthritis Rheum., 42, 1204~
1208, 1999). . . et

The use of anti-TNFo antibodies in the treatment of rhenmstoid erthritis and
Crohn's disease is discussed in Feldman ef al, (Transplantation Proceedings, 30, 4126-
4127, 1998), Adorini ef al, (Trends in Immuonology Today, 18, 209-211, 1997) and in
Feldman et al, (Advances in Immunology, 64, 283-350, 1997). The antibodies to TNFox
used in such treatruents are generally chimeric antibodies, such as those described in US-A-
5919452. '

Two TNFa blocking products are curreatly licensed for the treatment of theamatoid
arthritis. The first, calied etanercept, is marketed by Immunex Corporation as Enbrel ™. It
is a recombinant fusion protein comprising two p75 soluble TNF-receptor domains linked
to the Fc partion of 2 buman immunoglobulin. The second, celled infliximab, is marketed
by Centocor Corporation as Remicade™. It is a chimeric antibody having murine anti-
TNFaq varieble domains and human JgG1 constant domains. '

The prior art recombinant anti-TNFa antibody malecules generally have a reduced
affinity for TNFo. compared to the antibodies from which the variable regions or CDRs are
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derived, generally bave to be produced in mammalian cells and are expensive to
merufacture.  Prior ant anti-TNFa antibodies are described in Stephens et al.,
(tmmunology, 85; 668-674, 1995), GB-A-2 246 570 and GB-A-2 297 145.

There is a need for an aﬁu‘body molecule to treat chronic inflammatory discases
-which can be used repeatedly and produced easily and efficiently. There is also a need for
en antibody molecule which has high affinity for TNFa and low immunogenicity in
humans. )
In a first aspect, the present invention provides sn antibody molecule having
specificity for TNFa, comprising aWMn wherein the variable domsin comprises a
CDR (as defined by Ksbat er al, (supra)) having the sequence given as H1 in Figure 3
(SEQ ID NO:1) for CDRH], as H2" in Figure 3 (SEQ ID NO:2) or as H2 in Figure 3 (SEQ
ID NO:7) for CDRH2 or a3 H3 in Figure 3 (SEQ ID NO:3) for CDRH3.

The antibody molecule of the first aspect of the present invention comprises at least
one CDR selected from-H1, H2' ar H2 and H3 (SEQ ID NO:1; SEQ ID NO:2 or SEQ ID
NO:7 and SEQ ID NO:3) for the heavy chain varisble domsin. Prefersbly, the sntibody
molecule comprises at least two and more preferably all three CDRs in the heavy chain
variable domain. '

In a second aspect of the present invention, there is provided an antibody molecule
having specificity for human TNFo, comprising a light chain wherein the varisble domsin
camprises & CDR (as defined by Kabat e al, (supra)) having the sequence given as L1 in
Figure 3 (SEQ ID NO:4) for. CDRLI, L2 in Figure 3 (SEQ ID NO:5) for CDRL2 or L3 in
Figure 3 (SEQ ID NO:6) for CDRL3,

The antibody molecule of the second aspect of the present invention comprises at
least ane CDR selected from L1, L2 and L3 (SEQ ID NO:4 to SEQ ID NO:6) for the light
chain variable domein. Prefersbly, the antibody molecule comprises at least two and more
preferably all three CDRs in the light chain variable domain.

The antibody molecules of the first and second aspects of the present invention

" preferably have a complementary light chain or a complementary heavy chain, respectively.

30

Preferably, the antibody molecule of the first or second aspect of the present
invention comprises & beavy chain wherein the variable domain comprises a CDR (as
defined by Kabat et al, (supra)) having the sequence given as H1 in Figure 3 (SEQ ID
NO:1) for CORH], as H2' or H2 in Figure 3 (SEQ ID NO:2 or SEQ ID NO7) for CDRH2
or as H3 in Figure 3 (SEQ ID NO:3) for CDRH3 and a light chain wherein the variable
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domain cqmpﬂses & CDR (as defined by Kabat et L, (supra)) heving the sequence given as
Llin Figun; 3 (SEQ ID NO:4) for CDRL], as 1.2 in Figure 3 (SEQ ID NO:5) for CDRL2
or as L3 in Figure 3 (SEQ ID NO:6) for CDRL3,

The CDRs given in SEQ IDS NOS:1 and 3 to 7 and in Figure 3 referred to above
are derived from a mouse monoclonal antibody hTNF40. However, SEQ ID NO:2 consists
of a hybrid CDR. The hybrid CDR comprises part of heavy chain CDR2 from mouse
monoclonal antibody hTNF40 (SEQ ID NO:7) and pert of heavy chain CDR2 from a
human group 3 germline V region sequence. -

The complete sequences of the varisble domains of the mouse hTNF40 antibody
are shown in Figures 6 (light chain) (SEQ ID NO:99) and Figure 7 (heavy chain) (SEQ ID
NO:100). This mouse antibody is referred to below as “the donor antibody”,

A first alternatively preferred embodiment of the first or second aspect of the
present invention is the mouse monoclonal antibody hTNF40 having the light and heavy
chain varisble domain sequences shown in Figure 6 (SEQ ID NO:99) and Figure 7 (SEQ
ID NO:100), respectively. The light chain constant region of hTNF40 is kappe and the
beavy chain constant region is IgG2a. -

In a second a]temauvely preferred -bod:mmt, the antibody according to either of
the first and second aspects oftbepms-t invention is & ch:mncmounnmm antibody
molecule, referred to herein as the chimeric hTNF40 antibody molecule. The chimeric
antibody molecule comprises the veriable domains of the mouse monoclonal antibody
hTNF40 (SEQ ID NOS:99 and 100) and buman constant domains. Preferably, the chimeric
hTNFA40 entibody molecule comprises the human C kappa domain (Hieter et al., Cell, 22,
197-207, 1980; Gensbenk sccession number JO0241) in the light chain and the humen
gamma 4 domains (Flanagan et al., Nature, 300, 709-713, 1982) in the heavy chain.

In a third alternatively preferred embodiment, the antibody according to either of the
first and second aspects of the present invention is a CDR-grafted antibody malecule. The
term “a CDR-grafted antibody molecule” &s used herein refers to an antibody molecule
wherein the heavy and/or light chain contains one or more CDRs (including, if desired, a
hybrid CDR) from the donor antibody (e.g- 8 murine monoclonal antibody) grafted into a
heavy and/or light chain veriable region framework of an acceptar entibody (e.g. a buman
antibody). )

Preferably, such a CDR-grafted antibody has a variable domain comprising human
acceptor framework regions as well as one or more of the donor CDRs referred to above.
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When the CDRs are grafted, any appropriate acceptor variable region framework
sequence may be nsed having regard to the class/type of the domor antibody from which the
CDRs are derived, including mouse, primate and human framework regions. Examples of
human frameworks which can be used in the present invention are KOL, NEWM, REI, EU,

- TUR, TEI, LAY and POM (Kabat et al. (supra)). For example, KOL and NEWM can be

used for the heavy chain, REI can be used for the light chain and BU, LAY and POM can
be used for both the heavy chain and the light chain. The preferred framework regions for
the light chein are the boman group 1 framework regions shown in Figure 1 (SEQ ID
NOS:83, 85, 87 and 89). The preferred framework regions for the heavy chain are the
hummgrm:plandgmup3ﬁ:mewm'kmg|onsshownmﬁgme2(SEQmNOS9l 93,95
and 97 and SEQ ID NOS:106, 107, 108 and 109), respectively. -

In a CDR-grafted antibody of the present invention, it is preferred to nse as the
acceptor antibody one having chains which are homologous to the chaims of the donor
sutibody. The acceptor heavy and light chains do not necessarily need to be derived from
the same antibody and may, if desired, comprise composite chains having framework
regions derived from different chains.

Also, in a CDR-grafted antibody of the present invention, the frameork regions need
not have—exactly-the -same sequence -as those of the acceptor anubody Fm‘ mstnnce.
unusunal residues mnybechangedtommfmqnmﬂy—occumng renduesforthatmeptnr
chain class or type. Alternatively, selected residues in the acceptor framework regions may
be changed. o that they comrespond 10 the residue found.at the same position in the danar
antibody. Such changes should be kept to the minimum necessary to recover the affinity of
the donor entibody. A protocol for selecting residnes in the acceptor framework .regions
whichmayneedtobechange_disnetfurthinwo9lm9967.'

Preferably, iri a CDR-grafted ntibody molecule of the present invention, if the

' acceptmlieavychainhashnmmgrouplhmewmkmgiom(showninﬁng)(SEQD '

30

NOS:91, 93, 95 and 97), then the acceptor framework regions of the heavy chain comprise,
in addition to one or more donor CDRs, donor residues et positions 28, 69 and 71
(according to Kabat er al. (supra)). .
Alternatively, if the acceptor heavy chain has group 1 framework regions, then the
acceptor framework regions of the heavy chain comprise, in addition to one or more donor
CDRs, donor residues at positions 28, 38, 46; 67, 69 and 71 (according to Kabat er al

(supra).
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Preferably, in a CDR-grafted antibody molecule of the present invention, if the
acceptor heavy chain has humsn group 3 framework regions (shown in Figure 2) (SEQ ID
NOS:106, 107, 108 and 109), then the acceptor framework regions of the heavy chain
comprise, in addition to one ar more donor CDRS, donor residues at positions 27, 28, 30,
48, 49, 69, 71, 73, 76 and 78 (according to Kabat et al. (supra)). -

Preferably, in a CDR-grafted antibody molecule according to the present invention,

'§f the acceptor light chain hes buman group 1 framewark regions' (shown in Figure 1) (SEQ
ID NOS:83, 85, 87 and 89) then the acceptor framewark regions of the light chain comprise
donor residues at positions 46 and 60 (according to Kabat et al. (supra)).

Donor residues are residues from the donor sutibody, i.e. the antibody from which
the CDRs were originally derived.

The antibody molecule of the present invention may comprise: a complete antibody
molecule, having full Jength heavy and light chains; a fragment thereof, such as a Fab,
modified Fab, Fab’, F(ab’); or Fv fragment; a light chain or heavy chain monomer or
dimer; a single chain.antibody, e.g. a.single chain Fv in which the heavy and light chain
variable domains are joined by a peptide linker. Similarly, the heavy and light chein
variable regions may be combined with other antibody damains as appropriate.

.Prefu*ably the antibody molecule of the present invention is a Fab fragment.
Preferably the Fab fragment has a heavy chain baving the sequence given as SEQ ID
NO:111 and a light chain having the sequence given as SEQ ID NO:113. The amino acid
sequences given in SEQ ID NO:111 and SEQ ID NO:113 arc preferably encoded by the
aucleotide sequences given in SEQ ID NO:110 and SEQ ID NO:112, respectively.

Altemnatively, it is preferred that the antibody molecule of the present inyention is a
modified Fab fragment wherein the modification is the addition to the C-terminal end of its
heavy chain one or more amino acids to allow the attachment of an effectar or reporter
molecule. Preferably, the additional amino acids form a modified hinge region containing
one or two cysteine residue to which the effector or reporter molecule may be attached.
Such a modified Feb i:‘ragmt preferably has a heavy chain having the sequence give;: as
SEQ ID NO:115 and the Tight chain having the sequence given as SEQ ID NO:113. The
amino acid sequence given in SEQ ID NO:115 is preferably encoded by the mucleotide
sequence given in SEQ ID NO:114.

" A prefemred effector group is a polymer molecule, which may be sttached to the
modified Fab fragment to increase its half-life in vivo. '
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The polymer molecule may, in general, be a synthetic or 2 naturally occurring
polymer, for example an optiopally substituted straight or branched chain paolyalkylene,
polyalkenylene or polyoxyalkylene polymer or & branched or unbranched polysaccharide,
e.g. 2 homo- or hetero- polysaccharide.

l;animﬂar optional substituents which may be present on the above-mentioned
synthetic polymers include one ar more hydroxy, methyl or methoxy groups. Particular
examples of synthetic polymers include optionally substituted straight or branched chain
poly(ethylencglycal), poly(propyleneglycol) poly(vinylalcobol) or derivatives thereaf,
especially optionally substituted poly(etbyleneglycol) such as methoxypoly(ethyleneglycol)
or derivatives thereof. Particular naturally occurring polymers include lactose, amylose,
dextran, glycogen or derivatives thereof. ‘“Derivatives” as used herein is intended to
include resctive derivatives, for example thiol-selective reactive groups such as maleimides
and the like. The reactive group may be linked directly or through a linker segment to the
polymer. It will be appreciated that the residue of such a group will in some instances form
part of the product as the linking group between the antibody fragment and the polymer.

The size of the polymer may be varied as desired, but will generally be in an’
average molecular weight range from 500Da to 50000Da, preferably from 5000 to 4000Da
and more preferably from 25000 to 4000Da. The polymer size may in particular be
selected on the basis of the intended use of the product. Thus, for example, where the
product is intended to leave the circulation and penetrate tissue, for example for use in the
treatment of a tamour, it may be advantageous to use a small molecular weight polymer, for
example with 8 molecular weight of aronnd 5000Da. For applications where the product
remains in the circulstion, it may be advantageons to use 2 higher molecular weight
polymer, for example having & molecular weight in the range from 25000Da to 40000Da.

Particularly preferred polymers include a polyalkylene polymer, such es a
poly(ethylencglycol) or, especially, a methoxypoly(ethyleneglycol) or a derivative thereof,
and especially with a molecular weight in the range from about 25000Da to about
40000Da.

Each polymer molecule sattached to the modified emtibody fragment may be
covalently linked to the sulphur atom of a cysteine residue located in the fragment. The
covalent linkage will generally be 2 disulphide bond or, in particular, a sulphur-carbon
bond.
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Wheze desired, the antibody fragment may have one or more effector or reporter
molecules attached to it. The effectar or reporter molecules may be attached to the
antibody fragment through any available amino acid side~chain or terminal amino acid
functiorral group located in the fragment, for example any'free amino, imino, hydroxyl or

5 carboxyl group.

An sactivated polymer may be used as the starting material in the preparation of
polymer-modified antibody fragments as described above. The activated polymer may be
any polyme: containing a thiol reactive group such as an a-halocarbaxylic acid or ester,
e.g. 1odoacetamlde an 1m1de, e.g. maleimide, a vinyl sulphone or a disulphide. Such

10 starting materials may be obtained commercially (for example from Shearwater Polymers
Inc., Huntsville, AL, USA) or may be prepared from commercially available starting
materials using conventional chemical procedures.

As regards attaching poly(ethyleneglycol) (PEG) moicties, reference is made to
“poly(cthyleneglycol) Chemistry, Biotechnical and Biomedical Applicatim;". 1992, 1.

15 Milton Hamis (ed), Plenum Press, New York, “Poly(ethylencglycol) Chemistry and
Biological Applications”, 1997, J. Miiton Harris and S. Zalipsky (eds), American Chemical
Soclety; Washmgton DC and “Bioconjugation Protein Coupling 'I‘ec.hmques for the

' “Biomedical Sciencés”, 1998, M.’ Aslaim arid A. Dent, Grové Publishérs, New Yark.

Where it is desired to obtain an antibody fragment linked to an effector or reporter

20 molecule, this may be prepared by standard chemical or recombinant DNA procedures in
which the antibody fragment is linked ejther directly or via a coupling agent to the effectar
or reporter molecule either before or after reaction with the activated polymer as
appropriate. Particular chemical procedures include,.for example, those described in WO
93/62331, WO 92/22583, WO 90,195 and WO 89/1476. Alteratively, where the effector

25 or reporter molecule is a protein or polypeptide the linkege may be achieved using
recombinant DNA procedures, for example as described in WO 86/01533 and EP-A-
0392745. _ ‘

Preferably, the modified Fab fragment of the present invention is PEGylated (i.
has PEG (poly(ethyleneglycol)) covalently attached thereto) according to the method

30 disclosed in EP-A-0948544. Preferably the antibody molecule of the present invention is a
PEGylated modified Fab fragment as shown in Figure 13. As shown in Figure 13, the
‘modified Fab fragment has a maleimide group covalently linked to & single thiol group in a
modified hinge region. A lysine residue is covalently linked to the maleimide grovp. To
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each of the amine groups on the lysine residue is attached a methoxypoly(ethyleneglycol)
polymer having a molecular weight of approximately 20,000 Da. The totil molecular
weight of the entire effector molecule is therefore approximately 40,000 Da.

Prefersbly, in the compound shown in Figure 13, the heavy chsin of the antibody
part has the sequence given as SEQ ID NO:115 and the light chain has the sequeace given
in SEQ ID NO:113. This compound is referred to herein as CDP870.

The constant region domains of the antibody molecule of the present invention, if
preseat, may be selected having regard to the proposed function of the antibody molecule,
and in particular the effector functions which may be required. For example, the constant
region domains may be bumin IgA, IgD, IgE, IgG or IgM domains. In particular, human

. IgG constant region domains may be used, especially of the IgG1 and IgG3 isotypes when
" the antibody molecule is intended for therapentic uses and antibody effector functions are

required. Alternatively, JgG2 and 1gG4 isotypes may be used when the antibody molecale
is intended for therapeutic purposes and antibody effector functions are not required, e.g.
far simply blocking TNFo: activity.

Also, the antibody molecule of the present invention may have an effector or a
reporter molecule antached to it. For ipstance, it may have a macrocycle, for chelating a
heavy metal atom, or a toxin, such as ricin, sttached to it by a covalent bridging structure.
Alternstively, procedures of recombinant DNA technology may be used to produce an
antibody molecule in which the Fc fragment (CH2, CH3 and hinge domains), the CH2 and
CH3 domains or the CH3 domain of a complete immmoglobulin molecule bas (bave) been
replaced by, or has attached thereto by peptide linkage, a functional non-immuonoglobulin
protein, such as &n enzyme or toxin maolecale.

The antibody molecule of the present invention preferably has a binding affinity of
at least 0.85x107° M, more preferably at least 0.75x107° M and most preferably at least
0.5x10"M. (it is worth noting that the preferred humanised antibody molecule of the
present invention, as described below, has an affinity of about 0.5x10"'° M, which is better
than the affinity of the murine monoclonal antibody from which it is derived. The murine
antibody bas an affinity of about 0.85x107M.)

Preferably, the antibody molecule of the present invention comprises the light chain
variable domain bTNF40-gL1 (SEQ ID NO:8) and the heavy chain variable domain.
gh3hTNF40.4 (SEQ ID NO:11). The sequences of the veriable domains of these light and
hesvy chains are shown in Figures 8 and 11, respectively.
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The present invention also relates to variants of the antibody molecule of the present
invention, which have an improved effinity for TNFo. Such variants can be obtained by a
number of affinity maturation protocols including mutating the CDRs (Yang ef al., J. Mol.
Biol., 254, 392-403, 1995), chain shuffling (Marks et al., Bio/Technology, 10, 779-783,
1992), use of mmutator strains of E. coli (Low et al., J. Mol. Bial., 250, 359-368, 1996),
DNA shuffling (Patten et al., Curr. Opin. Biotechnol., 8, 724-733, 1997), phage display
(Thompson et al., J. Mol. Bial,, 256, 77-88, 1996) and sexual PCR (Crameri et al., Nanre,
391, 288-291, 1998). Vaughan er al. (supra) discusses these methods of affinity
maturation. ' .

The present inventiofi also provides a DNA sequence encoding the heavy and/or
Light chain(s) of the antibody molecuie of the present invention.

Preferably, the DNA ‘sequence encodes the heavy or the light chain of the antibody

“molecule of the present invention.

In one pnfu'red embodiment, the DNA sequence encodes a light chain and
comprises the sequence shown in SEQ ID NO:8 (hTNF40-gL1) ar SEQ ID NO:9 (h-TNF-
40-gL2) or a degencrate equjvalent thereof,

— —_In an altematively preferred embodiment, the DNA sequence encodes a heavy chain
and comprises the sequence shown in SEQ ID NO:10' (gh1hTNF40.4) or SEQ ID NO:11
(gh3hTNF40.4) or a degenerate equivalent thereof.

The DNA sequence of the present invention may comprise synthetic DNA, for
instance produced by chemical processing, cDNA, genomic DNA or eny combination
thereaf.

The present invention also relates to a cloning or expression vector comprising one
or more DNA sequences of the present invention. Preferably, the cloning or expression
vector comprises two DNA sequences, encoding the light chain and the heavy chain of the

. antibody molecule of the present invention, respectively.

30

In a preferred embodiment, the present invention provides an E. coli expression
vector comprising a ]-)NA sequence of the present invention. Preferably the expression
vectar is pTTO(CDP870) as shown schematically in Figure 22.

The present invention also comprises vector PDNAbEng-G1 as shown in Figure 19.

General methods by which the vectors may be constructed, transfection methods
and culture methods are well known to those skilled in the art. In this respect, reference is
mede to “Current Protocols in Molecular Biology™, 1999, F. M. Ausubel (ed), Wiley

PCT/GB01/02477 /”ﬂ

9
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Interscience, New York and the Maniatis Manual produced by Cold Spring Harbor
Publishing. ' :

DNA sequences which encode the antibody molecule of the present invention can
be obtained by methods well known to those skilled in the art. For example, DNA
sequences coding for part or all of the antibody heavy and light chains may be synthesised
as desired from tbe determined DNA sequences or on the basis of the corresponding amino

DNA coding for acceptor framework sequences is widely available to those skilled
in the art and can be readily synthesised on the basis of their known amino acid sequences.

Standard techniques of 'molecular biology may be used to prepare DNA sequences
coding for the antibody molecule of the present invention. Desired DNA sequences may be

" synthesised completely or in part using oligonucleotide synthesis technigues. Site-directed
_ mmtagenesis and polymerase chain reaction (PCR) techniques may be used as appropriate.

15

Any suitable host cell/vector system may be used for expression of the DNA
sequences encoding the antibody molecule of the present invention. Bacterial, for example
E. coli, and other microbial systems may be used, in part, for expréssion of antibody
fragments such as Fab end F{ab"), fragmeats, and especially Fv fragments and single chain
antibody fragments, for example, single-chain Fvs.- Eukaryotic, ¢.g. mammalisn, host cell
expression systems may be used for production of larger antibody molecules, including,
complete antibody molecnles. Suitable mammalian host cells include CHO, myeloma or
hybridoma cells. ) :

The present invention also provides a process for the production of an antibody
molecule according to the present invention comprising culturing a host cell comprising a
vector of the present invention under conditions suitable for leading to expression of
protein fram DNA encoding the antibody molecule of the present invention, snd isolating
the antibody molecule. .

Preferably the process for the production of the antibody molecule of the present
invention comprises culturing E coli comprising an E. coli expression vector comprising
the DNA sequence of the present invention under conditions suitable for leading to
expression of protein from the DNA sequence and isolating the antibody molecule. The
antibody molecule may be secreted from the cell or targeted to the periplasm by suitable
signal sequences. Alternatively, the antibody molecules may accumulate within' the cell’s
cytoplesm. Preferably the antibody molecule is targeted to the periplasm. Depending on
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the antibody molecule being produced end the process used, it is desirable to allow the
antibody molecules 1o refold and adopt a functional conformation.  Procedures for
allowing antibody molecules to refold are well known to those skilled in the art.

The antibody molecule may comprise only a heavy or light chain polypeptide, in
which case only aheavxc-hain or light chain polypeptide coding sequence needs to be used

-to transfect the host cells. For production of products comprising both heavy and light

chains, the cell line may be transfected with two vectors, a first vector encoding a light
chain polypeptide and a second vector encoding a heavy chain polypeptide. Alternatively,
a single vector may be used, the vector including sequences encoding light chain and heavy

The present invention also provides a therapeutic or diagmostic composition
comprising an antibody molecule of the present invention in combination with .a
pharmacentically acceptsble excipient, diluent or carrier. '

The present invention also provides a process for preparation o'fathcmpeuticor
diagnostic composition comprising admixing the antibody molecule of the present
invention together with a pharmaceutically acceptable excipient, diluent or carrier.

The antibody molecule may be the sole active ingredient in the therapeut:c or
diagnostic composition or may be wcompamed by other active ingredients i mc.ludmg other
antibody ingredients, for example anti-T cell, anti-JFNy or anti-LPS anubodles. or non-
antibody ingredients such as xauthines.

The pbarmacentical compositions should preferably comprise a therapeuntically
effective amount of the, antibody of the invention. The term “therapeutically effective
amount” as used herein refers to an amount of a therapeutic agent needed to treat,
ameliorate or prevent & targeted disease or condition, or to exhibit a detectable therapeutic
or preventative effect. For any antibody, the therapeutically effective dose can be estimated
initially either in cell culture assays or in animal models, usvally in rodents, rabbits, dogs,
pigs or primates. The snims] model may also be used to determine the appropriate
concentration mnge and ronte of administration. Such information can then be used to
determine useful doses and routes for administration in humans.

The precise effective amount for & buman subject will depend upon the severity of
the disease state, the general health of the subject, the age, weight and gender of the subject,”
diet, time and frequency of administration, drug combination(s), reaction sensitivities and
tolerance/response to therapy. This amount can be determined by routine experimentation
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and is within the judgement of the clinician. Generally, an effective dose will be from 0.01
mg/kg to 50 mg/kg, preferably 0.1 mg/kg to 20 mg/kg, more preferably about 15 mg/kg.
As shown in the Examples below, doses of 1, 5 and 20 mg/kg have been used to treat
patients spffering from rhewmatoid arthritis.

Compositions may be administered individually to a patient or may be
administered in combination with other agents, drugs or hormones. '

The dose at which the antibody molecule of the present invention is administered
depends on the nature of the condition to be treated, the degree to which the level of TNFo.
to be nentralised is, or is expected to be, raised above a desirable level, and on whether the

- antibody molecule is being nséd prophylacticelly or to treat an existing condition.

Thus, for example, where the product is for treatment or prophylaxis of a chronic
inflammatory disease, such as rheumatoid arthritis, suitable doses of the antibody molecule
of the present invention lie in the range of between 0.5 and 50 mg/kg, more preferably
between 1 and 20 mg/kg and most preferably about 15 mg/kg. The frequency of dose will
depend on the half-life of the antibody molecule end the duration of its effect.

If the antibody molecule has a short half-life (e.g. 2 to 10 hours) it may be necessary
to give one or more doses per day. Alternatively, if the antibody molecule has a long half
life (e.g. 2 to 15 days) it may only be necessary to give a dosage once per day, per week or
even once every 1 or 2 months.

A pharmaceutical composition may also contain a pharmaceutically acceptable
carrier for administration of the antibody. The carrier should not itself induce the
production of antibodies harmful to the individual receiving the composition and should not
be toxic. Suitable carriers may be Ilarge, slowly metabolised macromolecules such as
proteins, polypeptides, liposomes, polysaccharides, polylactic acids, polyglycolic acids,
polymeric amino acids, amino acid copolymers and inactive virus particles.

Pharmaceutically acceptable salts can be used, for example mineral acid salts, such
as hydrochlorides, hydrobromides, phosphates and solphates, or salts of organic acids, such
as acetates, propionates, malonates and benzoates.

Pharmaceutically acceptable carriers in therapeutic compositions may additionally
contain liquids such as water, saline, glycerol and ethanol. Additionally, snxiliary
substances, such as wetting or emulsifying agents or pH buffering substances, may be
present in such compositions. Such carriers enable the pharmaceutical compositions to be
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formulated as tablets, pills, drapes capsules, liquids, gels, syrups. sluries and
suspensians, for ingestion by the pauent
Preferred forms for administration include forms suitable for parenteral

administration, e.g. by injection or infusion, for example by bolus injection or continuous
5" infusion. Where the product is for injection or infusion, it may take the form of e .

suspension, solution or emulsion in"an oily or aquecns vehicle and it may contain

formulatory agents, such as suspending, preservative, stabilising and/or dispersing agents.
A Altematively, the antibody molecule may be in dry form, for reconstitution before use with

an appropriate stezrile liquid.

10 Once formulated, the compomuons of the invention can be admmlstered directly to

the subject. The subjects to be treated can be enimals. However, it is preferred that the
compositions are adapted for administration to human subjects.

The pharmaceutical compositions of this invention may be administered by any
number of rontes including, but not limited to, oral, intravenous, intramuscular, intra-

15 arterial, intramedullary, intrathecal, intraventricular, transdermal, transcutaneous (for
example, see WO98/20734), subcutaneous, intraperitoneal, intrapasal, enteral, topical,

- sublingual,.intravaginal or rectal routes. Hyposprays may also be used to sdminister the
pharmaceutical compositions of the invention. Typically, the therapeutic compositions may
be prepared a5 injectables, either as liquid solutions or suspensions. Solid forms suitable

20 for solution in, or suspension in, liquid vehicles prior to injection may also be prepared.

Direct delivery of the compositions will generally be accomplished by injection,
subcutaneously, intraperitoneally, intravenously or intramuscularly, or delivered to the
interstitial space of a tissue. - The compositions can also be administered into a lesion.
Dosage treatment may be a single dose schedule or a mnltiple dose schedule.

25 It will be appreciated that the active ingredient in the composition will be an
antibody molecule. As sucli. jt will be susceptible to degradation in the gastrointestinal -
tract. Thus, if the composition is 0 be administered by a route using the gastrointestinal
tract, the composition will need to contain agents which protect the antibody from
degradetion bot which release the antibody once it has been sbsorbed from the

30 gastrointestinal tract. . :

N A tharough discussion of pharmacentically acceptable carriers is available in .
Remington's Pharmacentical Sciences (Mack Publishing Company, N.J. 1991).
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It is also envisaged that the antibody of the present invention will be administered
by use of gene therapy. In order to achieve this, DNA sequences encoding the heavy and
light cheins of the anitibody molecule under the control of appropriate DNA components are
introduced into a patient such that the antibody chains are expressed from the DNA

seqnenm and assembled in situ.

The present invention also provides the antibody molecule of the present invention
for use in treating a disease mediated by TNFo. '

The present invention further provides the use of the antibody molecule according
to the present invention in the mamifacture of a8 medicament for the u'eatmmtofadiqe.ase
mediated by TNFa. :

The antibody molecule of the present invention may be utilised in any therapy
where it is desired to reduce the level of biologically active TNFot present in the human or
animal body. The TNFa may be circulating in the body or present in an undesirably high
level Jocalised at & particular site in the body.

For cxample, elevated levels of TNFo are implicated in acute and chronic immune
and immunoregulatory disarders, infections including septic, endotoxic and cardiovascular
shock, inflammatory disorders, neurodegenersative diseases, malignant diseases and alcohol
induced hepatitis. Details of the numerous disordeérs associated with elevated levels of
TNFa are set out in US-A-5 919 452, The antibody molecule of the present invention may
be utilised in the therapy of diseases mediated by TNFo. Particularly relevant diseases
which mey be treated by the antibody molecule of the present invention include sepsis,
congestive heart failure, septic or endotoxic shock, cachexia, adult respiratory distress
syndrome, AIDS, allergies, psoriasis, TB, inflammatory bone disarders, blood coagulation
disorders, burns, rejection episodes following organ or tissue transplant, Crobhn's disease
and sutoimmmine digeases, such as thyroiditis and rhenmatoid- and osteo-arthritis.

Additionally, the sntibody molecule or composition may be used: to reduce side
effects associated with TNFa generation during neoplastic therapy; to eliminate or reduce
shock-related symptoms ‘associated with the treatment or prevention of greft rejection by
use of an anti-lymphocyte antibody; or for treating multi-organ failure.

The antibody molecule of the present invention is preferably used for treatment of
theumatoid- or osteo-arthritis.

The present invention also provides a method of treating human or animal subjects
suffering from or at risk of a disorder mediated by TNFa, the method compnsmg
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administering to the subject an effective amount of the antibody molecule of the present
igvention. '

The antibody molecule of the present invention may also be used in diagnosis, for
example in the in vivo diagnosis and imaging of disease states involving elevated levels of

5 TNFo '

The present invention also provides an antibody molecule comprising a hybrid CDR
comprising & truncated donor CDR sequence wherein the missing portion of the truncated
donor CDR is replaced by a different sequence and forms a functional CDR. The term
“hybrid CDR” as used hercin means & CDR comprising & donor CDR which has been

10 truncated atongormoreposiﬁons. for example &t one or both of its ends. The missing
partion of the truncated donor CDR is replaced by a different sequence to form a complete
and fonctional CDR. The hybrid CDR has at Jeast one amino acid change compared to the
complete donor CDR. The sequence replacing the truncated portion of the CDR can be any
sequence. Preferably the nop-donor part of the CDR sequence is from the antibody from

15 which the framework regions of the antibody molecule are derived, such as a germline
antibody sequence.

It has been found that antibody molecules comprising a hybrid CDR retain

- substantially.the same binding affinity.as-an antibody molecule tompirising totmplete donor
CDRs. The term “substantially the same binding affinity” as used berein means at least

20 70%, more preferably at Jeast 85% and most preferably at least 95% of the binding effinity
of the comesponding antibody molecule comprising complete donor CDRs. As noted
above, in cestain cases, the affinity of the antibody of the invention may be greater than that
of the donor antibody. The use of & hybrid CDR provides the advantages of reducing the
n_moﬁnt of foreign (i.e. donor) sequence present in the antibody molecule and may increase

25 the binding effinity of the antibody molecule compared to the corresponding antibody
molecule comprising complete donor CDRs.

Any of the CDRs of the antibody molecule can be hybrid. Preferably CDR2 of the
heavy chain is hybrid in the antibody molecule.
Preferably the truncation of the donor CDR is from 1 to 8 amino acids, more

30 preferably from 4 t0 6 amino acids. It is further preferred that the truncation is made &t the
C-terminus of the CDR.

Depending on the sequence of the truncated portion of the CDR and the sequence of
the different sequence replacing the missing partion, & number of amine acid .changes mey
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be made. Preferably at least 2 amino acid changes are made, mare preferably at least 3
amino acid changes are made and most preferably at least 4 amino acid changes are made.

A particular embodiment of this aspect of the invention is an antibody according to
the first aspect of the invention wherein the second CDR in the heavy chain has the
-sequence given as SEQ ID NO:2. This has better affinity for its antigen than does the
donor antibody from which part of the CDR is derived.

The present invention also provides a nucleic acid sequence which encodes the
antibody molecule comprising a hytrid CDR of the present invention. .

The present inveation also provides an expression vector containing the nucleic acid
sequence encoding the antibody molecule comprising & hybrid CDR of the present
invention. '

The present invention also provides a host cell transformed with the vector of the
present invention. .

The present invention also provides a process for the production of an antibody
molecvle comprisitg a hybrid CDR compriging culturing the host cell of the present
invention and isolating the antibody molecule.

The present invention is further described by way of illustration omly in the
following examples which refer to the accompanying Figures, in which:

Figure 1 shows the framework regions of the human light chain subgroup 1
compared to the framework regions of the h"TNF40 light chain (SEQ ID NOS:83 to 90);

Figure 2 shows the framework regions of the human heavy chain sabgroup 1 and
subgroup 3 compared to the framework regions of the h'TNF40 heavy chain (SEQ ID
NOS:91 to 98 and 106 to 109); _ '

Figure 3 shows the amino acid sequence of the CDRs of h'TNF40 (SEQ ID NOS:1
to 7), wherein CDR H2' is a hybrid CDR wherein the C-terminal six amino acids are from
thesz)Rsequceofahmnan subgroup 3 germline antibody and the amino acid
changes to the sequence resulting from this hybridisation are underlined;

Figare 4 shows vector pMR15.1; '

Figure 5 shows vector pMR14;

Figure 6 shows the nucleotide and predicted amino acid sequeace of the murine
hTNF40V1 (SEQ ID NO: 99);

Figure 7 shows the nucleotide and predicted amino acid sequence of the nmrine
hTNF40Vh (SEQ ID NO:100);
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Figure 8 shows the nucleotide and predicted amino acid sequence of bTNF40-gL1
(SEQ ID.NO:8); '

Figure 9 shows the nucleotide and predicted amino acid sequence of hTNF40-gl2
(SEQ ID'NO:9); :

Figure 10 shows the nucleotide and predicted arnino acid sequence of gh1hTNF40.4
(SEQ ID NO:10); ' _

Figure 11 shows the nucleotide and predicted amino acid sequence of gh3hTNF40.4
(SEQ ID NO:11); .

Figure 12 shows vector CTILS-gL6;

Figure 13 shows the siructure of a compound called CDP870 comprising a modified
Fab fragment derived from antibody hTNF40 covalently linked via a cysteine residue to a’
Iysyl-maleimide linker wherein each amino group on the lysyl residue has covalently
attached to it @ methoxy PEG residue wherein n is about 420;

Figure 14 shows vector pTTQ9,

" Figure 15 shows the sequence of the OmpA oligonucleotide adapter (SEQ ID
NO:101); .
-~ Figure 16 shows vector pACYCI184; ____ .
Figvre 17 shows vectar pTTO-1;
- Figure 18 shows vector pTTO-2;

Figure 19 shows vectar pPDNAbEng-G1;

Figare 20 shows the cligonucleotide cassettes encoding different intergenic
sequences far E. coli modified Fab expression (SEQ IDNOS:102 to 105);

Figure 21 shows periplasmic modified Fab accumulation of IGS variants;

Figure 22 shows vector pTTO(CDP870); .

Figure 23 shows the discase activity score (DAS) in patients treated with different
doses of CDP870 and placebo. Median and IQ ranges are presented for the per-protacol
population with last observation carried forward. 'Small squares indicate placebo, diamonds
indicate 1 mg/kg, triangles indicate 5 mg/kg and large squares indicate 20 mg/kg;

Figure 24 shows the tender joint count, swollen joint connt, pain score, assessor's
global assessment of disease ectivity, modified health assessment questionnaire (HAQ), C
reactive protein (CRP) and erythrocyte sedimentation rate (ESR) in patients: treated with
different doses of CDP870 and placebo. Median and IQ range are presented for the per-
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protocol population with last observation carried forward. Small squares indicate placebo,
diamonds indicate 1 mg/kg, triangles indicate S mg/kg and large squares indicate 20 mg/kg.

EXAMPLES

e Cloning and ression of a Chimeric h'TNF40 Antibody Molecule

RNA Preparation from hTNF40 Hybridoma Cells

Total RNA was prepared from 3 x 10’ hTNR40 hybridoma cells as desaribed below.
Cells were washed in physiclogical saline and dissolved in RNAzol (0.2 mi per 10° cells).
Chlaroform (0.2 ml per 2 ml homogenate) was added, the mixture shaken vigorously for 15
seconds and then left on ice for 15 minutes. The resulting aqueons and organic phases were
separated by centrifugation for 15 minutes in an Eppendorf centrifuge snd RNA was
precipitsted from the aqueous phase by the addition of e equal volnme of isopropanol.
After 15 minutes on ‘ice, the RNA was pelleted by centrifugation, washed with 70%
cthanol, dried and dissolved in sterile, RNAse free water. The yield of RNA was 400 pg.

PCR Cloning of h'TNF40 Vh and V1

c¢DNA sequences coding for the variable domains of hTNR40 heavy and light chains
were synthesised vsing reverse transcriptase to produce single stranded cDNA copies of the
mRNA present in the total RNA, followed by Polymerase Chain Reaction (PCR) on the
cDNAs with specific aligamucleotide primers.

a) CcDNA Synthesis

cDNA was synthesised in a 20 pl reaction volume containing the following
reagents: 50mM Tris-HC] pH 8.3, 75 mM KCl, 10 mM dithiothreitol, 3 mM MgCl,, 0.5
mM each deoxyribonucleoside triphospbate, 20 units RNAsin, 75 ng ramdom
hexeanucleotide primer, 2 ug hTNF40 RNA and 200 units Moloney Murine Leukemia Virus
reverse transcriptase. After incubation at 42°C for 60 minutes, the reaction was terminated
by beating at 95°C for 5 mimtes.

b) PCR

Aliquots of the cDNA were subjected to PCR using combinations of primers specific
for the heavy and light chains. The nucleotide sequences of the 5° primers for the heavy and
f’ght chains are shown in Tebles 1 and 2 respectively, These sequences all contain, in order, &



WO 01/94385 T - PCT/GBO1N2477
21 M

restriction site starting 7 nucleotides from their 5° ends, the sequence GCCGCCACC (SEQ ID
NO:12), to allow optims! translation of the resulting mRNAs, an injtiation codon and 20-30
nuclectides based-on the leader peptide sequences of known mouse antibodies (Kabat ez al.,
Sequences of proteins of immenological interest, 5™ Edition, 1991, U.S. Department of Health
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-and Human Services, Public Health Service, National Institutes of Health).

The 3" primers are shown in Table 3. The light chain primer spans the J-C junction
of the antibody and contains a restriction site for the enzyme Spi1 to facilitate cloning of
the V1 PCR fragment. The heavy chain 3’ primers are a mixture designed to span the J-C -
junction of the antibody. The 3' primer includes an Apal restriction site to facilitate
cloning. The 3’ region of the primers contains a mixed sequence based on those found in
known mouse antibodies (Kabat et al., 1991, supra).

The combinations of primers described above ensble the PCR products for Vh and
V1 to be cloned directly into an appropriate expression vector (see below) to produce
chimeric (mouse-buman) heavy and light chains and for these genes to be expressed in
memmalian cells to produce chimeric antibodics of the desired isotype.

Incubations (100 pl) for the PCR were set up as follows. Each reaction contained
10 mM Tris-HC] pH 8.3, 1.5 mM MgCl,, 50 mM KC1, 0.0i% w/v gelatin, 0.25 mM each
deoxyribonucleoside tripbosphate, 10 pmoles 5° primer mix (Table 4), 10 pmoles 3" primer
(CL12 (light chain) or R2155 (heavy chain) (Table 3)), 1 ju cDNA and 1 unit Taq
polymerase. Reactions were incubated at 95°C for 5 minutes and then cycled through 94°C
for 1 minute, 55°C for 1 minute and 72°C for 1 minute. After 30 cycles, aliquots of each
reaction were snalysed by electrophoresis on an agarose gel. Light chain reactions
containing 5’ primer mixes from light chain pools 1, 2 and 7 produced bands with sizes
consistent with full leagth V1 fragments while the reaction from heavy chain reaction pool 3
produced & fragment with a size expected of a Vh gene. The band produced by the light
chainpooi 1 primers was not followed up as previous results had shown that this band
corresponds to a light chain pscudogene produced by the hybridoma cell. The band
produced by the light chain pool 7 primers was weaker than the band from the pool 2
primers and therefore was not followed ap. Only the band from light chain reaction pool 2,
which was the strongest band, was followed up.

c) Molecular Cloning of the PCR Fragments

The DNA fragments produced in the light chain reaction pool 2 were digested with
the enzymes BstBI and Spll, concentrated by ethanol precipitation, electropbaresed on a
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1.4% agarose gel and DNA bands in the range of 400 base pairs recovered. These were

cloped by ligation into the vector pMR15.1 (Figore 4) that had been restricted with BstBI

and Spll' After ligation, mixtures were transformed into E. coli LM 1035 and plasmids

from the resulting bacterial colonies screened for inserts by digestion with BstBI and Spll

Repres.tatives with ins.m'ts from each ligation were analysed further by nucleotide
- sequencing.

In a similar manner, the DNA fragments produced in heavy chain reaction pool 3
were digested with HindIll and Apal and cloned into the vector pMR 14 (Figare 5) that had
been restricted with HindIlI and Apal. Again, representative plasmids oontumng inserts
were analysed by nucleotide sequencing. :

d) . Nucleotide Sequence Analysis

Plasmid DNA from a oumber of isolates containing Vh inserts was sequenced using
the primers R1053 (see Teble 5) (which primes in the 3' region of the HCMV promoter in
pMR14) and R720 (see'!‘ahleS) (which primes in the 5° region of imman C - gamma 4 and
allows sequencing through the DNA insert on pMR14). It was found that the nocleotide
sequences of the Vh insert in a number of clones were identical, except for differences in
the signal peptide and J regions. This indicated that the clones examined are independent
isolates_arising from the use of different primers from the mixture of cligonucleotides
during the PCR stage. The determined nucleotide sequesice aid predicted amino acid
sequence of the variable domain of the heavy chain of antibody h'TNF40 (hfTNF40Vh) are
given in Figure 7 (SEQ ID NO:100). .

To snalyse the light chain clones, the sequence derived from priming with R1053
(see Table 5) and R684 (SEQ ID NO:62) (which primes in the 5’ region of human C-kappa
and allows sequencing through the DNA insert on pMRIS5.1) was examined. The
mucleotide sequence and predicted amino acid sequence of the V] genes arising from
reactions in pool 2 were similerly analysed. Again it was found that the nucleotide
sequences of the V1 insert in a snmber of clones were identical, except for differences in the
signal peptide and J regions, indicating that the clones examined were independent isolates
arising from the use of different primers from the mixtuare of oligonucleotides used during
the PCR stage. The determined nucleotide sequence and predicted amino acid sequence of
the variable domain of the light chain of antibody h-TNF40 (hTNFA0V1) are given in Figure
6 (SEQ ID NO:99). '
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TABLE 1
Oligonucleotide primers for the 5’ region of mouse heavy chains.

CHI: 5'ATGAAATGCAGCTGGGTCAT(G,C)TTCTT?' (SEQ ID NO:13)

CH2: 5 ATGGGATGGAGCT(A,G)TATCAT(C,GXCTYTCTT3' (SEQID NO:14)
CH3: 5'ATGAAG(AT)TGTGGTTAAACTGGGTTTT3' (SEQID NO:15)

CH4: 5ATG(GA)ACTTTGGG(T,C)TCAGCTTG(G,A)T3’ (SEQ ID NO:16)

CHS: 5'ATGGACTCCAGGCTCAATTTAGTTTT3' (SEQID NO:17)

CH6: 5’ATGGCIGTC(C,T)T(G.A)G(G.C)GCT(G.A)CTCTTCTG3' (SEQ ID NO:18)
CHT: 5'ATGG(G,A)JATGGAGC(G,T)GG(G,A)TCTTT(A,C)TCTT3" (SEQ ID NO:19)-
CH8: 5 ATGAGAGTGCTGATTCTTTTGTG3' (SEQ ID NO:20)

CH9: 5ATGG(CA)TTGGGTGTGGA(A,C)CTTGCTATT3® (SEQ ID NO:21)
CH10: 5'ATGGGCAGACTTACATTCTCATTCCT3'(SEQ ID NO:22)

CHI11 : 5’ATGGATTTTGGGCTGATTTTTTTTATTG3' (SEQ ID NO:23)

CHI2: 5'ATGATGGTGTTAAGTCTTCTGTACCT3' (SEQ ID NO:24)

Each of the above primers has the sequence 5’GOGCGCAAGCTTGCOGCCACCS' (SEQ ID
NO:25) added to its 5" end.

TABLE 2
Oligonucleotide primers for the 5° region of mouse light chains.

CL1 : 5’ATGAAGTTGCCTGTTAGGCTGTTGGTGCT?' (SEQ ID NO:26)
CL2 : 5ATGGAG(T.A)CAGACACACTCCTG(T.C)TATGGGT3’ (SEQ ID NO:27)
CL3 : 5'ATGAGTGTGCTCACTCAGGTCCT? (SEQ ID NO:28)

ci4 : 5’ATGAGG(G,A)CCCCTGCTCAG(A.T)TT(C,T)TTGG3' (SEQ ID NO:29)
CL5 : 5'ATGGATTT(T,A)CAGGTGCAGATT(T,AJTCAGCTT?" (SEQ ID NO:30)

CL5A : S'ATGGATTT(T.A)CA(A,G)GTGCAGATT(T,A)TCAGCTT3' (SEQ ID NO:31)
CL6 : S5'ATGAGGT(T.G)C(T,CXT,OTG(T,OT(G,OAG(T,C)T{T,C)CTG(A,G)G3"(SEQ

ID NO:32) .
CL? : 5'ATGGGC(T,AJTCAAGATGGAGTCACA3' (SEQID NO:33)
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Cl8 : S'ATGTGGGGA(T.C)CT(G.T)TTT(T.C)C(A,.CXA.CITTTTTCAAT3 (SEQ ID
NO:34) ' ' '

Cl9 : % ATGGT(G,A)TCC(T,A)CA(G,CYCTCAGTTCCTT3' (SEQ ID NO:35)

CLI0 : 5'ATGTATATATGTITGTTGTCTATTTC3 (SEQ ID NO:36)

CL11 : 5'ATGGAAGCCCCAGCTCAGCTTCTCIT3'(SEQID NO:37)

CLI12A : 5'ATG(A,G)AGT(T,C)(A.T)CAGACCCAGGTCTT(T,C)Y(A.G)T3" (SEQ ID

NO:38)
CL12B: 5’ATGGAGACACATTCTCAGGTCTTTGT3" (SEQ ID NO:39)

.CL13 : 5’ATGGATTCACAGGCCCAGGTTCTTAT3' (SEQID 1;10:40)

CL14 : 5'ATGATGAGTCCTGCCCAGTTCCTGTT? (SEQID NO:41)

CL15 : 5'ATGAATTTGCCTGTTCATCTCTIGGTGCT3' (SEQ ID NO:42)

CL16 : 5'ATGGATTTTCAATTGGTCCTCATCTCCTT? (SEQ ID NO43)

CLI7A: 5’ATGAGGTGCCTA(A,G)CT(CG)AGTTCCIG(A,G)G3' SEQIDNO:44) @

CL17B: 5'ATGAAGTACTCTGCTCAGTTTCTAGGS' (SEQ ID NO:45)

CL17C: 5’ATGAGGCATTCTCTTCAATTCITGGG3’ (SEQ ID NO:46)

Each of the above primers has the sequence 5’GGACTGTTCGAAGCCGCCACCY (SEQ ID
NO:47) added to its 5° end. g

TABLE 3
Oligonuclectide primers for the 3’ ends of mouse Vh and V1 genés.

Light chain (CL12) :
5'GGATACAGTTGGTGCAGCATCCGTACGTTT3' (SEQ ID NO:48)

Heavy chain (R2155 ) :
5'GCAGATGGGCCCTTCGTTGAGGCTG(A,CYA,G)GAGAC(G.T,A)GTGA3'

. (SEQID NO:49)
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TABLE 4 :
a) S Primer mixtures for light chain PCR reactions

pool 1 - ClL2.
5 pool2 : CLZ.
pool3 : CL13.
pool4 :CL6.
pool 5 : CL5A,CLS, CL17A.
pool6 :CLS.

10 poal? :CLI2A. .
pool8 :CL1,CL3,CL4, CLS, CL10, CL11, CL2B, CL14, CL15, CLI6, CLI7B, CL17C

b) 5’ Primer mixtures far heavy chain PCR reactions

15' pool1 : CHI, CH2, CH3, CH4..
-pool2 : CHS, CHS, CHY, CHS.
-poal 3 . : CH9, CH10, CH11, CH12.

Table 5
20 Primers nsed ip nucleotide sequence analysis

R1053 : 5'GCTGACAGACTAACAGACTGTTCCS’ (SEQ ID NO:50)
R720 : .5'GCTCTCGGAGGTGCTCCT3’ (SEQ ID NO:51)

25 Evaluation of Activities of Chimieric Genes .

The activities of the chimeric genes were eveluated by expressing them in
mammalian cells and punfymg and quentitating the newly synthesised antibodies. The
methodology for this is described below, followed by a description. of the, biochemical and
cell based assays used for the biological characterisation of the antibodies.

30 _a) Production of Chimeric hTNF40 Antibody Molecule

Chimeric entibody for biological evalnation was produced by trensient expression
of the appropriate heavy and light chain pairs after co-transfection into Chinese Hemster
Ovary (CHO) cells using calcium phosphate precipitation.
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On the day prior to transfection, semi-confluent flasks of CHO-L761 cells were
trypsinised, the cells counted and T75 flasks set up each with 107 cells.

On the next day, the culture medivor-was changed 3 hours before transfection. For
transfection, the calcium phosphate precipitate was prepared by mixing 1.25 m! of 0.25 M
CaCl; containing 50 pg of each of heavy and light chain expression vectors with 1.25 ml of
2 x HBS (16.36 g NeCl1, 11.0 g HEPES and 0.4 g Ne;HPO, in 1 litre water with the pH
adjusted to 7.1 with NaOH) and adding irnmediately into the medium of the cells. After 3
hours at 37°C in a CO; incubator, the medium and precipitate were removed and the cells
shocked by the addition of 15 ml 15% glycerol in phosphate buffered saline (PBS) for 1
minute. The glycerol was removed, the cells washed once with PBS and incubated for 48- °
96 hours in 25 ml medium containing 10 mM sodium butyrate. Antibody could be purified
from the culture medium by binding to and elution from protein A-Sepharose.

b) ELISA

For the ELISA, Nunc ELISA plates were coated overnight at 4°C with a F(ab);
fragment of a pdlyclonal goat anti-human Fc fragment specific antibody (Jackson
Immunaresearch, code 109-006-098) at 5 pg/ml in costing buffer (15 mM sodium
carbonate, 35 mM sodium bydrogen carbonate, pH 6.9). Uncoated antibody was removed
by washing 5 timies with distilled water. Samples and purified standards to be quantitated
were diluted to approximately 1 pug/ml in conjugete buffer (0.1 M Tris-HC], pH 7.0, 0.1 M
NaCl, 0.2% viv Tween 20, 0.2% w/v Hammersten casein). The samples were titrated in
the microtitre wells in 2-fold dilutions to give a final volume of 0.1 ml in each well and the
plates incubsted &t room temperature for 1 hour with shaking. Adfter the first incubation
step the plates were washed 10 times with distilled water and then incubated for 1 hour as
before with 0.1 ml of a mouse monoclonal enti-human kappa (clone GD12) peroxidase
conjugated antibody (The Binding Site, code MP135) at a dilution of 1 in 700 i conjugate
buffer. The plate was washed again and substrate solution (0.1 ml) added to each well.
Substrate solution contained 150 pl N,N,N,N-tetramethylbenzidine (10 mg/mi in DMSO),
150 il hydrogen peroxide (30% solution) in 10 ml 0.1 M sodium acetate/sodium citrate, pH
6.0. The plate was developed for 5-10 minutes until the absorbance at 630 nm was
approximately 1.0 for the top standard. Absorbance at 630 nm was measured using a plate
reader and the concentration of the sample determined by comparing the titration curves'
with those of the standard.
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¢)’  Determination of Affinity constants by BiaCore anafysis.

The binding interaction between KTNF40 and buman TNF was investigated using BIA

technology. An affinity purified goat polyclonal antibody, directed against the constant

region of hTNF40, was immobilised on the dextran polymer sensor chip surface using

5 standard NHS/EDC chemistry. Relatively low levels (200-500 RU) of hTNF40 were

captured to ensure mass transport effects were minimised. Human TNF at different

concentrations was passed over the captured hTNF40 to allow assessment of the association

inetics. Following the injection of ligand, buffer was passed over the surface so that the'

dissociation could be measured. The association and dissociation rate constants for the

10 interaction between solid phase h'TNF40 and buman TNF were calculated, and a Kp valne
was derived.

EXAMPLE 1
CDR-Grafting of hTNF40
15 The molecular cloning of genes for the variable regions of the heavy and light

chains of the hTNF40 antibody and their nse to produce chimeric (mouse-homan) hTNF40
antibodies has been described sbove. The mucleotide and emino acid sequences of the
“mumrine hTNF40 Vi &id Vh are shown in Figiires 6 and 7"(SEQ-ID*NOS:99"&nd :100),
respectively. This example describes the CDR-grafting of the hTNF40 antibody.
20 .
CDR-Grafting of hTNF40 Light Chain
Alignment of the framework regions of hTNF40 light chain with those of the four
- human light chain subgroups (Kabat ez al., 1991, supra) revealed that hTNF40 was most
homologous to antibodies in human light chain subgroup 1. Consequently, for constructing
25 the CDR-grafted light chain, the framework regions chosen cormresponded to those of the
buman gronp 1 consensus sequence.

A comparison of the amino acid sequences of the framework: regions of murine
HTNF40 and the consensus human group 1 light chains is given in Figure 1 and shows that
there are 22 differences (underlined) between the two sequences. Analysis of the

30 contribution that any of these framework differences might have on antigen binding
identified 2 residves for investigation; these are at positions 46 and 60. Based on this
analysis, two versions of the CDR-grafted light chein were constructed. 'In the first of
these, KTNF40-gL1 (SEQ ID NO:8), residues 46 and 60 are derived from the hTNF40 light
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chain while in the second, hTNF40-gl.2 (SEQ ID NO:9), all residues are human consensus
except residue number 60 which i from the KTNFA0 light chain.

Construction of CDR-Grafted Light Chain hTNF40-gL1.

The comstraction of HTNF40-gL1 is given below in detail The following
overlapping oligonucleotides (P7982-P7986) were used in the Polymerase Chain Reactions
(PCR) to assemble a truncated grafted light chain. The assembled fragment lacks the

 antibody Jeader sequence and the first 17 amino acids of framewark 1.

oligo 1 P7982; - :
5* GAATTCAGGGTCACCATCACTTGTAAAGCCAGTCAGAACGTAGGTACTAAC

GTAGCCTGGTATCAGCAAA3' (SEQ ID NO:52)

oligo 2 P7983:
5" ATAGAGGAAAGAGGCACTGTAGATGAGGGCTTTTGGGGCTTTACCTGGTTT

TTGCTGATACCAGGCTACGT3' (SEQ ID NO:53)

oligo 3 P7984: _
5' TACAGTGCCTCTTTCCTCTATAGTGGTGTACCATACAGGTTCAGCGGATCCG

GTAGTGGTACTGATTTCAC3’ (SEQ ID NO:54)

oligo 4 P7985
5'GACAGTAATAAGTGGCGAAATCTTCTGGCTGGAGGCTACTGATCGTGAGGGT

GAAATCAGTACCACTACCG3' (SEQ ID NO:55)

oligo 5 P7986:
5" ATTTCGCCACTTATTACTGTCAACAGTATAACATCTACCCACTCACATTCGGT

CAGGGTACTAAAGTAGAAATCAAACGTACGGAATTC3' (SEQ ID NO:56)

Fwd P7981:
5’GAATTCAGGGTCACCATCACTTGTAAAGCC3’ (SEQ ID NO:57)
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Bwd P7980 _ .
5'GAATTCCGTACGTTTGATTTCTACTTTAGT3’ (SEQ ID NO:58),

A PCR reaction, 100 j, was set up containing, 10 mM Tris-HC1 pH 8.3, 1.5 mM

"MgCl,, 50 mM KCI, 0.01% w/v gelatin, 025 mM each deoxyribonucleoside triphosphate,

2 pmoles of P7982, P7983, P7984, P7985, P7986, 10 pmoles of P7980, P7981 and 1 unit of
Taq polymerase. Reactions were cycled through 94°C for 1 minute, 55°C for 1 minute and
72°C for 1 minute. After 30 cycles, each reaction was analysed by electrophoresis on an
agarose gel and the PCR fragment excised from the gel and recovered using a Mermaid Kit.
The recovered fragment was restricted with the enzymes BstEIl and Spll in the appropriate
buffer. The resulting product was finally electrophoresed on #n agarose gel and the 270
base pair DNA fragment recovered from a gel slice and ligeted into vector CTILS5-gL6
(Figure 12), that had previously been digested with the same enzymes. The above vector
provides the missing antibody leader sequence and the first 17 amino acids of framework 1.

The ligation mixture was used to transform E. coli strain LM1035 and resulting
colonies analysed by PCR, restriction enzyme digests and nucleotide sequencing. The
micleotide and amino acid sequence of the VI region of KTNF40-gL1 is shown in Figure 8
(SEQ ID NO:8). :

Construction of CDR-Grafted Light Chain hTNF40-gLL2. _
bTNF40-gl2 (SEQ ID NO:9) was comstructed using PCR. The following
oligonucleotides were used to introduce the amino acid changes:

R1053: 5'GCTGACAGACTAACAGACTGTTCC3' (SEQ ID NO:59)

RS350:  S5"TCTAGATGGCACACCATCTGCTAAGTTTGATGCAGCATAGAT
CAGGAGCTTAGGAGC3’ (SEQ ID NO:60)

R5349: 5'GCAGATGGTGTGCCATCTAGATTCAGTGGCAGTGGATCA
GGCACAGACTTTACCCTAAC3’ (SEQ ID NO:61)

R684: 5'TTCAACTGCTCATCAGAT3' (SEQ ID NO:62)
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Two reactions, each 20 jil, were set up each containing 10 mM Tris-HC1 pH 8.3,
1.5 mM MgClz, 50 mM KCI, 0.01%- w/v gélstin, 0.25 mM each deoxyribonucleoside
triphosphate, 0.1 g KTNF40-gL1, 6 pmoles of R1053/R5350 ar RS349/R684 and 0.25
units Tag polymerase, Reactions were cycled through 94°C for 1 mimate, 55°C for 1
minute and 72°C for 1 minute. Afier 30 cycles, cach reaction was analysed by
elecu-ophm'esisanaguosegelandthePCRﬁagnmmexcised'ﬁnmthegeland
recovered using a Mermaid Kit. )

Aliquots of these were then subjected to a second round of PCR. The reaction, 100
1, contained 10 mM Tris-HC1 pH 8.3, 1.5 mM MgCl;, 50 mM KC1, 0.01% wv gelatin,
1/5 of each of the PCR fragménts from the first set of reactions, 30 pmoles of R1053 and
R684 and 2.5 units Tag polymerase. Reaction temperatures were a8 above. Afterthe PCR,
the mixture was extracted with phenol/chloroform and then with chloroform and
precipitated with ethanol. The ethanol precipitate was recovered by centrifugation,
dissolved in the appropriate buffer end restricted with the enzymes BstEIl and SplL. The
resulting product was finally electropharesed on an agarose gel znd the 270 base peir DNA
fragment recovered from & gel slice and ligated into the vector pMR15.1 (Figure 4) that had
previously been digested with the same enzymes.

The ligation mixture was used to transform E. coli LM1035 and resulting colonies
analysed by PCR, restriction enzyme digests and nucleotide sequencing. The pucleotide
and amino acid sequence of the V1 region of A TNF40-glL.2 is shown in Figure 9 (SEQ ID
NO:9).

CDR-Grafting of hTNF40 Heavy Chain

CDR-grafting of h\TNF40 heavy chain was accomplished using the same strategy as
described for the light chain, hTNEF40 heavy chain was found to be most homologous to
humsn heavy chsins belonging to subgroup 1 and therefore the consensus sequence of the
homan subgronp'1 frameworks was chosen to accept the hTNR40 heavy chain CDRs.

Toinve_stigateth_erequimmentofahomologous humsn framework to act as an
acceptor framework for CDR grafiing, a second framework, buman group 3, was selected
to humanise hTNF40 beavy chain.

A comparison of hTNF40 with the two different frameworks region is shown in-
Figure 2 where it can be seen that KTNF40 differs from the human subgroup 1 consensus at
32 positions (undexlined) and differs from the human subgroup 3 consensus at 40 positions
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(underlined). After analysis of the contribution that any of these might make to antigen
binding, residnes 28, 38, 46, 67, 69 and 71 were retained as donor in the CDR-grafted
heavy chain ghlhTNF40.1, using the group 1 framework. Residues 27, 28, 30, 48, 49, 65,
71, 73, 76 and 78 were retained as donor jn the CDR-grafted heavy chain, gh3hTNF40.4
using the group 3 framework. Residues 28, 69 and 71 were retsiried as donor in the CDR-
grafied heavy chain, gh1HTNF40.4 using the group 1 framewark.

Construction of CDR-Grafted Heavy Chain gh1hTNF40.4

ghlhTNF404 (SEQ ID NO:10) was essembled by subjecting overlapping
oligonucleotides to PCR in“the presence of the appropriste primers. The following
oligonucleotides were nsed in the PCR:

Group 1 graft
oligo 1 P7989:

S'GAAGCACCAGGCITCITAACCPCI'GCTCCTG'ACI'GGACCAGCI'GCACCIGAG
AGTGCACGAATTC3’ (SEQ ID NO:63)

oligo 2 P7990:
5"GGTTAAGAAGCCTGGTGCTTCCGTCAAAGTTTCGTGTAAGGCCTCAGGCTAC
GTGTTCACAGACTATGGTA3’ (SEQ ID NO:64)

oligo 3 P7991: _
5"CCAACCCATCCATTTCAGGCCTTGTCCCGGGGCCTGCTTGACCCAATTCATAC
CATAGTCTGTGAACACGT?' (SEQ ID NO:65)

oligo 4 P7995:
5'GGCCTGAAATGGATGGGTTGGATTAATACTTACATTGGAGAGCCTATITATGT
TGACGACTTCAAGGGCAGATTCACGTTC3' (SEQ ID NO:66)

oligo 5 P7992: .
5'CCATGTATGCAGTGCGTTGTGGAGGTGTCTAGAGTGAACGTGAATCTGCCCTT

GAA3' (SEQ ID NO:67)
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oligo 6 P7993:
5'"CCACAAGCACTGCATACATGGAGCTGTCATCTCTGAGATCCGAGGACACCGC

AGTGTACTAT3’ (SEQ ID NO:68)

oligo 7 P7994:
'GAATTCGGTACOCTGGCCCCAGTAGTGCATGGCATAAGATCIGTATCCICTAG
CACAATAGTACACI‘GCGGTG‘I‘CCI‘CS (SBQID NO:69)

Fwd: P7988: . _
5'GAATTCGTGCACTCTCAGGTGCAGCTGGTC3® (SEQ ID NO:70)

. Bwd P7987:

15

20

25

5’GAATTCGGTACCCTGGCCCCAGTAGTCCAT3' (SEQ ID NO:71)

The assembly reaction, 100 yl, contained 10 mM Tris-HC1 pH 8.3, 1.5 mM MgCl.,
50 mM KCI, 0.01% wiv gelatin, 0.25 mM each deoxyribonucleoside triphosphate, 2 pmole
of each of p7989, p7990, p7991, p7995, 7992, p7993 and p7994, 10 pmoles of each of
p7988 and p7987 and 1 unit Taq polymerase. Reactians were cycled through 94°C for 1
minute, 55°C for 1 minute and 72°C for 1 minute. After 30 cycles, the reaction was
extracted with phenol/chloraform (1/1), then with chloroform and precipitated with ethanol.
After centrifogation, the DNA was dissolved in the appropriate restriction buffer and
digested with ApaLI and Kpnl. The resulting fragment was isolated from an agerose gel
and ligated into pMR14 (Figure 5) that had previously been digested with the seme
enzymes. pMR 14 contsins the humsan gamms 4 heavy chain constant region when pMR14
is cleaved with ApsLI and Kpal, the cleaved vectar is able to receive the digested DNA
such that the 3’ end of the digested DNA joins in reading frame 1o the 5* end of the
sequence encoding the gamma 4 constant region. Therefore, the heavy chain expressed
from this vector will be 8 gamma 4 isotype. The ligation mixture was nsed to transform E.
coli LM1035 and resulting bacterial colonies screened by restriction digest and nucleotide
sequence analysis. In this way, a plasmid was identified containing the comect sequence
for gh1hTNF40.4 (Figure 10) (SEQ ID NO:10). '
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Construction of CDR-Grafted Heavy Chain gh3hTNF40.4
gh3hTNF404 (SEQ ID NO:11) was assembled by subjecting overlapping
oligmug.leotides to PCR in the presence of the sppropriate primers. The following

* aligonucleotides were used in the PCR:

Gronp 3 graft

oligo 1 P7999: :
'GATCCGCCAGGCI'GCACGAGACCGCCI‘CCTGACI‘CGACCAGCTGAACCI‘CAG

AGTGCACGAATTC3' (SEQ ID NO:72)

oligo 2 P800
5"TCTCGTGCAGCCTGGCGGATCGCTGAGATTGTCCTGTGCTGCATCTGGTTACG
TCTTCACAGACTATGGAAS’ (SEQ ID NO:73)

oligo 3 P8OOI
- 5"CCAACCCATCCATTTCAGGCCCTTTCCCGGGGCCTGCTTAACCCAATTCATTC

CATAGTCTGTGAAGACGT3' (SEQ ID NO:74)

oligo 4 P7995:
5" GGCCTGAAATGGATGGGTTGGATTAATACTTACATTGGAGAGCCTATITATGT

TGACGACTTCAAGGGCAGATTCACGTTC3’ (SEQ ID NO:66)

oligo 5P7997:
S'GGAGGTATGCI‘G'I'I‘GACITGGATGTGTCI‘AGAGAGAACGTGAATC’I‘GCCCIT

GAA3’ (SEQ ID NO:75)

oligo 6 P7998:
5'"CCAAGTCAACAGCATACCTCCAAATGAATAGCCTGAGAGCAGAGGACACCGC

AGTGTACTAT3’ (SEQ IDNO:76)
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aligo 7 P7993:
5'GAATTCGGTACCCTGGCCCCAGTAGTCCATGGCATAAGATCTGTATCCTCTAG
CACAATAGTAEACTGCGGTGTCCTC3' (SEQ ID NO:77)

"Fwd P7996:
5'GAATTCGTGCACTCTGAGGTTCAGCTGGTC3' (SEQ ID NO:78)

Bwd P7987:
5'GAATTCGGTACCCTGGCCCCAGTAGTCCAT3® (SEQ ID NO:71)

The assembly reaction, 100 jl, contained 10 mM Tris-HC1 pH 8.3, 1.5 mM MgCl,,
50 mM KC1, 0.01% wi/v gelatin, 0.25 mM each deoxyribonucleoside triphosphate, 2 pmole

. of each of p7999, p8000, p8001, p7995, p7997, p7998 and p7993, 10 pmoies of cach of

15

30

p7996 and p7987 and 1-unit Tag polymerase. Reactions were cycled through 94°C for 1
minnte, 55°C for 1 minute and 72°C for 1 minute. After 30 cycles, the reaction was
extracted with phenol/chloroform (1/1), then with chloroform and precipitated with ethanol.
After centrifogation, the DNA was dissolved in the appropriate restriction buffer and
digested with ApaLl and KpnL- The resnlting fragment was isolated from an agarose gel
and ligated into pMR14 (Figure 5) that bad previously been digested with the same
enzymes. pMR14 -contained the humen gemma 4 heavy chain constant region. When
pMR14 ig cleaved with Apall and Kpnl], the cleaved vectar is able to receive the digested
DNA such that the 3" end of the digested DNA joins in reading frame to the 5° end of the
sequence encoding the gamma 4 constant region. Therefore, the heavy chain expressed
from this vector will be a gamma 4 isotype. The ligation mixture was used to transform E.
coli 1M1035 and resuiting bacterial colonies screened by restriction digestion and
nuclgoﬁde: gequence analysis. In this way, 8 plasmid was identified contsining the comrect
sequence for ghBhTNFﬁOA (SEQ ID NO:11) (Figure 11).

Production of CDR-Grafted Modified Fab Fragment. .

A CDR-grafted, modified Fab fragment, based on antibody hTNF40, was
constructed using the E. coli vector pTTO-1. The variable regions of antibody hTNF40 are
sub-cloned into this vector and the intergenic sequence optimised to cyeate
pITO(CDP870). The PTTO expression vector is designed to give rise to soluble,
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pmplas:mcaccumulanm ofmcombmantpmtunsmzcoh The main features of this
plasmld are:
()  tetracycline resistance marker - antibiotic not inactivated by the
product of resistance gene, hence selection for plasmid-containing cells is maintained;
(i) low copy number - origin of replication derived from plasmid p15A,
wh1ch is compatible with plasmids containing colEl derived replicons;
(iii) strong, inducible tac promoter for trancription of cloned gene(s);

(iv) lacld geme - gives constitutive expression of the lac repressar protein, .

maintaining the tac promoter in the repressed state until induction with IPTG / allolactose;

(v) OmpA-signal sequence - gives periplasmic secretion of cloned
gene(s); and '

(vi) translational coupling of OmpA signal sequence to a short lacZ
peptide, giving efficient initiation of translation.

Thevmhnbemdevdopedforaqnesnmofmod:ﬁedhbﬁlmﬁoma

dicistronic message by the design of a method to select empirically the optimom intergenic
.sequence from a series of four purpose-built cassettes. The application of this m the
construction of pTTO(CDPB870) is described.

Materials and Methods

Standard procedures were used for protocols including DNA restriction, agarose gel
electrophoresis, ligation and transformation. Restriction enzymes and DNA modifying
enzymes were obtained from New England Biolabs or Boehringer Mannheim, and were
used accarding to the supplier's recommendations. . DNA fragments were purified from
agarosc using the GeneClean protocol (BIO. 101). Oligonucleotides were supplied by
Oswel Oﬁgmudéoﬁde Service and were synthesized at the 40 nm scale. Plagmid DNA
was isolated using Plasmid DNA Mini / Midi kits from Qiagen. PCR was performed using
Perkin Elmer ‘Amplitaq’ as recommended. DNA sequencing was performed using the
Applied Biosystems Teq cycle sequencing kit

ke flask ipducri
E. coli W3110 cultures were grown in L-broth supplemented with tetracycline (7.5
ug/m}). For mductions, fresh overnight cultures (grown st 30<C) were dilvted to ODgpo of
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0.1 into 200 ml L-broth in a 2 L baffled flask and were grown at 30<C in an orbital
incubator. At ODgog of 0.5, IPTG was added to 200 yM. Samples (normalised for OD)

were tlkm at intervals.

E » l ‘I;mEigu )

Culture samples were chilled on ice (5 minntes) then cells were harvested by
centnfuynon Following resuspension in extraction buffer {100 mM Tris HC1, 10 mM
EDTA, pH 7.4) samples were incubated overnight at 30C, then clarified by centrifogation.

Asscmbly Assay 7

Modified Fab concentrations were determined by ELISA. Plates were coated at 4<C
overnight with anti-iuman Fd 6045 (2 pg/ml in costing buffer, physiclogical saline, 100 pl
per well). After washing, 100 pl of sample was loaded per well; purified A5B7 gamma-1
Fab', initially at 2 pgfzg]. was. used as a standard. Samples were sexially diluted 2-fold
across the plate in-sample conjogate buffer (per litre: 6.05 g trisaminomethane; 2.92 g
NeCl; 0.1 ml Tween-20; 1 ml casein (0.2%)); plates were incubated for 1 hour at room
temperatore, with agitation. Plates were washed and dried, then 100 ji of anti-human C-
kappa (GD12)-peroxidase wes added (diluted in sample conjugate buffer). Incubation was
carried cut &t Toom temperature for 1 hour with agitation. Plates were washed and dried,
then 100 pl of substrate solution was added (10 ml sodium acetate/citrate solution (0.1 M
gH 6); 100 pl HyO, solution; 100 pl tetramethylbenzidine solution (10 mg/ml in

" gimethylsulphoxide)). Absorbance at 630 nm was read 4 - 6 minntes sfter substrate

30

addition.
o0 of Plasmid pTTO-]

"(a) Replacement of the pTTOO Polvlinker _
Plasmid pTTQY was obtained from Amersham and is shown in Figure 14. An

gﬂqnmapg)wasdigestedvdthmsuicﬁonenzymesSaJIandEcoRI,thcdigestmrunm
a 1% agsrosc gel and the large DNA fragment (4520 bp) was purified Two
oligomicleotides were synthesized which, when annealed together, encode the OmpA
polylinker region shown in Figure 15. This sequence has cohesive ends which are
compatible with the Sall and EcoRI ends generated by restriction of pTTQ9. By claning
this aligonucleotide 'cassette into the pTTQY vector, the Sall site is not regenerated, but the
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EcoRI site is maintained. The cassette encodes the first 13 amino acids of the signal
sequence, of the E. coli outer-membrane protein Omp-A, preceded by the Shine Dalgarmo
ribosome binding site of the OmpA gene. In addition restriction sites for enzymes Xbal,
Munl, Sty and Spll are present. ‘The Munl and Sty] sites are within the coding region of
the OmpA signal sequence and are intended as the 5° cloning sites for insertion of genes.
The two oligonucleotides which make up this cassette were enncaled together by mixing at
a concentration of 5 pmoles/l and heating in a waterbath to 95+C for 3 minntes, thea slow
coaling to room temperatore. The anncaled sequence - was then ligated into the Sall / EcoRI
cot pTTQY. The resulting plasmid intermediate, termed pTQOmp, was verified by DNA -

Plasmid pTTO-1 was constructed by ligating one DNA fragment from plasmid
pACYC184 to two fragments genmted from pTQOmp. Plasmid pACYC184 was obtained
from New England Biolabs, and a restriction map is shown in Figure 16. An aliquot (2 pg)
was digested to completion with restriction enzyme Styl, then treated with Mung Bean
Nuclease; this treatment creates blunt ends by cutting back 5' base overhangs. Foliowing
“phenal extraction and ethanal precipifation, thé DNA was restricted with enzyme Pyvull,
generating fragmeats of 2348, 1081, 412 and 403 bp. TheMbpﬁngmeutwupmﬁed
after agarose gel electrophoresis. This fragment encodes the tetracycline resistance marker

_and the p15A origin of replication. The fragment was then treated with calf intestinal
alkaline phosphatase to remove 5' terminal phosphates, thereby preventing the self-ligation
of this molecule.

An aliquot (2 pg) of plasmid pTQOmp was digestedwithenzymesSsplandEcoRI.
and the 2350 bp fragment was purified from unwanted fragments of 2040 bp aad 170 bp
following agarose gel electrophoresis; this fragment encodes the transcriptional terminator
region and the lacI9 gene. Another aliquot (2 ug) of pTQOmp was digested with EcoR1 and
Xmuol, generating fragments of 2289, 1670, 350 and 250 bp. The 350 bp fragment,
encoding the tac promoter, OmpA signal sequence and multicloning site, was gel purified.

The three fragments were then ligated, using approximetely equimolar amounts of
each fragment, to generate the plasmid pTTO-1. All cloning junctions were, verified by
DNA sequencing. The restriction map of this plasmid is shown in Figure 17. Plasmid
pTTO-2 was then ‘created by insertion of DNA encoding the human Ig light chain kappa
constant domain. This was obtained as a Spl I — EcoRI restriction fragment from plasmid
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pHC132, and msened into the cmrupondmg sites in pTTO-1. Plasmid pTTO-2 is shown

m Figure 18.

The variable light chain reglon h'INF40ng (SEQ ID NO:8) was obtained by PCR
‘rescue’ fromthecmupondmgvmformammnhmcenexpmmmpmml The
OmpAleadersequencemplmthenauveIgleadat 'I‘hesequmceofthePCanmmm '
shown below:

5* primer: : .
CGCGCGGCAATTGCAGTGGCCTTGGCTGGTTTCGCTACCGTAGCGCAAG
CTGACATTCAAATGACCCAGAGCCC (SEQ ID NO:79)

3" primer: 'ITCAACI‘GCI'CATCAGATGG (SEQ ID NO:80)

Following PCR under standard conditions, the product was purified, digested with
epzymes Munl and Spil then el purified. The purified fragment was then inserted into the
Muxl / Spll sites of pTTO-2 to create; the light chain intermediate pTTO(hTNF4OL).

" ‘The varisble heavy chain region of gh3hTNF40.4 was obtained in the same way
_ﬁ'omthewctnrpGammH. The sequence of the PCR primers is shown below:

5" primer: .
GCTATCGCAATTGCAGTGGCGCTAGCTGGTTTCGCCACCGTGGCGCAAG
CTGAGGTTCAGCTGGTCGAGTCAGGAGGC (SEQ ID NO:81)

3’ primer: GCCTGAGTTCCACGACAC (SEQ ID NO:82)

Following PCR the product was purified, digested with enzymes Nhel and Apal
then sub-cloned into the vector pPDNAbEng-G1 (Figure 19). After verification by DNA
sequencing, the heavy chain was restricted with enzyme EcoRI and sub-cloned into the
EcoRI site of pTTO(hTNF40L) to create the E. coli expression plasmid pTTO(WTNF40).
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timisation of Intergenic Sequence for Modified Fab ion

In the pTTO vector, modified Fab expression occurs from a dicistronic message
encoding first light chain then heavy chain. The DNA sequeace between the two geaes
(intergenic sequeace, 1GS) can influence the level of expression of the heavy chain by
affecting the rate of translational initiation. For example, a shart intergenic sequence may
result in translational coupling. between the light and heavy chains, in that the translating
ribosome may not fully dissociate from thé mRNA sfer completing light chain syntheaia
before initisting heavy chain synthesis. The ‘strength’ of any Shine Dalgamo (SD)
ribosome binding site (Homolgy to 165 YRNA) can also have an effect, g5 can the distance
and sequence composition between the SD and the ATG start codon. The potetial
secondary structure of mRNA around the ATG is another important factor; the ATG should
be in a ‘loop’ and not constrained within a ‘stem’, while the reverse applies to the SD,
Thus by modifying the composition and length of the IGS it is possible to modify the
strength of translational injtiation and therefore the level of beavy chain production, It is
likely that an optimum rate of translational initiation needs to be achieved to maximise
expression of the heavy chain of a given modified Fab. For example, with one modified
Fab, a high level of expression may be tolerated, but for a different modified Fab with
“different smino acid sequence, a high Jevel of expression might prove toxic, perhaps
becmweofdiﬂ'mteﬂ‘icimciesofsecreﬁoﬂorfolding. For this reason, a series of four
intergenic sequences were designed (Figure 20), permitting the empirical determination of
the optimum IGS for the h"TNF40-based modified Fab. 1GS1 and IGS2 have very short
intergenic sequences (-1 and +1 respectively) and might be expected to give closely
coupled translation; the SD sequences (underlined) are subtly different These two
sequences will most likely confer a high level of trenslational initiation. IGS3 and IGS4
have a longer distance between start and stop codons (+13) end differ in their sequence
composition; IGS3 has -a ‘stronger’ SD sequence. All sequences were studied for
secondary structure (using m/fold program) and ‘optimised’ as far as possible; however,
with tight coupling of translation of the two chains the lack of ribosomal dissociation means

that the mRNA may not be ‘naked’, preventing secondary structure formation.

The IGS cassettes shown in Figure 20 have flanking Sacl and Munl] cloning sites.
They were built by annealing complementary oligonucicotide pairs. A vector fragment was
pnpuedbydigesq'ngp'ITO(hTNIMO) with Sacl and Notl, apd a beavy chain fragment was
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prepared by digesting pPDNAbEngG1(bTNF40H) with Mun] and NotL. Three-way ligations
were then performed, using equimolar amounts of the two restriction fragments and
approximately 0.05 pmoles of each anpealed oligo cassette. This created the four
expression plasmids pTTO(MTNF40 IGS-1), pTTO(TNF40 IGS-2), pTTOMTNR40 IGS-
3), pTTO(WTNF40 IGS-4). '

Shake flask expression analvsis

The four plasmids were transformed into E. coli strin W3110, along with the
original expression construct, and then analysed for expression in shake flasks as described.
The results of a typical expériment are shown in Figure 21. The different intergenic-
sequences confer different expression profiles. IGS1 end IGS2 accummlate periplasmic

. modified Fab rapidly with a peak at 1 houor post induction, after which the level recovered

falls. The peak is greater and the fall sharper for IGS1. These results are congistent with a

‘high level of synthesis, as expected for close translational conpling for these constructs.

1GS1 apparently confers a higher level of heavy chain expression then does 1GS2. In this
instance, it appears that this high- level of expression is poorly tolerated, since periplasmic
expression levels fall after the 1 hour peak. This is seen on the growth profile of the IGS1
culture (ot shown), which peaks at 1 hour post induction before falling, suggesting cell
death and lysis. 1GS3 accurmilates modified Fab more slowly but peaks at 2 hours post
induction with a higher peak value (325 ng/ml/OD), before levels fall. The growth of this
calture contintted to 3 hours post induction and reached a higher peak biomass (not shown).
This is consistent with a lower level of beavy chain synthesis. 1G54 accummlates material
at a slower rate still and fails to reach the high peak of productivity of the other 3
comstructs. All IGS variants out-perform the criginal vector significantly, The hypothesis
that the different 1GS sequences confer different rates of translational initistion is supported
by these experimental results. For. the hTNF40-based modified Feb it appears that a high
rate of beavy chain transiational initistion is poorly tolerated and is therefore not optimal.
Aﬂmnte,asconfmedbylGSS,rasu]tsinbeﬂugmwthchmcmisﬁcsmd
consequently a better yicld accumulates over time.
. TFollowing comperison of prodactivity in the fermenter the IGS3 constract was
selected as the highest yielding and was termed pTTO(CDP870) — see Figure 22.
The heavy chain encoded by the plasmid pTTO(CDP&70) has the soquence given in
SEQ ID NO:115 and the light chain has the sequence given in SEQID NO:113,
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PEGylation of CDR-Grafted, h\TNF40-based Modified Fab.

The purified modified Fab is site-specifically conjugated with a branched molecule
of PEG. This is achieved by activation of a single cysteine residue in a truncated hinge
region of the modified Fab, followed by reaction with (PEG)-lysyl maleimide as previously
described (A.P. Chapman er al, Nature Biotechnology 17, 780-783; 1999). The PEGylated
molecule is shown in Figure 13 snd is called compound CDPB70;

Efficacy of PEGylated CDR-Grafted, hTNF40-based Modified Fab (CDP870) in
Treating Rheumatoid Arthritis.

CDP870 has a long hllfhfepfapgmx.imntnly 11 days.

We cvalnated the safety and efficacy of intravenons CDP870 in 2 randomised
double-blind placebo-controlled dose escalating trial in patients with RA.

Methods
FPatients:
Patients aged between 18 and 75 years old and who satisfied the 1987 revised
American Couege of Rheumatology (ACR) diagnostic criteria for theumatoid arthritis (RA)
“TAmett e ‘al, Arthnns Rheum., 31, 315-324, 1988) were recruited from outpatient
Rheumstalogy clinics at London, Cambridge, Norfolk and Norwich (United Kingdom).
Patients were required to have clinically active disease as defined by having at least 3 of the
following criteria: > 6 painful or tender joints; > 45 mimutes of early moming stiffoess; and
erythrocyte sedimentation rate (ESR) > 28 mm/hr. They must have failed to respond to at
least one Disease Modifying Anti-Rheumatic Drug (DRARD) and have been off treatment
for at least 4 weeks. Corticosteroids were permitted if the dose wes > 7.5 mg/day of
prednisolone. Pregnant women, nursing women and women of childbearing potential not
using an effective method of contraception were excluded. Patients were also excluded if

they hed a previims. history of malignancy, concomitant severe uncontrolled medical -

conditions, previous failure of TNFo-neutralizing therapy or allergy to polyethylene glycol.

Whritten informed consent was obtained from each patient before enrolment. The stody was -

approved by the local research ethics committees.
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Treatment protocol:

36 RA patients were divided into 3 groups, each to receive an increasing dose of the
trial drug (1, 5 or 20mghkg). Each group of 12 was randomly divided into 8 o receive .
CDP870 and 4 to receive placebo. CDP870 was given as a single intravenons infusion (100
] in total) over 60 minutes. Placebo (sodivm acetate buffer) was given similarly as a
single intravenous infusion of 100 ml over 60 minutes. Treatment was given on en
outpatient basis. Afmsweeh.uﬂpaumtshadtheoppmmtytomvemmﬂmonof
enhuSurZOmglkgofCDPs'IOmopmfuhon. .

Clinical assessment: - .
RA discase activity was assessed based on the World Heslth Organization and

" International League of Associations for Rheumatology (Boers et al.,, J. Rheumato] —

15

25

30

Supplement, 41, 86-89, 1994) and Buropean League Against Rheamatism (EULAR) (Scott
et al., Clin. Exp. Rheumatal., 10, 521-525, 1992) core data sets with 28 joint counts.
ChmgesmdlaeaseacumtywmumdbynmaseAmmySm(vaooaaL

Arthritis Rheum., 38, 4448, 1995) and the ACR responses criteria (Felson ef al., Arthritis

Rbeum., 38, 727-735, 1995). Asscssments were carried out before treatment and at 1, 2, 4,

" 6 and'8 weeks after therzpy. Patients were also assessed for safety and tolerance of the

stndy drog. Haematology, biochemistry, anti-CDPS70 antibodies and adverse events were
assessed at each visit. '

CDP870 plasma concentration and anti-CDP870 antibodies:

CDPE70 was measured by enzyme-linked immmumosarbent essay (ELISA). Serial
dilutions of patients’ plasma were incubated in microtitre plates (Nunc) coated with
recombinant homan TNFg (Strathmann Biotech GmbH, Hannover). Captured CDPS70
was revealed with horseradish peroxidase conjugated goat anti-hwinan kappa light chein
(Cappel, ICN) followed by tetramethylbenzidine (TMB) substrate.

Antibodies to CDP870 was screened (at 1/10 plasma dilution) using a double
antigen sandwich ELISA with biotinylated CDP870 as the second layer. Bound entibodies
were revealed using HRP-streptavidin and TMB sybstrate. The assay was calibrated using
a hyperimmune rabbit IgG standerd. A unit of activity is equivalent to 1 jg of the rabbit.
standard. :
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The study was exploratory in nature and the sample size was based on previous
experience with similar agents. Efficacy of CDP870 was enalysed by calculating disease
activity écore (DAS) and ACR20/50 responses for intention to treat and per-protocal using
aclosedtesﬁngprpcedme. The disease activity score was calculated as follows: DAS =
0.555 x square root of (28 tender joints) + 0.284 x square root of (28 swollen joints) + 0.7
x In(BSR) + 0.0142 x (patient’s global assessment). First, the pooled active groups were
compared to placebo. If this comperison was significant st tbe 5% level, cach dosage group
was compared to placebo. All comparisons were two tailed with a significance level of 5%.
All P-values were derived from explaratory analysis and should not be nsed for inferential

interpretation.

Results
Demography: : :

36 patients with RA were recruited. Their demographic details are given in Table 6.
The mean age was 56 years and 30 patients were female. The mean duration of RA was 13
~yeers and 21 patients were rheumataid factor positive. - Patieats i the different groups bave
similar demogrephic cheracteristics. In the blinded dosing period, 6/12 placebo-treated
peticnts withdrew from the stody for deteriorating RA > 4, weeks after dosing. 2724
CDPB70-treated patients withdrew, both in the 1 mg/kg group, for deterionting RA/lost to
follow up > 4 weeks after dosing. The difference was statistically sigaificant (p=0.009,
Fisher exact test). ' :

Table 6: Demographic detafls (mean + standard deviation)

Number Sex Age Doration Rheuma- Number
MF) of told ~ - of
Disease  Factor  previous
_ DMARDs
Placebo 12 LI 5148 1248 8(67%) °© 54l
1 mgkg 8 1:7 5947 1247  4(50%) - 441
5m g/kg - 8 2:6 54413 . 1335 S5(63%) 542

20 mg/kg 8 26 61411 14413 4(50%) . 442
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The proportion of patients with ACR20 improvement for the per-protocol
population with last observation camried forward was 167, 50, 87.5 and 62.5% after
placebo, 1, 5 and 20 mg/kg CDP870 (combined treatment effect p=0.012) at 4 weeks and
167, 25,75 and 75% (p=0.032) at 8 weeks. Reduction in DAS scores (median) for the per-
protocol population with last cbservation carried forward wes 0.15, 1.14, 1.91 and 1.95
after placebo, 1; 5 and 20 mgikg CDP870 (combined treatment effect p=0.001) at 4 weeks
and 0.31, 0.09, 2.09 and 1.76 (p=0.008) 2t 8 wecks (Figure 23). Changes in individual
components of the World Heaith Organization and International League of Associstions for
Rheumatology care data set are shown in Figure 24.

Following the open labe] dose of CDP870, sirnilr beneficial effects were achisved,
Of the 36 patients recruited into the stdy, 32 received a second infosion of CDP870. The
proportion of patients with ACR20 improvement from pre-first infusion was 722 and
55.6% after 5 and 20 mg/kg CDPB70 at 4 woeks and 55.6 and 66.7% at 8 weels..

Adverse Events

Treatment was well tolerated with no infusion-related reaction. No allergic reaction
ar skin rash was reported. In the double-blind phase, there were 19, 38, 8 and 14 sdverse
events in the placebo, 1, 5 and 20 mg/kg groups respectively. The commonest was
headache with 9 episodes in 5 patients (1 placebo, 3 et 1 mg/kg, 1 at 20 mgkg). One
paﬁentwhomeivedplnceboandSpaﬁentswhoremivedCDPB?O(luSmgikgandZat
20 mg/kg) developed lower respiratory tract infections. These were reported as mild or

"moderate. They were treated with oral antibiotics and resolved over 1-2 week period.

Three patients cach in the 1 and 5.mg/kg groups and one in the 20 mg/kg group developed a
urinery tract infection 1-2 months afer CDP870 trestment. One adverse event was
described as severe which was an episode of neck pain occurring 3 days after info. o with
1 mg/kg. Increase in anti-nuclear antibody wes seen in 4 patients: 1 in the placeso gronp
(acgative 10 1/40), 2 in the 1 mgfkg group (negative to 1/40, negative to 1/80) and 1 in the
20 mg/kg group (negative to 1/40). No chenge wes found in anti-DNA or enti-cerdiolipin
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CDP870 Plasma Concentration and Anti-CDP870 levels’ :

As expected, for all dose levls of CDPR70, the peak plasma concentration occurred
at the end of infusion and was dose proportional with plasma concentration declining
slowly thereafter. The plasma concentration profile of CDP870 appeared very similar to
that previously obs:rved in volunteers where the half-life was calculated to be
approximately 14 days. Onm-dosmg.amﬂn-pmﬁletomngledmemﬂmonms
observed.

Following a single intravenous infusion, enti-CDP870 levels were low or
undetectable. ]

Discussion . )
Neutralizing TNFo is an effective treatment strategy in RA. Currently, this requires

the use of biological ageats, such as a chimeric mAb ar a soluble receptor/human Fc fusion

protein, which &re expensive to manufacture. A therapeutic TNFo neutralizing agent needs
to bind TNFa with high affinity and have a long plasma half-life, low antigenicity and high
tolerability and safety. It also needs to be accessible to all patients with RA who wouid
benefit from TNFa blockade, One technology that could achieve these objectives is the
conjugstion with polyethelene glycol of 8 TNFa binding antibody fragment made in E.
coli.- In this preliminary stndy, we find that CDP870, a PEGylated, anti-TNFot, modified
Fab, is effective and well tolerated by patients with RA.

In vitro studies have shown that CDPB70 has similar TNFa neutralizing activity to
the murine ant-TNFo parent antibody. This stady confirms that CDP870 reduced
inflammation and improved symptoms in RA. Clinical improvement as measnred by the
ACR20 response criteria in the 5 and 20 mg/kg groups (75%, 75%) was comparable to
etanercept (60%) (Moreland ef oL, Annsls Int. Med., 130, 478-486, 1999) and infliximsb
(50%) (Maini er al., Lancet, 354, 1932-1939, 1999). At the middle and highest dosage
levels tested, the therapentic effect lasted 8 weeks which is compareble to previous other
mAbs (Elliott et al., Lancet, 344, 1105-1110, 1994 and Renkin et al, Br. J. Rheumatol., 34,
334-342, 1995). Previous study has shown that the therapeutic effect of anti-TNFo
antibody is related to its plesma half-life and the generation of circulating satibodies (Maini
et al, Arthritis Rheum 38, (Supplement) : S186 1995 (Abstrect)). Onr study showed that
CDPS70 has a plasma balf-life of 14 days which is equivalent to that of a whole antibody
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(Rankin et al., (supra)) sud much longer than the half-life of unconjugated Fab' fragments.
Further, CDP870 generated only very low levels of antibody response.

One of the important objectives of this study is to examine the tolerability and
safety of administering this PEGylated Fab'. In our study, CDP870 appears well toleratad.
Although further study will be needed to assess long-term toxicity, especially the risk of
demyelinating disease, infection and skin rashes that have been reported with etanercept
and infliximab. _ .

In summary, CDP870 is therapeutically effective in RA and was well tolerated in
this short-term study. -

It should be understood that the above-described examples are merely exemplary
and do not limit the scope of the present invention as defined in the following claims.
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CLAIMS

1. An antibody molecule baving specificity for human TNFa, comprising s beavy
chein wherein the variable domain comprises a CDR having the sequence given as Hl in
Figure 3 (SEQ ID NO:1) for CDRH], as H2' in Figure 3 (SEQ ID NO:2) or as H2' in
Figure 3 (SEQ ID NO:7) for CDRH2 or as H3 in Figure 3 (SEQ ID NO:3) for CDRHS3.

2. An antibody molecule having specificity for buman TNFg, comprising a light
chain wherein the varisble domain comprises a CDR having the sequence given as L1 in
Figure 3 (SEQ ID NO:4) for CDRL1, a5 L2 in Figure 3 (SEQ ID NO:5) for CDRL2 or as
13 in Figure 3 (SEQ ID NO:6) for CDRL3.

3.  The antibody malecule of claim 1 or claim 2 comprising a heavy chain wherein the
verisble domain comprises a CDR having the sequence given in SEQ ID NO:1 for CDRH],
SEQ ID NO:2 or SEQ ID NO:7, for CORH2 or SEQ ID NO:3 for CDRH3 and a light chain
wherein the variable domain comprises & CDR having the sequence given in SEQ ID NO:4
for CDRL1, SEQ ID NO:5 far CDRL2 or SEQ ID NO:6 for CDRL3.

4. The antibody molecule of claim 3, whick comprises SEQ ID NO:1 for CDRH1,

SEQ ID NO: 2 or SEQ ID NO:7 for CDRH2, SEQ ID NO:3 for CDRH3, SEQ ID NO:4 for
CDRLI1, SEQ ID NO:5 for CDRL2 and SEQ ID NO:6 for CDRL3.

5.  The antibody molecule of any one of claims 1 to 4, which comprises SEQ ID NO:2

for CDRH2,

6. . The antibody molecule of any one of claims 1 to 5, which is a CDR-grafted
antibody molecule.

7. The antibody molecule of claim 6, wherein the varigble domain comprises human
acceptor framework regions and non-buman donor CDRs.
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8. The antibody molecule of claim 7, wherein the human acceptor framework regi.ons
ofthevaﬁabledomainoftheheavychninmbasedonahummgrmpiwnsmsus
sequence and comprise non-human donar residues at positions 28, 69 and 71

9. ']'heantibodymolemﬂeof:lmm? wherein the human acceptor framework regions
ofthevmabledmnmnoftheheavychmuebasedonahmnangmuplcmm
sequmccmdomnmsenm-humandmormdnesnposmmﬂs. 38,46,67,69and 71.

10. . The antibody molecule of claim 7, wherein the humsan acceptor framework regions
nftbevmabledummnofthaheavychmmbnedonahnmgrmpSmm
sequence and comprise non-tuman donor residues at positions 27, 28, 30, 48 49, 69, 71, 73-
76 and 78.

11. 'Ihemu'bodymoleculeofanyoneofdm7to 10, wherein thehmnanacceptm'
ﬁ-mwmtreglmsofthevmabledummofthzhghtchmmbasedmhmngrwpl
cunsenmsequsncemdomqmsenon-hummdonm'mduesatpoanm%mdﬁo

12 'Iheanh‘bodymoleculeofanyaneofdumslmll conqmsmgthehghtchmn

. variable region h'INF40-gL1 (SEQ ID NO:8) and the heavy chain vamble region

gh3hTNF40.4 (SEQ ID NO:11).
13.  The antibody miclecule of any one of claims 1 to 12 which is a Fab fragment.

14, The sntibody molecule of claims 12 and 13, which is a Feb fragment comprising a
heavy chain having the sequence given in SEQ ID NO:111 and a light chain having the
sequence given in SEQ ID NO:113.

15. The antibody molecule of any one of cleims 1 to 12, which is a modified Fab
fragment baving at the C-terminal end of jts heavy chain one or more amino acids to allow
attachment of an effector or reporter molecule.
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i6. The _anu'body ‘malecule of claim 15, wherein the additional amino acids form a
modified hinge region containing one or two cysteine residues to which the effector or
reporter molecule may be attached.

5 17. The antibody molecule of claim 12, which is a modified Fab fragment comprising a
beavy chain having the sequence givea in SEQ ID NO:115 and a light chain having the
sequence given in SEQID NO:113. |

18. An antibody molecnle having specificity for human TNRo, having a light chain
10 comprising the sequence given in SEQ ID NO:113. |

19. An antibody molecule having specificity for human TNFc, baving a light chain
consisting of the sequence given in SEQ ID NO:113.

15 20. An antibody maolecule having specificity for human TNFg, having a beavy chain
comprising the sequence given in SEQ ID NO:115.
1. An antibody molecule having specificity for humen TNFg, having a heavy chain -
consisting of the sequence given in SEQ ID NO:115.

22. An sutibody malecule having specificity for luman TNFa, having & light chain
comprising the sequence given in SEQ ID NO:113 end a heavy chein comprising the
sequence given in SEQ ID NO:115.

25 23. An sntibody molecule having specificity for bumen TNFa, having a light chain
consisting of the sequence given in SEQ ID NO:113 and a heavy chain consisting of the

24. A varient of the antibody molecule of any one of claims 1 to 23, which has an
30 improved affinity for TNFoL :

25. - The veriant of claim 24 which is obtained by an affinity maturation protocol.
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26. The antibody of any ome of claims 1 to 3 which is murine anti-TNFo. monoclonal
antibody hTNF40.

27. The antibody molecule of any one of claims 1 to 3, which is a chimeric antibody
moleculecompnmngthehghtmdhuvychmvamblednmnmsofthemmocloml
antibody of claim 26.

28. A compound compriging the antibody molecule of any ane of claims 15 to 23
having covalently aitached to an amino acid at or towards the C-terminal end of its beavy
chain an effectar or reporter Molecule.

" 99. The compound of claim 28, which comprises an effectar molecule.

15

* 30.  The compovnd of claim 29, wherein the effector molecule comprises ane or mare

polymers.
31. The compound of claim 30, wherein the one or more polymers is/are an optionally

substituted straight or branched chain polyalkylens, polyalkenylene or polyoxyalkyiene -
polymer or & branched or unbranched polyseccharide.

32. The compound of clajm 31, wherein the one or more polymers is/are a

_ methoxypoly(ethylensglycal).

30

33. A compound comprising the sutibody molecule of claim 17 having attached to ane
of the cysteine residues at the C-terminal end of the heavy chain a lysyl-maleimide group
wherein each amino growp of the lysyl residuc has covalently linked to it a
methoxypoly(ethyleneglycol) residue having a molecular weight of about 20,000 Da.

34. A compound comprising an antibody molecule having specificity for human TNFe,
baving a light chain comprising the sequence given in SEQ ID NO:113 and a heavy chain
comprising the sequence given in SEQ ID NO:115, having ettached to cne of the cysteine
residues at the C-terminal end of the heavy ‘chain one or more synthe_ﬁc.ur naturally-
oconrring PolyImers. . -
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35. A compound comprising an antibody molecule having specificity for human TNFo,
having a light chain consisting of the sequence given in SEQ ID NO:113 and a heavy chain
consisting of the sequence given in SEQ ID NO:115, having attached to one of the cysteine
residues at the C-terminal end of the heavy chain ane or more synthetic or naturally-
occurring polymers. :

36, A compound comprising an antibody molecule having specificity for human TNF,
having a light chain comprising the sequence given in SEQ ID NO:113, having attached to
one of the Cysteine residues at the C-terminal end of the heavy chain a lysyl-maleimide

" group wherein each amino group of the lysyl residue has covalently linked to it a

15

20

.30

methoxypoly(ethyleneglycol) residue having a molecular weight of about 20,000 Da..

37. A compound comprising 8n antibody molecule having specificity for buman TNFe,
having a light chain consisting of the sequence given in SEQ ID NO:113, having attached
to one of the cysteine residues at the C-terminal end of the beavy chain a lygyl-maleimide

“giGiap wherein -each-amino—group of the-lysyl-residue-has- covalently linked to it a

methoxypoly(ethyleneglycol) residue having & molecular weight of about 20,000 Da.

38. A compound comprising an-anﬁbody molecule having specificity for human TNFo,

“having a heavy chain comprising the sequence given in SEQ ID NO:115, having attached
_to one of the cysteine residues at the C-terminal end of the heavy chain a lysyl-maleimide

group wherein each amino group of the lysyl residue hes.covalently linked to it a
methoxypoly(ethyleneglycal) residue having & molecular weight of about 20,000 Da.

39. A compound comprising an antibody molecule having specificity for homan TNFa,
having a heavy chain consisting of the sequence given in SEQ ID NO:115, baving attached
t6 one of the cysteine residues at the C-terminal erid of the heavy chain a lysyi-maleimide
group wherein each amino group of the lysyl residue has covelently linked to it & methoxy
paly(ethylenegtycal) residue having & molectlar weight of aboat 20,000 Da.

40. A compound comprising an antibody molecule having specificity for human TNFa,
having a light chain comprising the sequence given in SEQ ID NO:113 and a heavy chain

1
- PCT/GBO1/02477
; 2
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comprising the sequence given in SEQ ID NO:115, having attached to one of the cysteine
residues at the C-terminal end of the heavy cliain & lysyl-maleimide group wherein each
amino group of the lysyl residue has covalently linked to it a methoxypoly(cthyleneglycol)
residue having a maolecular weight of about 20,000 Da.

41. A compound comprising an antibody malecule having specificity for human TNFo,
having a light chain cansisting of the sequence given in SEQ ID NO:113 arid a beavy chain
consisting of the sequence given in SEQ ID NO:115, having attached to ane of the cysteine
residues at the C-terminal end of the heavy chain a lysyl-maleimide group wherein each
amino group of the lysyl residuc has covalently linked to it 8 methoxypaly(ethyleneglycol)
residue having a moleculsr weight of about 20,000 Da. '

'42,  An antibody molecnle comprising a hybrid CDR comprising a truncated donor CDR

sequeneewhaunthemmgpmnmofthedmw@Rlsmplacedbyadlffmnqum
and forms a fanctional CDR.

43. The antibody molecule of claim 42, whersin the missing part of the CDR sequence
is from the entibody from which the framewark regions of the antibody molecule are
derived.

44, Tbeanﬁbbdymohculcofclaimﬂ.whuyhthcmissingpanoﬂheﬂ)ksequmee
is derived from a germline antibody having consensus fremework regions.

45.  The antibody molecule of any one of claims 42 to 44, wherein CDRH2 of the heavy
chain is hybrid in the antibody molecule. '

46.  The antibody molecule of any one of claims 42 to 45, wherein the truncation of the
donar CDR is from 1 to 8 amino acids.

47.  The antibody molecule of claim 46,. wherein the truncation is from 4 to-6 amino
acids.
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48. The antibody molecule of any one of claims 42 to 47, wherein the truncation is
made at the C-terminus of the CDR.

49. A DNA sequence which encodes the heavy and/or light chain of the antibody
" malecule of any one of claims 1 to 27 and 42 to 48, :

50. The DNA sequence of claim 49 comprising the sequence shown in SEQ ID NO:8 o
10. : -

51. The DNA sequencé of claim 49 comprising the sequence shown in SEQ ID NO:10

orll.

52. Tbe DNA sequence of claim 49 comprising the sequence shown in SEQ ID
NO:110, 112 or 114.

53. Aclmingo:eipmsionvmcqminingmnm sequence of any one of claims
49 to 52. '

54. AnE coli expression vector comprising the DNA sequence of any one of cleims 49
to 52.

55. TheE. coli expression vector of claim 54 which is pTTO(CDP870).
56, .A host cell ransformed with the vector of any one of claims 53 to 55.

57. Apmuessfqrtheproducﬁon of the antibody molecule of any one of claims 1 to 27
and 42 1o 48, comprising culturing the host cell of claim 56 and isolating the antibody
molecule,

58. A process for the production of the antibody molecule of any cne of claims 1 to 27
and 42 to 48, comprising cultoring E coli comprising an E. coli expression vector
comprising the DNA sequence of any one of claims 53 to 55 and isolating the antibody
roolecule. .
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59.  The process of claim 58 wherein the antibody molecule is targeted to the periplasm.

60. A therapeutic or diagnostic compogition comprising the antibody molecule of any
one of claims 1 to 27 and 42 to 48 or the compound of any one of claims 28 to 41.

61. T‘heanﬁbodymoleculeofa;lyoneo}'cldmlt027and42to48.havingspeciﬁcity
fm'human‘INFa.orthecampoundofmyoneofdaimszsto41.fnruseinmiiinga
pathology mediated by TNFo. '

62. The antibody molecule of or compound claim 61, for use in treating rheumatoid- or
‘osteo- arthritis.

63. Use of the antibody molecule of any one of claims 1 to 27 and-42 to 48, having
specificity for human TNFe,, or the compound of any one of claims 28 to 41 in the
manufacture of a medicament for the treatment of a pathology mediated by TNFo.

64.  The use of claim 63, wherein the pathology is rhemmatoid- or osteo- arthritis.
65. Tbe vector pPDNAbEng-G1 as shown in Figure 19.
66. The vector pTTO(CDP870) as shown in Figure 22.

67. A polypeptide having the amino acid sequence given in any one of SEQ ID NOS:1
7.
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Comparisons of framework 'regions.of light chain of
antibody hTNF40 and human group 1 consensus sequences

Hu group 1 consensus :

h'INF40

Hu Group 1 consensus :

: - WYQQKPGOSPRALIY (SEQ ID NO: 86)

hTNF40

Bu Group 1 consensus :
-~ hINF40

Hu Group 1 comsensus :

bTNF40

DIQMTQSPSSLSASVGERVTITC (SEQ ID NO: 83)
DIYMTQSQKFMSTSVGIRVSYTC (SEQ 1D NO; 84)

WYQORPGKAPKLLIY (SEQ iD NO: 65)

GVPSRFSGSGSGTDFTLIISSLOPEDFATYYC (SEQID NO: 67)
GVPYRFTCSGSGTDFTLTISTVOSEDLAEYFC (SEQID NO:65)

FGOGTRVEIRR (SEQ ID NQ: 89)
FGAGTKLELKR (SEQ ID NO: 90)

FIG. 3 Sequence of CDRs of hTNF40
H1 DYGMN (SEQ ID NO:1)

H2 WINTYIGEPIYVDDFKG (SEQ ID NO:7)

H2'WINTYIGEPTYADSVKG (SEQ ID NO:2)

H3 GYRSYAMDY (SEQ ID NO:3) .

L1 KASQONVGTNVA. (SEQ ID NO:4)

12 SASFLYS (SEQ ID NO:5)

L3 QQYNIYPLT (SEQ ID NO:6)
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FIG. 2

Comparisons of framework regions of heavy chain of antibody
hTNF40 and human group 1and group 3 consgnsﬂs sequences

Hu Group 1 consensus
hINF40

Hu Group 1 comsensus
hINFA0

Hu Group 1 consensus
hTNF40

Hu Group 1 consensus
hTNF40

Bu Group 3 consensus
hTNF40

Hu Group 3 consensus
hTNF40

‘ “Hu Group 3 consensus
BTNRAD

Hu Group 3 comsensus .

hTHF40

: WWRQAPGOLEAG
- WVEQAPGRAFEWS

: WGQGTLVIVSS -
: WGQGTILIVSS

¢ QVQINQSGAEVKRPGASVRVSCRASGYTFT  (SEQ ID NO: 81)
: QIQLVOSGEELKKPGEIVRISCKASGYYFT (SEQ 1D NO: 92)

(SEQ ID NO: 89)
(SEQ ID NO: 94)

: RVTTTROTSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCAR (SEQ ID NO: 95)
: REAFSLETSASTAFLOINNLENEDTATYFCAR (SEQ ID NO: 96)

: WGQGTLVIVSS (SEQ ID NO: 97)
-1 WGQGTILIVSS (SEQID NO: 98)

o EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSWS (SEQ 1D NO: 106)
: DIQLVOSGPELKRPGETVEISCRASGYVFT (SEQ 1D NO: 82)

: WRQAPGRGLEWVS  (SEQ ID NO: 107)
: WVRQAPGKAFRWMG

(SEQ 1D NO: 84)

:m:snmsmnnmmé:.nmamm (SEQ ID NO: 108)
:RFAFSLETSASTAFLOTNNLENEDTATYFCAR (SEQ ID NO: 96)

(SEQ ID NO: 100)
(SEQ ID NO: 98)
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FIG. 6 Murine Vi Sequence of FTNF40 (SEQ D NO: 99)
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CAG ATC CAG TTG GTG CAG
GTC TAG GTC AAC CAC

Q

C

Q
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FIG. 8 Grafted VI Sequence of hTNF40 (SEQ ID NO: 8)
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270
Q>

CAA CAG

GTT GTC
Q
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C

260
Y

GCC ACT TAT TAC

ATA A
b 4

50
G TGA
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2

GAT TTC

CTA ARG
D F

GAA
CIT
E

CTC ChAG
GAG GTC
L Q

™

280

TAT AAC ATC TAC C

ATA TTG TAG A
N I
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FIG. 10 Grafted Vh sequence of TNF4D (SEQ 1D NO: 0)

70 80 - % 100

AAA OfT ICG TOT ARG GCC TCA UGC TAC GTG TTC ACA GAC TAT GBT ATU AAT 768

TIT CAN AGC ACA TTC COC AQT CCG ATQ CAC AAG TGT CTG ATA CCA TAC TTA ACC

N ¥ .

Y vy 7D Y A

C R 8

K ¥

A

827
~2Ef E&3
“Eg- Lg-

SE= REE~
Eg~ Bgw
3gE= g3~
E8- gqE~
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“gE-. Hi-
gBe SEE~
B~ EZ-
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250
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210
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CTS 760
p T
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200 29
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Yy Y C

\J

10@ COT CAC X
T A

8§ Y A MDY B
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. FIG.15
Sequence of OmpA Oligonucleotide Adapter (SEQ ID NO: 101)
OmpA Leader
10 20 - 30 40
. ¥ - * * %
XhoI  Xbal S.D.

T CGA GTT CTA GAT AAC GAG GCG TAA AAA ATG ARA AAG ACA

CAA GAT CTA TTG CTC CGC ATT TTT TAC TTT TTC TGT
" M R kK D

50 60 70 80
o * * *
Mun? styl SplI
GCT ATC GCA ATT GCA GTG GCC TG GCT CTG ACG TAC GAG TCA
CGA TAG CGT TAA CGT CAC CGG AAC CGA GAC TGC ATG CIC AGT
A I A I A4V A L A .

90
*
_ ‘EcoRI
GG
CCT TAA

- Internal restriction sites are shown in bold
- The 5" Xhol cohesive end ligates into the Vector Sall site, blocking it

- 8.D. represents the OmpA Shine Dalgarno sequence
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BEQUENCE LISTING
<110> CELLTECE.CHIROSCIENCE LIMITED
<120> BIOLD&ICAL PRODUCTS
<130> 9021741W6

<140>
<141>

- <160> 115

<170> Patentln Ver. 2.1

<210> 1
. <211> 5
€212> PRT
<213> Artificial Sequence

<220> )
. . <223> Description of Artificial Sequence:hTNF40 CDRH1

<400> 1 .
Asp Tyr Gly Met Asn
1 5

<210> 2

<211> 17
<212> PRT
<213> Artificial Seguence

- i me— mmman =t e e " e e e - LI I T L ——

i B o e ——  ——— e W M e —— L —

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:hTNF40/human hybrid

CDRH2

<400> 2
Trp Ile Aan Thr Tyr Ile Gly Glu Pro Ile Tyr Ala Asp Ser Val Lys

1 5 10 15

- Gly

- <210> 3
<211> 8
<212> PRT
. <213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:hTNF40 CDRH3

<400> 3

Gly Tyr Arg Ser Tyr Ala Met Asp Tyr
1 5

SUBSTITUTE SHEET (RULE 26)
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<210> 4

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:hTNF40 CDRL1

<400> {4

Lys Ala Ser Gln Asn Val Gly Thr Asn Val Ala
1 5 10

<210> 5§

<211> 7 -

<212> PRT :

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificlal Sequence:hTNF40 CDRL2

<400> 5
Ser Ala Ser Phe Leu Tyr Ser
1 5 -

<210> 6

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificlal Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:hTRF40 CDRL3

<400> 6
Gln Gln Tyr Asn Ile Tyr Pro Leu Thr
. 5

1

<210> 7

<211> 17

<212> PRT

<213> Artificial Sequencs

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:hTNF40 CDRH2

<400> 7
Trp Ile Asn Thr Tyr Ile Gly Glu Pro Ile Tyr Val Asp Asp Phe Lys
15

1 5 10

Gly

<210> 8

SUBSTITUTE SHEET (RULE 26)
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321
DNA

<211>
<212>
<213>

<220>
<221> CDS .
<222> ({1)..(321)

<220>
<223>

<400> 8

gac att caa atg

Asp Ile Gln Met
1

cgg gtc acc
Arg Val Thx
20

gac
Asp

gec tgg tat
Ala Trp Tyxr
k L]

gta
Val

agt gee tct
Ser Ala Ser
50

tac
Tyr

ggt agt ggt
Gly Ser Gly

tece
Ser
65.

gat ttc gcc

gaa
Asp Phe Ala

Glu

ttc ggt cag
Phe Gly Gln
100

aca
Thr

<210> 9
<211> 321
<212> DNA

ace
Thr

atce
Ile

cag
Gln

tte
Phe

act
Thr

act
Thr
85

Gly

cag
Gln

act
Thr

caa
Gln

cte
Leau

gat
Asp
70

tat
Tyr

act
Thr

Artificlal Sequence

age
Ser

tgt
Cys

aaa
Lys

tat

Tyx
55

ttec
Phe

tac
Tyx

aaa
Lys

<213> Artificial Sequénce

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(321)}

<220>

<400> 9

gac att caa atg acc cag agc cca tec age ctg agc gca tct gta gga
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Rla Ser Val Gly

cca tcc age

Pro Ser Ser

10

aaa gcc agt .

Lys Ala Ser
25

cca ggt aaa
Pro Gly Lys
40

agt

Ser

ggt gta
Gly Val

ctc acg
Leu Thr

ace
Thx

caa
Gln

tgt
Cys

cag
Gln
80

gta
vVal

gaa atc
Glu Ile
105

Ala

Description of Artificial Sequence:hTNF{0-gLl

ctg age geca
Leu Ser Ala

aac gta
Asn Val

cag
Gln

cca aaa
Pro Lys
45

gce

cca
Pro

tac agg
Tyr Arg
60

agt agc
Ser Ser

ate
Ile
15

tat aac atc
Tyr Asn Ile

aaa
Lys

<223> Description of Artificial Sequence:hINF40-gL2

tct gta
Ser Val
15

ggt act
Gly Thr

30

gcec cte
Ala Leu

ttec age
Phe Ser

ctc cag
Leu Gln

tac cca
Tyr Pro
a5

SUBSTITUTE SHEET (RULE 26)

PCT/GB01/02477

gga
Gly

aac
Asn

atc
Ile

gga
Gly

cca
Pro

cte
Leu

48

144

192

240

321

48
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1

gac cgg gtc
Asp Arg Val

gta gcc tgg
Val Ala Trp
a5

tac agt gce
Tyr Ser Ala

tec ggt agt
Ser Gly Ser
65

gaa gat ttc
Glu Asp Ehe

aca ttc ggt
Thr Phe Gly

<210> 10
<211> 354
<212> DNA

acc
Thr

tat
Tyr

tct
Ser

Gly

gce
Ala

cag
Gln
100

5 10

PCT/GB01/02477

15

atec act tgt aaa gocc agt cag mac gta ggt act aac

Ile Thr Cys Lys Ala Ser Gln
25

cag caa aaa cca ggt aaa gcc
Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala
40

ttc cte tat agt ggt gta cca
Phe Leu Tyr Ser Gly Val Pro
55

act gat tte ace ctec acg ate
Thr Asp Phs Thr.Leun Thr Ile
10 . .15

act tat tac tgt caa cag tat
Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr
as 90

ggt act aaa gta gaa atc aaa
Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
’ 105

<213> Artificial Sequence

<220>
<221> CDS

<222> (1)..(354)

<220>

€223> Desscription of A:tific;al Sequance:ghlhTNF40.4 (Figure 10)

<400> 10

Asn Val

cca aaa
Pro Lys
45

tac agg
Tyr Arg
60

agt agc
Ser Ser

aac atc
Asn Ile

Gly Thr Asn
30

cﬁé ctc ate
Lau Leu Ile

ttc agec gga
Phe Ser Gly

cte cag ceca
Leu Gln Pro

tac cca cte
Tyr Pro Leu
95

cag gtg cag ctg gtc cag tca gga gca gag gtt aag sag cct ggt get
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys

1

5 10

tcc gtc aaa gtt teg tgt aag gec tea gge tac
Ser Val Lys Val Sex Cys Lys Alas Ser Gly Tyr

20

25

ggt atg aat tgg gtc aga cag gec ceg gga caa
Gly Met Aan Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met

35

40

gtg ttc
Val Phe

ggc ctg
45

ggt tgg att aat act tac att gga gag cct att tat gct
Gly Trp Ile Asn Thr Tyr Ile Gly Glu Pro Ile Tyr Ale

a0

55

60

Pro Gly Ala
15

aca gac tat
Thr Asp Tyr
30

gaa tgg atg

caa aag ttc
Gln Lys Phe

SUBSTITUTE SHEET (RULE 26)
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cag ggc aga gtc acg ttc act cta gac ace tcc aca agc act gca tac 240

Gln Gly Arg Val Thr Phe Thr Leu Asp Thr Ser Thr Ser Thr Ala Tyr
€5 70 15 80

atg gag ctg tca tct ctg aga tcc gag gac acc gca gtg tac tat tgt 288
Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 80 95

gct aga gga tac aga tct tat gee atg gac tac tgg gge cag ggt ace 336
Ala Arg Gly Tyr Arg Ser Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr
100 105 110 N

.cta gtc aca gtc tecc tea 354
Leu Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 11
<211> 354
<212> DNA
<213> Artificlal Sequence

<220>
<221> CDS
<222> {1)..(354)

<220>
<223> Daacription of Artificial Sequence:gh3hTNF40.4 (Flguze 11}

<400> 11
gag gtt cag ctg gtc gag tca gga gge ggt cte gtg cag cct ggc gga 48
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly

1 5 : 10 15

tca ctg aga ttg tcc tgt get gea tct ggt tac gte tte aca gac tat 96
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Tyr Val Phe Thr Asp Tyr
20 25 30

gga atg aat tgg gtt aga cag gecc ccg gga aag ggec ctg gaa tgg atg 144
Gly Met Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Met
as 40 45

ggt tgg att aat act tac att gga gag cct att tat gct gac age gte 192
Gly Trp Ile Asn Thr Tyr Ile Gly Glu Pro Ile Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 €0

aag ggc aga ttc acg ttc tet cta gac aca tcc aag tca aca gea tac 240
Lys Gly Arg Phe Thr Phe Ser Leu Asp Thr Ser Lys Ser Thr Ala Tyr
65 - 70 75 80

cte caa atg aast agc ctg aga gca gag gac acc gca gtg tac tat tgt 288
Lau Gln Mat Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 + 95

gct aga gga tac aga tct tat gec atg gac tac tgg ggc cag ggt acc 336

SUBSTITUTE SHEET (RULE 26)
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Ala Arg Gly Tyr Arg Sexr Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr
100 105 110

cta gtc aca gtc tec teca 354
Leu Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 12

<211> 9

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220> Lo
<223> Description of n:tific1a¥_5equenca:part of a primer sequence

<400> 12 '
gccgeeace 9

<210> 13

<211> 26

<212> DNA .
€213> Artificlal Segquence

<220>
<223> Dascription of Artificial Sequence:primer CH1

<400> 13
atgaaatgca gctgggteat sttett 26

<210> 14

<211> 26

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<2203>
€223> Description of Artificial Sequence:primexr CH2

<400> 14
atgggatgga gctrtatcat sytctt 26

<210> 15

<211> 26

<212> DNA -

<213> Artificial Sequence

<220> .
<223> Description of Artificial Sequence:primex CH3

<400> 15
atgaagwtgt ggttaaactg ggttit ’ 26

SUBSTITUTE SHEET (RULE 26)
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

WO 01/94585

16

21

DNA -
Artificial Seguence

Dascripfion of Artificial Sequence:primar CH4

16

atgractttg ggytcagctt grt

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

<220>
<223>

<400>

atggactcca ggctcaattt agtttt

<210>
<21l>
‘€212>
<213>

<220>
<223>

<400>

atggctgtcy trgagetret cttetg

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

<220>

17

26

DNA

Artificial Sequence

Description of Artificial Sequence:primer CHS

17

18

26

DNA

Artificial Sequence

Description of Artificial Seguence:primer CH6

13

19

25

DNA

Artificial Sequence

<223> Description of Artificial Sequence:primer cH7

<400>

etggratgya gckggrtctt tmtctt

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

<220>
<223>

<400>

19

20

23

DNA

Artificial Sequence

Description of Artificial Sequence:primer CHB

20

SUBSTITUTE SHEET (RULE 26)
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atgagagtgc tgatictttt gtg

<210> 21

<211> 26

<212> DNA

<213> Artificial Seguence

<220>
<223> Deacription of Artificlal Sequence:primer CHS

<400> 21
atggmttggg tgtggamctt goctatt

<210> 22

<211> 26

<212> DNA

<213> Artificial Seguence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:primer CH10

<400> 22 .
atgggcagac ttacattcte attec

<210> 23

<211> 28

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Deacription of Artificial Sequence:primer CH11

<400> 23
stggatittg ggctgattit ttttattg

<210> 24

<211> 26

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

220>
* €223» Description of Artificial Sequence:primer CH12

<400> 24
atgatggtgt taagtcttct gtacct

<210> 25

<211> 21

<212> DMA

¢213> Artificlal Secquence

<220>
223> Description of Artificlal Sequence:primer 5' end

<400> 25

SUBSTITUTE SHEET (RULE 26)
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gcgcgcaage ttgcégccac c 21

<210> 26

<211> 29

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
.€223> Description of Artificial Sequence:primer CL1

<400> 26
atgaagttge ctgttagget gtiggtget . 29

<210> 27

<211> 29

<212> DMA -
<213> Artificial Sequence i

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:primer CL2

<400> 27
atggagwcag acacactcct gytatgggt . 29

<210> 28

<211> 23

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:primer CL3

<400> 28
atgagtgtge tcactcaggt cct 23

<210> 28

<211> 26

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Seguence:primer CL4

<400> 29
atgaggrcce ctgetcagwt tytigg ; 26

<210> 30

<211> 29

<212> DNA

<213> Artificial Seguence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:primer CLS

<400> 30 ]
atggatttwe agghgocagat twtcagett 29

SUBSTITUTE SHEET (RULE 26)
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<210> 31
<211> 29
<212> DNA

<213> Artificial Sequenca

<220> h
<223> beacription of Artificial Sequence:primer CLSA

<400> 31
atggatttwc argtgcagat twtcagett

<210> 32

<211> 26

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220> : _

<223> Description of Artificial Sequence:primer CL6

<400> 32
atgaggtkcy ytgytsagyt yetgrg

<210> 33

<211> 23

<212> DNA -
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:primer CL?

<400> 33
atgggewtca agatggagtc aca

<210> 34

<211> 29

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Dascription of Artificial Sequence:primer CL8

<400> 2 .
atgtggggay ctktttycmm tttttecaat

<210> 35

<21]1> 24

<212> DNA

<213> Artificial Sequencs

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:primer CLS

<400> 35
atggtrtccw casctcagtt cctt

<210> 36
<211> 26

SUBSTITUTE SHEET (RULE 26)
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<212> DNA
<213> Artificial Seguence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:primer CL10

<400> 36
atgtatatat gtttgttgtc tattte

€210> 37

<211> 26

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of nrtificia} Sequence:primer CL11

<400> 37
atggaagcece cagctcaget tetcett

<210> 38

<211> 26

<212> DNA

<213> Artificlal Sequence.

<220>

<223> Description of Artificial Sequence:primer CL12A

<400> 38
atgragtywc agacccaggt cttyrt

<210> 3%

<211> 26

<212> DHA

<213> Artificlal Sequance

<220>

<223> Description of Artificial Sequence:primer CL12B

<400> 39
atggagacac attctcaggt ctttgt

+-<210> 40

<211> 26
<212> DNA
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Segquence:primer CL13

<400> 40
atggattcac aggcecaggt tcttat

<210> 41
<211> 26
<212> DNA

SUBSTITUTE SHEET (RULE 26)
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<213> Artificial Sedquence

<220>

12

<223> Desacription of Artificial Sequence:primer CL14

<400> 41 i
atgatgagtc ctgcccagtt cctgtt

<210> 42

<211> 29

<€212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>

€223> Description of Artirficial Sequence:primer CL1S

<400> &2

atgaatttgc ctgttcatcet cttqgtgct

<210> 43

<211> 29

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220> .

<223> Description of Artificial Sequence:primer CL16

© <400> 43

atggatttte aattggtcct catctcett

<210> 44

<211> 26

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Description of Artificial Sequence:primer CL17A

<400> 44
atgaggtgcc tarctsagtt cctgrg

<210> 45

<211> 26

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Description of Artificial Sagquence:primer CL17B

<400> 45
atgaagtact ctgctcagtt tetagg

<210> 46

<211> 26

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

SUBSTITUTE SHEET (RULE 26)
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<220>
<223> Description of Artificial Sequence:primer CL17C

<400> 46
atgaggcatt ctcgtcaatt cttggg

<210> 47

<211> 21

<212> DNR

€213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:primer 5' end

<400> 47

ggactgtteg asgeccgecac ©

<210> 48

<211> 30

<212> DHA .

<213> Artificial Sequence

<2205
<€223> Description of Artificial Sequence:primer CL12

<400> 48
ggatacagtt ggtgcagcat ccgtacgttt

<210> 49

<211> 17

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:primer R2155

<400> 49
gcagatggge ccttogttge ggctgmrgag acdgtga

<210> 50

<211> 24

<212> DNA

<€213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artifiecial Sequence:primer R1D53

<400> 50
getgacagac tsacagactg ttce

<210> 51

<211> 18

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
223> Description of Artificial Sequence:primer R720

SUBSTITUTE SHEET (RULE 26)
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<400> 51
gctetcggag gtgotcct 18

€210> 52

<211> 710

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:oligonucleotlide P7982

<400> 52
gaattcaggg tcaccatcac ttgtaaagec dgtcagaacg taggtactma cgtagectgg 60
tatcagcaaa ) 70
’ <210> 53 *
. <211> 71
<212> DNA
<213> Artificial Sequence

' . <220>

<223> Description of Artificial Sequence:cligonucleotide P7583

<400> 53 .
atagaggaae gaggcactgt agatgaggge ttttgggget ttacctggtt tttgctgata 60
ccaggetascyg t 71

<210> 54

<211> 71

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificisl Sequence:oligonucleotide P7584

<400> 54
tacagtgcct ctttcctcta tagtggtgta ccatacaggt tcageggate cggtagtggt 60
actgatttca ¢ v

<210> 55

<211> 71

<212> DNA

<213> Artificial Sequenca

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:oligonuclectide P7985

. <400> 55
gacagtaata agtggcgaaa tcttcetgget ggaggectact gatcgtgagg gtgaaatcag 60
taccactacc g 71

<210> 56

<211> 838

<212> DNA

<213> Artificial Sequenca

SUBSTITUTE SHEET (RULE 26)



WO 01/94585 - - PCT/GBO1/0247T7 /
15 ;‘Q’V
<220>

<223> Description of Artificial Sequence:oligonucleotide P7986

<400> 56
atttcgeccac ttattactgt caacagtata acatctaccc actcacatte ggtcagggta 60

ctaaagtaga aa;caaacgt acggaatte 89

<210> 57

<211> 30

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:oligonucleotide P79B1

<400> 57
gaattcaggg tcaccatcac ttgtaaagéc _ 30

<210> 58

<211> 30

<212> DNA

<213> Artificizl Sequanca

<220> )
<223> Description of Rrtificial Sequence:oligonucleatide P7980

<4D0> 58
gaattcegta cgttitgattt ctactttagt 30

<210> 59

<211> 24

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220> .
<223> Description of Artificial Sequence:oligonucleotids R1053

<d00> 59
gctgacagac taacagactg ttec 24

<€210> 60

<211> 57

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:oligonucleotide R5350

<400> 60 .
tctagatggc acaccatctg ctaagtttga tgcagcatag atcaggaget taggage 57

<210> 61

<211i> 59

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

SUBSTITUTE SHEET (RULE 26)
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<220> )
<223> Description of Artificial Sequence:oligonucleotids R5349

<400> 61
gcagatggtg tgccatctag attcagtgge agtggatcag goacagactt taccctaac 59

<210> 62

<211> 18

<212> DNA

<2;3> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:oligonucleotide R684

<400> 62
ttcaactgct catcagat 18

<210> 63

<21l1> 65

<212> DNA .
<213> Artificial Seguence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:primer P7989

<400> 63
gaagcaccag gettcttaac ctetgetect gactggacca getgcaccetg agagtgcacg 60

aattc 65

<210> 64

<211> 71

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:primer P7950

<400> 64
ggttaagaag cctggtgett ccgtcaaagt ttcgtgtaag gccteagget acgtgttcac 60

agactatggt a 71

<210> 65

<211> 71

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220> .
<223> Description of Artificial Sequence:primer P7591

<400> &5
ccaacccate catttcagge cttgtccecgg ggectgettg acccaattea taccatagte 60

tgtgaacacg t 71

<€210> €6

<211> Bl

<212> DNA :
<213> Artificial Sequence

SUBSTITUTE SHEET (RULE 26)
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<223> Description of Artificial Sequence:primer P7955

<400> 66
ggectgaaat ggatgggttg gattaatact tacattggag agcctattta tgttgacgac 60

ttcaagggca gattcacgtt c 81

<210> 67

<211> 56

<212> DNA

<213> Artificlal Sequence

<220>
<223> Deacxiption of Artificial Sequence:primer P7992

<400> 67
ccatgtatge agtgegttgt ggaggtgtct agagtgaacg tgaatctgece cttgaa 56

<210> 68

<211> 62 .
<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220> . '
<223> Description of Artificial Sequence:primer P7993

<400> 68
ccacaagcac tgcatacatg gagctgtcat ctctgagatc cgaggacacc gcagtgtact 60

at 62

<210> 69

<211> 78

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Deacription of Artificial Sequence:primer P7994

<400> 69

gaattcggta ccoctggecce agtagtccat ggcataagat ctgtatecte tagecacaata 60
gtacactgeg gtgtccte 18
<210> 70 '

<211> 30

<212> DNR

<213> Artificial Sequence

<220> '
<223> Description of Artificial Segquence:primer P7388

<400> 70
gaattcgtge actcteaggt gecagctggte 30

<210> 71

<211> 30
<212> DNA

SUBSTITUTE SHEET (RULE 26)
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<213> Artificlal Sequence

<220>
<223> Deacription of Artificial Seaquence:primer P79587

<400> 71 . .
gaattcggta ccetggocee agtagtecat 30

<210> 72

<211> 65

<212> DRA

<213> Artificial SQquence

<220>
<223> Deacription of Artificial Sequence:primer P7999

-

<400> 72
gatccgecag gectgcacgag acegcctect gactcgacca gctgaacctc agagtgcacg 60

aattc 65

<210> 73

<211> 71

<212> DNA

<213> Artificial Seguence.

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:primer P8000

<400> 73
tctegtgeeg cctggeggat cgctgagatt gtoctgtget geoatctggtt acgtettcac 60

agactatgga a n

<210> 74

<211> 71

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence-primer PBOO1

<400> 74
ccaacccatc catttcagge cctttcocgg ggectgetta acccaattca ttecatagtc 60

tgtgaagacg t 71

€210> 75

<211> 55

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:primer P7997

<400> 75
ggaggtatgc tgttgacttg gatgtgtcta gagagaacgt gaatctgcec ttgaa 55

<210> 76
<211> 62

SUBSTITUTE SHEET (RULE 26)
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<212> DNA
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:primer P7998

<400> 76
ccaagtcaac agcatacctc caaatgaata gocctgagage agaggacacc geagtgtact 60
at . 62

<210> 77

<211> 78

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220> -
€223> Deacription of Artificial Sequence:pzrimer P7993

<400> 77
gaattcgyte ccctggecec agtagtccat ggeataagat ctgtatectce tageaceata 60

gtacactgeg gtgtectc - 78

<210> 78

<211> 30

<212> DHA -
<213> Axtificial Sequence

<220>
<223> Deacription of Artificial Sequence:primer P7996

<400> 78
gaattegtge actctgaggt tceagctggtce 30

<210> 79

<211> M4

<212> DNA

<213> Artificial Sequenca

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: 5' primer

<400> 79
cgegeggeaa ttgeagtgge cttggetggt ttegectaccq tagegcaage tgacattcaa 60

atgacccaga gcocce 74

<210> 80

<211> 20

<212> DNA

<213> Artificlal Segquence

<220>
<223> Description of Artificlial Sequence: 3' primer

<400> BO -
ttceactgct catcagatgg 20

SUBSTITUTE SHEET (RULE 26)
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<210> 81

<211> 78

<212> DNA .

<213> Artificial Sequence

<220> ’ .
<223> Description of Artificial Sequence: 5' primer

<400> 81
gctatcgcaa ttgocagtgge getagetggt ttegecaceg tggcgcaage tgaggtteag 60

ctggtcgagt caggaggc 718

<210> 82

<211> 18

<212> DNA

<213> Artificial Seguence

-

<220> . . .
<223> Description of Artificial Sequence: 3' primer

<400> 82
gectgagttc cacgacac 18

<210> 83

<211> 23

<212> FRT

<213> Artificial Sequence

<220> .
<223> Description of Artificial Sequence:human group 1 consansus

framework L1l

<400> B3

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

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys

20

<210> 84

<211> 23

<212> PRT

<213> Artificlal Sequence

<220>

<223> Dascription of Artificial Sequence:hTNF40 framework L1l

<400> 84

Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Gln Lys Phe Met Ser Thr Ser Val Gly
1 ] 10 15

Asp Arg Val Ser Val Thr Cys
20

SUBSTITUTE SHEET (RULE 28)
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<210> B5

<211> 15

<212> PRT .

<213> Artificial Sequence

<220> .
<223> Description of Artificlal Sequence:human grouvp 1 consensns

framework L2

<400> 85
Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile Tyr
1 5 10 15

€210> 86

<211> 15

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:hTNF40 framework L2

<400> B6
Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ser Pro Lys Ala Leu Ile Tyr
1 5 : 10 15

<210> 87

<211> 32

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:human group 1 consensus

framework L3

<400> 87
Gly val Pro Ser Arg Fhe Ser Gly Sexr Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr
1 5 10 15

Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys
20 25 30

<210> 88

<211> 32

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
€223> Description of Artificial Sequence:hTNF40 framework L3

<400> BB
Gly Val Pro Tyr Arg Phe Thr Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr
1 . 5 10 15 ’

SUBSTITUTE SHEET (RULE 26)
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Leu Thr Ile Ser Thr Val Gln Ser Glu Asp Leu Ala Glu Tyr Phe Cys
20 25 30

<210> B9

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificlial Sequence:human group 1 consensus

framework L4

<400> 89 .
Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg
1 5 10

<210> 90

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial Seguence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:hTNF40 framework Ld

<400> 90
* Phe Gly Ala Gly Thr Lys Ieu Glu Leu Lys Arg
1 5 . 10

<210> 91

<211> 30

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:human group 1 consensus

framework Hl

<400> 91
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala

1 5 10 15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr
20 25 30

<210> %2

<211> 30

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:hTNF40 framework H1

SUBSTITUTE SHEET (RULE 26)
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<400> 92
Gln Ile Gln Leu Val Gln Ser Gly Pro Glu Leu Lys Lys Pro Gly Glu

1 5 10 15

Thr Val Lys Ile Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Val Phe Thr
20 25 . 30

<210> 93
<211> 14

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:human group 1 consensus ’

framework H2 ]

<400> 93
Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met Gly
1 5 10

<210> 94

<211> 14

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:hTNF40 framewark H2

<400> 94
Trp Val Lys Gln Ala Pro Gly Lys Ala Phe Lys Trp Met Gly
1l 5 10

<210> 85

<211> 32

<212> PRT

<213> Artlficial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:human group 1 consensus

framework H3

<400> 85
Arg Val Thr Ile Thr Arg Asp Thr Ser Thr Ser Thr Ala Tyr Met Glu
1 S 10 15

Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cya Ala Arg
20 25 30

<210> 956
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<211> 32

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Description of Artificial Sequence:hTNF4Q framework H3

<400> 96

Arg Phe Ala Phe Ser Leu Glu Thx Ser Ala Ser Thr Ala Phe Leu Gln
1. 5 . 10 15

Ile Asn Asn Leu Lys Asn Glu Asp Thr Ala Thr Tyr Phe Cya Ala Arg
20 25 - 30

L

<210> 97
<211> 11
<212> PRT
<21q> Artificial Segquence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:human group 1 consensus

framework H4

<400> 97
Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
1 5 10

<210> 98

<211> 1l

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:hTNF40 framework H4

<400> 98
Trp Gly Gln Gly Thr Thr Leu Thr Val Ser Ser
1 5 10

<210> 99
<211> 324
<212> DNA
<213> murine

<220>

<221> CDS

<222> (1)..(324})
<223> mouse hTNF40 light chain varjable domain

<400> 99
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gac att gtg atg acc cag tet caa aaa ttc atg tee aca tea gta gga 48
Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Gln Lys Phe Met Ser Thr Ser Val Gly

gac agy gtc agc gtc acc tgc aag gec agt cag aat gtg ggt act aat 96
Asp Arg Val Ser Val Thr Cys Lys Ala Ser Gln Asn Val Gly Thr Asn

20 25 30

gta gec tgg tat caa cag aaa cca gga caa tct cct aaa gea ctg att 144
Val Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Gln Ser Pro Lys Ala Leu Ile
35 40 45

tac tcg gca tece ttc cta tat agt gga gtc cct tat cge ttc aca gge 152
Tyr Ser Ala Ser Phe Leu Tyr Ser Gly Val Pro Tyr Arg Phe Thr Gly
50 55 60

agt gga ttct ggg aca gat ttc act ctc acc atc age act gtg cag tet 240
Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thxr 'Ile Sex Thr Val Gln Ser
65 70 75 a0

. gaa gac ttg gca gag tat ttc tgt cag caa tat aac atc tat cct ctc 288
Glu Asp Leu Ala Glu Tyr Phe Cys Gln Gln Tyr Asn Ile Tyr Pro Leu
. 85 90 95

acg ttc ggt gct ggg ace aag ctg gag ctg aaa cgt 324
Thr Phe Gly Ala Gly Thr Lys Len Glu Leu Lys Arg
100 105

<210> 100
<211> 354
<212> DHA
<213> muring

<220>
<221> CDS

<222> (1)..(354)
<223> mouse hTNF40 heavy chain variable domain

<400> 100
cag atc cag ttg gtg cag tct gga cct gag ctyg aag aag cct gga gag 48
Gln Ile Gln Ieu Val Gln Ser Gly Pro Glu Leu Lys Lys Pro Gly Glu

1 5 10 15

aca gtc aag atc tcc tgc aag gct tet gga tat gtt tte aca gac tat 96
Thr val Lys Ile Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Val Phe Thr Asp Tyr
20 25 30

gga atg aat tgg gtg aag cag gct cca gga aag got ttc aag tgg atg 144
Gly Met Asn Tzp Val Lys Gln Rla Pro Gly Lys Ala Phe Lys Trp Met
35 40 43

ggc tgg ata aac acc tac att gga gag cca ata tat gtt gat gac ttec 182

Gly Trp Ile Asn Thr Tyr Ile Gly Glu Pro Xle Tyr Val Asp Asp Phe
50 55 60
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aag gga cga ttt geoc tte tct ttg gaa acc tct goc age act gec ttt 240
Lys Gly Arg Phe Ala Phe Ser Leu Glu Thr Ser Ala Ser Thr Ala Phe
65 . 70 75 80

ttg cag atc aac aac ctc aaa aat gag gac acg get aca tat ttc tgt 288
Leu Gln Ile Asn Asn Leu Lys Asn Glu Asp Thr Ala Thr Tyr Phe Cys
: 85 80 95

gca aga ggt tac cgg tec tat gct atg gac tac tgg ggt cesa gga acc 336
Ala Arg Gly Tyr Arg Ser Tyr Ala Met Asp Tyr Tzp Gly Gln Gly Thr
100 . 105 110

teca gtc acc gtc tct tca 354
Ser Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 101

<211> B4

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<€221> CDS
€222> (29)..(67)

<223> Deiﬁription of Artificial Sequence:OmpA oligonuclectide adaptor

<400> 101
tcgagttcta gataacgagg cgtaasaa atg asa aag aca gect atc gea att 52
Met Lys Lys Thr Ala Ile Ala Ile

1 5

gca gtg gecc ttg get ctgacgtacg agtcagg 84
Ala Val Ala Leu Ala -
10

<210> 102

<211> 67

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<221> CDS
<222> (2)..(40)

<220>
<€221> CDS
<222> (43)..1(66)

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:IGS cassette-l

<400> 102
g agc tca cca gtz aca aaa agt ttt aat aga gga gag tgt ta atg aag 448
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Ser Ser Pro Val Thg Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Xaa Xaa Lys
1 10 15

aag act get ata gca att g 67

Lys Thr Ala Ile Alz lle
20

<210> 103

<211> 69

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<221> CDS
<222> (2)..(43)

<220>
<221> CDS
<222> (45)..(68)

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:IGS cassette-2

<400> 103 . )
g age tca cca gta aca aaa aqt ttt aat aga ggg gag tgt taa a atg 47

Ser Ser Pro Val Thr Lys Sar Phe Asn Arg Gly Glu Cys Met

1 5 10 ) 15

aag aag act gct ata gea att g 69
Lys Lys Thr Ala Ile Ala Ile
20

<210> 104

<211> 81

<212> DNA :

<213> Artificial Sequence

<220>
<221> CDS

<222> (2)..(43)

<220>
<221> CDS
<222> (57)..(80)

T<220>
<223> Description of Artificial Sequence:IGS cassette-3

<400> 104

g agc tca cca gta aca ama agc ttt aat aga gga gag tgt tga 43
Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
1 5 10
ggaggaaasa aaa atg aad aaa act gct ata gca att g al

Met Lys Lys Thr Ala Ile Rla Ile
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<210> 105

<211> 81

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<221> CDS
<222> (2)..(43)

<220>
<221> CDS
<222> (57)..(80)

<220> .
<223> Description of Artificial Sequence:IGS cassette-4

<400> 105
g agc tca cca gta aca asa agt ttt aat aga gga gag tgt tga 43
Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
1 5 . 10

cgaggattat ata atg aag aaa act gct ata goa att g B1
Met Lys Lys Thr Rla Ile Ala Ile
15 20

<210> 106

<211> 30

<212> FRT

€213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:human group 3 consensus
framework H1

<400> 106

" @Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly
1 5 10 15
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser
20 25 30
<210> 107
<211> 13
<212> FRT :

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:human group 3 consensus

framework H2

<400> 107
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Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly
1 5

<210>°108
<211> 32
<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

-~

29

10

Leu Glu Trp Val Ser

/
PCT/GBO1/02477 }3/

<223> Description of Artificial Sequence:human group 3 consensus
framework H3

<400> lo086

1

Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp As:
5

n Ser L

10

ys Asn Thr Leu Tyr Leu Gln

15

Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg

<210> 108
<211> 11
<212> PRT

20

<213> Artificial Secuence

<220>
<223>

framework H4

«<400> 108

25

Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

1

110
648

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

<220>
<223>

<400> 110
gaggttcage
tectgtgetyg
ccgggaaagyg
gctgacageg
ctccaaatga
agatcttatg
accaagggee
gcggecetgg
tcaggegeee
tactccctea

5

DNA
Artificial Sequence

tggtegagte
catctggtta
geetggaatg
tcaagggcag
atagcctgay
ccatggacta
catcggtett
gctgectggt
tgacecagegg
geagegtggt

aggaggcggt
cgtettcaca
gatgggttgg
attcacgtte
agcagaggac
ctggggccag
ccecctggea
caaggactac
cgtgcacacec
gaccgtgcecc

10

Grafted HBeavy Chaln for Fab

ctegtgcage
gactatggaa
attaatactt
tetetagaeca
accgeagtgt
ggtaccctag
ccetecteeca
ttcecegaac
ttceeggetg
tccageaget

30

ctggeggate
tgaattgggt
dcattggaga
catccaagtc
actattqgtge
tcacagtcte
agagcaccte
cggtgacggt
tecctacagtc
tgggcaccca

Description of Artificial Sequence:human group-3 consensus

actgagattg
tagacaggce
gectatttat
aacagcatac
tagaggatac
ctcagecttee
tgggggcaca
gtcgtggaac
ctcaggacte
gacctacatc
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tgecaacgtga atcacaagec cagesacacce aaggtcgaca agaaagtt 648
<210> 111

<211> 216

<€212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Grafted Heavy Chain for Fab

<400> 111

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly

1 . S 10 15

Ser I.eu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Tyr Val Phe Thr Rsp Tyr
20 25 30

Gly Met Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Met
a5 40 45

Gly Trp Ile Asn Thr Tyr Ile Gly Glu Pro Ile Tyr Ala Asp Ser Val
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr Phe Sexr Leu Asp Thr Ser Lys Ser Thr Ala Tyr
65 70. 75 : 80

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg Gly Tyr Arg Ser Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr
100 105 110

Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Fhe Pro
115 120 125

Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly
130 135 140

Cys Leu Val Lya Asp Tyr Fhe Pro Glu Pro.Val Thxr Val Ser Trp Asn
145 150 155 160

Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln
165 170 175

Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Isu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser
180 185 180

Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser
195 . 200 205

Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val
210 215

<21G> 112
<211> 642
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
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<220>
<22

<400>
gacattcaaa
atcacttgta
ggtaaagccce
aggttcageg
gaagattteg
ggtactaaag
tctgatgage
cccagagagqg
gagagtgtca

ctygagcaaag

31

112

tgacccagag cccatccage ctgagcgeat
aagccagtca gaacgtaggt actmacgtag
caaaagccct catctacagt gecctetttce
gatccggtag tggtactgat ttcaccctca
ccacttatta ctgtcaacag tataacatct
tagaaatcaa acgtacggta gcggccccat
agttgaaatc tggaactgeec totgttgtgt
ccaaagtaca gtggaaqgtg gataacgcce
cagagcagga cagcaaggac agcacctaca
cagactacga gaaacacaaa gtctacgect

Grafted Light Chain for Fab and Modified Fab

ctgtaggaga
cctggtatca
tctatagtgg
cgatcagtag
acccactcac
ctgtcttcat
gectgetgaa
teccaatcggg
gcctcageag
gcgaagtecac

PCT/GBO1/02477 %

ccgggtcacce
gcaaaaacca
tgtaccatac
cctecageca
attcggtcag
cttecegeca
taacttctat
taactcccag
caccctgacy
ccatcaggge

60

120
1a0
240
300
360
420
480
540
600

ctgagctcac 642

cagtaacaaa aagctttaat agaggagagt gt
113

214

EFRT

Artificlial Sequence

<210>
<21il>
<212>
<213>

<220>

<223> Modified Fab

Grafted Light Cha{p for Fab and

<4Q00> 113 ..
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser
1 : 5

Leu Ser Ala Ser Val Gly

15

Ser
10

Pro Ser

Asn Val Gly Thr Asn

30

Ile Thr Ala Ser

25

Thr Cys Lys

20

Val

Asp Arg Gln

Ala Pro Lys Ala Leu Ile

45

Gln Gln Pro

10

val Ala Trp Tyx Lys Gly Lys

35

Tyr Arg Phe
60

Tyr Ser Ala Ser Fhe Leu Ser Gly Pro Ser Gly

Val
50 )

55

Gln Pro
80

Phe Thr Ile Ser Ser Leu

75

Gly Thr Asp Thr Leu

70

Ser Gly Ser

65

Pro Leun
95

Gln
90

Thr Gln Asn Ile Tyr

85

Glu Asp Phe Ala Tyr Tyr Cys Tyr

Ile Ala Ala

Val Arg Thr Val

110

Thr Glu

105

Gln Gly Lys Lys

100

Thr Phe Gly

Phe Pro Ser Glu

120

Pro Gln Leu Lys

125

val Ile Asp Ser Gly

115

Pro Ser Phe

Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Ala

140

val Leu Leu Asn

135

Ala Ser Val Cys

130

Thr

Ssr Gly Asn Ser Gln

160

Gln
155

Lys Val Gln Trp Lys Ala Leu

Val Asp Asn
145 .

150

Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser
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165

32

170

PCT/GBO102477 A/

175 .

Ser Thr I.eu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr

180

185

190

Ala Cys Glu val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser
195

200

Phe Asn Arg Gly Glu Cys

210

114
687

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

<220>
<223>

<400> 114
gaggticage
tcetgtgetg
ccgggeasagyg
gctgacageq
ctccaaatga
agatcttatg
accaagggee
gcggceectyg
tcaggegece
tactcectea
tgcaacgtga
tgtgacaaza

115
229
PRT

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

<220>
<223>
<400> 115
Glu Val
1l

Ser Lau

Gly Met
35

Gly Txp
50

Lys Gly Arg Phe Thr Phe Ser
70

65

DNA
Artificial Sequence

tggtcgagtc
catctggtta
gectggaatyg
tcaagyggcag
atagcctgag
ccatggacta
catcggtctt
getgectggt
tgaccagcgg

-

aggaggeggt
cygtettcaca
gatgggttgg
attcacgttec
agcagaggac
ctggggccag
cccectggea
caaggactac
cgtgcacace

gcagegtggt gaccgtgece

atcacaagce
ctcacacatg

Grafted Heavy Chain

5

Arg Leu Ser Cys Ala

20

Asn Trp Val Arg Gln

Ile Asn Thxr Tyr Ile

cagcaacacc
cgccgeg

Artificial Sequence

Ala

ctegtgoage
gactatggaa
attaatactt
tctctagaca
accgcagtgt
ggtaccctag
ccectectocoa
ttcceccgaac
ttcececggetg
tecagcaget
aaggtcgaca

10

25

Ala
40

55

5

205

Graftad Heavy Chain for Modified Fab

ctggcggatc
tgaattgggt
acattggaga
catccaagtc
actattgtge
tcacagtcte
agagcacctc
cggtgacggt
tectacagte
tgggeaceca
agaaagttga

for Modified Fab

45

60

actgagattyg
tagacaggce
gectatttat
aacagcatac
tagaggatac
ctcagcttice
tyggggeaca

gtcgtggaac
ctcaggactc

gacctacate
gcccaaatct

Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly

15

Ser Gly Tyr Val Phe Thr Asp Tyr
30
Pro Gly Lys Gly T.eu Glu Txrp Mst

Gly Glu Pro Ile Tyxr Ala Asp Ser Val

Leu Asp Thr Ser Lys Ser Thr Ala Tyr

a0
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60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
687
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Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cya
a5 90 95

Ala Arg Gly Tyr Arg Ser Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr
100 105 110

Leu Val Thr Val Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro
115 120 125

Leu Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly
130 135 140

Cys Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn
145 150 155 160

Ser Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln
165 : 170 175

Ser Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Sar Sar Val Val Thr Val Pro Ser Ser
180 185 190 °

Ser Leu Gly Thr Gln Thr Tyr Ile Cys Asn Va) Asn His Lys Pro Ser
195 200 205

Asn Thr Lys Val Asp Lys Lﬁs Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Ly Thr
210 - 215 220

His Thr Cys Ala Ala
225

SUBSTITUTE SHEET (RULE 26)
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