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Jsou popsény lidské protilatky, vyhodné rekombinantni lidské
protilatky, které se specificky vaZi na lidsky faktor nekrosy
nadorti o (TNFa). Tyto protilatky maji vysokou afinitu pro
hTNFo. (nap¥. K¢=10" M nebo mensi), pomalou rychlost
disociace pro hTNFa disociaci (napf. K,=10%" nebo
men3) a neutralizuji aktivitu hTNFa in vivo a in vitro.
Protildtka podle pfedkladaného vynélezu miize byt kompletni
protiltka nebo jeji antigen-vazebna &ast. Protilatky, nebo &asti
protilatek, podle Fedenl jsou pouZitelné pro detekci hTNFa a
pro inhibici hTNFa, napfiklad u lidskych subjektd trpicich
onemocn&nim, u kterého je aktivita hTNFo. $kodliva. Refeni
také zahrnuje nukleové kyseliny, vektory a hostitelské buriky
pro expresi rekombinantnich lidskych protilatek a zpisoby pro
syntézu rekombinantnich lidskych protilatek.
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Lidské protilatky k lidskému TNFa

Oblast techniky
Predkladany vynalez se tyka lidskych protilatek k lidskému faktoru nekrosy nadorti a, TNFa.

Dile se ptedkladany vynalez tyka nukleovych kyselin, vektord a hostitelskych bungk pro expresi
rekombinantnich lidskych protilatek as zpiisobu pro syntézu rekombinantnich lidskych protilatek.

Dosavadni stav techniky

Faktor nekrosy nadorli a (TNFa) je cytokin produkovany mnoha typy bun&k, véetné monocyti
a makrofagi, ktery byl puivodné identifikovan diky jeho schopnosti indukovat nekrosu jistych
typl nadorti u mysi (viz napfiklad Old, L. (1985), Science 230: 630 aZ 632). Nasledné byl faktor
nazyvany kachexin, asociovany s kachexii, identifikovan jako stejnd molekula jako TNFa. Pred-
pokladala se ic¢ast TNFoa ve zprostiedkovani $oku (viz napfiklad Beutler, B a Cerami, A (1938)
Annu. Rev. Biochem., 57: 505 az 518; Beutler, B a Cerami, A (1989) Annu. Rev. Immunol. 7:
625 az 655). Dale, predklada se ucast TNFa v patofyziologii mnoha dalSich lidskych onemocnéni
a poruch, véetné sepse, infekci, autoimunitnich onemocnéni, rejekce transplantatu a reakce $tépu
proti hostiteli (viz napfiklad Moeller, A. et al., Cytokine 2: 162 az 169 (1990); patent US
5231 024, Moeller et al.; Evropska patentova prihlaska publikaéni €. 260610 B1, Moeller, A. et
al.; Vasilli, P. Annu, Rev. Immunol., 10: 411 az 452 (1992); Tracey, K.J. a Cerami, A. Annu.
Rev. Med. 45: 491 az 503 (1994).

Vzhledem ke skodlivé tloze lidského TNFo (hTNFa) v mnoha lidskych onemocn&nich byly
navrzeny terapeutické strategie pro inhibici nebo zruseni aktivity hTNFa. Konkrétng, byly
navrzeny protilatky, které se vazi na a neutralizuji hTNFa jako prostfedek pro inhibici aktivity
hTNFa. Jednémi z prvnich takovych protilatek byly my$i monoklonédlni protilitky (mAb),
secernované hybridomy pfipravenymi z lymfocytd mysi imunizovanych hTNFa (voz napftiklad
Hahn, T. et al,, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82: 3814 az 3818 (1985); Liang, C. M. et al.,
Biochem. Biophys. Res. Commun. 137: 847 az 854 (1986); Hirai, M a et al., J. Immunol.
Methods 96: 57 az 62 (1987); Fendly, B. M. et al., Hybridoma 6: 359 aZ 370 (1987); Moeller, A.
et al., Cytokine 2: 162 az 169 (1990); patent US 5 231 024, Moeller et al., Evropska patentova
prihlaska publikaéni €. 186833 B1, Wallach, D.; Evropska patentova pfihlaska publikaéni
¢. 218868 A1, Old et al.; Evropska patentova pfihlagka publika¢ni €. 260610 A1, Moeller et al.).
Ackoliv tyto mysi anti-hTHFa protilatky &asto vykazovaly vysokou afinitu pro hTNFa (napfik-
lad K4 < 10°M) a byly schopné neutralizovat aktivitu hTHFa, jejich pouziti in vivo je omezeno
problémy spojenymi s podani mysich protilatek lidem, jako je kratky polodas v séru, neschop-
nost spoustét urcité lidské efektorové funkce a vyvolani neZadouci imunitni odpovédi proti
my3im protilatkam u lidi (,,lidska anti-mys3i protilatka“ (HAMA) reakce).

Pti pokusu o prekonani té€chto problému spojenych s dplnymi my3imi protilatkami u lidi byly
my3i anti-hTHFa protilatky geneticky zpracovany tak, aby byly vice podobné lidskym. Napfik-
lad, byly pfipraveny chimerické protilatky, ve kterych jsou variabilni regiony protilatkovych
fet€zcli odvozeny od mysi a konstantni regiony protildtkovych fetézcl jsou odvozeny od lidi
(Knight, D.M. et al., Mol. Immunol. 30: 1443 az 1453 (1993); PCT ptihlaska €. WO 92/16553 od
Daddona, P.E. et al.). Dile byly také pfipraveny humanizované protilatky, ve kterych jsou
hypervariabilni domény variabilnich regiont protilatky odvozené od mysi, ale zbytek variabil-
nich regionli a konstantni regiony protilatky jsou lidské (PCT pfihlaska &. WO 92/11383, Adair,
J.R. et al.). Nicméné, jelikoZ maji tyto chimerické a humanizované protilatky stale jest& n&jaké
mys3i sekvence, mohou stile vyvolat nezadouci imunitni reakci, lidskou reakci proti chimerické
protilatce (HACA), zejména pokud jsou podavany dlouhodobé, naptiklad v chronickych indika-
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cich, jako je revmatoidni artritida (viz napfiklad Elliot, M. J. et al. Lacencet 344: 1125 aZ 1127
(1994); Elliot, M. J. et al., Lancet 344: 1105 az 1110 (1994).

Vyhodnym inhibitorem hTNFa k my$im mAb nebo jejich derivatim (napfiklad chimerickym
nebo humanizovanym protilatkAm) miZe byt zcela lidska anti-hTNFa protiltka, protoze takové
agens by nemélo vyvolavat HAMA reakci, ani kdyZ bude uZivano dlouhodobé. Lidské monokio-
nalni autoprotilatky proti hTHFa byly pfipraveny za pouziti lidské hybridomni techniky (Boyle,
P. et al., Cell. Immunol. 152: 556 az 558, (1993); Boyle, P. et al., Cell. Immunol. 152: 569 az
581, (1993); Mezinarodni patentova pfihladka publikagni €. 614984 A2, Boyle et al.). Nicméné,
u té&chto od hybridomi odvozenych monoklonélnich autoprotilatek bylo popsano, Ze maji afinitu
k hTNFa, ktera je piili§ nizk4 pro uréeni b&znymi zplsoby, nebyly schopné vazat se na solubilni
hTNFa (viz Boyle et al., vyse). Krom& toho, usp&ch téchto hybridomnich technik zévisi na
pfirozené ptitomnosti lymfocytd produkujicich autoprotilétky specifické pro hTHFa v lidské
periferni krvi. Nékteré studie detekovaly sérové autoprotilatky proti hTNFa u lidskych subjekti
(Fomsgaard, A. et al., Scand. J. Immunol. 30: 219 aZ 223 (1989); bendtzen, K. et al., Prog.
Leukocyte Biol. 10B: 447 a% 452 (1990), zatimco jiné nikoliv (Leusch, H-G, et al., J. Immunol.
Methods 139: 145 — 147 (1991).

Alternativou k pfirozen& se vyskytujicim lidskym anti-hTNFa protilitkdm by mg&la byt rekom-
binantni hTNFa protilatka. Rekombinantni lidské protilatky, které vazi hTNFa s relativng nizkou
afinitou (tj. Kq = 107 M) a rychlosti (tj. Koz ~ 107 sy byly popsany (Griffiths, A.D. et al.,
EMBO J., 12: 725 az 734 (1993)). Nicméné, vzhledem k jejich relativng rychlé disociaCni
kinetice nejsou tyto protilitky vhodné pro terapeutické pouZiti. Kromé toho, byla popséna
rekombinantni lidska anti-hTNFa protilatka, ktera neutralizuje aktivitu hTNFa, ale dosti zvySuje
vazbu hTNFa na povrch bunék a zvySuje internalizaci hTNFa, (Lidbury, A. et al., Biotechnol.
Ther. 5: 27 a2z 45 (1994); PCT ptihlaska &. WO 92/03145 od Aston, R. et al.).

V souladu s tim stéle existuje potfeba lidskych protilatek, jako jsou rekombinantni lidské proti-
latky, které se vazi na solubilni hTNFa s vysokou afinitou a které maji pomalou disocia¢ni kine-
tiku, a které maji kapacitu pro neutralizaci aktivity hTNFa, v&etné cytotoxicity indukované
hTNFa. (in vitro a in vivo) a v&etné aktivace bun€k indukované hTNFo.

Podstata vynalezu

Predkladany vynalez poskytuje lidské protilatky, vyhodn& rekombinantni lidské protilatky, které
se specificky vaZu na lidsky TNFa. Protilatky podle pfedkladaného vynalezu jsou charakterizo-
vany vazbou na hTNFa s vysokou afinitou a pomalu disociagni kinetikou a neutralizaci aktivitu
hTNFa, véetn& cytotoxicity indukované hTNFa (in vitro a in vivo) a vEetn& aktivace bun€k
indukované hTNFa.. Protilatky podle predkiadaného vyndlezu jsou dile charakterizovany vazbou
na hTNFaq, ale nikoli na hTNF]p (lymfotoxin) a tim, Ze maji schopnost vazby na TNFa. od jinych
priméti a TNFa od jinych zvifat, neZ jsou primati, kromé vazby na lidsky TNFa.

Protiltky podle predkladaného vynalezu mohou byt kompletni (naptiklad IgG1 az IgG4 proti-
latky) nebo mohou byt omezeny pouze na &4st vaZici antigen (napf. Fab, F(ab"), nebo scFv frag-
ment). Nejvyhodngjii rekombinantni protilétka podle pfedklddaného vynalezu, nazvana D2E7,
mé CDR3 doménu lidského fetézce obsahujici aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO: 3 a
CDR3 doménu tézkého fetézce obsahujici aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO: 4. Vyhodné
mé& D2E7 protilatka variabilni region lehkého fetézce (LCVR) obsahujici aminokyselinovou
sekvenci SEQ ID NO: 1 a variabilni region t&zkého fetézce (HCVR) obsahujici aminokyselino-
vou sekvenci SEQ ID NO: 2.
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Pfedmétem vyndlezu je izolovana lidska protilatka, nebo jeji antigen—vazebna &ast, ‘s témito
charakteristikami:

a. disociuje zlidského TNFo srychlostni konstantou Ker 1 x 107s” nebo meni,
stanoveno povrchovou plazmovou rezonanci,

b. ma CDR3 doménu lehkého fetézce obsahujici aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO:
3, nebo sekvenci modifikovanou ze SEQ ID NO: 3 jednou substituci alaninu v pozici 1,

4, 5, 7 nebo 8 nebo jednou az péti konzervativnimi aminokyselinovymi substitucemi
v pozicich 1, 3,4, 6, 7, 8 a/nebo 9,

c. ma CDR3 doménu fetézce obsahujici aminokyselinou sekvenci SEQ ID NO: 4, nebo
sekvenci modifikovanou ze SEQ ID NO: 4 jednou substituci alaninu v pozici 2, 3, 4, S,
6, 8,9, 10 nebo 11 nebo jednou aZ péti konzervativnimi aminokyselinovymi substitu-
cemi v pozicich 2, 3,4, 5, 6, 8,9, 10, 11 a/nebo 12.

Vyhodné je, jestlize lidska protilatka, nebo jeji antigen vazebna &ast, podle vynélezu disociuje
z lidského TNFa s K4 1 x 10® M nebo nizdi a rychlostni konstantou K51 x 102 s nebo mensi,

oboji stanoveno povrchovou plazmovou rezonanci, a neutralizuje cytotoxicitu lidského TNFo ve
standardnim in vitro L929 testu s ICs 1 x 107 M nebo mensi.

Protilatka pfednostn€ neutralizuje cytotoxicitu lidského TNFa, ve standardnim in vitro 1.929
testu s ICsp 1 x 10® M nebo mensi, zejména 1 x 10”° M nebo mensi, nejlépe 1 x 10 M nebo
mensi.

Vyhodné je protilatkou rekombinantni protilatka nebo jeji antigen—vazebna &4st.

Je vyhodné, jestliZe protilatka inhibuje lidskym TNFa,, indukovanou expresi ELAM=1 na endo-
telovych buiikach lidské pupegnikové Zily. '

Prednostng protilatka disociuje z lidského TNFo. s rychlostni konstantou Ko 5 x 10™s™ nebo
mensi, zejména 1 x 10 s nebo mensi.

Prednostni je podle vynilezu lidska protilatka, nebo jeji antigen—vazebna &ast, s variabilnim
regionem lehkého fetézce (LCVR) majicim CDR3 doménu obsahujici aminokyselinovou
sekvenci SEQ ID NO: 3, nebo modifikovanou ze SEQ ID NO: 3 jednou alaninovou substituci
vpozici 1, 4, 5, 7 nebo 8 a svariabilnim regionem t&Zkého fetézce (HCVR) majicim
CDR3 domému obsahujici aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO: 4, nebo modifikovanou ze
SEQ ID NO: 4 jednou alaninovou substituci v pozici 2, 3, 4, 5, 6, 8,9, 10 nebo 11.

Vyhodné je, jestlize LCVR ma dale CDR2 doménu obsahujici aminokyselinovou sekvenci SEQ
ID NO: 5 a HCVR ma dile CDR2 doménu obsahujici aminokyselinovou sekvenci SEQ ID
NO: 6. '

Vyhodné rovnéz LCVR ma dile CDR1 doménu obsahujici aminokyselinovou sekvenci SEQ ID
NO: 7 a HCVR mé déle CDR1 doménu obsahujici aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO: 8.

Prednostni je protilatka, nebo jeji antigen—vazebn4 &ast, s variabilnim regionem lehkého fetézce
(LCVR) obsahujicim aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO: 1 a s variabilnim regionem
tézkého fetézce (HCVR) obsahujicim aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO: 2.

Vyhodna je protilatka, ktera mé konstantni region t&€zkého fetézce IgG1, nebo ktera ma kons-
tantni region t&zkého fetézce IgG4.
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Vyhodné je protilatko Fab fragment, zejména jednotetézcovy Fv fragment.

prednostni je téZ protilatka, nebo jeji antigen-vazebna €ast, s variabilnim regionem lehkého
fetézce, (LCVR) majicim CDR3 doménu obsahujici aminokyselinovou sekvenci vybranou ze
skupiny skladajici se z SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ
ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19,
SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 24, SEQ ID
NO: 25, SEQ ID NO: 26 nebo s variabilnim regionem tézkého fetézce (HCVR) majicim CDR3

~ doménu obsahujici aminokyselinovou sekvenci vybranou ze skupiny skladajici se ze SEQ ID

NO: 4, SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 29, SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 31,
SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 33 a SEQ ID NO: 34.

Ve vyhodném provedeni je pfedmétem vynalezu rekombinantni lidska protilatka, nebo jeji
antigen—vazebna &4st, kterd neutralizuje aktivitu lidského TNFa, ale ne aktivitu lidského TNFf,
a ma vySe uvedené identifikaCni charakteristiky.

Je vyhodné, jestlize rekombinantni lidské protilatka také neutralizuje aktivitu Simpanziho TNFo
a alespoit jednoho dalditho primatiho TNFo vybraného ze skupiny skladajici se z pavianiho
TNFa, kosmaniho TNFa, TNFa makaka (cynomolgus) a TNFa makaka rhesus.

Vyhodna je rekombinantni protilatka, ktera také neutralizuje aktivitu psiho TNFa, a rovnéZ ktera
také neutralizuje aktivitu prase¢iho TNFa.

Pfedmétem vynélezu je rovn&z molekula nukleové kyseliny kédujici protilatku nebo jeji
antigen—vazebnou &ast podle vynalezu. Preferovana nukleova kyselina podle vynalezu, kédujici
D2E7 LCVR, m4 nukleotidovou sekvenci ukdzanou na obrazku 7 a SEQ ID NO: 36. Jina prefe-
rovana nukleova kyselina podle predkladaného vynalezu, kédujici D2E7 HCVR, mé nukleoti-
dovou sekvenci ukdzanou na obrazku 8 a SEQ ID NO: 37. Vynélez také zahrnuje rekombinantni
expresni vektor nesouci nukleovou kyselinu kédujici protilatky a hostitelskou buiiku, do kterych
muize byt takovy vektor zaveden, stejné jako zpusob produkce protilatek podle vynalezu kultivaci
hostitelskych bunék podle vynélezu.

Dale vynalez zahrnuje pouziti protilatky podle vynélezu pro vyrobu lé€iva pro 1é€bu onemocnéni,
pfi kterém je aktivita TNFa $kodlivd. Onemocnéni miize byt napfiklad sepse, autoimunitni
onemocnéni (napfiklad revmatoidni artritida, alergie, roztrousena skler6za, autoimunitni diabetes,
autoimunitni uveitida a nefroticky syndrom), infek&ni onemocnéni, malignita, rejekce trans-
plantétu nebo reakce $t&pu proti hostiteli, plicni onemocnéni, onemocnéni kosti, stfevni onemoc-
néni nebo onemocnéni srdce.

Prehled obrazkli na vykresech

Obrézek 1A a 1B ukazuji aminokyselinové sekvence variabilniho regionu lehkého fetézce D2E7
(D2E7 VL; téZ uk4zino v SEQ ID NO: 1), alanin-vyhledavaci mutanty D2E7 VL (LD2E7*.A1,
LD2E7*.A3, LD2E7*.A4, LD2E7*.A7 a LD2E7*.A8), variabilni region lehkého fet&zce
pribuzné protilatky 2SD4 (2SD4 VL; téZ ukazano v SEQ ID NO: 9) a dal3i variabilni regiony
lehkého fetézce ptibuzné k D2E7 (EP B12, VL10E4, VL100A9, VL100D2, VL10F4, LOES,
VLLOF9, VLLOF10, VLLOG7, VLLOGY, VLLOH1, VLLOHI10, VL1B7, VLICI1, VLIC7,
VLO0.1F4, VL0.1H8, LOE7, LOE7.A a LOE7.T). Obréazek 1A ukazuje FR1, CDR1, FR2 a CDR2
domény. Obrazek 1B ukazuje FR3, CDR3 a FR4 domény. CDR1 (,,CDR L1%), CDR2 (,,CDR
L2“) a CDR3 (,,CDR L3) domény lehkého fetézce jsou v ramecku.

Obrazky 2A a 2B ukazuji aminokyselinové sekvence variabilniho regionu té€zkého fetézce D2E7
(D2E7 VH; téz ukazano v SEQ ID NO: 2), alanin—vyhledavaci mutanty D2E7 VH (HD2E7*.A1,



10

15

20

25

30

35

40

45

50

CZ 292465 B6

HD2E7*.A2, HD2E7*.A3, HD2E7*.A4, HD2E7*.A5, HD2E7*.A6 HD2E7*.A7, HD2E7*.A8
a HD2E7* A9), variabilni region tézkého fetézce pfibuzné protilitky 2SD4 (2SD4 VH; téz
ukizano v SEQ ID NO: 10) a dalsi variabilni regiony t&7kého fetézce ptfibuzné k D2E7
(VHIB11, VHIDS, VHIAll, HVIBI12, VHI-D2, VHIE4, VHIF6, HVIGI, 3C-H2,
VHI-D2.N a VH1-D2.Y). Obrazek 2A ukazuje FR1, CDR1, FR2 a CDR2 domény. Obrazek 2B
ukazuje FR3, CDR3 a FR4 domény. CDR1 (,,CDRL1*), CDR2 (,,CDR L2%) a CDR3 (,,CDR L3)
domény t&zkého fetézce jsou v ramelku.

Obrazek 3 je graf znéazoriuji inhibici TFNo indukované L929 cytotoxicity lidskou anti-hTNFo
protilatkou D2E7, ve srovnani a my3i anti-hTNFa protilatkou MAK 195.

Obrézek 4 je graf znazomiujici inhibici thTNFa vazby na hTNFa receptory na U-937 buiikach
lidskou anti-hTNFa protilatkou D2E7, ve srovnani s my3i anti-hTNFa. protilatkou MAK 195.

Obréazek 5 je graf znazoriujici inhibici TNFa—~indukované exprese ELAM-1 na HUVEC lidskou
anti-hTNFa protilatkou D2E7, ve srovnani s my$i anti-hTNFa protilatkou MAK 195.

Obrazek 6 je sloupcovy graf znézoriiujici ochranu pfed TNFo—indukovanou letalitou u D-galak-
tosaminem senzitizovanych my3i podanim lidské anti-hTNFo protilatky D2E7 (&emné sloupce),
ve srovnani s my3i anti-hTNFa protilatkou MAK 195 (Srafované sloupce).

Obrazek 7 ukazuje nukleotidovou sekvenci variabilniho regionu lehkého fetézce D2E7, s pied-
pokladanou aminokyselinovou sekvenci pod nukleotidovou sekvenci. CDR L1, CDR L2 a CDR
L3 regiony jsou podtrzeny.

Obréazek 8 ukazuje nukleotidovou sekvenci variabilniho regionu té€zkého fetézce D2E7, s pied-
pokladanou aminokyselinovou sekvenci pod nukleotidovou sekvenci. CDR H1, CDR H2 a CDR
H3 regiony jsou podtrzeny. '

Obrazek 9 je graf znazorilujici uéinek 16&by D2E7 protilatkou na primé&mou velikost kloubu
u Tgl97 transgennich my3i jako modelu polyartritidy.

Tento vynalez se tyka izolovanych lidskych protilatek, nebo jejich antigen—vazebnych &asti, které
se vazou na lidsky TNFa s vysokou afinitou, nizkou rychlosti disociace a s vysokou neutraliza¢ni
kapacitou. Riizné aspekty vynalezu se tykaji protilatek a protilatkovych fragmenti a jejich farma-
ceutickych pfipravki, stejné jako nukleovych kyselin, rekombinantnich expresnich vektorii
a hostitelskych bunék pro vyrobu takovych protilatek a fragmentii. Vynélez také obsahuje zpuiso-
by pouZiti protilatek podle pfedkladaného vynalezu pro detekci lidského TNFat nebo pro inhibici
aktivity lidského TNFa, jak in vitro, tak in vivo.

Pro snadné&jii pochopeni predkladaného vynalezu jsou nejprve definovany urdité terminy.

Termin , lidsky TNFa* (zkratka hTNFo, nebo jednoduse hTNFa), jak je zde pouzit, oznaduje
lidsky cytokin, ktery existuje jako 17 kDa secernovana forma a 26 kDa membranova forma,
jehoZ biologicky aktivni forma je sloZena z trimetru nekovalentné vazanych 17 kDa molekul.
Struktur hTNFa je popséna déle v, napfiklad, Pennica, D. et al., Nature 312: 724 az 729, (1984);
Davis, J. M. et al., Biochemistry 26: 1322 aZ 1326 (1987); a Jones E. Y. et al., Nature 338: 225 aZ
228 (1989). Termin lidsky TNFo je minén tak, Ze zahrnuje rekombinantni lidsky TNFa
(rhTNFa), ktery miize byt ziskdn standardnimi rekombinantnimi expresnimi metodami nebo
miiZe byt ziskan komer&né (R & D Systems, katalogové &. 210-TA, Minneapolis, MN).

Termin ,protilatka®, jak je zde pouzit, oznatuje imunoglobulinové molekuly sloZeni ze &tyf
polypeptidovych fetézci, dvou téZkych (H) a dvou lehkych (L) fetézci mezi sebou spojenych
disulfidovou vazbou. Kazdy t&zky fetézec je sloZen z variabilniho regionu tézkého fetézce (zde
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zkraceno jako HCVR nebo HV) a konstantniho regionu t&zkého fetézce. Konstantni region
tézkého fetézce je sloZen ze tii domén, CH1, CH2 a CH3. Kazdy lehky fetézec je slozen z varia-
bilniho regionu lehkého fetézce (zde zkraceno jako LCVR nebo VL) a konstantniho regionu
fet&zce (zde zkriceno jako LCVR nebo VL) a konstantniho regionu lehkého fet€zce. Konstantni
region lehkého Fetézce je sloZen z jedné domény, CL. VH a VL regiony mohou byt déle dé€leny
na regiony hypervariability, které se nazyvaji komplementaritu ur€ujici regiony (CDR), mezi
kterymi jsou vmezefeny regiony, které jsou vice konzervované a nazyvaji se regiony pracovnich
rameckl (FR). Kazdy VH a VL se sklada ze téi CDR a &yt FR, které jsou uspofadany z amino—
konce v nasledujicim pofadi: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4.

Termin ,,antigen-vazebna &ast protilatky (nebo prosté ,East protilatky”) jak je zde pouZit,
oznaduje jeden nebo vice fragmentl protilatky, které si zachovavaji schopnost specifické vazby
na antigen (napf. hTNFa). Bylo ukédzano, Ze funkce vazby antigenu protilatky mize byt prova-
dna fragmenty kompletni protilatky. Pfiklady vazebnych fragmentd zahrnutych v terminu
»antigen—vazebna &ast* protilatky zahrnuji (i) Fab fragment, monovalentni fragment skladajici se
zVL, VH, Cl a CHI domén; (ii) F(ab’), fragment, bivalentni fragment obsahujici dva Fab
fragmenty vazané disulfidovym mistkem v patentovém regionu; (iii) Fd fragment skladajici se
z VH a CH1 domén; (iv) Fv fragment skladajici se z VL a VH domén jednoho ramena protilatky;
(v) dAb fragment (Ward et al., Nature 641: 544 az 546 (1989)), ktery se sklada z VH domény;
a (vi) izolovany komplementaritu urlujici region (CDR). Dale, aCkoliv dvé domény Fv frag-
mentu, V1 a VH, jsou kédovany riznymi geny, mohou byt za pouZiti rekombinantnich metod
spojeny syntetickym linkerem, ktery umoZituje jejich vyrobu jako jediného proteinu, ve kterém
jsou VL a VH regiony sparovéany za tvorby monovalentnich molekul (znamé jako jednofetézcové
Fv (scFv); viz napfiklad bird et al Science 242: 423 az 426 (1988); a Huston et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 85: 5879 az 5883 (1988)). Takové jednofetézcové protilatky jsou také zahmuty
terminem ,,antigen—vazebna &ast“ protilatky. Jiné formy jednofetézcovych protilatek, jako jsou
dialatky, jsou timto terminem také obsaZeny. dialatky jsou bivalentni, bispecifické protilatky, ve
kterych jsou HV a VL domény exprimovany na jednom polypeptidovém fetézci, ale vyuZivaji
linkeru, ktery je pfili¥ kratky pro umoZnéni parovani mezi dvéma doménami stejného fetézce, coz
nuti domény k parovani s komplementarnimi doménami jiného fetézce a tak ke tvorbé dvou
vazebnych mist pro antigen (viz napfiklad hollinger, P. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:
6444 az 6448 (1993); Poljak, R. J. et al., Structure 2: 1121 az 1123 (1994)).

Jedt& dale miize byt protilitka nebo jeji antigen—vazebna &ast &asti vétdich imunoadhezivnich
molekul, tvofenych kovalentni nebo nekovalentni asociaci protilitky nebo &ast protilatky
s jednim nebo vice proteiny nebo peptidy. Pfiklady takovych imunoadheznich molekul zahrnuji
pouziti jaderného regionu streptavidinu pro tvorbu tetramerni scFv molekuly (Kipriyanov, S.M.
et al., Human Antibodies and Hybridomes 6: 93 az 101 (1995)) a pouZiti cysteinového zbytku,
markerového peptidu a C—koncové polyhistidinové smy&ky pro tvorbu bivalentnich a bioti-
nylovych scFV molekul (Kipriyanov, S.M. et al., Mol. Immunol. 31: 1047 az 1058 (1994)). Casti
protilatky, jako jsou Fab a F(ab'), fragmenty, mohou byt pfipraveny z celych protilatek za pouziti
b&znych technik, jako je ¥t&peni celych protilitek papainem, resp. pepsinem. Kromé toho,
protilatky, &asti protilatek a imunoadhezni molekuly mohou byt ziskdny za pouZiti standardnich
rekombinantnich DNA technik, jak je zde popsano.

Termin ,lidska protilatka®, jak je zde pouZit, je minén tak, Ze zahrnuje protilatky majici variabilni
a konstantni regiony odvozené do lidskych imunoglobulinovych sekvenci zdrodecné linie. Lidské
protilatky podle ptedkladaného vynalezu mohou obsahovat aminokyselinové zbytky, které nejsou
kédované lidskymi imunoglobulinovymi sekvencemi zarodeéné linie (napf. mutace zavedené
nahodnou nebo mistné fizenou mutagenezi in vitro nebo somatickou mutaci in vivo), napfiklad
v CDR a zejména v CDR3. Nicméng, termin ,,lidska protilatka“ jak je zde pouZit, neni minén tak,
aby zahmoval protilatky, ve kterych byly CDR sekvence odvozené ze zérode¢nych linii jinych
sav&ich druhd, jako jsou mysi, pfeneseny k sekvencim lidského pracovniho rameZku.
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Termin ,,rekombinantni lidska protilatka®, jak je zde pouZit, je minén tak, e zahrnuje viechny
protilatky, které jsou pripraveny, exprimovdny, vytvofeny nebo izolovany rekombinantnimi
prostiedky, jako jsou protilitky exprivované za pouZiti rekombinantniho expresniho vektoru
pfeneseného do hostitelské buiiky (toto je popsano v &asti 11, dale), protilatky izolované z rekom-
binantni, kombinastoridlni knihovny lidskych protilatek (toto je popsino v &asti III, dale),
protilatky izolované od zvitete (napfiklad od my3i), kterd je transgenni pro lidské geny pro
imunoglobuliny (viz napfiklad Taylor, L.D. et al, Nucl Acids Res. 20: 6287 az 6295 (1992))
nebo protilatky pfipravené, exprimované, vytvofené nebo izolované jakymikoliv jinymi prost-
fedky obsahujicimi sestfih sekvenci genii pro lidské imunoglobuliny s jinymi DNA sekvencemi.
Takové rekombinantni lidské protilatky maji variabilni a konstantni regiony odvozené od
lidskych imunoglobulinovych sekvenci zarode&né linie. V urgitych provedenich jsou, nicméné,
takové rekombinantni lidské protilatky podrobeny jsou, nicméng, takové rekombinantni lidské
protilatky podrobeny in vitro mutagenezi (nebo, pokud je pouzito zvife transgenni pro lidské IgG
sekvence, in vido somatické mutagenezi) a tak jsou aminokyselinové sekvence HV a VL regiont
rekombinantnich protilatek sekvence které, atkoliv jsou odvozeny od a jsou ptibuzné k lidskym

VH a VL sekvencim, nemusi pfirozené existovat v lidském protilatkovém zarode&ném repertoéru
in vivo.

»1zolovana protilatka“ zde urluje protilatku, ktera je v podstat& prosta dal3ich protilatek majicich
Jinou antigenni specifitu (napfiklad izolovana protilatka, ktera specificky vaze hTNFa, je v pod-
staté prosta protilatek, které specificky vazou antigeny jiné nez hTNFa). Izolovana protilatka,
kterd specificky vaze hTNFa miiZe, nicméné, mit zkfiZenou reaktivitu s jinymi antigeny, jako
jsou molekuly TNFa z jinych druhi (toto je podrobné&ji probrano déle). Kromé toho, izolovana
protilatka je vyznamné prosta dalsiho buné&ného materialu a/nebo chemikalii.

»Neutraliza®ni protilatka“, jak je zde pouzito, (nebo ,protilatka, kterd neutralizuje aktivitu
hTNFa“), oznaduje protilatku, jejiz vazba na hTNFa vede k inhibici biologické aktivity hTNFa.
Tato inhibice biologické aktivity \TNFa miiZe byt hodnocena méfenim jednoho nebo vice indi-
kétorii biologické aktivity hTNFa, jako je hTNFa—indukovana cytotoxicita (jak in vitro, tak in
vivo), hTNFa indukovana bun&tna aktivace a vazba hTNFa na receptory pro hTNFa. Tyto
indikatory biologické aktivity hTNFa mohou byt hodnoceny jednim nebo vice znékolika
standardnich testd znidmych z oboru (viz ptiklad 4). Vyhodné je schopnost protilatky neutra-
lizovat aktivitu hTNFa hodnocena inhibici hTNFo—-indukované cytotoxicity 1929 bunék. Jako
dalsi nebo alternativni parametr aktivity hTNFo—indukovanou expresi ELAM-1 na HUVEC,
Jjako miru hTNFa-indukované bun&&né aktivace.

Termin ,,povrchova plazmonova rezonance®, jak je zde pouZit, oznaluje opticky jev, ktery
umoZiiuje analyzu biospecifickych interakci vredlném ¢&ase detekci zmén v koncentracich
proteinii v biosenzorové matrici, napfiklad za pouziti BIAcore systému (Pharmacia Bosensor AB,
Uppsala, Sweden a Piscataway, NJ). Pro dalsi popis viz pfiklad 1 a Jonsson, U. et al., Ann. Biol.
Clin 51: 19 az 26 (1993); Jonsson, U. et al., Biotechniques 11: 620 az 627 (1991); Johnson, B.
etal., J. Mol. Recognit. 8: 125 az 131 (1995); a Johnson, B. et al., Anal. Biochem. 198: 268 az
277 (1991).

Termin ,,Koq", jak je zde pouzit, oznaCuje rychlostni konstantu pro disociaci protilatky z komp-
lexu protilatka/antigen.

Termin ,K4“, jak je zde pouZit, oznaCuje disociaéni konstantu pro urditou interakci antigen—
protilatka.

Termin ,molekula nukleové kyseliny*, jak je zde pouzit, zahrnuje DNA molekuly a RNA
molekuly. Molekula nukleové kyseliny miZe byt jednoretézcova nebo dvoutetézcova, ale vyhod-
né to je dvouretézcova DNA.
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Termin ,,izolovana molekula nukleové Kkyseliny“, jak je zde pouzit v souvislosti s nukleovymi
kyselinami kodujicimi protilatky nebo &asti protilatek (napf. VH, VL, CDR3), které se vaZzou na
hTNFo, oznaduje molekulu nukleové kyseliny, ve které jsou neuotidové sekvence kédujici
protilatku nebo &asti protilatky prosté jinych nukleotidovych sekvenci kodujicich protilatky nebo
&asti protilatek, které se vaZou na jiny antigen, nez na hTNFa, kde tyto jiné sekvence mohou
prirozené sousedit s nukleovou kyselinou v lidské genomové DNA. Tak, napfiklad. izolovana
nukleova kyselina podle pfedkladaného vynilezu kodujici VH region anti-TNFo protilatky
neobsahuje daldi sekvence kddujici jiné VH regiony, které se vazou na antigeny jiné nez TNFa.

Termin ,,vektor*, jak je zde pouZit, ozna€uje molekulu nukleové kyseliny schopnou transportu
jiné nukleové kyseliny, na kterou je navazan. Jednim typem vektoru je ,,plazmid®, coZ oznatuje
cirkularni dvoufetézcovou DNA smy¢&ku, do které mohou byt ligovany dal3i DNA segmenty.
Jinym typem vektoru je virovy vektor, ve kterém mohou byt dal$i DNA segmenty ligovany do
virového genomu. Ur&ité vektory jsou schopné autonomni replikace v hostitelské burice, do které
jsou vloZeny (napfiklad bakterialni vektory majici bakterialni zdroj replikace a episomalni sav&i
vektory). Daldi vektory (napfiklad neepisomalni sav&i vektory) mohou byt integrovany do
genomu hostitelské buiiky po zavedeni do hostitelské buriky a tak jsou replikovany spolu
s genomem. Kromé toho, urité vektory jsou schopné fizeni exprese genii, na které jsou
navazany. Takové vektory jsou zde oznalovény jako ,rekombinantni expresni vektory* (nebo
jednodue ,.expresni vektory“). Obecn&, expresni vektory pouzitelné v rekombinantnich DNA
technikéch jsou &asto ve formé plazmidi. V pfedkladané prihlasce, ,,plazmid* a ,,vektor mohou
byt zamé&nitelné, protoZe plazmid je nejb&Zn&ji pouZivanou formou vektoru. Nicméng, vynalez je
minén tak, Ze zahrnuje také jiné formy expresnich vektorl, jako jsou virové vektory (napiiklad

replikace — deficientni retroviry, adenoviry a adeno—asociované viry), které slouzi ekvivalentni
funkci.

Termin ,rekombinantni hostitelska buitka“ (nebo jednoduSe ,hostitelska buiika“, jak je zde
pouzit, oznatuje buiiku, do které byl vloZen rekombinantni expresni vektor. Mélo by byt jasné, Ze
tyto terminy oznaduji nejenom urditou jednotlivou buiiku, ale potomstvo takové buriky. ProtoZe
v dalsich generacich miZe dojit k urditym modifikacim diky mutacim nebo vlivu prostiedi,
nemusi byt takové potomstvo ve skutednosti identické s rodiCovskou buiikou, ale stle spada do
vyznamu terminu ,,hostitelska buiika“ jak je zde poutzit.

Riizné aspekty vynalezu jsou dale podrobné&ji popsany v nasledujicich sekcich.
I.  Lidské protilatky, které se vaZou na lidsky TNFa

Tento vynalez poskytuje izolované lidské protilatky, nebo jejich antigen—vazebné €asti, které se
véZou na lidsky TNFa s vysokou afinitou, nizkou rychlostni konstantou a vysokou neutralizaéni
kapacitou. Vhodng jsou lidské protilatky podle predkladaného vynalezu rekombinantni, neutrali-
zaéni lidské anti-hTNFa protilatky. Nejvyhodn&jsi rekombinantni, neutralizagni protilatky podle
predkladaného vynélezu je zde urena D2E7 a ma VL a VH sekvence jak jsou ukazany na
obrazcich 1A, 1B a obrazcich 2A, 2B, v pfisluiném pofadi (aminokyselinova VL regionu D2E7
je také ukazana v SEQ ID NO: 1; aminokyselinova VH regionu D2E7 je také ukazana v SEQ ID
NO: 2). Vazebné charakteristiky D2E7 ve srovnani s my$i anti-hTNFa MAK 195 mAb, ktera
vykazuje vysokou afinitu a pomalu disociagni kinetiku a s dal3i lidskou anti-hTNFa protilatkou
se sekvenci pfibuznou D2E7, 2SD4, jsou shrnuty niZe:

Protilatka Ko Kon Kq Stechiometrie
s m's! M

D2E7 IgGl 8,81x10” 1,91 x 10° 6,09x107" 1,2

2SD4 IgG4 8,4x10° 4,20x 10° 2,00x 10° 0,8

MAK 195F (ab"),  8,70x 10° 1,90 x 10° 4,60 x 10 1,4
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D2E7 protildtka a ptibuzné protilatky, také vykazuji silnou kapacitu pro neutralizaci aktivity
hTNFa, jak je hodnoceno n&kolika in vitro a in vivo testy (viz ptiklad 4). Naptiklad, tyto proti-
latky neutralizuji hTNFo~indukovanou cytotoxicitu L929 bunék s hodnotami ICs; v rozmezi od
asi 107 M do asi 10" M. D2E7, pokud je exprivovana jako kompletni IgGl protilatka,
neutralizuje hTNFa—indukovanou cytotoxicitu 1929 bunék sICsp asi 1,25 x 10" M. Navic,
neutralizatni kapacita D2E7 je uchovéavéna, pokud je protildtka exprivovana jako Fab, F(ab’),
nebo scFv fragment. D2E7 také inhibuje TNFa~indukovanou buné&&nou aktivaci, jak je métena
hTNFa~indukovanou ELAM expresi na HUVEC (ICs, = si 1,85 x 107° M), a vazbu hTNFa na
receptory pro hTNFo na U-937 buitkdch (ICsy = asi 1,56 x 107 M). S ohledem na posledni
uvedené D2E7 inhibuje vazbu hTNFo. jak na p55, tak na p75 receptory pro hTNFa. Kromé toho,
protilatka inhibuje hTNFa—~indukovanou letalitu in vivo u my3i (EDso = 1 - 2,5 pg/mys).

Co se tyka vazebné specificity D2E7, tato protilatka se vaze na lidsky TNFo. v riiznych formach,
vetn€é solubilntho hTNFa, transmembranového hTNFoa a hTNFa navazaného na buné@né
receptory. D2E7 se nevéaze specificky na jiné cytokiny, jako je lymfotoxin (TNFB), IL-1a,
IL~1B, IL-2, IL4, IL-6, IL-8, IFNt a TGF-B. Nicméné, D2E7 vykazuje zkricenou reaktivitu
s faktorem nekrosy nadorti z jinych druhii. Napfiklad, protilatka neutralizuje aktivitu alespoi péti
TNFa od jinych primétl (Simpanziho, pavidniho, kosmaniho, makaka (cynomolgus) a makaka
rhesus) s pfiblizn€ stejnymi hodnotami ICsq jako pro neutralizaci hTNFa, (viz pfiklad 4, sekce 4).
D2E7 také neutralizuje aktivitu my3iho TNFa, asi 1000-krat hiife, neZ lidského TNFa (viz p¥ik-
lad 4, sekce E). D2E7 se také vaze na psi a prase¢i TNFa.

V jednom aspektu se vynalez tyka D2E7 protilatek a &asti protilatek a dalSich lidskych protilatek
a Casti protilatek se shodnymi vlastnostmi jako ma D2E7, tak, jako je vysoce afinitni vazba na
hTNFa s pomalou disocia¢ni kinetikou a vysokou neutralizani kapacitou. V jednom provedeni
poskytuje vynalez izolovanou lidskou protilatku, nebo jeji antigen—vazebnou &ast, ktera disociu-

‘ je z lidského TNFa. s K4 1 x 10® M nebo nizsi Koz rychlostni konstantou 1 x 1 0>s" nebo nizsi,

kde ob& tyto hodnoty jsou urdeny povrchovou plazmovou rezonanci, a ktera neutralizuje
cytotoxicitu lidského TNFa ve standardnim in vitro 1929 testu s ICso 1 x 107 M nebo nizii.
Lépe, izolovana lidsk4 protilatka, nebo jeji antigen—vazebna &ast, disociuje z lidského TNFa.
s Kog 5 x 10™s! nebo nizsi. Lépe, izolovana lidska protilatka, nebo jeji antigen—vazebna &ast,
neutralizuje cytotoxicitu lidského TNFo ve standardnim in vitro 1929 testu sICs, 1 x 10° M
nebo nizsi, jedté 1épe s ICsp 1 x 10° M nebo nizsi, a nejlépe s ICso 1 x 107"° M nebo nizii. Ve
vyhodnych provedenich je protilitka izolovana lidskd rekombinantni protilatka, nebo jeji
antigen—vazebna ¢ast. V dal$im vyhodném provedeni protildtka také neutralizuje TNFo—induko-
vanou bunéfnou aktivaci, jak je hodnocena za pouZiti standardniho in vivo testu pro TNFo—
indukovanou expresi ELAm-1 na endotelovych burikach lidské pupeéni Zily (HUVEC).

Analyza povrchovou plazmovou rezonanci pro uréeni Kq a Ko miZe byt provedena tak, jak je
popséno v piikladu 1. Standardni in vitro L929 test pro uréeni hodnot ICs, je popsén v ptikladu 4,
sekci A. Standardni in vitro test pro TNFa~indukovanou expresi ELAM-1 na endotelovych
buiikach lidské pupedni zily (HUVEC) je popsén v ptikladu 4, sekci C. Pfiklady rekombinantnich
lidskych protilatek, které spliiuji vyse uvedena kriteria kinetiky a neutralizace, zahrnuji protilatky
majici nasledujici (VH/VL) pary, jejichZ sekvence jsou ukdzany na obrazcich 1A, B, 2A a 2B
(viz také piiklady 2, 3 a 4 pro analyzu kinetiky a neutralizace): (D2E7 VH/D2E7 VL);
(HD2E7*.A1/D2E7 VL); (HD2E7*.A2/D2E7 VL), (HD2E7*.A3/D2E7 VL), (HC2E7*.A4/D2E7
VL), (HD2E7*.A5/D2E7 VL), (HD2E7*.A6/D2E7 VL); (HD2E7*.A7/D2E7 VL),
(HD2E7*.A8/D2E7 VL), (HD2E7*.A9/D2E7 VL); (D2E7 VH/LD2E7*.Al);, (D2E7
VH/LD2E7*.A4); (D2E7*.A9/LD2E7*.A1); (VHI-D2/LOE7); (VHI-D2.N/LOE7.T);
(VHI-D2.Y/LOE7.A); (VH-D2.N/LOE7.A); (VHI-D2/EP B12); a (3C-H2/LOE7A).

V oboru je dobfe znamo, Ze CDR3 domény t&zkého a lehkého fetdzce protilatky maji vyznamnou
tlohu ve vazebné specificité/afinité protilatky pro antigenu. V souladu s tim, Ze jiném aspektu, se
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vynalez tyka lidskych protilatek, které maji pomalou disociagni kinetiku pro asociaci s hTNFo
akteré maji CDR3 domény t&7kého a lehkého fetézce, které jsou strukturalné identické nebo
pfibuzné k doméndm D2E7. Jak je ukazano v piikladu 3, pozice 9 D2E7 VL CDR3 miiZe byt
obsazena Ala nebo Thr bez vyznamného ovlivnéni K,g. V souladu s tim konsensualni motiv pro
D2E7 VL CDR3 obsahuje aminokyselinovou sekvenci: Q-R-Y-N-R-A-P-Y—(T/A) (SEQ ID
NO: 3). Dile, pozici 12 D2E7 VL CDR miize byt obsazena Tyr nebo Asn bez vyznamného
ovlivnéni Kog. V souladu s tim, konsensualni motiv pro D2E7 VL CDR3 obsahuje aminokyse-
linovou sekvenci: V-8-Y-L-S-T-A-S-S-L-D—(Y/N) (SEQ ID NO: 4). Krom& toho, jak je
ukézano v piikladu 2, CDR3 doména tézkych a lehkych fetézci D2E7 je vhodna pro substituce
jednim alaninovym zbytkem (v pozicich 1, 4, 5, 7 nebo 8 ve VL. CDR3 nebo v pozicich 2,3, 4, 5,
6, 8,9, 10 nebo 11 ve VH CDR3) bez vyznamného ovlivnéni K. Jesté dale, odbornici v oboru
oceni, Ze pfi dané pfistupnosti D2E7 VL a VH CDR3 domén k substitucim alaninem mohou byt
mozné substituce jinych aminokyselin v CDR3 doménach za zachovani nizké rychlostni kons-
tanty disociace protilatky. zejména substituce konzervativnimi aminokyselinami. ,,Konzervativni
aminokyselinova substituce*, jak je zde pouZito, je substituce, pfi které je jeden aminokyselinovy
zbytek nahrazen jinym aminokyselinovym zbytkem majicim podobny postranni fetézec. Rodiny
aminokyselinovych zbytki majicich podobné postranni fetézce byly v oboru identifikovany
a zahmuji bazické postranni fetézce (naptiklad lysin, artinin, histidin), kyselé postranni fetézce
(napfiklad kyselina aspartova, kyselina glutamova), nenabité polarni postranni fetezce (napfiklad
glycin, asparagin, glutamin, serin, threonin, tyrosin, cystein), nepolarni postranni fet&zce (naptik-
lad alanin, valin, leucin, isoleucin, prolin, fenylalanin, methionin, tryptofan), beta—vétvené
postranni fetézce (naptiklad threonin, valin, izoleucin) a aromatické postranni fetézce (naptiklad
threonin, valin, izoleucin) a aromatické postranni fetézce (naptiklad tyrosin, fenylalanin, trypto-
fan, histidin). Vyhodné je provedeno ne vice neZ p& konzervativnich aminokyselinovych
substituci v D2E7 VL a/nebo VH CDR3 doménach. Lépe je provedeno ne vice ne jedna aZ tfi
konzervativni aminokyselinové substituce v D2E7 VL a/nebo VH CDR3 doménach. Dale by
nemély byt provedeny konzervativni aminokyselinové substituce v aminokyselinovych pozicich
kritickych pro vazbu na hTNFa. Jak je ukdzdno na obrazku 3, pozice 2 a 5 D2E7 VL CDR3 a
pozice 1 a 7 DE27 VH CDR3 se zdaji byt kritické pro interakci s hTNFo a proto by vyhodné
nemély byt konzervativni aminokyselinové substituce uvedeny v téchto pozicich (aCkoliv alani-
nova substituce v pozici 5 D2E7 VL CDR3 je pfijatelna, jak je popsano vyse).

V souladu s tim, v jiném provedeni, poskytuje vynalez izolovanou lidskou protilatku, nebo jeji
antigen—vazebnou ¢ast, s nasledujicimi charakteristikami:

a) disociuje z lidského TNFa s K¢ rychlostni konstantou 1 x 107 s nebo mensi, jak je uréeno
povrchovou plazmovou rezonanci;

b) ma CDR3 doménu lehkého fetézce obsahujici aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO: 3,
nebo sekvenci modifikovanou ze SEQ ID NO: 3 jednou substituci alaninu v pozici 1, 4, 5, 7 nebo
8 nebo jednou aZ péti konzervativnimi aminokyselinovymi substitucemi v pozicich 1, 3, 4, 6, 7, 8

a/nebo 9.

¢) ma CDR3 doménu tézkého fetézce obsahujici aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO: 4,
nebo sekvenci modifikovanou ze SEQ ID NO: 4 jednou substituci alaninu v pozici 2,3,4,5, 6, 8,

9, 10 nebo 11 nebo jednou aZ péti konzervativnimi aminokyselinovymi substitucemi v pozicich
2,3,4,5,6,8,9,10, 11 a/nebo 12.

Lépe, protilatka, nebo jeji antigen—vazebna &4st, disociuje z lidského TNFa s Ko 5 x 10*s™ nebo
mensi. Jesté lépe, protilitka, nebo jeji antigen-vazebni &ast, disociuje zlidského TNFa

s Ko 1 x 107s™ nebo mensi.

V jedté jiném provedeni poskytuje vynélez izolovanou lidskou protilatku, nebo jeji antigen—
vazebnou €ast, svariabilnim regionem lehkého fetézce (LCVR) majicim CDR3 doménu
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obsahujici aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO: 3, nebo sekvenci modifikovanou ze SEQ ID
NO: 3 jednou substituci alaninu v pozici 1, 4, 5 nebo 8 a s variabilnim regionem t&zkého retézce
(HCVR) majicim CDR3 doménu obsahujici aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO: 4, nebo
sekvenci modifikovanou ze SEQ ID NO: jednou substituci alaninu v pozici 2, 3, 4, 5, 6,8,9, 10
nebo 11. Lépe, LCVR mé dile CDR2 doménu obsahujici aminokyselinovou sekvenci SEQ ID
NO: 5 (tj. D2E7 VL CDR2) a HCVR mé dale CDR2 doménu obsahujici aminokyselinovou
sekvenci SEQ ID NO: 6 (tj. D2E7 VH CDR2). Jeité 1épe, LCVR ma dale CDR1 doménu
obsahujici aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO: 7 (tj. D2E7 VL CDR1) a HCVR ma dale
CDR1 doménu obsahujici aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO: 8 (tj. D2E7 VH CDRI1).
Regiony pracovniho rametku pro VL jsou vyhodné z Vkappal lidské zarode¢né rodiny, lépe z Vk
genu A20 lidské zarode&né linie a nejlépe z D2E7 VL sekvenci pracovniho ramecku pro VH jsou
vyhodné z V3 lidské zarodegné rodiny, lépe z VH genu DP-31 lidské zarode¢né linie a nejlépe
z D2E7 VH sekvenci pracovniho rdmegku ukézanych na obrazcich 2A a 2B.

V jedté jiném provedeni poskytuje vynalez izolovanou lidskou protilatku, nebo jeji antigen—
vazebnou &ast, s variabilnim regionem lehkého fet&zce (LCVR) obsahujicim aminokyselinovou
sekvenci SEQ ID NO: 1 (tj. D2E7 VL) a variabilni regionem t&zkého fet€zce (HCVR)
obsahujicim aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO: 2 (j. D2E7 VH). V uritych provedenich
ma protilitka konstantni region t&zkého fetézce, jak je konstantni region IgG1, IgG2, 1gG3, I1gG4,
IgA, IgE, IgM nebo IgD. Vyhodn& je konstantni region tézkeho fetézce konstantni region
tézkého fetézce IgGl nebo konstantni region t&zkého fetézce I1gG4. Navic, protilatka muze
obsahovat konstantni region lehkého fetézce, bud’ konstantni region kappa lehkého fetézce, nebo
konstantni region lambda lehkého fetézce. Vyhodné protilitka obsahuje konstantni region kappa
lehkého fetézce. Alternativng, &asti protilatky miZe byt napiiklad Fab fragment nebo jedno-
fetézcovy Fv fragment.

V jest& jinych provedenich poskytuje vynélez izolovanou lidskou protilatku, nebo jeji antigen—
vazebnou &st, majici s D2E7-ptibuzné VL a VH CDR3 domény, napfiklad protilatky nebo
jejich antigen—vazebné €asti, s variabilnim regionem lehkého fetézce (LCVR) obsahujicim CDR3
doménu obsahujici aminokyselinovou sekvenci vybranou ze skupiny skladajici se z SEQ ID NO:
3, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID
NO: 16, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 21,
SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 25 a SEQ ID NO: 26 nebo
s variabilni regionem tézkého fetézce (HCVR) obsahujicim CDR3 doménu obsahujici aminoky-
selinovou sekvenci vybranou ze skupiny skladajici se z SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 27, SEQ ID
NO: 28, SEQ ID NO: 29, SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 33,
SEQ ID NO: 34 a SEQ ID NO: 35.

V jesté jiném provedeni poskytuje vynélez rekombinantni lidskou protilatku, nebo jeji antigen—
vazebnou &ast, ktera neutralizuje aktivitu lidského TNFa, ale nikoli lidského TNFpB. Vyhodné
protilatka, nebo jeji antigen—vazebna ¢ast, neutralizuje také aktivitu Simpanziho TNFa a alespofi
jednoho dal$tho TNFa od primatii, ktery je vybran ze skupiny skladajici se z pavianiho TNFa,
kosmaniho TNFo, makak (cynomolgus) TNFa a makak rhesus TNFa. Vyhodné protilatka, nebo
jeji antigen—vazebna &st, neutralizuje lidsky, Simpanzi a/nebo dalsi primati TNFa ve stan-
dardnim in vitro L929 testu s ICso 1 x 10® M nebo mensi, lépe 1 x 10® M nebo mensi a jesté lépe
5 x 10"°M nebo men3i. V jednom podprovedeni protilatka také neutralizuje aktivitu psiho TNFa,
vyhodné ve standardnim in vitro L929 testu s ICs50 1 x 107 M nebo mensi, lépe 1 x 10" M nebo
mensi a je$te 1épe 5 x 10° M nebo meni. V jiném podprovedeni protilatka také neutralizuje
aktivitu prase¢iho TNFa, vyhodng s ICso 1 x 10°M nebo mensi, lépe 1 x 10° M nebo mensi a
jests lépe 5 x 107 M nebo mensi. V jest& jiném podprovedeni protilatka také neutralizuje aktivitu
mysiho TNFa, vyhodn€ s ICso 1 x 10 M nebo meni, lépe 1 x 10”° M nebo mensi a jesté Iépe 5
x 10 M nebo mensi.
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Protilitka nebo &ast protilatky podle pfedkladaného vynédlezu miize byt derivatizovina nebo
muZe byt navizana na jinou funkéni (napfiklad na jiny peptid nebo protein). V souladu s tim
protilatky a &asti protilatek podle pfedkladaného vynélezu zahrnuji derivatizované a jinak modifi-
kované formy lidskych anti-hTNFa protilatek zde popsané, v&etné imunoadheznich molekul.
Napiiklad, protilatka nebo &ast protilatky podle pfedkladaného vynalezu miize byt funk&n& nava-
zana (napf. chemickou vazbou, genetickou fizi, nekovalentni asociaci nebo jinak) na jednu nebo
vice molekulovych entit, jako je jina protilatka (napfiklad, bispecificka protilatka nebo dialatka),
detekovatelné Cinidlo, cytotoxické ¢inidlo, farmaceutické €inidlo a/nebo protein, nebo peptid,
ktery miize zprostiedkovat asociaci protilatky nebo &asti protiltky s jinou molekulou (jako je
Jjaderny region streptavidinu nebo polyhistidinova smy&ka).

Jeden typ derivatizované protilatky je produkovan zkracenou vazbou mezi dvéma nebo vice
protilatkami (stejného nebo riizného typu, napfiklad pro tvorbu bispecifickych protilatek). Vhod-
na Cinidla zplsobujici zkfizenou vazbu jsou tak, kterd jsou heterobifunkéni a maji dvé
riizné reaktivni skupiny separované vhodnou vmezefenou skupinou (napfiklad m-meleimido-
benzoyl-N-hydroxysukcimid ester) nebo jsou homobifunké&ni (naptiklad disukcinimidilsuberat).
Takova ¢inidla je mozno ziskat od Pierce Chemical Company, Rockford, IL.

Pouzitelna detekovatelna &inidla, se kterymi miiZze byt protilatka nebo &ast protilatky vazana,
zahrnuji flurescentni slou¢eniny. Pfiklady fluorescentnich detekovatelnych &inidel zahrnuji fluor-
escein, fluorescein isothiokyanat, rhodamin, 5-dimethylamin—1-naftalensulfonylchlorid, fyko-
erytrin a podobné. Protilatka miZe byt také navazana na detekovatelné enzymy, jako je alkalicka
fosfatasa, kienova peroxidasa, glukosa—oxidasa a podobné. Pokud je protilaitka navazana na
detekovatelny enzym, pak je detekovana pfidanim dalSich &inidel, kterd enzym vyuZiva pro
produkci detekovatelného reak&niho produktu. Napfiklad, kdyZ je jako detekovatelné &inidlo
pouZita kienovd peroxidasa, pak pfidani peroxidu vodiku diaminobenzidinu vede ke vzniku
barevného produktu reakce, ktery je detekovatelny. Protilatka miZe byt také navazéna na biotin a.

detekovana pomoci nepfimého méfeni vazby avidinu nebo streptavidinu. :

II.  Exprese protilatek

Protilatka, nebo €ést protilatky, podle pfedkladaného vyndlezu, miZe byt pfipravena rekombi-
nantni expresi genli pro lehké a t€zké fetézce imunoglobulinu v hostitelské buiice. Pro rekombi-
nantni expresi protilatky je hostitelska buiika transfektovéna jednim nebo vice rekombinantnimi
expresnimi vektory nesoucimi DNA fragmenty kédujicimi lehké a t&Zké fetézce imunoglo-
bulinové protilatky, takze lehké a t&Zké fetézce jsou exprivovany v hostitelské buiice a, vyhodné,
secernovany do média, ve kterém jsou hostitelské butiky kultivovany. Pro ziskani geni pro lehké
a t&7ké fetézce protilatky, inkorporaci téchto genii do rekombinantnich expresnich vektord a pro
vloZeni vektori do hostitelskych bunék jsou pouZity standardni rekombinantni DNA metody,
jako jsou ty, které jsou popsany v Sambrook, Fritsch a Maniatis (vyd), Molecular Clonint: A
Laboratory Manual, Second Edition, Cold Spring Harbor, N.Y. (1989), Ausubel, F. M. et al.
(vyd.) Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing Associates, (1989), a patentu
US 4 816 397 od Boss et al..

Pro expresi D2E7 a D2E7—pfibuznych protilatek jsou nejprve ziskany DNA fragmenty kédujici
variabilni regiony lehkého a t&Zkého fetézce. Tyto DNA mohou byt ziskdna amplifikaci a modi-
fikaci variabilnich sekvenci lehkého a t&7kého fet&zce zarodetné linie za pouZiti polymerasové
fet€zové rekce (PCR). DNA sekvence zdrode&né linie pro geny pro variabilni regiony lehkého
a t€zkého fetézce jsou v oboru znadmé (viz naptiklad ,,Vbaze“ databaze sekvenci lidské zarode&né
linid; viz téZz Kabat, E. A. et al., (1991), Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5.
vydani, U.S. Department of Health and Human Services, NIH publikace &. 91-3242; Tomlison,
LM. et al (1992), ,,The Repertoire of Human Germline Vy Sequences reveals about Fifty Groups
of Vy Segments with Different Hypervariable Loops®, J. Mol. Biol. 227: 776 az 798; a Cox., J. P.
L. etal, (1994), ,,A Directory of Human Germline Ky, Segments Reveals a Strong Bias in their
Usage®, Eur. J. Inmunol. 24: 827 az 836; jejichZ obsah je zde uveden jako odkaz). Pro ziskani
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DNA fragmentu kédujiciho variabilni region t&€zkého fet€zce D2E7, nebo D2E7 pfibuzné
protilatky je &len Vg3 rodiny lidskych zarode&nych VH genti amplifikovan standardnim PCR.
Nejlépe je amplifikovina DP-31 VH sekvence zarode¢né linie. Pro ziskdni DNA fragmentu
kédujiciho variabilni region lehkého fetézce, nebo D2E7 piibuzné protiltky je ¢len Vkapal
rodiny lidskych zérode&nych VL genii amplifikovan standardni PCR. Nejlépe je amplifikovana
A20 VL sekvence zarodeéné linie. PCR primery vhodné pro pouziti pfi amplifikaci sekvencich
DP-31 VH a A20 VL zirode&né linie mohou byt navrZeny na zakladé nukleotidovych sekvenci
popsanych v odkazech citovanych vyse, za pouZiti standardnich metod.

Po ziskani VH a VL fragmenti zirode&né linie mohou byt tyto sekvence mutovany tak, aby
kédovaly D2E7 nebo D2E7-piibuzné aminokyselinové sekvence, které jsou zde popsany.
Aminokyselinové sekvence kédované zirodenymi VH a VL DNA sekvencemi jsou nejprve
srovnavany s D2E7 a D2E7—pfibuznymi VH a VL aminokyselinovymi sekvencemi pro identifi-
kaci aminokyselinovych zbytki v D2E7 a D2E7-pfibuznych sekvencich, které se lisi od zéaro-
deéné linie. Potom jsou vhodné nukleotidy v zdrode¢né DNA sekvenci mutovéany tak, aby muto-
vana zarodeéna sekvence kédovala D2E7 nebo D2E7—-pfibuznou aminokyselinovou sekvenci, za
pouziti genetického kodu pro urleni toho, které nukleotidové zmény maji byt provedeny.
Mutageneze zarodeinych sekvenci je provedena standardnimi metodami, jako je PCR-
zprostiedkovani mutageneze (ve které jsou mutované nukleotidy inkorporovéany do PCR primert
tak, ze PCR produkt obsahuje mutace) nebo mistné fizena mutageneze.

Kromé& toho, mé&lo by byt uvedeno, Zze pokud ,,zarode¢né“ sekvence ziskané PCR amplifikaci
kéduji aminokyselinové rozdily v regionech pracovniho rime¢ku vzhledem ke spravné zarode<né
konfiguraci (tj. odlisnosti v amplifikované sekvenci pfi srovnani se spravnou zarode¢nou sekven-
ci, napiiklad v disledku somatickych mutaci), mize byt Zadouci zména téchto aminokyselino-
vych odliSnosti zpét na spravné zarode&né sekvence (tj. ,,zpétnd mutace® zbytki v pracovnim
rame¢ku na konfiguraci zarode¢né sekvence).

Po ziskani DNA fragmentd kédujicich D2E7 nebo D2E7-pfibuzné Vh a VL segmenty
(amplifikaci nebo mutagensi ze zarodednych VH a VL gen, jak je popsano vySe), mohou byt
tyto DNA fragmenty dale upravoviny standardnimi rekombinantnimi DNA technikami,
napiiklad pro konverzi genii pro variabilni region na geny pro kompletni fetézec protilatky, ne
geny pro Fab fragment nebo na geny pro scFv. Pfi t&chto tpravéich je VL— nebo VH- kédujici
DNA fragment operativné navazan na jiny DNA fragment kodujici jiny protein, jako je
konstantni region protilatky nebo flexibilni linker. Termin ,,operativné navézan®, jak je zde
pouZit, znamena, ze dva DNA fragmenty jsou spojeny tak, Ze aminokyselinova sekvence kodo-
vana dvéma DNA fragmenty ziistava v rimecku.

Izolovana DNA kédujici VH region miZe byt pfeménéna na kompletni gen pro t€Zky fetézec
operativni vazbou VH-kédujici DNA na jinou molekulu DNA koédujici konstantni regiony
t&7kého fetézce (CH1, CH2 a CH3). Sekvence lidskych genii pro konstantni regiony t€zkého
fetézce jsou v oboru zndmé (Kabat, E. A. et al., (1991), Sequences of Proteins of Immunological
Interest, 5. vydani. U.S. Department of Health and Human Services, NIH publikace &. 91-3242)
aDNA fragment obsahujici tyto regiony mohou byt ziskiny standardni PCR amplifikaci.
Konstantni regiony t&kého fetézce mohou byt konstantni regiony IgG1, IgG2, I1gG3, IgG4, IgA,
IgE, IgM nebo IgD, ale nejlépe to jsou konstantni regiony IgG1 nebo IgG4. Pro gen pro Fab
fragment tézkého fetézce miZe byt VH-kédujici DNA operativné navdzina na jinou DNA
molekulu kédujici pouze CH1 konstantni region t€zkého fetézce.

Izolovana DNA kédujici VL region muZe byt pfeménéna na kompletni gen pro lehky fetézec
operativni vazbou VL-kédujici DNA na jinou molekulu DNA kédujici konstantni region lehkého
fetézce (CL). Sekvence lidskych genii pro konstantni regiony lehkého fetézce jsou v oboru znamé
(Kabatm, E.a. et al, (1991), Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5. vydani.
U.S. Department of health and Human Services, NIH publikace ¢. 91-3242) a DNA fragmenty
obsahujici tyto regiony mohou byt ziskény standardni PCR amplifikaci. Konstantni region lehke-
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ho fetézce mize byt konstantni region kappa nebo lambda, ale nejlépe to je konstantni region
kappa.

Pro vytvofeni scFV genu jsou VH- a VL~ kédujici DNA fragmenty Operativné navazany na jiny
fragment kodujici flexibilni linker, naptiklad kodujici aminokyselinovou sekvenci (Glys — Ser);
tak, Ze VL a VH sekvence mohou byt exprimovéany jako pokracujici jednofetézcovy protein,
s VH a VL regiony spojenymi flexibilnim linkerem (viz naptiklad Bird et al., (1988) Science 242.
423 az 426; Houston et al. (1988) Proc. natl. Acad. Sci. USA 85: 5879 az 5883; McCafferty
et al., Nature (1990) 348: 552 az 554).

Pro expresi protilatek nebo &asti protilatek podle predkladaného vynélezu je DNA kddujici
Castedné nebo uplné tézké a lehké fetézce, ziskana jak je popsano vyse, insertovana do expresnich
vektorl tak, Ze geny jsou operativné vazany na transkripéni a translaéni kontrolni sekvence.
V tomto ontexu termin ,operativné véazany“ znamena, Ze gen pro protilitku je ligovan do
takového vektoru tak, Ze transkripéni a transla¢ni kontrolni sekvence ve vektoru slouZi jako
reguldtory transkripce a translace genu pro protilatku. Expresni vektor a expresni kontrolni
sekvence jsou vybrany tak, aby byly kompatibilni s expresi v pouzité hostitelské buiice. Gen pro
lehky fetézec protilatky a gen pro tézky fetézec protilatky mohou byt insertovany do jednotlivych
vektortl, nebo, Cast&ji, jsou oba geny insertovany do stejného expresniho vektoru. Geny pro
protilatku jsou insertovany do expresniho vektoru standardnimi metodami (napf. ligaci komple-
mentarnich restrikénich mist na fragmentu genu pro protilatku a vektoru, nebo ligaci tupych
koncii, pokud nejsou pfitomna Zadna restrikéni mista). Ped inserci D2E7 nebo D2E7—pfibuznych
sekvenci lehkych a t&€Zkych Fetézclh mizZe jiz expresni vektor nést sekvence pro konstantni region
protilatky. Napfiklad, jeden ptistup pro konversi D2E7 nebo D2E7—pfibuznych VH a VI sekvenci
na geny pro kompletni protilatku je jejich inserce do expresniho vektoru jiz kédujiciho konstantni
regiony lehkého a t&zkého Fetézce, v pfislu$ném poradi, takze VH segment je operativné vazan na
CH segment ve vektoru a VL segment je operativné vazan na CL segment ve vektoru. Dal$i nebo
alternativni rekombinantni expresni vektory mohou kddovat signalni peptid, ktery usnadiiuje
sekreci protilatkového fetézce z hostitelské buiiky. Gen pro fetézec protilatky mize byt klonovan .
do vektoru tak, Ze signalni peptid je navdzin v ramecku s amino—koncem genu pro fetézec
protilatky. Signdlni peptidem miiZe byt imunoglobulinovy signal peptid nebo heterologni signalni
peptid (tj. signlni peptid z neimunoglobulinového proteinu).

Kromé geni pro fetézce protilatky mohou rekombinantni expresni vektory podle predkladaného
vynalezu nést regulaéni sekvence, které kontroluji expresi gent pro fetézce protilatky v hosti-
telské buiice. Termin ,regulani sekvence“ zahrnuje promotory, enhancery a jiné expresni
kontrolni elementy (naptiklad polyadenyla€ni signaly), které kontroluji transkripci a translaci
genl pro fetézce protilatky. Takové regulaéni sekvence jsou popsany, napfiklad, v Goeddel:
Gene Expression Technology: Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, CA
(1990). Odbornikim v oboru bude jasné, Ze vyvoj expresniho vektoru, véetné selekce regulag-
nich sekvenci, miiZze zaviset na takovych faktorech, jako je volba hostitelské buiiky, ktera ma byt
transformovana, pozadované hlading exprese proteinu, atd. Vyhodné regulagni sekvence pro
expresi v sav¢i hostitelské butice zahrnuji virové elementy, které fidi vysokou hladinu proteinové
exprese v sav€ich burikéch, jako jsou promotory a/nebo enhancery odvozené od cytomegaloviru
(CMV) (jako CMV promotor/enhancer), Simian Virus 40 (SV40) (jako je SV40 promotor/-
enzancer), adenoviru (napiiklad adenovirovy hlavni pozdni promotor (AJMLP)) a od polyo-
maviru. Pro dal3i popis virovych regulaénich elementi a jejich sekvenci viz napfiklad patent US
5168 062 od Stinski, patent US 4 510 245 od Bell et al. a patent US 4 968 615 od Schaffner et
al..

Kromé geni pro fetézce protilatek a regulagnich sekvenci mohou rekombinantni expresni vektory
podle pfedklédaného vynalezu nést dalsi sekvence, jako jsou sekvence, které reguluji replikaci
vektoru v hostitelské buiice (napfiklad zdroje replikace) a geny pro selektovatelné markery. Gen
pro selektovatelné marker usnadiiuje selekci hostitelskych bunék, do kterych byl vektor zaveden
(viz napfiklad patent US 4 399 216, 4 634 665 a 5 179 017 od Axel et al.). Napfiklad, typicky
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zplisobuje selektovatelny markerovy gen rezistenci hostitelské buitky, do které byl vektor
zaveden, na léky, jako je G418, hygromycin nebo methotrexat. Vyhodné geny pro selektovatelny
marker zahrnuji gen pro dihydrofolatreduktasu (DHFR) (pro pouziti u dhfr™ hostitelskych bunék
se selekci/amplifikaci methotrexatem) a nebo gen (pro selekci G418).

Pro expresi téZkych a lehkych fetézcl je expresni vektor(y) kodujici tézké a lehké fetézce
pienesen do hostitelskych buné&k standardnimi technikami. Rizné formy terminu ,transfekce*
zahrnuji Sirokou 3kélu technik b&zn& pouzivanych pro vioZeni exogenni DNA do prokaryotic-
kych nebo eukaryotickych hostitelskych bunék, napfiklad elektroporaci, srazeni fosfore¢nanem
vapenatym, DEAE—dextranovou transfekci a podobng&. Alkoliv je teoreticky mozné exprivovat
protilatky podle pfedkiadaného vynalezu jak v prokaryotickych, tak v eukaryotickych hostitels-
kych buiikach, je exprese protilatek v eukaryotickych burikach, a zejména v sav€ich hostitelskych
burikach, nejvice preferovéna, jelikoz takové eukaryotické buiiky, a zejména sav¢i buiiky, jsou
s vétsi pravdépodobnosti neZ prokaryotické bufiky schopny sestavit a secernovat fadné slozenou
a imunologicky aktivni protilatku. Prokaryoticka exprese genti pro protilatky byla popsana jako
neudinna pro produkci vétdich mnoZstvi aktivnich protilatek (Boss, M. A. a Wood, C. R. (1985)
Immunology Today 6: 12 az 13).

Vyhodné sav¢i hostitelské buiiky byly expresi rekombinantnich protilatek podle ptedkladaného
vynalezu zahmuji Ovaridlni buiiky &inského kieC¢ka (CHO) (v&etné dhfr” CHO bun&k, které
popisuje Urlaub a Chasin, (1980) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77: 4216 aZz 4220, PouZitych
s DHFR selektovatelnym markerem, napfiklad jak to popisuje R.J. Kaufman a P. A. Sharp
(1982), Mol. Biol. 159: 601 az 621), NSO myelomové butiky, COS buiiky a SP2 buriky. Kdyz
jsou rekombinantni expresni vektory kodujici protilatkové geny vlozeny do sav€ich hostitelskych
bungk, tak jsou protilatky produkovéany kultivaci hostitelskych bunék po dobu dostatenou pro
expresi protilatky v hostitelskych bufikich, nebo, 1épe, pro sekreci protilatky do kultivaéniho
média, ve kterém jsou hostitelské buriky kultivovany. Protilatky mohou byt ziskany z kulti-
va&niho média za pouziti standardnich metod pro predi$téni proteinu.

Hostitelské butiky mohou byt také pouZity pro produkei &asti intaktnich protilatek, jako jsou Fab
fragmenty nebo scFv molekuly. Mélo by byt jasné, Ze variace vy$e uvedeného postupu spadaji do
rozsahu predklddaného vynélezu. Naptiklad, mize byt Zadouci transfekce hostitelské buriky
DNA kodujici bud’ lehky fetézec, nebo t&zky fetézec (ale ne oba) protilatky podle predkladaného
vynalezu. Rekombinantni DNA technologie miiZe byt také pouzita pro odstranéni nékterych nebo
viech DNA kédujicich jeden nebo oba z tézkych a lehkych Fetézct, které nejsou nezbytné pro
vazbu na hTNFo. Molekuly exprimované ztakovych zkracenych molekul DNA jsou také
obsazeny v protilatkach podle predkladaného vynalezu. Kromé toho, mohou byt produkovany
bifunkéni protilatky, ve kterych je jeden lehky a jeden t&zky fetézce z protilatky podle predkla-
daného vynalezu a jiny t&Zky a lehky fetézec jsou specifické pro antigen jiny nez hTNFa. fizenou
vazbou protilatky podle prekladaného vynélezu s druhou protilatkou standardnimi metodami
chemické zkiizené vazby.

Ve vyhodném systému pro rekombinantni expresi protilatky nebo jeji antigen—vazebné casti
podle predkladaného vynalezu je rekombinantni expresni vektor kédujici jak t&Zky fetézec proti-
latky, tak lehky fetézec protilatky zaveden do dhfr CHO bunék transfekci zprostfedkovanou
fosfore¢nanem véapenatym. V rekombinantnim expresnim vektoru jako geny pro lehké a t&zké
fetézce protilatky operativné navazany na enhancerové/promotorové regulacni elementy (napfik-
lad odvozené od SV40, CMV, adenoviru a podobng, jako je CMV enhancerovy/AdNLP
promotorovy regulaini element nebo SV40 enhancerovy/AdNLP promotorovy regula¢ni
element) pro fizeni vysokych hladin transkripce genii. Rekombinantni expresni vektor také nese
DHRF gen, ktery umoziiuje selekci CHO bungk, které byly transfektovany vektorem, za pouZiti
selekce/amplifikace methotraxatem. Selektované transformované hostitelské buiiky jsou kultivo-
vany pro umoznéni exprese lehkych a t&7kych fetdzci protilatky a intaktni protilatka ziskéna
z kultivaéniho média. Standardni techniky molekularni biologie jsou pouZity pro pfipravu rekom-
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binantniho expresniho vektoru, transfekce hostitelskych bunék, selekci transformanti, kultivaci
hostitelskych bunék a ziskani protilatky z kultivaéniho média.

Z pohledu drive uvedeného se dalsi aspekt vynalezu tyka pripravki nukleovych kyselin, vektort
a hostitelskych bung&k, které mohou byt pouZity pro rekombinantni expresi protilatek a &asti
protilatek podle predkladaného vynilezu. Nukleotidova sekvence kédujici variabilni region
lehkého fetézce D2E7  je uk4zéana na obrazku 7 a v SEQ ID NO: 36. CDR1 doména LCVR
obsahuje nukleotidy 70 — 102, CDR2 doména obsahuje nukleotidy 148 — 168 a CDR3 doména
obsahuje nukleotidy 265 — 291. Nukleotidovéa sekvence kédujici variabilni region t&7kého fetézce
D2E7 je ukdzéna na obrdzku 8§ a v SEQ ID NO: 37. CDR1 doména HCVR obsahuje nukleotidy
91 - 105, CDR2 doména obsahuje nukleotidy 148 — 198 a CDR3 doména obsahuje nukleotidy
295 — 330. Odbornikiim v oboru bude jasné, Ze nukleotidové sekvence kddujici D2E7—ptibuzné
protilatky nebo &asti protilatek (napfiklad CDR doménu, jako je CDR3 doména), mohou byt
odvozeny od nukleotidovych sekvenci kddujicich D2E7 LCVR a HCVR za pouziti genetického
kodu a standardnich technik molekularni biologie.

V jednom provedeni poskytuje vynalez izolovanou nukleovou kyselinu kédujici CDR3 doménu
lehkého fet€zce obsahujici aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO: 3 (tj. D2E7 VL CDR3),
nebo sekvenci modifikovanou ze SEQ ID NO: 3 jednou substituci alaninu v pozici 1, 4, 5, 6 nebo
8 a nebo péti konzervativnimi aminokyselinami substitucemi v pozicich 1, 3, 4, 6, 7,8 a/nebo 9.
Tato nukleova kyselina miize kédovat pouze CDR3 region, nebo vyhodné&ji, kdo je cely variabilni
region lehkého fetézce protilatky (LCVR). Naptiklad, nukleova kyselina miize kédovat LCVR
majici CDR2 doména obsahujici aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO: 5 (tj. D2E7 VL
CDR2) a CDR1 doménu obsahujici aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO: 7 (tj. D2E7 VL
CDR1).

V jiném provedeni poskytuje vynalez izolovanou nukleovou kyselinu kédujici CDR3 doménu
t€Zkého fetézce obsahujici aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO: 4 (tj. D2E7 VH CDR3),.:
nebo sekvenci modifikovanou ze SEQ ID NO: 4 jednou substituci alaninu v pozici 2, 3, 4, 5, 6, 8,
9, 10 nebo 11 a nebo péti konzervativnimi aminokyselinovymi substitucemi v pozicich 2, 3, 4, 5, -
6, 8, 9, 10, 11 a/nebo 12. Tato nukleova kyselina mize kédovat pouze CDR3 region, nebo
vyhodnéji, kéduje cely variabilni region t&zkého fetézce protilatky (HCVR). Naptiklad, nukleo-
va kyselina miZe kédovat HCVR majici CDR2 doménu obsahujici aminokyselinovou sekvenci
SEQ ID NO: 6 (tj. D2E7 VH CDR2) a CDR1 doménu obsahujici aminokyselinovou sekvenci
SEQ ID NO: 8 (tj. D2E7 VH CDR1).

V jesté jiném provedeni vynélez poskytuje izolované nukleové kyseliny kodujici D2E7-pFibuzné
CDR3 domény, napfiklad obsahujici aminokyselinové sekvence vybrané ze skupiny skladajici se
z: SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID
NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19,
SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 24, SEQ ID
NO: 25, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 29, SEQ ID NO: 30,
SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 34 a SEQ ID NO: 35.

V jedté jiném provedeni poskytuje vynalez izolovanou nukleovou kyselinu kédujici variabilni
region lehkého fetézce protilatky obsahujici aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO: 1
(tj. D2E7 LCVR). Vyhodna nukleové kyselina obsahuje nukleotidovou sekvenci SEQ ID NO: 36,
akoliv odbornikim v oboru bude jasné, ze vzhledem k degeneraci genetického kédu mohou
dal$i nukleotidové sekvence koédovat aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO: 1. Nukleova
kyselina miize kddovat pouze LCVR, nebo muze také kédovat konstantni region lehkého fetézce
protilatky, operativné navazany na LCVR. V jednom provedeni je tato nukleova kyselina
v rekombinantnim expresnim vektoru.

V jedté jiném provedeni poskytuje vynalez izolovanou nukleovou kyselinu kédujici variabilni
region t€zkého fetézce protilatky obsahujici aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO: 2 (tj. D2E7
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HCVR). Vyhodna nukleova kyselina obsahuje nukleotidovou sekvenci SEQ ID NO: 37, atkoliv
odbornikiim v oboru bude jasné, 7e vzhledem k degeneraci genetického kédu mohou dalsi
nukleotidové sekvence kddovat aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO: 2. Nukleova kyselina
miZe kédovat pouze HCVR, nebo miize také kodovat konstantni region tézkého fetézce proti-
latky, operativné navazany na HCVR. Naptiklad, nukleova kyselina miZe obsahovat konstantni
region IgGl nebo IgG4. V jednom provedeni je také nukleova kyselina v rekombinantnim
expresnim vektoru.

Vynélez také poskytuje rekombinantni expresni vektory kodujici jak lehky fetézec protilatky, tak
tézky fetézec protilatky. Napiiklad, v jednom provedeni, vynalez poskytuje rekombinantni
expresni vektor kédujici:

a) lehky Fetézec protilatky majici variabilni region obsahujici aminokyselinovou sekvenci SEQ
IDNO: 1 (tj. D2E7 LCVR); a

b) tézky fetézec protilatky majici variabilni region obsahujici aminokyselinovou sekvenci SEQ
IDNO: 2 (tj. D2E7 HCVR).

Vynélez dale poskytuje hostitelské buiiky, do kterych mize byt jeden nebo vice z rekombinant-
nich expresnich vektorii podle pfedkladaného vynilezu zaveden. Vhodné je hostitelskou buiikou
CHO burika, NSO burika nebo COS burika.

Jesté dale vynalez poskytuje zpiisob pro syntézu rekombinantni lidské protilatky podle predkla-
daného vynalezu kultivaci hostitelskych bun&k podle predkiiadaného vynilezu ve vhodném
kultivaénim médiu do té doby, dokud neni syntetizovana rekombinantni lidskd protilatka podle
predkladaného vynalezu. Zpiisob miiZze dale obsahovat izolaci rekombinantni lidské protilatky

.z kultivaéniho média.

III. Selekce rekombinantnich lidskych protilatek

Rekombinantni lidské protilatky podle ptedklddaného vynalezu jiné nez D2E7 nebo D2E7-
pribuzné protilatky zde popsané mohou byt izolovany vySetfenim rekombinantni kombinatorialni
knihovny protilatek, vyhodn& scFv fagové zobrazovaci knihovny, pfipravené za pouZiti lidské
VH a VL ¢cDNA ptipravenych zmRNA odvozené od lidskych lymfocytii. Zpiisoby pro pfipravu
a vySetfovani takovych knihoven jsou v oboru znimé. Kromé& komeréné dostupnych kit pro
generovani fagovych zobrazovacich knihoven (napfiklad Pharmacia Recombinant Phage Anti-
body System, katalogové &. 27-9400-01; a Stratagene SurfZAP™ phage display kit, katalogové
&. 240612), mohou byt pfipraveny zplsobi a ¢inidel zejména vhodnych pro pouZiti pfi genero-
vani a vy3etfovani protilatkovych zobrazovacich knihoven nalezeny v, napfiklad, Ladner et al.,
Patent US 5 223 409; Kang et al., PCT piihlaska WO 92/18619; Dower et al., PCT pfihlaska WO
91/17271; Winter et al., PCT pfihlaska WO 92/20791; Markland et al.,, PCT pfihlaska WO
92/15679; Breitling et al., PCT ptihlaska WO 93/01288; McCafferty et al., PCT pfihlaska WO
92/01047; Garrad et al., PCT prihlaska Wo 92/09690; Fuchs et al., (1991), Bio/Technology 9.
1370 az 1372; Hay et al., (1992), Hum Antibod. Hybridomas 3: 81 az 85; Huse et al.,, (1989),
Science 246: 1275 az 1281; McCafferty et al., Nature (1990), 348. 552 az 554; Griffiths et al
(1993), EMBO J. 12: 725 az 734; Hawkins et al.,, (1992), J. Mol. Biol. 2226: 889 aZz 896,
Clackson et al., (1991), nature 352: 624 az 628; Gram et al., (1992) Pnas 89: 3576 az 3580;
Garrad et al., (1991) Bio/Technology 9. 1373 aZ 1377; Hoogenboom et al., (1991) Nuc. Acids
Res. 19: 4133 az 4137; a Barbas et al., (1991) PNAS 88: 7978 az 7982.

Ve vyhodném provedeni, pro izolaci lidskych protilatek s vysokou afinitou a nizkou rychlostni
konstantou pro hTNFa je nejprve pouZita my3i anti-hTNFa protilatka majici vysokou afinitu
a nizkou rychlostni konstantu pro hTNFa (naptiklad MAK 195, jejiz hybridom ma pfiristkové
& ECACC 87 050801) pro selekci sekvenci pro lidské t&zké a lehké fetézce majicich podobnou
vazebnou aktivitu pro hTNFq, za pouZiti epitopového imprintingu a fizené selekce, coZ jsou
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metody, které popsal Hoogenboom et al., PCT piihlaska WO 93/06213. Protilatkovou knihovnou
pouZitou v této metodé jsou vyhodné scFv knihovny pfipravené a vySetfované jak je popsano
v McCafferty et al., PCT prihlaska WO 92/01047, McCafferty et al., Nature (1990), 348: 552 az
554; Griffiths et al (1993), EMBO J. 12: 725 az 734. scFv protilatkové knihovny jsou vyhodné
vySetfovany za pouZiti rekombinantniho lidského TNFa jako antigenu.

Po selekei pocéateSnych lidskych VH a VL segmenti jsou provedeny ,,smichej a paruj* pokusy,
ve kterych jsou riizné pary podateéné vybranych VL a VH segmenti vySetfovany na vazbu na
hTNFa, pro selekci vybranych kombinaci VL/VH pard. Kromé toho, pro dal3i zvy3eni afinity
a/nebo snizeni rychlostni konstanty pro vazbu na hTNFo mohou byt VI a VH segmenty
vyhodnych VL/VH pari nédhodné mutovany, vyhodn& v CDR3 regionu VH a/nebo VL, v procesu
analogickém i in vivo procesu somatickych mutaci odpovédnému za afinitni dozravani protilatek
v pribéhu pfirozené imunitni odpovédi. Toto in vitro afinitni dozravani mize byt provedeno
amplifikaci VH a VL regioni za pouZiti PCR primeri komonementdmich k VH CDR3 nebo
VL CDR3, v pfisludném potadi, kdy primery jsou ,napichnuty* nadhodnou smési ¢ty¥ nukleoti-
dovych bazi v ur€itych pozicich, takZe vzniklé PCR produkty kéduji VH a VL segmenty, ve
kterych byly nahodné mutace vloZeny do VH a/nebo V1 CDR3 regionii. Tyto ndhodné mutované
VH a VL segmenty mohou byt znovu vySetfovany na vazbu na hTNFa a mohou byt vybrany

rwwr

Aminokyselinové sekvence vybranych t&€zkych a lehkych fetézch protilaitky mohou byt srovna-
vany s aminokyselinovymi sekvencemi zarode¢nych tézkych a lehkych fetézci. V ptipadech, kdy
se urdité zbytky pracovnich ramecki vybranych VL a/nebo VH fetézct lisi od zarodeéné konfi-
gurace (napfiklad v disledku somatické mutace imunoglobulinovych genii pouZitych v pfipravé
fagové knihovny), miZze byt Zadouci ,,zp&tnd mutace zménénych zbytkd pracovniho rdamecku
vybranych protilatek na zérode¢nou konfiguraci (tj. zména aminokyselinové sekvence pracovni-
ho rame¢ku vybranych protilatek tak, aby byla stejna jako aminokyselinova sekvence pracovniho
ramecku v zarode¢né linii). Takové ,,zpétné mutace® (nebo ,,germlining®) zbytki pracovniho
ramecku miiZze byt provedena standardnimi metodami molekularni biologie pro zavedeni speci- -
fickych mutaci (napfiklad mistné fizenou mutagenezi; PCR—zprostfedkovanou mutagenezi
a podobné).

Po vy3etfeni a izolaci anti-hTNFa protilatky podle predkladaného vynalezu z rekombinantni
imunoglobulinové zobrazovaci knihovny miZe byt nukleova kyselina kddujici vybranou proti-
latku ziskana z zobrazovaciho bali¢ku (napfiklad z fagového genomu) a mize byt subklonovéna
do jinych expresnich vektoru standardnimi rekombinantnimi DNA technikami. Pokud je to
Zadouci, miZe byt nukleova kyselina dale upravovéana za tvorby jiné formy protilatky podle
piedkladaného vynélezu (napiiklad muZe byt navazédna na nukleovou kyselinu kédujici dalsi
imunoglobulinové domény, jako jsou dal$i konstantni regiony). Pro expresi rekombinantni lidské
protilatky izolované vySetfovanim kombinatorialni knihovny je DNA kodujici protilatku klono-
vana do rekombinantniho expresniho vektoru a vloZena do savéich hostitelskych bunék, jak bylo
podrobnéji popsano v Easti II, vyse.

IV. Farmaceutické pfipravky a farmaceutické podani

Protilatky nebo &asti protilatek podle predkladaného vynilezu mohou byt soudasti farmaceu-
tickych pripravkl vhodnych pro podani subjektu. Typicky farmaceuticky pfipravek obsahuje
protilatku nebo &ast protilatky podle pfedkladaného vynalezu a farmaceuticky pfijatelny nosic.
Jak je zde pouzit, zahrnuje termin ,farmaceuticky ptijatelny nosi€“ jakakoliv rozpoustédla,
dispersni média, potahy, antibakteridlni a antimykoticka ¢inidla, izotonicka ¢inidla a ¢inidla
zpomalujici absorpci a podobné, ktera jsou fyziologicky kompatibilni. Pfiklady farmaceuticky
pfijatelnych nosi¢l zahrnuji jeden nebo vice z vody, salinického roztoku, fosfatem pufrovaného
salinického roztoku, dextrosy, glycerolu, ethanolu a podobné, stejné jako jejich kombinace.
V mnoha pfipadech bude vyhodné zahrnout do piipravku izotonickéa &inidla, napfiklad cukry,
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polyalkoholy jako je manitol, sorbitol, nebo chlorid sodny. Farmaceuticky pfijatelné nosice
mohou dale obsahovat mald mnoZstvi pomocnych substanci jako jsou zvihéujici nebo emulzi-
fikaéni &inidla, konzervaéni &inidla nebo pufry, ktera zvy3Suji polofas nebo u€innost protilatky
nebo &asti protilatky.

Ptipravky podle predkladaného vynalezu mohou byt v riiznych forméch. Tyto zahrnuji, naptik-
lad, kapalné, semisolidni nebo solidni davkové formy, jako jsou kapalné roztoky (napfiklad inji-
kovatelné nebo infusibilni roztoky), disperse nebo suspense, tablety, pilulky, prasek, liposomy
a &ipky. Vyhodna forma zavisi na zamy$leném zpiisobu podani a terapeutické aplikaci. Typické
preferované piipravky jsou ve formé& injikovatelnych nebo infusibilnich roztokd, jako jsou
pripravky, které se podobaji pfipravkim pouZivanym pro pasivni imunizaci lidi jinymi protilat-
kami. Vyhodny zpisob podani je parenterainé (naptiklad Intravenézné, subkutanné, intraperi-
tonealng, intramuskularng), ve vyhodném provedeni je protilatka podéna Intraven6zni injekei
nebo infusi. V jiném vyhodném provedeni je protilatka podéna intramuskuldrni nebo subkutanni
injekci.

Terapeutické ptipravky musi typicky byt sterilni a stabilni za podminek vyroby a skladovani.
Pripravek mizZe byt formulovan jako roztok, mikroemulze, disperse, liposomovy pfipravek, nebo
jina fadna struktura vhodna ro vysokou koncentraci lé€iva. Sterilni injikovatelné roztoky mohou
byt pfipraveny inkorporaci aktivni sloueniny (tj. protilatky nebo ¢asti protilatky) v pozadovaném
mnoZstvi do vhodného rozpoustédla s jednou nebo s kombinaci pfisad vyjmenovanych vyse, jak
je potieba, a potom filtragni sterilizaci. Obecné, disperse jsou pfipraveny inkorporaci aktivni
slougeniny do sterilniho vehikula, které obsahuje zakladni dispersni médium a dalSi pozadované
piisady ztéch, které byly uvedeny vySe. V piipadé sterilnich pra3kd pro pfipravu sterilnich
injikovatelnych roztokd jsou vyhodnymi zpusoby pfipravy suSeni vakuem a sublimace ze
zmrazeného stavu, kterymi se ziska prasek aktivni sloZky plus jakékoliv dalsi poZzadované pfisa-
dy z jejich ptedem filtrovaného sterilniho roztoku. Radn4 tekutost roztoku miiZze byt udrzovana,
naptiklad, pouZitim potahu jako je lecitin, udrzovanim pozadované velikosti Castic v pfipadé
disperse a pouzitim surfaktantu. Prolongovana absorpce injikovatelnych pfipravkii mize byt
dosazena pfidanim &inidla zpomalujiciho absorpci do pfipravku, napfiklad soli monosteratu
a Zelatiny.

Protilatky a &asti protilatek podle pfedkladaného vynalezu mohou byt podany rtiznymi metodami
znamymi v oboru, a¢koliv pro mnoho terapeutickych aplikaci je vyhodnou cestou/zpisobem
podéani Intravenézni injekce nebo infuse. Jak bude odbornikiim v oboru jasné, cesta a/nebo
zpisobe podéni se bude velmi li3it, v zavislosti na pozadovaném vysledku. V ur€itych provede-
nich miZe byt aktivni sloudenina pfipravena s nosi¢em, ktery bude branit rychlému uvolfiovani
sloudeniny, tak, jako je tomu v pipravcich s kontrolovanym uvoliiovanim, vetné implantatd,
transdermalnich naplasti a mikroenkapsulovanych systémi pro podani. Mohou byt pouZity
biodegradovatelné, biokompatibilni polymery, jako jsou ethylenvinylacetat, polyanhydridy,
polyglykolové kyseliny, kolagen, polyortoestery a polymlécna kyselina. Mnoho metod pro
ptipravu takovych pripravki je patentovano nebo je odbornikiim v oboru obecné znémo. Viz
naptiklad Sustained and Conntrolled Release drug Delivery Systems, J. R. Robinson, vyd.,
Marcel Dekker, Inc., New York, 1978.

V n&kterych provedenich miZe byt protilatka nebo &ast protilatky podle pfedkladaného vynélezu
podéna oralng, napfiklad, s inertnim fedidlem nebo s asimilovatelnym poZivatelnym nosicem.
Slouéenina (nebo dalsi prisady, pokud jsou zadouci), mize byt také obsaZena v kapsli z mékké
nebo tuhé Zelatiny, komprivovana do tablet nebo pfimo obsaZena v dieté subjektu. Pro oralni
terapeutické podani miZze byt sloudenina smisena s pfisadami a pouZita ve formé tablet pro
gastrointestinalni podéni, bukélnich tablet, pastilek, kapsli, elixirl, suspenzi, sirupi, oplatek
a podobné. Pro podani slougenin podle predkladaného vynalezu jinym zplisobem, nez parente-
ralng, je nezbytné potdhnout sloudeninu, nebo podat slouCeninu soucasné s, materidlem, ktery
zabrani jeji inaktivaci.
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V ptipravcich mohou byt také obsazeny dopliikové aktivni slouceniny. V n€kterych provedenich
Jje protilatka nebo €ast protilatky podle predklddaného vynalezu formulovana spolu s a/nebo
podana spolu s jednim nebo vice dalSich terapeutickych ¢inidel, kterd jsou uzite¢na pii 1é¢bé
onemocnéni, pii kterych je aktivita TNFa poSkozujici. Napfiklad, anti-hTNFa protilatka nebo
¢ast protilatky podle pfedkladaného vynalezu miZe byt formulovana spolu s a/nebo podana spolu
s jednou nebo s vice dalSimi protildtkami, které se vaZou na jiné cile (napfiklad protildtkami,
které se vazou na jiné cytokiny, nebo které se vazou na bunééné povrchové molekuly), jednim
nebo vice cytokiny, solubilnim recetorem pro TNFa (viz naptiklad PCT prihlaska WO 94/06476)
a/nebo s jednim nebo vice chemickymi &inidly, které inhibuji produkci nebo aktivitu hTNFa
(jako jsou derivaty cykohexan—ylidenu jak je popisuje PCT ptihlaska WO 93/19751). Kromé
toho, jedna nebo vice protilatek podle ptedkladaného vynilezu mize byt pouzita v kombinaci
s jednim nebo vice uvedenych terapeutickych &inidel. Takové kombinované terapii mohou
vyhodné€ pouzivat nizSich davek podaného terapeutického €inidla a tak je mozné se vyhnout
mozné toxicité nebo komplikacim spojenym s riznymi monoterapiemi.

Neomezujici priklady terapeutickych €inidel pro 1é¢bu revmatoidni artritidy, se kterymi mize byt
protilatka, nebo €ast protilatky, podle pfedkladaného vynalezu kombinovéna, zahmuji: neste-
roidni protizanétliva 1é¢iva (NSAID); cytokiny potlacujici protizanétliva 1é¢iva (CSAID); CDP-
571/BAY-10-3356 (humanizovanad anti-TNFo protilatka; Celltech/Bayer); cA2 (chimerickd
anti-TNFo protilatka; Centocor); 75 kd TNFR-IgG (75 kD TNF-receptor — IgG fuzni protein;
Immunex, viz Artritis & Rheumatism (1994), svazek 37: S295; J. Invest. Med. (1996), svazek 44.
235A); 55 kd TNFR-IgG (55 kD TNF-receptor — IgG fuzni protein, Hoffman—LaRoche); IDEC—
CE9.1/SB 210396 (nedepletujici primatizovand anti-CD4 protilatka, IDEC/SmithKline, viz
napfiklad Arthritis & Rheumatism (1995), svazek 38: S185); DAB 486-1L-2 a/nebo DAB 389-
IL-2 (IL-2 fazni proteiny, Seragen, viz napfiklad Arthritis & Rheumatism (1993), svazek 36:
1223), Anti-Tac (humanizovan4 anti-IL—2Ra, Protein Design Labs/Roche); IL—4 (protizénétlivy
cytokin, DNAX/Scherint); IL-10 (SCH 52000, rekombinantni IL-10, protizanétlivy cytokin,
DNAX/Schering); agonisté IL—4, IL-10 a/nebo IL—4 (naptiklad agonistické protilatky); IL~-IRA
(receptorovy antagonista UIL—-1, Synergen/Amgen); TNF-bp/s—TNFR (solubilni TNF vazebny
rotein, viz Arthritis & Rheumatism (1996), svazek 39, €. 9 (supplement), S284; Amer. J. Physiol.
— heart and Circulatory Physiology (1995), svazek 268: str. 37 az 42); R973401 (inhibitor
fosfodiesterasy typu IV, viz Arthritis & Rheumatism (1996), svazek 39, €. 9 (supplement), S282);
MK-966 (COX-2 inhibitor, viz Arthritis & Rheumatism (1996), svazek 39, €. 9 (supplement),
S81); lloprost (viz Arthritis & Rheumatism (1996), svazek 39, €. 9 (supplement), S82); methot-
rexat; thalidomid (viz Arthritis & Rheumatism (1996), svazek 39, ¢. 9 (supplement), S282) a l1éky
pfibuzné thalidomidu (napfiklad Celgen); leflunomid (protizanétlivy a inhibitor cytokind, viz
Arthritis & Rheumatism (1996), svazek 39, ¢. 9 (supplement), S131); kyselina tranexamova
(inhibitor aktivace plazminogenu, viz Arthritis & Rheumatism (1996), svazek 39, ¢. 9 (supple-
ment), S284); T-614 (inhibito cytokinl, viz Arthritis & Rheumatism (1996), svazek 39, €. 9 (sup-
plement, S282); prostaglandin E1 (viz Arthritis & Rheumatism (1996), svazek 39, ¢. 9 (supple-
(1996), svazek 39, &. 9 (supplement), S280); Naproxen (nesteroidni protizanétlivé lé&ivo, viz
napfiklad Neuro Report (1996), svazek 7, str. 1209 az 1213); Meloxicam (nesteroidni protiza-
nétlivé 1é¢ivo); Diclofenac (nesteroidni protizanétlivé 1é¢ivo);, Indometacin (nesteroidni protiza-
nétlivé 1é¢ivo); Sulfasalazin (viz naptiklad Arthritis & Rheumatism (1996), svazek 39, €. 9
(supplement, S281); Azethiprin (viz napfiklad Arthritis & Rheumatism (1996), svazek 39, €. 9
(suplement), ICE inhibitor (inhibitor enzymu interleukin—1f3-konvertasy); zap—70 a/nebo 1ck
inhibitor (inhibitor tyrosin kinasy zap—70 nebo 1ck); VEGF inhibitor a/nebo VEGF-R inhibitor
(inhibitory ristového faktoru vaskularnich endotelovych bunék nebo receptoru riistového faktoru

rrrrr

(naptiklad SB203580); inhibitoryTNF—konvertasy; anti-IL-12 protilatky; interleukin 11 (viz
napfiklad Arthritis & Rheumatism (1996), svazek 39, &. 9 (supplement), S296); interleukin—13
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(viz naptiklad Arthritis & Rheumatism (1996), svazek 9, ¢. 9 (supplement), S308); interleukin—17
(viz naptiklad Arthritis & Rheumatism (1996), svazek 39, 4. 9 (supplement), S120); zlato,
penicilamin; chlorokin; hydroxyclokin; chlorambucil; cyklofosfamid. cyklosporin; ozéfeni veske-
ré lymfatické tkang; anti-thymocytarni globulin; anti-CD-4 protilatky; CD5-toxiny; oraln&
podané peptidy nebo kolagen; lobenzarid dvojsodny; Cytokiny regulujici ¢inidla (CRA) HP228
a HP466 (Houghten Pharmaceuticals, Inc.); ICAm-1 antisense fosforothioatové oligodeoxy-
nukleotidy (ISIS 2302; Isis Pharmatical, Inc.); solubilni komplementovy receptor 1 (TP10, T Cell
sciences, Inc.); prednison; orgotein; glykosaminoglykan polysulfat; minocyklin; anti-IL-2R
protilatky; mofské a botanické lipidy (mastné kyseliny z rym a rostlinnych semen, viz napfiklad
DeLucca et al. (1995), Rheum. Dis. Clin. North Am. 21: 759 — 777); auranofin; fenylbutazon;
zileuton; kyselina mykofenolova (RS-61443); takrolimus (FK-506); sirolimus (rapamcin);
amiprilon (therafektin); kladribin (2—chloredeoxyadenosin); a azeribin.

Neomezujici ptiklady terapeutickych &inidel pro 1é¢bu zanétlivych stfevnich onemocnéni, se
kterymi muize byt protilatka, nebo Cast protilatky, podle pfedkladaného vynalezu kombinovéna,
zahmuji: budenosid; epidermalni rustovy faktor; kortikosteroidy: cyklosporin; sulfasalazin;
aminosalicylaty; 6-merkaptopurin; azathioprin; metronidazol; inhibitory lipooxygenasy; mesal-
amin; olsalazin; balsalazin; antioxidanty; inhibitory thromboxanu; antagonisté IL-1 receptoru;
anti-IL-13 monoklonalni protilatky; anti-IL—6 monoklonalni protilatky; ristové faktory;
inhibitory elastasy; pyridinyl-imidazolové sloueniny; CDP-571/BAY-10-3356 (humanizovana
anti-TNFa protilatka; Celltech/Bayer); cA2 (chimericka anti-TNFa protilatka, Centocor); 75 kd
TNFR-IgG (75 kD TNF-receptor — IgG fuzni protein, Immunex, vou Arthritis & Rheumatism
(1994), svazek 37: S295; J. Invest. Med. (1996), svazek 44: 235A); 55 kd TNFR-IgG (55 kD
TNF-receptor — IgG fazni protein, Hoffmann-LaRoche); IL-10 (SCH 52000, Schering Plough);
agonisté IL—4, IL-10 a/nebo IL-10 (SCH 52000, Schering Plough); atonisté IL—4, IL-10 a/nebo
IL4 (napiiklad agonistické protilatky), interleukin 11; prolédiva prenisolonu, dexamethasonu
nebo budesonidu konjugovani s glukuronidem nebo dextrinem; ICAM-1 antisense fosfo-
rothioatové oligodeoxykleotidy (ISIS 2302; Isis Pharmaceutical, Inc.); solubilni komplementovy
receptor 1 (TP10, T Cell Sciences, Inc.) mesalazin se zpomalenym uvoliiovanim; methotrexat;
antagonisty desti¢kového aktivaéniho faktoru (PAF); ciprofloxacin a lignokain.

Neomezujici ptiklady terapeutickych &inidel pro 1é¢bu roztrousené sklerézy, se kterymi miize byt
protilatka nebo &ast protilatky podle predkladaného vynalezu kombinovana, zahrnuji: kortikoste-
roidy; prednisolon; methylprednisolon; azathioprin; cyklofosfamid; cyklosporin; methotrexat; 4
aminopyridin; tizanidin; interferon—Bla (Avonex™, Biogen); interferon—B1b (Betaseron™,
Chiron/Berlex); Copylymer 1 (Cop-1, Copaxon™, Teva Pharmaceutical Industries, Inc.); hyper-
baricky kyslik; Intravenézni imunoglobulin; kladribin; PDP-571/BAY—-10-3356 (humanizovana
anti-TNFa. protilatka; Celltech/Bayer); cA2 (chimericka anti-TNFa protilatka; Centocor); 75 kd
TNFR-IgG (75 kD TNF-receptor — IgG fiizni protein, Immunex, viz Arthritis & Rheumatism
(1994), svazek 37: S295; J. Invest. Med. (1996), svazek 44: 235A); 55kd TNFR-IgG (55 kD
INF-receptor — IgG fizni protein, Hoffmann—LaRoche); IL-10 (SCH 52000, Schering Plogh);
agonisté IL-10, IL-4, IL-10 a/nebo IL—4 (naptiklad agonistické protilatky). ,

Neomezujici pfiklady terapeutickych &inidel pro 1é¢bu sepse, se kterymi miize byt protilatka,
nebo &ast protilatky, podle pfedkladaného vynalezu kombinovana, zahrnuji: hypertonické salinic-
ké roztoky, antibiotika; Intravendzni gamaglobulin; kontinudlni hemofiltraci; karbapenemy
(napfiklad meronem); antagonisty cytokini jako je TNFa, IL-1B, IL-6 a/nebo IL-$;
DP-571/BAY—-10-3356 (humanizovana anti-TNFo protilatka; Celltech/Bayer); cA2 (chimericka
anti-TNF protilatka; Centocor); 75 kd TNRF-IgG (75 kd TNF-recetor — IgG fuzni protien,
Immunex, viz Arthritis & Rheumatism (1994), svazek 37: S295; J. Invest. Med. (1996), svazek
44: 235A); 55 kd TNFR-IgG (55 kD TNF-receptor — IgG fizni protien, Hoffmann-LaRoche);
Cytokiny regulujici ¢inidla (CRA) HP228 a HP466 (Houghten Pharmaceuticals, Inc.); SK&F
107647 (nizkomolekuldamni peptid, SmithKline Beecham); tetravalentni guanylhydrazon
CNI-1493 (Picower Institute); inhibitor drahy tkafiového faktoru (TFPI, Chiron); PHP (chemicky
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modifikovany hemoglobulin, APEX Bioscience); chelatani inidla Zeleza a chelaty, véetné
komplexu diethylentriaminpentaoctové kyseliny — Zelezo (III) (DTPA iron (III), Molichem
Medicines); lisofylin (syntetickd mald molekula methylxantinu, Cell Therapeutics, Inc.);
PGG-Glukan (B1,3 glukan rozpustny ve vodé, Alpha-Beta Technology) apoolipoprotein A—1
rekonstituovany lipidy; chiralni hydroxamové kyseliny (synteticka antibakterialni Cinidla, ktera
inhibuji biosyntézu lipidu A); protilatky proti endotoxinu; E5531 (synteticky anatagonista lipidu
A, Eisai America, Inc.); rBPI,; (rekombinantni N-koncovy fragment lidského baktericidni-
ho/permeabilitu zvysujiciho proteinu); a syntetické anti—endotoxinové peptidy (SAEP, BiosYnth
Research Laboratories).

Neomezujici piiklady terapeutickych &inidel pro 1é€bu syndromu respiraCni tisné dospélych
(ARDS), se kterymi muZe byt protilatka, nebo &ast protilatky, podle predkladaného vynalezu
kombinovéna, zahrnuji, anti-IL-8 protilatky; surfaktantovou substitu¢ni terapii; CDP-571/BAY—
10-3356 (humanizovana anti-TNFa protilatka; Celltech/Bayer); cA2 (chimerickd anti-TNFa
protilatka; Centocor); 75 kD TNFR-IgG fuzni protein, Hoffmann—-LaRoche).

Pouziti protilatek, nebo &asti protilatek, podle ptedkladaného vyndlezu v kombinaci s jinymi
terapeutickymi ¢inidly, je dale probirano v ¢asti IV.

Farmaceutické ptipravky podle pfedkladaného vynalezu mohou obsahovat ,terapeuticky G¢inné
mnoZstvi“ nebo ,profylakticky (¢inné mnozstvi“ protilatky nebo &asti protilatky podle predkla-
daného vynilezu. ,, Terapeuticky (¢inné mnoZstvi“ oznatuje mnoZstvi, které je pfi nezbytnych
davkach a dob& podavani u¢inné pro dosaZeni pozadovaného terapeutického vysledku. Terapeu-
ticky u¢inné mnoZstvi protilatky nebo &asti protilatky se mize velmi liSit podle faktoru jako je
typ onemocnéni, vék, pohlavi a hmotnost jedince, a podle schopnost protilitky nebo &asti
protilatky vyvolat pozadovanou odpovéd u jedince. Terapeuticky G€inné mnoZstvi je také takové,
u kterého jsou jakékoliv toxické nebo $kodlivé Gi€inky protilatky nebo €asti protilatky pfevazeny
terapeuticky vyhodnymi @¢inky. ,,Profylakticky G¢inné mnozstvi* oznaCuje mnoZstvi, které je pri =~
nezbytnych davkach a dob& podavani a&inné pro dosazeni pozadovaného profylaktického vysled- -
ku. Typicky, protoze profylakticka davka je pouZita u subjektu pfed onemocnénim nebo v €as-
nych stadiich onemocnéni, bude profylakticky (¢inné mnoZstvi niZ3i neZ terapeuticky ucinné
mnozstvi.

Davkové rezimy mohou byt upraveny tak, aby davaly optimalni poZzadovanou odpovéd’ (napfik-
lad terapeutickou nebo profylaktickou odpovéd’). Naptiklad, miZe byt podana jedna bolusova
davka, muZe byt podano nékolik rozdélenych davek za uréitou dobu nebo miZe byt davka
proporcionaln& redukovéana nebo zvySovana podle terapeutické situace. Zejména vyhodné je
formulovéni parenteralnich pripravkd v jednotkové davkové formé€ pro snadnost podani a pro
uniformitu davky. Davkova jednotkova forma, jak je zde pouzito, oznatuje fyzikaln€ samos-
tatnou jednotku jako unitarni davku pro savéi subjekty, které jsou lé€eny; kazdd jednotka
obsahuje pfedem urené mnoZstvi aktivni slou¢eniny vypoéitané pro produkci pozadovaného
terapeutického G¢inku spolu s pozadovanym farmaceutickym nosié¢em. Pozadavky pro jednotko-
vé davkové formy podle predkladaného vynélezu jsou urovany a jsou pfimo zavislé na: (a)
jedineénych charakteristikach aktivni slou¢eniny a na uritém terapeutickém nebo profylaktic-
kém vysledku, ktery méa byt dosaZen, a (b) na omezeni danych v oboru pfipravenych takovych
aktivnich slougenin pro 1éEbu senzitivity u jedinci.

Ptikladnym, neomezujicim rozmezi pro terapeuticky nebo profylakticky u¢inné mnozstvi proti-
latky nebo &asti protilatky podle predkladaného vynélezu je 0,1 az 20 mg/kg, 1épe 1 az 10 mg/kg.
Meélo by byt uvedeno, Ze hodnoty davky se mohou velmi liSit, v zavislosti na typu a zdvaZnosti
stavu, ktery je lé¢en. Mélo by byt déle jasné, Ze pro jakykoliv jednotlivy subjekt by mély byt
specifické rezimy davkovany upravovany podle potieb jedince a podle profesionilnich {ivah
osoby podavajici piipravek nebo dohliZejici na podani pfipravku, a Ze davky zde uvedené jsou
pouze piikladné a neomezuji rozsah nebo pouziti narokovaného pfipravku.
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IV. Pouziti protilatek podle predkladaného vynalezu

Na zakladé své schopnosti vazat hTNFo mohou byt anti-hTNFa anti-hTNFa protilatky nebo
jejich &asti, pouZity pro detekci hTNFa (napfiklad v biologickych vzorcich, jako je sérum nebo
plazma), za pouziti b&€znych imunotesti, jako je enzymové vazany imunosorbentni test (ELISA),
radioimunotest (RIA) nebo tkafiova imunohistochemi. Vynalez poskytuje zplisob pro detekci
hTNFa v biologickych vzorcich, kde tento zplisob obsahuje kontaktovani biologického vzorku
s protilatkou, nebo s &asti protilatky, podle pfedkladaného vynalezu, a detekovani bud’ protilatky
(nebo &asti protilatky) navazané na hTNFa, nebo nenavazané protilatky (nebo Casti protilatky),
atim detekovani hTNFa v biologickém vzorku. Protilatka je pfimo nebo nepfimo znadena
detekovatelnou substanci pro usnadnéni detekce navazané nebo nenavézané protilatky. Vhodné
detekovatelné substance zahrnuji rizné enzymy, protetické skupiny, fluorescentni materialy,
luminiscentni materialy a radioaktivni materidly. Pfiklady vhodnych enzymi zahmuji kienovou
peroxidasu, alkalickou fosfatasu, B—galaktosidasu, nebo acetylcholinesterasu; pfiklady vhodnych
komplexi protetickych skupin zahrnuji streptavidin/biotin a avidin/biotin; pfiklady vhodnych
fluorescentnich materiali zahrnuji umbelliferon, fluorescein, fluorescein isothiokyanat, rhod-
amin, dichlorotriazinylamin fluorescein, dansylchloride nebo fykoerytrin; pfiklady luminiscent-
?ich materiali zahrnuji luminol; a piiklady radioaktivnich materialti zahrnuji 151, M1, S nebo
H.

Alternativné ke znaeni protilatky miZe byt hTNFoa testovan v biologickych tekutindch
kompeti¢nich imunotestem vyuzivajicim thTNFa standardi znacenych detekovatelnou substanci
a neznatené anti-hTNFo standardy a anti-hTNFa protilatka kombinovény a je uréeno mnoZstvi
znaleného rhTNFo standardu navazaného na neznalenou protilatku. Mnozstvi hTNFo
v biologickém vzorku je nepfimo imémé mnoZstvi znateného rhTNFa standardu navézaného na
anti-hTNFa protilatku.

D2E7 protilatka podle ptedkladaného vynalezu mize byt také pouzita pro detekci TNFo od
jinych druhi nez od lidi, zejména pro uréeni TNFa od primati (napfiklad Simpanzii, paviani,
kosmanti, makakii (cynomolgus) a makakd rhesus), prasat a my3i, protoze D2E7 se miize vazat
na TNFa od kazdého z t&chto druhii (podrobné uvedeno v prikladu 4, sekci E).

Protilatka nebo &asti protilatky podle predkladaného vynalezu jsou schopné neutralizace aktivity
hTNFa jak in vitro, tak in vivo (viz ptiklad 4). Kromé& toho, alespoti nékteré z protilatek podle
predkladaného vynélezu, jako je D2E7, mohou neutralizovat aktivitu TNFaz jinych druhi.
V souladu s tim, protilatka nebo &asti protilatky podle pfedkladaného vynalezu mohou byt pouzi-
ty pro inhibovani aktivity TNFa, napfiklad v bunééné kultufe obsahujici hTNFa, u lidi nebo
u jinych savcl majicich TNFa, se kterym je protilatka podle predklddaného vynalezu reaktivni
(napfiklad u $impanzd, paviand, kosmani, makakd (cynomolgus) a makaki rhesus, prasat nebo
mysi). V jednom provedeni poskytuje vynalez zpisob pro inhibici aktivity TNFa provedenim
kontaktu TNFa s protilatkou nebo &asti protilatky podle pfedkladaného vynalezu tak, Ze aktivita
TNFa je inhibovana. Vyhodng je TNFa. lidsky TNFa. Naptiklad, do buné&né kultury obsahujici,
nebo predpokladang obsahujici hTNFo miZe byt pfidana protilatka nebo ¢4sti protilatky podle
predkladaného vynalezu do kultivagniho média pro inhibici aktivity h\TNFa v kultufe.

V jiném provedeni poskytuje vynilez zpisob pro inhibici aktivity TNFo u subjektu trpiciho
onemocnénim, pfi kterém je aktivita TNFa $kodliva. Utast TNFa se predpokladé v patofyzio-
logii mnoha onemocnéni (viz napfiklad Moeler, A. et al., (1990), Cytokjine 2: 162 aZ 169; patent
US 5231024 od Moeller et al.; Evropska patentova pfihlaska 260610 Bl od Moeller, A.).
Vynélez poskytuje zplisob pro inhibici aktivity TNFa u subjektu trpiciho takovym onemocné-
nim, kde tento zptisob obsahuje podani protilatky nebo &asti protilatky podle predkladaného
vynalezu subjektu, takZe je inhibovana aktivita TNFa u subjektu. Vyhodné je TNFa lidsky
TNFa. a subjektem je &lovék. Alternativng, subjektem miZe byt savec exprimujici TNFa, se
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kterym je protildtka podle ptedkladaného vynalezu reaktivni. Jest& dal$im subjektem mize byt
savec, do kterého byl vlozen hTNFa (napiiklad podanim hTNFa nebo expresi hTNFa trans-
genu). Protilatka podle predkladaného vynalezu mize byt podana &lovéku za terapeutickym
icelem (déale uvedeno vyse). Kromé toho, protilatka podle ptedkladaného vynilezu muze byt
podana savciim jinym neZ lidem exprivujicim TNFa, se kterym je protilatka reaktivni (napf.
primatim nebo prasatim nebo mys$im) pro veterinarni ticely nebo jako zvifeci model lidského
onemocnéni. Z ohledem na dale uvedené jsou takové zvifeci modely uZzite€né pro hodnoceni
terapeutické ucinnosti protilatek podle predkladaného vynalez (naptiklad protestovani davek
a naasovani podavani).

Jak je zde pouzito, znamena termin ,,onemocnéni, ve kterém je aktivita TNFa $kodliva“ zahrnuje
onemocnéni nebo jiné poruchy, u kterych je pfitomnost TNFa u subjektu trpiciho onemocnéni
prokazané nebo pravdépodobné odpovédna za patofyziologii onemocnéni, nebo je faktorem,
ktery zhorSuje onemocnéni. Podle toho, onemocnéni, pfi kterém je aktivita TNFo $kodliva je
onemocnéni, u kterého se predpoklada, Ze inhibice aktivity TNFa zmirni pfiznaky a/nebo progre-
si onemocnéni. Takové onemocnéni miZe byt prokdzano, napfikiad, zvySenim koncentrace
TNFa v biologickych tekutinach subjektu trpiciho onemocnénim (napfiklad zvySenim koncentra-
ce TNFa v séru, plazmé, synovialni tekuting atd. od subjektu), které mize byt detekovano,
napfiklad, za vyuziti anti-TNFa protilatky jak je popsano vy$e. Existuje mnoho ptikladi
onemocnéni, u kterych je aktivita TNFa $kodliva. Pouziti protilatek a €asti protilatek podle
pfekladaného vynalezu v 1é¢bé jednotlivych onemocnéni je popséno podrobnéji dale.

A. Sepse

Faktor nekrosy nddorti ma stanovenou tlohu v patofyziologii sepse, s biologickymi u¢inky, které
zahmuji hypotensi, myokardialni supresi, syndrom propustnosti kapilar, organovou nekrosu,
stimulaci uvolfiovani sekundarnich mediatord a aktivace kaskady sraZeni krve (viz napfiklad
Moeler, A. et al., (1990), Cytokine 2: 162 az 169; patent US 5 23102 4 od Moeller et al;
Evropska patentova ptihlaska 260610 B1 od Moeller, A.; Tracey, K.J. a Cerami, A. (1994),
Annu. Rev. Med. 45: 491 aZ 503; Russell, D. 2 Thompson, R.C. (1993) Curr. Opin. Biotech. 4:
714 az 721). V souladu s tim, lidské protilatky a ¢asti protilatek podle predkladaného vynalezu
mohou byt pouzZity pro sepse v jakékoliv jeji klinické formé, vietné septickéh Soku, endotoxino-
vého Soku, gram—negativni sepse a syndromu toxického 3oku.

Kromé toho, pro lé€bu sepse miize byt anti-hTNFa protilatka nebo €ast protilatky podle pted-
kladaného vynalezu podéna spole¢né s jednim nebo vice terapeutickymi &inidly, které mohou
dale zmirfiovat sepsi, jak je inhibitor interleukinu-1 (jak je popsan vPCT pfihlaska WO
92/16221 a WO 92/17583), cytokin interleukin—6 (viz napfiklad PCT pfihlasku WO 93/11793)
nebo antagonista desti¢kového aktivaéniho faktoru (viz naptiklad Evropska patentova pfihlaska
EP 374 510). Dal3i kombinované terapie pro 1é¢bu sepse jsou podrobnéji uvedeny v sekei 1.

Kromé toho, ve vyhodném provedeni, anti-hTNFo protilatka nebo €ast protilatky podle pted-
klédaného vynélezu je podany lidskému subjektu patficimu do podskupiny septickych pacientd
majicich v dobé 1écby sérovou nebo plazmatickou koncentraci IL-6 vy3si nez 500 pg/nl a lépe
1000 pg/ml (viz PCT pftihlaska ¢. WO 95/20978, Daum, L. et al.).

B. Autoimunitni onemocnéni

Predpoklada se cast faktoru nekrosy nadort v patofyziologii riznych autoimunitnich onemoc-
néni. Napiiklad, TNFa se predpoklada pfi aktivaci tkafiového zanétu a pfedpoklada se, ze zpiiso-
buje destrukci kloubil u revmatoidni artritidy, napfiklad Moeler, A. et al., (1990), Cytokine 2: 162
az 169; patent US 5 231 024, Moeller et al.; Evropska patentova pfihlaska 260610 B1, Moeller,
A.; Tracey, K. J. a Cerami, A. vyse; Arend, W.P. a Dayer, J. M. (1995) Arth. Rheum. 38: 151 az
160; Fava, R. A. et al. (1993) Clin. Exp. Immunol. 94, 261 az 266). TNFa se také pfedpoklada
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v indukci smrti bungk Langerhansovych ostriivkd a ve zprostiedkovéni insulinové resistence
u diabetu (viz napfiklad Tracey a Cerami, vySe; PCT pfihlaska WO 94/08609). TNFa se také
predpoklada ve zprostfedkovani cytotoxicity oligodendroglii a v indukci zanétlivych plaki u
roztrouSené sklerdzy (viz napfiklad Tracey a Cerami, vySe). V souCasnosti probiha klinické
testovani chimerickych a humanizovanych mysich anti-hTNFa protilatek pro 1é¢bu revmatoidni
artritidy (viz napiiklad Eliott, M. J. et al., (1994) Lancet 344. 1125 az 1127; Elliott, M. J. et al.,
(1994) Lancet 344: 1105 az 1110; Rankin, E. C. et al., (1995) Br. J. Rheumatol. 34. 334 az 342).

Lidské protilatky a &asti protilatek podle predkladaného vynalezu mohou byt pouzity pro 1é¢bu
autoimunitnich onemocnéni, zejména téch, které jsou asociované se zanétem, véetné revmatoidni
artritidy, revmatoidni spondylitidy, osteoartritidy a dnové artritidy, alergie, roztroudené sklerozy,
autoimunniho diabetu, autoimunni uveitidy a nefrotického syndromu. Typicky je protilatka nebo
&ast protilatky podana systémové, atkoliv u nékterych onemocnéni miize byt vyhodné lokalni
podani protilatky nebo &asti protilatky do mista zanétu (napiiklad, lokalni podani do kloubl
v revmatoidni artritidy nebo lokélni podani do diabetickych viedi, samostatné nebo v kombinaci
s cyklohexan-ylidenovymi derivaty jak je popsano v PCT piihlasce WO 93/19751). Protilatka
nebo &ast protilatky podle predkladaného vynalezu mize byt také podana spolecné s jednim nebo
vice terapeutickymi &inidly uZite¢nymi pii 1é¢b& autoimunitnich onemocnéni, jak je podrobnéji
uvedeno v sekci 1.

C. Infekéni onemocnéni

Faktor nekrosy nadorti se predpoklada pfi zprostfedkovani biologickych u€inkid u mnoha infeke-
nich onemocnéni. Naptiklad, TNFo se pfedpoklada pii zprostfedkovani mozkového zanétu
a kapilarni tromb6zy a infarktu u malarie. TNFa se také ptedpoklada pfi zprostfedkovani mozko-
vého zanétu, pfi indukci poruseni hematoencefalické bariery, pii spousténi syndromu septického
Soku a pfi aktivaci venosniho infarktu u meningitidy. TNFa se také predpoklada v indukci
kachexie, stimulaci proliferace viru a pfi -poskozeni centralniho nervového systému u syndromu
ziskané imunodeficience (AIDS). V souladu s tim, protilatky a ¢asti protilatek podle predklada-
ného vynalezu mohou byt pouZity pfi 1é¢bé infek&nich onemocnéni, véetné bakterialni meninitidy
(viz napriklad Evropska patentova prihlagka publik. EP 585 705), mozkové malarie, AIDS
a AIDS — ptibuzného komplexu (ARC) (viz naptiklad Evropska patentova pfihlaska publik. &. EP
230 574), stejné jako cytomegalovirové infekce sekundami po transplantaci (viz napfiklad Fietze,
E. et al,, (1994), Transplantation 58: 675 aZ 680). Protilatky a &asti protilatek podle predklada-
ného vynalezu mohou byt také pouZity pro zmirnéni pfiznaki spojenych s infekénimi onemoc-
nénimi, v&etné hore€ky a myalgie zplsobené infekei (jako je chfipka) a kachexie zpiisobené
infekci (napiiklad spojené s AIDS nebo ARC).

D. Transplantace

Predpoklada se, e faktor nekrosy nadorti je kli€ovym mediatorem pfi rejekei alotransplantatu
areakci $t&pu proti hostiteli (GVHD) a ve zprostfedkovani nezadoucich reakci, které byly
pozorovany, kdyz byla krysi protilitka OKT3, namifena proti CD3 komplexu T receptoru,
pouzita pro inhibici rejekce ledvinovych transplantati (viz naptiklad Eason, J. D. et al., (1995)
Transplantation 59: 300 az 305; Suthanthiran, M. a Strom, T. B. (1994) New Engl. J. Med. 331:
365 az 375. V souladu s tim mohou byt protilétky, nebo &asti protiltek, podle pfedkladaného
vynalezu, pouZity pro inhibici rejekce transplantatu, véetng rejekce alotransplantati a xenotrans-
plantétdi a k inhibici GVHD. A¢koliv miiZe byt protilatka nebo &ast protilatky pouZzita samostatng,
vyhodngji je pouzita v kombinaci s jednim nebo vice &inidly, kterd inhibuji imunitni odpovéd
namifenou proti alotransplantatu nebo ktera inhibuji GVHD. Naptiklad, v jednom provedeni je
protilatka nebo &ast protilatky podle pfedkladaného vyndlezu pouZita v kombinaci s OKT3 pro
inhibici reakei indukovanych OKT3. V jiném provedeni je protilatka nebo Cast protilatky podle
predkladaného vynalezu pouZita v kombinaci s jednou nebo vice protilatkami proti jinych ciliim
idastnicich se v regulaci imunitni odpovédi, jako jsou povrchové bunééné molekuly CD25 (o—
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receptor pro interleukin -2), CD11a (LFA-1), CD54 (ICAM-1), CD4, CD45, CD28/CTLAA4,
CD80 (B7-1) a/nebo CD86 (7-2). V jesté jiném provedeni je protilatka nebo Cast protilatky
podle predkladaného vynalezu pouzita v kombinaci s jednim nebo vice imunosupresivnimi €inid-
ly, jako je cyklosporin A nebo FK506.

E. Malignity

Predpoklada se tiloha faktoru nekrosy nadorid v indukei kachexie, stimulaci nadorového ristu,
zvySeni metastatického potencidlu a ve zprostfedkovani cytotoxicity u malignit. V souladu s tim
mohou byt protildtky, nebo €asti protilatek, podle predkladaného vynalezu pouzity v 1é¢b€ malig-
nit, v inhibici nddorového ristu a/nebo pfi zmirnéni sekundarni kachexie pfi malignitach.
Protilatka, nebo ¢ast protilatky miZe byt podana systémove nebo lokalné do mista nadoru.

F. Plicni onemocnéni

Predpoklada se tloha faktoru nekrosy nadori v patofyziologii syndromu respira¢ni tisné dospe-
lych (ARDS), a to ve stimulaci leukocytdri-endotelové aktivace, v piimé cytotoxicité na pneu-
mocyty a v syndromu propustnosti kapilar. V souladu s tim mohou byt protilatky, nebo €asti
protilatek, podle pfedkladaného vynalezu pouzity v 1€¢bé riznych plicnich onemocnéni, vEetné
syndromu respiraéni tisn& dospélych (viz naptiklad PCT pfihlaska WO 91/04054), Sokové plice,
chronickych zanétlivych onemocnéni plic, plicni sarkoidy, plicni fibrosy a silikosy. Protilatka,
nebo &ast protilatky, miZe byt podina systémové nebo lokalné do plic, naptiklad ve formé
aerosolu. Protilatka, nebo &ast protilatky, mize byt také podana s jednim nebo vice terapeu-
tickymi ¢inidly pouzitelnymi u 1é¢bé& plicnich onemocnéni, jak je podrobnéji uvedeno v sekci I

G. Stievni onemocnéni

Predpoklada se uloha faktoru nekrosy nadori v patofyziologii zanétlivych stfevnich onemocnéni -
(viz naptiklad Tracy, K. J. et al. (1986) Science 234: 470 az 474; Sun, X. M. et al,, (1988),
J. Clin. Invest. 81. 1328 az 1331; MacDonald, T.T. et. al., (1990) Clin. Exp. Immunol. 81: 301 az
305). Probiha klinické testovani chimerickych my3ich anti-hTNFa protilatek pro 1é€bu Crohno- ~
vy nemoci (van Dullemen, H. M. et al.,, (1995), Gastroenterology 109: 129 az 135). Lidské
protilatky, nebo &asti protilatek, podle pfedkladaného vynalezu, mohou byt také pouzity pro
1é€bu stfevnich onemocnéni, jako jsou idiopatické zanétlivé stfevni onemocnéni, které zahrnuji
dva syndromy: Crohnova nemoc a ulcerosni kolitidu. Protilatka, nebo &ast protilatky, mize byt
také podana s jednim nebo vice terapeutickymi €inidly pouZzitelnymi v 1é¢bé stfevnich onemoc-
néni, jak je podrobné&ji uvedeno v sekci III.

H. Onemocnéni srdce

Protilatky, nebo &asti protilatek, podle pfedkladaného vynalezu, mohou byt také pouZity pro
1é&bu riiznych onemocnéni srdce, v&etné srdedni ischemie (viz napfiklad Evropska patentova
prihlaska publika¢ni EP 453 898) a srde¢ni insuficience (slabost srde¢niho svalu) (viz napfiklad
PCT piihlaska WO 94/20139).

I Jiné

Protilatky, nebo &asti protilatek, podle pfedkladaného vynalezu, mohou byt také pouZity pro 1é¢-
bu riiznych dal$ich onemocnéni, pti kterych je aktivita TNFa $kodliva. Priklady dalsich onemoc-
néni, u kterych se predpoklada udast aktivity TNFo v patofyziologii, a které tak mohou byt
légeny za pouziti protilatky nebo &asti protilatky podle pfedkladaného vynalezu, zahrnuji zanét-
livd onemocn&ni kosti a onemocnéni kosti spojené s jejich resorpci (viz napfiklad Bertolini, D. R.
et al., (1986) Nature 319: 516 az 518; Konig, A. et al., (1988) J. Bone Moner. Res. 3: 621 az 627;
Lerner, U.H. a Ohlin. A. (1993) J. Bone Miner. Res. 8: 147 aZ 155; a Shankar, G. a Stern, P. H.
(1993) Bone 14: 871 aZz 876), hepatitidu, v&etn& alkoholové hepatitidy (viz napfiklad McClain,
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C.J. a Cohen, D.A. (1989) hepatology 9: 349 az 351; Felver, M.E. et al. (1990) Alcohol. Clin.
Exp. Res. 14: 255 az 259; a Hansen, J. et al. (1994) Hepatology 20: 461 az 474), virovou
hepatitidu (Sheron, N. et al. (1991) J. Hepatol. 12: 241 az 245; a Hussain, M. J,, et al. (1994),
J. Clin. Pathol. 47: 1112 az 1115), a fulminantni hepatitidy; poruchy koagulace (viz napfiklad van
der Poll, T. et al. (1990) N. Engl. J. Med. 322: 1622 az 162y; a ven der Poll, T. et al. (1991) Prog.
Clin. Biol. Resl 367: 55 az 60), popéleniny (viz napiiklad Giroir, B. P. et al. (1994) Am.
J. Physiol. 267: H118 aZ 124; a Liu, X.S. et al. (1994) Burns 20: 40 az 44), reperfusni poskozeni
(viz napfiklad Scales, W. E. et al. (1994), Am. J. Physiol. 267: G1122 az 1127: Serrick, C. et al.
(1994) Transplantation 58: 1158 az 1162; a Yao, Y. M. et al. (1995) Resuscitation 29: 157 az
168), tvorbu keloidi (viz naptiklad McCauley, R. L. et al. (1992) J. Clin. Immunol. 12: 300 az
308); tvorbu jizernaté tkané; pyrexii; onemocnéni peroidontu; obezitu a radiaéni toxicitu.

Vynalez je dale ilustrovan nasledujicimi pfiklady, které nejsou nijak omezujici. Obsah viech

referenci, patentl a publikovanych patentovych piihlasek citovanych v této prihlasce je zde
uveden jako odkaz.

Priklady provedeni vynalezu

Priklad 1: Analyza kinetiky vazby lidskych protilatek na hTNFa

Vazebné interakce — v redlném ¢ase — mezi ligandem (biotinylovanym rekombinantnim lidskym
TNFa (thTNFa) imobilizovanym na biosenzorové matrici) a analytem (protildtkami v roztoku)
byly mé&feny povrchovou plazmonovou rezonanci (SPR) za pouziti BIAcore systému (Pharmacia
Biosenzor, Piscataway, NJ). Systém vyuZivd optickych vlastnosti SPR pro detekci zmén
v koncentraci proteinii v dextranové biosenzorové matrici. Proteiny jsou kovalentné navazany na
dextranovou matrici ve znamych koncentracich. Protilatky jsou injikovany do dextranové matrice
a specificka vazba mezi injikovanymi protilatkami a imobilizovanymi ligandy vede ke zvy3ené
koncentraci proteinii v matrici a tim ke zmén& SPR signalu. Tyto zmény SPR signélu jsou
zaznamenavany jako jednotky rezonance (RU) a jsou vyjadieny v zéavislosti na ¢ase na Y-ose
sensorgramu.

Pro usnadnéni imobilizace biotinylovaného rhTNFa na biosenzorovou matrici je spreptavidin
kovalentné navazan pfes volné aminokyseliny na dextranovou matrici nejprve aktivaci karboxy-
lovych skupin matrice 100 mM N-hydroxysukcinimidu (NHS) a 400 mM N-ethyl-N'—(3—
diethylaminopropyl)karbodiimidhydrochloridu (EDC). Potom je streptavidin injikovan do aktivo-
vané matrice. T¥icet pét mikrolitri streptavidinu (25 pg/ml), fedéného v octanu sodném, pH 4,5,
je injikovano do aktivovaného biosenzoru a volné aminy na proteinu jsou navazany pfimo na
aktivované inaktivovany injekci 1 M ethanolaminu. Biosenzorové €ipy s navazanym strepta-
vidinem jsou také komeréné dostupné (Pharmacia BR-1000-16, Pharmacia Biosenzor,
Piscataway, NJ).

Biotinylovany rhTNFa byl pfipraven nejprve rozpusténim 5,0 mg biotinu (N-hydroxysukcinimid
ester D-biotinyl-epsilon-aminokapronové kyseliny; Boehringer Mannheim katalogové
&. 1008 960) v 500 pul dimethylsulfoxidu pro vyrobu roztoku 10 mg/ml. 10 pl biotinu se pfida na
ml thTNFa (pfi 2,65 mg/ml) pro ziskani molarniho poméru 2:1 biotinu k rthTNFa. Reakce se
jemn& misi a inkubuje se po dobu dvou hodin pfi pokojové teplot€ ve tmé€. PD-120 kolona,
Sephadex G-25M (Pharmacia katalogové &. 17-0851-01) se ekvilibruje 25 ml chladného PBS
a plni se 2 ml rhTNFa-biotin na kolonu. Kolona se eluuje 10 x 1 ml chladnym PBS. Odeberou se
frakce a odetitaji se pti ODag (1,0 OD = 1,25 mg/ml). Vhodné frakce se shromézdi a skladuji se
pfi —80 °C do pouziti. Biotinylovany rthTNFa je také komer¢né dostupny (R & D Systems,
katalogové ¢. FTA00, Minneapolis, MN).
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Biotinylovany rhTNFa, ktery ma byt imobilizovan na matrici pomoci streptavidinu, se fedi
vPBS nosném pufru (Gibco, katalogové &. 14190-144, Gibco BRL, Grand Island, NY)
doplnéném 0,05% (BIAcore) surfaktantem P20 (Pharmacia BR~1000-54, Pharmacia Biosenzor,
Piscataway, NJ). Pro ur&eni kapacity rhTNFo—specifickych protilatek vazat se na imobilizovany
rhTNFa je proveden nasledujicim zpiisobem vazebny test. Aliquoty biotinylovaného rhTNFa
(25 mM; 10 pl aliquoty) se injikuji pfes dextranovou matrici s navizanym steptavidinem rych-
losti 0,5 pl/min. Pfed injekci proteinu a ihned po se neché pres kazdou pritokovou kyvetu projit
PBS pufr samotny. Rozdil v signdlu mezi zdkladnim stavem a asi 30s po dokonéeni injekce
biotinylovaného rhTNFo se bere jako hodnoty vazby (pfiblizn& 500 RU). Méfi se piima
rhTNFo-specifickd protilatka vaZici se na imobilizovany biotinylovany rhTNFa. Protilatky
(20 pg/ml) se fedi v PBS nosném pufru a 25 pl aliquity se injikuji pfes matrici s imobilizovanym
proteinem rychlosti 5 ul/min. Pfed injekei protilatky a ihned po se neché pies kaZdou priitokovou
kyvetu projit PBS pufr samotny. Rozdil v signalu mezi zakladnim stavem a signalem po dokon-
&eni injekce protilatky se bere jako hodnota vazby pro urdity vzorek. Biosenzorové matrice se
regeneruji 100 mM HCI pied injekci daldiho vzorku. Pro urdeni rychlosti disociace (Kg),

rychlosti asociace (K.,), asocia¢ni konstanty (K,) a disocia&ni konstanty (K4) byl pouzit BIAcore
kinetic evaluation software (verze 2.1).

Reprezentativni vysledky vazby D2E7 (IgG4 kompletni protilatka) na biotinylovany rhTNFa, ve
srovnani s my$i mAB MAK 195 (F(ab’), fragment), jsou ukazany v tabulce 1 dale.
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Tabulka 1: Vazba D2E7 1gG4 nebo MAK 195 na biotinylovany rhTNFa

Protilatka (Ab), nM thTNFo.  Ab,vazbaRU thTNFo/AB Ko §”
vazba, RU (primér)
D2E7 267 373 1215 1,14 8.45x10°
133 420 1569 1,30 542x10°
67 434 1633 1,31 4,75 x 107
33 450 1532 1,19 4,46 x 107
17 460 1296 0,98 3,47x10°
8 486 936 0,67 2,63x10°
4 489 536 0,38 2,17x 10°
2 470 244 0,18 3,68x 107
(4,38 x 107)
MAK 195 400 375 881 1,20 538x 10°
200 400 1080 1,38 4,54 x 107
100 419 1141 1,39 3,54x 107
50 427 1106 1,32 3,67x 107
25 446 959 1,09 4,41x10°
13 464 708 0,78 3,66 x 10°
6 474 433 0,47 7,37x 107
3 451 231 0,26 6,95x 107
(4,94 x 10%)

Ve druhé sérii pokusli byly kvantitativng analyzovany molekularn& kinetické interakce mezi
5 IgG1 kompletni D2E7 a biotinylovanym rhTNFa, za pouZiti BIAcore technologie, jak je popséna
vy3e, a byly odvozeny kinetické rychlostni konstanty, shrnuté dale v tabulkach 2, 3 a 4.

Tabulka 2: Ur&ené disociaéni rychlostni konstanty interakci mezi D2E7 a biotinylovanym
10  rhTNFa

Pokus Kq(s™)

1 9,58x 10~

2 9.26x 10°

3 7,60x 107
primér 8,81 +1,06x 107

Tabulka 3: Uréené asociaéni rychlostni konstanty interakci mezi D2E7 a biotinylovanym
15 rthTNFa

Pokus K, (M, s")
1 1,33x 10°
2 1,05x 10°
3 3,36 x 10°
primér 1,91 +1,26x10°
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Tabulka 4: Uréené rychlostni a afinitni konstanty D2E7 a biotinylovaného rhTNFa

Pokus K, M”, s Kq(s") K4 (M)

] 1,33 x 10° 9,58x 10~ 7,20x 107°

2 1,05 x 10° 9,26 x 107 8,82x 10"

3 3,36 x 10° 7,60 x 107 2,26x101°
primér 1,91+ 1,26 x 10° 8,81 +1,06x 107 6,09 +3,42x 10"

Disocia¢ni a asociaéni rychlostni konstanty byly kalkulovany na zaklad€ analyzy disociacnich
a asociaCnich oblasti sensorgramill za pouziti BIA analysis softwaru. Pro interakce mezi D2E7
a biotinylovanou molekulou rtTNFa byly pfedpokladany b&zné kinetiky chemickych reakci:
kinetika nultého fadu pro disociaci a kinetika prvniho fadu pro asociaci. Pro analyzu byly
uvazovény interakce pouze mezi jednim ramenem bivalentni D2E7 protilatky a jednou jednotkou
trimerického biotinylovaného rhTNFa, pfi vybirani molekulového modelu pro analyzu kinetiky.
Byly provedeny tfi nezavislé pokusy a vysledky byly analyzovany jednotlivé. Primérna uréené
disocia¢ni konstanta (ky) interakci mezi D2E7 a biotinylovanym rhTNFa byla 8,18 + 1,06 x 107
s" a priméma uréena asocia&ni konstanta (k,) byla 1,91 + 1,26 x 10° M's™". Priméma skute¢na
disociacni konstanta (Ky) byla pocitana podle vzorce K4 = kygk,. Tak, priméma Ky D2E7
protilatky pro rhTNFa odvozena z parametra kinetiky byla 6,09 * 3,42 x 10"° M. Malé rozdily
v hodnotéch kinetiky pro IgG1 formu D2E7 (uvedeno v tabulkach 2, 3, a 4) a IgG4 formu D2E7
(uvedeno v tabulce 1 a v ptikladech 2 a 3) nejsou pravdépodobné rozdily vychézejici z pfitom-
nosti bud’ IgG1, nebo IgG4 konstantniho regionu, ale spiSe je mozné je pfisoudit pfesngj$imu
méfeni koncentrace protilatky pouZitému pro analyzu kinetiky IgG1. V souladu s tim hodnoty

kinetiky pro IgG1 formu D2E7 zde uvedené se povazuji za nejptesnéjsi parametry kinetiky pro
D2E7 protilatku.

Priklad 2: Alanin vyhledévaéi mutageneze D2E7 CDR3 domén

Série mutaci jednoho alaninu byly standardnimi metodami vlozeny do CDR3 domén D2E7 VL
aD2E7 VH regioni. Mutace v lehkém fetézce jsou zobrazeny na obrazku 1B (LD2E7*.Al,
LD2E7*.A3, LD2E7*.A4, LD2E7*.A5, LD2E7*.A7 a LD2E7*.A8 majici alaninovou mutaci
v pozici 1, 3, 4, 5, 7 nebo 8, v pfisluiném potadi, D2E7 VL CDR3 domény). Mutace v t€zkém
fetézci jsou zobrazeny na obrazku 2B (HD2E7*.A1, HD2E7*.A2, HD2E7*.A3, HD2E7* A4,
HD2E7*.A5, HD2E7*.A6, HD2E7*.A7, HD2E7*.A8 a HD2E7*A9 majici alaninovou mutaci
v pozici 2, 3,4, 5, 6, 8,9, 10 nebo 11, v pfisluiném pofadi, D2E7 VH CDR3 domény). Kinetika
rthTNFa interakci s protilatkou sloZzenou z pfirozenych D2E7 VL a VH byla srovnavana
s kinetikou protilatek sloZzenych z 1) D2E7 VL pfirozeného typu s alaninem substituovanym
D2E7 VH; 2) D2E7 VHL pfirozeného typu s alaninem substituovanym D2E7 VLH; nebo 3)
alaninem substituovaného D2E7 VL s alaninem substituovanym D2E7 VH. V3echny protilatky
byly testovany jako kompletni IgG4 molekuly.

Kinetika interakci protilatek s rhTHFo byla uréena povrchovou plazmonovou rezonanci jak je
popsana v piikladu 1. Kg rychlosti pro riizné VH/VL pary jsou shrnuty v tabulce 5.
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Tabulka 5: Vazba D2E7 Alanin-vyhledavacich mutanta na biotinylovany thTNFa

VH VL Ko (s™)
D2E7 VH D2E7 VL 9,65x 10°
HD2E7*.Al D2E7 VL 1,4x 10
HD2E7*.A2 D2E7 VL 46x10*
HD2E7*.A3 D2E7 VL 8,15x 10*
HD2E7*.A4 D2E7 VL 1,8x 10
HD2E7*.A5 D2E7 VL 2,35x 10
HD2E7*.A6 D2E7 VL 29x10*
HD2E7*.A7 D2E7 VL 1,0x 10
HD2E7*.A8 D2E7 VL 3,1x10*
HD2E7*.A9 D2E7 VL 8,1x10%
D2E7 VH LD2E7*.Al 6,6 x 107
D2E7 VH LD2E7*.A3 nedetekovatelné
D2E7 VH LD2E7*.A4 1,75 x 10
D2E7 VH LD2E7*.A5 1,8x10*
D2E7 VH LD2E7*.A7 1,4x10*
D2E7 VH LD2E7*.A8 3,65x 10
HD2E7*.A9 LD2E7*.Al 1,05 x 10%

Tyto vysledky ukazuji, Ze vétsina z pozic v CDR3 doménach D2E7 VL a VH regionii je vhodna
pro substituci jednim alaninovym zbytkem. Substituce jednim alaninovym zbytkem v pozici 1, 4,
5 nebo 7 D2E7 VL CDR3 domény nebo v pozici 2, 5, 6, 8, 9 nebo 10 D2E7 VH CDR3 domény
neovliviuje signifikantng rychlost disociace vazby na hTNFa oproti pfirozené pivodni D2E7
protilatce. Substituce alaninu v pozici 8 D2E7 VL CDR3 nebo v pozici 3 D2E7 VH CDR3 dava
4-krat rychlejdi K. a alaninova substituce v pozici 4 nebo 11 D2E7 VH CDR3 dava 8-krat
rychlej3i Kogm coZ naznaluje, Ze tyto pozice jsou vyznamngjsi pro vazbu na hTNFa. Nicméné,
substituce jednoho alaninu v pozici 1, 4, 5, 7 nebo 8 D2E7 VL CDR3 domény nebo v pozici 2, 3,
4,5,6,8,9, 10 nebo 11 D2E7 VH CD3 domény stale vede k anti-hTNFa protilatce majici Kog 1
x 107 s nebo mensi.

Priklad 3: Analyza vazby D2E7—pfibuznych protilatek

Série protilatek pfibuznych ve své sekvenci k D2E7 byla analyzovana na svou vazbu na rhTNFa
a byla srovnivana sD2E7, pomoci povrchové plazmonové rezonance jak byla popsana
v prikladu 1. Aminokyselinové sekvence testovanych VL regionii jsou kizany na obrazcich 1A
a 1B. Aminokyselinové sekvence testovanych VH regionl jsou ukazany na obréazcich 2A a 2B.
K, grychlosti pro riizné pary VH/VL (jak je ukdzano ve sloupci formét, bud’ jako kompletni IgG1
nebo IgG4 protilatky, nebo jako scFv) jsou shrnuty v tabulce 6, dale.
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Tabulka 6: Vazba D2E7-ptibuznych protilatek na biotynylovany rhTNFa

VH VL Format Ko (s7)
D2E7 D2E7 VI 1gG1/1gG4 9.65x 10”
VHI-D2 LOE7 IgG1/1gG4 7,7 x 10°
VH-D2 LOE7 scFV 4,6 x10*
VHI-D2N LOE7.T IgG4 2,1x10°
VHI-D2.Y LOE7.A 1gG4 2,7x10°
VHI-D2.N LOE7.A I1gG4 32x10°
VHI-D2 EP B12 scFv 8,0x 10"
VHI1-D2 2SD4 VL scFv 1,94x 107
3C-H2 LOE7 scFv 1,5x 107
2SD4 VH LOE7 scFv 6,07 x 107
2SD4 VH 2SD4 VL scFv 1,37 x 107
VHIALl 2SD4 VL scFv 1,34 x 107
VHIBI12 2SD4 VL scFv 1,01 x 107
VHIBI11 2SD4 VL scFv 9.8x 107
VHIE4 2SD4 VL scFv 1,59 x 102
VHIF6 2SD4 VL scFv 2,29 x 107
VHIDS 2SD4 VL scFv 95x10°
VHIGI 2SD4 VL scFv 2,14 x 107
2SD4 VH EP B12 scFv 6,7x10?
2SD4 VH VL10E4 scFv 9,6x 107
2SD4 VH VL100A9 scFv 1,33 x 102
2SD4 VH VL100D2 scFv 1,41 x 107
2SD4 VH VLLOES5 scFv 1,11 x 107
2SD4 VH VLLOE5 - scFv 1,16 x 107
2SD4 VH VLLOF9 scFv 6,09 x 10°
2SD4 VH VLLOF10 scFv 1,34 x 107
2SD4 VH VLLOG7 scFv 1,56 x 107
2SD4 VH VLLOG9 scFv 1,46 x 107
2SD4 VH VLLOHI scFv 1,17 x 107
2SD4 VH VLLOHI10 scFv 1,12x 10%
2SD4 VH VL1B7 scFv 1,3x 107
2SD4 VH VLICI scFv 1,36 x 107
2SD4 VH VLIC7 scFv 2,0x 107
2SD4 VH VL0.1F4 scFv 1,76 x 102
2SD4 VH VLO0.1H8 scFv 1,14 x 107

Pomalé rychlosti disociace (tj. Ko < 1 x 10™s™") pro kompletni protilatky (tj. IgG format) majici
VL vybrany z DE27, LOE7, LOE7.T a LOE7.A, kterém maji bud’ threonin, nebo alanin v pozici
9, naznaduje, Ze pozice 9 D2E7 VL CDR3 mize byt obsazena jednim z t&€chto dvou zbytki bez
vyznamného ovlivnéni K. V souladu s tim, konsensualni motiv pro D2E7 VL CDR3 obsahuje
aminokyselinovou sekvenci: Q-R-Y-N-R-A-P-Y—(T/A) (SEQ ID NO: 3). Déle, pomalé
rychlosti disociace (tj. Kog < 1 x 10™s™) pro protilatky majici VH vybrany z DE27, VHI.D2.N
a VH1-D2.Y, které maji bud’ tyrosin, nebo asparagin v pozici 12, naznacuje, ze pozice 12 D2E7
VH CDR3 miize byt obsazena jednim zté&chto dvou zbytki bez vyznamného ovlivnéni K.g.
V souladu stim, konsensudlnim motiv pro D2E7 VH CDR3 obsahuje aminokyselinovou
sekvenci: V-S-Y-L-S-T-A-S-S-L-D—Y/N) (SEQ ID NO: 4).

Vysledky ukdzané v tabulce 6 ukazuji, Ze v scFv formatu, protilatky obsahujici 2SD4 VI nebo
VH CDR3 regiony vykazuji rychlej$i Kog (tj. Koy 2 1 x 10 s™) ve srovnani s protilatkami
obsahujicimi D2E7 VL nebo VH CDR3 region. Ve VL CDR3 se 2SD4 1i§i od D2E7 v pozicich
2,5 a9. Nicméné, jak bylo uvedeno vyse, pozice 9 miiZze byt obsazena Ala (jak je tomu u 2SD4)
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nebo Thr (jak je tomu u D2E7) bez vyznamného ovlivnéni K. Tak, srovnanim 2SD4 a D2E7
mohou byt pozice 2 a 5 D2E7 VL CDR3, obé obsazené argininem, identifikovany jako kritické
pro asociaci protilatky s hTNFa. Tyto zbytky mohou p¥imo ugastnit jako kontaktni zbytky ve
vazebném misté protilatky, nebo mohou byt zésadni pro udrzeni architektury molekuly protilatky
v tomto regionu. Vzhledem k vyznamu pozice 2 akceleruje nahrazeni Arg (v LOE7, kterd ma
stejny VL CDR3 jako D2E7) Lys (v EP B12) rychlost disociace dvakrat. Vzhledem k vyznamu
pozice 5 akceleruje nahrazeni Arg (v D2E7) Ala (v LD2E7*.A5) B12) rychlost disociace dvakrit,
jak je popséano v ptikladu 2. Kromé toho, bez arginint v pozicich 2 a 5 (v 2SD4) je rychlost
disociace pétkrat rychlejsi. Nicméné, mélo by byt uvedeno, Ze agkoliv je pozice 5 vyznamna pro
vylepSeni vazby na hTNFa, miZe byt zména v této pozici negovdna zménami v jinych pozicich,
jako tomu je v VLLOE4, VLLOHI1 a VLO.1HS.

Ve VH CDR3 se 2SD4 lii od D2E7 v pozicich 1, 7 a 12. Nicméné, jako bylo uvedeno vyse,
pozice 12 muze byt odsazeno Asn (jak je tomu u 2SD4) nebo Tyr (jak je tomu u D2E7) bez
vyznamného ovlivnéni K4 Tak, srovnani 2SD4 a D2E7 mohou byt pozice 1 a 7 D2E7 VH
CDR3 identifikovény jako kritické pro asociaci protilatky s hTNFa. Jak bylo uvedeno vyse, tyto
zbytky se mohou piimo G&astnit jako kontaktni zbytky ve vazebném misté protilatky, nebo
mohou byt zasadni pro udrZeni architektury molekuly protilatky v tomto regionu. Ob& pozice
jsou vyznamné pro vazbu na hTNFa, protoZze kdyz je pouzita 3C-H2 VH CDR3 (kterd ma
zménu valinu na alanin v pozici 1 vzhledem k D2E7 VH CDR3), tak ma scFv 3-—krat rychlejsi
rychlost disociace, nez kdyz je pouzita D2E7 VH CDR3, ale tato rychlost disociace je stile
&tyfikrat pomalejsi, nez kdyZ je pouzita S2D4 VH CDR3 (ktera ma zménu v obou pozicich 1a 7
vzhledem k D2E7 VH CDR3).

Piiklad 4: Funkéni aktivita D2E7

Pro vy3etfeni funk&ni aktivity D2E7 byla protilatka pouZita v n€kolika testech pro méfeni
schopnosti protilatky inhibovat aktivitu hTNFa, bud’ in vitro, nebo in vivo.

A. Neutralizace TNFo—indukované cytotoxicity u L929 bun&k

Lidsky rekombinantni TNFo (thTNFa) zpiisobuje buné&nou cytotoxicitu u my3ich L929 bunék
pro inkubaéni dobé 18 az 24 hodin. Lidské anti-hTNFa protilatky byly hodnoceny v 1.929
testech spole€nou inkubaci protilatek s rhTNFa a buiikami nésledujicim zpiisobem. 96—jakova
mikrotitraéni plotna obsahujici 100 pl anti-hTNFa. Ab byla sériové fedéna 1/3 smérem dold
v plotné v dvojim provedeni za pouziti RPMI média obsahujici 10% fetalni hov€zi sérum (FBS).
Padesat mikrolitri rhTNFa bylo pfidano do kone&né koncentrace 500 pg/ml do kazdé jamky.
Plotny byly potom inkubovany po dobu 30 minut pfi pokojové teploté. Déle bylo pfidano 50 pl
TNFo~—senzitivnich 1.929 mysich fibroblastii v kone¢né koncentraci 5 x 10 bundk na jamku
spolu s 1 pg/ml Aktinomycinu D. Kontroly obsahovaly médium plus buiiky a thTNFa plus
buiiky. Tyto kontroly, a TNFa standardni kfivka, v rozmezi od 2 ng/ml do 8,2 pg/ml, byly
pouzity pro urleni kvality testu a pro ziskini okénka pro neutralizaci. Plotny byly potom
inkubovany pres nos (18 az 24 hodin) pfi 37 °C v 5% CO,.

100 pl média bylo odebrano zkazdé jamky a bylo pfidano 50 pul 5 mg/ml 3, (4,4-dimethyl-
thiazol-2—yl)2,5-difenyl-tetrazolimbromidu (MTT; komeréné dostupny do Sigma Chemical Co.,
St. Louis, MO) v PBS. Plotny byly potom inkubovany po dobu 4 hodin pti 37 °C. Potom bylo
pfidano do kazdé jamky 50 pl 20% dodecyl siranu sodného (SDS) a plotny byly inkubovény pres
noc pfi 37 °C. Byla mé&fena optickd hustota pfi 570/630 nm, kfivky byly pro kazdy vzorek
zapsany do grafu a hodnoty ICsy byly uréeny standardnimi zpisoby.
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Reprezentativni vysledky pro lidské protilatky majici rizné VH a VL pary, ve srovnani s my3i
MAK 195 mAb, jsou ukdzany na obrazku 3 a v tabulce 7, dale.

Tabulka 7: Neutralizace TNFo~indukované 1929 cytotoxicity

VH VL Struktura 1Cs0, M

D2E7 D2E7 scFv 1,1x107°
D2E7 D2E7 IgG4 4,7x10™"
2SD4 2SD4 scFv/IgG1/1gG4 3,0x 107
S2D4 LOE7 scFv 43x10%
VHI1-D2 2SD4 scFv 1,0x10%
VH1-D2 LOE? scFv/IgG1/1gG4 3,4x10™°
VHI-D2.Y LOE7.T IgG4 8,1x 10"
VHI1-D2.N LOE7.T IgG4 1,3x 107
VHI-D2.Y LOE7.A IgG4 2,8x 10"
VHI-D2.N LOE7.A IgG4 6,2x10™"
MAK 195 MAK 195 scFv 1,9x10%
MAK 195 MAK 195 F(ab"), 6,2x10™"

Vysledky na obriazku 3 a v tabulce 7 ukazuji, ze D2E7 lidsk4 anti-hTNFa protilatka, a rizné
D2E7-ptibuzné protilatky, mohou neutralizovat TNFa—indukovanou L929 cytotoxicitu s kapa-
citou pfiblizné ekvivalentni kapacité mysi anti-hTNFa mAb MAK 195.

V jiné sérii pokusii byl atestovana schopnost IgG1 formy D2E7 neutralizovat TNFo-induko-

vanou L929 cytotoxicitu zpisobem, ktery byl popsan vyse. Vysledky ze tfi nezavislych pokusi
a jejich primér jsou shrnuty v tabulce 8, dale.

Tabulka 8: Neutralizace TNFo—indukované L929 cytotoxicity zplisobena D2E7 IgG1.

Pokus ICs0 (M)

1 1,26x107°

2 1,33x101°

3 1,15x 10
primér 1,25+0,01x10™"°

Tato série pokust potvrdila, ze D2E7, ve formé& kompletniho IgG1, neutralizuje TNFo—induko-
vanou L929 cytotoxicitu s praimérnou hodnotu ICso (M), 1,25 + 0,01 x 107°.

B. Inhibice vazby TNFa na receptory pro TNFo na U-937 burikach

Schopnost lidskych anti-hTNFa protilatek inhibovat vazbu hTNFa na receptory pro hTNFa na
povrchu bun€k byla oSetfovana za pouZiti bunééné linie U-937 (ATCC ¢&. CRL 1593), lidské
histiocytarni linie, ktera exprivuje receptory pro hTNFa. U-937 buiiky byly kultivovany v RPMI
164¢ médiu doplnéném 10% fetalnim hovézim sérem (Hyclone A-1111, Hyclone Laboratorie,
Logan, UT), L-glutaminem (4 nM), HEPES pufrovacim roztokem (10 mM), penicilinem
(100 pg/ml) a streptomycinem (10 pg/ml). Pro vySetfeni aktivity kompletnich IgG protilatek byly
U-937 buiiky pfedem inkubovany s PBS doplnénym 1 mg/ml lidského IgG (Sigma 1-4506,
Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) po dobu 45 minut na ledu a potom byly busky tfikrat
promyty vazebnym pufrem. Pro test vazby na receptor byly U-937 buiiky (5 x 10° bungk na
jamku) inkubovany ve vazebném pufru (PBS doplnény 0,2% hovézim sérovym albuminem)
v 96-jamkovy mikrotitraénich plotkdch (Costar 3799, Costar Corp. Cambridge, MA), spolu
s "Plzna¢enym rhTNFa (3 x 10" M; 25 uCi/ml; ziskin od NEN Research Products,
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Wilmington, DE), s nebo bez anti-hTNFa protilatek, v celkovém objemu 0,2 ml. Plotny byly
inkubovany na ledu po dobu 1,5 hodiny. Potom byly 75 ul kazdého vzorku pienese do 1,0 mi
testovacich trubitek (Sarsted 72.700, Sarsted Corp. Princeton, NJ) obsahujicich dibutylftalat
(Sigma D-2270, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) a dinonylftalat (ICN 210733, ICN, Irvine,
CA). Testovaci trubitky obsahovaly 300 ul smési dibutylftalatu a dinonylftalatu, v objemovém
poméru 2:1, v prislusném pofadi. Volny (tj. nenavazany) '“I-znageny thTNFa byl odstranén
mikrocentrifugaci po dobu 5 minut. Potom byl konec kazdé testovaci trubi¢ky obsahujici buné¢-
nou peletu odstfizen za pomoci niizek na trubitky (Bel-Art 210180001, Bel-Art Products,
Pequannock, NJ). Bun&&na peleta obsahovala 1]_znateny thTNFa vazany na p60 nebo p80
receptor pro TNFa, zatimco vodnd faze nad olejovou smési obsahovala piebytek volného
15_znageného thTNFa. Viechny bun&&né pelety byly shromaZdény v odegitaci trubici (Falcon
2052, Becton Dickinson Labware, Lincoln Park, NJ) a ode¢itany ve scintila¢ni komurce.

Reprezentativni vysledky jsou ukézény na obrazku 4. Hodnota ICsy pro D2E7 inhibici vazby
hTNFa na receptory pro hTNFa na U-937 buiikach je v téchto pokusech pfiblizng 3 x 10™° M.
Tyto vysledky ukazuji, z¢ D2E7 lidska anti-hTNFa protilatka inhibuje vazbu rhTNFo na
receptory pro hTNFo na U-937 buiikach v koncentracich pfiblizné ekvivalentnich koncentracim
mysi anti-hTNFa mAb MAK 195.

V jiné sérii pokusi byla testovana schopnost IgG1l formy D2E7 inhibovat vazbu rhTNFa na

receptory pro hTNFa na U-937 butikach zplsobem, ktery byl popsan vyse. Vysledky ze tfi
nezavislych pokusii a jejich primér jsou shrnuty v tabulce 9, dale.

Tabulka 9: Inhibice vazby na TNF receptor na U-937 buiikach zplisobena D2E7 IgGl.

Pokus IC5, (M)

1 1,70x 10°°

2 1,49 x 10

3 1,50 x 10
primér 1,56 +£0,12x 10"

Tato série pokust potvrdila, ze D2E7, ve form& kompletniho IgG1, inhibuje vazbu na receptor
pro TNF na U-937 buiikéch s primémou hodnotu ICso (M), 1,56 £ 0,12 x 10°°.

Pro vyzkum inhibi&niho potencidlu D2E7 ve vazbé 'ZI- rhTNFavazby na jednotlivé pS5 a p75
receptory byl proveden radioimunotest na pevné fazi. Pro méfeni ICsp hodnot D2E7 pro
jednotlivé receptory pro FNT byly riizné koncentrace protilatky inkubovéan s 3 x 10" koncentra-
cemi 'PI-thTNFa. Smés byla potom testovana na separatnich plotnach obsahujicich bud’ p55,
nebo p75 receptory pro TNF v zévislosti na davce. Vysledky jsou shrnuty v tabulce 10, dale.

Tabulka 10: Inhibice vazby na TNF receptor pro p55 a p75 TNFR zplisobend D2E7 IgG1

ICs0 (M)
Reagens p55 TNFR p75 TNFR
D2E7 1,47 x 10” 1,26x 107
thTNF 2,31x10° 2,70 x 10°

Inhibice vazby '*I-rhTNF na pS5 a p75 receptory na U-937 buitkach zpiisobena D2E7 sledovala
jednoduchou esovitou kiivku, coz ukazuje na podobné ICs, hodnoty pro oba receptory.
V radioimunotestu na pevné fazi (RIA) pro rekombinantni TNF receptory byly hodnoty ICsy pro
inhibici vazby 12L_thTNF na p55 a p75 receptory zpiisobenou D2E7 vypogitany jako 1,47 x 10°

a 1,26 x 10”, v piisluiném poiadi. Snizeni hodnot ICs, v pevné fazi bylo pravd&podobng zpiiso-
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beno vysSi hustotou receptori v RIA formatu, protoze neznageny rhTNF také inhiboval se
stejnymi hodnotami ICso . ICsp hodnoty pro inhibici vazby '“’I-rthTNF na p55 a p75 receptory
podle neznageného thTNF byly 2,31 x 10~ a 2, 70 x 10° M, v piisluiném pofadi.

C. Inhibice ELAM-1 exprese na HUVEC

Endotelové buriky lidské pupeénikové zily (HUVEC) mohou byt indukovany k expresi leuko-
cytové adhezni molekuly endotelovych bungk 1 (ELAm—1) na svém povrchu oeteni rhTNFa,
kde tyto molekuly mohou byt detekovéany reakci HUVEC oSettenych rhTHFa s my3i protilatkou
proti lidské ELAM-1. Schopnost lidskych anti-hTNFo protilatek inhibovat tuto TNFo—indu-
kovanou expresi ELAM-1 a HUVEC byla vySetfovana nasledujicim zpiisobem: HUVEC
(ATCC ¢&. CRL 1730) byly umistény v 96 jamkovych plotnach (5 x 10* bun&k na jamku) a byly
inkubovéany pfes noc pfi 37 °C. Nasledujici den byla v mikrotitradni plotné pfipravena sériova
fedéni lidské anti-hTNFa protilatky (1:10), po&inaje 20 — 10 pg/ml protilatky. Zasobnik roztok
thTNFo byl pfipraven v koncentraci 4,5 ng/ml, aliquoty rhTNFa. byly pfiddny do kazdé jamky
obsahujici protildtku a obsahy jamek byly dobfe promichiny. Kontroly obsahovaly médium
samotné, médium plus anti-hTNFa protilitku a médium plus thTNFa. HUVEC plotny byly
vyndany z inkubace pfes noc pfi 37 °C a médium bylo opatrn& aspirovéano z kazdé jamky. 200 pl
smési protilatka—rthTNFa byly pfeneseno do kazdé jamky HUVEC ploten. HUVEC plotny byly
dale inkubovény pfi 37 °C po dobu 4 hodin. Potom byla mysi anti~-ELAM-1 protilitka fed&na
1:1000 v RPMI. Médium v kazdé jamce HUVEC plotny bylo opatrné aspirovéano, ptidalo se
50 pl/jamku roztoku anti-ELAM-1 protilatky a HUVEC plotny se inkubovaly po dobu 60 minut
pfi pokojové teploté. Roztok '“I-znatené anti-mysi Ig protilatky byl pipraven v RPMI
(ptiblizn€ 5000 cpm v 50 pl). Médium v kazdé jamce HUVEC ploten bylo opatrné aspirovano,
jamky byly dvakrat promyty RPMI a do kazdé jamky se pfidalo 50 pl roztoku '*’I-znageného
anti-mySiho Ig. Plotny byly inkubovany po dobu 1 hodiny p¥i pokojové teploté a kazd4 jakam
byla potom promyta tiikrat RPMI. Do ka?dé jamky se ptidalo se 180 pul 5% SDS pro lyzu bun&k.

Lyzék buné€k z kazdé jamky se potom pienesl do zkumavky a byl odeiitan ve scintiladni komiir-
ce.

Reprezentativni vysledky jsou ukézany na obrazku 5. ICso hodnota pro D2E7 inhibici NTNFo—
indukované exprese ELAM-1 na HUBEC je téchto pokusech pfiblizné 6 x 10" M. Tyto
vysledky ukazuji, Ze lidsk4 anti-hTNFa protilatka D2E7 inhibuje hTNFo~indukovanou expresi

ELAM-1 na HUVEC v koncentracich pfiblizn& ekvivalentnich koncentracim my3i anti-hTNFo
mAb MAK 195.

V jiné sérii pokusl byla testovana schopnost IgG1 formy D2E7 inhibovat hTNFa—indukovanou

expresi ELAm~1 na HUVEC zpiisobem, ktery byl popsan vySe. Vysledky ze tii nezavislych
pokusti a jejich primér jsou shrnuty v tabulce 11, déle.

Tabulka 11: Inhibice TNFo—indukované exprese ELAm—1 na HUVEC zpiisobena D2E7 IgG1.

Pokus 1Cs0 (M)

1 1,95x 10

2 1,69 x 10°

3 1,90 x 10
primér 1,85+0,14x 10

Tato série pokusii potvrdila, Ze D2E7, ve formé& kompletniho IgG1, inhibuje TNFa~indukovanou
expresi ELAM~1 na HUVEC s priimérnou hodnotou ICso (M) 1,85 £ 0,14 x 10,
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Neutralizadni potencidl D2E7 IgG1 byl také testovan pro rhTNFa indukovanou expresi dvou
dalgich adheznich molekul, ICAM-1 a VCAM-1. ProtoZe rhTNF titraéni kfivka pro ICAM-1
expresi byla v 16 hodinach velmi podobné kfivce pro ELAM-1 expresi, byly v testu neutralizace
protilatkou pouzity stejné koncentrace thTNF. HUVEC byly inkubovany s thYNF za pfitomnosti
riiznych koncentraci D2E7 pti 37 °C v CO; inkubatoru po dobu 16 hodin a exprese ICAM-1 byla
méiena mysi anti-ICAM-1 protilatkou nasledovanou 1]_znagenou ovéi anti-mysi protilatkou.
Byly provedeny dva nezavislé pokusy a byly vypogitany hodnoty ICso. Nepfibuzna lidska IgG1
protilatka neinhibovala expresi ICAM-1.

Postup pro testovani inhibice exprese VCAM-1 byl stejny jako postu pro expresi ELAM-1 s tou
vyjimkou, Ze misto anti-ELAM-1 MAb byla pouzita anti-VCAM-1 MAb. Byly provedeny tfi
nezavislé pokusy a byly vypo&itany hodnoty ICso. Nepiibuzna lidska IgG1 protilatka neinhibo-
vala expresi VCAM-1.

Vysledky jsou shrnuty v tabulce 12, dale.

Tabulka 12: Inhibice exprese ICAM~1 a VCAM-1 zpiisobena D2E7 IgG1.

Inhibice ICAM-1 Inhibice VCAM-1

Pokus 1Cso (M) Pokus 1Csp (M)

1 1,84 x 107 1 1,03x 107

2 2,49x 1071° 2 9,26 x 10!

3 3 1,06 x 107
primér 2,17+ 0,46 x 10™° primér 1,01+ 0,01 x 10™°

Tyto pokusy ukazuji, Ze o3etfeni endotelovych bunék priméarni lidské pupenikové Zily rhTNF
vede k optimalni expresi adheznim molekul: ELAM-1 a VCAM-1 ve &tvrté hoding a k maxi-
malnimu zvy$eni exprese ICAM-1 v 16 hodiné. D2E7 byla schopna inhibovat expresi tfi adhez-
nich molekul zpiisobem zivislym na davce. Hodnoty ICs pro inhibici ELAM-1, ICAM-1
a VCAM-1 byly 1,85 x 107, 2,17 x 10" a 1,01 x 10""° M, v pfislusném potadi. Tyto hodnoty
jsou velmi podobné, coZ ukazuje na podobné poZadavky pro davku thTNF aktivacniho signalu
pro indukci exprese ELAM~1, ICAM—1 a VCAM-1. Je zajimavé, ze D2E7 byla podobn€ i¢inna
v del§im testu inhibice exprese ICAM-1. Test inhibice ICAM-1 vyZaduje 16 hodinovou spole¢-
nou inkubaci thTNF a D2E7 s HUVEC, oproti 4 hodinam nutnym pro test inhibice ELAM~1
a VCAM-1. Protoze ma D2E7 pomalou rychlost disociace pro thTNF je pfedstavitelné, ze
b&hem 16 hodinové inkubatni doby zde nebyla signifikantni kompetice TNF receptori na
HUVEC.

D. Invivo neutralizace hTNFa

T¥ rizné in vivo systémy byly pouZity pro demonstraci toho, ze D2E7 je Cinnd v inhibici
aktivity hTNFa in vivo.

1. Inhibice letality inkubované TNF u D—galaktosaminem senzitizovanych mysi.

Injekce rekombinantniho lidského TNFa (thTNFa) my3im semitizovanym D-galaktosaminem
zpusobuje letalitu béhem 24 hodin. Cinidla neutralizujici TNFo brani leti$t€ v tomto modelu. Pro
vy3etfeni schopnosti lidskych anti-hTNFa protilatek neutralizovat hTNFo in vivo v tomto
modelu byly C57B1/6 my3im injikovany rizné koncentrace D2E7 IgG1, nebo kontrolni protein,
v PBS intraperitonealng (i.p.). Mysim byl o 30 hodin pozdg&ji podan 1 pg rhTNFa a 20 mg
D—galaktosaminu v PBS i.p. a pozorovani my3i bylo provedeno o 24 hodin pozdgji. Toto
mnoZstvi thTNFo a D—galaktosaminu bylo pfedem urfeno pro dosazeni 80 aZ 90% letality
u téchto mysi.
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Reprezentativni vysledky, zndzornéné jako sloupcovy graf % prezivani versus koncentrace
protilétky, jsou ukdziny na obrazku 6. Cerné sloupce predstavuji D2E7, zatimco $rafované
sloupce predstavuji MAK 195. Injekce 2,5 az 25 pg D2E7 protilatky na my$ chrani zvifata pred
TNFo—indukovanou letalitou. Hodnota EDs, je pfiblizné 1 az 2,5 pg/mys. Pozitivni kontrolni
protilditka, MAK 195, byla podobna ve své protektivni schopnosti. Injekce D2E7 za absence
thTNFa neméla na my§ zadné $kodlivé i&inky. Injekce nespecifické lidské IgG protilatky nezpi-
sobovala Zadnou ochranu pfed TNFo~indukovanou letalitou.

Ve druhém pokusu bylo 49 mysi rozdéleno do 7 stejnych skupin. Kazda skupina dostala riizné
davky D2E7 tficet minut pfed podanim LDjgy davky smési thTNF/D—galaktosaminu (1 pg rhTNF
a 20 mg D-galaktosaminu na mys3). Kontrolni skupina &. 7 dostala normalni lidskou IgG1 kappa
protilatku v davce 25 pg/mys. Mys3i byly vySetfovany o 24 hodin pozdgji. PfeZivani pro kazdou
skupinu je shrnuto v tabulce 13.

Tabulka 13: 24 hodinové preZivani po podani D2E7

Skupina Prezivani (zivé/celkem) Prezivani (%)
1 (bez protilatky) 0/7 0
2(1pg) /7 14
3(2,6 ng) 517 71
4 (5,2 pg) 6/7 86
5 (26 pg; bez rhTNF) 1 100
7 (25 pg HuIgG1) 117 14

2. Inhibice pyrexie u kralik indukované TNF

Byla vySetfovana U¢innost D2E7 v inhibici thTNF indukované pyretické odpovédi u kraliki.
Skuping tii samic NZW kralikd, kaZzda o hmotnosti pfiblizné 2,5 kg, byla podana injekéné D2E7,
rhTNF a imunitni komplexy D2E7 a rhTNF. Termistorovou sondou byla méfena rektalni teplota
na Kayeov€ snimaci teplot kazdou minutu po dobu pfiblizné¢ 4 hodin. Rekombinantni lidsky
TNF v salinickém roztoku, injikovany v koncentraci 5 pg/kg, zvySoval teplotu o vice nez 0,4 °C
vasi 45 minut€ po injekci. Pripravek protilatky samotné, v salinickém roztoku v davce
138 png/kg, nezvySoval teplotu u kraliki do 140 minuty po podani. Ve viech dalSich pokusech
byla D2E7 nebo kontrolni &inidlo (lidsky IgG1 nebo salinické vehikulum) podéna injek&né
i.v. kralikim a potom nésledovala po 15 minutach injekce rhTNF v salinickém roztoku v davce
5 pg/kg i.v. Reprezentativni vysledky z n€kolika pokusiti jsou shrnuty v tabulce 14, dale.

Tabulka 14. DE27 zprostfedkovana inhibice pyrexie indukované rhTNF u kraliku

Vzestup teploty* °C Molarni Vrcholna
pomer teplota
davka D2E7 rhTNF rhTNF+D2E7 % inhibice** D2E7:rhTNF  minuty po
(ug/ke) thTNF
14 0,53 0,25 53 1 60
24 0,43 0,13 70 1,6 40
48 0,53 0,03 94 33 50
137 0,53 0,00 100 9,5 60
792 0,80 0,00 100 55 60
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* = Vrcholni teplota
** % inhibice = (1— (vzestup teploty srh TNF a D2E7/vzestup teploty srhTNF
samotnym)) x 100

Intravendzni predo3etfeni D2E7 v davce 14 pg/kg castecné inhibovalo pyrotenni odpovéd’ ve
srovnani s kraliky o3etfenymi samotnym salinickym roztokem. D2E7 podana v davce 137 png/kg
zcela potlagila pyrogenni odpovéd’ na thTNF ve stejném pokusu. Ve druhém pokus D2E7 podana
v davce 24 pg/kg také Easteéné potladovala pyrogenni odpovéd’, ve srovnani s kraliky oSetfenymi
pouze salinickym roztokem. Molarni pomér D2E7 k rhTNF byl v tomto pokusu 1/6:1. Ve tietim
pokusu zcela potlatovana D2E7 injikovana i.v. v davce 48 pg/kg (molarni pomér D2E7:rhTNF
= 3,3:1) pyrogenni odpovéd’, ve srovnani s kraliky oSetfenymi kontrolnim lidskym IgG1 v sali-
nickém roztoku v davce 30 pg/kg. V poslednim pokusu, krélici oSetfeni D2E7 (792 ng/kg) ve
velmi vysokém molarnim poméru k rhTNF (55:1) nevykazovali jakékoliv zvySeni teploty béhem
4 hodin pozorovani. OSetfeni kraliki imunitnimi komplexy generovanymi ze smési D2E7
arhTNF inkubované po dobu 1 hodiny pfi 37 °C v molarnim poméru 55:1, bez nasledného
podani rhTNF, také nevyvolalo jakykoliv vzestup teploty ve stejném pokusu.

3. Prevence polyartritidy u Tg197 transgennich my$i

Utinek D2E7 na vyvoj onemocn&ni byl zkoumén v transgennim my3im modelu artritidy. Byly
vyvinuty transgenni mysi (Tgl197), které exprivuji lidsky pfirozeny TNF (modifikovany ve 3’
regionu za kddujici sekvenci) a u téchto mysi se vyvijela chronicka polyartritida se 100%
incidenci ve vé&ku 4 aZz 7 tydni (pro dalsi popis Tg197 modelu polyartritidy viz EMBO J. (1991)
10: 4025 —4031).

Transgenni zvifata byla identifikovdna PCR ve véku 3 dni. Vrhy transgennich mysi byly rozdé-
leny do Sesti skupin. Lé&ebné protokoly pro 3est skupin byly nasledujici: Skupina 1 = bez 1é¢by;
Skupina 2 = salinicky roztok (vehikulum); skupina 3 = D2E7 v davce 1,5 pg/g; skupina 4 =
D2E7 v davce 15 pg/g; skupina 5 = D2E7 v davce 30 pg/g; a Skupina 6 = 1gG1 kontrola v davce
30 pg/g. Do studie byly vzaty také vrhy netransgennich mysi a slouZily jako kontroly (Skupina 7
= netransgenni; bez 1é¢by). Kazda skupina dostdvala tfi injekce za tyden i.p. ukdzané 1écby.
Injekce probihaly po dobu 10 tydni. Kazdy tyden byly pro kazdé zvife zaznamenavany mak-
roskopické zmény v morfologii kloubd. V 10 tydnech byly mys3i utraceny a tkafi byla uchovava-
na ve formalinu. Bylo provedeno mikroskopické vySetieni tkané.

U kazdé mysi byl na za&atku kazdého tydne zaznamenéana hmotnost v gramech. Ve stejnou dobu
bylo také provedeno méfeni velikosti kloubii (v mm), jako méfeni zivaZnosti onemocnéni.
Velikost kloubl byla urena jako priimér tfi méfeni na kotniku pravé tlapky za pouZziti mikro-
metru. Artritické skére bylo zaznamenavano tydné nasledujicim zplsobem: 0 = Zadn4 artritida
(normalni vzhled a flexe); + = mirna artritida (deformace kloubu); ++ = stiedni artritida (otok,
deformace kloubu) a +++ = t&zk4 artritida (detekovana ankylosa pii flexi a zavazna porucha
hybnosti). Na zikladg barveni ezl kloubu haematoxylinem/oesinem bylo stanoveno histopatolo-
gické skore: 0 = bez detekovatelného onemocnéni; 1 = proliferace synovidlni membrany; 2 =
t&zké ztlu$téni synovialni membrany; 3 = destrukce chrupavky a erose kosti.

Utinek o3etfeni D2E7 na primérnou velikost kloubu Tg197 transgennich artritickych mys3i je

ukazan graficky na obrazku 9. Histopatologické a artritické skore Tgl197 transgennich mysi, ve
véku 11 tydnd, je uvedeno v tabulce 15, dale.
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Tabulka 15: Uginek D2E7 na histopatologické a artritické skére u Tg197 mysi

Skupina Lécba Histopatologické skore Artritické skore
1 Zadna 3 +++(7/7)
2 salin. roztok 3 (8/8) +++ (8/8)
6 1gG1 kontrola 3 (9/9) +++(7/9)
3 D2E7 1,5 ng/g 0 (6/8) 0(8/8)
4 D2E7 15 pg/g 0(7/8) 0(8/8)
5 D2E7 30 ug/g 0(8/8) 0(8/8)

Tento pokus ukazuje, Z¢ D2E7 protilitka mé vyrazné pozitivni (&inky na transgenni mysi
exprimujici pfirozeny lidsky TNF (Tg197) bez pfitomnosti artritidy na konci studované doby.

E. DE27 neutralizace TNFa od jinych druht
Vazebna specificita D2E7 byla vySetfovana méfenim jeji schopnosti neutralizovat faktor nekrosy

nadorti od jinych druhd primatd a od mysi, za pouziti testu L929 cytoxicity (jak je popséan
v prikladu 4, sekci A, vyse). Vysledky jsou shrnuty v tabulce 16, dale.

Tabulka 16: Schopnost D2E7 neutralizovat TNF od jinych druhd v L929 testu

TNFo* Zdroj ICso pro D2E7 neutralizaci (M)**
lovek Rekombinantni 7,8x 107"

$impanz LPS-stimulované PBMC 55x10™

pavian rekombinantni 6,0x10"

kosman LPS—stimulované PBMC 4,0x10"

makak (cynomolgus) LPS—stimulované PBMC 80x10™"

makak rhesus LPS—stimulované PBMC 3,0x 10

pes LPS—stimulované PBMC 22x10™"

prase rekombinantni 1,0x 107

mys rekombinantni >1,0x 107

Vysledky v tabulce 16 ukazuji, ze D2E7 miZe neutralizovat aktivitu péti primétich TNFa pfibliz-
né stejn€ jako lidského TNFa a, navic, miZe neutralizovat aktivitu psiho TNFa (pfiblizné
desetkrat méné nez lidského TNFa) a prase¢iho a mysiho TNFa (pfiblizn€ 1000—krat méné nez
lidského TNFa). Kromé toho, vazba D2E7 na rhTNFa ve fazi roztoku nebyla inhibovana dalsi-
mi cytokiny, jako je lyfotoxin (TNF), IL-1a, IL-18, IL-2, IL-4, IL~6, IL-8, IFNt a TGFB, coz
ukazuje, Ze D2E7 je velmi specificka pro sviij ligand TNFa.

F. Chybéni uvoliiovéni cytokint lidskou plnou krvi inkubovanou s D2E7

V tomto piikladu byla vySetfovina schopnost D2E7 inkubovat, samostatné, sekreci cytokini
nebo exprexi povrchovych molekul na normalnich buiikach lidské krve. D2E7 byla inkubovéna
s fedénou plnou krvi od tfi riznych normalnich déarci v riznych koncentracich po dobu 24 hodin.
LPS pozitivni kontrola byla provedena ve stejnou dobu, v koncentraci pfedem uréené pro
stimulaci sekrece cytokintll, imunokompetentnimi buiikami. Byly ziskany supernatanty a byly
testovany v panelu deseti solubilnich cytokini, receptori a adheznich molekul v ELISA kitu:
IL-1a, IL-1B, antagonista IL—1 receptoru, IL-6, IL-8, TNFa, solubilni TNF receptor I, solubilni
TNF receptor II, solubilni ICAM-1 a solubilni E—selektin. Zadna signifikantni mnozstvi cytokinii
nebo povrchovych bunéénych molekul nebyla méfena v dusledku spole¢né inkubace D2E7
protilatky, v koncentraci 343 pg/ml. Kontrolni kultury bez pfidéani protilatky také nevykazovaly
Z4dna meéfitelna mnoZstvi cytokint, zatimco LPS—kontrola vykazovala zvySené hladiny v rozme-
zi mnoha pikogramii az nanogrami. Tyto vysledky ukazuji, Ze D2E7 neindukuje sekreci cytokini
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nebo povrchovych bun&énych proteini buitkami piné krve nad normélni hladinu v kulturéch ex

vivo.

Casti predkladané prihlasky je pripojeny seznam sekvenci, jehoZ obsah je shrnut v nasledujici

tabulce:

SEQ ID NO: Retézec protilatky Region Typ sekvence
1 D2E7 VL aminokyselina
2 D2E7 VH aminokyselina
3 D2E7 VL CDR3 aminokyselina
4 D2E7 VL CDR3 aminokyselina
5 D2E7 VL CDR2 aminokyselina
6 D2E7 VH CDR2 aminokyselina
7 D2E7 VL CDR1 aminokyselina
8 D2E7 VH CDR1 aminokyselina
9 2SD4 VL aminokyselina
10 2SD4 VH aminokyselina
11 2SE4 VL CDR3 aminokyselina
12 EP B12 VL CDR3 aminokyselina
13 VL10E4 VL CDR3 aminokyselina
14 VL100A9 VL CDR3 aminokyselina
15 VLL100D2 VL CDR3 aminokyselina
16 VLLOF4 VL CDR3 aminokyselina
17 LOES5 VL CDR3 aminokyselina
18 VLLOG7 VL CDR3 aminokyselina
19 VLLOGY VL CDR3 aminokyselina
20 VLLOHI VL CDR3 aminokyselina
21 VLLOHI10 VL CDR3 aminokyselina
22 VL1B7 VL CDR3 aminokyselina
23 VLIC1 VL CDR3 aminokyselina
24 VLO0.1F4 VL CDR3 aminokyselina
25 VLO.1H8 VL CDR3 aminokyselina
26 LOE7.A VL CDR3 aminokyselina
27 2SD4 VH CDR3 aminokyselina
28 VHIBI11 VH CDR3 aminokyselina
29 VHIDS8 VH CDR3 aminokyselina
30 VH1ALll VH CDR3 aminokyselina
31 VHIBI12 VH CDR3 aminokyselina
32 VHIE4 VH CDR3 aminokyselina
33 VHIF6 VH CDR3 aminokyselina
34 3C-H2 VH CDR3 aminokyselina
35 VH1-D2.N VH CDR3 aminokyselina
36 D2E7 VL nukleova kyselina
37 D2E7 VH nukleova kyselina

Odbornici v oboru poznaji, nebo budou schopni zjistit b&Znym experimentovanim nebo ekviva-
lenti specifickych provedeni vynalezu, ktera jsou zde popsana. Takové ekvivalenty jsou zahrnuty
10 nasledujicimi patentovymi naroky.
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Seznam sekvenci:

(1) Obecné informace:
(1) Prihlasovatel:

(A) Jméno: BASF Aktiengesellschaft
(B) Ulice: Carl-Bosch Str. 38

(C) Mésto: 67056 Ludwigshafen

(D) Zemé&: Rheinladn—Pfalz

(E) Stat: Némecka Spolkova Republika

(ii) Nazev vynalezu: Lidské protilatky k lidskému TNFa

(iii) Pocet sekvenci: 37
(iv) Adresa pro korespondenci

(A) Adresa: Lahive & Cocfield

(B) Ulice: 60 State Street, suite 510
(C) Mésto: Boston

(D) Stat: Massachusetts

(E) Zemé: USA

(F) ZIP: 02109-1875

(v) Potitalova ¢teci forma:
(A) Typ média: Floppy disk

(B) Pocitac: IBM PC kompatibilni
(C) Operacni systém: PC-DOS/MS-DOS

(D) Software: PatentIn Release # 1.0, verse # 1.25

(vi) Udaje o sougasné piihlasce:
(A) Cislo ptihlasky:
(B) Datum podani:
(C) Klasifikace:
(vii) Predchozi data prihlasky:
(A) Cislo ptihlasky: US 08/599226

(B) Datum podéni: 9. 2. 1996
(C) Klasifikace:

(vii) Predchozi data piihlasky
(A) Cislo prihlasky: US 60/031476

(B) Datum podani: 25. 11. 1996
(C) Klasifikace:
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(viii) Zastupce/agent — informace

(A) Jméno: DeConti, Giulio A, Jr.

(B) Registra¢ni ¢islo: 31503

(C) Reference/Eislo rejstiiku: BB1-043CPPC

(ix) Telekomunikaéni informace:

(A) Telefon: (617)227-7400
(B) Telefax: (617)227-5941

(2) Informace pro SEQ ID NO: 1:
(i) Charakteristiky sekvence:

(A) Délka: 107 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(D) Topologie: linearni

(i) Typ molekuly: peptid

(v) Typ fragmentu: vnitini

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 1:

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser
b s

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys
20

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys
35

Tyr Ala Ala Ser Thr Leu Gln
50 §5

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe
65 70

Glu Asp Val Ala Thr Tyr Tyr
85

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys
.00

(2) Informace pro SEQ ID NO: 2:
(i) Charakteristika sekvence:
(A) Délka: 121 aminokyselin

(B) Typ: aminokyselina
(D) Topologie: linearni

Pro Ser
Arg Ala
25

Pro Gly
40

Ser Gly
Thr Leu

Cys Gln

Val Glu
105

-43-

Ser Leu
10

Ser Gln

Lys Ala

val Pro

Thr Ile
15

Arg Tyr
90

Ile Lys

Ser Ala

Gly Ile

Pro Lys
45

Ser Arg
60

Ser Ser

Asn Arg

Ser

Arg

30

Leu

Phe

Leu

Ala

Val Gly

Asn Tyr

Leu Ile

Ser Gly

Gln Pro

80

Pro Tyr
95
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(ii) Typ molekuly: peptid
(v) Typ fragmentu: vnitini
(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 2:
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Arg
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Asp Asp Tyr
20 25 30

Ala Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
3s 40 45

Ser Ala Ile Thr Trp Asn Ser Gly His Ile Asp Tyr Ala Asp Ser Val
S0 55 60

Glu Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ala Lys Asn Ser Leu Tyr
65 70 75 60

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Rla Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Lys Val Ser Tyr Leu Ser Thr Ala Ser Ser Leu Asp Tyr Trp Gly
100 105 110

Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120
(2) Informace pro SEQ ID NO: 3:
(i) Charakteristika sekvence:
(A) Délka: 9 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(D) Topologie: linearni
(ii) Typ molekuly: peptid
(v) Typ fragmentu: vnitini
(ix) Vlastnosti:
(A) Jméno/kli¢: modifikované misto
(B) Umisténi: 9
(C) Jiné informace: /“Xaa je Thr nebo Ala“
(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 3:

Gln Arg Tyr Asn Arg Ala Pro Tyr Xaa
1 S
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Informace pro SEQ ID NO: 4:
(i) Charakteristika sekvence:
(A) Délka: 12 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(D) Topologie: linearni
(i) Typ molekuly: peptid
(v) Typ fragmentu: vnitini
(ix) Vlastnosti:
(A) Jméno/kli¢: modifikované misto
(B) Umisténi: 12
(C) Jiné informace: /“Xaa je Thr nebo Ala“

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 4:

Val Ser Tyr Leu Ser Thr Ala Ser Ser Leu Asp Xaa
1 S 10
Informace pro SEQ ID NO: 5:
(i) Charakteristika sekvence:
(A) Délka: 7 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(D) Topologie: linearni
(ii) Typ molekuly: peptid
(v) Typ fragmentu: vnitini
(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 5:
Ala Ala Ser Thr Leu Gln Ser
1 . 5
Informace pro SEQ ID NO: 6:
(i) Charakteristika sekvence:
(A) Délka: 17 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(D) Topologie: linearni
(ii)) Typ molekuly: peptid

(v) Typ fragmentu: vnitini
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(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 6:

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

h Y s

Gly

Informace pro SEQ ID NO: 7:

(i) Charakteristika sekvence:
(A) Délka: 11 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(D) Topologie: linearni

(i1) Typ molekuly: peptid

(v) Typ fragmentu: vnitfni

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 7:

Arg Ala Ser Gln Gly Ile Arg Asn Tyr Leu Ala

1 S

Informace pro SEQ ID NO: 8:

(i) Charakteristika sekvence:
(A) Délka: 5 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(D) Topologie: linearni

(ii) Typ molekuly: peptid

(v) Typ fragmentu: vnitini

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 8:

Asp Tyr Ala Met His
1 5

Informace pro SEQ IDNO: 9:

(i) Charakteristika sekvence:
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(A) Délka: 107 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(D) Topologie: linearni

(i) Typ molekuly: peptid

(v) Typ fragmentu: vnitini

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 9:

Asp
1
Asp

Leu

Tyr
Ser
65

Glu

Ala

Ile Gln

Arg Val

Ala Trp

3S

Ala Ala
50

Gly Ser

Asp Val

Phe Gly

Met

Thx
20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln
100

Thr

Ile

Gln

Thr

Thx

Thr

B5

Gly

Gln

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

(2) Informace pro SEQ ID NO: 10:

(i) Charakteristika sekvence:

(A) Délka: 121 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(D) Topologie: linearni

(ii) Typ molekuly: peptid

(v) Typ fragmentu: vnitini

Ser Pro Ser
Cys Arg Ala
25

Lys Pro Gly
40

Gln Ser Gly
55

Phe Thr Leu

Tyr Cys Gln

Lys val Glu
105

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 10:
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Ser Leu
10

Ser Gln

Lys Ala

Val Pro

Thr Ile
75

Lys Tyr
90

Yle Lys

Ser Ala

Gly Ile

Pro Lys
45

Ser Arg
60

Ser Ser

Asn Ser

Ser Ile
15

Arg Asnh

30

Leu Leu

Phe Ser

Leu Gln

Ala Pro
95

Gly

Ile

Gly

Pro
BO

Tyr
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Gln

Ser

Ser

Glu

€5

Thr

Gln

Val

Leu

Met

Ala

50

Gly

Gln

Lys

Gly

Gln

Axg

His

35

Ile

Arg

Met

Ala

Thr
115

Leu

Leu
20

Trp

Thr

Phe

Asn

Ser

100

Leu

val

Ser

val

Trp

Ala

Ser

85

Tyr

val

Glu

Arg

AsSn

val

70

Leu

Leu

Thr

(2) Informace pro SEQ ID NO: 11:

(i) Charakteristika sekvence:

(A) Délka: 9 aminokyselin

(B) Typ: aminokyselina
(D) Topologie: linearni

(i) Typ molekuly: peptid

(v) Typ fragmentu: vnitini

CZ 292465 B6

Ser

Ala

Gln

Ser

55

Ser

Arg

Serx

val

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 11:

Gln Lys Tyr Asn Ser Ala Pro Tyr Ala

b 8

5

(2) Informace pro SEQ ID NO: 12:

(i) Charakteristika sekvence:

(A) Délka: 9 aminokyselin

(B) Typ: aminokyselina
(D) Topologie: linearni

(ii) Typ molekuly: peptid

(v) Typ fragmentu: vnitini

Gly Gly
Ala Ser
25

Ala Pre
40

Gly His

Arg Asp

Pro Glu

Thr Ser

105

Ser Ser
120
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Gly
10

Gly
Gly
Ile
Asn
Asp

90

Ser

Leu Vval

Phe Thr

Lys Gly

ASp Tyr

60

Ala Lys
75

Thr Ala

Ser Leu

Gln Pro

Phe Asp
30

Leu Asp
45

Ala Asp
Asn Ala

Val Tyr

Asp Asn
110

Gly
15

Asp

Serx

Leu

Tyr

95

Trp

Arg

Val

val

Tyr
80

Cys

Gly
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(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 12:

Gln Lys Tyr Asn Arg Ala Pro Tyr Ala
2 S
Informace pro SEQ ID NO: 13:
(i) Charakteristika sekvence:
(A) Délka: 9 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(D) Topologie: linearni
(it) Typ molekuly: peptid
(v) Typ fragmentu: vnitini

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 13:

Gln Lys Tyr Gln Arg Ala Pro Tyr Thr
1l 5

Informace pro SEQ ID NO: 14:

(i) Charakteristika sekvence:
(A) Délka: 9 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(D) Topologie: linearni

(if) Typ molekuly: peptid

(v) Typ fragmentu: vnitini

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 14:

Gln Lys Tyr Ser Ser Ala Pro Tyr Thr
1 5
Informace pro SEQ ID NO: 15:
(i) Charakteristika sekvence:
(A) Délka: 9 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(D) Topologie: linearni
(i1) Typ molekuly: peptid

(v) Typ fragmentu: vnitini
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(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 15:

Gln Lys Tyr Asn Ser Ala Pro Tyr Thr
1 5
Informace pro SEQ ID NO: 16:
(i) Charakteristika sekvence:
(A) Délka: 9 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(D) Topologie: linearni
(i1) Typ molekuly: peptid
(v) Typ fragmentu: vnitini

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 16:

Gln Lys Tyr Asn Arg Ala Pro Tyr Thr
b 5
Informace pro SEQ ID NO: 172
(i) Charakteristika sekvence:
(A) Délka: 9 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(D) Topologie: linearni
(ii) Typ molekuly: peptid
(v) Typ fragmentu: vnitini

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 17:

Gln Lys Tyr Asn Ser Ala Pro Tyr Tyr
1l 5
Informace pro SEQ ID NO: 18:
(i) Charakteristika sekvence:
(A) Délka: 9 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(D) Topologie: linearni

(ii) Typ molekuly: peptid
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(v) Typ fragmentu: vnitini

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 18:

Gln Lys Tyr Asn Ser Ala Pro Tyr Asn
i 5
Informace pro SEQ ID NO: 19:
(i) Charakteristika sekvence:
(A) Délka: 9 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(D) Topologie: linearni
(ii) Typ molekuly: peptid
(v) Typ fragmentu: vnitini

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 19:

Gln Lys Tyr Thr Ser Ala Pro Tyr Thr
1 5
Informace pro SEQ ID NO: 20:
(i) Charakteristika sekvence:
(A) Délka: 9 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(D) Topologie: linearn{
(i) Typ molekuly: peptid
(v) Typ fragmentu: vnitini
(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 20:

Gln Lys Tyr Asn Axrg Ala Pro Tyr Asn
1 5

Informace pro SEQ ID NO: 21:

(i) Charakteristika sekvence:

(A) Délka: 9 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(D) Topologie: linearni
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(i) Typ molekuly: peptid
(v) Typ fragmentu: vnitini

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 21:

Gln Lys Tyr Asn Ser Ala Ala Tyr Ser

b 5

Informace pro SEQ ID NO: 22:
(i) Charakteristika sekvence:
(A) Délka: 9 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(D) Topologie: linearni
(ii) Typ molekuly: peptid

(v) Typ fragmentu: vnitini

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 22:

Gln Gln Tyr Asn Ser Ala Pro Asp Thr

1l S

Informace pro SEQ ID NO: 23:

(i) Charakteristika sekvence:
(A) Délka: 9 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(D) Topologie: linearni

(i) Typ molekuly: peptid

(v) Typ fragmentu: vnitini

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 23:

Gln Lys Tyr Asn Ser Asp Pro Tyr Thr

1 5

Informace pro SEQ ID NO: 24:
(i) Charakteristika sekvence:

(A) Délka: 9 aminokyselin
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(B) Typ: aminokyselina
(D) Topologie: linearni

(ii) Typ molekuly: peptid
(v) Typ fragmentu: vnitini

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 24:

Gln Lys Tyr Ile Ser Ala Pro Tyr Thr
b3 L]
Informace pro SEQ ID NO: 25:
(i) Charakteristika sekvence:
(A) Délka: 9 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(D) Topologie: linearni
(i) Typ molekuly: peptid
(v) Typ fragmentu: vnitini

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 25:

Gln Lys Tyr Asn Arg Pro Pro Tyr Thr
2 -3

Informace pro SEQ ID NO: 26:

(i) Charakteristika sekvence:
(A) Délka: 9 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(D) Topologie: linearni

(ii) Typ molekuly: peptid

(v) Typ fragmentu: vnitini

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 26:

Gln Arg Tyr Asn Arg Ala Pro Tyr Ala
1 5
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Informace pro SEQ ID NO: 27:

(i) Charakteristika sekvence:
(A) Délka: 12 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(D) Topologie: linearni

(i) Typ molekuly: peptid

(v) Typ fragmentu: vnitini

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 27:

Ala Ser Tyr Leu Ser Thr Ser Ser Ser Leu Asp Asn

1 5

Informace pro SEQ ID NO: 28:

(i) Charakteristika sekvence:
(A) Délka: 12 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(D) Topologie: linearni

(i) Typ molekuly: peptid

(v) Typ fragmentu: vnitini

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 28:

Ala Ser Tyr Leu Sexr Thx Ser Ser Ser Leu Asp Lys

1 5

Informace pro SEQ ID NO: 29:

(i) Charakteristika sekvence:
(A) Délka: 12 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(D) Topologie: linearni

(i) Typ molekuly: peptid

(v) Typ fragmentu: vnitini

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 29:
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Ala Ser Tyr Leu Ser Thr Ser Ser Ser Leu Asp Tyr
1 5 bR Y
Informace pro SEQ ID NO: 30:
(i) Charakteristika sekvence:
(A) Délka: 12 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(D) Topologie: linearni
(ii) Typ molekuly: peptid
(v) Typ fragmentu: vnitini
(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 30:
Ala ser Tyr Leu Ser Thr Ser Ser Ser Leu Asp Asp
1 5 10
Informace pro SEQ ID NO: 31:
(i) Charakteristika sekvence:
(A) Délka: 12 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(D) Topologie: linearni
(i) Typ molekuly: peptid
(v) Typ fragmentu: vnitini

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 31:

‘Ala Ser Tyr Leu Ser Thr Ser Phe Ser Leu Asp Tyr
b S 5 10
Informace pro SEQ ID NO: 32:
(i) Charakteristika sekvence:
(A) Délka: 12 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(D) Topologie: linearni
(ii) Typ molekuly: peptid

(v) Typ fragmentu: vnitini

-55-




10

15

20

25

30

35

40

)

@

@)

CZ 292465 B6

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 32:

Ala Ser Tyr Leu Ser Thr Ser Ser Ser Leu His Tyr
b 5 10
Informace pro SEQ ID NO: 33:
(1) Charakteristika sekvence:
(A) Délka: 12 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(D) Topologie: linearni
(i1) Typ molekuly: peptid
(v) Typ fragmentu: vnitini
(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 33:

Ala ser Phe Leu Ser Thr Ser Ser Ser Leu Glu Tyr
1 S 20

Informace pro SEQ ID NO: 34:
(i) Charakteristika sekvence:
(A) Délka: 12 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(D) Topologie: linearni
(ii) Typ molekuly: peptid
(v) Typ fragmentu: vnitini
(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 34:
Ala Ser Tyr Leu Ser Thr Ala Ser Ser Leu Glu Tyr
1 L] 10
Informace pro SEQ ID NO: 35:
(i) Charakteristika sekvence:
(A) Délka: 12 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(D) Topologie: linearni

(i1) Typ molekuly: peptid
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(v) Typ fragmentu: vnitfni

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 35:

Val Ser Tyr Leu Ser Thr Ala Ser Ser Leu Asp Asn
1 5 10

(2) Informace pro SEQ ID NO: 36:

(i) Charakteristika sekvence:

(A) Délka: 321 part bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: dvojity
(D) Topologie: linearni

(i) Typ molekuly: cDNA

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 36:

GACATCCAGA TGACCCAGTC TCCATCCTCC CTGTCTGCAT CTGTAGGGGA CAGAGTCACC
ATCACTTGTC GGGCAAGTCA GGGCATCAGA AATTACTTAG CCTGGTATCA GCAAAARCCA
GGGAAAGCCC CTAAGCTCCT GATCTATGCT GCATCCACTT TGCAATCAGG GGTCCCATCT
CGGTTCAGTG GCAGTGGATC TGGGACAGAT TTCACTCTCA CCATCAGCAG CCTACAGCCT

GAAGATGTTG CAACTTATTA CTGTCARAGG TATAACCGTG CACCGTATAC TTTTGGCCAG

GGGACCAAGG TGGARATCAR A

(2) Informace pro SEQ ID NO: 37:
(i) Charakteristika sekvence:
(A) Délka: 363 part bazi
(B) Typ: nukleova kyselina
(C) Retézec: dvojity
(D) Topologie: linearni
(ii) Typ molekuly: cDNA

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 37:
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GAGGTGCAGC TGGTGGAGTC TGGGGGAGGC TTGGTACAGC CCGGCAGGTC CCTGAGACTC 60
TCCTGTGCGG CCTCIGGATT CACCTTITGAT GATTATGCCA TGCACTGGGT CCGGCAAGCT 120
CCAGGGAAGG GCCTGGAATG GGTCTCAGCT ATCACTTGGA ATAGTGGTCA CATAGACTAT ieo
GCGGACTCTG TGGAGGGCCG ATTCACCATC TCCAGAGACA ACGCCAAGAR CTCCCTGTAT 240
CTGCAAATGA ACAGTCTGAG AGCTGAGGAT ACGGCCGTAT ATTACTGTGC GAAAGTCTCG 300
TACCTTAGCA CCGCGTCCTC CCTTGACTAT TG&GGCCAAG GTACCCTGGT CACCGTCTCG 360

AGT 363

PATENTOVE NAROKY

1. Izolovana lidska protilatka, nebo jeji antigen—vazebna &ast, s témito charakteristikami:

a. disociuje z lidského TNFa s rychlostni konstantou Kog 1 x 10”s™ nebo mengi, stanove-
no povrchovou plazmonovou rezonanci,

b. ma CDR3 doménu lehkého fetézce obsahujici aminokyselinovou sekvenci SEQ ID
NO: 3, nebo sekvenci modifikovanou ze SEQ ID NO: 3 jednou substituci alaninu
vpozici 1, 4, 5, 7 nebo 8 nebo jednou aZ péti konzervativnimi aminokyselinovymi
substitucemi v pozicich 1, 3, 4, 6, 7, 8 a/nebo 9,

c. ma CDR3 doménu tézkého fetézce obsahujici aminokyselinovou sekvenci SEQ ID
NO: 4, nebo sekvenci modifikovanou ze SEQ ID NO: 4 jednou substituci alaninu v po-
zici 2,3, 4,5, 6, 8,9, 10 nebo 11 nebo jednou aZ péti konzervativnimi aminokyselino-
vymi substitucemi v pozicich 2, 3, 4, 5, 6, 8, 9, 10, 11 a/nebo 12.

2. Izolovana lidska protilatka, nebo jeji antigen—vazebna &ast, podle naroku 1, ktera disociuje
z lidského TNFa s K4 1 x 10® M nebo nizi a rychlostni konstantou Kog 1 x 102 s nebo mensi,

oboji stanoveno povrchovou plazmovou rezonanci, a neutralizuje cytotoxicitu lidského TNFa ve
standardnim in vitro L929 testu s ICsy 1 x 10”7 M nebo mensi.

3. Izolovana lidska protilatka, nebo jeji antigen—vazebna ¢ast, podle naroku 2, ktera neutralizu-
je cytotoxicitu lidského TNFa ve standardnim in vitro 1929 testu s ICso 1 x 10 M nebo mensi.

4. Izolovana lidska protilatka, nebo jeji antigen—vazebna €ast, podle naroku 2, ktera neutralizu-
je cytotoxicitu lidského TNFo ve standardnim in vitro L929 testu s ICso 1 x 10 M nebo mensi.

5. Izolovana lidska protilatka, nebo jeji antigen—vazebna €ast, podle naroku 2, ktera neutralizu-
je cytotoxicitu lidského TNFa ve standardnim in vitro L929 testu s ICso 1 x 10" M nebo mensi.

6. Izolovana lidska protilatka, nebo jeji antigen—vazebna Cast, podle naroku 2, kterou je rekom-
binantni protilatka nebo jeji antigen—vazebna &ast.

7. lzolovana lidska protilatka, nebo jeji antigen-vazebna ¢ast, podle naroku 2, ktera inhibuje
lidskym TNFa indukovanou expresi ELAM~-1 na endotelovych burikach lidské pupeénikové Zily.
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8. Izolovana lidska protilitka podle naroku 1 nebo 2, nebo jeji antigen—vazebna &ast, ktera
disociuje z lidského TNFa s rychlostni konstantou Ky 5 x 10™s™ nebo mensi.

9. Izolovana lidska protilitka podle naroku 1 nebo 2, nebo jeji antigen vazebna &ast, ktera
disociuje z lidského TNFa s rychlostni konstantou Ko 1 X 10* s nebo mensi.

10. Izolovana lidska protilatka, nebo jeji antigen—vazebna &ast, podle naroku 1, s variabilnim
regionem lehkého fet¥zce (LCVR) majicim CDR3 doménu obsahujici aminokyselinovou sekven-
ci SEQ ID NO: 3, nebo sekvenci modifikovanou ze SEQ ID NO: 3 jednou alaninovou substituci
v pozici 1, 4, 5, 7 nebo 8 a s variabilnim regionem tézkého fetézce HCVR majicim CDR3
doménu obsahujici aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO: 4, nebo modifikovanou ze SEQ ID
NO: 4 jednou alaninovou substituci v pozici 2, 3,4, 5, 6, 8,9, 10 nebo 11.

11. Izolovana lidské protilatka, nebo jeji antigen-vazebna &ast, podle naroku 10, kde LCVR ma
dale CDR2 doménu obsahujici aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO: 5 a HCVR m4 dale
CDR 2 doménu obsahujici aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO: 6.

12. Izolovana lidské protilatka, nebo jeji antigen—vazebna &ast, podle naroku 11, kde LCVR ma
dale CDR1 doménu obsahujici aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO: 7 a HCVR ma dale
CDR1 doménu obsahujici aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO: 8.

13. Izolovana lidska protilatka, nebo jeji antigen—vazebna ¢ast, podle naroku 1, s variabilnim
regionem lehkého fetézce (LCVR) obsahujicim aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO: 1
a s variabilnim regionem t&zkého fetézce (HCVR) obsahujicim aminokyselinou sekvenci SEQ ID
NO: 2.

14. Izolovana lidsk4 protilatka podle niroku 13, kterd ma konstantni region t€zkého fetéz-
ce IgGl.

15. Izolovana lidska protildtka podle niroku 13, kterdA méa konstantni region téZkého fetéz-
ce IgG4.

16. Izolovana lidska protilatka podle naroku 13, kterou je Fab fragment.
17. Izolovana lidska protildtka podle néroku 13, kterou je jednofetézcovy Fv fragment.

18. Izolovana lidska protilatka, nebo jeji antigen—vazebna &ast, podle naroku 1, s variabilnim
regionem lehkého fetézce LCVR majicim CDR3 doménu obsahujici aminokyselinovou sekvenci
vybranou ze skupiny skladajici se z SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12,
SEQIDNO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17,
SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 22,
SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 25, SEQ ID NO: 26 nebo s variabilnim regionem
t&zkého Fetézce (HCVR) majicich CDR3 doménu obsahujici aminokyselinovou sekvenci vybra-
nou ze skupiny skladajici se ze SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO:
29, SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 33 a SEQ ID NO: 34.

19. Rekombinantni lidska protilatka, nebo jeji antigen—vazebna &ast, ktera neutralizuje aktivitu
lidského TNFa, ale ne aktivitu lidského TNFB, a m4 identifikaéni charakteristiky protilatky podle
kteréhokoli z naroki 1 az 18.

20. Rekombinantni lidsk4 protilatka, nebo jeji antigen—vazebna &ast, podle naroku 19, které také
neutralizuje aktivitu §impanziho TNFo a alespoii jednoho dal$iho primatiho TNFo vybraného ze
skupiny skladajici se zpavidniho TNFa, kosmaniho TNFa, TNFa makaka (cynomolgus)
a TNFa makaka rhesus.
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21. Rekombinantni lidska protilatka, nebo jeji antigen—vazebna &ast, podle naroku 20, ktera také
neutralizuje aktivitu psiho TNFa.

22. Rekombinantni lidska protilatka, nebo jeji antigen—vazebna €ast, podle naroku 20, ktera také
neutralizuje aktivitu prase¢iho TNFa.

23. Izolovana nukleova kyselina kddujici lehky Fetézec protilatky podle naroku 1, kde CDR3
doména obsahuje aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO: 3, nebo sekvenci modifikovanou ze
SEQ ID NO: 3 jednou alaninovou substituci v pozici 1, 4, 5, 7 nebo 8 nebo jednou aZ péti
konzervativnimi aminokyselinovymi substitucemi v pozicich 1, 3, 4, 6, 7, 8 a/nebo 9.

24. Izolovana nukleova kyselina podle naroku 23, ktera koduje variabilni region lehkého Fetézce
LCVR protilatky.

25. Izolovana nukleova kyselina podle naroku 24, kde CDR2 doména LCVR protilitky obsahuje
aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO: 5.

26. Izolovana nukleové kyselina podle naroku 25, kde CDR1 doména LCVR protilatky obsahuje
aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO: 7.

27. Izolovana nukleova kyselina kodujici téZky fetézec protilatky podle naroku 1, kde CDR3
doména obsahuje aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO: 4, nebo modifikovanou ze
SEQ ID NO: 4 jednou alaninovou substituci v pozici 2, 3, 4, 5, 6, 8,9, 10 nebo 11 nebo jednou az
péti konzervativnimi aminokyselinovymi substitucemi v pozicich 2, 3, 4, 5, 6, 8, 9, 10, 11
a/nebo 12.

28. Izolovana nukleova kyselina podle naroku 27, ktera kéduje variabilni region t&Zkého fetézce
HCVR protilatky.

29. Izolovana nukleova kyselina podle naroku 28, kde CDR2 doména HCVR protilatky obsahu-
je aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO: 6.

30. Izolovana nukleova kyselina podle naroku 29, kde CDR1 doména HCVR protilatky obsahu-
je aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO: 8.

31. Izolovana nukleova kyselina kodujici lehky nebo té€zky fetézec protilatky podle naroku 1,
kde CDR3 doména obsahuje aminokyselinovou sekvenci vybranou ze skupiny skladajici se z:

c) SEQID NO: 3, SEQ ID NO: 11-26 lehkého fetézce,
d) SEQIDNO: 4, SEQ ID NO: 27-34 tézkého fetézce.

32. Izolovana nukleova kyselina podle naroku 24, kde variabilni region lehkého fetézce proti-
latky obsahuje aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO: 1.

33. Izolovana nukleova kyselina podle naroku 32, ktera k6duje variabilni region lehkého fetézce
protilatky a konstantni region lehkého retézce protilatky.

34. Izolovana nukleova kyselina podle naroku 33, ktera je v rekombinantnim expresnim vektoru.

35. Izolovana nukleova kyselina podle naroku 28, kde variabilni region tézkého fetézce proti-
latky obsahuje aminokyselinovou sekvenci SEQ ID NO: 2.
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36. Izolovana nukleova kyselina podle naroku 35, ktera koduje variabilni region t€Zkého fetézce
protilatky a konstantni region t&€zkého fetézce protilatky.

37. Izolovana nukleova kyselina podle naroku 36, kde konstantni regionem té€zkého fetézce
protilatky je konstantni region IgG1.

38. Izolovani nukleova kyselina podle naroku 36, kde konstantni regionem té€Zkého fetézce .
protilatky je konstantni region IgG4.

39. Izolovana nukleova kyselina podle naroku 37, ktera je v rekombinantnim expresnim vektoru.
40. Rekombinantni expresni vektor koédujici:

a) lehky fetézec protilatky majici variabilni region obsahujici aminokyselinovou sekvenci SEQ
IDNO: 1.

b) tézky fetézec protilatky majici variabilni region obsahujici aminokyselinovou sekvenci SEQ
ID NO: 2.

41. Hostitelska burika, do které byl vloZzen rekombinantni expresni vektor podle naroku 40.
42. Zpisob syntézy lidské protilatky, ktera se vaZe na lidsky TNFa, podle naroku 13,vyzna-
tujici se tim, Ze zahmuje kultivaci hostitelské buiiky podle naroku 41 v kultivanim

médiu, dokud neni lidska protilatka, ktera se vaZe na lidsky TNFa., syntetizovana buiikou.

43. Farmaceuticky ptipravek, vyznadujici se tim, Ze zahrnuje protilatku, nebo jeji
antigen vazebnou &ast, podle kteréhokoli z narokii 1 aZ 22 a farmaceuticky pfijatelny nosig.

44. Farmaceuticky ptipravek podle naroku 43, vyznadéujici se tim, Ze dile zahmuje
alespoii jedno dalsi terapeutické &inidlo pro 1é&bu onemocnéni, pfi kterém je aktivita TNFo Skod-

liva.

45. Pouziti protilatky nebo jeji antigen—vazebné &asti podle kteréhokoli z naroki 1 aZ 22 pro
vyrobu lé&iva pro 1é&bu onemocnéni, pti kterém je aktivita TNFa. Skodliva.

46. Pouziti podle naroku 45, kde onemocnénim je sepse.
47. Pouziti podle naroku 45, kde onemocnéni je autoimunitni onemocnéni.

48. Pouziti podle naroku 45, kde autoimunitni onemocnéni je vybrano ze skupiny skladajici se
z revmatoidn{ artritidy, revmatoidni spondylitidy, osteoartritidy a dravé artritidy.

49. Pouziti podle naroku 45, kde autoimunitni onemocnéni je vybrano ze skupiny skladajici se
z alergie, roztroudené sklerézy, autoimunitniho diabetu, autoimunitni uveitidy a nefrotického
syndromu.

50. Pouziti podle niroku 45, kde onemocnéni je infekéni onemocnéni.

51. Pouziti podle niroku 45, kde onemocnéni je rejekce transplantatu nebo reakce $tépu proti
hostiteli.

52. Pouziti podle naroku 45, kde onemocnéni je malignita.

53. Pouzita podle naroku 45, kde onemocnéni je plicni onemocnéni.
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54. Poutziti podle naroku 45, kde onemocnéni je stfevni onemocnéni.
§5. Pouziti podle naroku 45, kde onemocnéni je srdeni onemocnéni.
56. Pouziti podle naroku 45, kde onemocnéni je vybrano ze skupiny skladajici se ze zanétlivych
onemocnéni kosti, resorpénich onemocnéni kosti, alkoholické hepatitidy, virové hepatitidy,
fulminantni hepatitidy, poruch koagulace, popélenin, reperfusniho poskozeni, tvorby keloidd,

tvorby jizevnaté tkané, pyrexie, onemocnéni periodontu, obezity a radia¢ni toxicity.

57. Protilatka nebo jeji antigen vazebna &ast podle kteréhokoli v narokid 1 az 22 pro pouZiti
v terapii.

58. Protilatka nebo jeji antigen vazebna &ast podle kteréhokoliv z naroki 1 az 22 v kombinaci
s alespoii jednim dal$im terapeutickym &inidlem pro pouZiti p¥i 16¢bé onemocnéni, pfi kterém je
aktivita TNFa Skodliva.

11 vykresit
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D2E7 VL
GAC ATC CAG ATG ACC CAG TCT CCA TCC TCC CTG TCT GCA TCT GTA
D I Q M T Q S b3 S S L S A S v
CDR L1
GGG GAC AGA GTC ACC ATC ACT TGT CGG GCA AGT CAG GGC ATC AGA
G D R \Y T I T c R A S Q G I R
AAT TAC TTA GCC TGG TAT CAG CAA AAMA CCA GGG AAA GCC CCT AAG
N Y L A W Y Q Q K P G K A P X
CDR L2
CTC CTG ATC TAT GCT GCA TCC ACT TTG CAA TCA GGG GTC CCA TCT
L L I Y A A S T L Q S G \Y P S
CGG TTC AGT GGC AGT GGA TCT GGG ACA GAT TTC ACT CTC ACC ATC
R F S G s G S G T D F T L T I
AGC AGC CTA CAG CCT GAA GAT GIT GCA ACT TAT TAC TGT CAA AGG
S S L Q P E D VvV A T Y Y C Q R
CDR L3
TAT AAC CGT GCA CCG TAT ACT TTIT GGC CAG GGG ACC AAG GTG GAA
Y N R A P Y T F G Q G T K \Y E
ATC AAX
I K

Obr.
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D2E7 VH
GAG GTG CAG CTG GTG GAG TCT GGG GGA GGC TTG GTA CAG CCC GGC
E v Q L v E S G G G L v Q P G
AGG TCC CTG AGA CTC TCC TGT GCG GCC TCT GGA TTC ACC TTT Gar
R S L R L s A A S G F T F D
CDR H1
GAT TAT GCC ATG CAC TGG GTC CGG CAA GCT CCA GGG AAG GGC CoTG
D Y A M H W v R Q A P G K G L
_ CDR H2
GAA TGG GTC TCA GCT ATC ACT TGG AAT AGT GGT CAC ATA GAC TaT
E W v S A I T W N S G H I D Y
GCG GAC TCT GTG GAG GGC CGA TTC ACC ATC TCC AGA GAC AAC GCC
A D S Vv E G R F T I S R D N A
AAG AAC TCC CTG TAT CTG CAA ATG AAC AGT CTG AGA GCT GAG GAT
K N 8 L Y L @ M N S§ L R A E D
CDR H3
ACG GCC GTA TAT TAC TGT GCG AAA GTC TCG TAC CTT AGC ACC GCG
T A \Y Y Y C A X Vv S Y L S T A
TCC TCC CTT GAC TAT TGG GGC CAA GGT ACC CTG GTC ACC GTC TCG
£ S L D Y W G Q@ G T L VvV T V S
AGT
S
Obr. 8
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prim&rna velikost kloubu (o)
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Obr. 9
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Sta¥i mysi (tydny)
~-- Skupina 7: netransgenni
~—@— Skupina 1: bez 1lé&by
~—{— skupina 2:

salinicky roztok
—O— Skupina 6:

Ab izotypova kontrola 30 pg/g
Skupina 3: Ab 1,5 ug/g

Skupina 4: Ab 15 pg/g
Skupina 5: Ab 30 ug/g

Konec dokumentu
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