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Sammendrag

Antistoffmolekyl med spesifisitet for human tumornekrosefaktor-alfa, DNA, klonings- og
ekspresjonsvektor, vertscelle, fremgangsmate for fremstilling av antistoffmolekylet samt
terapeutisk preparat
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STEPHENS S. et al., Comprehensive pharmacokinetics of a humanized antibody and analysis of residual
anti-idiotypic responses, Inmunology, august 1995, Vol 85, s. 668-674

Oppfinnelsen angar et antistoffmolekyl med spesifisitet for human TNFQ, og angar ogsa DNA
sekvenser som koder for kjedene til antistoffmolekylet, vektorer, transformerte vertceller,
fremgangsmate for fremstilling av antistoffmolekylet, et terapeutisk/diagnostisk preparat samt
anvendelser av antistoffmolekylet for behandling av sykdommer mediert ved TNFdQ.
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Foreliggende oppfinnelse vedrarer et antistoffmolekyl med spesifisitet for
antigeniske determinanter av human tumor nekrosefaktor-alfa (TNFa).
Foreliggende oppfinnelse vedrerer ogsd DNA som koder for antistoffet, klonings-
og ekspresjonsvektor som inneholde nevnte DNA, vertscelle, fremgangsmate for
fremstilling av antistoffmolekylet samt terapeutisk preparat som omfatter
antistoffmolekylet.

Foreliggende oppfinnelse vedrgrer antistoffmolekyler. | et antistoffmolekyl er det to
tunge kjeder og to lette kjeder. Hver tunge kjede og hver lette kjede har et variabelt
domene i sin N-terminale ende. Hvert variable domene omfatter fire ramme
("framework") regioner (FRer) som alternerer med tre hypervariable omrader
("complementarily determining regions") (CDRer). Restene i de variable domener
er konvensjonelt nummerert i henhold til et system som er tenkt ut av Kabat et al.
Dette system er fremsatt i Kabat et al., 1987, i Sequences of Proteins of
Immunological Interest, US Department of Health and Human Services, NIH, USA
(heretter "Kabat et al. (supra)”). Dette nummereringssystem anvendes i den
foreliggende spknad dersom annet ikke er indikert.

Kabat-restangivelsene svarer ikke alltid direkte til den linesere nummerering av
aminosyrerestene. Den reelle lineaere aminosyresekvens kan inneholde feerre
eller ytterligere aminosyrer enn i den strenge Kabatnummerering tilsvarende en
forkortning av eller insersjon inn i en strukturell komponent, enten ramme eller
CDR, av den grunnleggende variable domenestrukturen. Den korrekte
Kabatnummerering av rester kan bestemmes for et gitt antistoff ved & oppstille
rester med homologi i sekvensen til antistoffet med en "standard" Kabatnummerert
sekvens.

CDRene til tung kjede variabel domenet er lokalisert i rester 31-35 (CDRH1), rester
50-65 (CDRH2) og rester 95-102 (CDRHS3) i henhold til Kabatnummereringen.

CDRene til lett kjede variabel domenet er lokalisert i rester 24-34 (CDRL1), rester
50-56 (CDRL2) og rester 89-97 (CDRL3) i henhold til Kabatnummerering.

Konstruksjon av CDR-podede antistoffer beskrevet i Europeisk patentsgknad EP-
A-0239400, som omhandler en fremgangsmate hvor CDRene til et monoklonalt
museantistoff er podet pa rammeregionene av de variable domenene av et humant
immunoglobulin ved seterettet mutagenese ved anvendelse av lange
oligonukleotider. CDRene bestemmer antigenbindingsspesifisiteten til antistoffer
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og er relativt korte peptidsekvenser som beeres pa rammeregionene til de variable
domener.

Det tidligste arbeid om humanisering av monoklonale antistoffer ved CDR-poding
ble gjennomfart pA monoklonale antistoffer som gjenkjenner syntetiske antigener,
som NP. Eksempler hvor et monoklonalt museantistoff som gjenkjenner lysozym
og et monoklonalt rotteantistoff som gjenkjenner et antigen pa humane T-celler ble
humanisert ved CDR-poding er imidlertid blitt beskrevet av Verhoeyen et al.
(Science, 239, 15634-1536, 1988) og Riechmann et al. (Nature, 332, 323-324,
1988).

Riechmann et al. fant at overfaring av CDRene alene som definert av Kabat
(Kabat et al. (supra) og Wu et al., J. Exp. Med., 132, 211-250, 1970) var ikke
tilstrekkelig til & tilveiebringe tilfredsstillende antigen bindingsaktivitet i det CDR-
podede produkt. Det ble funnet at en rekke av rammerester matte endres slik at
de svarer til dem i donor-rammeregionen. De foreslatte kriterier for & selektere
hvilke rammerester som matte endres er beskrevet i internasjonal patentsgknad
WO 90/07861.

En rekke tidskrifter som omtaler CDR-podede antistoffer har blitt publisert,
inkluderende Vaughan et al. (Nature Biotecknology, 16, 535-5639, 1998).

TNFa er et pro-inflammatorisk cytokin som frigis ved og interagerer med celler i
immunsystemet. Saledes frigis TNFa ved makrofager som er blitt aktivert ved
lipopolysakkarider (LPS) av gram-negative bakterier. Som sadan, synes TNFa a
veere en endogen mediator av sentral viktighet involvert i utviklingen og
patogenesen av endotoksisk sjokk assosiert med bakteriell sepsis. TNFa er ogsa
blitt vist til & veere oppregulert i en rekke humane sykdommer, som inkluderer
kroniske sykdommer som reumatoid artritt, Crohns sykdom, ulcergs kolitt og
multippel sklerose. Mus som er transgene for human TNFa produserer hgye
nivaer av TNFa konstitutivt og utvikler en spontan, destruktiv polyartritt som ligner
reumatoid artritt (Kaffer ef al., EMBO J., 10, 4025-4031, 1991). TNFa er derfor
omtalt som et pro-inflammatorisk cytokin.

Monoklonale antistoffer mot TNFa er tidligere blitt beskrevet. Meager et al.,
(Hybridoma, 6, 305-311, 1987) beskriver murine monoklonale antistoffer mot
rekombinant TNFa. Fendly et al., (Hybridoma, 6, 359-370, 1987) beskriver
anvendelse av murine monoklonale antistoffer mot rekombinant TNFa for &
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definere neytraliserende epitoper pa TNFa. Shimamoto et al., (Immunology
Letters, 17, 311-318, 1988) beskriver anvendelse av murine monoklonale
antistoffer mot TNFy og deres anvendelse for & forhindre endotoksisk sjokk i mus.
Videre, i internasjonal patentseknad WO 92/11383, er rekombinante antistoffer,
inkluderende CDR-podete antistoffer, spesifikke for TNFa, omtalt. Rankin ef al.,
(British J. Rheumatology, 34, 334-342, 1995) beskriver anvendelse av slike CDR-
podede antistoffer i behandling av reumatoid artritt. US-A-5 919 452 omhandler
anti-TNF kimeere antistoffer og deres anvendelse for & behandle patologier

assosiert med tilstedeveerelsen av TNF.

Antistoffer overfor TNFa er blitt foreslatt for profylakse og behandling av
endotoksisk sjokk (Beutler et al., Science, 234, 470-474, 1985). Bodner et al.,
(Critical Care Medicine, 21, S441-S446, 1993) og Wherry et al., (Critical Care
Medicine, 21, S436-S440, 1993) omtaler det terapeutiske potensiale hos anti-
TNFa antistoffer i behandling av septisk sjokk. Bruk av anti-TNFa antistoffer i
behandlingen av septisk sjokk er ogsa omtalt av Kirschenbaum et al., (Critical
Care Medicine, 26, 1625-1626, 1998). Kollagen-indusert artritt kan behandles
effektivt ved anvendelse av et anti-TNFa monoklonalt antistoff (Williams et al.
(PNAS-USA, 89, 9784-9788, 1992).

@kte nivaer av TNFa er funnet i bade synovialvaesken og i perifert blod hos
pasienter som lider av reumatoid artritt. Nar TNFa-blokkerende midler
administreres til pasienter som lider av reumatoid artritt, reduserer de
inflammasjon, forbedrer symptomer og retarderer leddskade (McKown et al.
(Arthritis Rheum., 42, 1204-1208, 1999).

Bruk av anti-TNFa antistoffer i behandlingen av reumatoid artritt og Crohns
sykdom er omtalt i Feldman et al., (Transplantation Proceedings, 30, 4126-4127,
1998), Adorini et al., (Trends in Immunology Today, 18, 209-211, 1997) og i
Feldman et al., (Advances in Immunology, 64, 283-350, 1997). Antistoffene
overfor TNFa som anvendes i slike behandlinger er generelt kimeere antistoffer,
som dem beskrevet i US-A-5 919 452.

To TNFa blokkerende produkter er na tillatt for behandling av reumatoid artritt. Det
ferste, betegnet etanercept, er markedsfart av Immunex Corporation som Enbrel.
Det er et rekombinant fusjonsprotein som omfatter to p75 oppl@selige TNF-
reseptor domener koblet til Fc delen av et humant immunoglobulin. Det andre,
betegnet infliksimab, er markedsfart av Centocor Corporation som Remicade. Det
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er et kimeert antistoff med murine anti-TNFa variable domener og humane IgG1
konstante domener.

De tidligere kjente rekombinante anti-TNFa antistoffmolekyler har generelt en
redusert affinitert for TNFa sammenlignet med antistoffene hvorfra de variable
regioner eller CDRene er avledet, de ma generelt fremstilles i pattedyrceller og er
kostbare & produsere. Tidligere kjente anti-TNFa antistoffer er beskrevet i
Stephens et al., (Immunology, 85, 668-674, 1995), GB-A-2 246 570 og GB-A-2
297 145.

STEPHENS S. et al beskriver et humanisert anti-TNFa antistoff (CDP571) avledet
fra det murine antistoff CB0O010 med en halveringstid pa omtrent 13 dager og

redusert immunogenitet som er egnet for gjentatt terapi.

Der er et behov for et antistoffmolekyl for & behandle kroniske inflammatoriske
sykdommer som kan anvendes gjentagende og som kan fremstilles enkelt og
effektivt. Der er ogsa et behov for et antistoffmolekyl med en hey affinitet for TNFa
og lavimmunogenitet i mennesker.

Den foreliggende oppfinnelse vedrarer et antistoffmolekyl som har spesifisitet for
human TNFa, som er et Fab-fragment, som omfatter en lett kjede som har sekvensen
angitt i SEQ ID NO:113 og en tung kjede som har sekvensen angitt i SEQ ID NO:111.

Den foreliggende oppfinnelse vedrarer ogsa et antistoffmolekyl som har spesifisitet for

human TNFa, som er et Fab-fragment, som har en lett kjede som har sekvensen angitt i
SEQ ID NO:113 og en tung kjede som har sekvensen angitt i SEKV ID NR:111.

Det er tilveiebrakt et antistoffmolekyl med spesifisitet for TNFa, omfattende en tung
kjede hvor det variable domene omfatter et CDR (som definert av Kabat et al.,
(supra)) med sekvensen gitt som H1 i figur 3 (SEQ ID NO:1) for CDRH1, som H2'i
figur 3 (SEQ ID NO:2) eller som H2 i figur 3 (SEQ ID NO:7)for CDRH2 eller som
H3 figur 3 (SEQ ID NO:3) for CDRHS.

Antistoffmolekylet omfatter minst ett CDR valgt fra H1, H2' eller H2 og H3 (SEQ ID
NO:1, SEQ ID NO:2 eller SEQ ID NO:7 og SEQ ID NO:3) for tung kjede variabel
domenet. Foretrukket omfatter antistoffmolekylet minst to og foretrukket alle tre
CDRer i tung kjede variabel domenet.
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Det er tilveiebrakt et antistoffmolekyl med spesifisitet for human TNFa, omfattende
en lett kjede hvor det variable domenet omfatter et CDR (som definert av Kabat et
al., (supra)) med sekvensen gitt som L1 i figur 3 (SEQ ID NO:4) for CDRL1, L2 i
figur 3 (SEQ ID NO:5) for CDRL2 eller L3 i figur 3 (SEQ ID NO:6) for CDRL3.

Antistoffmolekylet omfatter minst ett CDR valgt fra L1, L2 og L3 (SEQ ID NO:4 til
SEQ ID NO:6) for lett kjede variabel domenet. Antistoffmolekylet omfatter
foretrukket minst to og mer foretrukket alle tre CDRer i lett kjede variabel domenet.

Antistoffmolekylene har henholdsvis en komplementeer lett kjede eller en
komplementeer tung kjede.

Antistoffmolekylene omfatter en tung kjede hvor det variable domenet omfatter et
CDR (som definert av Kabel et al., (supra)) med sekvensen gitt som H1 i figur 3
(SEQ ID NO:1) for CDRH1, som H2' eller H2 i figur 3 (SEQ ID NO:2 eller SEQ ID
NO:7) for CDRH2 eller som H3 i figur 3 (SEQ ID NO:3) for CDRH3 og en lett kjede
hvor det variable domenet omfatter et CDR (som definert av Kabat et al., (supra))
med sekvensen gitt som L1 in figur 3 (SEQ ID NO:4) for CDRL1, som L2 i figur 3
(SEQ ID NO:5) for CDRL2 eller som L3 i figur 3 (SEQ ID NO:6) for CDRLS3.

CDRene gitt i SEQ ID NO:1 og 3 til 7 og i figur 3 som omtalt over er avledet fra et
mus-monoklonalt antistoff A TNF40. SEQ ID NO:2 bestar imidlertid av et hybrid
CDR. Hybrid CDRet omfatter en del av tung kiede CDR2 fra monoklonalt muse-
antistoff hnTNF40 (SEQ ID NO:7) og en del av tung kiede CDR2 fra en human
gruppe 3 germline V region sekvens.

De fullstendige sekvenser av de variable domener i mus hTNF40 antistoffet er vist
i figur 6 (lett kjede) (SEQ ID NO:99) og figur 7 (tung kjede) (SEQ ID NO:100).
Dette museantistoff er i det etterfalgende omtalt som "donor antistoffet".

Det monoklonale museantistoff N TNF40 med lett og tung kjede variabel
domenesekvensene vist i henholdsvis figur 6 (SEQ ID NO:99) og figur 7 (SEQ ID
NO:100) er beskrevet. Lett kjede konstant regionen av hTNF40 er kappa og tung
kiede konstant regionen er IgG2a.

Et kimaert mus/humant antistoffmolekyl, omtalt heri som det kimeere hTNF40
antistoffmolekyl er beskrevet. Det kimeere antistoffmolekyl omfatter de variable
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domener til det monoklonale museantistoff NTNF40 (SEQ ID NO:99 og 100) og
humane konstante domener. Det primaere hTNF40 antistoffmolekyl omfatter
foretrukket det humane C kappa domenet (Hieter ef al., Cell, 22, 197-207, 1980;
Genbank aksesjonsnummer J00241) i den lette kjede og de humane gamma 4
domener (Flanagan et al., Natur, 300, 709-713, 1982) i den tunge kjede.

Et CDR-podet antistoffmolekyl er beskrevet. Betegnelsen "et CDR-podet
antistoffmolekyl" som anvendt heri refererer til et antistoffmolekyl hvor den tunge
og/eller lette kjede inneholder ett eller flere CDRer (inkluderende, om snsket, et
hybrid CDR) fra donor antistoffet (for eksempel et murint monoklonalt antistoff)
podet inn i en tung og/eller lett kjede variabel region ramme til et akseptorantistoff
(for eksempel et humant antistoff).

Et slikt CDR-podet antistoff har foretrukket et variabelt domene omfattende
humane akseptor-ramme regioner sa vel som en eller flere av donor CDRene
omtalt over.

Nar CDRene er podet, kan en hvilken som helst passende akseptor variabel
region rammesekvens anvendes under hensyntagen til klassen/typen av
donorantistoffet hvorfra CDRene er avledet, inkluderende rammeregioner fra mus,
primater og mennesker. Eksempler pa humane rammer som kan anvendes i den
foreliggende oppfinnelse er KOL, NEWM, REI, EU, TUR, TEI, LAY og POM (Kabat
et al. (supra)). KOL og NEWM kan for eksempel anvendes for den tunge kjede,
REI kan anvendes for den lette kjede og EU, LAY og POM kan anvendes for bade
den tunge og den lette kjede. De foretrukne rammeregioner for den lette kjede er
de humane gruppe 1 rammeregioner vist i figur 1 (SEQ ID NO:83, 85, 87 og 89).
De foretrukne rammeregioner for den tunge kjede er de humane gruppe 1 og
gruppe 3 rammeregioner vist i figur 2 (SEQ ID NO:91, 93, 95 og 97 og SEQ ID
NO:106, 107, 108 og 109), respektivt.

| et CDR-podet antistoff er det fortrukket & anvende, som akseptor og antistoff, ett
med kjeder som er homologe med kjedene til donorantistoffet. Akseptor tunge og
lette kjeder behgver ngdvendigvis ikke veere avledet fra det samme antistoffet og
kan, om ansket, omfatte komposittkjeder med rammeregioner avledet fra
forskjellige kjeder.

| et CDR-podet antistoff behaver heller ikke rammeregionene & ha ngyaktig den
samme sekvens som akseptorantistoffet. Vanlige rester kan for eksempel vaere
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byttet til mere hyppig forekommende rester for denne akseptorkjede-klasse eller -
type. Valgt rester i akseptor-rammeregioner kan alternativt forandres slik at de
svarer til resten funnet i den samme posisjon i donorantistoffet. Slike forandringer
ber holdes pa det minimum som er ngdvendig for & gjenvinne affiniteten av
donorantistoffet. En protokoll for & selektere rester i akseptor-rammeregionene
som eventuelt ma forandres er fremsatt i WO 91/09967.

| et CDR-podet antistoffmolekyl, dersom akseptor-tungkjeden har human gruppe 1
rammeregioner (vist i figur 2) (SEQ ID NO:91, 93, 95 og 97), da omfatter akseptor-
rammeregionene til den tunge kjede foretrukket, i tillegg til ett eller flere donor
CDRer, donorrester i stillingene 28, 69 og 71 (i henhold til Kabat et al. (supra)).

Dersom akseptor-tungkjeden har gruppe 1 rammeregioner, da omfatter akseptor-
rammeregionen til den tunge kjede alternativt, i tillegg til ett eller flere donor
CDRer, donorrester i stillingene 28, 38, 46, 67, 69 og 71 (i henhold til Kabat ef al.

(supra)).

Foretrukket, i et CDR-podet antistoffmolekyl, dersom akseptor-tungkjeden har
human gruppe 3 rammeregioner (vist i figur 2) (SEQ ID NO:106, 107, 108 og 109),
da omfatter akseptor-rammeregionene til den tunge kjede, i tillegg til ett eller flere
donor CDRer, donorrester i stillinger 27, 28, 30, 48, 49, 69, 71, 73, 76 og 78 (i
henhold til Kabat et al. (supra)).

| et CDR-podet antistoffmolekyl, dersom akseptor-lettkjeden har humane gruppe 1
rammeregioner (vist i figur 1) (SEQ ID NO:83, 85, 87 og 89) da omfatter foretrukket
akseptor-rammeregionene til den lette kjede donorrester i stillingene 46 og 60 (i
henhold til Kabat et al. (supra)).

Donorrester er rester fra donorantistoffet, dvs. antistoffer hvorfra CDRene
opprinnelig ble avledet.

Det er beskrevet et fullstendig antistoffmolekyl med full lengde tunge og lette
kjeder, et fragment derav, slik som et Fab, modifisert Fab, Fab', F(ab')2 eller Fv
fragment, en lett kjede eller tung kjede monomer eller dimer, et enkelt kjede
antistoff, for eksempel et enkelt kjede Fv hvor tung og lett kjede variabel
domenene er forbundet ved hjelp av en peptidlinker. Likeledes kan tung og lett
kjede variabel regionene vaere kombinert med andre antistoffdomener som
passende.

341218
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Antistoffmolekylet ifalge oppfinnelsen er et Fab fragment. Fab fragmentet har en
tung kjede med sekvensen gitt som SEQ ID NO:111 og en lett kjede med
sekvensen gitt som SEQ ID NO:113. Aminosyresekvensen gitti SEQ ID NO:111
og SEQ ID NO:113 er foretrukket kodet for av nukleotidsekvensene gitt i
henholdsvis SEQ ID NO:110 og SEQ ID NO:112.

Det er foretrukket at antistoffmolekylet ifailge oppfinnelsen er et modifisert Fab
fragment hvor modifikasjonen er addisjonen til den C-terminale ende av dets tunge
kiede, en eller flere aminosyrer for & tillate festingen av et effektor- eller
reportermolekyl. De ytterligere aminosyrer danner foretrukket en modifisert
hengselregion inneholdende en eller to cysteinrester hvortil effektor eller
reportermolekylet kan veere festet. Et slikt modifisert Fab fragment har foretrukket
en tung kjede med sekvensen gitt som SEQ ID NO:115 og den lette kjede med
sekvensen gitt som SEQ ID NO:113. Aminosyresekvensen gitti SEQ ID NO:115
er foretrukket kodet for av nukleotidsekvensen gitt i SEQ ID NO:114.

En foretrukket effektorgruppe er et polymermolekyl som kan vaere festet til det
modifiserte fragment for & ske dets halveringstid in vivo.

Polymermolekylet kan generelt veere en syntetisk eller naturlig forekommende
polymer, for eksempel en eventuelt substituert rettkjedet eller forgrenet
polyalkylen-, polyalkenylen- eller polyoksyalkylenpolymer eller et rettkjedet er
forgrenet polysakkarid, for eksempel et homo- eller heteropolysakkarid.

Spesielle eventuelle substituenter som kan veere tilstede i de ovennevnte
syntetiske polymerer inkluderer en eller flere hydroksy-, metyl- eller
metoksygrupper. Seerlige eksempler pa syntetisk polymerer inkluderer eventuelt
substituert rettkjedet eller forgrenet poly(etylenglykol), poly(propylenglykol),
poly(vinylalkohol) eller derivater derav, seerlig eventuelt substituert
poly(etylenglykol) som metoksypoly(etylenglykol) eller derivater derav. Seerlige
naturlig forekommende polymerer inkluderer laktose, amylose, dekstran, glykogen
eller derivater derav. "Derivater" som anvendt heri skal inkludere reaktive
derivater, for eksempel tiol-selektive reaktive grupper som maleimider og lignende.
Den reaktive gruppe kan veere koblet direkte eller giennom et koblingssegment til
polymeren. Det vil forstas at resten i en slik gruppe i noen tilfeller vil utgjere en del
av produktet som koblingsgruppen mellom antistoff-fragmentet og polymeren.
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Sterrelsen pa polymeren kan om gnsket varieres, men vil generelt veere i et
giennomsnittlig molekylvektomrade fra 500Da til 50000Da, foretrukket fra 5000 til
40000Da, mer foretrukket fra 25000 til 40000Da. Polymerst@rrelsen kan seerlig
velges pa grunnlag av produktets tilsiktede anvendelse. Saledes, der produktene
skal forlate sirkulasjonen og penetrere vev, for eksempel for anvendelse i
behandling av en tumor, kan det for eksempel vaere fordelaktig & anvende en
polymer med liten molekylvekt, for eksempel med en molekylvekt pa omtrent
5000Da. For anvendelse hvor produktet forblir i sirkulasjonen, kan det veere
fordelaktig & anvende en polymer med hayere molekylvekt, for eksempel med en
molekylvekt i omradet fra 25000Da til 40000Da.

Seerlig foretrukne polymerer inkluderer en polyalkylenpolymer, som en
poly(etylenglykol) eller saerlig en metoksypoly(etylenglykol) eller et derivat derav,
og seerlig med en molekylvekt i omradet fra omtrent 25000Da til omtrent 40000Da.

Hvert polymermolekyl festet til det modifiserte antistoff-fragment kan vaere kovalent
bundet til svovelatomet i en cysteinrest lokalisert i fragmentet. Den kovalente
binding vil generelt veere en disulfidbinding eller saerlig en svovel-karbonbinding.

Om @nsket kan antistoff-fragmentet ha en eller flere effektor- eller
reportermolekyler festet dertil. Effektor- eller reportermolekylene kan veere festet il
antistoff-fragmentet gjennom en hvilken som helst tilgjengelig aminosyre sidekjede
eller en terminal aminosyre-funksjonell gruppe lokalisert i fragmentet, for eksempel
en hvilket som helst fri amino-, imino-, hydroksyl- eller karboksylgruppe.

En aktivert polymer kan anvendes som utgangsmaterialet for fremstilling av
polymermodifisere antistoff-fragmenter som beskrevet over. Den aktiverte polymer
kan veere en hvilket som helst polymer som inneholder en tiol-reaktiv gruppe som
en a-halokarboksylsyre eller ester, for eksempel jodacetamid, et imid, for eksempel
maleimid, et vinylsulfon eller et disulfid. Slike utgangsmaterialer kan oppnas
kommersielt (for eksempel fra Shearwater Polymers Inc., Huntsville, AL, USA) eller
kan fremstilles fra kommersielt tilgjengelige utgangsmaterialer ved anvendelse av
konvensjonelle kjiemiske prosedyrer.

Med hensyn til poly(etylenglykol) (PEG) enhetene for festing, vises det til
"Poly(ethyleneglycol) Chemistry, Biotechnical and Biomedical Applictions", 1992, J.
Milton Harris (ed), Plenum Press, New York, "Poly(ethyleneglycol) Chemistry og
Biological Applications", 1997, J. Milton Harris and S. Zalipsky (eds), American
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Chemical Society, Washington DC og "Bioconjugation Protein Coupling
Techniques for the Biomedical Sciences", 1998, M. Aslam og A. Dent, Grove
Publishers, New York.

Nar det er gnskelig & oppna et antistoff-fragment koblet til et effektor- eller
reportermolekyl, kan dette fremstilles ved standard kjemiske eller rekombinante
DNA prosedyrer hvor antistoff-fragmentet enten kobles direkte eller via et koblings-
middel til effektor- eller reportermolekylet, enten far eller etter reaksjon med den
aktiverte polymer, som passende. Seerlige kjemiske prosedyrer inkluderer for
eksempel dem beskrevet i WO 93/06231, WO 92/22583, WO 89/00195 og WO
89/01476. Alternativt, der effektor- eller reportermolekylet er et protein eller
polypeptid kan koblingen oppnas ved anvendelse av rekombinante DNA
prosedyrer, for eksempel som beskrevet i WO 86/01533 og EP-A-0392745.

Det modifiserte Fab fragmentet ifalge oppfinnelsen er foretrukket PEGylert (det vil
si har PEG (poly(etylenglykol)) kovalent bundet dertil) i henhold til metoden omtalt i
EP-A-0948544. Antistoffmolekylet ifalge oppfinnelsen er foretrukket et PEGylert
modifisert Fab fragment som vist i figur 13. Som vist i figur 13, har det modifiserte
Fab fragment en maleimidgruppe kovalent bundet til en enkelt tiolgruppe i en
modifisert hengselregion. En lysinrest er kovalent bundet til maleimidgruppen. Til
hver av aminogruppene pa lysinresten er en metoksypoly(etylenglykol)polymer
med en molekylvekt pa omtrent 20000 Da bundet. Den totale molekylvekt for hele
effektormolekylet er derfor omtrent 40000 Da.

| forbindelsen vist i figur 13 har den tunge kjeden til antistoffdelen foretrukket
sekvensen gitt som SEQ ID NO:115 og den lette kjeden har sekvensen gitt i SEQ
ID NO:113. Denne forbindelse er foretrukket omtalt heri som CDP870.

Konstant region domenene for antistoffmolekylet, om tilstede, kan velges med
hensyn til den foreslatte funksjon for antistoffmolekylet, og seerlig effektor-
funksjonene som kan veere pakrevd. Konstant region domenene kan for eksempel
veaere human IgA, IgD, IgE, 1gG eller IgM domener. Human IgG konstant region
domener kan seerlig anvendes, seerlig av IgG1 og IgG3 isotypene nar antistoff-
molekylet er tiltenkt for terapeutiske anvendelser og hvor antistoff-
effektorfunksjoner er pakrevd. Alternativt kan I9G2 og IgG4 isotyper anvendes nar
antistoffmolekylet er tiltenkt for terapeutiske formal og antistoff-effektorfunksjoner
ikke er pakrevd, for eksempel for kun blokkering av TNFa aktivitet.

341218



10

15

20

25

30

35

341218

11

Antistoffmolekylet ifalge oppfinnelsen kan ogsa ha et effektor- eller et
reportermolekyl festet dertil. Det kan for eksempel ha en makrosyklus, for &
kompleksdanne et tungmetallatom, eller et toksin, som ricin, festet dertil ved hjelp
av en kovalent brodannelsesstruktur. Alternativt kan prosedyrer for rekombinant
DNA teknologi anvendes for & fremstille et antistoffmolekyl hvor Fc fragmentet
(CH2, CH3 og hengseldomener), CH2 og CH3 domenene eller CH3 domenet av et
komplett immunoglobulinmolekyl er blitt erstattet med, eller har festet dertil ved
hjelp av en peptidkobling, et funksjonelt ikke-immunoglobulinprotein, slik som et
enzym eller toksinmolekyl.

Antistoffmolekylet har foretrukket en bindingsaffinitet pa minst 0,85x10-1°M, mer
foretrukket minst 0,75x10-1°M og mest foretrukket minst 0,5x101°M. (Det skal
bemerkes at det foretrukne humaniserte antistoffmolekylet ifslge oppfinnelsen som
beskrevet under, har en affinitet pa omtrent 0,5x10'°M som er bedre enn
affiniteten til det murine monoklonale antistoff hvorfra det er aviedet. Det murine
antistoff har en affinitet p& omtrent 0,85x10-1°M.)

Antistoffmolekylet ifalge oppfinnelsen omfatter foretrukket lett kjede variabel
domenet hTNF40-gL1 (SEQ ID NO:8) og tung kjede variabel domenet
gh3hTNF40.4 (SEQ ID NO:11). Sekvensene til de variable domener av disse lette
og tunge kjeder er vist i henholdsvis figur 8 og 11.

Varianter av antistoffmolekylet ifalge oppfinnelsen er ogsa beskrevet, som har en
forbedret affinitet for TNFa. Slike varianter kan oppnas ved en rekke affinitet-
maturitetsprotokoller som inkluderer mutering av CDRene (Yang et al., J. Mol Biol.,
254, 392-403, 1995), kjede-"shuffling" (Marks et al., Bio/Technology, 10, 779-783,
1992), anvendelse av mutator stammer av E. coli (Low et al., J. Mol. Biol., 250,
3569-368, 1996), DNA stokking" (Patten ef al., Curr. Opin. Biotechnol., 8, 724-733,
1997), "phage display" (Thompson et al., J. Mol. Biol., 256, 77-88, 1996) og
seksuell PCR (Crameri ef al., Nature, 391, 288-291, 1998). Vaughan et al. (supra)
omtaler disse metoder for affinitetsmaturering.

Foreliggende oppfinnelse tilveiebringer ogsa en DNA sekvens som koder for den
tunge og/eller lette kjeden til antistoffmolekylet ifalge oppfinnelsen.

DNA sekvensen koder foretrukket for den tunge eller den lette kjeden il
antistoffmolekylet ifalge oppfinnelsen.
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En DNA sekvens som koder for en lett kjede og omfatter sekvensen vist i SEQ ID
NO:8 (hnTNF40-gL1) eller SEQ ID NO:9 (hTNF40-gL2) eller en degenerasjons-
ekvivalent derav er beskrevet.

En DNA sekvens som koder for en tung kjede og omfatter sekvensen visti SEQ ID
NO:10 (gh1hTNF40.4) eller SEQ ID NO:11 (gh3hTNF40.4) eller en
degenerasjonsekvivalent derav er en foretrukket utferelse.

DNA sekvensen ifelge oppfinnelsen kan omfatte syntetisk DNA, for eksempel
fremstilt ved kjemisk prosessering, cDNA, genomisk DNA eller en hvilken som
helst kombinasjon derav.

Foreliggende oppfinnelse vedrarer ogsa en klonings- eller ekspresjonvektor
omfattende en eller flere DNA sekvenser ifalge oppfinnelsen. Klonings- eller
ekpresjonsvektoren omfatter foretrukket to DNA sekvenser, som henholdsvis
koder for den lette kjede og den tunge kjede til antistoffmolekylet ifelge
oppfinnelsen.

| en foretrukket utferelse tilveiebringer den foreliggende oppfinnelse en E. coli
ekspresjonsvektor omfattende en DNA sekvens ifelge oppfinnelsen.
Ekspresjonsvektoren er foretrukket pTTO(CDP870) som vist skjematisk i figur 22.

Vektor pDNADbENg-G1 er vist i figur 19.

Generelle metoder hvorved vektorene kan konstrueres, transfeksjonsmetoder og
dyrkingsmetoder er velkjent for fagkyndige pa omradet. | denne forbindelse vises
det til "Current Protocols in Molecular Biology", 1999, F. M. Ausubel (ed), Wiley
Interscience, New York and the Maniatis Manual produces by Cold Spring Harbor
Publishing.

DNA sekvenser som koder for antistoffmolekylet ifalge oppfinnelsen kan oppnas
med metoder som er velkjent for fagkyndig pa omradet. DNA sekvenser som for
eksempel koder for noen eller alle av antistoffets tunge og lette kjeder kan
syntetiseres som @nsket fra de bestemte DNA sekvenser eller pa grunnlag av de
tilsvarende aminosyresekvenser.
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DNA som koder for akseptor rammesekvenser er omfattende tilgjengelig for
fagkyndig pa omradet og kan lett syntetiseres pa basis av deres kjente
aminosyresekvenser.

Standard teknikker innen molekyleerbiologi kan anvendes for & fremstille DNA
sekvensen som koder for antistoffmolekylet ifalge oppfinnelsen. @nskede DNA
sekvenser kan syntetiseres fullstendig eller delvis ved anvendelse av
oligonukleotid synteseteknikker. Sete-rettet mutagenese og polymerase-kjede-
reaksjon (PCR) teknikker kan passende anvendes.

Et hvilket som helst passende vertscelle/vektorsystem kan anvendes for
ekspresjon av DNA sekvensene som koder for antistoffmolekylene. Bakterielle, for
eksempel E. coli, og andre mikrobielle systemer kan tildels anvendes for
ekspresjon av antistoff-fragmenter som Fab og F(ab')z fragmenter og seerlig Fv
fragmenter og enkeltkjede-antistoff-fragmenter, for eksempel enkeltkjede Fver.
Eukaryotiske, for eksempel pattedyr, vertscelle-ekspresjonssystemer kan
anvendes for fremstilling av sterre antistoffmolekyler, som inkluderer fullstendige
antistoffmolekyler. Passende pattedyr-vertsceller inkluderer CHO, myelom- eller
hybridomceller.

Foreliggende oppfinnelse tilveiebringer ogsa en fremgangsmate for fremstilling av
et antistoffmolekyl ifalge oppfinnelsen som omfatter dyrking av en vertscelle som
inneholder en vektor ifelge oppfinnelsen under betingelser som er egnet for a fere
til ekspresjon av protein fra DNA som koder for antistoffmolekylet ifalge
oppfinnelsen, og isolere antistoffmolekylet.

Fremgangsmaten for fremstilling av antistoffmolekylet ifelge oppfinnelsen omfatter
foretrukket dyrking av E. coli som inneholder en E. coli ekspresjonsvektor
omfattende DNA sekvensen ifalge oppfinnelsen under betingelser egnet til 4 fere
til ekspresjon av protein fra DNA sekvensen og isolering av antistoffmolekylet.
Antistoffmolekylet kan utskilles fra cellen eller malrettes til periplasmaet ved
passende signalsekvenser. Alternativt kan antistoffmolekylene akkumulere i
cellens cytoplasma. Antistoffmolekylet malrettes foretrukket til periplasmaet.
Avhengig av det antistoffmolekyl som produseres og den anvendte
fremgangsmate, er det @nskelig & la antistoffmolekylene re-folde seg og innta en
funksjonell konformasjon. Prosedyrer for & la antistoffmolekyler fa re-folde seg er
vel kjent for fagkyndige pa omradet.
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Antistoffmolekylet kan omfatte kun et tung eller lett kjedepolypeptid, i hvilket tilfelle
kun en tung kjede eller lett kjede polypeptid-kodesekvens behaver & anvendes for
a transfektere vertscellene. For fremstilling av produkter som omfatter bade tunge
og lette kjeder, kan cellelinjen transfekteres med to vektorer, en ferste vektor som
koder for et lett kjede polypeptid og en andre vektor som koder for et tung kjede
polypeptid. Alternativt kan en enkelt vektor anvendes, idet vektoren inkluderer
sekvenser som koder for lett kjede og tung kjede polypeptid.

Den foreliggende oppfinnelse tilveiebringer ogsa et terapeutisk eller diagnostisk
preparat som omfatter et antistoffmolekyl ifalge oppfinnelsen. Antistoffmolekylet
kan veere i kombinasjon med en farmasegytisk aksepterbar eksipiens,
fortynningsmiddel eller baerer.

En fremgangsmate for fremstilling av et terapeutisk eller diagnostisk preparat er
ogsa beskrevet som omfatter blanding av antistoffmolekylet ifalge oppfinnelsen
med en farmasgytisk aksepterbar eksipiens, et fortynningsmiddel eller en beerer.

Antistoffmolekylet kan veere den eneste aktive bestanddel i det terapeutiske eller
diagnostiske preparat eller kan veere sammen med andre aktive bestanddeler som
inkluderer andre antistoffoestanddeler, for eksempel anti-T celle, anti-IFNy eller
anti-LPS antistoffer, eller ikke-antistoffbestanddeler som xantiner.

De farmaseytiske preparater ber foretrukket inneholde en terapeutisk effektiv
mengde av antistoffet ifalge oppfinnelsen. Betegnelsen "terapeutisk effektiv
mengde" som anvendt heri refererer til en mengde av et terapeutisk middel som er
nedvendig for & behandle, forbedre eller forebygge en malsykdom eller
maltilstand, eller for & utvise en detekterbar terapeutisk eller preventiv effekt. For
et hvilket som helst antistoff kan en terapeutisk effektiv dose estimeres initialt i
enten cellekulturanalyser eller i dyremodeller, vanligvis i gnagere, kaniner, hunder,
griser eller primater. Dyremodellen kan ogsa anvendes for & bestemme det
passende konsentrasjonsomradet og administreringsruten. Slik informasjon kan
deretter anvendes for & bestemme anvendbare doser og ruter for administrering i
mennesker.

Den neyaktige effektive mengde for et menneskeindivid vil avhenge av
alvorligheten av sykdomstilstanden, individets generelle helse, alder, vekt og
kignn, diett, tid og hyppighet for administrering, en eller flere legemiddel-
kombinasjoner, reaksjonssensitiviteter og toleranse/respons pa terapi. Denne
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mengde kan bestemmes ved rutineforsgk og er innenfor legens vurdering.
Generelt vil en effektiv dose veere fra 0,01 mg/kg til 50 mg/kg, foretrukket fra 0,1
mg/kg til 20 mg/kg, mere foretrukket omtrent 15 mg/kg. Som vist i de etterfalgende
eksempler er doser pa 1,5 og 20 mg/kg blitt anvendt for & behandle pasienter som
lider av reumatoid artritt.

Preparater kan administreres individuelt til en pasient eller kan administreres i
kombinasjon med andre midler, legemidler eller hormoner.

Den dose hvorved antistoffmolekylet ifalge oppfinnelsen administreres avhenger
av naturen til den tilstand som behandles, den grad hvortil det niva av TNFa som
skal neytraliseres er gkt eller forventes og ekes over et @nsket niva, og avom
antistoffmolekylet anvendes profylaktisk eller for & behandle en eksisterende
tilstand.

Saledes, hvor produktet for eksempel er for behandling eller profylakse av en
kronisk inflammatorisk sykdom som reumatoid artritt, ligger passende doser av
antistoffmolekylet ifslge oppfinnelsen i omradet mellom 0,5 og 50 mg/kg, mer fore-
trukket mellom 1 og 20 mg/kg og mest foretrukket omtrent 15 mg/kg.
Dosehyppigheten vil avhenge av antistoffmolekylets halveringstid og varigheten av
dets effekt.

Dersom antistoffmolekylet har en kort halveringstid (for eksempel 2 til 10 timer) kan
det veere ngdvendig a gi en eller flere doser per dag. Dersom antistoffmolekylet
alternativt har en lengre halveringstid (for eksempel 2 til 15 dager) kan det kun
veere ngdvendig a gi en dosering en gang per dag, per uke eller til og med en
gang hver maned eller hver annen maned.

Et farmaseytisk preparat kan ogsa inneholde en farmasgytisk aksepterbar baerer
for administrering av antistoffet. Beereren ber i seg selv ikke indusere produksjon
av antistoffer som er skadelige for individet som mottar preparatet og ber ikke
veere toksisk. Passende beerere kan veere store, sakte metaboliserte
makromolekyler som proteiner, polypeptider, liposomer, polysakkarider,
polymelkesyrer, polyglykolsyrer, polymere aminosyrer, aminosyre-kopolymerer og
inaktive viruspartikler.
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Farmasgytisk aksepterbare salter kan anvendes, for eksempel mineralsyresalter,
som hydroklorider, hydrobromider, fosfater og sulfater, eller salter av organiske
syrer som acetater, propionater, malonater og benzoater.

Farmasgytisk aksepterbare baerere i terapeutiske preparater kan i tillegg inneholde
vaesker som vann, saltopplasning, glyserol og etanol. | tillegg kan
hjelpesubstanser, som fuktemidler eller emulgeringsmidler eller pH buffer-
substanser veere tilstede i slike preparater. Slike baerere muliggjer utforming av de
farmaseytiske preparater som tabletter, piller, drasjeer, kapsler, veesker, geler,
siruper, slurryer og suspensjoner for inntak derav hos pasienten.

Foretrukne former for administrering inkluderer former som er egnet for parenteral
administrering for eksempel ved injeksjon eller infusjon, for eksempel
bolusinjeksjon eller kontinuerlig infusjon. Nar produktet er for injeksjon eller
infusjon, kan det veere i form av en suspensjon, oppl@sning eller emulsjon i en
oljeaktig eller vandig vehikkel og det kan inneholde formuleringsmidler, som
suspensjonsmidler, preserveringsmidler, stabiliseringsmidler og/eller disper-
geringsmidler. Antistoffmolekylet kan alternativt vaere i terr form for rekonstituering
for anvendelse med en passende steril vaeske.

Nar formulert kan preparatene ifglge oppfinnelsen administreres direkte til
individet. Individene som skal behandles kan veere dyr. Det er imidlertid
foretrukket at preparatene er tilpasset for administrering tii mennesker.

De farmaseytiske preparater ifslge oppfinnelsen kan administreres ved en hvilken
som helst rute som inkluderer, men som ikke er begrenset til, oral, intravengs,
intramuskuleer, intra-arteriell, intrameduleer, intratekal, intraventrikuleer,
transdermal, transkutan (se for eksempel WO98/20734), subkutan, intraperitoneal,
intranasal, enteral, topisk, sublingval, intravaginal eller rektal rute. Hyposprayer
kan ogsa anvendes for & administrere de farmaspytiske preparater ifglge
oppfinnelsen. De terapeutiske preparater kan typisk fremstilles som injiserbare
preparater, enten som flytende opplasninger eller suspensjoner. Faste former
som er egnet for opplasning i eller suspensjon i flytende vehikler f@r injeksjon kan
ogsa fremstilles.

Direkte avlevering av preparatene vil generelt giennomfares ved injeksjon,
subkutan, intraperitoneal, intravengs eller intramuskuleer, eller ved avlevering il
det interstitielle rom til et vev. Preparatene kan ogsa administreres inn i en lesjon.
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Doseringsbehandling kan vaere i form av et enkelt doseprogram eller et program
med multiple doser.

Det vil forstas at den aktive bestanddel i preparatet vil vaere et antistoffmolekyl.
Det vil som sadan vasre mottagelig for nedbrytning i gastrointestinalkanalen.
Saledes, dersom preparatet skal administreres ved en rute ved anvendelse av
gastrointestinalkanalen, ma preparatet inneholde midler som beskytter antistoffet
mot nedbrytning, men som frigjer antistoffet straks det er blitt absorbert fra
gastrointestinalkanalen.

En inngaende omtale av farmasgytiske aksepterbare baerere er tilgjengelig i
Reminton's Pharmaceutical Sciences (Mack Publishing Company, N.J. 1991).

Man regner ogsa med at antistoffet ifalge oppfinnelsen vil administreres ved
anvendelse av genterapi. For & oppna dette, blir DNA sekvenser som koder for de
tunge og lette kjeder til antistoffmolekylet under kontrollen av passende DNA
komponenter innfart i en pasient slik at antistoffkjedene uttrykkes fra DNA
sekvensene og samles in situ.

Den foreliggende oppfinnelse tilveiebringer ogsa et antistoffmolekyl som er et Fab-
fragment eller modifisert Fab-fragment, som har spesifisitet for human TNFa for
anvendelse i behandling av en akutt eller kronisk immunlidelse eller
immunregulerende lidelse, en infeksjon, en neurodegenerativ sykdom eller en
malign sykdom.

Antistoffmolekylet ifalge oppfinnelsen kan anvendes i en hvilken som helst terapi
hvor det er snskelig & redusere nivaet av biologisk aktiv TNFa tilstede i
menneskekroppen eller dyrekroppen. TNFa kan sirkulere i kroppen eller veere
tilstede i et usnsket hayt niva som er lokalisert pa et spesielt sted i kroppen.

@kte nivaer av TNFa er for eksempel implisert i akutte og kroniske immunlidelser
og immunregulerende lidelser, infeksjoner som inkluderer septisk, endotoksisk og
kardiovaskuleert sjokk, inflammatoriske lidelser, neurodegenerative sykdommer,
maligne sykdommer og alkoholindusert hepatitt. Detaljer om de mange lidelser
som er forbundet med gkte nivaer av TNFa er angitt i US-A-5 919 452. Antistoff-
molekylet ifalge oppfinnelsen kan anvendes i terapi av sykdommer mediert ved
TNFa. Seerlige relevante sykdommer som kan behandles ved antistoffmolekylet
ifalge oppfinnelsen inkluderer sepsis, kongestiv hjertesvikt, septisk eller
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endotoksisk sjokk, kakeksi, akutt lungesviktsyndrom, AIDS, allergier, psoriasis, TB,
inflammatoriske benlidelser, blodkoagulasjonslidelser, brannsar, avstat-
ningsepisoder etter organ- eller vevstransplantasjon, Crohns sykdom og
autoimmune sykdommer som tyreoiditt og reumatoid artritt og osteoartritt.

Antistoffmolekylet eller preparatet kan i tillegg anvendes, for & redusere
bivirkninger forbundet med TNFa dannelse under neoplastisk terapi, for &
eliminere eller redusere sjokk-relaterte symptomer assosiert med behandling eller
forebygging av transplantatavstetning ved anvendelse av et anti-lymfocytt antistoff,
eller for behandling av multi-organsvikt.

Antistoffmolekylet ifalge oppfinnelsen anvendes foretrukket for behandling av
reumatoid artritt eller osteoartritt.

En metode for & behandle mennesker eller dyr som lider av eller har en risiko for
en lidelse mediert ved TNFa er ogsa beskrevet, hvor metoden omfatter &
administrere en effektiv mengde av antistoffmolekylet ifalge oppfinnelsen til
individet.

Antistoffmolekylet ifelge oppfinnelsen kan ogsa anvendes i diagnose, for eksempel
i in vivo diagnose og for & beskrive sykdomstilstander som involverer gkte nivaer
av TNFa.

Et antistoffmolekyl som omfatter et hybrid CDR omfattende en trunkert donor CDR
sekvens hvor den manglende del til det trunkerte donor CDR er erstattet med en
annen sekvens og danner et funksjonelt CDR er ogsa beskrevet. Betegnelsen
"hybrid CDR" som anvendt heri betyr et CDR omfattende et donor CDR som er blitt
trunkert i en eller flere stillinger, for eksempel i den ene eller begge endene derav.
Den manglende delen til det trunkerte donor CDR er erstattet med en annen
sekvens for & danne et komplett eller funksjonelt CDR. Det hybride CDR har minst
en aminosyreforandring sammenlignet med det komplette donor CDR. Sekvensen
som erstatter den trunkerte del av CDR kan veere en hvilken som helst sekvens.
Ikke-donordelen av CDR sekvensen er foretrukket fra antistoffet hvorfra
rammeregionen til antistoffmolekylet er avledet, slik som en germline antistoff-
sekvens.

Man har funnet at antistoffmolekyler som omfatter et hybrid CDR bibeholder i alt
vesentlig den samme bindingsaffinitet som et antistoffmolekyl som inneholder



10

15

20

25

30

35

19

komplette donor CDRer. Betegnelsen "i alt vesentlig den samme bindingsaffinitet"
som anvendt heri betyr minst 70%, mere foretrukket minst 856% og mest foretrukket
minst 95% av bindingsaffiniteten av det tilsvarende antistoffmolekyl omfattende
komplette donor CDRer. Som angitt over, i bestemte tilfeller, kan affiniteten for
antistoffet vaere starre enn den til donorantistoffet. Anvendelse av et hybrid CDR
gir fordeler med reduksjon av mengden av fremmed (dvs. donor) sekvens tilstede i
antistoffmolekylet og kan @ke antistoffmolekylets bindingsaffinitet sammenlignet
med det tilsvarende antistoffmolekyl som omfatter komplette donor CDRer.

Hvilken som helst av CDRene i antistoffmolekylet kan vaere hybrid. CDR2 i den
tunge kjede er foretrukket hybrid i antistoffmolekylet.

Trunkeringen av donor CDR er foretrukket fra 1 til 8 aminosyrer, mere foretrukket
fra 4 til 6 aminosyrer. Det er videre foretrukket at trunkeringen gjennomferes ved
C-terminalen til CDR.

Avhengig av sekvensen til den trunkerte del av CDR og sekvensen til den
forskjellige sekvens som erstatter den manglende del, kan en rekke
aminosyreforandringer gjeres. Foretrukket gjennomferes minst 2
aminosyreforandringer, mere foretrukket minst 3 aminosyreforandringer mest
foretrukket gjennomfares minst 4 aminosyreforandringer.

Det skal seerlig nevnes et antistoff hvor det andre CDR i den tunge kjede har
sekvensen gitt som SEQ ID NO:2. Dette har bedre affinitet for dets antigen enn
donorantistoffet hvorfra en del av CDR er avledet.

En nukleinsyresekvens som koder for antistoffmolekylet som omfatter et hybrid
CDR er ogsa beskrevet.

En ekpresjonsvektor som inneholder nukleinsyresekvensen som koder for
antistoffmolekylet som omfatter et hybrid CDR er ogsa beskrevet.

En vertscelle som er transformert med vektoren er ogsa beskrevet.
En fremgangsmate for fremstilling av et antistoffmolekyl som omfatter et hybrid

CDR som omfatter dyrking av vertscellen og isolering av antistoffmolekylet er ogsa
beskrevet.

341218
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Videre er de etterfalgende eksempler angitt som refererer til de vedlagte tegninger,
hvor:

Figur 1 viser rammeregionene til human lett kjede subgruppe 1 sammenlignet med
rammeregionene til hTNF40 lett kjede (SEQ ID NO:83 til 90),

figur 2 viser rammeregionene til human tung kjede subgruppe 1 og subgruppe 3
sammenlignet med rammeregionene til N TNF40 tung kjede (SEQ ID NO:91 til 98
og 106 til 109), figur 3 viser aminosyresekvensen til CDRene av hTNF40 (SEQ ID
NO:1 til 7), hvor CDR H2' er et hybrid CDR hvor de C-terminale seks aminosyrer er
fra H2 CDR-sekvensen til et humant subgruppe 3 germline antistoff og hvor
aminosyreforandringene pa sekvensen resulterende fra denne hybridisering er
understreket,

figur 4 viser vektor pMR15.1,

figur 5 viser vektor pMR14,

figur 6 viser nukleotidsekvensen og den predikterte aminosyresekvens av det
murine hTNF40VI (SEQ ID NO:99),

figur 7 viser nukleotidsekvensen og den predikterte aminosyresekvens av det
murine hTNF40Vh (SEQ ID NO:100),

figur 8 viser nukleotidsekvensen og den predikterte aminosyresekvens av hTNF40-
gL1 (SEQ ID NO:8),

figur 9 viser nukleotidsekvensen og den predikterte aminosyresekvens av hTNF40-
gL2 (SEQ ID NO:9),

figur 10 viser nukleotidsekvensen og den predikterte aminosyresekvens av
gh1hTNF40.4 (SEQ ID NO:10),

figur 11 viser nukleotidsekvensen og den predikterte aminosyresekvens av
gh3hTNF40.4 (SEQ ID NO:11),

figur 12 viser vektor CTIL5-gL6,

figur 13 viser strukturen til en forbindelse betegnet CDP870 omfattende et
modifisert Fab-fragment aviedet fra antistoff hnTNF40 kovalent koblet via en
cysteinrest til en lysyl-maleimid linker hvor hver aminogruppe pa lysylresten har
kovalent bundet dertil en metoksy PEG-rest hvor n er omtrent 420,

figur 14 viser vektor pTTQ9,

figur 15 viser sekvensen av OmpA oligonukleotidadapteren (SEQ ID NO:101),
figur 16 viser vektor pACYC184,

figur 17 viser vektor pTTO-1,

figur 18 viser vektor pTTO-2,

figur 19 viser vektor pDNAbENg-G1,
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figur 20 viser oligonukleotidkassettene som koder for forskjellige intergeniske
sekvenser for E. coli modifisert Fab ekspresjon (SEQ ID NO:102 til 105),

figur 21 viser periplasmisk modifisert Fab akkumulering av IGS-varianter,

figur 22 viser vektor pTTO(CDP870),

figur 23 viser sykdomsaktivitetsscoren (DAS) i pasienter behandlet med ulike
doser av CDP870 og placebo. Median og IQ-omrader er angitt for per-
protokollpopulasjon med siste observasjon overfert. Sma firkanter indikerer
placebo, romber indikerer 1 mg/kg, trekanter indikerer 5 mg/kg og store firkanter
indikerer 20 mg/kg,

figur 24 viser antallet amme ledd, antallet hovne ledd, smerte-score, fagmannens
globale vurdering av sykdomsaktivitet, modifisert "health assessment
questionnaire" (HAQ), C reaktivt protein (CRP) og erytrocytt- sedimenteringsrate
(ESR) i pasienter behandlet med forskjellige doser av CDP870 og placebo.
Median og IQ omrade er angitt for pre-protokollpopulasjonen med siste
observasjon overfert. Sma firkanter indikerer placebo, romber indikerer 1 mg/kg,
trekanter indikerer 5 mg/kg og store firkanter indikerer 20 mg/kg.

EKSEMPLER

Genkloning og ekspresjon av et kimart hTNF40 antistoffmolekyl

RNA fremstilling fra hTNF40 hybridomceller

Total RNA ble fremstilt fra 3 x 107 hTNF40 hybridomceller som beskrevet under.
Cellene ble vasket i fysiologisk saltoppl@sning og opplast i RNAzol (0,2 ml per 108
celler). Kloroform (0,2 ml per 2 ml homogenat) ble tilsatt, blandingen ble rystet
kraftig i 15 sekunder og deretter etterlatt pa is i 15 minutter. De oppnadde vandige
og organiske faser ble separert ved sentrifugering i 15 minutter i en Eppendorf
sentrifuge og RNA ble presipitert fra den vandige fase ved tilsetning av et likt
volum isopropanol. Etter 15 minutter pa is ble RNA pelletisert ved sentrifugering,
vasket med 70% etanol, terket og oppl@est i sterilt, RNAse fritt vann. Utbyttet av
RNA var 400 ug.

PCR-kloning av hTNF40 Vh og VI
cDNA sekvenser som koder for de variable domener av hTNF40 tung og lett kjede

ble syntetisert ved anvendelse av revers transkriptase for & produsere
enkelttradete cDNA kopier av mRNA tilstede i det totale RNA, etterfulgt av
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Polymerase Chain Reaction (PCR) pa cDNAene med spesifikke oligonukleotid
primere.

a) cDNA syntese

cDNA ble syntetisert i et 20 pl reaksjonsvolum inneholdende de etterfalgende
reagenser: 50mM Tris-HCI pH, 8,3, 76 mM KCI, 10 mM ditiotreitol, 3 mM MgClz,
0,5 mM av hvert deoksyribonukleosidtrifosfat, 20 enheter RNAsin, 76 ng random
heksanukleotidprimer, 2 yg hTNF40 RNA og 200 enheter Moloney Murine
Leukemia Virus revers transkriptase. Etter inkubasjon ved 42°C i 60 minutter ble
reaksjonen terminert ved oppvarming ved 95°C i 5 minutter.

b) PCR

Alikvoter av cDNA ble underkastet for PCR ved anvendelse av kombinasjonen av
primere som er spesifikke for de tunge og lette kjeder. Nukleotidsekvensene til &'
primerne for de tunge og lette kjeder er henholdsvis vist i tabeller 1 og 2. Disse
sekvenser inneholder alle, i rekkefalge, et restriksjonssete som starter 7
nukleotider fra deres 5' ender, sekvensen GCCGCCACC (SEQ ID NO:12), for &
tillate optimal translasjon av de resulterende mRNAer, et initeringskoden og 20-30
nukleotider basert pa lederpeptidsekvensene til kijente museantistoffer (Kabat et
al., Sequences of proteins of immunological interest, 5 Edition, 1991, U.S.
Department of Health and Human Services, Public Health Service, National
Institutes of Health).

3' primerne er vist i tabell 3. Lett kjede primeren spenner over J-C-forbindelsen il
antistoffet og inneholder et restriksjonssete for enzymet Sp1I for & forenkle kloning
av V1 PCR fragmentet. Tung kjede 3' primerne er en blanding som er utformet til
a spenne over J-C forbindelsen til antistoffet. 3' primeren inkluderer et Apal
restriksjonssete for & forenkle kloning. 3' regionen av primerne inneholder en
blandet sekvens basert pa dem funnet i kjente museantistoffer (Kabat et al., 1991,
supra).

Kombinasjonene av primere beskrevet over muliggjer at PCR-produktene for Vh
og VI kan klones direkte inn i en passende ekspresjonsvektor (se under) for &
danne kimeaere (mus-human) tunge og lette kjeder og at disse gener kan uttrykkes i
pattedyrceller for & danne kimeere antistoffer av @nsket isotype.
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Inkubasjoner (100 pl) for PCR ble satt opp som falger. Hver reaksjon inneholdt 10
mM Tris-HCI pH 8,3, 1,5 mM MgCl2, 50 mM KCI, 0,01% vekt/volum gelatin, 0,25
mM av hvert deoksyribonukleosidtrifosfat, 10 pmol &' primer blanding (tabell 4), 10
pmol 3' primer (CL12 (lett kjede) eller R2155 (tung kjede) (tabell 3)), 1 ul cDNA og
1 enhet Taq polymerase. Reaksjoner ble inkubert ved 95°C i 5 minutter og
deretter syklisert giennom 94°C i 1 minutt, 55°C i 1 minutt og 72°C i 1 minutt. Etter
30 sykluser ble alikvoter fra hver reaksjon analysert ved elektroforese pa en
agarosegel. Lett kjede reaksjoner som inneholdt &' primerblandinger fra lett kjede
pooler 1, 2 og 7 ga band med starrelser som var konsistente med full lengde VI
fragmenter, mens reaksjonen fra tung kjede reaksjonspool 3 ga et fragment med
en starrelse forventet av et Vh gen. Bandet dannet ved lett kjede pool 1 primerne
ble ikke fulgt opp da tidligere resultater hadde vist at dette band svarer til et lett
kiede pseudogen produsert ved hjelp av hybridomceller. Bandet produsert ved lett
kiede pool 7 primerne var svakere enn bandet fra pool 2 primerne og ble derfor
ikke fulgt opp. Kun bandet fra lett kjede reaksjonspool 2, som var det sterkeste
bandet, ble fulgt opp.

¢) Molekyleer kloning av PCR-fragmentene

DNA-fragmentene dannet i lett kjede reaksjonspoolen 2 ble kuttet med enzymene
BstBl og Sp1l, konsentrert ved etanol presipitering, underkastet elektroforese pa
en 1,4% agarosegel og DNA-band i omradet 400 basepar ble utvunnet. Disse ble
klonet ved ligering inn i vektoren pMR15.1 (figur 4) som var blitt underkastet
restriksjon med BstBl og Sp1l. Etter ligering ble blandinger transformertin i E. coli
LM 1035 og plasmider fra de resulterende bakteriekolonier ble screenet for
insersjoner ved kutting med BstBIl og Sp1l. Representativer med insersjoner fra
hver ligering ble analysert videre ved nukleotidsekvensering.

Pa tilsvarende mate ble DNA-fragmentene dannet i tung kjede reaksjonspool 3
kuttet med Hindlll og Apal og klonet inn i vektoren pMR14 (figur 5) som var blitt
underkastet restriksjon med Hindlll og Apal. lgjen ble representative plasmider
som inneholdt insersjoner analysert ved nukleotidsekvensering.

d) Nukleotid sekvensanalyse

Plasmid DNA fra en rekke isolater inneholdende Vh-insersjoner ble sekvensert ved
anvendelse av primerne R1053 (se tabell 5) (som primer i 3' regionen av HCMV-
promoteren i pMR14) og R720 (se tabell 5) (som primer i 5' region av human C-
gamma 4 og tillater sekvensering giennom DNA insersjonen pa pMR14). Det ble
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funnet at nukleotidsekvensene til Vh insersjonen i en rekke kloner var identiske,
unntatt for forskjeller i signalpeptidet og J-regionen. Dette indikerte at klonene
som undersekes er uavhengige isolater som stammer fra anvendelsen av
forskjellige primere fra blandingen av oligonukleotider under PCR-stadiet. Den
bestemte nukleotidsekvens og predikterte aminosyresekvens av det variable
domenet av den tunge kjede til antistoff hnTNF40 (hnTNF40Vh) er gitt i figur 7 (SEQ
ID NO:100).

For & analysere lett kjede klonene, ble sekvensen avledet fra priming med R1053
(se tabell 5) og R684 (SEQ ID NO:62) (som primer i 5' regionen av human C-
kappa og tillater sekvensering gjennom DNA-insersjonen pa pMR15.1) undersokt.
Nukleotidsekvensen og den predikterte aminosyresekvens til VI-genene som
skyldes reaksjoner i pool 2 ble tilsvarende analysert. Igjen ble det funnet at
nukleotidsekvensene til VI-insersjonen i en rekke kloner var identiske, unntatt for
forskjeller i signalpeptidet og J-regionene, som indikerer at de undersekte kloner
var uavhengige isolater som kommer av anvendelsen av ulike primere fra
blandingen av oligonukleotider anvendt under PCR-stadiet. Den bestemte
nukleotidsekvens og predikterte aminosyresekvens til det variable domenet av lett
kieden av antistoff hnTNF40 (hnTNF40VI) er gitt i figur 6 (SEQ ID NO:99).

TABELL 1

Oligonukleotidprimere for ' regionen av tunge kjeder fra mus.

CH1: 5'ATGAAATGCAGCTGGGTCAT(G,C)TTCTT3' (SEQ ID NO:13)

CH2: 5 ATGGGATGGAGCT(A,G)TATCAT(C,GYXC,TITCTT3® (SEQID NO:14)
CH3: S'ATGAAG(A,T)TGTGGTTAAACTGGGTHTB’ (SEQ ID NO:15)

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

CH5: 5'ATGGACTCCAGGCTCAATTTAGTTTT3 (SEQ ID NO:17)

CH6 : 5'ATGGCTGTC(C,’I:)T(G,A)G(G,C)GCI'(G,A)CI‘CI‘TCTGS’ (SEQ ID NO:18)
CH7: 5 ATGG(G,A)ATGGAGC(G,T)GG(G,A)TCTTT(A,C)TCTT?’ (SEQ ID NO:19)
CHS8: 5'ATGAGAGTGCTGATTCTTTTGTG3' (SEQ ID NO:20)

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

CH11: 5 ATGGATTTTGGGCTGATTTTTTTTATTG3’ (SEQ ID NO:23)

CHI2: 5'ATGATGGTGTTAAGTCTTCTGTACCT3' (SEQ ID NO:24)
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Hver av de ovennevnte primere har sekvensen
5'GCGCGCAAGCTTGCCGCCACCS' (SEQ ID NO:25) addert til sin 5'-ende.

TABELL 2

Oligonukleotidprimere for 5' regionen av lette kjeder fra mus.

CL1 : 5'ATGAAGTTGCCTGTTAGGCTGTTGGTGCT3’ (SEQ ID NO:26)

CL2 : 5ATGGAG(T,A)CAGACACACTCCTG(T,C)TATGGGTS (SEQ ID NO:27)
CL3 : 5ATGAGTGTGCTCACTCAGGTCCT3' (SEQ ID NO:28)

Ci4 : 5 ATGAGG(G,A)CCCCTGCTCAG(A,TITT(C,T)TTGG3’ (SEQ ID NO:29)

CL5 : S'ATGGATTT(T,A)CAGGTGCAGATT(T,AJTCAGCTT3 (SEQ ID NO:30)

CL5A : 5'ATGGATTT(T,AYCA(A,G)GTGCAGATT(T.A)TCAGCTT3 (SEQ ID NO:31)
CL6 : SATGAGGT(T,G)C(T,CYT.C)TG(T,CTGOAG(T.OTT.C)CTG(A,G)G3(SEQ
D NO:32) '

CL? : 5'ATGGGC(T.A)TCAAGATGGAGTCACAY (SEQ ID NO:33)

Cl8 : 5 ATGTGGGGA(T.C)CHG.DTTTT.CCA.C)XACTTTTICAATS (SEQ ID
NO:34)

CLY : 5'ATGGI(GATCC(T,A)CAG,CICTCAGTTICCTTS (SEQ IDNO:3S)

CLI0 : 5 ATGTATATATGTTTGTTGTCTATITCS (SEQ ID NO:36) |

CL1l : 5 ATGGAAGCCCCAGCTCAGCTTCTCITS'(SEQ ID NO:3T)

CLI2A :  S'ATG(AGMAGT(T.CHATICAGACCCAGGTCTI(T.CYAGITS' (SEQ ID
NO:38)

CLIZB: 5’ATGGAGACACATTCTCAGGTCTTTGTY (SEQ I NO:39)

CLI3. : 5*ATGGATTCACAGGCCCAGGTTCTTAT? (SEQ ID NO:40)

CL}4 : 5’ATGATGAGTCCTGCCCAGTTCCTGTT? (SEQ ID NO:41)

CLIS : 5 ATGAATTIGCCTGTTCATCTCTTGGTGCTS (SEQ ID NO#2)

CL16 : 5 ATGGATTTTCAATTGGTCCICATCTCCTT (SEQ ID NO43)

CLi7A: 5’ATGAGGTGOCTA(A.G)CT(C,G)AGTTCCTG(A,G)G3’ (SEQID NO:44)
CLI7B: 5’ATGAAGTACTCTGCTCAGTTTCTAGG3' (SEQ ID NO:4S)

CL17C: S’ATGAGGCATTCTCTTCAATICTTGGGH (SEQ ID NO:46)
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Hver av de ovennevnte primere har sekvensen
5'GGACTGTTCGAAGCCGCCACCS' (SEQ ID NO:47) addert til sin 5'-ende.

TABELL 3
Oligonukleotidprimere for 3'-endene av Vh og VI musegener.

Lett kjede (CL12):

1o S'GOATACAGTIGGTGCAGCATCCGTACGTITS' (SEQ ID NO:4g)

Tung kjede (R2155):
5'GCAGATGGGCCCTTCGTTGAGGCTG(A,CYAGIGAGAC(G T, A)GTGAS’
(SEQ ID NO:49)

15 TABELL 4

a) 5' primerblandinger for lett kjede PCR-reaksjoner

pooll : CL2.

pool2 : CL7.

pool3 : CLI13.

pool4 :CL6.

pool 5 : CL5A, CLY, CLI7A.
pool 6 :CLS.

pool 7 :CLI2A.

pool.8 :CL1,CL3, (14, CL5, CL10, CL11, CL2B, CL14, CL15, CL16,CL17B, CL17C

20 b)5' primerblandinger for tung kjede PCR-reaksjoner

pool 1 : CH1, CH2, CHS, CH4..
pool 2 : CHS, CH6, CH7, CHS.
pool 3 : CHO, CH10, CH11, CHI2.

TABELL 5

25 Primer anvendt i nukleotidsekvensanalyse
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R1053 :  5SGCTGACAGACTAACAGACTGTTCC3' (SEQ ID NO:50)
R720 : . 5GCTCTCGGAGGTGCTCCT3’ (SEQ ID NO:51)

Evaluering av aktiviteter til kimare gener.

Aktivitetene til de kimeere gener ble evaluert ved & uttrykke dem i pattedyrceller &
rense og kvantifisere de nylige syntetiserte antistoffer. Metodologien for dette er
beskrevet under, etterfulgt av en beskrivelse av de biokjemiske og cellebaserte
analyser anvendt for den biologiske karakterisering av antistoffene.

a) Fremstilling av kimart hTNF40 antistoffmolekyl

Kimeert antistoff for biologiske evaluering ble fremstilt ved transient ekspresjon av
de passende tung og lett kjede parene etter ko-transfeksjon inn i Chinese Hamster
Ovary (CHO) celler ved anvendelse av kalsiumfosfatpresipitering.

Pa dagen fer transfeksjon, ble semi-konfluente kolber av CHO-L761-celler
trypsinbehandlet, cellene ble talt og T75-kolber ble satt opp som hver hadde 107-
celle.

Neste dag ble dyrkingsmediet forandret 3 timer fer transfeksjon. For transfeksjon
ble kalsiumfosfatpresipitatet fremstilt ved & blande 1,25 ml 0,25M CaCl2
inneholdende 50 ug av hver av tung og lett kjede ekspresjonsvektorer med 1,25 mi
2 x HBS (16,36 g NaCl, 11,0 g HEPES og 0,4 g Na2HPOQa4 i 1 liter vann med pH
innstilt til 7,1 med NaOH) og umiddelbar tilsetning til mediet av cellene. Etter 3
timer ved 37°C i COz2 inkubator ble medium og presipitat fiernet og cellene ble
sjokkbehandlet ved tilsetting av 15 ml 15% glycerol i fosfatbufret saltopplasning
(PBS) i 1 minutt. Glycerol ble fjernet, cellene ble vasket en gang med PBS og
inkubert i 48-96 timer i 25 ml medium inneholdende 10 mM natriumbutyrat.
Antistoff kunne renses fra dyrkingsmediet ved binding til og eluering fra protein A-
Sepharose.

b) ELISA

For ELISA, ble Nunc ELISA-plater belagt over nattet ved 4°C med et F(ab)2-
fragment av et polyklonalt geit anti-humant Fc fragment spesifikt antistoff (Jackson
Immunoresearch, code 109-006-098) ved 5 ug/ml i belegningsbuffer (15 mM
natriumkarbonat, 35 mM natriumhydrogenkarbonat, pH 6,9). lkke-belagt antistoff
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ble fjernet ved vasking 5 ganger med destillert vann. Prever og rensede
standarder som skulle kvantifiseres ble fortynnet til omtrent 1 ug/ml i konjugert
buffer (0,1 M Tris-HCI, pH 7,0, 0,1M NaCl, 0,2% volum/volum Tween 20, 0,2%
vekt/volum Hammersten casein). Pravene ble titrert i mikrotiterbrennene i 2-
ganger fortynninger til & gi et sluttvolum pa 0,1 ml i hver brgnn og platene ble
inkubert ved romtemperatur i 1 time med rysting. Etter det farste inkubasjonstrinn
ble platene vasket 10 ganger med destillert vann og deretter inkuberti 1 time som
fer med 0,1 ml av et mus monoklonalt anti-humant kappa (klon GD12)
peroksidase-konjugert antistoff (The Binding Site, code MP135) ved en fortynning
pa 1i700 i konjugert buffer. Platen ble igjen vasket og substratoppl@sning (0,1
ml) ble tilsatt til hver brenn. Substratopplesningen inneholdt 150 pl N,N,N,N-
tetrametylbenzidin (10 mg/ml i DMSO), 150 pl hydrogenperoksyd (30%
opplasning) i 10 ml 0,1 M natriumacetat/natriumcitrat, pH 6,0. Platen ble utviklet i
5-10 minuttet inntil absorbansen ved 630 nm var omtrent 1,0 for topp-standarden.
Absorbans ved 630 nm ble malt ved anvendelse av en plateavleser og
konsentrasjonen til pr@ven ble bestemt ved & sammenligne titreringskurvene med
standardkurvene.

c) Bestemmelse av affinitetskonstanter ved BiaCore analyse.

Bindingsinteraksjonen mellom hTNF40 og human TNF ble undersgkt ved
anvendelse av BlA-teknologi. Et affinitetsrenset geit polyklonalt antistoff, rettet mot
den konstante region av hTNF40, ble immobilisert pa dekstranpolymer-sensorchip-
overflaten ved anvendelse av standard NHS/EDC-kjemi. Relativt lave nivaer (200-
500 RU) av hTNF40 var fastholdt for & sikre at massetransporteffektene var
minimalisert. Humant TNF ved forskjellige konsentrasjoner ble fart over det fast-
holdte hTNF40 for fastsettelse av assosiasjonskinetikkene. Etter injeksjonen av
ligand, ble buffer fart over flaten slik at dissosiasjonen kunne males.

Assosiasjons- og dissosiasjons-hastighetskonstantene for interaksjonen mellom
fast fase hTNF40 og human TNF ble beregnet, og en Kp verdi ble utledet.

EKSEMPEL 1
CDR-poding av hTNF40
Molekyleer kloning av gener for de variable regioner av de tunge og lette kjeder av

hTNF40 antistoffet og deres anvendelse for & produsere kimasre (mus-human)
hTNF40 antistoffer er blitt beskrevet over. Nukleotid- og aminosyresekvensene til
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de murine hTNF40 VI og Vh er vist i henholdsvis figurer 6 og 7 (SEQ ID NO:99 og
100). Dette eksempel beskriver CDR-podingen av hTNF40 antistoffet.

CDR-poding av hTNF40 lett kjede

Oppstilling av rammeregionene av hTNF40 lett kjede med dem til de fire humane
lett kjede subgrupper (Kabat et al., 1991, supra) viste at nTNF40 var mest
homolog med antistoffer i human lett kjede subgruppe 1. Falgelig, for konstruksjon
av CDR-podet lett kjede, korresponderte de valgte rammeregioner med dem til den
humane gruppe 1 konsensus-sekvens.

En sammenligning av aminosyresekvensene til rammeregionen av murin hTNF40
og konsensus human gruppe 1 lett kjedene er gitt i figur 1 og viser at det er 22
forskjeller (understreket) mellom de to sekvenser. Analyse av bidraget som
hvilken som helst av disse rammeforskjeller kan ha pa antigenbinding identifiserer
2 rester for undersekelse, disse er i stillinger 46 og 60. Basert pa denne analyse,
ble to versjoner av CDR-podet lett kjede konstruert. | den ferste av disse,
hTNF40-gL1 (SEQ ID NO:8), er rester 46 og 60 avledet fra hTNF40 lett kjeden
mens i den andre, hTNF40-gL2 (SEQ ID NO:9), er alle rester human konsensus
unntatt rest nummer 60 som er fra hTNF40 lett kjeden.

Konstruksjon av CDR-podet lett kjede hTNF40-gLA1.

Konstruksjonen av hnTNF40-gL1 er gitt nedenfor i detalj. De etterfalgende
overlappende oligonukleotider (P7982-P7986) ble anvendt i polymerase-kjede-
reaksjonene (PCR) for & sammenstille en trunkert podet lett kjede. Det
sammenstilte fragment mangler antistoff-ledersekvensen og de ferste 17
aminosyrer av ramme 1.

oligo 1 P7982:
5" GAATTCAGGGTCACCATCACTTGTAAAGCCAGTCAGAACGTAGGTACTAAC
GTAGCCTGGTATCAGCAAA3Z' (SBQ ID NO:52)

-oligo 2 P7983:
5* ATAGAGGAAAGAGGCACTGTAGATGAGGGCTTTTGGGGCTTTACCTGGTTT
TTGCTGATACCAGGCTACGTS3’ (SEQ ID NO:53)
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oligo 3 P7984:
5" TACAGTGCCTCTTTCCTCTATAGTGGTGTACCATACAGGTTCAGCGGATCCG
GTAGTGGTACTGATTTCACS’ (SEQ ID NO:54)

oligo 4 P7985
5'GACAGTAATAAGTGGCGAAATCTTCTGGCTGGAGGCTACTGATCGTGAGGGT
GAAATCAGTACCACTACCG3’ (SEQ ID NO:55)

oligo 5 P7986:
5’ ATTTOGCCACTTATTACTGTCAACAGTATAACATCTACCCACTCACATTCGGT
CAGGGTACTAAAGTAGAAATCAAACGTACGGAATTC3’ (SEQ ID NO:56)

Fwd P7981:
5’GAATTCAGGGTCACCATCACTTGTAAAGCCS® (SEQ ID NO:57)

Bwd P7980
S’GAATTCCGTACGTTTGATTTCTACTTTAGTY (SEQ ID NO:58),

En PCR-reaksjon, 100 ul ble oppstilt inneholdende, 10 mM Tris-HCI pH 8,3, 1,5
mM MgCl2, 50 mM KCI, 0,01% vekt/volum gelatin, 0,25 mM av hvert
deoksyribonukleosidtrifosfat, 2 pmol av P7982, P7983, P7984, P7985, P7986, 10
pmol av P7980, P7981 og 1 enhet av Taq polymerase. Reaksjoner ble sykliserte
giennom 94°C i 1 minutt, 55°C i 1 minutt og 72°C i 1 minutt. Etter 30 sykluser ble
hver reaksjon analysert ved elektroforese pa en agaros gel og PCR-fragmentet ble
skaret ut fra gelen og utvunnet ved anvendelse av et Mermaid Kit. Det oppnadde
fragment ble underkastet restriksjon med enzymene BstEIl og Spll i den passende
buffer. Det oppnadde produkt ble til slutt underkastet elektroforese pa en agarose-
gel og 270 basepar DNA fragmentet ble utvunnet fra en gelskive og ligert inn i
vektor CTIL5-gL6 (figur 12), som pa forhand var blitt kuttet med de samme
enzymer. Den ovennevnte vektor tilveiebringer den manglende antistoff-
ledersekvens og de ferste 17 aminosyrer av ramme 1.

Ligeringsblandingen ble anvendt for & transformere E. coli stamme LM1035 og de
resulterende kolonier ble analysert ved PCRer, restriksjonsenzym-kuttinger og
nukleotid sekvensering. Nukleotid- og aminosyresekvensen for VI regionen av
hTNF40-gL1 er vist i figur 8 (SEQ ID NO:8).
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Konstruksjon av CDR-podet lett kjede hTNF40-gL2

hTNF40-gL2 (SEQ ID NO:9) ble konstruert ved anvendelse av PCR. De
etterfalgende oligonukleotider ble anvendt for & introdusere
aminosyreforandringene:

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

R5350: 5'TCTAGATGGCACACCATCTGCTAAGTTTGATGCAGCATAGAT
CAGGAGCTTAGGAGC3’ (SEQ ID NO:60)

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

R684: 5*TTCAACTGCTCATCAGATS3’ (SEQ ID NO:62)

To reaksjoner, hver pa 20 ul, ble satt opp som hver inneholdt 10 mM Tris-HCI pH
8,3, 1,5 mM MgClz, 50 mM KCI, 0,01% vekt/volum gelatin, 0,25 mM av hvert
deoksyribonukleosidtrifosfat, 0,1 ug hTNF40-gL1, 6 pmol R1053/R5350 eller
R5349/R684 og 0,25 enheter Taq polymerase. Reaksjoner ble syklisert giennom
94°C i 1 minutt, 55°C i 1 minutt og 72°C i 1 minutt. Etter 30 sykluser ble hver
reaksjon analysert ved elektroforese pa en agarosegel og PCR fragmentene ble
skaret ut fra gelen og utvunnet ved anvendelse av et Mermaid Kit.

Alikvoter av disse ble deretter underkastet for en andre runde av PCRer.
Reaksjonen, 100 pl, inneholdt 10 mM Tris-HC1 pH 8,3, 1,5 mM MgC12, 50 mM
KCI, 0,01% vekt/volum gelatin, 1/5 av hver av PCR fragmentene fra den farste
gruppe av reaksjoner, 30 pmol R1053 og R684 og 2,5 enheter Taq polymerase.
Reaksjonstemperaturene var som over. Etter PCR ble blandingen ekstrahert med
fenol/kloroform og deretter med kloroform og presipitert med etanol.
Etanolpresipitatet ble utvunnet ved sentrifugering, oppl@st i den passende buffer
og underkastet restriksjon med enzymene BstEll og Spll. Det oppnadde produkt
ble til slutt underkastet elektroforese pa en agarosegel og 270 basepar DNA
fragmentet ble utvunnet fra en gelskive og ligert inn i vektoren pMR15.1 (figur 4)
som pa forhand var blitt kuttet med de samme enzymene.

341218
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Ligeringsblandingen ble anvendt til & transformere E. coli LM1035 og de oppnadde
kolonier ble analysert ved PCR, restriksjonsenzymkuttinger og
nukleotidsekvensering. Nukleotid- og aminosyresekvensen for VI region av
hTNF40-gIL2 er vist i figur 9 (SEQ ID NO:9).

CDR-poding av hTNF40 tung kjede

CDR-poding av hTNF40 tung kjede ble gjennomfart ved anvendelse av den
samme strategi som beskrevet for den lette kjede. hTNF40 tung kjede ble funnet
til & veere mest homolog med humane tunge kjeder som tilharer subgruppe 1 og
konsensus-sekvensen av de humane subgruppe 1 rammeverk ble derfor valgt til &
akseptere hTNF40 tung kjede CDRene.

For & underseke kravet hos en homolog human ramme til & virke som en
akseptorramme for CDR poding, ble en andre ramme, human gruppe 3, valgt for &
humanisere hTNF40 tung kjede.

En sammenligning av hTNF40 med de to forskjellige rammeregioner er vist i figur
2 hvor det fremgar at hTNF40 avviker fra den humane subgruppe 1 konsensus i 32
posisjoner (understreket) og avviker fra den humane subgruppe 3 konsensus i 40
posisjoner (understreket). Etter analyse av bidraget som hvilken eller hvilke av
disse kan gi til antigenbinding, ble rester 28, 38, 46, 67, 69 og 71 bibeholdt som
donor i CDR-podet tung kjede gh1hTNF40.1, ved anvendelse av gruppe 1
rammen. Rester 27, 28, 30, 48, 49, 69, 71, 73, 76 og 78 ble bibeholdt som donor i
CDR-podet tung kjede gh3hTNF40.4 ved anvendelse av gruppe 3 rammen.

Rester 28, 69 og 71 ble bibeholdt som donor i CDR-podet tung kjede
gh1hTNF40.4 ved anvendelse av gruppe 1 rammen.

Konstruksjon av CDR-podet tung kjede gh1hTNF40.4
gh1hTNF40.4 (SEQ ID NO:10) ble samlet ved underkaste overlappende
oligonukleotider for PCR i naerveer av de passende primere. De etterfalgende

oligonukleotider ble anvendt i PCR:

Gruppe 1 poding
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341218

33

oligo 1 P7989:
5'GAAGCACCAGGCTTCTTAACCTCTGCTCCTGACTGGACCAGCTGCACCTGAG
AGTGCACGAATTC3’ (SEQ ID NO:63)

oligo 2 P7990:
5'"GGTTAAGAAGCCTGGTGCTTCCGTCAAAGTTTCGTGTAAGGCCTCAGGCTAC
GTGTTCACAGACTATGGTAS (SEQ ID NO:64)

cligo 3 P7991:
5'CCAACCCATCCATTTCAGGCCTTGTCCCGGGGCCTGCTTGACCCAATTCATAC
CATAGTCIGTGAACACGTS’ (SEQ ID NO:65)

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

oligo 5 P7992:
5’CCATGTATGCAGTGCGTTGTGGAGGTGTCTAGAGTGAACGTGAATCTGCCCTT

GAA3’ (SEQ ID NO:67)

oligo 6 P7993:
5'CCACAAGCACTGCATACATGGAGCTGTCATCTCTGAGATCCGAGGACACCGC

AGTGTACTAT3’ (SEQ ID NO:68)

oligo 7 P7994:
5'GAATTCGGTACCCTGGCCCCAGTAGTCCATGGCATAAGATCTGTATCCTCTAG

CACAATAGTACACTGCGGTGTCCTCS’ (SEQ ID NO:69)

Fwd: P7988:
5*GAATTCGTGCACTCTCAGGTGCAGCTGGTCY (SEQ ID NO:70)

Bwd P7987:
5*GAATTCGGTACCCTGGCCCCAGTAGTCCATS3' (SEQID NO:71)

Sammenstillingsreaksjonen, 100 ul, inneholdt 10 mM Tris-Hcl pH 8,3, 1,5 mM
5 MgClz, 50 mM KCI, 0,01% vekt/volum gelatin, 0,25 mM av hvert deoksyribo-
nukleosidtrifosfat, 2 pmol av hver av p7989, p7990, p7991, p7995, p7992, p7993
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0og p7994, 10 pmol av hver av p7988 og p7987 og 1 enhet Taq polymerase.
Reaksjoner ble syklisert giennom 94°C i 1 minutt, 55°C i 1 minutt og 72°C i 1
minutt. Etter 30 sykluser ble reaksjonen ekstrahert med fenol/kloroform (1/1),
deretter med kloroform og presipitert med etanol. Etter sentrifugering ble DNA
opplast i den passende restriksjonsbuffer og kuttet med ApaLl og Kpnl. Det
oppnadde fragment ble isolert fra en agarose gel og ligert inn i pMR14 (figur 5)
som pa forhand var blitt kuttet med de samme enzymer. pMR14 inneholder
human gamma 4 tung kjede konstant regionen nar pMR14 er kuttet med ApalLl og
Kpnl, idet den kuttede vektor er i stand til &8 motta det kuttede DNA slik at 3' enden
av det kuttede DNA forenes i leserammen til 5' enden av sekvensen som koder for
gamma 4 konstant regionen. Den tunge kjede som uttrykkes fra denne vektor vil
derfor veere en gamma 4 isotype. Ligeringsblandingen ble anvendt til &
transformere E. coli LM1035 og resulterende bakteriekolonier ble screenet ved
restriksjonskutting og nukleotidsekvensanalyse. Pa denne méte ble et plasmid
identifisert som inneholdt den korrekte sekvens for gh1hTNF40.4 (figur 10) (SEQ
ID NO:10).

Konstruksjon av CDR-podet tung kjede gh3hTNF40.4
gh3hTNF40.4 (SEQ ID NO:11) ble sammenstilt ved & underkaste overlappende
oligonukleotider for PCR i naerveer av de passende primere. De etterfalgende

oligonukleotider ble anvendt i PCR:

Gruppe 3 poding
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oligo 1 P7999:
5" GATCCGCCAGGCTGCACGAGACCGCCTCCTGACTCGACCAGCTGAACCTCAG

AGTGCACGAATTCS’ (SEQ ID NO:72)

oligo 2 P8000:
5'TCTCGTGCAGCCTGGCGGATCGCTGAGATTGTCCTGTGCTGCATCTGGTTACG

TCTTCACAGACTATGGAAS’ (SEQ ID NO:73)

oligo 3 P8001
SICCAACCCATCCATTTCAGGCCCTTTCCCGGGGCCTGCTTAACCCAATTCATTC

CATAGTCTGTGAAGACGT3’ (SEQ ID NO:74)

oligo 4 P7995: _
5’GGCCTGAAATGGATGGGTTGGATTAATACTTACATIGGAGAGCCTATTTATGT

TGACGACTTCAAGGGCAGATTCACGTTC3’ (SEQ ID NO:66)

oligo 5 P7997:
5'GGAGGTATGCTGTTGACTTGGATGTGTCTAGAGAGAACGTGAATCTGCCCTT

GAA3’ (SEQ ID NO:75)

oligo 6 P7998:
5'CCAAGTCAACAGCATACCTCCAAATGAATAGCCTGAGAGCAGAGGACACCGC

AGTGTACTAT3’ (SEQ ID NO:76)

oligo 7 P7993:
5'GAATTCGGTACCCTGGCCCCAGTAGTCCATGGCATAAGATCTGTATCCTCTAG

CACAATAGTACACTGCGGTGTCCTC3’ (SEQ ID NO:77)

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

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

Sammenstillingsreaksjonen, 100 pl, inneholdt 10 mM Tris-HCI pH 8,3, 1,5 mM
5 MgClz, 50 mM KCI, 0,01% vekt/volum gelatin, 0,25 mM av hvert
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deoksyribonukleosidtrifosfat, 2 pmol av hver av p7999, p8000, p8001, p7995,
p7997, p7998 og p7993, 10 pmol av hver av p7996 og p7987 og 1 enhet Taq
polymerase. Reaksjoner ble syklisert giennom 94°C i 1 minutt, 55°C i 1 minutt og
72°C i 1 minutt. Etter 30 cykluser ble reaksjonen ekstrahert med fenyl/kloroform
(1/1) og deretter med kloroform og presipitert med etanol. Etter sentrifugering ble
DNA opplest i den passende restriksjonsbuffer og kuttet med ApaLl og Kpnl. Det
oppnadde fragment ble isolert fra en agarosegel og ligert inn i pMR14 (figur 5) som
pa forhand var blitt kuttet med de samme enzymer. pMR14 inneholdt human
gamma 4 tung kjede konstant regionen. Nar pMR14 kuttes med ApaLl og Kpnl, er
den kuttede vektor i stand til & motta det kuttede DNA slik at 3' enden av det
kuttede DNA forenes i leserammen til 5' enden av sekvensen som koder for
gamma 4 konstant regionen. Derfor vil den tunge kjede som uttrykkes fra denne
vektor veere en gamma 4 isotype. Ligeringsblandingen ble anvendt til &
transformere E. coli LM1035 og resulterende bakteriekolonier ble screenet ved
restriksjonskutting og nukleotidsekvensanalyse. P& denne mate ble et plasmid
identifisert som inneholdt den korrekte sekvens for gh3hTNF40.4 (SEQ ID NO:11)
(figur 11).

Fremstilling av CDR-podet modifisert Fab fragment

Et CDR-podet, modifisert Fab fragment, basert pa antistoff nTNF40, ble konstruert
ved anvendelse av E. coli vektoren pTTO-1. De variable regioner av antistoff
hTNF40 sub-klones inn i denne vektor og den intergeniske sekvensen
optimaliseres for & danne pTTO(CDP870). pTTO ekspresjonsvektoren designes
for & fere til oppl@selig, periplasmisk akkumulering av rekombinante proteiner i E.
coli. Hovedtrekkene til dette plasmid er:

(i) tetracyklin-resistensmarker - antibiotika ikke inaktivert ved produktet av
resistens-gen, felgelig er seleksjon for plasmidholdige celler opprettholdt,

(i) lavt kopitall - replikasjons-origo aviledet fra plasmid p15A, som er kompatibelt
med plasmider inneholdende colE1 avledede replikoner,

(iii) sterk, induserbar tac promoter for transkripsjon av et eller flere klonede gener,
(iv) lacld gen - gir konstitutiv ekspresjon av lac-repressorproteinet, opprettholder
tac promotoren i den undertrykte tilstand inntil induksjon med IPTG/allolaktose,

(v) OmpA signalsekvens - gir periplasmisk sekresjon av et eller flere klonede
gener, og

(vi) translasjonskobling av OmpA signalsekvens til et kort lacZ peptid, gir
effektiv initiering av translasjon.
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Vektoren er blitt utviklet for ekspresjon av modifiserte Fab fragmenter fra en di-
cistronisk message ved design av en metode for & selektere empirisk den optimale
intergeniske sekvens fra en serie av fire formalsbestemte kassetter. Anvendelsen
av denne i konstruksjonen av pTTO(CDP870) er beskrevet.

Materialer og metoder

DNA teknikker

Standardteknikker ble anvendt for protokoller som inkluderer DNA restriksjon,
agarosegelelektroforese, ligering og transformasjon. Restriksjonsenzymer og DNA
modifiserende enzymer ble oppnadd fra New England Biolabs eller Boehringer
Mannheim, og ble anvendt i henhold til produsentens anbefalinger. DNA
fragmenter ble renset fra agarose ved anvendelse av GeneClean protokollen (BIO
101). Oligonukleotider ble supplert ved Oswel Oligonucleotide Service og ble
syntetisert i 40 nm malestokken. Plasmid DNA ble isolert ved anvendelse av
Plasmid DNA Mini/Midi kit fra Qiagen. PCR ble gjennomfart ved anvendelse av
Perkin Elmer "Amplitaq" som anbefalt. DNA sekvenseringen ble utfert ved
anvendelse av "the Applied Biosystems Taq cycle sequencing kit".

Rystekolbe induksjon

E. coliW3110 kulturer ble dyrket i L-medium supplert med tetracyklin (7,5 pg/ml).
For induksjoner ble nye kulturer som var dyrket over natten (dyrket ved 30°C)
fortynnet til en ODsoo pa 0,1 i 200 ml L-medium i en 2 L plate-kolbe og ble dyrket
ved 30°C i en orbital inkubator. Ved en ODsoo pa 0,5, ble IPTG tilsatt til 200 uM.
Prever (normalisert for OD) ble tatt ved intervaller.

Periplasmisk ekstraksjon

Dyrkingspraver ble avkjelt pa is (5 minutter) og deretter ble celler hastet ved
sentrifugering. Etter resuspensjon i ekstraksjonsbuffer (100 mM Tris-HCI, 10 mM
EDTA, pH 7,4) ble praver inkubert over natten ved 30°C, deretter klaret ved
sentrifugering.

Sammenstillingsanalyse
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Modifiserte Fab konsentrasjoner ble bestemt ved ELISA. Plater ble belagt ved 4°C
over natten med anti-human Fd 6045 (2 ug/ml i belegningsbuffer, fysiologisk
saltoppl@sning, 100 ul per brenn). Etter vasking ble 100 ul preve applisert per
brenn, idet renset ASB7 gamma-1 Fab', opprinnelig ved 2 pug/ml, ble anvendt som
en standard. Praver ble seriefortynnet 2-ganger over platen i prevekonjugatbuffer
(per liter: 6,0 g trisaminometan, 2,92 g NaCl, 0,1 ml Tween-20, 1 ml kasein
(0,2%)), og plater ble inkubert i 1 time ved romtemperatur med rysting. Platene ble
vasket og terket, deretter ble 100 pl anti-human C-kappa (GD12) peroksidase
tilsatt (fortynnet i prevekonjugatbuffer). Inkubasjon ble gjennomfert ved
romtemperaturi 1 time med rysting. Platene ble vasket og terket, deretter ble 100
Ml substratoppl@sning tilsatt (10 ml natriumacetat/citratoppl@sning (0,1M pH 6), 100
Ml H202 opplasning, 100 ul tetrametylbenzidinoppl@sning (10 mg/ml i
dimetylsulfoksyd). Absorbans ved 630 nm ble avlest 4-6 minutter etter
substrattilsetning.

Konstruksjon av plasmid pTTO-1

(a) Erstatning av pTTQ9 polylinker

Plasmid pTTQ9 ble oppnadd fra Amersham og er vist i figur 14. En alikvot (2 ug)
ble kuttet med restriksjonsenzymer Sall og EcoRl, kuttingen ble kjert pa en 1%
agarosegel og det store DNA fragment (4520 bp) ble renset. To olignukleotider ble
syntetisert som, nar annealet tiilsammen, koder for OmpA polylinker-regionen vist i
figur 16. Denne sekvens har kohesive ender som er kompatible med Sall og
EcoRI endene dannet ved restriksjon av pTTQ9. Ved kloning av denne
oligonukleotid "kassett" inn i pTTQ9 vektoren, regenereres ikke Sall setet, men
EcoRI setet opprettholdes. Kassetten koder for de ferste 13 aminosyrer av
signalsekvensen av E. coli ytter-membranproteinet Omp-A, som kommer etter
Shine Dalgarno ribosom bindingssetet av OmpA genet. | tillegg er restriksjons-
seter for enzymer Xbal, Munl, Styl og Spll tilstede. Munl og Styl setene er innen
koderegion av OmpA signalsekvensen og er tenkt som 5' kloningssetene for
insersjon av gener. De to oligonukleotider som utgjer denne kassett ble annealet
sammen ved blanding med en konsentrasjon pa 5 pmol/ul og oppvarming i et
vannbad til 95°C i 3 minutter, deretter sakte avkjsling til romtemperatur. Den
annealede sekvens ble deretter ligert inn i Sall/EcoRI kuttingen pTTQ9. Det
oppnadde plasmid-mellomprodukt, betegnet pTQOmp, ble verifisert ved DNA
sekvensering.

341218
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(b) Fragmentfremstilling og ligering

Plasmid pTTO-1 ble konstruert ved ligering av et DNA fragment fra plasmid
pACYC184 til to fragmenter dannet fra pTQOmp. Plasmid pACYC184 ble
oppnadd fra New England Biolabs, og et restriksjonskart er vist i figur 16. En
alikvot (2 ug) ble kuttet fullstendig med restriksjonsenzym Styl, deretter behandlet
med Mung Bean Nuclease, denne behandling danner butte ender ved kutting av &'
base overheng. Etter fenolekstraksjon og etanolpresipitering, ble DNA underkastet
restriksjon med enzym Pvull, med dannelse av fragmenter pa 2348, 1081, 412 og
403 bp. 2348 bp fragmentet ble renset etter agarosegelelektroforese. Dette
fragment koder for tetracyklinresistensmarkaren og p15A replikasjons-origo.
Fragmentet ble deretter behandlet med alkalisk fosfatase fra kalvetarm for a fijerne
5' terminale fosfater, for derved a forhindre selv-ligeringen av dette molekyl.

En alikvot (2 pg) av plasmid pTQOmp ble kuttet med enzymer Sspl og EcoRI, og
2350 bp fragmentet ble renset fra usnskede fragmenter pa 2040 bp og 170 bp
etter agarosegelelektroforese, idet dette fragment koder for transkripsjons-
terminator-regionen og lacld genet. En annen alikvot (2 pg) av pTQOmp ble kuttet
med EcoRI og Xmnl, med dannelse av fragmenter pa 2289, 1670, 350 og 250 bp.
350 bp fragmentet, som koder for tac promoteren, OmpA signalsekvens og multi-
kloningssete, ble gelrenset.

De tre fragmenter ble deretter ligert ved anvendelse av passende ekvimolare
mengder av hvert fragment, for & danne plasmidet pTTO-1. Alle
kloningsforeninger ble verifisert ved DNA sekvensering. Restriksjonskartet for
dette plasmid er visti figur 17. Plasmid pTTO-2 ble deretter dannet ved insersjon
av DNA som koder for human Ig lett kjiede kappa konstant domenet. Dette ble
oppnadd som et Spl | - EcoRlI restriksjonsfragment fra plasmid pHC132, og
insertert inn i de tilsvarende seteri pTTO-1. Plasmid pTTO-2 er vist i figur 18.

Insersjon av humaniserte hTNF40 variable regioner inn i pTTO-2

Variabel lett kiede regionen hTNF40gL1 (SEQ ID NO:8) ble oppnadd ved PCR
"rescue" fra den tilsvarende vektor for pattedyrcelleekspresjon pMR10.1. OmpA
ledersekvensen erstatter den native Ig leder. Sekvensen til PCR primerne er vist
under:
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5’ primer:
CGCGCGGCAATTGCAGTGGCCTTGGCTGGTITCGCTACCGTAGCGCAAG
CTGACA’ITCAAATGACCCAGAGCCC (SEQ ID NO:79)

3’ primer: TTCAACTGCTCATCAGATGG (SEQ ID NO:80)

Etter PCR under standard betingelser ble produktet renset, kuttet med enzymer
Munl og Spll, deretter gelrenset. De rensede fragment ble deretter insertert inn i
Munl/Spll setene av pTTO-2 for & danne lett kjiede mellomproduktet
pTTO(hTNF40L).

Variabel tung kjede regionen av gh3hTNF40.4 ble oppnadd pa samme mate fra
vektoren pGamma-4. Sekvensen til PCR primerne er vist under:

5 primer:
GCTATCGCAATTGCAGTGGOGCTAGCTGGTTTCGCCACCGTGGCGCAAG
CTGAGGTTCAGCTGGTCGAGTCAGGAGGC (SEQ ID NO:81)

3’ primer: GCCTGAGTTCCACGACAC (SEQ ID NO:82)

Etter PCR ble produktet renset, kuttet med enzymer Nhel og Apal og deretter
subklonet inn i vektoren pDNAbENg-G1 (figur 19). Etter verifikasjon ved DNA
sekvensering, ble den tunge kjede underkastet restriksjon med enzym EcoRI og
sub-klonet inn i EcoRI setet av pTTO(hTNF40L) for & danne E. coli
ekspresjonsplasmidet pTTO(hTNF40).

Optimalisering av intergenisk sekvens for modifisert Fab ekspresjon

| pTTO vektoren forekommer modifisert Fab ekspresjon fra en di-cistronisk
message som farst koder for lett kjede og deretter tung kjede. DNA sekvensen
mellom de to genene (intergenisk sekvens, IGS) kan innvirke pa ekspresjonsnivaet
av den tunge kjede ved a pavirke translasjonsinitieringsraten. En kort intergenisk
sekvens kan for eksempel resultere i translasjons-kobling mellom de lette og tunge
kjeder, ved at det translaterende ribosom muligens ikke dissosierer fullstendig fra
MRNA etter komplettering av lett kjiede syntese fer initiering av tung kjede syntese.
"Styrken" av et hvilket som helst Shine Dalgarno (SD) ribosom bindingssete
(homologi til 16S rRNA) kan ogsa ha en effekt, og likesa distansen og
sekvenssammensetningen mellom SD og ATG startkodonet. Den potensielle
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sekundeere struktur av mRNA rundt ATG er en annen viktig faktor, idet ATG ber
veere i en "slgyfe" og ikke sperret inne i en "stamme", mens det motsatte gjelder
for SD. Saledes ved modifisering av sammensetning og lengde av IGS er det
mulig & modifisere styrken av translasjonsinitiering og derfor nivaet av tung kjede
produksjon. Det er sannsynlig at en optimal translasjonsinitieringsrate ma oppnas
for @ maksimere ekspresjon av den tunge kjede til et gitt modifisert Fab. Med et
modifisert Fab kan for eksempel et hayt ekspresjonsniva tolereres, men for et
annet modifisert Fab med en annen aminosyresekvens vil et hayt ekspresjonsniva
vise seg 4 vaere toksisk, kanskje pa grunn av forskjellige effektiviteter med hensyn
til sekresjon eller folding. P& grunn av dette, ble en serie av fire intergeniske
sekvenser designet (figur 20), som tillater den impriske bestemmelse av den
optimale IGS for hTNF40-basert modifisert Fab. 1GS1 og IGS2 har sveert korte
intergeniske sekvenser (henholdsvis -1 og +1) og vil kunne forventes & gi naer
koblet translasjon, idet Sd sekvensene (understreket) er harfint forskjellige. Disse
to sekvenser vil sannsynlig gi et heyt translasjonsinitieringsniva. 1GS3 og IGS4
har en lenger avstand mellom start- og stopp-kodoner (+13) og avviker i deres
sekvenssammensetning, idet IGS3 har en "sterk" SD sekvens. Alle sekvenser ble
studert for sekundeerstruktur (ved anvendelse av m/fold-program) og "optimalisert"
i den grad det er mulig, men med tett translasjonskopling av de to kjedene betyr
mangel pa ribosomal dissosiasjon imidlertid at mMRNA muligens ikke er "naken", og
forebygger sekundaerstrukturdannelse.

Kloning av IGS varianter

IGS kassettene vist i figur 20 har flankerende Sacl og Munl kloningsseter. De ble
bygget ved & anneale komplementaere oligonukleotidpar. Et vektorfragment ble
fremstilt ved a kutte pTTO(hTNF40) med Sacl og Notl, og et tung kjede fragment
ble fremstilt ved & kutte pPDNAbENngG1(hTNF40H) med Munl og Notl. Tre-veis
ligeringer ble deretter utfert ved anvendelse av ekvimolare mengder av de to
restriksjonsfragmenter og omtrent 0,05 pmol av hver annealede oligo kassett.
Dette dannet de fire ekspresjonsplasmider pTTO(hTNF40 IGS-1), pTTO(hTNF40
IGS-2), pTTO(hTNF40 IGS-3), pTTO(hTNF40 1GS-4).

Rystekolbe-ekspresjonsanalyse

De fire plasmider ble transformert inn i E. coli stamme W3110 sammen med det
originale ekspresjonskonstrukt, og ble deretter analysert for ekspresjon i
rystekolber som beskrevet. Resultatene fra et typisk forsgk er vist i figur 21. De
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forskjellige intergeniske sekvenser gir ulike ekspresjonsprofiler. IGS1 og 1IGS2
akkumulerer periplasmisk modifisert Fab hurtig med en topp 1 time etter induksjon,
hvoretter nivaet som her fremkommer faller. Toppen er sterre og faller raskere for
IGS1. Disse resultater er konsistent med et hayt synteseniva, som forventet for
naer translasjonskobling for disse konstrukter. IGS1 gir tilsynelatende et hayere
niva av tung kjede ekspresjon enn IGS2 gjer. | denne forbindelse, fremgar det at
dette heye ekspresjonsniva tolereres darlig, da periplasmiske ekspresjonsnivaer
faller etter 1 time toppen. Dette ser man pa vekstprofilen av IGS1 kulturen (ikke
vist), som har en topp 1 time etter induksjon far den faller, som foreslar celledad
og lysis. 1GS3 akkumulerer modifisert Fab saktere men har en topp 2 timer etter
induksjon med en hayere toppverdi (325 ng/ml/OD), fer nivaene faller. Veksten for
denne kultur fortsetter 3 timer etter induksjon og nar en hayere topp-biomasse
(ikke vist). Dette er konsistent med et lavere niva av tung kjede syntese. IGS4
akkumulerer likevel material ved en langsommere hastighet og mislykkes i & na
den heye produktivitetstopp til de andre 3 konstrukter. Alle IGS varianter gjer det
signifikant bedre enn den opprinnelige vektor. Hypotesen om at de forskjellige
sekvenser gir forskjellige grader av translasjonsinitiering understattes av disse
forspksresultater. For det hnTNF40-baserte modifiserte Fab fremgar det at en hay
grad av tung kjede translasjonsinitiering tolereres darlig og er derfor ikke optimal.
En langsommere rate, som gitt ved 1GS3, resulterer i bedre vekstegenskaper og
felgelig akkumulerer et sterre utbytte over tid.

Etter sammenligning av produktivitet i fermentoren ble IGS3 konstruktet selektert
som det beste og ble betegnet pTTO(CDP870), se figur 22.

Den tunge kjede kodet for av plasmidet pTTO(CDP870) har sekvensen gitt i SEQ
ID NO:115 og den lette kjede har sekvensen gitt i SEQ ID NO:113.

PEGylering av CDR-podet, hTNF40-basert modifisert Fab

Det rensede modifiserte Fab konjugeres sete-spesifikt med et forgrenet molekyl av
PEG. Dette oppnas ved aktivering av en enkel cysteinrest i en trunkert
hengselregion av det modifiserte Fab, etterfulgt av reaksjon med (PEG)-
lysylmaleimid som tidligere beskrevet (A.P. Chapman et al., Nature Biotechnology
17, 780-783, 1999). Det PEGylerte molekyl er vist i figur 13 og betegnes
forbindelse CDP870.
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Effektivitet av PEGylert CDR-podet, hTNF40-basert modifisert Fab (CDP870) for a
behandle reumatoid artritt.

CDP870 har en lang halveringstid pa omtrent 11 dager.

Man har evaluert sikkerhet og effektivitet av intravenss CDP870 i et randomisert
dobbel-blind placebokontrollert dose- eskalerende forsek i pasienter med RA.

Metoder
Pasienter.

Pasienter i en alder mellom 18 og 75 ar og som tilfredsstilte de 1987 reviderte
American College of Rheumatology (ACR) diagnostiske kriterier for reumatoid
artritt (RA) (Arnett et al., Arthritis Rheum., 31, 315-324, 1988) ble rekruttert fra
polikliniske reumatologiklinikker i London, Cambridge, Norfolk og Norwich (United
Kindom). Pasienter matte ha en klinisk aktiv sykdom som definert ved & ha minst
3 av de etterfalgende kriterier: > 6 smertefulle eller amme ledd,

> 45 minutter tidlig morgenstivhet, og erytrocytt sedmenteringshastighet (ESR) >
28 mm/t. De ma ha mislykkes i & respondere pa minst ett Disease Modifying Anti-
Rheumatic Drug (DRARD) og de har veert ute av behandling i minst 4 uker.
Kortikosteroider ble tillatt dersom dosen var > 7,5 mg/dag av prednisolon. Gravide
kvinner, ammende kvinner og kvinner som har potensial til & fa barn som ikke
anvendte en effektiv prevensjonsmetode ble utelukket. Pasienter ble ogsa ute-
lukket dersom de hadde en tidligere historie vedrerende malignitet, samtidige
alvorlige ukontrollerte medisinske tilstander, tidligere svikt i TNFa-ngytraliserende
terapi eller allergi overfor polyetylenglykol. Skrevne informative samtykker ble
oppnadd fra hver pasient fer innskriving. Studiet ble godkjent av de lokale
forsknings-etikk-komiteer.

Behandlingsprotokoll.

36 RA pasienter ble oppdelt i 3 grupper som hver mottok en gkende dose av
forsekslegemiddelet (1,5 eller 20 mg/kg). Hver gruppe pa 12 ble oppdelt tilfeldig i
8 for & motta CDP870 og 4 for & motta placebo. CDP870 ble gitt som en enkelt
intravengs infusjon (totalt 100 ml) i Iapet av 60 minutter. Placebo
(natriumacetatbuffer) ble likeledes gitt som en enkelt intravengs infusjon pa 100 mi
i lepet av 60 minutter. Behandling ble gitt pa en poliklinisk basis. Etter 8 uker
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hadde alle pasienter muligheten til & motta en infusjon av enten 5 eller 20 mg/kg
CDP870 valgfritt.

Klinisk vurdering.

RA sykdomsaktivitet ble vurdert pa grunnlag av the World Health Organization and
International League of Associations for Rheumatology (Boers et al., J. Rheumatol
- Supplement, 41, 86-89, 1994) og European League Against Rheumatism
(EULAR) Scott et al., Clin. Exp. Rheumatol., 10, 521-5625, 1992) kjernedatasett
med 28 leddtellinger. Forandringer i sykdomsaktivitet ble vurdert ved Disease
Activity Score (Prevoo et al., Arthritis Rheum,. 38, 44-48, 1995) og ACR respons-
kriteriene (Felson ef al., Arthritis Rheum., 38, 727-735, 1995). Vurderinger ble
giennomfeart far behandling og 1, 2, 4, 6 og 8 uker etter terapi. Pasienter ble ogsa
vurdert med hensyn til sikkerhet og toleranse av det legemiddel som studeres.
Hematologi, biokjemi, anti-CDP870 antistoffer og bivirkninger ble vurdert ved hvert
besak.

CDP870 plasmakonsentrasjon og anti-CDP870 antistoffer.

CDP870 ble malt ved "enzyme-linked immunosorbent assay" (ELISA).
Seriefortynninger av pasientenes plasma ble inkubert i mokrotiterplater (Nunc)
belagt med rekombinant human TNFa (Strathmann Biotech GmbH, Hannover).
Innfanget CDP870 ble vist med pepperrotperokydase-konjugert geit anti-human
kappa lett kjede (Cappel, ICN) etterfulgt av tetrametylbenzidin (TMB) substrat.

Antifstoffer overfor CDP870 ble screenet (ved 1/10 plasmafortynning) ved
anvendelse av en dobbel antigen sandwich ELISA med biotinylert CDP870 som
det andre lag. Bundne antistoffer ble vist ved anvendelse av HRP-streptavidin og
TMB substrat. Analysen ble kalibrert ved anvendelse av en hyperimmun kanin 1gG
standard. En aktivitetsenhet er ekvivalent med 1 ug av kaninstandarden.

Statistisk analyse

Studiet var eksplorativt av natur og prevestarrelsen var basert pa et tidligere
forsek med tilsvarende midler. Effektivitet av CDP870 ble analysert ved & beregne
sykdomsaktivitets-score (DAS) og ACR20/50 responser for "intention to treat" og
per-protokoll ved anvendelse av en lukket forsgksprosedyre.
Sykdomsaktivitetsscoren ble beregnet som falger: DAS = 0,555 x kvadratrot av (28
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@mme ledd) + 0,284 x kvadratrot av (28 hovne ledd) + 0,7 x In(ESR) + 0,0142 x
(pasientens globale vurdering). Ferst ble de samlede aktive grupper
sammenlignet med placebo. Dersom denne sammenligning var signifikant ved 5%
nivaet, ble hver doseringsgruppe sammenlignet med placebo. Alle sammen-
ligninger var to-halet med et signifikansniva pa 5%. Alle P-verdier ble avledet fra
eksplorative analyser og bar ikke anvendes for inferenstolkning.

Resultater
Demografi

36 pasienter med RA ble rekruttert. Deres demografiske detaljer er gitt i tabell 6.
Gjennomsnittsalderen var 56 ar og 30 pasienter var kvinner. Den gjennomsnittlige
varighet av RA var 13 ar og 21 pasienter var reumatoid-faktor positive. Pasienter i
de forskjellige grupper har tilsvarende demografiske egenskaper. | blind-
doseringsperioden, trakk 6/12 placebobehandlede pasienter seg fra studiet pa
grunn av forverrende RA > 4 uker etter dosering. 2/24 CDP870-behandlede
pasienter trakk seg, begge i 1 mg/kg gruppen, med hensyn til forverrende
RA/forsvunnet for oppfelging mer enn 4 uker etter dosering. Forskjellen var
statistisk signifikant (p=0,009, Fisher nayaktighetstest).

Tabell 6: Demografiske detaljer (gjennomsnitt £ standard avvik)

Antall Kjenn Alder Sykdoms-  Reuma- Antall
(M:K) varig- toid tid-
het faktor ligere
DMARDer
Placebo 12 1.11 5118 1218 8(67%) 5+1
1 mg/kg 8 1:7 5917 1247 4(50%) 4+1
5 mg/kg 8 2:6 54113 1315 5(63%) 5+2

20 mg/kg 8 2:6 61+11 14413 4(50%) 442

341218
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Klinisk effektivitet:

Den andel av pasienter med ACR20 forbedring for per-protokoll populasjonen med
siste observasjon overfert var

16,7, 50, 87,5 0g 62,5% etter placebo, 1,5 og 20 mg/kg CDP870 (kombinert
behandlingseffekt p=0,012) ved 4 uker og 16,7, 25,75 og 75% (p=0,032) ved 8
uker. Reduksjon i DAS score (median) for pre-protokoll populasjonen med siste
observasjon overfart var 0,15, 1,14, 1,91 og 1,95 etter placebo, 1,5 og 20 mg/kg
CDP870 (kombinert behandlingseffekt p=0,001) ved 4 uker og 0,31, 0,09, 2,09 og
1,76 (p=0,008) ved 8 uker (figur 23). Forandringer i individuelle komponenter i
"the World Health Organization and International League of Associations for
Rheumatology" kjernedatasett er vist i figur 24.

Etter den apne merkedose av CDP870 ble lignende fordelaktige effekter oppnadd.
Av de 36 pasientene som var rekruttert inn i studiet, mottok 32 en andre infusjon
av CDP870. Andelen av pasienter med ACR20 forbedring fra pre-ferste infusjon
var 72,2 og 55,6% etter 5 og 20 mg/kg CDP870 ved 4 uker og 55,6 og 66,7% ved
8 uker.

Bivirkninger

Behandling ble godt tolerert uten infusjonsrelatert reaksjon. Ingen allergisk
reaksjon eller hudutslett ble rapportert. | dobbel-blindfasen, var det 19, 38, 8 og
14 bivirkninger i henholdsvis placebo og 1,5 og 20 mg/kg gruppene. Det vanligste
var hodepine med 9 episoder i 5 pasienter (1 placebo, 3 ved 1 mg/kg, 1 ved 20
mg/kg). En pasient som mottok placebo og 3 pasienter som mottok CDP870 (1
ved 5 mg/kg og 2 ved 20 mg/kg) utviklet infeksjoner i nedre luftveier. Disse ble
rapportert som milde eller moderate. De ble behandlet oralt med antibiotika og
plagene forsvant i Iapet av 1-2 ukers periode. Tre pasienter i hver av gruppene 1
og 5 mg/kg og en i gruppen 20 mg/kg utviklet en urinveisinfeksjon 1-2 maneder
etter CDP870 behandling.

En bivirkning ble beskrevet som alvorlig som er en episode med nakkesmerter
som forekom 3 dager etter infusjon med 1 mg/kg. @kning i anti-nukleeert antistoff
ble sett i 4 pasienter: 1 i placebogruppen (negativ til 1/40), 2 i 1 mg/kg gruppen
(negativ til 1/40, negativ til 1/80) og 1 i 20 mg/kg gruppen (negativ til 1/40). Ingen
forandring ble funnet i anti-DNA eller anti-kardiolipin antistoffer.
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CDP870 plasmakonsentrasjon og anti-CDP870 nivaer.

Som forventet for alle dosenivaer av CDP870, forekom topp-
plasmakonsentrasjonen pa slutten av infusjonen og var doseproporsjonal med
plasmakonsentrasjon som deretter sakte avtar. Plasmakonsentrasjonsprofilen for
CDP870 viser seg a veere tilsvarende den som tidligere er observert i frivillige hvor
halveringstiden ble beregnet til & veere omtrent 14 dager. Ved re-dosering ble en
tilsvarende profil som enkeltdose infusjon observert.

Etter en enkelt intravenss infusjon var anti-CDP870 nivaer lave eller ikke
detekterbare.

Diskusjon

Neytralisering av TNFa er en effektiv behandlingsstrategi i RA. Dette krever for
tiden anvendelse av biologiske midler, slik som et kimaert mAb eller et oppleselig
reseptor/humant Fc fusjonsprotein, som er kostbare a fremstille. Et terapeutisk
TNFa ngytraliserende middel ma binde TNFa med hgy affinitet og ha en lang
plasma-halveringstid, lav antigenisitet og hey tolererbarhet og sikkerhet. Det ma
ogsa veere tilgjengelig for alle pasienter med RA som vil ha fordel av TNFa
blokade. En teknologi som vil kunne oppna disse formal er konjugeringen med
polyetylenglykol av et TNFa bindende antistoff-fragment dannet i E. coli. | dette
prelimineere studium har man funnet at CDP870, et PEGylert, anti-TNFaq,
modifisert Fab, er effektivt og godt tolerert av pasienter med RA.

In vitro studier har vist av CDP870 har tilsvarende TNFa ngytraliserende aktivitet
som det murine anti-TNFa moderantistoff. Dette studium bekrefter at CDP870
reduserte inflammasjon og forbedret symptomer i RA. Klinisk forbedring som mait
ved ACR20 responskriteriene i 5 og 20 mg/kg gruppene (75%, 75%) var
sammenlignbare med etanercept (60%) (Moreland et al., Annals Int. Med., 130,
478-486, 1999) og infliksimab (50%) (Maini et al., Lancet, 354, 1932-1939, 1999).
Ved de mellomste og hayeste doseringsnivaer som ble testet, varte den
terapeutiske effekt 8 uker som er sammenlignbar med tidligere andre mAber
(Elliott et al., Lancet, 344, 1105-1110, 1994 og Rankin et al/, Br. J. Rheumatol, 34,
334-342, 1995). Tidligere studium har vist at den terapeutiske effekt av anti-TNFa
antistoff er relatert til plasma-halveringstiden derav og dannelsen av sirkulerende
antistoffer (Maini ef al, Arthritis Rheum. 38, (Supplement): S186 1995 (Abstract)).
Vart studium viste at CDP870 har en plasma-halveringstid pa 14 dager som er
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ekvivalent med den til et helt antistoff (Rankin et al., (supra)) og mye lengre enn
halveringstiden til ikke-konjugerte Fab' fragmenter. Videre dannet CDP870 kun
sveert lave nivaer av antistoffrespons.

Et av de viktige formal med dette studium er & undersgke tolererbarhet og
sikkerhet i forbindelse med administrering av dette PEGylerte Fab'. | vart studium
synes CDP870 & veere vel tolerert. Ytterligere studium vil dog veere nedvendig for
a vurdere langtids-toksisitet, saerlig risikoen for demyelineringsykdom, infeksjon og
hudutslett som er blitt rapportert med etanercept og infliksimab.

Oppsummert, er CDP870 terapeutisk effektivi RA og er vel tolerert i dette
kortidsstudium.

Det skal forstas at de ovenfor angitte eksempler skal tiene som eksempel og ikke
begrense rammen for oppfinnelsen som definert i de etterfelgende krav.

341218
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Patentkrav

1. Antistoffmolekyl som har spesifisitet for human TNFa, som er et Fab-fragment,
karakterisert ved at det omfatter en lett kjiede som har sekvensen angitt i SEQ ID NO:113

og en tung kjede som har sekvensen angitti SEQ ID NO:111.

2. Antistoffmolekyl som har spesifisitet for human TNFa, som er et Fab-fragment,
karakterisert ved at det har en lett kjede som har sekvensen angitt i SEQ ID NO:113 og en

tung kjede som har sekvensen angitt i SEQ ID NO:111.

3. Antistoffmolekyl ifelge krav 1 eller 2, som er et modifisert Fab-fragment hvor
modifikasjonen er addisjonen til den C-terminale enden av dets tunge kjede av én eller

flere aminosyrer for 4 tillate festing av et effektor- eller reportermolekyl.

4, Antistoffmolekyl ifalge krav 3, som er et modifisert Fab-fragment hvor de ytterligere
aminosyrer danner en modifisert hengselregion inneholdende én eller flere cysteinrester

som effektor- eller reportermolekylet kan vzere festet til.

5. DNA, karakterisert ved at det koder for den tunge og/eller lette kjeden til
antistoffmolekylet som er et Fab-fragment eller modifisert Fab-fragment ifelge hvilket som
helst av kravene 1 til 4.

6. DNA ifelge krav 5, omfattende sekvensen visti SEQ ID NO:110 eller 112.

7. Klonings- eller ekspresjonsvektor, karakterisert ved at den inneholder DNAet ifelge

krav 5 eller 6, hvor ekspresjonsvektoren eventuelt er en E. coli ekspresjonsvektor.

8. Vertscelle, karakterisert ved at den er transformert med vektoren ifglge krav 7.

9. Fremgangsmate for fremstilling av antistoffmolekylet som er et Fab-fragment eller
modifisert Fab-fragment ifelge hvilket som helst av kravene 1 til 4, karakterisert ved at den
omfatter dyrking av vertscellen ifglge krav 8 og isolering av antistoffmolekylet som er et

Fab-fragment eller modifisert Fab-fragment.

10. Fremgangsmate for fremstilling av antistoffmolekylet som er et Fab-fragment eller
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modifisert Fab-fragment ifelge hvilket som helst av kravene 1 til 4, karakterisert ved at den
omfatter dyrking av E. coli omfattende en E. coli ekspresjonsvektor omfattende DNAet
ifelge krav 5 eller 6, og isolering av antistoffmolekylet som er et Fab-fragment eller

modifisert Fab-fragment.

11. Fremgangsmaten for fremstilling av antistoffmolekylet som er et Fab-fragment eller
modifisert Fab-fragment ifeélge krav 10, hvor antistoffmolekylet som er et Fab-fragment

eller modifisert Fab-fragment er malrettet mot periplasmaet.

12. Terapeutisk preparat, karakterisert ved at det omfatter antistoffmolekylet som er et

Fab-fragment eller modifisert Fab-fragment ifelge hvilket som helst av kravene 1 til 4.

13. Antistoffmolekyl som er et Fab-fragment eller modifisert Fab-fragment ifglge hvilket
som helst av kravene 1 til 4, som har spesifisitet for human TNFa for anvendelse i
behandling av en akutt eller kronisk immun eller immunregulerende lidelse, en infeksjon,

en neurodegenerativ sykdom eller en malign sykdom.

14. Antistoffmolekyl som er et Fab-fragment eller modifisert Fab-fragment ifalge krav

13, for anvendelse i behandling av en inflammatorisk eller autoimmun lidelse.

15. Antistoffmolekyl som er et Fab-fragment eller modifisert Fab-fragment ifelge krav
14, for anvendelse i behandling av reumatoid artritt, osteoartritt, Crohn’s sykdom eller

psoriasis.
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<210> 1

<211> 5

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220> - :
<223> Description of Artificial Secquence:hTNF4A0 CDRH1

<400> 1
Asp Tyr Gly Met Asn
1 5

<210> 2

<211> 17

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:hTNF40/human hybrid

CDRH2

<400> 2
Trp Ile Asn Thr Tyr Ile Gly Glu Pro Ile Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 3

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:hTNF40 CDRH3

<400> 3
Gly Tyr Arg Ser Tyr Ala Met Asp Tyr
1 5
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<210> 4

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificiel Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:hTNF40 CDRL1

<400> 4
Lys Ala Ser Gln Asn Val Gly Thr Asn Val Ala

1 5 10

<210> 5
<211> 7 |
<212> PRT
<213> Artificial Sequence

<Z20> . .
<223> Description of Artificial Sequence:hTNF40 CDRLZ

<400> S
Ser Ala Ser Phe Leu Tyr Ser
1 5

<210> 6

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:hTNF40 CDRL3

<400> 6
Gln Gin Tyr Asn Ile Tyr Pro lLeu Thr
5

1

<210> 17

<211> 17

<212> PRT

«213> Artificial Sequence

<220>
«223> Description of Artificial Segquence:hTNF40 CDRH2

<400> 1
Trp Ile Asn Thr Tyxr Ile Gly Glu Pro Ile Tyr Val Asp Asp Phe Lys
15

i 5 10

Gly

<210> 8



<211>
212>
<213>

321
DNA

<220>

<221>

CcDS

<222> {l}..(321)

<220>

<223>

<400> 8

gac
Asp
1

gac
Asp

gta
Val

tac
Tyxr

tce
Ser

gaa
Glu

aca

att caa atg
ile Gln Met

cgg gtc ace
Arg val Thr

20

gce tgg tat
Ala Trp Tyr
35

agt gce tet
Ser Ala Ser
50

ggt agt ggt
Gly Ser Gly

gat ttc gce
Asp FPhe Ala

tte ggot cag
FPhe Gly Gln
100

<210> 9

<211> 321
<212> DNA
<213> Artificial Sequence

220>
<221> CDS
«222> (1)..(321)

<220>

«223> Description of Artificial Sequence:hTNF40-gl2

<400> 9

gac att cea atg acC cag agc cca tec age ctg age gea tet gta gga
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly

acc
Thr

ate
Ile

cayg
Gln

tte
Phe

act
Thr

act
Thr

ggt
Gly

Artificial Seguence

Description of Artificial

cag age
Gln Ser

act
Thr

caa
Gla

cte
Len

gat
Asp
70

tat
Tyr

act

tgt
Cys

aaa
Lys

tat

Tyr
55

tte
Fhe

tac
Iyr

aaa
Lys

cea
Pro

tee age
Sexr Ser
10

aza gco
Lys Ala
25

agt aaa
Gly Lys

agt

Ser

ceca
Ero

agt

Ser

ggt gta
Gly Val

acc cte
Thr Leu

acg
Thr

tgt
Cys

caa cag
Gln Gin
80

gta gaa ate
Val Glu Ile
105

ctg
Leu

cag
Gin

gce
Alz

cca
Pro

ate
Ile
75

tat
Tyr

aaa
Lys

agc
Ser

aac
Asn

cca
Pro

tac
Tyxr
60

agt

Ser

aac
Asn

Sequence: hTNF40-gL1

gea
Ala

gta
Val

aaa
Lys
45

agyg

agc
Sex

ate
Ile

tet gta
Ser Val
15

ggt act
Gly Thr
30

gce cic
Ala Leu

ttec age
Phe Sex

ctc cag
Leu Gln

tac cca
Tyr Pro
95

gga
Gly

aac
Asn

ate
Ile

gga
Gly

ceca
Pro
80

cte
Leu

:
96

144
192
240
288

321

48

341218



1

gac cgg gtc
Asp Arg Val

gta gec tgg
val Ala Trp
35

tac agt gce
Tyr Ser Ala
50

tee ggt agt
Ser Gly Ser
65

gaa gat ttce
Glu Asp Fhe

aca ttc ggt
Thr Phe Gly

<210> 10
<211> 354
<212> DNA

5

acc ate
Thr Tle
20

tat cag
Tyr Gln

tct ttc
Ser FPhe

ggt act
Gly Thr

gce act
Ala Thr
85

cag ggt
Gln Gly
100

10

act tgt aaa gcc agt cag aac gta
Thr Cys Lys Ala Ser Gln Asn Val
25

caa aaa cca ggt aaa goec cca aaa
Gln Lys Pro Gly Lys BAla Pro Lys
40 45

ctc tat agt ggt gta cca tac agg
Leu Tyr Ser Gly Val Pro Tyxr Arg
55 60

gat ttc ace ctc acg atc agt age
Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser
70 - 75

tat tac tgt caa cag tat aac ate
Tyr Tyr Cys Gln Gln Tyr Asn Ile
a0

act aaa gta gaa atc aaa
Thr Lys Val Glu Ile Lys
105

<213> Artificial Seguence

<220>
<221>» CDS

<222> {1)..{354)

<220>

<223>» Description of Artificial

<400> 10

cag gtg cag

Gln Val Gln
1

tec gtc aaa
Ser Val Lys

ggt atg aat
Gly Met Asn
35

gt tgg att
Gly Trp Ile
50

ctg gtc
Ien Val
5

gtt tcg
Val Ber
20

tgy gte
Trp Val

aat act
Asn Thr

cag tca gga geca gag gtt aag aag
Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys
10

tgt aag gcc tca gge tac gtg tte
Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Val Phe
25

aga cag gco cog gga caa gge ctg
Arg Gln Ala Pro Gly Gin Gly Leun
40 45

tac att gyga gag cct att tat get
Tyr Ile Gly Glu Pro Ile Tyr aAla
55 60

15

gat act aac
Gly Thr Asn
30

cte cte ate
leu Leu Ile

ttc age gga
Phe Ser Gly

ctc cag ceca
Leun Gln Pro
BO

tac ceca cte
Tyxr Pro Leun

Sequence: ghlhTNF4A0.4 (Figure 10)

cct ggt get
Pro Gly Ala
15

aca gac tat
Thr Asp Tyr
30

gaa tgg atg
Glu Trp Met

caa aag ttc
Gln Lys Fhe

96

144

182

240

288

321

48

96

144

192

341218



cag ggc aga gtce acg tte act cta
Gln Gly Arg Val Thr Phe Thr Leu
65 70

atg gag ctg tca tet ctg aga tce
Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser
85

gect aga gga tac aga tet tat gee
Ala Arg Gly Tyr Arg Ser Iyr Ala
100

.cta gtec aca gte tco tea
Leu Val Thr val Ser Ser
115

<210> 11

<211> 354

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<221> CDS
<222> {1)..(354)

<220>
<223> Description of Artificial

<400> 11

gag gtt cag ctg gtc gag tca gga

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly
1 5

tea ctg aga tty tee tgt get gea
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala
20

gga atg aat tgg gtt aga cag gece
Gly Met ARsn Trp Val Arg Gln Ala
35 40

ggt tgg att aat act tac att gga
Gly Trp Ile Asn Thr Tyr Ile Gly
50 55

aag ggce aga thc acg ttc tect cta
Lys Gly Arg Phe Thr Phe Ser Leu
65 70

ctc caa atg aat agce ctg aga gea
Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala
B5

gct aga gga tac aga tet tat gec

gac ace tcc aca age act gea tac
Asp Thr Ser Thr Ser Thr Ala Tyr
15 80

gag gac acc geca gty tac tat tgt
Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
g0 95

atg gac tac tgg gge cag ggt ace
Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr
105 110

Sequence:sgh3hTNF40.4 (Pigure 11)

ggc ggt cte gty cag cct gge gga
€ly Gly Leun Val Gln Pro Gly Gly
’ 10 15

tet ggt tac gte tte aca gac tat
Ser Gly Tyr Val Phe Thr Asp Tyr
25 30

ccg gga aag gyc ctyg gaa tgg atg
Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Met
45

gag cct att tat get gac age gic
Glu Pro Ile Tyr Ala Asp Ser Val
60

gac aca tcc amg toa aca gca tac
Asp Thr Ser Lys Ser Thr Rla Tyr
15 80

gag gac acc gca gtg tac tat tgt
Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
=14 © 85

atg gac tac tgg ggc cag ggt ace

240

288

336

354

48

96

144

192

240

288

336

341218



Ala Arg Gly Tyr Arg Ser Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr
100 105 110

cta gtc aca gtc tce tea 354
Teu Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 12

<211> 8

<212> DNA

<213> Artificial Seguence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:part of a primer sequence

<400> 12
gcegecace 9

<210> 13

<211> 26

<212> DNA

213> Artificial Segquence

<220>
<223> Dascription of Artificial Seguence:primer CH1

<400> 13
astgaaatgca getgggteat sttett 26

<210> 14

<211> 26

<212> DHA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223» Description of Artific;al Sequence:primer CH2

<400> 14
atgggatgga getrtatecat sytett 26

<210> 15

<211> 26

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220> :
<223> Description of Artificial Sequence:primer CH3

<400> 15
atgaagwtgt ggttasactg ggttit 26

341218
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<210> 16

<211> 21

212> DA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:primer CH4

<400> 16
atgractttg gaytecagett grt 23

<210> 17

<211> 26

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Seguence:primer CHS

<400> 17
atggactoca ggctecaattt agtttt 26

210> 18

<211> 26

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:primer CH6

<400> 18
atggetgtey trgsgetret cttetg 26

<210> 18

<211> 25

<212> DHR

<213> Artificial SBeduence

<220> .
<223> Description of Artificial Sequence:primer CH?

<400> 189
atggratgga gekggrtett tmtett 25

<210> 20

<211> 23

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220> '
<223> Description of Artificial Sequence:primer CHB

_<400> 20



atgagagtgc tgattctttt gtg

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

<220>
<223>

<400>

21

26

DNA

Artificial Sequence

Description of Artificial Sequence:primer CHY

21

atggmttgygg tagtggamctt gcoctatt

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

<220>
<223>

<400>

22

26

DNA

Artificial Seguence

Description of Artificial Sequence:primer CR10

22

atgggcagac ttacattcte attecct

<210>
<21l1>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

23

28

DNA

Artificial Sequence

Description of Brtificial Seguence:primer CH11

23

atggattttg ggctgattitt tittattg

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

<220>
<223>

<400>

24

26

DNA

Artificial Seguence

Description of Artificlial Sequence:primer CH12

24

atgatggtgt taagtctict gtacct

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

<220>
223>

<400>

25

21

DRA

Artificial Seguence

Description of Artificial Sequence:primer 5' end

25

23

26

26

28

26

341218



gogcgecaage ttgeoegecac o 21

<210> 26

<211> 29

<212> DNA

<213> Artificial Sedquence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:primer CL1

<400> 26
atgaagttge ctgttagget gtiggtgcet 29

<210> 27

<211> 29

<212> DNA

<213> Artificial Seguence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:primexr CL2

<400> 27
atggagwcag acacactcct gytatggat 29

<210> 28

<211» 23

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:primer CL3

<400> 28 :
atgagtgtge teacteaggt cct 23

<210> 29

<211> 26

<212> DRA

<213> Artificial Seguence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:primer CL4

<400> 29 °
atgaggrecc ctgectcagwt tyttgg 26

<210> 30

<211> 29

<212> DNA

<213> Artificial SeqQuence

<220>

<223> Description of Artificial Sequence:primer CLS
<400> 30 )

atggatttwe aggtgcagat twicaget 29

341218
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<210> 31

<211> 28

<212> DNA

213> Artificial Sequence

«<220>
<223> Description of Artificial Sequence:priner CL5A

<400> 31
atggatttwe argtgcagat‘twtcagctt ‘29

<210> 32

<211> 26

<212> DNR

<213> artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Seguence:primer cLé

<400> 32 _
atgaggtkey ytgytsagyt yotgrg 26

<210> 33

<211> 23

<212> DHAR

<213> artificial Sequance

<220>
<223>' Description of Artificial Sequence:primexr CL7

<400> 33
atgggewtca agatggagtc aca 23

<210> 34

<211> 29

<212> DRA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:primex CcL8

<430> 34 :
atgtgyggay ctktttycmm tttttcaat 29

«210> 35

<211> 24

«212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:primer CcL9

<400> 35
atggtrtoow cascteagtt cctt 24

«210> 36
<211> 26



11

<212> DNA
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:primer CL10

<400> 36
atgtatatet gtttgtigte tattte

<210> 37

<211> 26

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:primer CL11

<400> 37
atggaagecee cagetcaget tetett

<210> 38

<211> 26

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Segquence:primer CL12A

<400> 38
atgragtywe agacccaggt cttyrt

<210> 39

<211l> 26

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220> :
<223> Description of Artificial Sequence:primex CL1ZB

<400> 39
atggagacac attctcaggt ctttgt’

<210> 40

<211> 26

<212> DHR

<213> Artificial Sequence

<220>
223> Description of Artificial Sequence:primer CL13

<400> 40
atggattcac aggcccaggt tettat

<210> 41
<211> 26
<212> DNA

26

26

26

26

26

341218
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<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:primer CL14

<400> 41
atgatgagtc ctgecccagtt cetgtt

<210> 42

<211> 29

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<2205 : .
<223> Pescription of Artificial Sequence:primer CL15

<400> 42
atgaatttge ctgttcatect cttgotget

<210> 43
<211> 28
<212> DNA :
<213> Artifilcial Seguence

<220>
<223> Description of Artificiazl Sequence:primer CL16

<400> 43
atggatttitc aattggteet catctectt

<210> 44

<211> 26

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:primer CL17A

<400> 44
atgaggtygcc tarctsagtt cctgrg

<210> 45

<211> 26

<212> DMA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:primexr CL17B

<400> 45
atgaagtact ctgectcagtt tetagg

<210> 46

<211> 26

<212> DHA

<213» Artificial Sequence

26

29

28

26

26

341218
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<220>
<223> Description of Artificial Sequence:primer CL17C

<400> 46
atgaggcatt ctettcaatt cttggg 25

<210> 47

<211> 21

«212> DNA

<213> Artificial Seguence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:primexr 5' end

<400> 47
ggactgtiteg aageccgecac ¢© 21

<210> 48

<211> 30

<212> DNA .

<213> Brtificial Seguence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:primer CL12

<400> 48 .
gogatacagtt ggtgcagcat ccgtacgttt 30

<210> 49

<211> 37

<212> DHA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:primer R2155

<400> 49
gecagatggge cecttegttga ggetgmrgag acdgtga k¥

<210> 50

<211> 24

<212> DHA

<213> Artificial Seguence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:primer R1053

<400> 50
gctgacagac taacagactg ttcc 24

<210> 51

<211> 18

<212> DNA

<213>» Artificlial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:primer R720

341218
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<400> 51
gctcteggag gtgotect 1B

<210> 52

<211> 70

<212> DNA

<213> Brtificial Seguence

<220> .
<223> Description of Artificial Sequence:oligonucleotide P7982

<400> 52
gaattcaggyg tcaccatcac ttgtasagcc agteagaacg taggtactaa egtagecetygg 60
tatcagcaaa 10

<210> 53

<211> 71

<212> DNA

<213> Artificial Seguence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:ocligonucleoctide P7983

<400> 53
atagaggaaa gaggcactgt agatgaggge ttttgggget ttacctggtt tttgetgata 60
ccaggctacg t 71

<210> 54

<Z1i> 71

<212> DNA

<213> Artificiasl Sequence

<220> :
<223> Description of Artificial Sequence:oligonucleotide P7984

<400> 54
tacagtgect ctttceteta tagtugtgta ccatacaggt tcageggatce cggtagtggt 60
actgatttca ¢ 71

<210> 55

<Z211> 71

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:cligonucleotide P7885

<400> 55
gacagtaata agtggcgaaa tcttetgget ggaggetact gategtgagyg gtgaaatcag 60
taccactacc g 71

<210> 56

<211> 89

<212> DNA

213> Artificial Sequence
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<220>
<223> Description of Artificial Sequence:oligonucleotide P7986

<400> 56
atttegocac ttattactgt caacagtata acatctacce actcacatte ggtcagggta 60

ctaaagtaga aatcaaacgt acggaatte 89

<210> 57

<211> 30

<212> DNA

«<213> Artificial Segquence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:oligonucleotide P7981

<400> 57
gaattcaggy tcaccatcac ttgtaaagee 30

<210> 58

<211> 30

<212> DNA

<213> Artificial Seqguence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:oligonucleotide P79B0 -

<400> 58
gaattcogta cogtttgattt ctactttagt 30

<210> 59

<211> 24

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220> .
<223> Description of Artificial Sequence:oligonucleotide R1053

<400> 59
gctgacagac taacagactg ttec 24

<210> 6O

<211> 57

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificilal Sequence:oligonucleotide R5350

<400> 60
tctagatgge acaccatctg ctaagtttga tgcageatag atcaggaget taggage 57

<210> 61

<211> 59

<212> PNA

<213> Artificial Sequence
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<220>
<223> Description of Artificial Sequence:oligonucleotide R5349

<400> 61
geagatggtyg tgecatctag atteagigge agtggatcag gecacagactt tacecctaac 59

<210> 62

<211> 18

<212> DNA

<213> Artificial Bequence

<220>
<223» Description of Artificial Seguence:oligonucleotide R684

<400> 62
ttcaactget catcagat 18

<210> 63

<211> 65

<212> DNA .
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:primer FP7289

<400> 63
gaagcaccag gettettaac ctetgetoet gactggacea getgeaccty agagtgeacg 60

aatte 65

<210> &4

<211> 71

<212> DMA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Secquence:primer P7990

<400> 64
ggttaagaag cctggtgctt cogtcamagt ttegtgtaag goctecagget acgtgttcac 60
agactatggt a 71

<210> 65

<211> 71

<212> DNA

«213> Asrtificial Sequence

<220> .
<223> Description of Artificial Sequence:primer P7991

<400> 65
ccaacceate cattteagge ctigiccegg ggeectgettg acccaattea taccataghte 60

tgtgaacacg t 71

<210> 66

<z2l1ll> 81

<212> DHA :
<213> Artificial Sequence

341218
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<220>
<223> Pescription of Artificial Sequence:primer P7985

<400> 66
ggectganat ggatgggttyg gattastact tacattggag ageectattta tgttgacgac 60

ttcaagggea gattcacgtt c 81

<210> 67

<21l>» 56

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220> _ :
<223> pescription of Artificial Sequence:primer P7992

<400> 67
ceatgtatge agbtgegttgt ggaggtgtet agagtgaacyg tgaatctgec cttgaa 56

<210> &8

<211> 62

<212> DNA

<213> Artificial Segquence

<220> .
<223> Description of Artificlal Seguence:primer P7993

<400> 68
ccacaageac tgcatacatg gagctgtcat ctctgagatc cgaggacace goagtgtact 60

at 62

<210> 69

<211> 78

<212> pNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Dpescription of Artificial Sequence:primer P7994

<400> 69
gaattcggta coctggoeee agtagtocat ggeataagat ctgtatccte tageacaata 60

gtacactgey gtgtecte 18

<210> 70

<Z11> 30

<212> DNA

<213> Artificial Segquence

<220>
«<223> Description of Artificial Seguence:primer P7988

<400> 70
gaattegtge actctcaggt gcagoctggte 30

<210> 71
<211> 30
<2312> DNA

341218
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<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:primer P7987

<400> 71
gaattecggta ccctggecoe agtagtecat 30

<210> 72

<211> 65

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220> .
<223> Descziption of Artificial Sequence:primer P79599

<400> 72
gatcegccag getgecacgag accgectect gactcgacea getgaaccte agagtgcacg 60

sattc 65

<210> 73

<211> 71

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:primer PBOOO

<400> 713
tetegtgeag coctggoggat cgetgagatt gtectgtget geatctggtt acgtettcac 50

agactatgga a 11

<210> 74

<211> 71

<212> DNA

<213> Artificial Seguence

<220> )
<223> Description of Artificial Sequence:primer P8001

<400> 14
ccaaccecatc catttcagge ccttteccyg ggectgetta acccaattea ttecatagte 60

tgtgeagacg t a1

<210> 75

<211> 55

<z212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220> .
<223> Description of Artificial Sequence:primer P7897

<400> 75
ggaggtatge tgttgacttg gatgtgtcta gagagaacgt gaatctgeec ttgaa 55

<210> 76
<211> 62

341218
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<212> DNA
<213> Axtificiazl Sequence

<220>.
<€223> Description of Artificial Sequence:primer P7598

<400> 76
ccaagtcaac ageatacctc caaatgaata gectgagage agaggacace geagbgtact 60
at 62

<210> 77

<211> 78

<212> DNA

<213> Artificial Segquence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:primer P7993

<400> 77
gaattoggta coctggeccc agtagtccat ggeoataagat ctgtatectce tageacaata 60

gtacactgcy gtgtccte - 78

<210> 78

<211> 30

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:primer P79956

<400> 718
gaattegtge actctgaggt tcoagetggte 30

<210> 79

<21i> 14

<212> DHA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: S§' primer

<400> 79
cgegeggeaa ttgeagtgge ctitggetggt ttogetaccg tagcgcaage tgacattcaa 60

atgacccaga gocc 74

<210> 80

<211> 20

<£21Z> DNA

<213> Artificlal Sequence

<220>
€223> Description of Artificial Sequence: 3' primer

<400> 80
tteaactget catcagatgg 20

341218
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<210> Bl

<211> 18

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: 5' primer

<400> 81
gctatcgeaa tigcagtgge getagetggt tiegecaceg tggegeaage tgaggttcag 60

ctggtegagt caggagge 78

<210> 82

<211> 18

<212> DNA

<213> Artificial Seguence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence: 3' primer

<400> 82
gcetgagttc cacgacac 18

<210> 83

<211>» 23

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
«223> Description of Artificial Sequencerhuman group 1 consensus

framework Ll

<400> B3
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Sex Leu Ser Ala Ser Val Gly
1 5 10 15

Asp Arg Val Thxr Ile Thr Cys
20

<210> 84

<211> 23°

<212> ERT

<213>» Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Seguence:hINF40 framework Ll

<400> B4
Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Gln Lys Phe Met Ser Thr Ser Val Gly

1 5 10 15

Asp Arg Val Ser Val Thr Cys
20 .
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<210> B85

<211> 315

<212> PRT

<213> Artificial Segquence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:human group 1 consensus

Framework L2

<400> B5
Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Len Ile Tyr
1 5 10 15

<210> 86

<211> 15

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220
<223> Description of Artificial Sequence:hTNF40 framework L2

<400> 86
Trp Tyr Gln Gln Lys Pro €ly €ln Ser Pro Lys Ala Leu Ile Tyr
1 5 10 15

<210> 87

<211> 32

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:human group 1 consensus

framework L3

<400> 87
Gly Val Pro Sex Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr
1 5 10 15

Leu Thr Tle Ser Ser Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyx Tyr Cys
20 25 30

<210> 88

<211> 32

<212> PRT

<213> Artificial Seguence

<220>
223> Description of Artificial Seguence:hTNF40 framework L3

<400> B8
Gly Val Pro Tyr Arg Fhe Thr Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr
1 . 5 10 15

341218



341218

22

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

<210> 89

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

.

<220>
<223> Description of Artificial Seguence:human group 1 consensus

framework L4

<400> B9
Phe Gly Gln Gly Thx Lys Val Glu Ile Lys Arg
1 5 10

<210> 90

<Z21l> 11

<212> PRT

<213> artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:hTNF40 framework L4

<400> 90 ‘
* Phe Gly Ala Gly Thr Lys Leu Glu Leu Lys Axg
1l 5 10

<210> 91

<211> 30

<212> PRY

<213> Axtificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:human group 1 consensus

EFramework Hl

<400> 81

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Giu Val Lys lLys Pro Gly Ala
1 5 10 i5
Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr
20 25 - 30
<210> 92
<211> 30
<212> PRT

«213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:hTNF40 framework H1
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<400> 92
Gln Ile Gln Leu Val Gln Ser Gly Pro Glu Leu Lys Lys Pro Gly Glu
1 5 10 15

Thr Val Lys Ile Ser Cys Lys &la Ser Gly Tyr Val Phe Thr

20 25 - 30
<210> 93
<211> 14
<212> PRT

<213> Artificial Seguence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:human group 1 consensus

framework H2

<400> 83
Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met Gly
1 3 10

<210> 94

<211> 14

<212> PRT

<213>» Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:hTNFA0 framework H2

<400> 94
Trp Val Lys Gln Ala Pro Gly Lys Ala Phe Lys Trp Met Gl
1 5 10 .

<210> 95

<211> 32

<212> FRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:buman group 1 consensus

framework H3

<400> 95
Arg Val Thr lle Thr Arg Asp Thr Ser Thr Ser Thr Ala Tyr Met Glu
1 5 10 15

Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys BRla Arg
20 25 30

<210> 96

341218
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<211> 32
<212> PRT
<213> Artificial Seguence
<220>
<223> Description of Artificial Sequence:hTNF40 framework H3
<400> 96
Arg Phe Ala Phe Sag Leu Glu Thr Ser Ala Ser Thr Ala Phe Leu Gln
1. . 10 15

Ile Aen Rsn Leu Lys Asn Glu Asp Thr Ala Thr Tyr Phe Cys Ala Arg
20 25 © 30

<210> 97

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial Seguence

<220> '
<223> Description of Artificial Seqguence:human group 1 consensus

framewoxk H4

<400> 97
Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
1 5 10

<210> 98

<231> 11

<212> PRT

<213> Artificial Sequence,

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:hTNF40 framework H4

<400> 98
Trp Gly Gln Gly Thr Thr Leu Thr Val Ser Ser
i L] 10

<210> 99
<211> 324
<212> DNA
<213» murine

<220>
<221> CDS

<222> (1)..(324)
223> mouse hTNF40 light chain wvariable domain

<400> 98
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. gaa

gac att
Asp Ile

gac agg
Asp BRrg

gta gece
Val Ala

tac
Tyx -

teg
50

agt gga
Ser Gly

gac
Glu B=p

tte
Phe

acg
Thr

gtg
Val

gte
val

tgg
Trp
35

gca

Ala

tet
Ser

ttg
Leu

ggt
Gly

<210> 100
<211> 354
<212> DHA
<213> murine

" <220>

<221> CDS
<222> {1)..(354)
<223> mouse hTNF40 heavy chain variable

<400> 100

cayg atc cag ttg gtg
Gln Ile Gln Leu Val

1

aca gtc aag atc tecc tge
Thr Val Lys Ile

atg acc cag tct
Mst Thr Gln Ser

5 .
gte ace tge
Vval Thr Cys

agc
Ser
20

caa cag aaa
Gln Gln Lys

tat
TYyr

tte
Phe

cta tat
Leu Tyr
55

tec
Ser

tte
Phe

ggg acé gat
Gly Thr Asp
70

tte
Phe

gca gag tat
Ala Slu Tyr
85

gct
Ala
100

aag
Lys

ggg acc
Gly Thr

tot
Ser

cag
Gln
5

aag
Ser Cys

20

caa aaa
Gln Lys

aag gece
Lys Ala
25

cca gga
Pro Gly
40

agt gga
Ser Gly

act cte
Thr Leu

tgt cag
Cys Gln

ctg gag
Lgu Glu
105

gga cct
Gly Pro

gct tet

Lys Ala Ser

25

gga atg aat tag
¢ly Met Asn Tzp
35

ggc tgg ata aac
Gly Trp Ile Asn
50

gtg
Val

acc
Thr

aag
Lys

tac
Tyz

cag gect cca

Gln Ala Pro
40

att gga gag

Ile Gly Glu
55

25

tte
Phe

agkt
Sexr

caa
Gln

gte
Val

acec
Thx

caa
Gln
g0

ctg
Leu

gag
Glu
10

gga
Gly

gga
Gly

cca
Pro

atg
Met

cag
Gln

tct
Ser

cct
Prp

ate
Ile
75

tat
Tyr

aaa
Lys

tece
Sexr

azt
Asn

cct
Pro

tat
Tyr
60

age
Serx

aac
Asn

cat
Arg

domain

ctyg
Leu

tat

aag aag cct
Lys lLys Pro

gtt ttc aca

aca
Thz

gtg
Val

aaa
Lys
45

cge
Arg

act
Thr

ate
Ile

tca gta
Ser Val
15

gga
Gly

act aat
Thr Asn

ggt
Gly
30

gca ctg att
Ala Leu Ile

tte
Phe

aca ggc
Thr Gly

cag tct
Gln Ser
80

gtg
Val

tat
Tyr

cct cte
Pro Leu

gga gag
Gly Glu
15

gac tat

Tyr Val Phe Thr Asp Tyr

30

aag gct tic aag
Lys Ala Fhe Lys
45

ata tat gtt gat
Ile Tyr Val Asp
60

tgg atg
Trp Met

gac tte

Asp Fhe

48

%6

144

192

240

288

324

48

96

144

182
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aag gga cga ttt gee
Lys Gly Arg Fhe Ala

65

ttg cag atc aac aac
Leu Gln Ile Asn Asn

85

gea aga ggt tac cgg
Ala Axrg Gly Tyr Arg

100

toca gtc ace gtc tet
Ser Val Thr Val Ser

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

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

115

101
84
DNA

tte tet ttg gaa
FPhe Ser Leu Glu
70

26

acc
Thr

tet gee
Ser Ala
75

ctec aaa aat gag gac acg gect

Leu Lys Asn Glu

tec tat got atg

Ser Tyr Ala Met
105

teca

Ser

Artificial Sequence

cDS
(29)..(67)

Asp

80
gac
Asp

Thr Ala

tac tgg
Tvr Trp

agc act geec ttt
Ser Thr Ala Fhe
g0

aca tat ttc tot
Thr Tyr Phe Cys
95

ggt caa gga acc

Gly Gln Gly Thr

110

240

288

336

354

Deéﬁription of Artificial Sequence:Omph oligunucleotide adaptor

10l

tegagttcta gataacgagg cgtaaaaa atg asa aag aca gcet atc gea att
Met Lys Lys Thr Ala Ile Ala Ile

1

gca gtg gee titg get ctgacgtacg agtcagg
Ala Val Ala Leu Ala
10

<210>
<211>
<212
<213>

<2205
- €221
<2225

<220>
£221>
<222>

<220>
<223>

<400>
g age

102
67
DNA

Artificial Sequence

cDs
(2)..(40)

CDS _
(43)..{66)

5

Descxiption of Artificial Sequence:IGS cassette-l

102

52

84

tea cca gta aca aaa égt ttt aat aga gga gag tgt ta atg aag 48
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Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Xaa Xaa Lys
1 5 10 15
aag act gect ata gea att g ) 67
Lys Thr Ala Ile Ala Ile
. 20
<210> 103
<211> 69
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220>
<221> CDS
<222>» (2)..(43)
<220>
<221> CDS
<222> (45)..(68)
<220>
<223> Description of Artificial Sequence:IB8% cassette-2
<400> 103
g agc tca cca gta aca asa agt ttt aat aga ggg gag tgt taa a atg 47
Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser Fhe Asn Arg Gly Glu Cys Met
1 5 1p ’ 15
aag aag act gct ata gea att g 69
Lys Lys Thr Ala Ile Ala Ile
20
<210> 104
<21l1> Bl
<212> DNA
<213> Artificial Sequernce
<220>
<22]1> CDS
<222> (2)..{43)
<220>
<221> CDS
<222> (57)..(80)
"<220> '
<223> Description of Artificial Segquence:IGS cassette-3
<400> 104
g agc tca cca gtz aca aaa agc ttt aat aga gga gag tgt tga 43
Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
1 5 10
ggaggaaaaa aaa atg aag aaa act get ata gea att g Bl

Met Lys Lys Thr Ala Ile Ala Ile



<210>
<211>
<212>
<21i3>

<220>
<221>
<222>

<220>
<221>
222>

£220>
<223>

<400>
g agc
Sexr

1

28

15 20

105

8l

DNA

Artificial Sequence

CDS
{2)..{43}

CDs
{57)..(80)

pescription of Artificial Sequence:IGS cassette-4

‘105

tca cca gta aca aaa agt ttt aat aga gga gag tght tga
Ser Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
5 10

cgaggattat ata atg aag aaa act gct ata gca att g

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

<220>

<223> Description of Artifiecial Sequence:human group 3 consensus

<400>

" glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leuw Val Gln Pro Gly Gly

1

<210>
<211>

Met Lys Lys Thr Ala Ile 2Zla Ile

15 20
106
30
PRT
Artificial Secuence

framework Hl

106

5 10
Ser Leu Ary lLeu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser
20 25 30
107
13
PRT

. €212>
<213>

<2205

<223> Description of Artificial Sequence:human group 3 consensus

<400>

Artificial Sequence

framework H2

107

43

81
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Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly L
1 5

<210> 108
<211> 32
<212> FRT

<213> Artificizl BSequence

220>

29

10

en Glu Trp Val Ser

<223> Desecription of Artificial Sequence:human grouvp 3 consensus
framework H3

<400> 108

1l

i0

Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Sex Lys Asn Thr Leu Tyr Leu Gln
S

15

Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg

<210> 109
<211> 11
<212> PRT

20

<213> Artificial Sequence

<220>

25

30

«223> Description of Artificial Sequence:human group:3 consensus
framework H4

<400> 108

1

110
648

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

<220>
<223>

<400> 110
gaggttcage
tectgtgeta
ccgggasagy
gctgacageg
cteccaaatga
agatcttatg
accaagggec
gegaccetgg
tcaggogeece
tactccctcea

DNR
Artificial Seguence

tggtcgagte
catctggtta
gectggaatg
tcaagggeag
atagcetgag
ccatggacta
catcggtctt
gctgectggt
tgaccageagy
geagegtggt

aggaggcggt
cgtotteaca
gatgggttgg
atteacgtte
agcagaggac
ctggggccag
cccectggea
caaggactac
cgtgcacacc
gaccgtgoce

Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
5

10

Grafted Beavy Chain for Fab

ctcgtgecage
gactatggaa
attaatactt
tctctagaca
accgeagtgt
ggtacectag
ccctecteeca
ttcececgaac
tteceggety
tecageaget

ctaggeggatce
tgaattgggt
acattggaga
catccaagtce
actatitgtae
tcacagtcte
agagcacctc
cggtgacggt
tcctacagte
tgggeaccea

actgagattg
tagacaggcc
gectatttat
aacagcatac
tagaggatac
ctecagettee
tgggggcaca
gtcgtggaac
ctcaggacte
gacctacate

60

120
180
240
300
360
420

480°

540
600
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tgcaacgtga atcacaagec cagcaacacce aaggtcgaca agéaagtt

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

<220>
<223>

<400>
Glu Vval
1

Ser Leu

Gly Met

Gly Trxp
50

Lys Gly
€5

Leu Glin

Ala 2rg

Leu Val

Leu Ala
130

Cys Leu
145

Ser Gly
Ser Ser
Ser Leu
Asn Thr
210
<210>
<2115

<Z212>
<213>

111
216
PRT
Artifiecial Sequence

Grafted Heavy Chain

111

Gln Leu Val Glu Ser
5

Arg Leu Sexr Cys RAla
20

Asn Trp Val Arg Gln
35

Ile Asn Thr Tyr Ile
55

Arg Phe Thr Phe Sex
70

Met Asn Ser Leu Arg
85

Gly Tyr Arg Ser Tyr
100

Thr Val Ser Ser Ala
115

Pro Ser Ser Lys Sex
135

Val Lys Asp Tyr Phe
150

Ala Leu Thr Ser Gly
165

Gly Leu Tyr Ser Leu
180

Gly Thr Gln Thr Tyr

185

Lys Val Asp Lys Lys
215

112

642

DNA

Artificial Sequence

for
Gly
Ala
Ala
40
Gly
Leu
Ala
Ala
Ser
120
Thr
Pro
Val
Ser
Ile

200

Val

Fah
Gly Gly Leu Val Gla Pro Gly Gly
10 15

Ser Gly Tyr Val Phe Thr Asp Tyr
25 30

Pro Gly Lys Gly Leu Glu Txrp Met
45

Glu Pro Ile Tyr Ala Asp Ser Val
60

Asp Thr Ser Lys Ser Thr Ala Tyr
75 80

Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
20 85

Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr
105 110

Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro
125

Ser Gly Gly Thr Ala 3la Leu Gly
140

Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn
155 160

His Thr Phe Pro Ala Val Lieu Gln
170 175

Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser
185 130

Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser
205
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<220>
<223> Grafted Light
<400> 112

gacattcaaa tgacccagag
atcacttgta aageccagtca
ggtaaagcee caaaagccct
aggttcageg gatccggtag
gaagattteg ccacttatta
gutactaaag tagaaatcaa
tetgatgage agttgaaate
cccagagagg ccaaagtaca
gagagtgtea cagagcagga
ctgagcaaag cagactacga
ctgageteac cagtaacaaa

113
214
PRT

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

<220>
<223>

<400> 113 .

31

Chain for Fab and Modified Fab

cccatccage
gaacgtaggt
catctacagt
tggtactgat
ctgtcaacag
acgtacggta
tggaactgee
gtggaaggtg
cagcaaggac
gaaacacaaa
aagctttaat

Artificial Sequence

Grafted Light Chain for

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro

1 5

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys

20

Val ala Trp Tyr Gln Gln Lys

35

Tyxr Ser Ala Ser Phe Leu Tyr

50

55

Ser Gly Ser Gly Thr Asp FPhe

65 70

Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr

85

Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys

100

Pro Ser Val Phe Ile Fhe Pro

115

Thr Ala Ser Val Val Cys Leu

130

145

135

Lys val Gln Trp Lys g:g Asp

Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp

Liys
Pro
40

Ser
Thr
Cys
Val
Pro
120
Len

Asn

Ser

Fab
Ser
Ala
25

Gly
Gly
Leu
Gln
Glu

165

Ser

Ala

Lys

ctgagcgeat
actaacgtag
goctotttee
ttcaccctea
tataacatct
gcggecceat
tetgttghgt
gataacgece
agcacctaca
gtctacgect
agaggagagt gt

ctgtaggaga ccegggtcace
cctggtatca gcaaaaacca
tctatagtgg tgtaccatac
cgatecagtag cctecageea
acecactcac atteggteag
ctgtetteat ctteecegeea
gectgetgas taacttctat
tecaategyg taacteccag
gecteageag caccotgacg
gegaagtcac ceatcaggge

and Modified Fab

Ber Leu
10

Ser Gln
Lys Bla
Yal Pro
Thr Ile

15

Gln Tyr
80

Ile Lys
Asp Glu
Asn Fhe
Leu Gln

155

Asp Ser

Ser Ala Sexr Val Gly
15

Asn Val Gly Thr 2sn
30

Pro Lys Ala Leu Ile
45

Tyr Arg Phe Ser Gly
60

Ser Ser Leu Gln Pro
BO

Asn Ile Tyr Pro Len
95

Arg Thr Val Ala Ala
110

Gln Leu Lys Ser Gly
125

Tyr Pro Arg Glu Ala
140 "

Ser Gly Asn Ser Gln
160

Thr'Tyr Ser Leu Ser

&0

120
180
240

300

360
420
480
540
€00
642
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165

32

170

175 .

Ser Thr Lieu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr

iso

185

120

Ala Cys Glu Val Thr Eis Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser
- 185

200

Phe Asn Arg Gly Glu Cys

210

<210> 114
<21l> 687
<212>
<213>

<220>
<223>

<400> 114
gaggtteage
tcctgtgetyg
ccgygaaagg
gctgacageyg
cteccaaatga
agatcttatg
accaagggece
gcggecctag
tcaggcgece
tacteecteca
tgcaacgtga
tgtgacaaaa

<210> 115
<211> 229
<212> PRT
<213>

<220>
<223>

<400> 115

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser

1

DNA
Artificial Sequence

tggtcgagtc
catctggtta
gectggaatyg
tcaagggcag
atagcctagag
ccatggacta
categgtett
getgectggt
tgaccagcgyg
geagegtggt
atcacaagec
ctcacacatg

5

aggaggcggt
cgtecttcaca
gatgggttgg
attcacgtte
agcagaggac
ctggggeeag
cccectggea
caaggactac
cgtgecacace
gaccgtgece
cageaacace

cgeogeg

Artificial Sequence

ctegtgeage
gactatggaa
attaatactt
tctctagaca
accgeagtgt
ggtaccectag
cceteeteea
tteececgaac
ttoceggetg
tecageaget
aaggtcgaca

205

Grafted Heavy Chain for Modified Fab

ctggeggate actgagattg

tgaattgggt tagacaggece

acattggaga goctatttat
catccaagtc aacagcatac
actattgtge tagaggatac
teacagtcte cteagettee
agagcacctc tgggdggcaca
cggtgacggt gtegtggaac
toctacagte ctcaggacte
tgggecacceca gacctacate
agasagttga geccaaatet

Grafted Heavy Chain for Modified Fab

Gly Gly Gly Leu Val Gla Pro Gly Gly
i0

i5

Ser Leu Arg lLeu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Tyr Val Phe Thr Asp Tyx
25

20

30

Gly Met Asn Trp Val Arg Gin Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Txp Met .

35

40

45

Gly Trp ITle Asn Thr Tyr Ile Gly Glu Pro Ile Tyr Ala Asp Ser Val

50

55

60

Lys Gly Arg Phe Thr Phe Ser Leu Asp Thr Ser Lys Ser Thr Ala Tyr

€5

70

15

BO

60

120
180
240
300
3sl
420
480
540
600
660
687

341218



Leu Gln

Ala Arg

Leu Val

Leu Ala
130

Cys Leu
145

Ser Gly
Ser Ser
Ser Leu
Bsn Thr

210

His Thr
225

33

Met Asn Ser Leu &rg Ala Glu Asp Thr

85

Gly Tyr Arg Ser Tyr Ala Met

100

Thr Val Ser
115

‘Pro Ser Ser

val Lys Asp

Ala Len Thrx
165

Gly Leu Tyx
180

Gly Thr Gln
195

Lys Val Asp

Cys Ala Ala

Ser

Lys

Tyr

150

Sex

Ser

Thx

Lys

Ala Serx
120

Ser Thr
135

Phe Pro

Gly Val

Leu Ser

Tyr Ile

200

Lys Val
215

105

Thz

Ser

Glu

His

Ser

185

Cys

Glu

80

Asp

Lys

Gly

Pro

Thr

170

val

Asn

Pro

Tyx

Gly

ely

Val

155

Phe

Val

Val

Lys

Ala Val Tyr Tyr Cys

Trp Gly Gln
110

Pro Ser Val
125

Thr Ala Alza
140

Thr Val Ser
Pro Ala Val
Thr Val Pro

130

Asn His Lys
205

Ser Cys Asp
220

85

Gly Thr
Phe Pro
Leu Gly.
Trp Asn

160
Leu Gln
175
ser Ser

Pro Ser

Lys Thx
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FIG. 1

SAMMENLIKNINGER AV RAMMEREGIONER AV LETT LWJEDE AV
ANTISTOFF hTINF40 OG HUMAN GRUPPE 1 KONSENSUS-SEKVENSER

Ru gruppe|1 konsensus : DIQMTOSPSSLSASVGDRVTITC (SEQ ID NO: 83)
BINR40 :  DIVMTQSQKFMSTSVEDRVEVTC (SEQIDNO: 84)

Hu gruppeil konsensus : WYQQRPGKAPKILIY (SEQ D NO: 85)
hTNEF40 ¢ WYQOKPGOSPRALIY (SEQID KO: 86)

Hu gruppel konsensus @ GV?SRFSGSGSGTD_FI‘I;TiSSLQPEDFATﬂC {SEQ 1D Xox 87}
hTF40 : GVPYRFIGSGSGTDFTLTISTUOSEDLAEVFC (S60H) NO: 89}

Hu gruppel komsensus : FGQGTKVEIRR (SEQIDNO:89)
hTNR40 : PGAGTRLELKR (SEQ IDNO: 00}

F IG 3 Sekvens av CDRer av hTNF49
H1 DYGMN (SEQ ID NO:1)

H2 WINTYIGEPIYVDDFKG (SEQ ID NO:7)
HszxﬁTYIGEPIYADayKG (SEQ ID NO:2)

H3 GYRSYAMDY (SEQ ID NO:3)

L1 KASONVGTNVA (SEQ ID NO:4)
L2 SASFLYS (SEQ ID NO:5)

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

SAMMENLIKNINGER AV RAMMEREGIONER AV TUNG RJEDE AV ANTISTOFF
hTNF40 0G HUMAN GRUPPE 1 OG GRUPPE 3 RONSENSUS-SEKVENSER

Hu gruppe l konsensus

hTNF40
Hu gruppel konsensus
- hTNF40
Hu gruppel konsensus

hTNF40

Hu gruppe l konsensus
hINF40

Hu gruppeld konsensus
hTHF40

Hu gruppel konsensus

hTNF40

Hu gruppe 3 konsensus .

hINF40

Hu grupped konsensus

hINF40

: WURQAPGOGLEWMG
: WVEQRPGRAFKWNG

"+ WVEQAPGRAFEWHG

i QUOLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFT ~ (SEQ ID NO: 91)
: QIQLVQSGEELKKPGETVKISCKASGYVFT {SEQ ID NO: 92)

(SEQIDNO: 83)
(SEQ ID NO: 84)

:RVTITRDTSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCAR (SEQ ID NO: 85)
:REAPSLETSASTRFLOIRNLKNEDTATYFCAR (SEQ 1D NO: 86)

: WGQGTLVIVSES (SEQ ID NO: 97)
: WGOGTILIVSS (SEQ ID NO: 98)

: EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFS  (SEQ ID NO: 106)
: QIQLVOSGPELEKPCETVKISCRASGYUFT (SEQ ID NO: 92)

: WRQAPGKGLEWVS  (SEQ ID NO: 107)
(SEQ 1D NG: 94)
. RFTTSRONSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAR (SEQ ID N: 106)

- RFAFSLETSASTAFLOINNLENEDTATYFCAR (SEQ ID NO: 96)

. WGQGTLVIVSS
+ WGQGTILIVSS

(SEQ ID NO: 1089)
(SEQ ID NO:-98)
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polyA + terminator

hCMV-MIE-
Noti

BamHI

EcoRIl 1.73
—BamH]I 1.97

Sall 2.25
Kpnl 2.57

341218



341218

4/27

I » ¥ » & I T 4 X I N &
mwmnwn.uﬁauwuumuuwauuauuogﬁoguuawﬂugﬁduﬁuﬁﬁm
19D YWY HID OV HID HYY DOV DO 1LID IDD ILL SOV DIO IO IVI DIV OWV IV,

0ZE 0TE 00€ 062 o8z
< 4 X 3 ¥ 1T a 33 8 O A& & 8 I I 1
awuuwaﬁwﬂgﬁauabauuuﬁwauﬂugoawvﬁguuam.ﬁgauﬂu
YYD SYD I8 DLL IYL 5YD ¥DO SIL J¥D YD JOL OO IO IOV IOV DIV DO¥ JID
0LT 09z 0SZ 1] 44 0€Z oze
< 4 @ 1L 5 8 » 5 5 ¢ & W X 4 A D 8 X
VOL OWY VID IOL DOD ¥OY 1D ¥l 5D ISL DYV H0D VIV ¥OD DYD 10D WOL VIV
IOV DLL IND YOV 99D IDL ¥DD 1OV DHD YO¥ JLIL 29D J¥I IDD DI VD9 JOV IWL

" 0TZ 002 06T 08T OLT
“IT &4 § ¥ § X I 7T ¥ A 4 § OB a4 A D O
LYD OYY DOV 16D OOY OLY VYL OVD 19D ILL ¥DD VOV LID IdD I99 Iil DID 119
YLD DLL ODL ¥WOD HDL DYl LIV 5ID ¥OD YWYV D0 IDL W¥D WD WD YUY 5YD WD
091 05T oyt 0ET 0zT ott
szm.bzaubzo,mduuabmb
VLY DOY DOD IWD VIL ¥DI ¥OD D¥D VLI DID WOI £9D DIL SOV DOL DYD HOL HYD
UL DDL DO VID IWY IOV IDD OID IVY YD IOV I HYY D5l JOY J1D D9¥Y DI

00T 06 08 oL 09

Amnwb.mam.zmu_.a.maazbnn

OOL DID 10D I¥D IOV IDL DOV DYLI DYY ILL LLO ¥OY OID 9DL DVYL D¥D WYl HID

DOY OYD VDD ¥ID WOL YOV ODL OLY DLL VWV WYD IOL HYD DOV OIV HIS LIV OO
0s oy o€ 0z o1

(66 ‘ON 01 038) OvdNLY+® sweaves 14 uranug 'Ky



341218

527

< § A & A % I » b ©

ISV ¥OY OYD POHL HYD ISV OHL 10D 11O YOO

Y53 101 21O D0VY OIS $OL DOV ¥aD WO 1LDD

0SE OvE OEE
<4 XA @ W ¥ X.8 ¥4 X b ¥ ¥ O 4 X ¥ ¥ I
0O¥ BIV SID JVL YOO YIV O5Y J09 DIV ¥0D ISL IO WOV HYVY WLV ISL ¥9D ODL
591 OYL OUD SIY ID09 IVL DOI DHD DYL IO ¥HY YOO IS DLL IVI WOV 1OD DOV
0ZE 0TE 00E 062 0g8e
<d 4 N X 1T K N T D 1T 4 ¥ &L 8 ¥ 8 &L 3
BID DID YIL ILL SYO HIL BL1 SYI OIS oYY YUY DD YOL DOL DHD YO¥ DO LLD
OUD OYH LYY WYY 2D DYY DVY OIY DY HILL LILL D9 IOV D9¥ ODH IOL DOV WD
oLT 092 0sc ove 0£2 0zZZ
<« § & ¥ & ¥ H A 4 a4 A X I 4 1 5 I
IYY WOV HYY 990 WYY ID9 IDD JlLL HYY VID YYD WiV IWL 199 D10 12D WYL
HIL IDI JLLI J09 1IL YOO ¥HD HYY OLL IIY
. 0

<X 1 N I M ® W M A

BIY DL DIL INL HO¥ HID IYL IOV DIL )

OUIL DOV OV ¥YIY HOL D09 DIV 951 SYY OLL IDD OWY YD YD IDS HYD
DSt 0ST (1] 4 0 T

N N Rn 2 X a L 4 ao X P 8 ¥ X be) 8 I
OOV YLL OVL 10D VIV HID IHI SYY YW VIV 10D ¥DY ¥OD DIL DOV DOV SWL DLL
ODL L¥V DIV YOO IYL D¥D VOV DIL LIS IV IDL IOD oYY DHL

00T 06 08 0

<A &L L 2 4 A A T H 4 12 8§ 0 a 1 0 I (o]
YD IDL DID IDD ¥DD OLI DIL OVD JID ¥SH IDD DY DID OUD OVY OID HYL OID
OLD YOV DYD VDD IDD HYY DYY DID HYD IDD ¥HD IOI HYD OID HIL OYD OI¥ HYD

0s oy 0g . [+14 em.n
(00} :ON @I DIS) OpANLY A= susayes ua UTINK J °r)|



341218

6/27

X I N X
OIY DYWL DLL WLV
D O¥1 DIV DYV LVl
z oeZ

<f I & & A

LLL WL LLD L¥D 4L

WVY DIY Y¥D YLD WY
0ZE 0TE

&
Ba

< ® O X X I ¥ &4 a 38 4 T 8 § I

OIS LI YOV DIV YIY VDL DOO HYY YID LIS 19D DIH HYD HOI ¥OL DYL DOL O¥H-
OYD VWD IDL JYL IWL IOV DOD JIL IVD )
0Lz 092 0sZ ove i 0€EZ 0zz

Bo ofk=
9]
B
g

<1 4 @ 1 ©® § ‘4 R -d A ©® 8 X

s 4 :
HOI HYY ¥ID ¥HL YOO YOI YOO HHY IDD HDI HWW DII DIV 1HD IWD ¥ID YOI VIV

DOV -OLL IY¥YD IDY 1DO I15Y 19D DOI ¥OD IHY DLL DY DULI ¥DD ¥iID IDD IOV L¥L
01z . 00z 061 081 OLT
<1 J 58 ¥ 8 X I 1T ¥ A 4 5 4 1 0 0
DYD DYY WYHY DOD YOl DIV HYL YD D91 LIL IDD OO0 ILL YOO IOD LIL LLD OLD
QLD DLL LOL 20D IHY DVI DIV OID DDD WWY.¥OD ODD WUV 19D WO YUY YWD OV
031 0ST o¥T . 0t 0¢ct 01T

<A M ¥ A R I 9 A R 0O 58 ¥ % D 1 I L A

WLV OOV 550 IWD DILL ¥DL YOO IvD SIL D19 YOl 990 LLL YOY YOL DYL DHL OO

LYL 991 D09 WIO OVY 1DV ¥id ONY OV YVY LDL LOY¥ DIV DOY DLO
00T 06 0L 09

<4 0 ® A & ¥ 88 1T 8 8 4 5 B 1 W OB I a

D09 BLD IDD I¥D WOV 19D DIL O¥D HOI HOY 19D HOL DI 991 HVYL IIO YYIL HILD

wwuwadmwmn.wskﬁuuwﬁwhupmﬂugﬁuuuﬂguuﬂgﬂg_uh.dumw
0s oy 133 ’ 114 0T _

(8 :ON Q1 DIS) OY4NLY Ae sueaxes 1A 39pod § “L)|4



341218

7127

< Db O X X I V¥

< I a A XA L S b b

I1L HYI LID IVD I1L ¥HL ¥DO JX9 YOO

YUY DIV YVD YID YVV IOV 19D DVD IDO
14 0Te 111

, i a 13
DID LI VOV HIV YIY ¥OL 990 SV ¥ID LID
OYD ¥YD IHL OYLI IVI IOV D0 DIL IvD WD
oLZ 092 0Ss2

<z, 4 4@ L © 8 © 8 bH =8

DHL BYY Y10 YOL YOO YOI YOO HOY LDD BDL

DOY. DIL IND 1OV JIOD IDY 1DD DDL YOO IOV
“0TZ ooz 061

<1 q 8§ ¥ g X I T 7 ¥

OVD DUV ¥DY DDO WOL DIV DYWL DYD DD Ik

SO DLL IDIL 209 IOY DYI DIV DID OID WY
0T - 08T 09T

< M ¥ A N L © A N DO
YIV DOV 99D IWD 911 ¥OL YOD I¥D HLI JID
I¥L HOL D09 Y19 DUV IOV 19D YID DYV DD

00T 08 08

<« @ 9 A § ¥ § T S 8§
20D DLO LOD I¥D WSV I5D OO D¥D DOL DOV

OD0 OUD YOD WiH 101 YOO DDV DID DDHY DOL

oS B 4 0E

d 11 T 4 KX I N X
OYY JIO1 OYD IDH DIV HYIL OLL WIV
DL ¥O¥ DID YOO DYWL DIV DVWVY LUl

06T 4]:14

d 8 T 8 8 I I 1

"IDD DID HYD DOI YDI HYI IHL DO

¥OD SYD JOID 2OV ISY DIV HOIY dID
ove 0EZ 022

4 ¥ X 4 A H 8§ X -
DYV DDI DLV 19D IWD WOO YO YLV
DLL 9OY DYWL YOO YID IDD 1DV IVl

08T . oLT

0ET 01T

8 . ¥ X J X I L A
Yol 990 LIL YOV Y¥OL HYI 551 DYO
LOY DOD YWYV 191 IDY DAY DOY 21D

0L 09

d 8 0 13 W D I 1
199 904 DID 9D1 OWI LID ¥YL HID
YOD. DOV YYD DOY HIW WUD LIV DVD

0z 0T

(6 :ON @1 D3S) OV4NLY ae susmyes 14 33p0d § "D}



s ¥

A

50
¢]

P

K

40

GTT AAG AAG CCT GGT GCT TCC GTC
CAA TTC TTC GaA CCA CGA AGE CAG

X

FIG. 10 rocet vh sekvens av WTNF40 (SEQ ID NO: 10)

ig
v

CAG GIG CAG CT@ GTC
GTC
Q

QTC CAC
Q

100
GAC TAT GGT ATG AAT TGO
CTG ATA CChA TAC TTA ACC
Y a M N W

D

920

C GIG TTC ACA
CAC ANG TGT
v F T

0
A
TG
Y

o

C
G

TCA GGC
GT
B

A

0

Gee

caa
A

: 7
TOT ARG
&

c

GC
s

R

“E§~

ARA
™7T
X

e
X
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31 320
TCT TAT GCC ATE GAC TAC TGG
Y A M D ¥ W

A ATA CG3 TAC CTE AT@ ACC

AGA
™w?
R

o U
=B

o
A
TG
Y

GGA
cY
G

GCT AGA
CA CGA TCT C
¢ A& R

280

ATR
¥

TAT TGT
A

280
¢ GCA BTG TAC
768 CGT CAC A
T A V ¥

A

8>

a5o

CAG GGT ACC CTA GTC ACA GTC TCC TCA

340
CAG AGE AGT
L v T Vv 8

330
Q

COG GTC CCA TG4 GAT CAG TGT
T

.sec
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A Eptge —Kmnl 1.72

rrnB terminator
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FIG. 15
Sekvens av OmpA oligonukleotid-adapter (SEQ ID NO:101)
OmpA leder
10 20 30 40
_ ¥ . * *
XhoI  Xbal 8.D.

T CGA GTT CTA GAT AAC GAG GCG TAA ARA ATG ARA AAG ACA
CAA GAT CTA TTG CTC CGC ATT TTT TAC TTT TIC TGT

M K K D
50 60 70 80
ok * * *
Munl Styl Spll

GCT ATC GCA ATT GCA GIG GCC TG GCT CTG ACG TAC GAG TCA
CGA TAG CGT TAA CGT CAC CGG AAC CGA GAC TGC ATG CTC AGT
A I A I AV A L &

50
*
~ 'EcoRI
GG
CCT TAA

= Interne restrilgsjonéeter er vist med uthevet skrift
.’ Dg_n 5' Xhol kohesive ende ligerer inn i vektor Sall setet, blokkerer det
= 8.D. representerer OmpA Shime Dalgarno sekvensen
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