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CAMPO DELL' INVENZIONE

La presente invenzione riguarda molecole
anticorpali e relativi frammenti funzionali, in grado
di legarsi al fattore di necrosi tumorale alfa (TNFa),
a processi per la loro produzione e a loro usi
terapeutici.

CONTESTO

TNFx & una citochina proinfiammatoria  omo-
trimerica che viene rilasciata e interagisce con le
cellule del =sistema immunitario. E stato anche
mostrato che TNFx & sovraregolato in una serie di
malattie umane, incluse malattie croniche come artrite
reumatoide, morbo di Crohn, colite ulcerosa e sclerosi
multipla.

Gli anticorpi versce TNFo sono statli proposti per
la profilassi e 1l trattamento dello shock endotossico

(Beutler et al., Science, 234, 470-474, 1985). Bodmer




et al., ({(Critical Care Medicine, 21, 5441-5446, 1993)
e Wherery et al., (Critical Care Medicine, 21, S436-
S440, 1993) discutono il potenziale terapeutico deglil
anticorpi anti-TNFa nel trattamento dello shock
settico. L’uso di anticorpi anti-TNFa nel trattaménto
dello shock settico viene anche discusso da
Kirschenbaum et al., (Critical Care Medicine, 26,
1625-1626, 1998). L’'artrite indotta dal collagene puo
essere trattata efficacemente wusando un anticorpo
monoclonale anti-TNFo (Williams et al. (PNAS-USA, 89,
9784-9788, 1992)).

,’uso di anticorpi anti-TNFo nel trattamento di
artrite reumatoide e morbo di Crohn & discusso in
Feldman et al. (Transplantation Proceedings, 30, 4126-
4127, 1998), Adorini et al. (Trends in Immunology
Today, 18, 209-211, 1997) e in Feldman et al.
(Advances in Immunology, 64, 283-350, 1997). G1i
anticorpi verso TNFa precedentemente usati in tali
trattamenti sono generalmente anticorpil chimerici,
come quelli descritti nel brevetto statunitense N.
5,919,452,

Anticorpi monoclonali contro TNFa sono stati
descritti nella tecnica anteriore. Meager et al.
(Hybridoma, 6, 305-311, 1987) descrivono gli anticorpi

monocclonali murini contro TNFo ricombinante. Fendly et




al. (Hybridoma, 6, 359-370, 1987) descrivono 1l7uso di
anticorpi monoclonali murini contro TNFox ricombinante
nella definizione di epitopi neutralizzanti versc TNFa.
Tnoltre, nella Domanda di brevetto internazionale WO
92/11383, vengono descritti anticorpi ricombinanti,

inclusi anticorpi innestati con CDR, specifici per
TNFo. Rankin et al. (British J. Rheumatology, 34, 334-

342, 1895) descrivono 1'uso di tali anticorpi
innestati con CDR nel trattamento dell’artrite
reumatoide. Il Dbrevetto statunitense N. 5,919,452

descrive anticorpi chimerici anti-TNFo e il loro wuso
nel trattamento di patologie associate alla presenza
di TNFo. Ulteriori anticorpi anti-TNFa sono descritti
in Stephens et al. (Immunology, B85, 668-674, 1995),

GR-A-2 246 570, GB-A-2 297 145, US 8,673,310, 1US
2014/0193400, EP 2 390 267 Bl, US 8,293,235, US

8,697,074, WO 2009/155723 AZ e WO 2006/131013 AZ.

Le molecole anticorpali anti-TNFa ricombinanti
della tecnica anteriore hanno generalmente un’ affinita
ridotta per TNFa rispetto agli anticorpi da cui
derivano le regioni ipervariabili o CDR. Tutti gli
inibitori di TNFa attualmente in commercio vengono
somministrati per via endovenosa o sottocutanea a
intervalli settimanali o pit lunghi come iniezioni in

bolo, con conseguenti concentrazioni iniziali elevate




che diminuiscono costantemente fino all’iniezione
successiva.

I farmaci  biloterapici anti-TNFa  attualmente
approvati includono (i) infliximab, un anticorpo
monoclonale anti-IgG umana chimerico (Remicade®); (ii)
etanercept, una proteina di fusione dimerica TNFRZ,
con una Fc di IgGl (Enbrel®); (iii) adalimumab, un
anticorpo monocclonale completamente umano {mAbh)
(Humira®) e {(iv) certolizumab, un frammento Fab
PEGilato (Cimzia®). Tuttavia, vari bicsimilari sono in
fase di sviluppo e un mimetico di infliximab noto come
Remsima & gia stato approvatoc in Europa.

Infliximab ha un’affinita relativamente bassa per
TNFa (Kps 0,2 nM; Weir et al., 2006, Therapy 3: 533) e
una potenza di neutralizzazione 1limitata in un saggio
7,929. Inoltre, infliximab non mostra sostanzialmente
alcuna reattivita incrociata con TNFa di scimmie
Cynomolgus o Rhesus. Per gli anticorpi anti-TNFa,
tuttavia, la reattivita incrociata con TNFa di scimmia
& altamente desiderabile, poiché c¢id consente test
sugli animali con primati, riflettendo la situazione
nell’uomo in molti aspetti.

Etanercept, sebbene sia una molecola bivalente,
lega TNFa in un rapporto di un trimero per una

molecola di etanercept, precludendo la formazione di




grandi complessi antigene-agenti bioterapeutici
(Wallis, 2008, Lancet Infect Dis, 8: 601). Esso non
inibisce la secrezione di citochine indotta da TLPS neil
monociti (Kirchner et al., 2004, Cytokine, 28: ©7).

La potenza di adalimumab & simile a gquella di
infliximab. Un altro svantaggio di adalimumab & la sua
scarsa stabilitd, per esempio come determinatco in un
test di denaturazione termica. E stato determinato che
la temperatura di fusione (T,) di adalimumab in tale
test & 67,5° C. Tuttavia, minore & il valore T, di un
anticorpo, minore & la sua stabilita generale. Una Tn
inferiore rende gli anticorpi meno adatti per 1l'uso
farmaceutico, per esempio per la somministrazione
orale.

La potenza di certolizumab e leggermente
superiore a quella di infliximab, ma non & ancora
soddisfacente. Certolizumab non inibisce la
proliferazione delle cellule T in un MLR (Vos et al.,
2011, Gastroenterclogy, 140: 221).

EP 2 623 515 Al descrive anticorpi anti-TNFu e
relativi frammenti leganti 1’antigene (Fab), in cul la
potenza del frammenti Fab umanizzati risultanti e
paragonabile a o soltanto leggermente migliore di
quella di infliximab in un saggic di neutralizzazione

L929 e la reattivita incrociata degli anticorpi lega




debolmente TNFa di Rhesus.

WO 2012/007880 A2 descrive una molecola legante
1’antigene a dominio singolo (SDAB, Single Domain
Antigen Binding Molecule) modificata sotto forma di
proteine di fusione comprendenti uno o pih singoli
domini leganti 1’antigene che si legano a uno o pil
bersagli (per esempio TNFa, un linker e una o piu
moclecole polimeriche).

WO 2015/144852 Al indaga le proprieta di un sckv
anti-TNFa dencminato “scF v1”. Questc scFv ha mostrato
una capacita di neutralizzazione di TNFa in un saggio
su cellule PK-15 che era paragonabile a quella di
infliximab.

WO 2015/065987 Al descrive anticorpi anti-TNFq,
anticorpi anti-IL-6 e anticorpi bispecifici che si
legano a entrambi gli antigeni. Determinati anticorpi
anti-TNFo hanno mostrato una reattivita incrociata con
TNFo di Cynomolgus.

In “Infliximab (Remicade)”, Handbook of
Therapeutic Antibodies, Wiley-VCH, Weinheim, pagine
885-904, M. Wiekowski et al. vengono riassunte le
caratteristiche di infliximab, noto anche come
Remicade.

In “Adalimumab (Humira)”, Handbook of Therapeutic

Antibodies, Wiley-VCH, Weinheim, pagine 697-732, H.




Kupper et al. vengono riassunte le informazioni
sull’anticorpo approvato adalimumab.

Meimed Gil Y. et al descrivono in “Certclizumab
pegol”, Nature Reviews, Drug Discovery, Nature
pPublishing Group, GB, vel. 7, no. 8, 2008, pagine 641-
642, il frammento di anticorpo pegilato certolizumab
pegol.

M. Sohini et al. riassumcno in “Golimumab”, MABS,
Landes Bioscience, USA, vo. 1, n. 5, 2009, pagine 422-
431, dati sull’anticorpo golimumab. Golimumab & un
anticorpo ad alta affinitd, caratterizzato da una Kp di
circa 17 pM.

La pubblicazione scientifica "“CDP571: anticorpo
monoclonale anti-TNF, BAY 103356, BAY W 3350,
Humicade2, Drugs in R & D, ADIS International,
Auckland, NZ, vol. 4, no. 3, 2003, pagine 174-178 si
riferisce all’anticorpo umanizzato “Humicade” (CDP 571;
BAY 1023356), un anticorpo monoclonale anti-TNFa ad
alta affinita.

Vi & la necessita di moleccle anticorpali
migliorate per il trattamento di malattie
infiammatorie croniche come i disturbi infiammatori
intestinali. Le molecole anticorpali devono avere
almeno (i) unfelevata affinita a TNFo umano (vale a

dire un Ky < 125 pM}, (i1) un’elevata potenza




nell’ inibire 1’apoptosi indotta da TNFa in cellule
1829, {1ii) un’elevata potenza nell’inibire la
secrezicone di citochine indotta da LPS, (iv) una
sostanziale affinitd a TNFa da Cynomolgus e Rhesus
(per esempio un Kp < 1 nM), e (v) una temperatura di
fusione elevata del dominio variabile come determinato
in un esperimento di denaturazione termica (per
esempio un T ., 70° C).

SOMMARIC DELL’ INVENZIONE

Gli inventori della presente domanda hanno
riscontrato che determinati anticorpi anti-TNFa e
relativi frammenti funzionali mostrano una
combinazione di proprieta favorevoli, inclusa 1l7alta
affinitd a TNFo umano (Kp < 125 pM), una potenza per
inibire 17apoptosi indotta da TNFa in cellule L929
maggiore di quella di infliximab, una potenza per
inibire la secrezione di citochine indotta da LPS
maggiore di quella di adalimumab e una sostanziale
affinita (Kp < 1 nM) a TNFo da animali come la scimmia
Cynomolgus (Macaca fascicularis) e/o macachi Rhesus
(Macaca mulatta}. Inoltre, gli anticorpi e i relativi
frammenti funzionali erano specifici per TNFa in
quanto nen si legavanc in modo significativo a TNFP e
mostravano una stabilita significativa, come

determinate in un saggio di denaturazione termica del




dominic variabile.

L’ invenzione fornisce molecole anticorpali e
relativi frammenti funzionali.

La presente invenzione si riferisce pertanto
all’oggettc definito nelle seguenti voci da (1) a (43) :

(1} Un anticorpo o un relativo frammento
funzionale in grado di legarsi al fattore di necrosi
tumorale umano alfa (TNFa«), in cul detto anticorpo o
relativo frammento funzionale comprende (i) un dominio
Vv, avente la sequenza amminoacidica come mostrato in
SEQ ID NO: 14, e (ii) un dominio Vy avente la sequenza
amminoacidica come mostrato in SEQ ID NO.13.

{2) L’anticorpo o 1l frammento funzionale della
voce (1), in cui detto anticorpoc o relativo frammento
funzionale si lega specificamente a TNFa umano.

(3} L’'anticorpo o il frammento funzionale della
voce (1) o (2), in cui detto anticorpo o relativo
frammento funzionale non si lega in modo significativo
a TNFB.

(4) L"anticorpo o il frammento funzicnale di una
qualsiasi delle voci precedenti, in cul detto
anticorpo o frammento funzionale

(i) si lega a TNFa umano con una costante di
dissociazione (Kp) inferiore a 125 pM;

(ii) & cross-reattivo con TNFa di Macaca mulatta




e con TNFa di Macaca fascicularis;

(1ii) ha una potenza maggiore rispetto a
infliximab, come determinato da un saggio L9Z9; e/o

{iv) & in grado di legarsi a TNFirimero UManoc in una
stechiometria (anticorpc: TNFirimero) di almeno 2.

(5) L’anticorpo o il frammento funzionale di una
qualsiasi delle voci precedenti, che si lega a TNFa
umano con una K, inferiore a 100 pM, preferibilmente
inferiore a 50 pM.

(6) L’anticorpo o il frammento funzionale di una
gqualsiasi delle voci precedenti, che si lega a TNFu« di
Macaca mulatta con una Kp inferiore a 1 nM.

(7) L’anticorpo o 1l frammento funzionale di una
gualsiasi delle voci precedenti, che si lega a TNfua di
Macaca fascicularis con una Kp inferiore a 1 nM.

(8) L’'anticorpo o il frammento funzionale di una
qualsiasi delle voci precedenti, 1in cui la potenza
dell”anticorpo o del frammento funzionale per inibire
1’ apoptosi indotta da TNFa rispetto a gquella di
infliximab (potenza relativa), determinata in un
saggio 1929, & maggiore di 3, e in cui detta potenza
relativa & il rapporto tra il valore di ICs in ng/ml
di infliximab nel saggio L929 e il valore di ICsp in
ng/ml dell’anticorpo in formato scEv nel saggio L929.

(9) L’anticorpo o il frammento funzionale di una
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qualsiasi delle voci precedenti, in cui la temperatura
di fusione del dominic wvariabile dell’anticorpo in
formate scfv, determinata mediante fluorimetria a
scansione differenziale, & di almeno 65° C.

(10) L’anticorpo o il frammento funzionale di una
qualsiasi delle voci precedenti, in cui la temperatura
di fusione del dominio variabile dell’anticoxrpo in
formato scFv, determinata mediante flueorimetria a
scansione differenziale, & di almeno 68° C.

{11} L'anticorpo o il frammentoc funzionale di una
qualsiasi delle voci precedenti, in cui la temperatura
di fusicne, determinata mediante fluorimetria a
scansione differenziale, & di almeno 70° C.

{12} L'anticorpo o il frammento funzionale di una
gualsiasi delle voci precedenti, in cul la perdita di
contenuto di monomero, dopo cingue cicli consecutivi
di congelamento-scongelamento, e inferiore allo 0,2%.

{13) L’anticorpo o il frammento funzionale di una
gualsiasi delle voci precedenti, in cui la perdita

nel contenuto di monomero, dopo conservazione per
quattro settimane a 4° C, & inferiore all”i%.

(14) L'anticorpo o il frammento funzionale di una
qualsiasi delle voci precedenti, in cui la potenza
dell’ anticorpo o del frammento funzionale per bloccare

17 interazione tra TNFa umanc e il recettore I di TNF

11




(TNFRI), rispetto a quella di infliximab (potenza
relativa), come determinatc in un ELISA di inibizione,
& almeno 2, in cui detta potenza relativa & il
rapporte tra il valore di ICsc in ng/ml di infliximab e
il wvalore di ICsq in ng/ml dell’anticorpc in formato
sciv.

(15) L”anticorpo o il frammento funzicnale di una
qualsiasi delle voci precedenti, in cui 1la potenza
dell’anticorpo o del frammento funziconale per bloccare
17 interazione tra TNFa umano € il recettore II 4i TNF
('NFRII), rispetto a quella di infliximab (potenza
relativa), come determinato in un ELISA di inibizione,
& almeno 2, in cui detta potenza relativa & il
rapporto tra il valore di ICsp in ng/ml di infliximab e
i1 wvalore di ICsy in ng/ml dell’anticorpo in formato
scFv.

(16) L’anticorpo o il frammento funzionale di una
qualsiasi delle voci precedenti, che & in grado di
inikire la proliferazione cellulare di cellule
mononucleate di sangue periferico in una reazione
linfocitaria mista.

(17) L’anticorpo o il frammento funzionale di una
gqualsiasi delle voci precedenti, che ¢é in grado di
inibire la secrezione di interleuchina-1p indotta da

LPS da monociti CD14".
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(18) L’anticorpo o il frammento funzionale della
voce (17), in cui il wvalore di ICsc Pper inibire la
secrezione di interleuchina-1f indotta da LPS e
inferiore a 1 nM.

(19) L’anticorpo o 1l frammento funzicnale della
voce {18), in cui detto valcre di ICsy per inibire la
secrezione di interleuchina-1f indotta da LPS, su base
molare, & inferiore a quellc di adalimumab.

{(20) L'anticorpo o 1l frammento funzionale di una
qualsiasi delle voci precedenti, che & in grado di
inibire la secrezione di TNFa indotta da LPS da
monociti CD147.

(21) L’anticorpo o il frammento funzionale della
voce (20), in cui il wvalore di ICsy per inikire 1la
secrezione di TNFo indotta da LPS & infericre a 1 nM.

(22) L'anticorpe o ii frammento funzionale della
voce (21), in cui detto valore di ICsp per inibire 1la
secrezione di TNFa indetta da LPS, su base molare, &
inferiore a quello di adalimumab.

(23) L'anticorpo di una qualsiasi delle voci
precedenti, che ¢& un’ immunoglobulina G (IgG).

(24) 11 frammento funzionale di una gualsiasi
delle voci da (1) a (22), che & un frammento variabile
a catena singola (scEv).

(25) Il frammento funzionale della voce (24), in

i3

I




cui detto scFv ha la sequenza amminoacidica come
mostrato in SEQ ID NO:15.

(26} Il frammento funzionale di una qualsiasi
delle voci da (1) a (22), che & un diabody.

(27} I1 frammento funzionale della voce (26), in
cui detto diabody comprende o & costituito dalla
sequenza amminoacidica come mostrato in SEQ ID NO:51.

(28) Un acido nucleico codificante 1l'anticorpo o
i1 frammento funzionale di una qualsiasi delle voci
precedenti.

(29) Un vettore o plasmide comprendente 17acido
nucleico della vcce (28).

(30) Una cellula comprendente 1’acido nucleico
della voce (28) o il vettore o il plasmide della voce
(29).

(31} Un metodo per preparare 1’anticorpo o il
frammento funzionale di una qualsiasi delle voci da (1)
a (27), comprendente la coltura della cellula della
voce (30) in un terreno in condizioni che consentono
1’ espressione dell’ acido nucleico codificante
1’anticorpo o il frammentc funzionale, e il recupero
dell’anticorpo o del frammento funzionale dalle
cellule o dal terreno.

(32) Una composizione farmaceutica comprendente

17anticorpo o il frammento funzionale di una qualsiasi
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delle wvoci da (1) a (27) e facoltativamente un
veicolante e/o eccipiente farmaceuticamente
accettabile.

(33) L’anticorpo o 11 frammento funzicnale come
definito in una qualsiasi delle voci da (1) a {(27) per
1’uso in un metedo di trattamento di un disturbo
infiammatorio o di un disturbo correlato a TNFc.

(34) L7anticorpo o 11 frammento funzicnale da
usare secondo la voce {33), in cui detto disturbo
infiammatorio & selezionato dall’elenco di malattie e
disturbi elencati nella sezione “Disturbi da trattare”
di seguito.

(35) L’anticorpo o 11 frammento funzionale da
usare secondo la voce (33), in cul detto disturbo
infiammatorio & un disturbo infiammatorio del tratto
gastreintestinale.

(36) IL’anticorpo o il frammento funzionale da
usare secondo la voce ({35), in cui detto disturbo
infiammatorio del tratto gastrointestinale & una
malattia infiammatoria intestinale.

(37) L’anticcrpo o 1il frammento funzionale da
usare secondo la voce (35) o (36), 1in cui detto
disturbo infiammatorio del trattc gastreocintestinale e
morbo di Crohn.

(38) L’anticorpo o¢ il frammento funzionale da
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usare secondo la voce (37), 1in cui detto morbo di
Crohn & selezionato dal gruppo costituito da morbo di
Crohn superiore ileale, cclonico, ileocolonico e/o
isolato {gastrico, duodenale e/o digiunale) e include
comportamenti di malattia non restrittivo/non
penetrante, restrittivo, penetrante e perianale,
consentendo qualsiasi combinazione di localizzazione e
comportamentc della malattia di uno gualsiasi dei
suddetti.

(3¢) L'anticorpo ¢ 1l frammento funzionale da
usare secondo la voce (35) o (36), in cui detto
disturbo infiammatorio del tratto gastrointestinale &
la colite ulcerosa.

(40) L’anticorpo o 1l frammento funzionale da
usare secondo la voce (39), in «cul detta colite
ulcerosa € selezionata dal gruppo costituito da
proctite ulcerosa, proctosigmoidite, colite del lato
sinistro, colite panulcerosa e pouchite.

(41) L'anticorpo o 1l frammento funzionale da
usare secondo la voce (35) ¢ (36), in cul detto
disturbo infiammatorio del tratto gastrointestinale ¢
colite microscopica.

(42) L'anticorpo o il frammento Zfunzionale per
17uso secondo uno qualsiasi degli articoli da (33) a

(41), in cui detto metodo comprende la
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somministrazione orale dell’anticorpc o del frammento
funzionale a un soggetto.

BREVE DESCRIZIONE DEI DISEGNI

Figura 1: Rappresentazione schematica del
processo di umanizzazione.

Figura 2: Cromatogrammi SE-HPLC di preparati sckv
umanizzati purificati di uno scFv. Il monomerc sclv
eluisce a tempi di ritenzione compresi tra 8,5 e 9,5
minuti, mentre i componenti tampone eluiscono a > 10
minuti. Tutti i picchi dal volume morto della colonna
fino al rispettivo monomero scFv sono stati integrati
come aggregati/oligomeri e usati per il calcolo
dell’area di picco relativa.

Figura 3: Curve di denaturazione termica dalle
misurazioni DSF di due costrutti scFv. Per ogni
costrutto vengono mostrate le misurazioni in duplicato.
I valori Tm risultanti sonc stati determinati
adattando 1 dati a un’equazicne di Boltzmann per
ottenere il punto medio della transizione.

Figura 4: BAndamento temporale del contenuto di
mMCoNOmero dei due costrutti scEv durante la
conservazione. Il contenuto di monomero come
determinato mediante SE-HPLC & stato tracciato per le
temperature di conservazione 4, -20 e< -65° C per la

durata di 4 settimane.
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Figura 5: Sovrapposizione di cromatogrammi SE-
HPLC per due molecole scFv. Per ogni scFv viene
mostrato 1l campione (10 mg/ml) a d0 e dopo la
conservazione per 4 settimane a 4° C. Inoltre, viene
mostrato il cromatogramma del campione dopo 5 cicli di
congelamento e scongelamento. Il pannellc inserito
mostra un ingrandimentc di circa 15 volte deil’asse y
per ciascuna molecola, per visualizzare anche
minuscole variazioni del contenuto di oligomeri.

Figura 6: Andamento temporale del contenuto di
MONCMEYXO degli scFkFv umanizzati durante la
conservazione. Il contenuto di monomero come
determinatc mediante SE-HPLC & stato tracciato per 1
campioni da 10 mg/ml a una temperatura di
conservazione di 37° C per la durata di 4 settimane.

Figura 7: Capacita di neutralizzare TNFa umano
nel saggic L929 di due scFv. Per ogni esperimento
vengono mostrate le curve dose-risposta per sckv e
anticorpo di riferimento infliximab. Le concentrazioni
pitt elevate di sckv e infliximab, nonche 1 controlli
negativi, sono stati impostati al 100% e allo 0% di
crescite.

Figura 8: Potenza di due sckFv per neutralizzare
TNFo di primate non umano e umano nel saggio L929.

Sono mostrate le curve dose-risposta per ia
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neutralizzazione di TNFx umano, di scimmia Cynomolgus
e di scimmia Rhesus. La concentrazione di scFv pin
alta e i contrclli negativi sono stati impostati al
100% e allo 0% di crescita.

Figura 9: Potenza di due scFv per Dbloccare
i’interazione TNFo-TNFRI. Vengcno mostrate le curve
dose-risposta. La concentrazione di scFv piu alta e 1
controlli negativi sono stati impostati allo 0% e al
100% del legame di TNFo a TNFRI.

Figura 10: Potenza di due sckv per bioccare
1’interazione TNFo-TNFRII. Vengono mostrate le curve
dose-risposta. La concentrazione di scFv piu alta e 1
controlli negativi sonc stati impostati allo 0% e al
100% del legame di TNFo a TNFRIT.

Figura 11: Specificita di bersaglic di uno sclv.
I1 potenziale di inibire 1’interazione di TNFu
biotinilato con scFv da parte di TNFa e TNEP & stato
analizzato mediante ELISA competitivo. Sono mostrati
gli effetti dipendenti dalla dose di TNFa e TNEQ.

La Figura 12 raffigura la formazione di complessi
16-22-H5-sciv:TNFxo determinati mediante SE-HPLC
{Esempioc 4).

La Figura 13 raffigura i1l legame simultanec di
due moleccle di TNFa a 16-22-H5-scDb determinato

mediante SPR {(Esempio 5).

19

’



La Figura 14A raffigura la formazione di
complessi 16-22-H5-TIgG:TNFx (Esempic 5).

La Figura 148 raffigura la formazione di
complessi 16-22-H5-scDb:TNFa (Esempio 5).

La Figura 15 raffigura 17inibizione della
proliferazione cellulare in una MLR dopo il
trattamento con anti-TNFa. *: p < 0,05; **: p< 0,01
rispetto al controllo IgG (Esemplo 6).

La Figura 16 mostra la capacita deil differenti
formati di anticorpi di 16-22-E5 e adalimumab di
inibire la secrezione indotta da LPS di IL-1B (Figura
16A) e TNFu (Figura 16B) nei monociti in meodo
dipendente dalla dose ({(Esempio 7).

DESCRIZICNE DETTAGLIATA

La presente invenzione riguarda un anticorpo o un
relativo frammento funzionale in grado di legarsi a
TNFo umano.

Nel contesto della presente domanda, il termine
“anticorpo” & usato come sinonimo di “immunoglobulina”
(Ig), che & definita come una proteina appartenente
alla classe IgG, IgM, IgE, Igh o IgD (o qualsiasi
sottoclasse di essi) e include tutti gli anticorpi
convenzionalmente noti e i relativi frammenti
funzicnali. Nel contesto della presente invenzione, un

“frammento funzionale” di un anticorpo/immunoglobulina
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& definito come frammento legante 1’antigene o altro
derivato di un anticorpo parentale che essenzialmente
mantiene una o pilt delle proprieta di tale anticorpo
parentale a cul si fa riferimento nelle voci da (1) a
(27) sopra nella presente. Un “frammento legante
1’ antigene” di un anticorpo/immunoglobulina & definito
come un frammento (per esempio, una regione variabile
di una IgG) che trattiene la regione legante
1’antigene. Una “reglone legante 1’ antigene” di un
anticorpc si trova tipicamente in una o piu regioni
ipervariabili di un anticorpo, vale a dire le regioni
CDR-1, -2  e/o-3. “Frammenti leganti 1'antigene”
dell’ invenzione includono il dominic di un frammento
F(ab’), e un frammento Fab. T “frammenti funzionali”
dell’ invenzione includono, sckv, dsFv, diabody,
triabody, tetrabody e proteine di fusione Fc. F{ab’): ©
Fab possono essere progettati per ridurre al minimo o
rimuovere completamente le interazioni disolfuro
intermolecolari che si verificano tra i1 domini CH1 e
CL. Gli anticorpi o frammenti funzionali della
presente invenzione possono essere parte di costrutti
bi o multifunzionali.

I frammenti funzionali preferiti nella presente
invenzione sono scFv e diabody.

Un scFv & un frammento Fv a catena singola in cuil
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i domini wvariabile leggero (“W.”) e variabile pesante
(“Wy”) sono collegati da un ponte peptidico.

Un diabody & un dimero costituito da due
frammenti, c¢iascuno avente regioni variabili unite
insieme tramite un linker o simili {di seguito
indicati come frammenti <che formano diabody), e
tipicamente contengono due Vi e due Vy. I frammenti che
formano il diabody includono quelli costituiti da Vi e
Vg, Vi € V., Vg © Vy, ecc., preferibilmente Vy e Vi, Nei
frammenti che formano diabedy, 11 linker che unisce
regioni wvariabili non & specificamente limitato, ma

preferibilmente abbastanza corto da evitare legami non

covalenti tra regioni variabili nello stesso frammento.

La lunghezza di un tale linker pud essere determinata
come appropriato dagli esperti del ramo, ma
tipicamente 2-14 ammincacidi, preferibilmente 3-9
amminoacidi, specialmente 4-6 amminocacidi. In gquesto
caso, Vy e Vy codificati sullo stesso frammento so0no
uniti tramite un linker abbastanza cortc per evitare
legami non covalenti tra Vi, e Vy sulla stessa catena e
per evitare la formazione di frammenti di regione
variabile di catena singola c¢osi che & possibile
formare dimeri con un altro frammento. I dimeri
possono essere formati tramite legami covalentli o non

covalenti o entrambi tra i frammenti che formano il
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diabody.

Inoltre, i frammenti che formano diabody possono
essere uniti tramite un linker o simili per formare
diabody a catena singola (sc(Fv),). Unendo frammenti
che formano diabody usando un linker lungo di circa
15-20 amminoacidi, & possibile formare legami non
covalenti tra 1 frammenti che formano 1l diabody
esistenti sulla stessa catena per formare dimeri.
Basandosi sullo stesso principio della preparazicne
dei diabody, gli anticorpi polimerizzati come trimeri
o0 tetrameri possono anche essere preparati unendo tre
o pitt frammenti che formanc il diabody.

Preferibilmente, 17anticorpo o© il frammento
funzionale dell’invenzione si lega specificamente a
TNFa. Come usato nella presente, un anticorpo © un
relativo frammento funzionale “riconosce
specificamente”, o “si lega specificamente a” TNFu
umano, quando 1’anticorpo o il frammentc funzionale e
in grado di discriminare tra TNFa umano € una o piu
molecole di riferimento. Preferibilmente, il valore di
ICs0 per il legame a c¢ilascuna delle molecole di
riferimento & almeno 1.000 wvolte maggiore del valore
di ICs per il legame a TNFa, in particolare come
descritto nell’Esempio 2, sezione 2.1.4. Nella sua

forma pil generale (e quando non viene menzionalto
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alcun riferimento definito), “legame specifico” si
riferisce alla capacita dell’anticorpc ¢ del frammento
funzionale di discriminare tra TNFa umanc e una
biomelecola non correlata, come determinato, per
esempio, in conformitad con un metodo di saggio di
specificitd noti nel ramo. Tali metodi comprendonc, in

via non limitativa, Western blot e test ELISA. Per

esempio, & possibile esegquire un saggio ELISA standard.

Tipicamente, la determinazione della specificita di
legame viene effettuata wusando non una singcla
biomolecola di riferimento, ma un insieme di circa
tre-cinque biomolecole non correlate, come latte in
polvere, BSA, transferrina o simili. In una forma di
realizzazione, 1l legame specifico si riferisce alla
capacita dell’anticorpo o del frammento di
discriminare tra TNFoa umano e TNFB umano.

L"anticorpo dell’ invenziocne o frammento
funzionale dell’ invenzione comprende un dominioc Vi € un
dominic Vy. Il dominio V., comprende una regione CDR1
(CDRL1), una regione CDRZ (CDRLZ), una regione CDR3
{(CDRL3) e regioni cornice. Il dominio Vi comprende una
regione CDR1 (CDRH1), una regione CDRZ2 (CDRHZ), una
regione CDR3 (CDRH3) e regioni cornice.

I1 termine “CDR” si riferisce & una delle sei

regioni ipervariabili all’interno dei domini variabili
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di un anticorpo che contribuisconc principalmente al
legame dell’antigene. Una delle definizioni piu
comunemente usate per 1 sei CDR e stata fornita
daKabat E. A. et al., (1991) Sequences of proteins of
immunological interest. Pubblicazione NIH 91-3242).
Come usato nella presente, la definizione di Kabat di
CDR si applica soltanto a CDRl, CDRZ e CDR3 del
dominio variabile di catena leggera (L1 CDR, LZ CDR,
L3 CDR o L1, L2, L3), nonché a CDRZ e CDR3 del dominio
variabile di catena pesante (H2 CDR, H3 CDR o H2, H3).
CDR1 del dominio variabile di catena pesante (H1 CDR o
H1l), tuttavia, come usato nella presente & definito
dai segquenti residui (numerazione Kabat): Inizia con
la posizione 26 e termina prima della posizione 36.

La regione CDR1 del dominio Vi & costituita dalla
sequenza ammincacidica come mostrato in SEQ ID NO:7.
La regione CDRZ del dominio Vi, & costituita dalla
sequenza amminoacidica come mostrato in SEQ ID NO:8.
La regione CDR3 del dominio Vi & costituita dalla
sequenza amminoacidica come mostrato in SEQ ID NO:9,

La regione CDR1 del dominio Vi e costituita dalla
sequenza amminoacidica come mostrato in SEQ ID NO: 10.
La regione CDR2 del dominio Vi e costituita dalla
sequenza amminoacidica come mostrato in SEQ ID NO:11.

La regione CDR3 del dominio Vy & costituita dalla
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sequenza ammincacidica come mostrato in SEQ ID NO:12.

L anticorpo dell’invenzione o il frammento
funzionale dell’invenzione comprende un dominio Vy
avente la sequenza amminoacidica come mostrato in SEQ
ID NO: 13. Inoltre, 1l7anticorpo o il frammento
funzionale comprende un dominic Vp avente la sequenza
amminoacidica come mostrato in SEQ ID NO:14.

Tn una forma di realizzazione particolarmente
preferita, il frammento funzionale & un anticorpo a
catena singola (scFv) comprendente un deminice VH
avente la sequenza amminoacidica come mostrato in SEQ
ID NO:13 e un dominic VL avente la sequenza
amminoacidica come mostrato in SEQ ID NO: 14, 11
dominio VH e il dominio VL sono preferibilmente
collegati da un linker peptidico. Tl linker peptidico
(di seguito denominato “linker A") ha tipicamente una
lunghezza da circa 10 a circa 30 amminoacidi, piu
preferibilmente da circa 15 a circa 25 ammincacidi. TI1
linker A comprende tipicamente residui di Gly e Ser,
ma sono possibili anche altri amminoacidi. In forme di
realizzaziocone preferite, il linker comprende
ripetizioni multiple della sequenza GGGGS (SEQ 1ID
NC:50), per esempio da 2 a 6, o da 3 a 5, o 4
ripetizioni consecutive della sequenza amminocacidica

come mostrato in SEQ ID NO: 50. Piu preferibilmente,
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il linker A @& costituito dalla sequenza amminoacidica
come mostrato 1in SEQ ID NQ:49. L’scFv pud avere la
seguente struttura (con 1l terminale N a sinistra e il
terminale C a destra):

Vi-LinkerA-Vy; o

Vi-LinkerA-Vi.

Pill preferibilmente, il frammento funzionale & un
anticorpo a catena singola (scFv) costituito dalia
sequenza amminoacidica come mostrato in SEQ ID NO: 15.

In un’altra forma di realizzazione
particolarmente preferita, il frammento funzionale e
un diabody comprendente un dominico Vi avente la
sequenza amminoacidica come mostrato in SEQ ID NO:13 e
un dominio V; avente la sequenza amminoacidica come
mostrato in SEQ ID NO: 14. Il dominic Vg e il dominio
V., sono collegati da un linker peptidico. Tl linker
peptidico (di seguito indicatc come “linkerB”) ha
preferibilmente una lunghezza da circa 2 a circa 10
amminoacidi, pia preferibilmente di circa 5
amminoacidi. Il linkerR comprende tipicamente residui
di Gly e Ser, ma sonc possibili  anche altri
amminoacidi. Pit  preferibilmente, il linkerB &
costituito dalla sequenza amminocacidica come mostrato
in SEQ ID NQ:50.

Il diabody preferibilmente & un diabody
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monospecifico, vale a dire & diretto a un solo epitopo.
I1 diabody & preferibilmente un omodimero. Il diabody
pud essere un dimero di due catene polipeptidiche che

sono legate in modo non covalente 1’una all’zltra.

Ciascun monomero pud essere una catena polipeptidica

avente la struttura:

V,-LinkerB-Vy; ©

Vy-LinkerB-Vi.

Inoltre, i frammenti che formano il diabody
possono essere uniti tramite un linkerA o simili per
formare diabody a catena singola (sc(Fv),}. Unendo
frammenti che formano diabody usando un linker lungo
di circa 15-20 amminoacidi, & possibile formare legami
non covalenti tra i frammenti che formano il diabody
esistenti sulla stessa catena per formare dimeri.
Esempi delle disposizioni dei diabody a catena singola
includono guanto segue.

Vg - linkerB - Vi - linkerA - Vy linkerB - Vi

V. - linkerB - Vy - linkerA - Vi - linkerB - Vy

Preferibilmente il diabody dell’invenzione ha la
seguente struttura:

Vy; - linkerB - Vg — linkerA - Vi - linkerB - Vy

Pit preferibilmente i1l diabody & costituito dalla
sequenza amminocacidica come mostrato in SEQ ID NOC:b51.

Basandosi sullo stesso principio della
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preparazione dei diabody, gli anticoerpi polimerizzati
come trimeri e} tetrameri pPOssono anche essere
preparati unendo tre o piu frammenti che formano il
diabody.

In un’altra forma di realizzazione particolare,
1’ anticorpo dell’ invenzicne e un’ immunogleobulina,
preferibilmente un’ immunoglobulina G (IgG}). La
sottoclasse di IgG dell’invenzione non & limitata e
inciude IgGi, IgGz, I1gGi e IgGy. Preferibilmente, 17IgG
dell’ invenzione & di sottoclasse 1, vale a dire & una
molecola di IgG:. In una forma di realizzazione,
ciascuna catena leggera della molecola IgG
dell’invenzione ha la sequenza ammincacidica come
mostrato in SEQ ID NO:52, e/o ciascuna catena pesante
della molecola 1IgG dell’invenzione ha la sequenza
amminoacidica come mostrato in SEQ ID NO:53. Una IgG
specifica dell’invenzione consiste di due catene
leggere e due catene pesanti, in cui ciascuna delle
due catene leggere ha la sequenza ammincacidica come
mostrato in SEQ ID NO:52, e ciascuna delle due catene
pesanti ha la sequenza amminoacidica come mostrato in
SEQ ID NO:53.

Affinita

IL'anticorpo o il frammento funzionale

dell’ invenzione ha un’elevata affinita a TNFoa umano.
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I1 termine “Kp” =si riferisce alla costante di
equilibrio di  dissociazione di una particolare
interazione anticorpo-antigene. Tipicamente,
1’anticorpo o frammento funzionale dell’invenzione si

lega: a TNFa umano con una costante di dissociazione

all’eguilibrio (Kp) inferiore & circa 2x10710 M,
preferibilmente inferiore a 1,5x107%° M,
preferibilmente inferiore a 1,25x10M7*°, piu

preferibilmente inferiore a 1x1071% M, in modo
massimamente preferibile inferjore a 7,5x10" M o
addirittura inferiore a 5x10°** M, come determinato
usando la tecnologia di risonanza plasmonica
superficiale (SPR} in unc strumento BIACORE. In
particolare, la determinazione del Kp viene eseguita
come descritto nell’Esempio 2, sezione 2.1.1.

Reattivita incrociata a TNF« di scimmie
Cynomolgus o macachi Rhesus

In forme di realizzazione particolari,
1’ anticorpo o 1l frammento funzicnale dell’ invenzione
ha una sostanziale affinita con TNFa di animali come
scimmie Cynomolgus (Macaca fascicularis) e/c macachi
Rhesus (Macaca mulatta). Cid & vantaggioso, poiché 1
test preclinici di anticorpi anti-TNFoa umani come gli
studi di tossicitd sono preferibilmente effettuati con

tali animali. Di conseguenza, l7anticorpo o il
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frammento funziocnale dell’invenzione & preferibilmente
cross-reattivo con TNFx da animali come scimmie
Cynomolgus e/o macachi Rhesus. Le misurazioni di
affinita wvengono eseguite come descritto nell’ Esempio
2, sezione 2.1.1.

Tn una forma di realizzazione, 17anticorpo o il
frammento funzionale dell’invenzione é& cross-reattivo
con TNFoa da Macaca fascicularis., L’anticorpe o 1l
frammento funzionale dell’ invenzione ha
preferibilmente un’affinita a TNFa di Macaca
fascicularis che & inferiore a 20 volte, in
particolare inferiore a 10 volte, ancor pit  in
particolare inferiore a 5 volte rispettoc a gquella di
TNFo umano. Tipicamente, 1’anticorpo o 1l frammento
funzionale dell’invenzione si lega a TNFa da Macaca
fascicularis con una costante di equilibrio di
dissociazione (Kp), in cui il rapporto Ru.fascicularis TtIa
(1) Kp per il legame a TNFx da Macaca fascicularis e

(ii) Kp per il legame a TNFa umano & inferiore a 20.

Ky (M. fascicularis)
RM_fuscicuiﬂ?‘fE = K, (uoma)
ol

Ry fascicuiaris © preferibilmente inferiore a 20, in
particolare inferiore a 10, ancor piu in particolare
infericre a 5.

In un’altra forma di realizzazione, 1l’anticorpo o
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11 frammentc funzionale dell’invenzione & Ccross-
reattivo con TNFa da Macaca mulatta. L’anticorpo o 1il
frammento funzionale dell’ invenzione ha
preferibilmente un'affinita a TNFa di Macaca mulatta
che &  inferiocre a 20 volte, pill in particolare
inferiore a 10 volte differente da quella di TNFo
umanao. Tipicamente, 1’ anticorpo o il frammento
funziocnale dell’invenzione si lega a TNFa da Macaca
mulatta con una costante di disscciazione
all’equilibrio (Kp), in cui il rapporto Ru.muiacta tra (1)
Ky, per il legame a INFo da Macaca mulatta e (ii) Kp per
il legame a TNFa umano € inferiore a 20.

R _ Hp(M mulatta)
Monulo tte Kn(uomaj

Ry.mulatta © preferibilmente inferiore a 20, in
particolare inferiore a 10.

In ancora un’altra forma di realizzazione,
1’anticorpo o i1 frammento funzicnale dell’invenzione
& cross-reattivo con TNFa da Macaca fascicularis e con
TNFa da Macaca mnmulatta. L’anticorpo o il frammento
funzicnale dell’invenzicne ha preferibilmente
un’affinita a TNFa di Macaca fascicularis che &
inferiore a 20 volte, 1in particolare inferiocre a 10
volte, ancor piu in particolare inferiore a 5 volte

rispetto a quella di TNFa umano, e preferibilmente
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un’affinitd a TNFa di Macaca mulatta che & inferiore a
20 volte, pill 1in particolare inferiore a 10 volte
rispetto a quella di TNFx umano. I1 rapporto
Ru.fascicularis dell”anticorpe o frammento funzicnale &
preferibilmente infericre a 20, piu in particolare
inferiore a 10, ancor pilt in particclare inferiore a b5,
¢ 11 rapporto Ru.muatta dell’anticorpe o frammento
funzionale & preferibilmente inferiore a 20, in
particolare inferiore a 10.

Capacita di inibire I1’apoptosi di cellule L929
indotta da TNFo

Lfanticorpo o il frammento funzionale
dell’invenzione ha un’elevata potenza per inibire
17 apoptosi indotta da TNFa di cellule L929. In una
particolare forma di realizzazione, 1l’anticorpo o 1l
frammento funzionale dell’invenzione ha una potenza di
inibire 1’apoptosi indotta da TNFx di cellule LS29
maggiore di quella dell’anticorpo noto infliximab.

La potenza relativa a infliximab pud essere
determinata in un saggio L1929 come descritto
nell’Esempic 2, sezione 2.1.2 di questa domanda. La
potenza relativa dell’anticorpo o del frammento
funzionale dell’invenzione e maggiore di 1,5,
preferibilmente maggiore di 2, piu preferibilmente

maggiore di 3, pild preferibilmente maggiore di 5, piu
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preferibilmente maggiore di 7,5, o persinc maggiore di
10, in cui la potenza relativa & il rapporte tra (i)
i1 valore di 1ICsy di infliximab in un saggic L929
rispetto ({ii) al wvalore di ICso dell’anticorpo o
frammentc funzionale dell’invenzione nel saggio L9929,
e in cul 17ICsp indica la concentrazione in ng/ml della
rispettiva molecola necessaria per ottenere il 50%
dell’ inibizione massima dell’apoptosi indotta da TNFo
di cellule L929.

in un’altra forma di zrealizzazione, la potenza
relativa dell’anticorpo o del frammento funzionale
dell’invenzione & maggiore di 1,5, preferibilmente
maggiore di 2, pil preferibilmente maggiore di 3, piun
preferibilmente maggiore di 5, piu preferibilmente
maggiocre di 7,5, o persino maggiore di 10, in cui 1la
potenza relativa & il rapporto tra (i) il valore di
ICq di infliximab in un saggio L929 rispetto (ii) al
valore di ICqq dell’anticorpo 0 del frammento
funzionale dell’invenzione nel saggio L929, e in cui
il valore di ICy 1indica la concentrazione in ng/ml
della rispettiva molecola necessaria per ottenere il
90% dell’inibizione massima dell’apoptosi indotta da
TNFa di cellule L929.

Inibizione della secrezione di citochine indotta

da LPS
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Tipicamente, 1’anticorpo o il frammento
funzionale dell’invenzione & in grado di inibire la
secrezione di citochine indotta da LPS dai monociti.
La secrezione di citochine indotta da LPS dai moncciti
pud essere determinata come descritto nell’Esempio 7.

In una forma di realizzazione, 1’anticorpo o il
frammento funzionale dell’invenzicne & in grado di
inibire la secrezione di interieuchina-18 da monociti
CD14% indotta da LPS. Il valore di ICsp per inibire la
secrezione di interleuchina-1p indotta da ©LPS e
preferibilmente inferiore a 1 nM e/o inferiore a 100
pg/ml. T1 valore di ICsy per inibire la secrezicne di
interleuchina-1f indotta da LPS, su base molare e/o
peso per volume, & preferibilmente inferiore a quello
di adalimumab.

In un’altra forma di realizzazione, l"anticorpo o
il frammentc funzicnale dell’invenzione & in grado di
inibire la secrezione di TNFa indotta da LPS dai
monociti ¢D14%Y. I1 wvalore di ICsg per inibire 1la
secrezione di TNFa indotta da LPS e preferibilmente
inferiore a 1 nM e/o inferiore a 150 pg/ml. Il valore
di ICsy per inibire la secrezione di TNFa indotta da
LPS, su base molare e/o peso per volume, e
preferibilmente inferiore a quello di adalimumab.

Inibizione della proliferazione cellulare
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L’anticorpo 0 il frammentc funzionale
dell’ invenzione & tipicamente in grado di inibire la
proliferazione cellulare di cellule mononucleate di
sangue periferico in una reazione linfecitaria mista.
L’ inibizione della proliferazione cellulare pu® essere
determinata come descritto nell’Esempio 6. L’indice di
stimolazione dell’anticorpc o del frammento funzionale,
per esempio sckv o diabody dell’ invenzione,
determinato secondo 1’Esempio 6, & preferibilmente
inferiore a 5, piu preferibilmente inferiore a 4,5. In
forme di realizzazione particolari, 1"indice di
stimolazione dell’anticorpo, per esempio dell’IgG
dell’ invenzione, & inferiore a 4 o persino inferiore a
3.

Inibizione dell’interazione tra TNFa e recettore
di TNF

Tipicamente, 1’ anticorpo o il frammento
funzionale dell’invenzione & in grado di inibire
1’ interazione tra TNFo umano e recettore I di TNF
(TNEFRI) . L’iqibizione dell’ interazione tra TNFa umano
e TNFRI pud essere determinata in un ELISA di
inibizione come descritto di seguito nell’Esempio 2,
seziocne 2.1.3.

La potenza dell’anticorpo o) del frammento

funzionale dell’invenzione di inibire 1"interazione
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tra TNFoa umano ¢ TNERI, rispetto a quella di
infliximab (potenza relativa), come determinato in un
ELISA di inibizione, & preferibilmente almeno 2, in
cui detta potenza relativa e il rapporto tra il valore
di ICse in ng/ml di infliximab e il valore di ICsg in
ng/ml dell’anticorpo o del relativo frammento
funzionale.

Tipicamente, 1’ anticorpo o) il frammento
funzionale dell’invenzione & 1in grade di inibire
1’interazione tra TNFa umano e recettore II di TNF
(TNFRII). L’inibizione dell’interazione tra TNFx umano
e TNFRII pud essere determinata in un ELISA di
inibizione come descritto di seguito nell’Esempio 2,
sezione 2.1.3.

La potenza dell’anticorpo o del frammento
funzionale dell’invenzione per inibire 1’interazione
tra TNFo wumanc e TNFRII, orispetto a queila di
infliximab (potenza relativa), come determinato in un
ELISA di inibizione, & preferibilmente almeno 2, piu
preferibilmente almeno 3, in cuili detta potenza
relativa & il rapporto tra il wvalore di ICsp in ng/ml
di infliximab e il valore di ICsq in ng/ml
dell’ anticorpo o del relativo frammento funzionale.

Stechiometria e reticolazione

L' anticorpo o il frammento funzionale

37




dell’invenzione & tipicamente in grado di legarsi a
TNFotrrimers Umanc in una stechiometria (anticorpo:
TNFOrrimero) di almeno 2. La stechiometria (anticorpo:
TNEOGrrimero) € preferibilmente maggiore di 2, o almeno
2,5, o almeno 3. In una forma di realizzazione, la
stechiometria (anticorpo: TNFOQrrimero) © di circa 3. La
stechiometria (anticorpo: TNFOrrimers) puod essere
determinata come descritto nell’esempio 4 di seguito.

In un’altra forma di realizzazione, 1l’anticorpo o
il frammentoc funzionale dell’invenzione & in grado di
formare un complesso con TNFa umano, in cui detto
complesso comprende almeno due molecole di TNFo e
almeno tre molecole di anticorpo a) frammento
funzionale. Il frammento funzionale secondo duesta
forma di realizzazione comprende almenc due siti di
legame separati per TNFo come, per egempio, 1 diabody.
La formazione di complesso pud essere determinata come
descritto nell’esempio 5 di segquito.

In una forma di realizzazione, l’anticorpo e una
IgG ed & in grado di formare un complesso di almeno
600 kDa con TNFa. In un’altra forma di realizzazione,
il frammento funzionale & un diabody ed & in grado di
formare un complesso di almeno 300 kDa con TNFa.

Selettivita di bersaglio

In determinate forme di realizzazione,
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1’anticorpo o il frammento funzionale dell’ invenziocne
ha un’elevata selettivita di bersaglio, vale a dire
pud discriminare tra TNFa e TNEFB. Preferibilmente, il
valore di ICs; di TNFP & almeno 1.000 volte maggiore
del valore di 1ICsp di TNFa, come determinato in un
ELISA competitivo come descritto nelli’Esempio 2,
sezione 2.1.4. Piu preferibilmente, il valore di ICgg
di TNFp & almeno 5.000 volte, piu preferibilmente
almenc 10.000 maggiore del valore di ICso di TNFw, come
determinato 1in un ELISA competitivo come descritto
nell’ Esempio 2, sezione 2.1.4.

Resa di espressione e resa di rinaturazione

In altre forme di rezlizzazione, 1l'anticorpo o il
frammento funzicnale dell’invenzione, preferibilmente
scFv o diabedy, puod essere espresso in modo
ricombinante con resa elevata in microrganismi come
batteri o in altre cellule. Preferibilmente, la resa
di espressione in E. coli, determinata come descritto
nell’Esempio 2, & di almeno 0,25 g/l. Ci¢ si applica
in particclare ai frammenti funzionali come sclv.

La resa di rinaturazione, determinata come
descritto nell’Esempio 2, & almeno 5 mg/l, piu
preferibilmente almenc 10 mg/l, pit preferibilmente
almenc 15 mg/l e piu preferibilmente almenc 20 mg/l.

Cio si applica in particolare ai frammenti funzionali
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come scFkv.

Stabilita

Tipicamente, 1’anticorpo o] il frammento
funzionale dell’invenzione, preferibilmente scFv o0
diabody, ha un’elevata stabilita. La stabilita pud
essere valutata con differenti metcdeologie. La
“temperatura di fusione” T, del dominio variabile
dell’ anticorpo o) del frammento funzionale
dell’ invenzione, determinata mediante fluorimetria a
scansione differenziale (DSFE) come descritto
nell’Esempio 2, sezione 2.2.4, & preferibilmente di
almenc 65° C, pitl preferibilmente almenc 68° C, piu
preferibilmente almeno 70° C. Ta “temperatura di
fusione del dominio vwvariabile”, come usato nella
presente, si riferisce alla temperatura di fusione di
un sckFv costituito dalla sequenza Vi - LinkerA - Vg, in
culi la sequenza amminoacidica di LinkerA & costituita
dalla sequenza amminoacidica come mostrato in SEQ ID
NO:49. Per esempio, la temperatura di fusione del
dominio variabile di un IgG & definita come la
temperatura di fusione del suc scFv corrispondente
come definito sopra.

La perdita di contenuto di monomero (a una
concentrazicne di 10 g/l; contenute di monomero

iniziale> 95%) dopo la conservazione per dquattro
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settimane a 4° C, determinato mediante cromatografia
analitica ad esclusione dimensionale come descritto
nell’Esempio 2, sezione 2.2.5, ¢ preferibilmente
inferiore al 5%, piu preferibilmente inferiore al 35,
pit preferibilmente inferiore all’'l %, in modo
massimamente preferibile inferiore allo G,5%. La
perdita di contenuto di monomero (a una concentrazione
di 10 g/l; contenuto di monomero iniziale > 95%) dopo
la conservazione per quattro settimane a -20° C,
determinato mediante cromatografia analitica ad
esclusicne dimensionale come descritto nell’Esempio 2,
sezione 2.2.5, & preferibilmente inferiore al 5%, piu
preferibilmente inferiore al 3%, piu preferibilmente
inferiore all’l %, in modo massimamente preferibile
inferiore allo 0,5%. La perdita di contenuto di
monomero {a una concentrazione di 10 g/l; contenuto di
monomero iniziale > 95%) dopo la conservazione per
quattro settimane a -65° C, determinato mediante
cromatografia analitica ad esclusione dimensionale
come descritto nell’Esémpio 2, sezione 2.2.5, &
preferibilmente inferiore al 55%, pil preferibilmente
inferiore al 3%, pil preferibilmente inferiore all’l %,
in mode massimamente preferibile inferiore allo 0,5%.
La perdita di monomero dopo cingue cicli

consecutivi di congelamento-scongelamento, determinata
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come descritto nell’Esempio 2, & inferiore al 5%, piu
preferibilmente inferiore all’l%, pin preferibilmente
inferiore allo 0,5%, in modo massimamente preferibile
inferiore allec 0,2%, per esempio lo 0,1% o lo 0,05%.

Anticorpi e frammenti funzionalil

Particolari forme di realizzazione
dell’invenzione si riferiscono a frammenti funzionali
degli anticorpi descritti nellia presente. 1 frammenti
funzionali includcno un frammento F(ab’),, un frammento
Fab, scFkv, diabody, triabody e tetrabody.
Preferibilmente, il frammento funzionale e un
anticorpo a catena singola (scFv) o un diabody. Pin
preferibilmente, le sequenze non CDR dello sciv o del
diabody sono seguenze umane.

Preferibilmente, al fine di minimizzare il
potenziale di immunogenicita negli esseri wumani, lo
scaffold accettore selezionato & composto da regioni
cornice derivate da sequenze di consenso umanc o
sequenze germinali umane. In particolare, le regioni
cornice da I a III del dominio variabile leggero scno
costituite da sequenze di consenso VKl umane secondo
SEQ ID NO: da 56 a 58 e una regione cornice IV di una
seguenza basata su linea germinale A selezionata da
SEQ ID NO:da 59 a 62. Poiché i residui che non sono

consensc umano o residui della linea germinale umana
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possono causare reazioni immunitarie, il numero di
tali residui in ciascun dominioc variabile (Vg o Vi)
deve essere il pit basso possibile, preferibilmente
inferiore a 7, pit preferibilmente inferiore a 4, piu
preferibilmente 0.

Preferibilmente i’anticorpo e un anticerpo
monoclonale. Il termine “anticorpce monoclonale” come
usato nella presente non ¢é limitato agli anticorpi
predotti attraverso la tecnologia degli ibridomi. TI1
termine “anticorpo monoclonale” si riferisce a un
anticorpo che & derivato da un singolo clone, incluso
un qualsiasi clone eucariotico, procariotico, o fagico,
e non al metodo mediante il quale esso viene prodotto.
Gli anticorpi monoclonali possono essere preparati
usando una tecnica da un’ampia gamma di tecniche note
nel ramoc, incluso l’uso di tecnologie dell’ibridoma,
ricombinanti, e disposizione su fago, © una relativa
combinaziocne. (Harlow e Lane, “Antibodies, A
Laboratory Manual” CSH Press 1988, Cold Spring Harbor
N.Y.).

In altre forme di realizzazione, incluse le forme
di realizzazione relative all’uso in vivo degli
anticorpi anti-TNFa negli esseri umani, possono essere
usati anticorpi chimerici, primatizzati, umanizzati o

umani. In una forma di realizzazione preferita,
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1’anticorpo €& un anticorpo wumano o un anticorpo
umanizzato, pilu preferibilmente un anticorpo umano
monoclonale o un anticorpo monoclonale umanizzato.

Il termine anticorpo “chimerico” come usato nella
presente si riferisce a un anticorpo avente seguenze
variabili derivate da unfimmunoglobulina non umana,
come un anticorpoc di ratto o topo, € regioni costanti
di immunoglobuline umane, tipicamente selezionate da
un modello di immunoglobulina umana. I metodi per
produrre anticorpi c¢himerici sonc noti nel ramo.
Vedere, per esempio, Morrison, 1985, Science 229
(4719): 1202-7; 0i et al, 1986, BioTechniques 4:214-
221; Gillies et ai., 1985, J. Immunol. Methods 125:
191-202; U.s. Pat. Nn. 5,807,715; 4,816,567; e
4,816397.

Differenti metodologie ricombinanti sono
disponibili a un esperto del ramo per rendere un
anticorpo non umano (per esempic murino) piu simil
umanao generando immuncglobuline, catene
immunoglobuliniche o relativi frammenti (come Fv, Fab,
Fab’, F{ab’), o altre sottosequenze di anticorpi
leganti bersagli), che contengono sequenze minime
derivate da tale immunoglcbulina non umana. In
generale, 1’anticorpo ricombinante risultante

comprendera scstanzialmente tutti di almeno uno, e
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tipicamente due, domini variabili, in culi tutte o
sostanzialmente tutte le regioni CDR corrispondonc a
gquelle di un’immunoglcbulina non umana e tutte o
sostanzialmente tutte le regioni FR sono quelle di una
sequenza di un’immunoglobulina umana, in particolare
una sequenza di consenso di un’immunoglobulina umana.
Gli anticorpi innestati con CDR sonc molecole
anticorpali aventi una o piu regioni determinanti ila
complementarita (CDR) da un anticorpo originariamente
generato in una specie non umana che si lega
all’antigene desideratco e regioni cornice (FR) da una
nolecola immunoglobulinica umana (EP239400;
Pubblicazicne PCT WO 91/09967; Brevetto statunitense
an. 5,225,539; 5,530,101 e 5,585,089). S5Spesso, in un
processo di “umanizzazione”, 1 residui di cornice
nelie regioni cornice umane verranno inoltre
sostituiti con 11 corrispondente residuo derivato
dall’ anticorpo donatore ai CDR per alterare,
preferibilmente migliorare, 11 legame all’antigene.
Queste sostituzioni di cornice vengono identificate
mediante metodi noti nel ramo, per esempioc, modellando

le interazioni della CDR e dei residul di cornice per

identificare residul di cornice importanti per il

legame allfantigene e mediante comparazione di

sequenza per identificare residui di cornice insoliti
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in corrispondenza di specifiche posizioni. Vedere, per
esempic, Riechmann et al., 1988, Nature 332:323-7 e
Queen et al, Brevettc statunitense nn.: 5,530,101;
5,585,089; 5,693,761; 5,693,762; e 6,180,370. Gli
anticorpl possonc essere resi pil umani usande una
varietd di tecniche aggiuntive note nel ramo tra cui,
per esempilo, veneering o resurfacing {EP592106;
EP519596; Padlan, 1991, Mol. Immunol, 28:489-498;
Studnicka et al, 1994, Prot. Eng. 7:805-814; Roguska
et &al, 19%4, Proc. Natl. Acad. Sci. 91:969-973 e
shuffling di catena {(Brevetto statunitense n.
5,565,332). Un anticorpo umanizzato o innestato c<on
CDR pud anche comprendere almeno una porziocne di una
regione costante di immunoglobulina (Fc), tipicamente
quella di un’immunoglobulina stampo umana scelita.

In alcune forme di realizzazione, gli anticorpi
umanizzati vengono preparati come descritto in Queen
et al, Brevetto statunitense nn.: 5,530,101; 5,585,089;
5,693,761; 5,693,762; e 6,180,370.

In alcune forme di realizzazione, gli anticorpi
anti-TNFa sono anticorpi umani. Anticorpi anti-TNFo
completamente “umani” possono essere desiderabili per
il trattamento terapeutico di pazienti umani. Come
usato nella presente, “anticorpi umani” includono

anticorpi aventi la sequenza amminoacidica di una
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immunoglecbulina umana e includono anticorpi isolati da
librerie immuncglobuliniche umane o da animali
transgenici per una o pill immunoglobuline umane e che
non esprimono immunoglobuline endogene. Gli anticorpi
umani possono essere prodotti mediante una varieta di
metodi noti nel ramo, inclusi i metodi di esposizione
su fago descritti sopra usando librerie di anticorpi
derivate da sequenze di immunoglobuline umane. Vedere,
Brevetto statunitense nn. 4,444,887 e 4,716,111. e
pubblicazioni PCT WO 98/46645; WO 98/50433; WO
98/24893; WO 98/16654; WO 96/34096; WO 926/33735; e WO
91/10741. Gli anticorpi umani possono anche essere
prodotti usando topi transgenici che sono incapaci di
esprimere immunoglobuline endogene funzionali,
tuttavia che possono esprimere geni di immunoglobuline
umane. Vedere, per esempio, Pubblicazioni PCT WO
98/24893; WO 92/01047; WO 96/34096; WO 96/33735;
Brevetto statunitense nn. 5,413,923; 5,625,126;
5,633,425; 5,569,825; 5,661,016; 5,545,806; 5,814,318;
5,885,793; 5,916,771; e 5,939,598. Anticorpi
completamente umani che riccnoscono un epitopo
selezionato possono essere generati usando una tecnica
chiamata “selezione guidata”. In gquesto approccio un
anticorpo monoclonale non umano sSelezionato, per

esempio un anticorpo murino, viene usatc per guidare
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la selezione di un anticorpo completamente umano che
riconocsce lc stesso epitope (Jespers et al, 1988,
Biptechnology 12:899-903) .

In alcune forme di realizzazione, gli anticorpi
anti-TNFe sono anticorpl primatizzati. Il termine
“anticorpo primatizzate” si riferisce a un anticorpo
comprendente regioni variabili di scimmia e regicni
costanti umane. I metodi per produrre anticorpi
primatizzati sono noti nel ramo. Vedere, per esempio,
Brevetti statunitensi nn. 5,658,570; 5,681,722; e
5,693,780.

In alcune forme di realizzazione, gli anticorpi
anti-TNFo sono anticorpi derivatizzati. Per esempio,

gli anticorpi derivatizzati che sono stati medificati,

per esempio, da gliccsilazione, acetilazicne,
pegilazione, fosforilazione, ammidazione,
derivatizzazione da parte di gruppi

protettivi/bloccanti noti, clivaggic proteolitico,
collegamento a un ligando cellulare o altra proteina
(vedere di seguito per una discussione sui coniugati
anticorpali), ecc. Una gqgualsiasi delle numerose
modifiche chimiche pud essere eseguita mediante
tecniche note, inclusi, in wvia non limitativa,
clivaggio chimico specifico, acetilazione,

formilazione, sintesi metabolica della tunicamicina,
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ecc. Inoltre, il derjvato pud contenere uno o piu
amminoacidi non classici.

In ancora altri aspetti, un anticorpo anti-TNFo
ha uno o pil amminoacidi inseriti in una o pit delle
sue regioni ipervariabili, per esempic come descritto
in US 2007/0280831.

Coniugati anticorpali

In alcune forme di realizzazione, gli anticorpi
anti-TNFx sono coniugati anticorpali che vengono
modificati, per esempio, dal fissaggio covalente di
gualsiasi tipc di molecola all’anticorpo, in modo tale
che il fissaguio covalente non interferisca con il
legame a TNFa. Tecniche per coniugare frazioni
effettrici ad anticorpi sono ben note nel ramo (vedere,
per esempio, Hellstrom et al., Controlled Drag
Delivery, 2nd Ed., A pp. 623-53 (Robinscn et al., Eds.,
1987}); Thorpe et al., 1982, Immunol. Rev. 62: 119-58
e Dubowchik et al., 1999, Pharmacology and
Therapeutics 83:67-123).

In un esempio, 1l'anticorpo o il relativo
frammento & fuso tramite un legame covalente (per
esempio, un legame peptidico), in corrispondenza
dell’N-terminale o del C-terminale, & una seduenza
ammincacidica di un’altra proteina (o di una relativa

porzione; preferibilmente almeno una porzione di 10,
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20 ¢ 50 ammincacidi della proteina). Preferibilmente,
1’ anticorpo o il relativo frammento & legato allfaltra
proteina in corrispondenza dell’N-terminale del
dominioc costante dell’anticorpo. Le procedure del DNA
ricombinante ©possonoc essere usate per creare tali
fusioni, per esempio come descrittec in WO 86/01533 e

EP0392745. In un altro esempic, la molecola effettrice

pud aumentare 1’emivita 1in vive. Esempi di molecole

effettrici adatte di questo tipo includonc pclimeri,
albumina, proteine leganti l}albumina o composti
leganti 17albumina come quelli descritti in WO
2005/117984.

In alcune forme di realizzazione, gli anticerpi
anti-TNFa possono essere fissati a frazioni di
poli(etilenglicole) (PEG). Per esempio, se 1l'anticorpo
& un frammentoc di anticorpo, le fraziconi PEG possono
essere fissate tramite qualsiasi gruppo funzionale
amminoacidico della catena laterale o terminale
dell’amminocacido disponibile situato nel frammento
dell’anticorpo, per esempio qualsiasi gruppo ammino,
immino, tiolo, idrossile o carbossile libero. Tali
amminoacidi possono essere presenti naturalmente nel
frammentc di anticorpo o possono essere ingegnerizzati
nel frammento usando metodi del DNA ricombinante.

Vedere, per esempio, 11 Brevetto statunitense n.
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5,219,996, E possibile usare molteplici siti per
fissare due o pil molecole di PEG. Preferibilmente le
frazioni di PEG sono legate in modo covalente
attraverso un gruppo tiolico di almenc un residuo di
cisteina situato nel frammento di anticorpo. Quando un
gruppo ticlo viene wusato come punto di fissaggio,
POSSONno essere usate frazioni effettrici
opportunamente attivate, per esempioc derivati
selettivi del tiolc come maleimmidi e derivati della
cisteina.

In un altro esempio, un coniugato di anticorpo
anti-TNFa & un frammento Fab’ modificato che e
PEGilato, vale a dire ha PEG (poli(etilenglicole))
covalentemente fissato ad esso, per esemplo, secondo

il metodo descritto in EP0948544. Vedere anche Poly

{ethyleneglycol) Chemistry, Biotechnical and
Biomedical Applications, (J. Milton Harris (ed.),
Plenum Press, New York, 1992); Poly(ethyleneglycol)

Chemistry and Biological Applications, {(J. Miltcn
Harris e S. Zalipsky, ed., Bmerican Chemical Society,
Washington D. C, 1997); e Bioconjugation Protein
Coupling Techniques for the Biomedical Sciences, (M.
Aslam e A. Dent, eds., Grove Publishers, New York,
1998); e Chapman, 2002, Advanced Drug Delivery Reviews

54:531- 545.
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Composizioni farmaceutiche e trattamento

I1 trattamento di una malattia racchiude il
trattamento di pazienti a cui e gia stata
diagnosticata una qualsiasi forma della malattia in
qualsiasi fase o manifestazione clinica; il ritardo
dell’insorgenza o dell’evoluzione o Ll'aggravamento o
il deterioramento dei sintomi o dei segni della
malattia; e/o prevenire e/o ridurre la gravita della
malattia.

Un “soggetto” o) “paziente” a cui viene
somministrate wun anticorpo anti-TNFax o un relativo
frammento funzionale pud essere un mammifero, come un
non primate (per esempio, mucca, maiale, «cavallo,
gatto, cane, ratto, ecc.) o un primate (per esempio,
scimmia o umano). Per determinati aspetti, 1’essere
umano & un paziente pediatrico. In altri aspetti,
1’essere umano & un paziente adulto.

Nella presente sSOono descritte composizioni
comprendenti un anticorpo anti-TNFo e,
faccltativamente, uno ¢ pit agenti  terapeutici
aggiuntivi, come i secondi agenti terapeutici
descritti di seguito. Le composizioni sono tipicamente
fornite come parte di una composizione farmaceutica
sterile che include un veicolo farmaceuticamente

accettabile. Questa composizione pud essere in una
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gualsiasi forma adatta (a seconda del metodo di
somministrazione desiderato a un paziente).

Gli anticorpi anti-TNFa e i frammenti funzionalil
possono essere somministrati a un paziente mediante
una varieta di vie come per via orale, transdermica,
sottocutanea, intranasale, endovenosa, intramuscolare,
intratecale, toplica o locale. La via pili adatta per la
somministrazicne in ogni dato <caso dipendera dal
particolare anticorpo, dal soggetto, dalla natura e
dalla gravitad della malattia e dalle condizioni
fisiche del soggetto. Tipicamente, un anticorpo anti-
TNFe o un relativo frammento funzionale verra
somministrato per via endovenosa.

Tn una forma di realizzazione particolarmente
preferita, 1’anticorpo o il frammento funzionale
dell’ invenzione viene somministratce per via orale. Se
la somministrazione avviene per via orale, il
frammento funzionale & preferibilmente un anticorpo a
catena singola (scFv), diabody o IgG.

In forme di realizzazione tipiche, un anticorpo
anti-TNFa o un frammento funzionale & presente in una
composizione farmaceutica a una concentrazione
sufficiente per consentire la scmministrazione
endovenosa da 0,5 mg/kg di pesc corporeo a 20 mg/kg di

peso corporeo. In alcune forme di realizzazione, la
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concentrazione di anticorpo ¢ frammento adatto per
1’uso nelle composizioni e nei metodi descritti nella
presente include 0,5 mg/kg, 0,75 mg/kg, 1 mg/kg, 2
mg/kg, 2,5 mg/kg, 3 mg/kg, 4 mg/kg, 5 mg/kg, 6 mg/kg,
7 mg/kg, 8 mg/kg, 9 mg/kg, 10 mg/kg, 11 mg/kg, 12
mg/kg, 13 mg/kg, 14 mg/kg, 15 mg/kg, 16 mg/kg, 17
mg/ kg, 18 mg/kg, 19 mg/kg, 20 mg/kg o una
concentrazione che varia tra i valori precedenti, per
esempio, da 1 mg/kg a 10 mg/kg, da 5 mg/kg a 15 mg/kg
o da 10 mg/kg a 18 mg/kg.

La dose efficace di un anticorpo anti-TNFa o di
un frammento funziocnale pud variare da circa 0,001 a

circa 750 mg/kg per singola somministrazione (per

esempio, beolo), somministrazioni multiple o
somministrazione continua, o© per raggiungere una
concentrazione  sierica  di 0,01-5000  pg/ml di

concentrazione sierica per somministrazione singola
(per esempio bolo), somministrazioni multiple o
somministrazione continua, o qualsiasi intervallo o
valore efficace in essa a seconda della condizione da
trattare, della via di somministrazione e dell’eta,
peso e condizioni del soggetto. In determinate forme
di realizzazione, ciascuna dose pud variare da circa
0,5 mg a circa 50 mg per chilogrammoc di peso CoOrporeo

o da circa 3 mg a circa 30 mg per chilogrammo di peso

54




corporeo. L’anticorpo pud essere formulato come una
soluzione acguosa.

Le composizioni farmaceutiche possono essere
convenientemente presentate in forme di dose unitaria
contenenti una guantitd predeterminata di un anticorpo
anti-TNFo o di un frammento funzionale per dose. Tale
unitd pud contenere da 0,5 mg a 5 g, per esempio, 1in
via non limitativa, 1 mg, 10 mg, 20 mg, 30 mg, 40 mg,
50 mg, 100 mg, 200 mg, 300 mg, 400 mg, 500 mg, 750 mg,
1000 mg o qualsiasi intervallo tra due qualsiasi dei
valori precedenti, per esempio da 10 mg a 1000 mg, da
20 mg a 50 mg o da 30 mg a 300 mg. T veicclanti
farmaceuticamente accettabili possono assumere
un’ ampia varietad di forme a seconda, per esempio,
della <condizione da  trattare o della wvia di
somministrazione.

La determinazione del dosagglio efficace, del
numerc totale di dosi e della durata del trattamento
di un anticorpo anti-TNFo o di un relativo frammento
funzionale rientra nelle capacita degli esperti del
ramo e pud essere determinata usando unc studio di
incremento della dose standard.

Le formulazioni terapeutiche degli anticorpi
anti-TNFo ¢ dei frammenti funzionali adatti nei metodi

descritti nella presente possonc essere preparate per
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la conservazione come formulazioni liofilizzate o
soluzioni acquose mescolando 1’anticorpo avente 1l
grado di purezza deslderato con veicolanti, eccipienti
o stabilizzanti farmaceuticamente accettabili
facoltativi tipicamente impiegati nel ramo (che sono
tutti nella presente indicati come “veicoclanti”}, vale
a dire agenti tamponanti, agenti stabilizzanti,
conservanti, isotonificanti, detergenti non ionici,
antiossidanti e altri additivi vari. Vedere,
Remington’s Pharmaceutical Sciences, lta edizione
(Osol, ed. 1980). Tali additivi devono essere atossici
per 1 riceventi ai dosaggi e alle concentrazicni
impiegate.

Gli agenti tampone aiutano a mantenere il pH
nell’intervallo che si avvicina alle condizioni
fisidlogiche. Possono presentarsi a concentrazioni che
variano da circa 2 mM a circa 50 mM. Agenti tampone
adatti includonc acidi sia organici che inorganici e
relativi sali come tamponi citrato (per esempio,
miscela citrato monosodico-citrato discdico, miscela
acido citrico-citrato trisodico, miscela acido
citrico-citrato monosodico, ecc.), tamponi di
succinato (per esempio, miscela acide succinico-
succinato monosodico, miscela acidc succinico-

idrossido di sodio, miscela acido succinico-succinato
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disodico, ecc.), tamponi di tartrato (per esempio
miscela acide tartarico-tartrato di sodio, miscela
acido tartarico-tartrato di potassio, miscela acido
tartarico-idrosside di sodio, ecc. ), tamponi di
fumarato (per esempio, miscela acido fumarico-fumarato
monosodice, miscela acido fumarice-fumarato disodico,
miscela fumarate monoscdico—-fumarato disodice, ecc.},
tamponi di gluconato (per esempio, misceia acido
gluconicc-gluconato di sodio, miscela di acido
gluconico-idrossido di sodio, miscela di acido
gluconico-gluconato di potassio, ecc.), tampone di
ossalatoc (per esempio, miscela di acidc ogsalico-
ossalato di sodio, miscela di acido ossalicc-idrossido
di sodio, miscela di acido ossalico-ossalato di
potassio, ecc.), tamponi di lattato {(per esempio
miscela di acidc lattico-lattato di sodic, miscela di
acido lattico-idrosside di sodio, miscela di acido
lattico-lattato di potassio, ecc.) e tamponi di
acetato (per esempio miscela di acido acetico-acetato
di sodio, miscela di acido acetico-idrossido di sodio,
eccetera.). Inoltre, possono essere usati tamponi di
fosfato, tamponi di istidina e sali di tLrimetilammina
come Tris.

I conservanti possono essere aggiunti per

ritardare la crescita microbica e possonc essere
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aggiunti in gquantita comprese tra 0,2% e 1% (p/v).

Conservanti adatti includonc fenolo, alcool benzilico,

meta-cresolo, metil parabene, propil paraben,

ottadecildimetilbenzil ammonio cloruro, alogenuri di
benzalconio (per esempio, cloruro, bromuro e ioduro),

cloruro di esametonio e alchil parabeni come metil o
propil parabene, catecclo, resorcinolo, cicloesanclo e
3-pentanolo. Isotonicificanti  talvolta noti come
“stabilizzanti” possono essere aggiunti per garantire
17 isotonicita delle composizioni liquide e includono
alcoli di zucchero poliidrici, preferibilmente alcolil
di =zucchero triidrici o superiori, come glicerina,

eritritolo, arabitclo, xilitolo, sorbitolo e mannitolo.
Gli stabilizzanti si riferiscono a un’ampia categoria
di eccipienti che posscno variare in funzione da un
agente di carica a un additivo che solubilizza
1’ agente terapeutico 0 aiuta a prevenire la
denaturazione o 1l’adesione alla parete del contenitore.
Tipici stabilizzanti possono essere alcoli di zucchero
poliidrici (elencati sopra); ammincacidi come arginina,
lisina, glicina, glutammina, asparagina, istidina,

alanina, ornitina, L-leucina, 2-fenilalanina, acido
glutammico, treonina, ecc., zuccheri organici o alceli
di =zucchero, come lattosio, trealocsio, stachiosio,

mannitolo, sorbitolo, xilitolo, ribitolo, mioincsitolo,
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galattitolo, glicerolo e simili, inclusi cicliteli
come inositolo; polietilen glicole; polimeri di
amminoacidi; agenti riducenti contenenti zolfo, come
urea, glutatione, acido tiottico, tioglicolato di
sodio, tioglicerclo, a-monotiogiicerclc e tio solfato
di sodioc; polipeptidi a basso peso molecolare (per
esempio, peptidi con 10 residul o meno); proteine come
albumina di sierc umano, albumina di sierc bovino,
gelatina o immunoglobuline; polimeri idreofili, come
monosaccaridi di polivinilpirrclidone, come xilosio,
mannosio, fruttesio, glucosio; disaccaridi come
lattosio, maltosio, saccarosic e trisaccacaridi come
raffinosio; e polisaccaridi come destranoc. Gli
stabilizzanti possono essere presenti nell’intervallo
da 0,1 a 10.000 pesi per parte di proteina attiva in
peso.

E possibile aggiungere tensioattivi non ionici o
detergenti (noti anche come “agenti umettanti”) per
aiutare a solubilizzare 1’agente terapeutico e per
proteggere la proteina terapeutica dall’aggregazione
indotta dall’agitazione, <che «consente anche alla
formulazione di essere esposta a sollecitazioni
superficiali di taglio senza provocare denaturazione
della proteina. Tensioattivi non ionici adatti

includono polisorbati (20, 80, ecc.), poliossameri
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(184, 188 ecc.), policli Pluronic, poliossietilen
sorbitano monceteri (TWEEN®-20, TWEEN®-80, eéc.). I
tensioattivi non ionici possono essere presenti in un
intervallo da circa 0,05 mg/ml a circa 1,0 mg/ml, o in
un intervallo da circa 0,07 mg/ml a circa 0,2 mg/ml.

Altri eccipienti vari includono agenti di carica
(per esemplo, amido), agenti chelanti (per esempio,
EDTZA), antiossidanti (per esempio, acido ascorbico,
metionina, vitamina E), inibitori delle proteasi e co-
solventi.

La formulazione nel presente contesto pud anche
contenere un secondo agente terapeutico oltre a un
anticorpc anti-TNFa o un relativo frammento funzionale.
Di seguito vengono forniti esempi di secondi agenti
terapeutici adatti.

I1 programma di dosaggio pu¢ variare da una volta
al mese a giornalmente a seconda di una serie di
fattori clinici, tra cui il tipo di malattia, la
gravitad della malattia e la sensibilita del paziente
all’anticorpo anti-TNFo o al frammento Zfunzionale. In
forme dj realizzazione specifiche, un anticorpo anti-
TNFa o un relativo frammento funzionale viene
somministrato giornalmente; due volte a settimana, tre
volte a settimana, a giorni alterni, ogni 5 giorni,

ogni 10 giorni, ogni due settimane, ogni tre settimane,
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ogni gquattro settimane o una volta al mese o in
qualsiasi intervallo tra due gqualsiasi dei valori
precedenti, per esempio da ogni quattro giorni a ogni
mese, da ogni 10 giorni a ogni due settimane o da due
a tre volte a settimana, ecc.

I1 dosaggio di un anticorpo anti-TNFx o di un
frammento funzionale da somministrare variera in base
al particolare anticorpc, al soggetto e alla natura e
gravitd della malattia, alle condizioni fisiche del
soggetto, al regime terapeutico (per esempio, se viene
usato un secondc agente terapeutico) e la via di
somministrazicne selezionata; il dosaggio appropriato
pud essere facilmente determinato da una persona
esperta nel ramo.

Sara riconosciuto da un esperto del ramo che la
quantita ottimale e il distanziamento dei singoli
dosaggi di un anticorpo anti-TNFx o un relativo
frammentoc funzionale saranno determinati dalla natura
e dall’entita della condizione da trattare, dalla
forma, dal percorso e dal sitc di somministrazione, e
dall’etd e dalle condizioni del particolare soggetto
trattato e che un medico determinerad in ultima analisi
i dosaggi appreopriati da usare. Questo dosaggio pud
essere ripetuto tutte le volte che e opportuno. S3e si

sviluppano effetti collaterali, la quantita e/o la
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frequenza del dosaggic PpossSono essere alterati o
ridotta, in accordo con la normale pratica clinica.

Disturbi da trattare

L7 invenzione si riferisce a un metodo per
trattare o prevenire una malattia umana correlata a
TNFe 1in un soggetto, comprendente scmministrare al
soggetto 1l’anticorpo o 1l frammento funzionale cone
definito nella presente. Il termine “disturbo
correlato a TNFa” o “malattia correlata a TNFa” si
riferisce a qualsiasi disturbo, insorgenza,
progressione o persistenza deil sintomi o degli stati
patologici che richiedono la partecipazione di TNFa.
Disturbi esemplificativi correlati a TNFa includono
stati di infiammazione cronici e/c autoimmuni in
generale, disturbi infiammatori immuno-mediati  in
generale, malattia infiammatoria del SNC, malattie
infiammatorie che interessano 1" occhio, le
articolazioni, la pelle, le mucose, il sistema nervoso
centrale, il tratto gastrointestinale, il tratto
urinario o ©polmone, stati di uveite in generale,
retinite, uveite HLA-B27+, morbo di Behget, sindrome
dell’occhic secco, glaucoma, sindrome di Sjégren,
diabete mellito {inclusa neurobatia diabetica),
insulinc-resistenza, stati di artrite in generale,

artrite reumatoide, osteocartrosi, artrite reattiva e
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sindrome di Reiter, artrite giovanile, spondilite
anchilecsante, sclercsi multipla, sindrome di Guillain-

Barré, miastenia grave, sclerosi laterale amiotrofica,

sarcoidosi, glomerulonefrite, nefropatia cronica,
cistite, pscriasi (inclusa artrite psoriasica),
idradenite suppurativa, pannicolite, pioderma

gangrenoso, sindrome SAPHO (sinovite, acne, pustolosi,
iperostosi e osteite), acne, sindrome di Sweet,
pemfigo, morbo di  Crohn (incluse manifestazioni
extraintestinali), colite ulcerosa, asma bronchiale,
polmenite da ipersensibilita, allergie generali,
rinite allergica, sinusite allergica,
broncopneumopatia cronica ostruttiva (BPCO}, fibrosi
polmonare, granulomatosi di  Wegener, gindrome di
Kawasaki, arterite a cellule giganti, vasculite di
Churg-Strauss, poliarterite nodale, usticni, malattia
del trapianto contro 1’ospite, reazioni dell’ospite
contrc il trapianto, episodi di rigetto a seguito di
trapianto di organi o midollo osseo, stati sistemici e
locali di wvasculite in generale, lupus eritematoso
sistemico e cutaneo, polimiosite e dermatomicsite,
sclerodermia, preeclampsia, pancreatite acuta e
cronica, epatite virale, epatite alcolica,
infiammazione post-chirurgica come dopo un intervento

chirurgico agli occhi (per esempio cataratta
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(sostituzione del cristallino) o intervente chirurgico
al glaucoma), chirurgia articolare (inclusa chirurgia
artroscopica), chirurgia in corrispondenza di
strutture legate alle articolazioni (per esempio
legamenti), chirurgia orale e/o dentale, procedure
cardiovascelari minimamente invasive (per csempio PTCA,
aterectomia, posizionamento di stent), procedure
intra-addominali e ginecologiche laparoscopiche e/o

endoscopiche, procedure urclogiche endoscopiche (per

esempio chirurgia prostatica, uretercscopia,
cistoscopia, cistite interstiziale) o infiammazione
perioperatoria (prevenzione) 1in generale, dermatite

bollosa, dermatite neutrofila, necrelisi epidermica
tossica, dermatite pustolosa, malaria cerebrale,
sindrome emolitica uremica, rigetto dell’allotrapianto,
otite media, morso di serpente, eritema nodoso,
sindromi mielodisplastiche, colangite sclercsante
primaria, spondiloarteropatia sieronegativa, anemia
ematolitica autoimmune, granulamatosi crofacciale,
picstomatite vegetale, stomatite aftosa, lingua
geografica, stoimatite migratoria, morbo di Alzheimer
e morbo di Parkinson, paralisi di Bell, morbo di
Creutzfeld-Jakob e condizioni neuro—degenerative in
generale.

Osteolisi correlata al cancro, infiammazione
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correlata al cancro, dolore correlatc al cancro,
cachessia correlata al cancro, metastasi ossee, forme
acute e croniche di dolore, indipendentemente dal
fatto che siano causate da effetti centrali o
periferici di TNFo e dal fatto che siano classificate
come forme infiammatorie, nocicettive o neuropatiche
di dolore, sciatica, lombalgia, sindrome del tunnel
carpale, sindrome del dolore regionale complesso
(CRPS), gotta, nevralgia posterpetica, fibromialgia,
stati dolorosi locali, sindromi dolorose croniche
dovute a tumore metastatico, dismencrrea.

Particolari disturbi da trattare includono stati
di artrite in generale, artrite reumatoide, artrosi,
artrite reattiva, artrite giovanile; psoriasi inclusa
artrite psoriasica; malattia infiammatoria intestinale,
inclusa la malattia di Crochn, colite ulcerosa inclusa
proctite, sigmoidite, coclite del lato sinistro, colite
estesa e pancolite, colite indeterminata, colite
microscopica incl. colite collagencsa e linfccitica,
colite nella malattia del tessuto connettivo, colite
da diversione, colite nella malattia diverticolare,
colite eosincfila e pouchite.

Pill preferibilmente, 1’anticorpo o il frammento
funzionale dell’invenzione viene usato per trattare

una malattia infiammatoria intestinale, in particolare

65




mcrbo di Crohn, colite ulcerosa o colite microscopica.
I1 morbe di Crchn pud essere morbo di Crchn superiore
ileale, colonico, ileocolonico o isolato (gastrico,
duodenale e/o digiunale), inclusi comportamenti non
restrittivi/non penetranti, restrittivi, penetranti e
perianali, consentendo qualsiasi combinazione da
localizzazione e comportamento della malattia di wuno
qualsiasi dei suddetti. La colite ulcerosa pud essere
proctite ulcercsa, proctosigmoidite, colite del lato
sinistro, colite panulcerosa e pouchite.

Terapia di combinazione e altri aspetti

Preferibilmente, il paziente che viene trattato
con un anticorpo anti-TNFa o un relativo frammento
funzionale viene anche trattato con un altro
medicinale convenzionale. Per esempic, un paziente
affetto da malattia infiammatoria intestinale,
soprattutto se affetto da malattia da moderata a grave,
viene tipicamente anche trattato con mesalazina o suoil
derivati o profarmaci, corticosteroidi, per esempio
budesonide o) prednisolone {orale o e.v.),
immunosoppressori, per esempio azatioprina/6-
mercaptopurina (6-MP}) o metotrexato, ciclosporina o
tacrolimus. Altri medicinali che possono essere
somministrati contemporaneamente al paziente includono

farmaci biologici come infliximakb, adalimumab,
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etanercept, certolizumab pegol o altri. Ulteriori

farmaci che possono essere somministrati
cecntemporaneamente al paziente includeno
immunosoppressori {per esempio, azatioprina/6-MP o

metotrexate o ciclosporina orale) al fine di mantenere
una remissione stabile e pit lunga. Ancora un altro
aspetto dell’invenzione & 1’uso di un anticorpo anti-
TNFa o di un frammento funzionale come definito sopra
per ridurre 1l’infiammazione.

Ancora un altro aspetto dell’invenzione €& un
anticorpo anti-TNFo o un frammento funzionale come
definitc sopra per l'uso per ridurre l'infiammazione
in un paziente affetto da una condizione infiammatoria

Un ulteriore aspettc della presente invenzione &
un metodo per trattare una condizicne infiammatoria,
comprendente somministrare a un paziente che ne ha
necessita una quantita efficace di un anticorpo anti-
TNFo ¢ di un frammento funzionale come definito sopra.
La condizione infiammatoria & preferibilmente una
delle condizioni scpra descritte.

Un ulteriore aspetto della presente invenzione e
un metodo per prevenire una condizione infiammatoria,
comprendente gomministrare a un paziente che ne ha
necessitad una gquantita efficace di un anticorpo anti-

TNFx o di un frammento funzionale come definito sopra.
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La condizione infiammatoria e preferibilmente una
delle condizioni sopra descritte.
Tabella 1. Riepilogo delle seqguenze
ammincacidiche
SEQ ID NO: | Descrizions
1 L1l CDR generica
2 12 CDR generica
3 L3 CDR generica
4 H1 CDR generica
5 H2 CDR generica
6 H3 CDR generica
7 L1 CDR del clone 16-22-HO0O5
8 L2 CDR del clone 16-22-H05 & del clone 16-16-H10
9 L3 CDR del clone 16-22-H05 e del clone 16-16-H10
10 H1 CDR del clone 16-22-H05, clone 16-16-B08 e clone
16-16-H10
11 H2 CDR del clone 16-22-HO05
12 H3 CDR del clone 16-22-HO5
13 Vy di scFv umanizzato del clone 16-22-H05-sc02 e del
clone 16-22-H05-s5c04
14 Vi di scFv umanizzato del clone 16-22-H05-5c02
15 ScFv umanizzato del clone 16-22-H05-5c02
16 L1 CDR del clone 16-12-B11
17 L1 CDR del clone 16-13-CC8
18 L1 CDR del clone 16-13-EC5
15 1.1 CDR del clone 16-16-B08
20 L1l CDR del clone 16-16-H10
21 Ll CDR del clone 17-13-GO7
22 L1 CDR del clcne 17-20-E06
23 1.7 CDR del cleone 16-12-Bll, clone 16-16-B08 e clone
17-13-G607
z24 L2 CDR del clone 16-13-C08
25 L2 CDR del clone 16-13-E05
26 L2 CDR del clone 17-20-E06
27 L3 CDR del clone 16-12-Bll
28 L3 CDR del clone 16-13-CO08B
29 L3 CDR del clone 16-13-E05
30 L3 CDR del clone 16-16-B08
31 L3 CDR del clone 17-13-G07
32 1.3 CDR del clone 17-20-E06
33 H1l CDR del clone 16-12-Bll e del clone 16-13-E05
34 H1 CDR del clone 16-13-CO08
35 H1 CDR del clone 17-13-G07
36 H1 CDR del clone 17-20-EC6
37 H2 CDR del clone 16-12-Bll e del clone 17-13-G07
38 H2 CDR del clone 16-13--CC8
39 HZ2 CDR del clone 16-13-E05
40 H? CLCR del clone 16-16-B08 e del clone 17-20-E06
41 HZ CDR del c¢lone 16-16-H10
42 H3 CDR del clone 16-12-Bl1
43 H3 CDR del clone 16-13-C08
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SEQ ID NC: | Descrizione

44 H3 CDR del clone 16-13-E05

45 H3 CDR del clone 16-16-B038

46 H3 CDR del clone 16-16-H1C

47 H3 CDR del clone 17-13-G07

48 H3 CDR del clone 17-20-E06

49 Sequenza linker in scEv

50 Sequenza linker in diabody

51 Diabody umanizzato del clons 16-22-HQS

52 Catena leggera di IgG umanizzata del clone 16-22-H03

53 Catena pesante di IgG umanizzata del clone 16-22-H05

54 V; di scFv umanizzato del clone 16-22-H05-sc04

55 ScFv umanizzate del clene 16-22-H05-sc04

56 Sequenza di consenso Vkl della cornice I {pesizioni
di Kabat 1-23)

57 Sequenza di consenso Vkl della cornice II (posizioni
di Kabat 35-49)

58 Sequenza di consenso Vkl della cornice III {posizioni
di Kabat 57-88})

59 ‘Sequenza basata sulla linea germinale VA della
cornice IV (vedere Tabella 16)

&0 Sequenza basata sulla linea germinale VA della
cornice IV {vedere Tabella 16)

6l Sequenza basata sulla linea germinale VA della
cornice IV (vedere Tabella 16)

62 Sequenza basata sulla linea germinale VA della
cornice IV (vedere Tabella 16)

Esempi

Esempio 1: Generazione di anticorpi di coniglio

diretti contro TNEFx umano

1. Risultati

1.1 Immunizzazione

I conigli sono stati immunizzati con TNFa umano

ricombinante purificato (Peprotech, Cat. N. 300-01A).

Durante il corso dell’immunizzazione, la forza della

risposta immunitaria umorale contro 1’antigene & stata

valutata qualitativamente determinandc la diluizione

massima

(titole) per il sierc di ciascun coniglio che

produceva ancora un legame rilevabile degli anticorpi
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sierici policlonali all’antigene. I titoli anticorpali
sierici controc TNFa umano ricombinante immobilizzato
sono stati valutati usando un saggio di
immunoassorbimento enzimatico (ELISA, vedere 2.2.1).
Tutti e tre i conigli mostravano titoli molto alti con
una diluizione 10 x 10° volte del siero avendo come
risultate ancora un segnale positivo (almeno 3 volte
superiore al segnale ottenuto con 11 siero di un
animale nalve non imparentato che & stato usatoc come
controlle di fondo) nell’ELISA. Inoltre, la capacita
di differenti sieri di coniglio di inibire 1’attivita
biclogica di TNFa & stata valutata usando un saggio
basato su cellule L929 di topo (vedere 2.2.3). Tutti e
tre i sieri hanno inibito 1'apoptosi indotta da TNFox
dei. fibroblasti L929 di tope. Il coniglio #3 mostrava
la piit forte attivita neutralizzante con il 50% di
inibizione (ICsp) raggiunta a una diluizione sierica di
1:1557000. Rispetto al coniglio #3, il coniglio #2 e
il coniglio #1 mostravano un’attivita inferiore di
circa 3 e 21 volte, raggiungende 1l’inibizione del 50%
a una diluizione sierica di 1:557500 e 1:77210,
rispettivamente.

I linfociti isolati dalle milze di tutti e tre
gli animali sono stati selezionati per le successive

procedure di identificazione del colpo. Agli animali e
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stata assegnata la priorita in base alla potenza di
inibire 17attivita biologica di TNFx nel saggio L929.
Pertanto, il numero pin alto di hit coltivati
proveniva dal coniglio #3 e 1l numeroc pill basso di hit
derivava dal coniglio #1.

1.2 Identificazione di hit

1.2.1 Ordinamento di hit

Prima della procedura di identificazione di hit,
& stata sviluppata una procedura di sorting basata su
citometria a flusso che rileva e consente in modo
specifico 1/isolamento di cellule B che legano TNFa ad
alta affinita (vedere 2.1).

Un totale di 33 x 10° linfociti (corrispondenti
all’1,5% dei linfociti totali isolati) derivati da
tutti e tre i conigli sonc stati caratterizzati in due
campagne di sorting indipendenti. Delle 33 x 10°
cellule analizzate in totale sono state isolate 3452
cellule B che esprimono anticorpi specifici per TNFx
(IgG). Il numero di linfociti clonati era differente
per i tre conigli, poiché pit cellule sono state
isolate da gquei conigli 1 cui sieri mostravano una
forte inibizicne di TNFx nel saggio L%29. Delle
cellule B isolate, 792 cloni sonc stati derivati dal
coniglio #1, 1144 cloni dal conigiio #2 e 1408 cloni

dal coniglic #3. Per 108 cloni il rispettivo coniglio
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di origine non € noto, poiché derivano da una miscela
di linfociti residui di tutti e 3 1 conigli per
consentire i1l recupero ottimale di piccole quantita di
linfociti dalle fiale.

1.2.2 Screening di hit

I risultati oftenuti durante la fase di screening
si basano su saggili effettuati con anticorpi non
purificati da supernatanti di coltura di cellule
secernenti anticorpi (&SC, Antibody Secreting Cell),
poiché la scala della colitura ad alto rendimento non
consente la purificazione dei singoli anticorpi di
coniglio. Tali supernatanti sono stati usati per
classificare un gran numero di anticorpi 1'uno
rispetto all’altro, tuttavia non per fornire wvalori
assoluti (per esempio per 1'inibizicne dell’attivita
biologica di TNFo), ad eccezione dell’affinita di
legame. I supernatanti ASC sono stati esaminati in un
ELISA ad alto rendimento per il legame a TNFa umano
ricombinante. I supernatanti leganti TNFo sono stati
ulteriormente caratterizzati per il legame a TNFo di
scimmia Cynomolgus mediante EBLISA, la cinetica di
legame e per 11 loro potenziale di neutralizzare
lfattivita bkiologica di TNFo umano nel saggio L929. Ad
eccezione della cinetica di legame, 1 wvalori di

rapporto degli screening ad alto rendimento devono
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essere interpretati come risposte “si” o “no”, essendo
basati su misurazioni a punto singolc (nessuna dose-
risposta). I’affinitad con TNFoa di scimmia Cynomolgus e
topo & stata analizzata per tutti 1 102 cloni
selezionati per 1'amplificazione e 11 sequenziamento
dei domini wvariabili di catene pesanti e leggere
dell’anticorpo.

1.2.2.1 Legame a TNFx umanc

Lo scopo dello screening primario & identificare
i cloni ASC che producono anticorpi specifici per TNFo
umano. A tale scopo, i supernatanti di colture
cellulari di 3452 cloni ASC sono stati analizzati per
la presenza di anticorpi verso TNFo umano mediante
ELISA {vedere 2.2.1). Il metddo FELISA usato valuta la
“guantita” di anticorpi del sottotipe IgG legati a
TNFo umano ricombinante, non fornisce tuttavia
informazioni «circa 17affinitd o la concentrazione
degli anticorpi. In questo saggio, 1 supernatanti di
894 cloni ASC oproducevano un segnale che era
chiaramente al di sopra del fondo. Il tasso ¢i hit
nello screening & stato simile per il coniglioc #1 e il
coniglio #2 con 153 hit su 792 (19,3%) identificati
dal coniglic #1 e 225 hit su 1144 identificati dal
coniglio #2 (19,7%). Il coniglio #3 mostrava un tasso

di hit significativamente pil alto del 34,4%, con
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1’ identificazione di 484 hit su 1408. Tutti gli 894
hit identificati in questo screening primario, sono
stati sottoposti alla misurazione della cinetica di
legame mediante SPR (screening secondario).

1.2.2.2 Cinetica di legame a TNF«

Lo scopo dello screening secondario e quello di
ottenere informazioni quantitative sulla gqualita del
legame ai bersagli per ogni hit dallo screening
primario mediante risonanza plasmonica di superficie
(3PR, vedere 2,2.2). A differenza dell’ELISA usato
durante lo screening primario, questo metodo wvaluta la
cinetica del legame ai bersagli in funzione del tempo.
Cid consente la determinazione delle costanti di
velocita per 1l'associazione (k.) e la dissociazione (Ka)
dell’anticorpe dal suo bersaglio. Il rapporto kq/ka
fornisce la c¢ostante di dissociazicne all’equilibrio
(Kp), che riflette 1’affinita di un anticorpc al suo
bersaglio. Degli 894 hit identificati nello screening
primaric, & stato possibile determinare le affinita di
legame a TNFx umano per 839 anticorpi monoclonali di
coniglio. Per i restanti 55 anticorpi non & stato
possibile misurare 1l'affinita poiché la concentrazione
di anticorpi nel supernatante ASC era inferiore al
limite di rilevamento dello strumento SPR nella

rispettiva configurazione. Gli 839 anticorpi anti-TNF«
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che & stato possibile misurare mostravano costanti di
dissociazione (Kp) che variano da meno di 1,36 x 1078 M
a 1,14 x 10% M. T1 69% di tutti gli anticorpi
analizzati aveva una Kp inferiore a 0,5 nM.

Le K, mediane di 2,21 x 107 M e 2,09 x 107" M per
gli hit di screening identificati dai conigli #2 e #3
eranc simili mentre il coniglio #1 mostrava valori
circa 2 volte piti alti con una Kp mediana di 4,65 X 107
10 M. cConsiderando soltanto gli hit di screening
neutralizzanti, 1le distribuzioni di affinita erano
simili per tutti e tre gli animali con valori piu
bassi per la Kp mediana (Kp mediane tra 1,4 X 10" M e
1,27 x 107 M). Le affinita inferiori a 0,041 nM,
0,029 nM e 0,026 nM scono state misurate per 11 5%
degli hit di screening rispettivamenté per 1 conigli
41, %2 e #3. Per il 2% deil supernatanti, le affinita
erano anche nell’intervallo picomclare basso

(inferiore a 6,2 pM, 7,9 pM e 11 pM). L'eccellente

resa di anticorpi ad alta affinitd risultante dallo

screening secondario fornisce un’ampia base per la
selezione degli anticorpi pin appropriati per
1’ umanizzazione e la riformattazione.

1.2.2.3 Potenza

Per la valutazione della potenza, ¢ stato

sviluppatc un saggio basato su cellule (saggio L%29)
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(vedere 2.2.3). 506 degli 894 anticorpi selezionati
(hé&, 6%) inibivanc 17apoptosi indotta da TNFa nel
saggio L929 di oltre il 50%. In linea con 1 risultati
ottenuti durante 1’analisi del titolo, la percentuale
pitt alta di hit neutralizzanti & stata ricavata dal
coniglic #3 con un tasso di hit del 62,8%, seguito dal
coniglio #2 con un tasso di hit del 56,4% e dal
coniglio #1 con 11 tasso di hit pit basso del 39,9%.
Le affinita di questi anticorpi neutralilizzanti
variavano tra 1,36 X 1078 e 1,19 x 1077 M.

1.2.2.4 Reattivita incrociata tra specie (scimmia
Cynomolgus)

Tutti gli 894 hit identificati nello screening
primario sono stati analizzati per la reattivita
incrociata delle specie a TNFa di scimmia Cynomolgus
mediante ELISA (vedere 2.2.1). Lo scopc di questo
screening aggiuntivo era consentire la selezione di
cloni ASC noti per la reazione incrociata con TNFo di
scimmia Cynomolgus. Il metodo ELISA usatoc valuta 1la
“quantitd” di anticorpi del sottotipo IgG legati a
TNFa di scimmia Cynomolgus ricombinante, non fornisce
tuttavia informazioni circa l'affinita O la
concentrazione degli anticorpi. I supernatanti da 414
(46%) cloni ASC producevanc un segnale chiarc (densita

ottica (0D, Optical Density) 2 1). La percentuale di
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hit con reattivita incrociata a TNFa di scimmia
Cynomolgus era simile per il coniglio #1 e il coniglio
#3 con 81 hit su 153 (52,9%) identificati dal coniglio
#1 e 236 hit su 484 identificati dal coniglio #3
(48,8%). Con il 37,8%, 11 coniglio #2 mostrava una
percentuale leggermente inferiore di hit con
reattivita incrociata risultante nell’identificazione
di 82 hit su 225.

1.2.2.5 Selezione di cloni per RT-PCR

Come prerequisito per la conferma deli’hit,
1’analisi «della sequenza genica e la successiva
umanizzazione degli anticorpi di coniglio, &
necessario recuperare le Iinformazioni geﬁetiche che
codificano il dominio variabile dell’anticorpo di
coniglio. Cié & stato effettuato mediante trascrizione
inversa (RT) del rispettivo RNA messaggero nel DNA
complementare (cDNA), seguita dall’amplificazione del
DNA a doppio filamento mediante la reazione a catena
della polimerasi (PCR). La selezione dei cloni ASC
sottoposti a RT-PCR si basava principalmente
sull’affinita e sull’attivita neutralizzante. Come
criterio aggiuntivo & stata considerata la reattivita
incrociata a TNFa di scimmia Cynomolgus. In totale
sono stati selezionati 102 cloni ASC per il clonaggio

genico mediante RT-PCR. In primo luogc, SOno stati
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selezicnati 1 93 migliori ASC (in termini di affinita)
con un Kp infericre a 80 pM, che inibivano 17attivita
biclogica di TNFa nel saggioc L929 di oltre 11 50% e
che mostravano un legame significative a TNFax di
scimmia Cynomolgus. Inoltre, sono stati selezionati
anche tutti i1 9 cloni ASC con il punteggic migliore
con Kp inferiore a 20 pM che neutralizzavano l’attivita
di TNFa di oltre il 50% ma non si legavanc a TNFo di
scimmia Cynomolgus. In totale, 12, 13 e 66 cloni ASC
scno stati amplificati con successo e sequenziati
rispettivamente dai conigli #1, #2 e #3.

1.2.2.6 TIdentificazione di cloni correlati con
proprieta desiderate

Al fine di caratterizzare la diversita genetica
del pannello di cloni ASC isclati, le sequenze delle
regioni determinanti complementari (CDR) sono state
estratte e sottoposte a un allineamentc di sequenze
multiple permettendo cosl 1l raggruppamento delle
sequenze in un albero filogenetico.

Sebbene questa analisi da un lato consenta la
selezione di un insieme diversificatc di sequenze
clonali da pertare avanti in esperimenti di
umanizzazione e riformattazione, identifica anche
cluster omologhi di sequenze clonali che sembravano

condividere un clone di cellule B parentale comune nel
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coniglio. Il

segne distintivo di

questi

cluster di

sequenza & l'omologia di sequenza elevata nelle CDR e

uno

schema

coerente di

proprieta

farmacodinamiche.

Entrambe gqueste caratteristiche sono riassunte per un

cluster di otto cloni nelle tabelle 2 e 3.

la conservazione

funzionale

di

questo

cluster

Nonostante

adi

sequenze, la sequenza consensus nella Tabella 3 rivela
che una certa variabilita delle CDR €& tollerata, pur
risultando nel profileo farmacodinamico desiderato.
Tabella 23 Proprieta farmacodinamiche degli
anticorpi monoclonali nei supernatanti ASC..
Saggio
ASC SN Affinitd a TNFa umano Affinitd a TNFa di Cynomelgus L829,
% inib.
DI kM) k) KoM ke (M's  Ka(sh)  Ko(M)
16-12-B11 3,22E+06 1,87E-04 5,82E-11 2,15E+06 1,37E-03 6,34E-10 71
16-13-C08  1,77E+0B 9,41E-05 5,33E-11 1,8CE+06 1.77E-04 9.82E-11 g3
16-13-E05 2.78E+06 8.27E-05 2.97E-11 2.53E+06 2.99E-04 1.18E-10 94
16-16-B08  2.27E+08 4. 53E-05 1.99E-11 2,35E+06 1.52E-04 6.45E-11 73
16-16-H10  2,03E+06 1,59E-04 7.85E-11 2.20E+06 4.61E-04 2.10E-10 70
16-22-H05 1.90E+086 7.26E-05 3.82E-11 217E+06 6.57E-05 3.21E-11 67
17-13-G07  7.87E+05 1.37E-08 1.73E-12 7.80E+05 7.34E-05 9.41E-11 109
17-20-E086 1.19E+06 3.58E-06 3.03E-12 1.45E+06 3.27E-05 2.26E-11 101
Tabella 3: I seguenti dati di sequenza relativi

alle CDR sono stati ottenuti per i suddetti cloni:
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CDR clone Sequenza® SEQ ID NO:
L1 CDR 16-22-H05 QASQSIFSGLA 7
16-12-B11 QASQSISNYLA 16
16-13-C08 QASQSISTALA 17
16-13-E05 QASQOSIGRNLA 18
16~-16-B08 QASQSISNSLA 19
16-16-H10 PASQSTIYSGLA 20
17-13-G0Y QASQSIGSNLA 21
17-20-E06 QASQSISSSLA 22
QASQSIXXXLA 1
L2 CDR 16-22-H05 GASKLAS 8
16-12-R11 RASTLAS 23




CDR clone Sequenza* SEQ ID NO:
16-13-C08 RASTLES 24
16-13-E03 QASKLAS 25
16-16-B08 RASTLAS 23
16-16-H10 GASKLAS 8
17-13-G07 RASTLAS 23
17-20-EQ¢ RASKLAS 26

XASXLXS 2

.3 CDR 16-22-HO5 QSYYYSSSSSDGSYA 9
16-12-B11 QSYYYSSSSSDGFFA 27
16-13-C08 QSYYYSS555SDGSFA 28
16-13-E05 QSYYYSSSNSDGSLA 29
16-16-B08 QSYYYSSISSDGSYA 30
16-16-H1C QSYYYSSSSSDGSYA 9
17-13-G07 QSYYYSSSSSDGESVA 31
17-20-E06 QSYYYTSSTSDGSYA 32

QSYYYXSXXSDGXXA 3

H1 CDR 16-22-H05 GIDFNNYGIG 10
16-12-B11 GIDFSNYGIC 33
16-13-C08 GIDFSNYGIS 34
16-13-E0D GIDFSNYGIC 33
16-16-B08B GIDFNNYGIG 10
le-16-H10 GIDFNNYGIG 106
17-13-G07 GIDFSTYGIS 35
17-20-E06 GIDFSNYGIG 36

GIDFXXYGIX 4

H2 CDR 16-22-H05 YIYPGFAITNFANSVEKG 11
le-12-B11 YIYPGFGITNYANSVKG 37
16-13-C08 YIYPGFGIRNYAHSVKG 38
16-13-E05 YIYPGFGIRNYANSLKG 39
16-16-R0O8 YIYPGFATRNYANSVEG 40
16-16-H10 YIYPGFGITNFANSVKG 41
17-13-G07 YIYPGFGITNYANSVKG 37
17-20-E06 YIYPGFAIRNYANSVEG 40

YIYPGFXIXNXAXSXKG 5

H3 CDR 16-22-H05 DPVYATSSGYFDL 12
16-12-B11 DPIYASSSGYLDL 42
16-13-C08 DPVYSSDWGYFNL 43
16-13-E05 DPVYASSSGYLDL 44
16-16-B08 DPLYATSSGYFDL 45
16-16-H10 DPVYASSSGYFDL 46
17-13-~-G07 DPVYASSSAYYNL 47
17-20-E06 DPLYSTSSGYFNL 48

DPXYXXXXXYXXL 6

*Gli amminoacidi designati “X” hanno il significato

definito nell’elenco della sequenza allegato.

1.2.2.7 Reattivita incrociata a TNF« di scimmia

Cynomolgus

(mediante SPR)

8C




A causa dell’elevato numerc di hit ad alta
affinita che neutralizzavano in modo potente 1l TNFa,
la reattivita incrociata delle specie & stata valutata
per tutti gli anticorpi monoclonali di coniglio
sottoposti a RT-PCR al fine di facilitare la selezione
dei cloni ASC per la conferma dell’Hit. Le affinita
con TNFo di scimmia Cynomolgus sonc state determinate
mediante misurazioni SPR in modo simile a guanto
descritto sopra (vedere anche 2.2.2). Le affinita
degli anticorpi testati per 93 TNFx di scimmia
Cynomolgus variavano da 9,6 X 1072 a 2,1 x 107° M. 38
dei 93 anticorpi cross-reattivi si legavanc a TNFo
umano e Cynomolgus con affinita simile (differenza
inferiore a due volte in Kp). Inoltre, la differenza di
affinita tra umano e Cynomolgus era inferiore a 20
volte per 79 dei 93 anticorpi cross-reattivi e
inferiore a 10 volte per 62 di essi, il che 1i rende
accettabili per lo sviluppo preclinico nella scimmia
Cynomoclgus.

2. Metodi

2.1 Saggio di sorting

La procedura di sorting basata su citometria a
flusso per 1’isolamento di cellule B specifiche per
antigeﬁe da un tessuto linfatico di coniglic e stata

effettuata come delineato da Lalor et al (Eur J
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Immunol.1992; 22,3001-2011)

2.2 Saggi di screening

2.2.1 ELISA di legame a TNFa (TNFo umanc e di
scimmia Cynomolgus)

TNFo umano ricombinante (Peprotech, Cat. No. 300-
01) & stato applicato su wuna piastra ERELISA per
microtitolazione a 96 ©pozzetti. Il legame degli
anticorpi di coniglio neil supernatanti della coltura
ASC a TNFa immobilizzato & stato rilevato da un’IgG
anti-coniglioc secondaria marcata con HRP
(Jacksonlmmuno Research, Cat. N. 111-035-046) .
substrato TMB (3,3’,5,5' -tetrametilbenzidina, KPL, Cat.
No. 53-00-00) & stato aggiunto e la reazione cromatica
& stata interrotta mediante 17aggiunta di Hz50,. Le
piastre sono state lette usando un lettore per
micropiastre (lettore Infinity M200 Pro, Tecan) a una
lunghezza d’onda di 450 nm.

Le prestazioni del saggio durante le campagne di
screening sono state monitorate da un anticérpo
policlonale di coniglio anti-TNFo di controllo
positivo disponibile in commercio (AbD Serotec, Cat. N.
9295-0174). A tale scopo 1'anticorpo di «controllo
positivo & stato testato a 100 e 250 ng/ml in
duplicate su cilascuna piastra di screening. Per

ciascuna piastra & stata monitorata la robustezza e la
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precisione della risposta del controllo positivo. Alle
condizioni finali del saggio, 1l rapporto segnale-
sfondo era compreso tra 30 e 40 per 11 controllo
positivo a 250 ng/ml e il coefficiente di wvariazione
(CV) del controllo positivo era inferiore al 10%. Un
segnale con una densita ottica di 2100% rispetto al
controllo positivo di 250 ng/ml €& stato considerato
come un hit di screening primario.

Per le determinazioni del titolo sierice, & stata
usata la stessa configurazione ELISA descritta sopra.
Una diluizione del siero & stata considerata positiva
quando il segnale di legame del siero immunitario era
almeno 3 volte piu alto rispetto al segnale di un
animale naive non imparentato.

La reattivita incrociata delle specie alla
scimmia Cynomolgus & stata determinata usando un ELISA
simile come descritto sopra. TNFa ricombinante di
scimmia Cynomolgus {Sino Biological, Cat. N. 90018-
CNAE ) & stato applicato su piastre ELISA di
microtitolazione a 96 pozzetti. Il legame degli
anticorpi di coniglio nei supernatanti della coltura
ASC a TNFo di scimmia Cynomclgus immcbilizzata & stato
rilevato dall’anticorpo secondario marcatc con HRP
come specificate sopra. Il siero immunitario del

coniglio #2 & stato usato come controllo positivo a
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una diluizione di 1:807000 e 1:320/000. Per cilascuna
piastra & stata monitorata la robustezza e la
precisione della risposta del controllo positivo. Alle
condizioni finali del saggio, 1l rapporto segnale-
fondo era tra 20 e 30 per il controllo positivo a una
diluizione di 1:807000 e i CV del controlle positivo
erano inferiocri al 10%.

2.2.2 Cinetica di legame a TNFa mediante SPR
{umano e scimmia Cynomolgus)

Le affinita di legame deglii anticorpi verso TNF«x
umano s0no state misurate mediante risonanza
plasmonica di superficie (SPR) usando uno strumento
MASS-1 SPR (Sierra Sensors); Le prestazioni dello
strumento sono state qualificate mediante soluzioni di
riferimento standard nonché mediante analisi di
un’interazione di riferimento anticorpo-antigene come
1’interazione infliximab-TNFo.

Per 1o screening di affinita, wun anticorpo
specifico per la regione Fc delle IgG di coniglio
(Bethyl Laboratories, Cat. No. Al120-111A) ¢& stato
immobilizzato su un chip sensore (sensore di affinita
SPR-2, ammina ad alta capacita, sensori Sierra) usando
una procedura standard di accoppiamento con ammina.
Gli anticorpi monoclonali di coniglio nei supernatanti

ASC sono stati catturati dall’anticorpo IgG anti-
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coniglio immobilizzato. Dopo la cattura degli
anticorpi monoclonali, TNFa umano (Peprotech, Cat. No.
300-01) & statc iniettato nelle celle a flusso per 3
min a una concentrazione di 90 nM, e la dissociazione
della proteina dall’IgG catturata sul chip sensore ¢
stata lasciata procedere per 5 min. Dopo ogni ciclo di
iniezione, le superfici sono state rigenerate con due
iniezioni di glicina-HCl 10 mM. Le costanti di tasso
di dissociazione {kq) e di associazione (ka} apparente
e la costante di dissociazione apparente
all’equilibric (Xp) sono state calcolate con 11
software di analisi MASS-1 (Analyzer, Sierra Sensors)
usando il modello di legame uno a uno Langmuir e la
qualitd degli adattamenti & stata monitorata in base
al Chi? relativo (Chi? normalizzato al livello massimo
di legame estrapolato dell’aralita}, il quale
rappresenta una misura per la qualita dell’adattamento
della curva. Per la maggior parte degli hit il wvalore
relativo di Chi? era inferiore al 15%. I risultati sono
stati considerati wvalidi se le unita di risposta (RU)
per il legame del ligande eranc almeno il 2% delle RU
per la cattura degli anticorpi. E stato ritenuto che i
campioni con RU per il legame del ligando con meno del
2% delle RU per la cattura degli anticorpi non

mostrassero alcun legame specifico di TNFo
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all’anticorpo catturato.

La reattivitd dincrociata tra specie di TNFo di
scimmia Cynomolgus (Sino Biological, Cat. N. 90018~
CNAE) & stata misurata usando la stessa configurazione
del saggio e le stesse concentrazioni di TNFa e
applicando le stesse misure di gqualita. Il Chi?
relativo era inferiore al 15% per la maggior parte deil
supernatanti ASC analizzati.

2.2.3 BApoptosi indotta da TNFa 1in fibroblasti
L929

La capacita delle IgG di coniglio provenienti dai
supernatanti di colture ASC di neutralizzare
17attivita Dbiologica di TNFa umano ricombinante &
stata valutata wusando fibroblasti L929 di topo
(ATCC/LGC Standards, Cat. N. CCL-1). Cellule L929% scno
state sensibilizzate all’apoptosi indotta da TNFa
mediante aggiunta di 1 ug/ml di actinomicina D. Le
cellule sono state coltivate in pilastre per
microtitolazione a fondo piatto da 96 pozzetti in
presenza di supernatante di coltura ASC al 50% e 100
pM (5,2 ng/ml) umano TNFu (Peprotech, Cat. N. 300-01)
per 24 ore. Rispetto agli anticorpi purificati, e
necessario usare concentrazioni pil elevate di TNFa in
presenza di supernatanti ASC per lo screening di hit.

La sopravvivenza delle cellule & stata determinata
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mediante un saggio colorimetrico usando 1l reagente di
proliferazione cellulare WST-8 (2-(2-metossi-4-
nitrofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-disclfofenil)-2H-

tetrazolio, sale monosodico) {(Sigma Aldrich, Cat.
96992). WST-8 viene ridotto dalle deidrogenasi
cellulari a un prodotto di formazano arancione. La
gquantita di formazano prodotta e direttamente
proporzionale al numero di cellule viventi. I dati
sono stati analizzati usando un adattamento della
curva logistica a quattro parametri usando il Softmax
Data Analysis Software (Molecular Devices) e la
concentrazione di infliximab necessaria per
neutralizzare 1’apoptosi indotta da TNFa del 50% (ICso)
& stata calcolata a una concentrazione di 36,2 ng/ml.
Pertanto, il limite inferiore di rilevamento stimato
per questo saggio & compreso tra 30 e 40 ng/ml. Questo
valore & soltanto una stima approssimativa del limite
di rilevamento, poiché il potenziale di blocco di TNFo
nen dipende soltanto dalla concentrazione
dell’anticorpo monoclonale ma anche dall’affinita
dell’anticorpo al bersaglic. Tuttavia, la sensibilita
del saggio & sufficiente per lo screening dei
supernatanti ASC poiché le concentrazioni di IgG nella
maggior parte dei supernatanti ASC sono superiori a

una concentrazione di 40 ng/ml. I supernatanti con
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conseguente neutralizzazione del 50% dell’apoptosi
indotta da TNFx sono stati considerati positivi.

Per assicurare prestazioni rcbuste del saggio
durante le campagne di screening, 1l’anticorpo di
controllo positivo infliximab & stato saggiato a 115
ng/ml (0,8 nM}) ea 58 ng/ml (0,4 nM) in duplicato su
ciascuna piastra di screening. L”inibizione
percentuale e la precisione della risposta per 1l
controllo positive sono state monitorate per ciascuna
piastra di screening. I criteri di accettazione per

ciascuna pilastra sono stati stabiliti come segue:

oe

inibizione di almeno 11 60 con lfanticorpo di
controllo positivo a una concentrazicne di 115 ng/ml
con un ceefficiente di variazione (CV) inferiore al
20%.

Esempio 2: Umanizzazione e generazione di sckv

1. Risultati

1.1 Conferma di hit e selezione di hit per
1'umanizzazione

73 insiemi unici di domini wvariabili di catena
pesante e leggera di coniglio parentali sono stati
recuperati durante lo screening di hit e analizzati
mediante allineamento di sequenza. Sulla base deil

risultati del saggio di screening e dell’omologia di

sequenza dei singoli cloni IgG di coniglio, sono stati
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selezionati 30 candidati per la conferma di hit. Sono
stati prodotti 29 anticorpi monoclonali e sono stati
selezicnati i <cloni con le migliori prestazicni in
termini di affinitd e potenza per l’umanizzazione e la
generazione del candidato guida. I criteri per la
selezione dei cloni eranc 1) neutralizzazione di TNFo
umano nel saggio L929, ii) alta affinita a TNFa umano,
1ii) reattivita incrociata a TNFo di scimmia
Cynomolgus e Rhesus e iv) diversita di sequenza. Un
clone (16—-22-H05) e stato selezionato per
1’umanizzazicne, una delle IgG con il miglior
punteggio in termini di potenza per neutralizzare TNF«
umano nel saggic L929. Per gquanto riguarda la forza di
legame, si desidera la migliore affinita possibile
poiché & necessario prevedere una certa perdita di
affinita come risultato dell’umanizzazione e della
riformattazione nel formato sckv.

I dati per il clone TIgG n. 16-22-H05 sono
riassunti nella Tabella 4.

Tabella 4: Legame 1in vitro e ©proprieta di
attivita dell’ anticorpo monoclonale purificato (16-22-

HO3)

Nsulralizzazione Elocco Blocco
Affinitd a TNF umano Alfinltd a TNF cyno Afllnita a TNF rhesus dl TNF nel sagglo  dellinterazione  dell'lnterazione
L929 TNF-TNFR1 TMF-TNFR2

ke (M7} Rgls) KD M} i MTa]  ky(s) KO(M} W {M'a'}  hgis) KD (M) ral {Co” rol, ICg; rel. IC5;"

4,04E+08  1.31E-04 3.256E-11  3.BOE+06  4.89E-06  1.40E-12  2.01E+Q8 _ 53{E-04 2.86E.10 9,96 1,02 0,88

2 1C 80 i imab I 5, complana aparimenrale
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1.2 Generazione e selezione di frammenti scFv

umanizzati
Le sequenze che codificano le regioni
determinanti I1a complementarita (CDR) 50N0 state

trasferite in silico mediante innesto di loop CDR su
una sequenza di scaffold a dominio variabile umana
come descritto in WO 2014/206561. Inoltre, & stato
generato un secondo costrutto per clone di coniglio,
che ha trasferito amminoacidi aggiuntivi dalls
sequenza del donatore 1in posizioni con rilevanza
strutturale per i domini delle immunogiobuline e il
posizionamento della CDR. E stato sintetizzato un gene
artificiale (cen un uso del codone ottimizzato per
1’ espressione batterica) che codifica 1l rispettivo
anticcocrpo a catena singela umanizzato Fv (scFv) (dalle
corrispondenti catene leggere e pesanti variabili). Il
polipeptide & stato quindi prodotto e successivamente
caratterizzato usando saggi simili come descritto
durante la conferma dell’hit.

1.2.1 Umanizzazione e produzione di scFv
umanizzati (API)

Lfumanizzazicne del clone selezicnato comprendeva
il trasferimento delle CDR di coniglio su una cornice
di accettore scFv del tipo Vk1/VH3 come descritto in

WO 2014/206561., In questo processoc, che &
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schematicamente mostratoc nella Figura 1, la sequenza
ammincacidica delle sel regioni CDR & stata
identificata sulla sequenza del donatore (mab di
coniglio) e innestata nella sequenza dell’impalcatura
accettrice, ottenendo i costrutti chiamati “innesto di
CDR".

Inoltre, & stato designatc un secondo innesto,
che includeva modifiche amminoacidiche aggiuntive dal
donatore di coniglio in corrispondenza delle posizioni
L15, L22, L48, L57, L74, L87, L88, LS0, LS2Z, LS5, L97,
1L99 e H24, HZ5, H56, H82, H84, H89, H108 (numerazione
AHo), che sonc state descritte come potenzialmente
influenzanti il posizionamento della CDR e gquindi 1l
legame dell’antigene {Borras et al,. JBC. 2010;
285:9054-9066) . Cuesti costrutti umanizzati 5000
definiti “innesto strutturale (STR)”. Nel g¢aso in cui
il confronto dei dati di caratterizzazione per questi
due costrutti iniziali rivelasse un vantaggio
significativo del costrutto STR, sono state designate
varianti aggiuntive che combinavano la VL innestata
con CDR <c¢on una VH innestata con 8TR, Questa
combinazione ha dimostrato di essere Spesso
sufficiente per mantenere 1’attivita dell’innesto 8TR
(Borras et al., 2010, JBC, 285:9054-9066) e potra

essere generalmente preferita poiché un minor numero
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di alterazioni non umane nello scaffeold di accettore
umano riduce il rischic di stabilita ridotta e anche
il potenziale di immunogenicita.

Una volta completata la progettazione del
costrutto in silico descritto nella sezione precedente,
i geni corrispondenti sono stati sintetizzati e sono
stati costruiti i vettori di espressione batterica. La
sequenza dei costrutti di espressione e stata
confermata a livello del DNA e 1 costrutti sono stati
fabbricati secondo  protocolli di espressione e
purificazione generici.

L' espressione eteroleoga delle proteine & stata
effettuata in E.coli come corpi di inclusione
insolubili. L'espressione di coltura & stata inoculata
con una coltura iniziale in crescita esponenziale. lLa
coltivazione & stata effettuata in beute agitate in un
agitatore orbitale usando terreni ricchi disponibili
in commercio. Le cellule sono state coltivate a una
ODeco  definita di 2 e indotte mediante espressione
durante la notte con isopropil p-D-1-
tiogalattopiranoside (IPTG) 1 mM. Alla fine della
fermentazione le cellule sono state raccclte mediante
centrifugazione e omogeneizzate mediante sonicazione.
A questo punto 11 1livello di espressione dei

differenti costrutti & stato determinatoc mediante
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analisi SDS-PAGE del 1lisato cellulare. I corpi di
inclusiocne sono stati isolati dal pellet cellulare
omogeneizzato mediante un prcoctocollo di
centrifugazione che includeva svariate fasi ai
lavaggio per rimuovere 1 detriti cellularl e altre
impuritd delle cellule ospite. I corpi di inclusione
purificati sono stati solubilizzati in un tampone
denaturante {Tris/HCl 100 mM a pH 8,0, Gdn-HCl & M,
EDTA 2 mM) e gli scFv sono stati rinaturati mediante
un protocollo di rinaturazione scalabile che generava
quantita di milligrammi dilscFv monomerico ripiegato
in modo nativo. Un protocollo standardizzato & stato
impiegatc per purificare gli scFv, che includeva le
seguenti fasi. Il prodotto dopo il rinaturazione &
stato catturato da wuna cromatografia di affinita
usando 1’agarosio Capto L (GE Healthcare) per ottenere
scEFv purificati. I | candidati principali che
soddisfacevano i criteri di affinitd e potenza nei
test iniziali sono stati ulteriormente purificati da
una cromatografia di esclusione dimensionale lucidante
usando una colonna HiLoad Superdex75 (GE Healthcare).
Successivamente al protocollo di purificazione le
proteine sono state formulate in una soluzicne salina
tamponata e caratterizzate dai vari metedi biofisici,

di interazione proteica e biologici, come descritte di
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seguito. La producibilita. dei differenti costrutti e
stata confrontata determinando la resa finale di
proteina purificata per 1l lottoc e normalizzando
questo valore a 1 1 di volume di rinaturazione.

1.2.2 Caratterizzazione biofisica di un scFv
umanizzato

La caratterizzazicne Dbiofisica di scFv rispetto
alla stabilita e alla producikilita & stata compilata
nella Tabella 5. La producibilita e la stabilita del
costrutto scFv €& stata caratterizzata dai differenti
punti di rendicontazione discussi nelle sezioni
successive.

L'scFv & stato esaminatc in base a determinati
criteri, come spiegato di seguito.

I1 criterio di producibilita deve garantire che
1’entitd scPFv selezionata possa essere espressd,
rinaturata e purificata in quantitd sufficienti per
supportare lo sviluppo successivo della moleccla di
piombo. I criteri definiti erano la resa di
espressione di scFv per litro di brode di
fermentazione, wvalutata mediante SDS-PAGE, & la resa
d1 purificazione ottenuta nel processo generico su
scala di laboratorio, valutata mediante misurazione
della quantita di proteina purificata mediante

spettrometria UV, calcolata a 1 1litro di soluzicne
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rinaturabile.

I criteri di stabilita avevano lo scopo di
valutare la propensione all’aggregaziocne durante il
processo di fabbricazione delle molecole e la loro
integrita strutturale durante lo stoccaggio e
l’ulteriore manipclazicone. Il contenute di monomero
determinato mediante SE-HPLC consente di wvalutare la
stabilita colloidale delle molecole durante il
processo di purificazione (2.2.3). In un successivo
studio di stabilita il contenutc di monomerc e stato
testato per una durata di 4 settimane a 1 e 10 mg/ml e
<-65° C. 1Inoltre, 1la stabilita cclloidale delle
proteine & stata testata dopo 5 cicli di congelamento
e scongelamento. Come parametro aggiuntive che indica
la stabilita, il punte medio della denaturazione
termica & stato determinato mediante fluorimetria a
scansione differenziale {(DSF) (2.2.4) per fornire una
lettura per la stabilita conformazicnale dei candidati
principali.

Tabella 5: Riepilogo dei dati di

caratterizzazione biofisica per gli sckFv umanizzati.

10t clone Coslritto Slabilita Producibilita
Ty Consanazions ::a'wm Fusn Eafuossicte p,,'?;::;,,
“ 4% %) 1 .
=} 1A% [a3%] . {1 [&/\) -

-65°C -25'C 4'C )
16-22-H05-5c01 COR 4.2 nd nd d ruf 9840 fid 121
16-22-HO5-5¢02 16-22-H05
16-22-H05-5¢04
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1.2.2.1 Valutazione della producibilita

Le molecole scFv candidate guida sonc state
espresse mediante fermentazione in pallone agitato in
modalitd batch e purificate mediante un processo
genericc su scala di laboratorio per produrre 1
carmpioni di proteine per un’ulteriore
caratterizzazione., Durante questo processo sono stati
monitorati alcuni parametri chiave delle prestazioni
per confrontare le moleccle candidate e identificare
costrutti potenzialmente difficili da sviluppare. Il
titolo di espressione & stato determinato a livello
del lisato grezzo di E. coli dopo la raccolta delle
cellule mediante centrifugazione. Durante la raccolta
& prevista una piccola perdita di cellule, tuttavia e
stato deciso di trascurare questo fattore per il
calcolo della resa di espressione a favore di una
stima pil conservativa della produttivita. Per la
gquantificazione del prodotto scFv nel lisatc colorato
con Coomassie di SDS-PAGE riducente (2.2.1) & stato
selezionato grazie all’elevata specificita del metodo
che permette di discriminare il prodotto dalle
proteine della cellula ospite nel campione.

Un secondo criterio per valutare la producibilita
& la resa di purificazione di scFv calcolata per litro

di soluzione di rinaturazione. Questo parametro
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affronta 11 potenziale collo di bottiglia nel processo
di produzione previsto che include una fase di
rinaturazione delle proteine. Poiché 1'efficienza
della procedura di rinaturazione si e dimostrata
limitante in processi di produzione comparabili, si e
deciso di confrontare le prestazioni dei differenti
costrutti rispetto alla producibilita normalizzata a
un volume di rinaturazione definito. Per il calcolo
della resa, il campione proteico finale di ciascun
lotte & stato quantificate mediante assorbanza UV
(2.2.2) e diviso per 11 wvolume di rinaturazione
effettivo della rispettiva purificazione (Tabella ©).
Tabella 6: Riepiloge dei dati di preducibilita
per due scFv umanizzati. Tl titolo di espressione e
stato determinato mediante SDS-PAGE gquantitativa su
lisati di cellule di fine produzione. La resa del
lotto e stata determinata mediante misurazione
dell’ assorbanza UV del pool di purificazione finale.
La resa di purificazione & <calcolata come scFv

purificato per litro di volume di rinaturazione.

Producibilita
Titolo di espressiane Resa lotto Volume di Resa di purificazione
ID costrutto [g/l [mg] rinaturazione [L] [mg/l]
16-22-H05-5c02 0,27 14,3 0,48 29.8
16-22-H05-sc04 0,26 11,9 0,49 24,1

1.2.2.2 Valutazione della stabilita

La valutazione della stabilita conformazionale,
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monodispersitd e integritd strutturale dei costrutti
scFEv e una componente integrante per la
classificazione delle differenti molecocle rispetto
alla sviluppabilita. Un prerequisitc per il confronto
significativo dei differenti costrutti e la
preparazione di molecole purificate di qualita simile.
I1 criterio “purezza monomerica” determinato mediante
SE-HPLC punta a garantire la qualita compatibile delle
differenti sostanze in esame. Oltre all’analisi SE-
HPLC, & stato effettuato un SDS-PAGE per la
determinazione della purezza e dell’identita delle
proteine per confermare la qualita comparabile delle
preparazioni testate.

I risultati SE-HPLC dei due scFv rivelano che
tutte le preparazioni potrebbero essere purificate a
un contenutc di monomero 2 99% (Figura 2).

I1 comportamento di denaturazione termica dei
candidati principali & stato testato mediante
fluorimetria a scansione differenziale (DSF) per
consentire 1la classificazione delle molecole rispetto
alla loro stabilitd conformazionale attesa. Un grafico

normalizzato dei dati grezzi di fluorescenza &

raffigurato nella Figura 3, che descrive le
misurazioni duplicate di ogni campione. E stato
osservato un compertamento di denaturazione
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cooperativo. TLe due molecole 16-22-H05-sc02 e 16-22-
HC5-sc04 mostravano una T, rispettivamente di 71,3 e
72,6° C.

In un secondo braccic della wvalutazione della
stabilitd & stata monitorata la monodispersita delle
molecole per la durata di 4 settimane a differenti
temperature. I risultati dellc studio di stabilita e
il contenuto di monomerc risultante sono mostrati
nella Figura 4. Entrambe le molecole (16-22-H05-sc02 e
16-22-H05-scC4) iniziano con un contenuto di monomero
superiore al minimo del 95% di monomerc e perdonc meno
del 5% di monomero rispetto al rispettivo valore di
partenza a una concentrazione di 10 mg/ml. Allo stato
congelato a -20° C e < -65° C 1 campioni mostravano
soltanto minime differenze nel tempo. Alla condizione
pit stringente (4° C) la molecola 16-22-H05-sc02 ha
perso solo lo 0,2% di monomero durante le 4 settimane.
Inoltre, & stato condotto uno studio di stabilita alla
sollecitazione a una temperatura di 37° C e una
concentrazione di scFv di 10 mg/ml per un massimo di 4
settimane. A guesta condizione c¢i si aspetta una
discriminazione pilt stringente della propensione
all’aggregazione dei differenti costrutti. I dati
risultanti riassunti nella Figura 6 hanno rivelato una

perdita di monomero del 15% dopo 28 giorni. Entrambi
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gli scFv hanno dimostrato una buona stabilita del
monemero in condizioni di sollecitazione. I
cromatogrammi dello studic di stabilita a 4° C sono
forniti nella Figura 5, dove viene mostrato il
campione al giocrno 0 e dopo 28 giorni a 4° C. 1In
questo cromatogramma vengono mostrati anche i
risultati della stabilita di
congelamento/scongelamento. Per questa parte dello
studic i campioni sono stati ripetutamente congelati e
scongelati per un totale di 5 cicli. La risultante
gquantificazione del contenuto di monomero mediante SE-
HPLC analitica non ha rivelato alcun cambiamento nei
due campioni (Tabella 5).

E stata effettuata un’analisi SDS-PAGE per i due
scFv per generare dati di supporto per la
quantificazione mediante assorbanza UV, confermando la
purezza della preparazione del campione e conferendo
quindi specificita per la guantificazicne del
contenuto. In un altro aspetto di questa analisi i
risultati della SDS-PAGE hanno rivelato 1’assenza di
degradazione delle proteine durante lo studio di
stabilitd (28 giorni a 4° C e una concentrazione di 10
mg/ml rispetto al campione dal giorno 0 conservato a <
-65° C), caratteristica importante dal punto di vista

dello sviluppo.
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}.  importante notare che 1 differenti studi
effettuati nell’ambito di questa valutazicne
affrontano aspetti meccanicistici distinti della
stabilita delle proteine. La determinazicne della
temperatura di denaturazicne termica di una proteina
dara risultati complementari alla misura della
monodispersitd mediante SE-HPLC dopo la conservazione
a temperatura elevata. Sebbene entrambi i metedi siano
designati per fornire una stima del potenziale di
conservazione e stabilita del prodotto, 1 meccanismi
affrontati sono profondamente differenti. Il punto
medio di transiziocne (Tm) valutato dalla denaturazione

termica & una misura qualitativa per la stabilita del

dominio proteico {(non consente la determinazione
termodinamica di AG). I domini proteici altamente
stabili {alta Tm) hanno meno probabilita di

svilupparsi spontaneamente a temperatura ambiente e
quindi sono meno inclini
all’aggregazione/precipitazione irreversibile guidata
dalle interazioni del dominic denaturato. L'elevata
stabilitd del dominio indica un confezionamento denso
di residui amminoacidici, che é& anche correlatc alla
resistenza al clivaggio della proteasi. La valutazione
SE-HPLC determina invece gquantitativamente i1

contenuto della frazione monomerica nonché di
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oligomeri/aggregati solubili. Tali oligomeri solubili
sono spesso assoclazioni reversibili e relativamente
sciolte guidate da interazioni elettrostatiche o
idrofobiche tra proteine correttamente piegate. Esiste
una certa correlaziocne tra la T, valutata dalla
denaturazione termica e la propensione alla formazione

di oligomeri/aggregati wvalutata mediante SE-HPLC, in

particolare per le proteine con stabilita “borderline”.

Oltre una certa soglia di Ty di circa 60° C i domini
variabili dell’anticorpo 50N0 generalmente
sufficientemente stabili per essere resistenti
all’aggregazione/precipitazione e alla degradazione
proteclitica a causa della parziale denaturazione del
dominio a temperatura ambiente. Tuttavia, pud ancora
verificarsi 1l’oligomerizzaziocne guidata da interazioni
idrofobiche e/o elettrostatiche dei residui
superficiali. & importante sottolineare che in uno
studio di stabilita accelerata (sollecitazione) a
temperatura elevata (per esempio 37° C) 1 wari
meccanismi di  formazione e precipitazione degli
oligomeri possono verificarsi simultaneamente.

1.2.3 Caratterizzazione di legame e attivita di
scFv umanizzati in vitro

Di seguito gli scFv umanizzati sono stati

caratterizzati in wvitrc per le loro proprieta e
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potenze di legame al bersaglio. E stata analizzata la
cinetica di legame (ks, ka e Xp) a TNFo umanc e la
potenza per neutralizzare 1’'apoptosi dei fibreblasti
1,929 indotta da TNFx. Inoltre, & stata determinata la
potenza per inibire 1’apoptesi indotta da TNFa di
scimmia Cynomolgus (Macaca fascicularis) e di scimmia
Rhesus (Macaca mulatta), nonché la potenza per inibire
1’interazione tra TNFoa umano e TNFRI/TNFRII mediante
ELISA e la selettivita di bersaglic per il legame a
TNFa rispetto a TNEFB.

Per la comprensione dei risultati seguenti e
importante notare che sia il trasferimento delle CDR
di coniglio su uno scaffold di dominio variabile umano
sia il cambiamento nel formate dall’IgG a grandezza
naturale al frammento scFv possono avere un impatto
sulle proprieta farmacologiche. Per esempio, una certa
perdita di affinita e solitamente associata
all’umanizzazione. Inoltre, a causa delle dimensioni
inferiori dello scFv rispetto all’IgG, la capacita di
uno scFv di interferire con 1 partner di interazione
attraverso un ostacolo sterico & ampiamente ridotta.
Infine, ma non meno importante, occorre ncotare che a
causa della sua modalitda bivalente di legame a TNFx
omo trimerico, 1l’affinita dell’IgG genitore potrebbe

essere stata segnalata troppo alta (artefatto SPR). Di

103

%,




conseguenza, dquando vengono confrontate le affinita
tra IgG di coniglio bivalente parentale e sckv
monovalente umanizzato, la “perdita di affinita”
riportata pud essere sovrastimata.

1.2.3.1 Affinita

L’affinita degli scFv umanizzati con TNFa umanc e
stata determinata mediante misurazioni SPR (vedere
anche 2.1.1). L’affinitda ¢& stata determinata usando
diluizioni seriali 2 volte dei rispettivi scFv. GIli
scFv sono stati derivati da un anticorpo monoclcnale
di coniglioc. Sono state generate due varianti sckv,
denominate “CDR” (CDR) e “innesto strutturale” (STR).
Per valutare il contributo relative delle sostituzioni
di cornice nella catena leggera e in gquella pesante e
per ridurre possibilmente i1l numero di residuil
amminoacidici @i «coniglio introdotti nella cornice
umana, sono stati effettuati esperimenti di shuffling
di dominioc. Pertanto, i costrutti scFv contenenti una
catena leggera innestata con CDR e una catena pesante
a innesto strutturale (CDR/STR) sono stati generati
per il clone 16-22-HO05.

I primi scFv 16-22-H05-sc02 (STR) e 16-22-H05-
sc04 (CDR/STR) si legano con affinitd rispettivamente
di 4,5 x 10" e 1,1 x 107*° M. 16-22-H05-sc04 mostrava

soltanto una leggera riduzione di affinita rispetto
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alla sua variante di “innesto strutturale” (16-22-H04-
sc02) (vedere tabella 7). Questi risultati
suggeriscono che 1faffinita degli scFv umanizzati
dipende principalmente dai pochi ammincacidi  di
coniglio introdotti nella struttura della catena
pesante umana.

1.2.3.2 Pctenza

Ta capacita degli scFv umanizzati di
neutralizzare TNFo umanc & stata analizzata usando 1l
sagglio L929 (vedere anche 2.1.2). La potenza (ICs €
ICey) per neutralizzare 1'apoptosi indotta da TNFo &
stata analizzata per scfv derivati da 16-22-H> e
confrontata con la potenza dell’anticorpo di
riferimento infliximab per consentire il confronto
diretto dei valori di ICsy; e ICy da differenti piastre
di saggio. I valori relativi di ICs e ICys sono stati
calcolati in unitd di massa (ng/ml} di infliximab e
scFv. L’analisi della potenza & stata effettuata pit
volte in giorni svariati «con lotti svariati di
frammenti di anticorpi. La Figura 7 mostra curve dose-
risposta rappresentative di un esperimento per
ciascuno dei due scFv. I valori medi delle misurazioni
replicate sonc mostrati nella Tabella 7 (le deviazioni
standard sono riassunte nella legenda della tabella).

Gli scFv umanizzati inibivano 17apoptosi indotta
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da TNFoa con valori di ICsy e ICsg inferiori rispetto a
infliximab (vedere la Tabella 7). Coerentemente con i
risultati SPR, la variante 16-22-H05-sc04 (CDR/STR)
con shuffling di dominio mostrava la stessa potenza
rispetto all’innesto strutturale 16-22-H05-sc02 {STR) .
Gli scFv 16-22-H05-sc04 e 16-22-H05-sc02 mostravano
eccellenti attivitd di neutralizzazione di TNFa, con
valori di ICsy; rispettivamente di 14,6 e 13,1 wvolte
migliori rispetto a‘infliximab. I valori ICgy di 16-22-
HO5-sc04 e 16-22-H05-sc02 erano rispettivamente di
13,1 e 12,6 volte migliori rispetto a infliximab. Cdﬁe
osservato per gli anticorpi moncclonali di coniglio
parentale, non c’era una chiara correlazione tra
affinita e potenza degli anticorpi (correlazione non
mostrata). Tuttavia, scFv derivato da 16-22-HO05 che
mostra le affinita pit elevate (16-22-H05-sc02 (STR) e
16-22-H05-sc04 (CDR/STR)) mostrava anche la massima
potenza. Inoltre, i risultati dei saggi di
neutralizzazione suggeriscono che é necessario
raggiungere una certa affinita di soglia per
un’efficace inibizione della segnalazione di TNFo. Per
esempilo, schkv 16-14-D0B8-sc01 (CDR), 16-15-C09-s5c01
(CDR), 16-24-H07-sc01 (CDR) e 17-20-GC1-sc01 (CDR),
tutti che legano TNFa con affinita supericri a 1 nM,

mostrano uno scarso potenziale per neutralizzare TNFo

106




{non mostrato) .

1.2.3.3 Reattivita incrociata tra specie (TNFa di
scimmia Cynomolgus e Rhesus)

La reattivita incrociata delle specie per gli
scFv di primo livello & stata determinata con due
metodi: 1) potenza per neutralizzare TNFa di scimmia
Cynomolgus e scimmia Rhesus nel saggio L9238 e 2)
affinita a TNFx di scimmia Cynomolgus e scimmia Rhesus
mediante SPR. La potenza per neutralizzare TNFa dalle
differenti specie & stata determinata mediante 1l
saggio 1929 in modo simile a quanto descrittoc sopra
per TNFo umano usando rispettivamente TNF« di scimmia
Cynomolgus e di scimmia Rhesus (vedere anche 2.1.2).
TNFa di entrambe le specie mostrava una potenza molto
simile nell’ indurzre 1" apoptosi L8929 (dati non
mostrati). Pertanto, le stesse concentrazioni di TNFo
nell’uomo e nella scimmia sonc state usate per 1 test
di reattivita incrociata delle specie. Incltre, la
cinetica di legame (mediante SPR) a TNFa di scimmia
Cynomolgus e di scimmia Rhesus e stata determinata
usando un saggio simile a quello di TNFa umano (vedere
anche 2.1.1).

Tutti gli scFv derivati dal clone 16-22-HC5
mostravano reattivita incrociata a TNFa di scimmia

Cynomolgus e scimmia Rhesus (vedere Tabella 7). Le
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affinita erano simili, vale a dire 2,0 x 107 e 2,3 x
107 M rispettivamente per Scimmia Cynomolgus e
scimmia Rhesus. La differenza di affinita tra TNFa
umano e di scimmia era di circa 5 volte. Le
potenzialita  per neutralizzare TNFo di scimmie
Cynomolgus, Rhesus e umano erano ben correlate con le
affinita con i rispettivi TNFa. Di conseguenza, 1 due
cloni derivati da 16-22-H(05 mostravanc potenze da 5 a
7 volte inferiori verso TNFa di scimmia rispetto a
TNFo umanc (vedere Tabella 7 e Figura 8). Per
riassumere, i due scEFv mostravano reattivita
incrociata a TNFa delle specie Cynomolgus e Rhesus.

1.2.3.4 Blocco dell’interazione TNFa-TNFRI/II
umana

Oltre al sagglio L929%, 1'ELISA ha valutato la
potenza di ciascun scFv  umanizzato nell’inibire
1’'interazione tra TNFoa umanc e TNFRI/II (vedere 2.1.3).
Analogamente al saggio L9929, i wvalori di ICs0
individuali su ciascuna piastra sono stati calibrati
rispetto all’ ICsp della molecola di riferimento
infliximab che & stata portata su ciascuna piastra e i
relativi valori di ICsy e ICg sono stati calcolati in
unitd di massa {(ng/ml) di Infliximab e scFv.

I saggi di neutralizzazione possono distinguere

le potenze degli anticorpi bloccanti il Dbersaglio
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scltanto se legano il loro bersaglio con una costante
di legame all’equilibrio (KD) che ¢& maggiore della
concentrazione di bersaglio usata nel saggio di
potenza (KD > concentrazione di bersaglio). Per 1l
saggio L929 & stata usata una concentrazione di TNFw
di 5 pM mentre negli ELISA di inibizione di TNFRI/II &
stata usata una concentrazione di TNFa di 960 pM.
Pertanto, in teoria, il saggio L929 pud differenziare
le potenze tra scFv con KD> 5 pM, mentre 1’ inibizione
ELISA pud soltanto differenziare le potenze tra scFv
con KD > 960 pm. Poiché tutti gli scFv analizzati
mostravano KD inferiori a 960 pM, le potenze tra sckv
con affinita differenti (ma meccanismo d’azione simile)
possono essere differenziate soltanto nel saggio L929.
16-22-H5-s5c02 e 16-22-05-sc04 mostravano potenze
per il blocco dell’interazione TNFa-TNFRI tra 2,8 e
3,5 volte superiori rispette a infliximab mentre la
potenza rispetto a infliximab nel saggio L9229 era
significativamente piu alta (13,1 e 14,6 volte).
Quando vengono confrontati i wvalori relativi di TCsp
per le IgG parentali di coniglio (vedere Tabella 2)
con i valori relativi di ICse per gli scFv umanizzati
(Tabella 7), le potenze degli scFv sono in generale
leggermente superiori rispetto alle IgG parentali

sebbene le affinita in generale siano nello stesso
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intervallo per le IgG di coniglio parentale. Poiché le
potenze degli anticorpi e degli scFv s0no state
confrontate in unitd di massa, il numero di valen:ze
(siti di legame di TNFa) a ciascuna concentrazione e
circa 2,9 volte pitt altc per gli scFv monovalenti
rispetto alle IgG piu di cingue volte pin pesanti ma
pivalenti. Con scFv di legame ad affinita molto
elevata, cid ha come risultato un blocco piu potente
dell’interazione TNFa e TNFRI/II poiché la mancanza di
aviditd non & pit critica per l7attivita. Al contrario,
con i domini monovalenti a bassa affinita ¢ stato
pubblicato 17opposto (Coppieters et al. Artrite e
reumatismi, 20086; 54:1856p-1866). Per i motivi
summenzionati, i risultati dell’inibizione ELISA non
sono stati usati per la classificazione delle potenze
tra i differenti anticorpi ma principalmente per il
confronto del potenziale degli anticorpi di bloccare
1’ interazione con TNFRI rispetto a TNFRII. Gli scPv
studiati hanno bloccatc 1'interazione tra entrambi 1
recettori TNFo con potenze comparabili (Tabella 9,
Figura 9 e Figura 10).

1.2.3.5 Specificita di bersaglio (selettivita per
il legame a TNFo rispetto a TNEB)

La specificitad dei due scFv (16-22-H05-sc0z e 16-

22—H05—SCO4) per TNFa rispetto a TNER & stata
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confermata dalla valutazione del potenziale relativo
di TNFB rispettc a TNFa per inibire per meta il legame
di TNFa a ciascun scFv ed é stato misurato in un ELISA
competitivo (vedere anche 2.1.4). La qualita di TNFB
umano ricombinante & stata analizzata 1) per la
purezza mediante saggio SDS-page e HPLC, e 2) per
17attivita biologica nel saggio di citotossicita 1929
nel topo, dal produttore della proteina. Come mostrato
nella Figura 11, 1’interazione tra ciascuno degli sclv
con TNFo biotinilato & stata blcccata da TNFa senza
etichetta con wvalcri di 1ICsy compresi tra 60 e 260
ng/ml, mentre TNFR non mostrava alcun effetto
significative anche alla massima concentrazione di
TNFR testata (1250 ng/mi). Pertanto, tutti gli scFv
analizzati si legano specificamente a TNFa ma non al
suo omologo pill vicino, TNFB. TNFP non mostrava alcuna
inibizione significativa del legame di TNFa agli scFv
alle concentrazioni testate. Pertanto, la
concentrazione di TNFB richiesta per inibire fino a
meta il legame di TNFa deve essere significativamente
pit alta della concentrazione pil alta di TNFP usata
nel saggio (1250 pg/ml). Quando vengono confrontate le
concentrazioni di TNFa e TNFB@ richieste per inibire
fino alla metd del massimoc il legame di TNFa agli scFv,

la selettivita per il legame a TNFa rispetto a TNEP e
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significativamente maggiore di circa 5000-20.000 volte

per tutti i frammenti testati (vedere anche Tabella 7).

Pertanto, il legame fuori bersaglio di uno qualsiasi
degli scFv sembra altamente imprcbabile.
I risultati degli esperimenti descritti sopra

sono riassunti nelle tabelle da 7 a 9.
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2. Metodi

2.1 Saggi di caratterizzazione della guida

2.1.1 Cinetica di legame e reattivita incrociata
tra specie mediante SPR

Le affinita di legame degli scFv verso TNFa umano
sono state misurate mediante risonanza plasmonica di
superficie (SPR) wusando uno strumentc MASS-1 SPR
(Sierra Sensors). Le prestazioni del saggio SPR sono
state qualificate mediante analisi di un’interaziocne
antigenica anticorpale di riferimento come
1'interazione certolizumab-TNF«. I1 frammento Fab
pegilato certolizumab & statc selezicnato come
riferimento per la sua modalita di legame monovalente
simile a quella degli  scFEv. Usando la stessa
configurazione del saggio delle misurazioni di
affinita degli scFv, & stato determinato un valore di
9,94 x ™ M per 17affinita di certolizumab con TNFa.
Questc valore & in buon accorde con 1 valori Kp
pubblicati di 9,02 + 1,43 x 10 "' M (BLA certclizumab;
Numero BLA: 125160; data di presentazione: 30 aprile
2007) .

Per le misurazioni di affinita di scFv TNFax umané
(Peprotech, Cat. N. 300-01) & stato immobilizzato su
un chip sensore (SPR-2 Affinity Sensor, Amine, Sierra

Sensors) mediante accoppiamento con ammina per
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raggiungere un livello di immobilizzazione da 50 a 100
RU (i 1livelli di immobilizzazione ottenuti durante
1"analisi SPR erano compresi tra 40 e 120 RU). In una
prima fase, lo screening di affinita degli scEv =}
stato effettuatc usando una sola concentrazione di
scFv (90 nM). In una seconda fase, per gli scFv con le
migliori prestarzioni, & stata misurata la cinetica del
ciclo a iniezione singola (SiCK, Single Injection
Cycle Kinetics) da un singeclo cicle di iniezione
iniettando simultaneamente sei campioni di analita a
differenti concentrazioni in c¢iascuno degli otto
canali paralleli nel sistema MASS-1. Per gli screening
di affinita, scFv umanizzati sono stati iniettati
nelle celle a flusso a una concentrazione di 90 nM per
tre minuti e la dissociazione & stata monitorata per
12 minuti. Per le successive determinazioni di
affinita pit precise, diluizioni seriali duplici di
scFv comprese tra 45 e 1,4 nM sono state iniettate
nelle celle a flusso per tre minuti e la dissociazione
della proteina da TNFx immcbilizzato sul chip sensore
& stata lasciata procedere per 12 minuti., Le costanti
di velocita di dissociazione apparente (k4) e di
assocliazione {%a) e la costante di dissociazione
all’equilibrio apparente (Kp) sono state calcolate con

il software di analisi MASS-1 (Analyzer, Sierra
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Sensors) usande il medello di  legame uno a uno
Langmuir e la qualitad degli accoppiamenti & stata
monitorata in base al Chi”’, che & una misura per la
qualita dell’adattamento della curva. Pit piccole & il
valore per 1l Chi? piu accurato & 1’adattamentc al
modello di legame di ZILangmuir uno a uno. Per gli
screening di affinita, i risultati sono stati ritenuti
validi se il <cCchi? era inferiore a 10 per Ila
concentrazione analizzata. Nel casi in cuil scno state
analizzate svariate concentrazioni di sckv, i
risultati sono stati ritenuti validi se il Chi? medio
su tutte le concentrazioni testate era inferiore a 10.
I criteri di accettazione séno statl scddisfatti per
tutti gli sckv testati,.

La reattivita incrociata tra specie a TNAc di
scimmia Cynomolgus (Sino Biclogical, Cat. 90018-CNAE)
e di scimmia Rhesus (sistemi di ricerca e sviluppo,
cat. 1070-RM-025/CF) (Peprotech, Cat. N. 315-01A) e
stata misurata usando la stessa configurazione del
saggio e applicando le stesse misure di gqualita
descritte sopra per TNFx umano. Per scimmia Cynomolgus
e Rhesus SONOo stati raggiunti livelli di
immobilizzazione di TNFx compresi tra 50 e 180 RU e da
90 a 250 RU, rispettivamente. Gli scFv sonc statil

analizzati usando diluizioni seriali duplici con
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concentrazioni che variano tra 45 e 1,4 nM. I valori
medi di Chi2 erano inferiori a 10 per tutti gli scFv
testati.

2.1.2 BApoptosi indotta da TNFa nei fibroblasti
1929 (neutralizzazione di primati umani, non umani e
TNFa da parte di scEv)

La capacita degli scFv di neutraiizzare
1’attivita biologica di TNFo umano ricombinante e
stata valutata usando fibroblasti 1929 di topo
(ATCC/LGC Standards, Cat. N. CCL-1). Le cellule L929
sono state sensibilizzate all’apoptosi indotta da TNFo
mediante aggiunta di 1 pg/ml di actinomicina D.
Diluizioni seriali 4in triplicate di anticorpo di
riferimento anti-TNFa o scFv (3000-0,05 ng/ml) e TNFax
umano ricombinante 5 pM (Peprotech, Cat. No. 300-01)
sono state preincubate a temperatura ambiente per 1
ora. La concentrazione di TNFo usata (5 pM) induce
1’ apoptosi L929 submassimale (ECg). Dopo 17 aggiunta
delle miscele agonista/inibitore, 1le cellule sono
state incubate per 24 ore. La sopravvivenza delle
cellule & stata determinata mediante un saggio

colorimetrico usando il reagente di proliferazione

cellulare WST-8 (2-(2-metossi-4-nitrofenil)-3-(4-
nitrofenil)—S-(Z,4—disolfofenil)—2H—tetrazolio, sale

monosocdico) (sigma Aldrich, Cat. N. 96092). WST-8
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viene ridotto dalle deidrogenasi cellulari a un
prodotto di formazano arancione. La guantita di
formazano prodotta & direttamente proporzicnale al
numerc di cellule viventi. I dati sono stati
analizzati usando un adattamento della curva logistica
a quattro parametri wusando il Softmax Data Analysis
Software (Molecular Devices) e la concentrazione di
anticorpi di riferimento o  scEV necessari  per
neutralizzare 1’apoptosi indotta da TNFa del 50% e del
90% (ICsg e ICgy) & stata calcolata {vedere anche la
Figura 7). Per rendere 1 valori di ICs;p e ICg
direttamente confrontabili tra esperimenti effettuati
in giorni differenti o su piastre di saggio differenti,
i valori di ICsp e 1ICso sono stati calibrati contro
17 anticorpo di riferimento infliximab. Per controllare
la precisione della risposta, le curve dose-risposta
sono state analizzate 1in duplicato. Le deviazioni
standard e 1le CV sono state calcolate per ciascun
punto di misurazione (CV< 20%) .

La reattivita incrociata tra specie a TNAa di
scimmia Cynomolgus (Sino Biological, Cat. 90018-CNAE)
e di scimmia Rhesus (sistemi di ricerca e sviluppo,
cat. N. 1070-RM-025/CF) & stata misurata usando la
stessa configurazione del saggio e applicando le

stesse misure di qualita descritte sopra per TNFX
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umano. Analogamente alla controparte umana, le
concentrazioni di TNFa che inducono 1’apoptosi di L9293
submassimale {(ECgy) sono state usate per i test di
reattivitda incrociata tra specie. TNFo di entrambe le
specie mostrava una potenza molto simile a TNFa umano
nell’indurre 1’apoptosi dei fibroblasti di topo L929.
Di conseguenza la stessa concentrazione di TNFa (5 pM)
& stata usata per altre specie testate. Durante 1 test
di. reattivita incrociata delle specie, 1 CV della
maggior parte dei punti di misurazione duplicati erano
inferiori al 10%.

2.1.3 ELISA di inibizione di TNFa

L'effettc inibitorio degli scFv sul legame del
ligando & stato wvalutato usando un ELISA, un metodo
biochimico che riproduce esclusivamente 1’interazione
tra TNFa e TNFRI e TNFRII.

Per la prima inibizione ELISA, il dominio
extracellulare di TNFRI fuso con la regione Fc delle
IgG umane ({(R&D Systems, Cat. N. 372-RI) & stato
applicato su un Maxisorp ELISA a 96 pozzetti a una
concentrazione di 0,5 ng/ml. Per la seconda inibizione
ELISA, il dominio extracellulare di TNFRII fusoc con la
regione Fc delle IgG umane (R&D Systems, Cat. N. 726-
R2) & stato applicato a una concentrazione di 2 pg/ml.

Tutte le fasi successive erano identiche per entrambi
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i saggi. Per rilevare 1l legame di TNFx a TNFRL e a
TNFRII, TNFa & stato biotiniltato prima del suo uso.
TNFo umano biotinilato (960 pM, 50 ng/ml) & stato
prima incubatc con scFv anti-TNFa umanizzati diluiti
in serie 3 volte e infliximab (10.000 ng/ml-0,2 ng/ml)
per 1 ora a temperatura ambiente. Le miscele di
TNFa/frammento di anticorpo sono state trasferite alle
piastre immobilizzate del recettore TNF e il legame di
TNFa non bloccato al recettore TNFa immobilizzato e
stato rilevato dopo incubazione a temperatura ambiente
per 20 minuti con streptavidina-HRP legante la biotina
(reagenti 3DT, Cat. N. SP40C) . L’ aggiunta del
substrato 37,5,5' -tetrametilbenzidina {TMB) ha
prodottc una lettura colorimetrica proporzionale al
legame di TNFo a TNFRI e TNFRII. Prima dell’uso nella
competizione ELISA, 1l’attivitd Dlologica di TNFo
biotinilato & stata confermata nel saggioc L929. L’ECsg
di TNFa biotinilato era simile all’ECsp di TNFa non
etichettato (dati non mostrati). Analogamente al
saggio L929 descritte sopra, 1 dati sono stati
analizzati usando un adattamento della curva logistica
a quattro parametri usando il software Softmax Data
Analysis (Molecular Devices) e la concentrazione di
scFv richiesta per inibire 1’interazione di TNFa e

TNFR del 50% e del 90% (ICspy e ICq) €& stata calcolata.
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Per rendere 1 valori di ICsy e 1LCg direttamente
confrontabili tra esperimenti effettuati in giorni
differenti o su pilastre di saggio differenti, 1 valori
di ICsy e ICg scnc stati calibrati contro 1’anticorpo
di riferimento infliximab.

Per controllare la precisione della risposta, le

curve dose-risposta sono state analizzate in duplicato.

Le deviazioni standard e le CV socno state calcolate
per ciascun punto di misurazione (CV< 25%).

2.1.4 Specificita di bersaglio

Per confermare la specificitd degli scFv anti-
TNFe, & statoc valutato il legame all’elemento della
famiglia piu omologo, TNFR. Il potenziale di inibire
1"interazione di TNFa bictinilato con scbv da parte di
TNFP senza etichetta (Peprotech, Cat. N. 300-C1 B) e
TNFa (Peprotech, Cat. No. 300-01) & stato analizzato
mediante ELISA di competizione. A tal fine, g¢gli scEv
sono stati applicati su una piastra ELISA Maxisorp a
96 pozzetti a una concentrazione di 1 ng/ml. E stato
rilevato il legame di TNFa biotinilato (75 ng/ml) agli
scFv rivestiti in presenza di TNFa non etichettato
diluito in serie 5 volte (50 pg/ml - 0,00013 pg/ml) o
TNEB (1250 pg/ml - 0,00013 pg/ml) usando streptavidina
legante la bictina-HRP (reagenti SDT, Cat. No. 3P40C)H

come descritto sopra. Per la curva dose-risposta con

122




TNFx 1 dati SONO stati analizzati usando un
adattamento della curva logistica a quattro parametri
usando il software Softmax Data Analysis (Molecular
Devices) ed & stata calcelata la concentrazione di
TNFx senza etichetta richiesta per bloccare
1’ interazione di TNFa biotinilatc con 17scPFv rivestito
del 50% (ICso). TNFP non mostrava alcuna inibizione
significativa dell’interazione tra TNFa biotinilato ¢
scFv (vedere anche Figura 11). Per gquantificare il
potenziale relativo di TNFP rispetto a TNF& di inibire
il legame di TNFa a ciascun scFv, & stato calcolato
1/ICs per inibire 1’interazione di TNFP rispetto a
TNFe. Poiché non & stata osservata alcuna inibizione
significativa quando viene usato TNER a una
concentrazione da circa 5000 a 207000 volte superiore
rispetto all’/ICs di TNFa, la selettivita per il legame
a TNFa rispetto a TNFPp & stata determinata come
significativamente superiore a 57000-20%000 volte. Per
controllare la precisione della risposta, 1le curve
dose-risposta sono state analizzate in duplicato. Le
deviazioni standard e le CV sono state calcolate per
ciascun punto di misurazicne (CV< 25% per tutte le
concentrazioni di TNFa/f testate tranne una). Tutti
gli scFv soddisfacevano questo criterio.

2.2 Analisi CMC
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2.2.1 SDS-PAGE riducente

L”elettroforesi su gel di poliacrilammide con
sodioc dodecil solfato (SDS-PAGE) & una tecnica di
analisi usata per la caratterizzazione qualitativa e
per contrcllare la purezza delle proteine. Seccndo la
United States Pharmacopeia (USP) (USP Capitolo 1056)
1" elettroforesi analitica su gel e un metodo
appropriato e di routine per identificare e wvalutare
1’ omogeneita delle proteine nelle sostanze
farmaceutiche.

11 metodoc viene usato per quantificare la
guantitd di prodotto scFv dai lisati di E. coll per
ricavare la resa di espressione dopo la fermentazione.
Un’altra applicazione del metodo consiste nel
verificare 1’identita delle sostanze in esame in base
al loro peso molecolare rispetto ai valori teorici. A
scopo di supporto, gquesto metodo viene usato per
quantificare la purezza dei campioni di prova rispetto
alle impuritd correlate al processo (proteine della
cellula ospite) e alle impurita correlate al prodotto
(prodotti di degradazione o addotti).

Le analisi SDS-PAGE sono state effettuate con il
sistema di gel prefabbricato disponibile in commercio
“Mini Protean” ottenuto da Bio-Rad Laboratories Inc.

ScFv  umanizzati SOno stati analizzati su gel
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risolventi “Any kD7 (# 456-9036). In entrambi i casi e
stato usato il sistema tampone Tris/Glycine
consigliato dal produttore. Per la rilevazione delle
bande proteiche & stata usata la colorazione coomassie
con la soluzione di colorazione SimplyBlueTM (Life
Technologies Corp., # 1LC6060) o la colorazione con
argento con il Pierce Silver Stain Kit (Thermo Fisher
Scientific Inc., #  24612). Per le procedure di
colorazione sono stati sequiti 1 protocolli del
rispettivo fornitore.

ia documentazione e 17analisi dei gel proteici
colorati & stata effettuata con il sistema di
documentazione ChemiDoc XRS System {Bio—-Rad
Laboratories Inc., # 170-8265) e il software Image Lab,
versione 4.0.1 (Bio-Rad Laboratories Inc., # 170 -
9690) .

Determinazione del titolo di campioni di lisato

SDS—-PAGE consente 1l rilevamento specifico della
proteina di interesse nella miscela di proteine della
cellule ospite. Su ciascun gel e stata inclusa una
serie di diluizioni dellc standard di riferimento
nell’intervallo lineare del metodo (determinato in
anticipo). Una regressione lineare delle intensita di
banda (misurata mediante densitometria) rispetto alle

concentrazioni nominali dello standard di riferimento
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& stata usata per calcolare una curva standard, che a
sua volta & stata usata per estrapolare il contenuto
di scFv nel camplone.

I campioni di lisato con concentrazioni di
prodotto sconosciute sono stati caricati in differenti
diiuizioni (almeno 1:10 in tampone di diluizione) per
avere almeno una concentrazione di scFv
nell’intervalloe lineare del metodo. La quantita di
prodotto & stata calcolata in base alle intensita di
banda misurate di scFv e la concentrazione & stata
determinata usando i fattori di diluizione della
preparazione del campione. I valeori sonc stati
calcolati come media per tutti i campioni che erano
all’interno dell’intervallo lineare della curva
standard.

Come ulteriore prova dell’idoneita del metodo per
la quantificazione del campione di lisato ¢ stato
effettuato un test di inibizicne/potenziamento
aggiungendo a un campione di lisato una quantita nota
di standard di riferimento. Il calcoclo del recupero di
addizione a una diluizione del campione di 1:10 in
tampone di diluizione produceva un valore del 95, 4%
che & allo stesso 1livello di precisione di comne
osservato con 1lo standard di riferimento nel tampone

di diluizione. Pertanto, non & stata osservata alcuna
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interferenza significativa della matrice nei lisati
cellulari e il metodo & stato ritenuto adattc per la
quantificazione del contenuto di scFv nei lisati
cellulari.

Purezza e contenuto di proteina

Per mostrare 1'idoneita del metodo a determinare
il contenuto e quindi anche la purezza dei campioni di
prova, il limite inferiore di rilevamento (LOD, Lower
Limit Of Detection) per un scFv di riferimento '@ stato
determinato visivamente {identificando la banda
proteica) a un caricamento nominale di 0,02 pg, la
valutazione dell’ istogramma di intensita della
rispettiva corsia mostra un rapporto segnale-rumore a
questo carico di circa 2. Inoltre, 17intervallo
lineare per la quantificazione & stato determinato
analizzando densitometricamente le bande principali.

I’ adattamento dei dati con una regressione
lineare risulta in un coefficiente di determinazione
(R 2y di 0,9998, indicando cosl una buona qualita
dell’ adattamento. Oltre alla gqualitad complessiva
dellfadattamento, & stato determinato 1 errore
relativo di ogni singolo punto di dati per documentare
1’ idoneita del metodo nell’intervallo selezicnato. Gli
errori relativi sono inferiori al 10% per tutti 1

punti di dati che indicano una buona precisione di
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questo metodo.

2.2.2 Assorbanza UV a 280 nm

T1 metodo di assorbanza UV a 280 nm & un saggio
di proteine totali come descfitto nel capitelo 1057
dell’USP. Le soluzioni proteiche assorbono la luce UV
a una lunghezza d’onda di 280 nm a causa della
presenza di amminoacidi aromatici. L’assorbanza UV e
una funzione del contenutc di residuli di tirosina e
triptofano nella proteina ed ¢& proporzionale alla
concentrazione proteica. L’assorbanza di una scluzione
proteica sconosciuta pud essere determinata secondo il
capitolo 851 dell’USP sulla spettroscopia applicando
la legge di Beer: A= g*|*c, in cul 1’assorbanza (RA) e
uguale al prodotto dell’assorbivita molare (g), la
lunghezza del percorso di assorbimento e 1la
concentrazicne della sostanza. L’assorbivita molare
per scFv & stata calcolata con il software Vector NTI®
(Life Technolcogies Corporation).

L.a misura dell’assorbanza UV & stata effettuata
con il lettore Infinity M200 Pro dotato di piastra
Nanogquant (Tecan Group Ltd.). L’ assorbanza dei
campioni di proteine & stata misurata a 280 nm e 310
nm, dove questfultima luﬁghezza d’ecnda  fungeva da
segnale di riferimento che wveniva sottratto dal

segnale di 280 nm. Per tenere conto della potenziale
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interferenza della matrice del campione & stata
effettuata una sottrazione del bilanco per c¢lascuna
misurazicne. Il segnale di assorbanza finale di un
campione proteico ottenuto & stato usato per calcolare
la concentrazione proteica usando la legge di Lambert-
Beer,

Tutte le misurazioni sonc state effettuate entro
17intervallo fornito dalle specifiche dello strumento
nell’intervalle di misurazione 0-4 0D, dove una

~

e ununifermita di< 3% e

o

riproducibilita di< 1
specificato dal produttore.

2.2.3 SE-HPLC (cromatografia liquida ad alta
pressione ad esclusione dimensionale)

La SE-HPLC & una tecnica di separazione basata su
una fase stazionaria solida e una fase mobile liguida
come delineato dal capitolo 621 dell’USP. Questo
metode separa le molecole in base alla loro dimensione
e forma usando una fase stazionaria idrofobica e una
fase mobile acquosa. La separazione delle molecocle
avviene tra il volume vuoto (Vy) e il volume totale di
permeazione (V) di una colonna specifica. Le
misurazioni mediante SE-HPLC sono state effettuate su
un sistema Chromaster HPLC {Hitachi High-Technologies
Corporation) dotato di iniezione automatica del

campione e di un rilevatore UV impostato alla
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lunghezza d" onda di rilevamento di 280 nm.
L' apparecchiatura & controllata dal software EZChrom
Elite (Agilent Technologies, versione 3.3.2 8P2) che
supporta anche 1’analisi dei cromatogrammi risultanti.
I campioni di protéine sono stati eliminati mediante
centrifugazione e mantenuti a una temperatura di 6° C
nell’” autocampicnatore prima dell’ iniezione. Per
17analisi dei campioni scFv & stata impiegata la
colonna Shodex  KWA02.5-4F {(Showa  Denko Inc., ¥
F6989201) con una fase mobile salina tamponata
standardizzata (50 mM Sodio acetato pH 6.0, 250 mM
sodio cloruro) alla portata raccomandata di 0,35
ml/min. Il caricamentc di campione di bersaglio per
iniezione era di 5 pg. I campioni sono stati rilevati
da un rilevatore UV a una lunghezza d’onda di 280 nm e
i dati sono stati registrati da una suite di software
adeguata. I cromatogrammi risultanti sono stati
analizzati nell’intervalloc da Vg a V¢ escludendo cosl i
picchi associati alla matrice con tempo di eluizione >
di 10 min.

Per garantire una precisione intermedia del
metodo, uno standard di riferimento e stato misurato
regolarmente all’inizio e alla fine di cliascuna
sequenza HPLC. Lo standard di riferimento usato per

questo test di idoneita del sistema era uno SCivV che
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era stato prodotto come lotto ed era stato suddiviso
in aliquote per essere usato per ciascun punto
temporale di misurazione.

2.2.4 DSF {Fluorimetria a scansione differenziale)

I1 metodo DSF & un metodo non compendiale per
misurare la denaturazione delle proteine dipendente
dalla <temperatura. La misura della temperatura di
denaturazione termica mediante DSF & stata effettuata
con una macchina gPCR MX3005P (Agilent Technologies)
controllata con il pacchetto software MX Pro (Agilent
Technologies) e dotata di un filtro di
eccitazione/emissione impostato a 492/610 nm. Le
reazioni sono state impostate in piastre PCR Thermo
fast 96 bianche (Abgene; #ARB-0600/W) . Per la
rilevazione della denaturazione di proteine una
soluzione stock disponibile in commercio del colorante
SYPRO orange (Molecular Probes; # 56650) & stata usata
con una diluizicne finale di 1:17000. I campioni di
proteine sono stati diluiti per le misurazioni di

denaturazione fino a una concentrazione finale di 50

ug/ml in una soluzione salina tamponata standardizzata.

La denaturazione termica & stata effettuata mediante
un programma di temperatura a partire da 25° C in
rampa fino a 96° C a fasi di 1° C con una durata di 30

secondi. Durante il programma di temperatura & stata
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registrata 1’emissione di flucorescenza di ciascun
campione. I dati grezzi registrati sono stati
elaborati e wvalutati con un pacchetto di modelli
Microsoft Excel (Niesen, Nature Protocols 2007, vol. 2
n® 9) e i dati di fluorescenza sono stati adattati con
un’ equazione di Boltzmann usando 11 programma GraphPad
Prism (GraphPad Software, Inc.) per ottenere il punto
medio di transizione (Tn).

Al fine di produrre misurazioni affidabili e
robuste del punto medic di denaturazione sono state
effettuate almenoc misurazioni duplicate. Per quanto
riguarda la qualita dei dati sono state considerate
soltanto misurazioni con una bonta di adattamento
(R*) > 00,9900 e un intervallo di confidenza del 95%
della T, inferiore allo 0, 5%.

Per una valutazione della precisione intermedia e
statc incluso unc sfandard di riferimento {(noto sckv
caratterizzato) in ciascuna misurazione per consentire
il confronto delle prestazioni del saggio a giorni
differenti.

2.2.5 Studio di stabilita

Al fine di valutare la stabilita di differenti
costrutti scFv come lettura per la sviluppabilita di
gueste molecole, & stato designato un protocollo di

studio della stabilitd a breve termine. I costrutti
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proteici sono stati concentrati in una semplice
formulazione salina tamponata (vedere sopra) alle
concentrazioni bersaglio di i e 1¢ mg/ml. Il contenuto
di monomero & stato determinato mediante SE-HPLC per
confermare che la purezza supera i criteri di successo
di> 95%. Successivamente i campioni di proteine sono
stati conservati a < -65, -20, 4 e 37° C per la durata
di 4 settimane e le aliguote sono state analizzate in
vari momenti. La lettura primaria & 1l’analisi mediante
SE-HPLC, che consente la guantificazione di cligomeri
e aggregatli solubili a pit alto peso molecolare. Come
misure di suppcrto, il contenuto proteico e
determinato dall’assorbanza UV a 280 nm, che fornisce
un’ indicazione se durante 11 periodo di conservazione
gquantita sostanziali di proteine sono state perse per
precipitazione. Per la conservazione scno state usate
provette con tappo a @ vite (Sarstedt, Cat. N.
72.692.005) con quantita di riempimento di 30-1500 pg
per aliquota. Incltre, la purezza €& determinata da
SDS-PAGE che indica la stabilita del costrutto
rispetto alla degradazione o alla multimerizzazione
covalente.

Esempio 3: Generazione di diabody e IgG
umanizzata

Il costrutto di diabody a catena singola & stato
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progettato disponendo 1 domini wvariabili in una
configurazione  VLA-L1-VHB-LZ-VLB-L3-VHA. In questi
costrutti i domini VLA e VHA e VLB e VHB formano
congiuntamente il sito di legame per TNFa. I linker
peptidici L1-L3 che collegano 1 domini variabili sono
stati costruiti con ripetizioni di glicina/serina. I
due linker corti L1 e L3 sono composti da un’unica
ripetizione G;S, mentre il linker lungo L2 e composto
dalla sequenza (G4S)4. Le sequenze nucleotidiche che
codificano 1 domini wvariabili umanizzati (Esempio 2;
1.2.1.) sono stati sintetizzati de novo e clonati in
un vettore adattato per 1’espressione di E. coli che
si basa su uno scheletro di pET26b (+) (Novagen).
L’ espressione e la purificazione sono state effettuate
come descritto per gli scFv nell’Esempio 2; 1.2.1.

L’ TgG umanizzata & stata costruita clonando 1
domini variabili in un vettore di espressione di
mammifero adatto per un’ espressiocne eterologa
transitoria contenente una sequenza leader e i
rispettivi domini costanti, per esempio i vettori
pPFUSE-rlgG (Invivogen) . L’ espressione transitoria
dell’ IgG funzionale & stata effettuata mediante co-
trasfezione di vettori «che <codificano le catene
pesanti e leggere con il sistema FreeStyle™ MAX in

cellule CHOS. Dopo la coltivazione per svariati giorni,
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il supernatante delle cellule secernenti l’anticorpo e
stato recuperato per la purificazione. Successivamente
le IgG secrete sono state purificate per affinita
daila proteina A Sepharose (GE Healthcare). Le
frazioni di eluizione sono state analizzate mediante
SDS—-PAGE, assorbanza UV a 280 nm e SE-HPLC.

Le affinita delle molecole di anticorpo sono
state determinate usando uno strumento Biacore come

descritto nell’/Esempio 2 in 2.1.1).

Tabella 10

ka(M's) ka(s™) Kp(M)
lgG 1,90 x 10° 7,92 x107 4,17 x 107"
scDb 9,40 x 10° 2,02x 107 215x 10"
scFv 8,93 X 10° 338x107° 379x 10"

Le potenze delle molecole anticorpali sonc state
determinate in un saggio 1929 (il metode €& descritto

nell’Esempic 2 sotto 2.1.2).

Tabella 11
Potenza, ICso (nM)
IgG 0,02
scDb 0,01
scFv 0,03

Esempio £4: Determinazione della stechiometria di
legame a TNFo
La stechiometria di legame di 16-22-H5 a TNFu &

stata determinata usando SE-HPLC. 1l6-Z22-H5-scFv e TNF«
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sono stati incubati a due differenti rapporti molari,
vale a dire a un rapporto mclare 1:1 e 4,5:1. Poiché
TNFo esiste come trimero in soluzione, 1 rapporti
molari indicati si riferiscono a TNFGrimero. Fertanto,
nel rapporto 4,53:1 il 16-22-H5-sciv ¢ 1in eccesso e
deve occupare tutte le posizioni di legame di TNFOtrimero
avendo come risultato complessi di 1 TNFQiripero COn 3
scFv. Tuttavia, in condizioni equimolari non ¢
presente abbastanza scEFv per saturare tutti e 3 i siti
di legame teorici di TNFo. Pertanto, sono previste
anche varianti complesse con meno di 3 scFv legati.
TNFo e 16-22-H5-scFv sono stati incubati per 2 ore a
temperatura ambiente per consentire la formazione del
complesso. I campioni sono stati quindi centrifugati a
4° C per 10 min. 10 pl di ciascun campione sono stati
analizzati su SE-HPLC. L’analisi SE-HPLC e stata
effettuata con tampone fosfate 50 mM pH 6,5, NaCl 300
mM come eluente a una velocitad di flusso di 0,35
ml/min. I picchi proteici eluiti sono stati rilevati a
una lunghezza d’onda di 280 nm. La colonna e stata
calibrata in anticipo wusando 1l Gel filtration
Calibration Kit di GE Healthcare (LMW, HMW) per la
determinazione dei pesi molecolari apparenti.

I1 pannello inferiore della Figura 12 mostra il

profilo di eluizione con quantita equimolari di scFv e
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TNFo che & sovrapposto ail profili del sclo TNFEQirigero €
del solc scEFv. A causa della trimerizzazione di TNF«
in scluzione vi sono teoricamente fino a tre siti di
legame equivalenti per scFv presenti su ciascun
trimero e gquindi le molecole di scFv sono limitanti.
In queste condizioni sono state identificate tutte e
tre le specle complesse (3:1, 2:1, 1:1). Il pannello
superiore della figura 12 mostra il profilQ di
eluizione del complesso con quantita eccessive di scFv.
L’ eccedenza di scFv non legato & eluita al tempo di
ritenzione previsto. Il picco di TNFa & stato
consumato quantitativamente ©per la formazione di
complessi ed & scomparso completamente. Il picco di
questo complesso si & spostato versoc tempi di
ritenzione inferiori e si correlava bene con il tempo
di ritenzione del picco con il peso molecclare piu
grande della configurazione equimclare. Per questo
motivo si & concluso c¢he tutti i siti di legame
disponibili sul TNFa eranc occupati da scFv e gquindi,
la stechiometria di legame & 3:1 (sckv:TNFa) se il
scFv & disponibile in eccesso.

Oltre a queste osservazioni qualitative, 1la
stechiometria di legame apparente & stata calcolata
anche in base al MW épparente del complesso 16-22-H5- |

scFv:TNFa come determinato mediante SE-HPLC. In base
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al tempo di ritenzione, il MW apparente & stato
calcolato in 139,7 kDa. Seconde 17equazione (1) sotto,
la stechiometria di legame apparente & stata calcolata
essere 3,3. Cio si correla bene con i1l numero teorico
di tre siti di legame equivalenti disponibili per scEv
SU TNFOirimero © CoOn le osservazioni di cui sopra in cul

& stata determinata una stechiometria di legame 3:1.

MW (complesso apg) — MW (TN Frteor’)
MW (scFyiteor)

Equazione{l):stechkiometrin di legeme(scFn TNFR) =

MW (complesso app): 139,7 kDa.
MW (TNFa teor.): 52,2 kDa.
MW (scFv teor.): 26,5 kDa.

Esempio 5: Formazione di complessi TNFa:anticorpo
(reticolazione di TNFa)

La capacita del 16-22-H5-scbDb di legarsi
simultaneamente a due molecole di TNFa & stata testata
su uno strumento Biacore T200 in tampone HEPES
contenente HEPES 10 mM, NaCl 150 mM e Tween 0,05%. Il
TNFx biotinilatce {Acro Biosystems) & stato catturato
tramite un oligo ssDNA biocotinilato wusando 1l kit
Biotin CAPture (GE Healthcare) secondo le istruzioni
del produttore. 0,25 pg/ml di TNFx biotinilato sono
stati iniettati con una velocité. di <£flusso di 10
pL/min per 3 min per raggiungere un livellc di cattura
da circa 200 a 300 RU ({unita di risonanza)}. Gli

anticorpi 16-22-H5-scDb e 16-22-H5-scFv, come
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controllo, sono stati iniettati sulla superficie
immobilizzata con TNFa per 2 min a una velocita di
flusso di 3C upL/min a una concentrazione di 90 nM.
Dopo l'assocciazione dei frammenti di anticorpo, TNFa
(Peprotech) & stato iniettato per 5 min con una
velocita di flusso di 30 pL/min a B30 oM. Le
concentrazioni di anticorpi e TNFa sono  state
selezionate wvicino alla saturazione del legame. La
misurazione & stata eseguita a 25° C. La Figura 13
illustra che il 16-22-HS5~scDb bivalente & in grado di
legare due molecole di TNFa contemporaneamente mentre,
come previsto, il 16-22-H5-scFv monovalente si lega
soltanto a una moleccla di TNFao.

Inoltre, la formazione di complessi anticorpo-
TNFa & stata valutata a differenti rapporti di TNFa e
formati anticorpali 16-22-H5 usando SE-HPLC. 16-22-H5-
IgG (150 kba) e 16-22-H5-scDb (52 kDa) sono stati
incubati con TNFa (52 kbDa) a differenti rapporti
molari (1:3, 1:1, 3:1) rispetto ai siti di legame.
Pertanto, IgG e scDb hannc 2 siti di legame e TNFo ha
3 siti di legame. Le miscele di anticorpo-TNFa sono
state incubate per almeno 30 minuti a 37° C,
raffreddate per 10 minuti a temperatura ambiente e
conservate per una notte a 2-8° C. Da cinque a 10 ul

di miscela proteica a una concentrazione di circa 1

139




mg/ml sono stati iniettati su una colonna TOSHO TSKgel
UP-SW3000, L’'analisi e stata effettuata con tampone
fosfato 150 mM pH 6,8, NaCl 100 mM come eluente a una
velocita di flusso di 0,3 ml/min. I picchi proteici
eluiti sono stati rilevati a una lunghezza d’onda di
214 nm. La colonna & stata calibrata in anticipo
usando la miscela standard di proteine BEH450 SEC
(Waters) per la determinazione del pesi molecolari
approssimativi dei complessi. La Figura 14A mostra la
formazione di complessi 16-22~H5-IgG:TNFu. I complessi
che sono 2 600 kDa indicano la formazione di complessi
costituiti da 2 2 TNFa e 2 3 moleccle IgG. La Figura
14B mostra la formazione di complessi 16-22-H5-
scDb:TNFa. I complessi che sono 2 300 kDa indicano la
formazione di complessi costituiti da 2 2 molecole di
TNEFx e 2 3 scDb.

Esempio 6: Inibizione della proliferazione
cellulare

La capacitd di differenti formati di anticorpi di
16-22-H5 e adalimumab di inibire la proliferazicne
delle cellule mononucleate di sangue perifericc (PBMC)
& stata testata in una reazione linfocitaria mista
(MLR). Le PBMC di 2 donatori sani sono state coltivate
(RPMI1640}) in un rapporto 1:1 1in piastre da 96

pozzetti per 48 ore a 37° C/5% di CO,. Dopo
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l7attivazione, le cellule sono state trattate ccon
anticorpi anti-TNFa o anticorpo di controllo IgG
(tutti a una concentrazione finale di 10 ug/ml) in
sestuplicato per altri 5 giorni a 37° C/5% di CO;. 24
ore prima della fine dell’incubazione BrdU (20

ul/pozzetto) & stato aggiunto a ciascun pozzetto e la

proliferazione e stata determinata misurando
1’ assorbimento di BrdU usando un ELISA (Roche
Diagnostics) per la proliferazione cellulare

disponibile in commercio. L’ indice di stimclazione e
stato determinato calcolando il  rapporto di
assorbimento di BrdU tra 1le cellule trattate con
anticorpi e 1le cellule trattate con mitomicina C (25
ng/ml). La Tabella 12 e la Figura 15 illustranc che
tutti i formati di anticorpi testati di 16-22-H5
inibivano in modo significativo la prcoliferazione

delle cellule T paragonabile a adalimumab.

Tabella 12
concentrazione (ug/ml) | Indice di stimolazione
media DS
IgG di controllo | 10 5,2 0,5
Adalimumab 10 2,6™ 0,6
16-22-H5-IgG | 10 2,5™ 0,6
16-22-H5-scDb | 10 41" 0,7
16-22-H5-scFv | 10 4 0* 0,6
*P < 0,05; **P < 0,01;
Esempio 7 Inibizione della secrezione di

citochine indotta da LPS
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I monociti CD14% in RPM11640 sono stati seminati
in piastre da 96 pozzetti e incubati per 16 ore a 37°
C/5% di CO, in un incubatore umidificate. Quindi le
cellule sono state trattate con anticorpi anti-TNFa o
anticorpo di controllo IgG in duplicati per 1 ora
usando concentrazioni anticorpali finali comprese tra
2 e 2000 ng/ml. T monociti sono stati lavati 3 volte
con terreno di coltura cellulare e successivamente
incubati con LPS (100 ng/ml) per 4 ore a 37° C/5% CO,.
Le c¢oncentrazioni di IL-18 e TNFx nel supernatanti
della coltura cellulare sono state determinate usando
kit ELISA disponibili in commercio (sistemi di ricerca
e sviluppo). I risultati sono mestrati nelle tabelle
13 e 14 e nelle figure 16A e B. TL"ICsy; & stato
determinato usandoc un adattamento della curva
legistica a quattro parametri. Per quanto riguarda la
secrezione di IL-1B, i valori di ICsg per 16-22-H5-IgG,
16-22~H5-scDb, 16-22-H5-scFv e adalimumab 50nN0
riassunti nella Tabella 13 di seguito.

Tabella 13. Secrezione di IL-1p

Adalimumab |Cso (pg/ml) | 1Cs0 (NM)
121,3 0,81
16-22-H5-1gG | 81,55 0,54
16-22-H5-scDb | 30,51 0,59
16-22-H5-scFv | 16,98 0,65

Per quanto riguarda la secrezicone di TNFa, i
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valori di ICsy determinati per 16-22-HS-IgG, 16-22-H5-

scDb, 16-22-H5-scFv sono riassunti nella Tabella 14.
Tabella 14. Secrezione di TNFo
, ICs0 (pg/ml) | ICs0 (NM)
Adalimumab 174.0 116
16-22-H5-1gG 120,5 0,80
16-22-H5-scDb 17,18 0,33
16-22-H5-scFv 13,48 0,52

Tabella 15. Sequenze di consenso Vkl (ricrganizzate)

Posizioni

secondo ]g i% Sequenza
Kabat: )
C°rI"'°e da1a23 | 56 DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITC
ComM% | dassadg | 57 WYQQKPGQAPKLLIY
Com'ce da57a88 | 58 GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYC
Tabella 16: Sequenze di cornice IV basate sulla linea

germinale VA

SEQ ID NO: Sequenza
59 FGTGTKVTVL
60 FGGGTKLTVL
61 FGGGTAQLIIL
62 FGSGTKVTVL
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SEQUENCE LISTING

LISTA DI SEQUENZE

antibodies
fragments

Anti-TNF-alpha
and functional
thereof

Anticorpi anti-tnf alfa e
frammenti funziocnali di
essi

Artificial Sequence

Sequenza Artificiale

MISC_FEATURE

CARATTERISTICA MISC

Is

E

of
and

Humanized VH domain
clone 16-22-H05-s5c02
clone 16-22-H05-sc04

Dominio VH umanizzato del
clone 16-22-H05-sc02 e
del clone 16-22-H05-sc04

humanized scFv of clone

16-22-H05-5c02

scFv umanizzato del clone
16-22-H05-5c02

linker seguence in scPv

sequenza linker in scFv

linker sequence in | sequenza linker in

diabody diabody

Humanized diabody of | Diabody tmanizzato del

clone 16-22-H05 clone 16-22-H05

light chain of humanized|catena leggera di IgG

IgG of c¢lone 16-22-HO5 umanizzate del clone 16-
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del framework IV

<110>

<120>

<130>

<160>

<170>

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

<220>
<223>

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

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

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

<400>
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SEQUENCE LISTING

Tillotts Pharma AG

Anti-TNF-alpha antibodies and functional fragments thereof

PEP02765TIL

62

PatentIn wersion 3.5

1
11
PRT

Artificial Seguence

CPR

MISC_FEATURE
(.. (7)

Xaa is Phe,

MISC_FEATURE
{8)..(8)

Ser,

Xaa is Ser, Asn,

MISC_FEATURE
(9)..(9)

Tyz,

Gln Ala Ser Gln Ser Ile

1

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

<220>
<223>

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

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

<220>
<221~

Xaa is Gly,
1

5
2
7
PRT

Gly or Tyr

Thr or Arg

Ala, Asn or Ser

Xaa Xaa Xaa Leu Ala

Artificial Sequence

CDR

MISC FEATURE
(1) ..

Xaa is Gly, Arg or Gln

MISC_FEARTURE
(4)..(4)

¥aa is Lys or Thr

MISC_FEATURE

10

145
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<222> (6)..[6)
<223> Xaa is Ala or Glu

<400> 2

Xaa Ala Ser Xaa Leu Xaa Ser
1 "5

<210> 3

<211> 15

<212> PRT
<213> Artificial Sequence

<220>
«223> CDR

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (6)..({6)

<223> Xaa is Ser or Thr

<220>

<221> MISC FEATURE
<222> (B)..(B)

<223> Xaa is Ser or Ile

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (92)..(9)

223> Xaa is Ser, Thr or Asn

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (13)..(13)

<223> Xaa is Ser or Fhe

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (14)..(14)

<223> Xaa is Tyr, Phe, Leu or val

<400> 3

Gln Ser Tyx Tyr Tyr Xaa Ser Xaa Xaa Ser Asp Gly Xaa Xaa Ala
1 5 10

<210> 4

<211> 10

<212> PRT
<213> Artificial Segquence

<220>
<223> CDR

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> {5)..(5)

<223> Xaa is Asn or Ser

146
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Thr

Xaa is Gly, Cys or Ser

Gly Ile Asp Phe Xaa Xaa Tyr Gly Ile Xaa

10

Gly

Arg

Tyr

Hiam

Leu

<220>

<221> MISC_ FEATURE
<222> (6)..(6)
<223> Xaa is Asn or
<220>

<221> MISC FEATURE
<222> (10)..(10)
<223>

<400> 4

1 5
<210> 5

<211> 17

<212> PRT

<213> BArtificial Sequence
<220>

<223> CDR

<220>

<221> MISC_ FEATURE
<222> (7)y..{(T)
<223> Xaa is Ala or
<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (9 ..{(9
<223> Xaa is Thr or
<220>

<221> MISC _FEATURE
<222> (11)..(1l1)
<223> Xaa is Phe or
<220>

<221> MISC FEATURE
<222>  (13)..(13)
<223> Xaa is Asn or
<220>

<221> MISC FEATURE
<222> (15)..(15)
<223> Xaa is Val or
<400> 5

Tyr Ile Tyr Pro Gly Phe Xaa Ile Xaa Asn Xaa Ala Xaa Ser Xaa Lys

1

Gly

<210>
<211>
<212>

5

6
13
PRT

10
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<213>

<220>
<223>

<220>
<221
<222>
<223>

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

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

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

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

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

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

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

<400>

Asp Pro Xaa Tyr Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Tyr Xaa Xaa Leu

1

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

<220>
<223>

<400>

- Xaa is Phe,

Page 4 of 25

Artificial Sequence

CDR

MISC_FEATURE
(3}..(3)

Xaa is Val, Ile or Leu

MISC FEATURE
{(5)..(5)
Xaa is Ala or

MISC_FEATURE
(6) .. (8)
Xaa is Thr or

MISC_FEATURE
(7 ..(N

Xaa is Asp or

MISC FEATURE
(8)..(8)
Xaa is Trp or

MISC_FEATURE
(9)..(9)
Xaa is Gly or

MISC_FEATURE
(11)..{(11)

MISC_FEATURE
{(12)..(12)

Xaa is Asp oOr
6
5
7
11
PRT

Ber

Ser

Ser

Ser

ala

Leun or Tyr

Asn

10

Artificial Sequence

CDR

7

Gln Ala Ser Gln Ser Ile Phe Ser Gly Leu Ala
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1 5 10
<210> 8

<211> 7

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> CDR

<400> B

Gly Ala Ser Lys Leu Ala Ser
1 5

<210> 9

<211> 15

<212> PRT

<213> Artificial Sequence
<220>

<223> CDR

<400> 9

Gln Ser Tyr Tyr Tyr Ser Ser Ser Ser Ser Asp Gly Ser Tyr Ala
1 5 10 15
<210> 10

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial Sequence
<220>

<223> CDR

<400> 10

Gly Ile Asp Phe Asn Asn Tyr Gly Ile Gly

1 5 i0
<210> 11

<211> 17

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> CDR

<400> 11

Tyr Ile Tyr Pro Gly Phe Rla Ile Thr Asn Phe Ala Asn Ser Vval Lys
1 5 10 15

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

<220>
<223>

<400>

12
13
PRT

Artificial Sequence

CDR

12

Page 6 of 25

Agp Pro Val Tyr Ala Thr Ser Ser Gly Tyr Phe Asp Leu

1

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

<220>

<223>

<400>

Glu Val
1

13
122
PRT

5

Artificial Sequence

humanized VH domain of clone
16~22-H05—-3c04

13

Gln

Ser Leu Arg

Gly Ile Gly

35

Thr Tyr Ile

50

Lys Gly Arg

65

Leun Gln Met

Ala Arg Asp

Gly Gln

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

<220>

Gly
115

14
114
PRT

Leu

Leu

20

Trp

Tyr

Phe

Asn

Pro

100

Thr

Val

Ser

Val

Pro

Thr

Sar

Val

Leu

Glu

Cys

Arg

Gly

Ile

Leu

Tyr

val

Ser

Lys

Gln

Pha

55

Ser

Arg

Ala

Thr

Artificial Segquence

Gly Gly

Ala Ser

Ala Pro

40

Ala Ile

Ser Rap

Ala Glu

Thr Ser

105

Val Ser
120

10

16-22-H05-8c02 and clone

Gly Leu
10

Gly Ile

Gly Lys

Thr Asn

Agn Ser

75

Agp Thr
920

Ser Gly

Ser

150

Val

hep

Gly

Phe

Lys

Ala

Tyr

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Phe

Pro

Asn

30

Glu

Asn

Thr

Tyr

Asp
110

Gly

Asn

Trp

Ser

Val

Tyr

95

Leu

Gly

Tyr

Ile

val

Tyr

80

Cys

Trp




<223> humanized VL

<400> 14

Asp Ile Gln Met
1

Asp Arg Val Thr
20

Leu Ala Tzp Tyr
35

Tyr Gly Ala Ser
50

Ser Gly Ser Gly
65

Ala Asp Phe Ala

Ser Ser Asp Gly
100

Leu Gly

<210> 15

«<211> 257

<212> PRT

Thr

Ile

Gln

Lys

Thr

Thr

85

Ser

Gln Ser

Lys Cys

Gln Lys

Leu Ala

Glu Phe

Tyr Tyr

Tyr Ala

<213> Artificial Sequence

<220>

Pro

Gln

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Phe

Page 7 of 25
domain of clone 16-22-H(5-sc02

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Gly
105

Sar

10

Ser

Lys

Val

Thr

Ser

Gly

Leun

Gln

Ala

Pro

Ile

Tyr

Gly

Ser

Ser

Pro

Ser

Ser

Tyr

Thr

<223> humanized scFv of clone 16-22-H05-sc02

<400> 15
Met Asp Ile Gln
1

Gly Asp Arg Val
20

Gly Leu Ala Trp
35

Ile Tyr Gly Ala
50

Gly Ser Gly Ser

Met

Thr

Tyxr

Ser

Gly

Thr Gln

Ila Lys

GEln Gln

Lys Leu

55

Thr Glu

Ser

Cys

Lys

40

Ala

Phe

Pro

Gln

25

Pro

Ser

Thx

Ser

Ala

Gly

Gly

Lau

151

Sar

Ser

Lys

val

Thr

Leu

Gln

Ala

Pro

60

Ile

Ala Ser

Ile Phe

Lys Leu

45

Arg Phe

Gly Leu

Tyr Ser

Lys Leu
110

Ber Ala

Ser Ile

Pro Lys

Ser Arg

Ser Gly

Val

15

Ser

Leu

Ser

Gln

Ser

Thr

Ser

Phe

Leu

Phe

Leu

Gly

Gly

Ile

Gly

Pro

80

Ser

val

Val

Ser

Leu

Ser

Gln
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65 70 75 80

Pro Ala Asp Phe Rla Thr Tyr Tyr Cys Gln Ser Tyr Tyr Tyr Ser Ser

Ser Ser Ser Asp Gly Ser Tyr Ala Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr
100 105 110

Val Leu Gly Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly
115 129 125

Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Glu val Gln Leu Val Glu Sear Gly Gly
130 135 140

GlLy Leu Val Gln Pro Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Lysa Ala Ser
145 150 155 160

Gly Ile Asp Phe Asn Asn Tyr Gly Ile Gly Trp Val Arg Gln Ala Pro
165 170 175

Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile Thr Tyr Ile Tyr Pro Gly Phe Ala Ile
180 185 190

Thr Asn Phe Ala Asn Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Ser Asp
195 200 205

Asn Ser Lys Asn Thr Val Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu
210 215 220

Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg Asp Pro Val Tyr Ala Thr Ser
225 230 235 240

Ser Gly Tyr Phe Asp Leu Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser

245 250 255 ‘
Ser
i
<210> 16
<211> 11
<212> PRT

<213> Artificial Seguence

<220>
<223> CDR
<400> 16

Gln Ala Ser Gln Ser Ile Ser Asn Tyr Leu Ala
1 5 10
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210> 17

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial Sacquence

<220>

«<223> CDR

<400> 17

Gln Ala Ser Gln Ser Ile Ser Thr Ala Leu Ala
1 5 10
<210> 18

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<223» CDR

<400> 18

Gln Ala Ser Gln Ser Ile Gly Arg Asn Leu Ala

1 5 10
<210> 19

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> CDR

<400> 19

Gln Ala Ser Gln Ser Ile Ser Asn Ser Leu Ala
1 5 10
<210> 20

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> CDR

<400> 20

Gln Ala Ser Gln Ser Xla Tyr Ser Gly Leu Ala
1 5 10
<210> 21

<211> 11

<212>» PRT
<213> Artificial Sequence
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<220>
<223> CDR

<400> 21

Gln Ala Ser Gln Ser Ile Gly Ser Asn Leu Ala
1 5 10

<210> 22

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> CDR

<400> 22

G1ln Ala Ser Gln Ser Ile Ser Ser Ser Leu Ala
1 & 10

<210> 23

<211> 7

<212> FPRT

<213> Artificial Seguence

<220>

<223> CDR

<400> 23

Arg Ala Ser Thr Leu Ala Ser
1 5

<210> 24

<211> 7

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> CDR

<400> 24

Arg Ala Ser Thr Leu Glu Ser
1 5

<210> 25

<211> 7

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> CDR
<400> 25

Gln Ala Ser Lys Leu Ala Ser
1 5
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<210> 26

<211> 7

<212> PRT

«<213> Artificial Secuence

<220>
<223> CDR

<400> 26

Arg Ala Ser Lys Leu Ala Ser
1 5

<210> 27

<211> 15

212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> CDR

<400> 27

Gln Ser Tyr Tyr Tyr Ser Ser Ser Ser Ser Asp Gly Phe Phe Ala
1 5 10 15
<210> 28

<211> 15

<212> PRT

<213> Artificial Segquence

<220>

<223> CDR_

<400> 28

Gln Ser Tyr Tyr Tyr Ser Ser Ser Ser Ser Asp Gly Ser Phe Ala
1 5 10 15
<210> 29

<211> 15

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> CDR

<400> 29

Gln Ser Tyr Tyr Tyr Ser Ser Ser Asa Ser Asp Gly Ser Leu Ala
1 5 10 15
<210> 30

<211> 15

<212> PRT

<213> Artificial Sequence
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<220>

<223> CDR |

<400> 30 |
|

Gln Ser Tyr Tyr Tyr Ser Ser Ile Ser Ser Asp Gly Ser Tyr Ala )

1 5 10 15

<210> 31

<211> 15

<212> PRT

«213> Artificial Seguence

<220> i
<223> CDR !
<400> 31

Gln Ser Tyr Tyr Tyr Ser Ser Ser Ser Ser Asp Gly Ser Val Ala

1 5 10 15

<210> 32

<21l1l> 15

<212> PRT

«<213> Artificial Sequence

<220>

<223> CDR

<400> 32

Gln Ser Tyr Tyr Tyr Thr Ser Ser Thr Ser Agp Gly Ser Tyr Ala
1 5 10 i5
<210> 33

<211> 10

<212> PRT

«<213> Artificial Sequence '

<220>
<223> CDR
«<400> 33
Gly Ile Asp Phe Ser Asn Tyr Gly Ile Cys
1 5 10
|
<210> 34
<211> 10
<212> PRT

<213> BArtificial Sequence

< 220>
<223> CDR

<400> 34

Gly Ile Asp Phe Ser Aan Tyr Gly Ile Ser
1 5 10
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<210> 35

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> CDR

<400> 35

Gly Ile Asp Phe Ser Thr Tyr Gly Ile Ser
1 5 10
<210> 36

<211> 10

<212> PRT
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> CDR

<400> 36

Gly Ile Asp Phe Ser Asn Tyr Gly Ile Gly
1 5 10

<210> 37

<211> 17

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> CDR

<400> 37

Tyr Ile Tyr Pro Gly Fhe Gly Ile Thr Asn Tyr Ala Asn Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 38

<211> 17

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> CDR

<400> 38

Tyr Ile Tyr Pro Gly Phe Gly Ile Arg Asn Tyr Ala His Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly
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<210> 39
<211> 17
<212> PRT

<213> Artificial Saguence

<220>

<223> CDR

<400> 33

Tyr Ile Tyr Pro Gly Fhe Gly Ile Arg ARsn Tyr Ala Asn Ser Leu Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 40

<211> 17

<212> PRT

«<213> Artificial Sequence

<220>

<223> CDR

<400> 40

Tyr Ile Tyr Pro Gly Phe Ala Ile Arg Asn Tyr Ala Asn Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 41

<211> 17

<212> PRT

<213> Artificial Segquence

<220>

<223> CDR

<400> 41

Tyr Ile Tyr Pro Gly Phe Gly Ile Thr Asn Phe Ala Asn Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 42

<211> 13

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
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<223> CDR

<400> 42

Agp Pro Ile Tyr Ala Ser Ser Ser Gly Tyr Leu Asp Leu
1 5 10

<210> 43

<211> 13

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> CDR

<400> 43

Asp Pro Val Tyr Ser Ser Asp Trp Gly Tyr Phe Asn Leu
1 5 10

<210> 44

<21i> 13

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> CDR

<400> 44

Asp Pro Val Tyr Ala Ser Ser Ser Gly Tyr Leu Asp Leu
1 5 10

<210> 45

<211> 13

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> CDR

<400> 45

Asp Pro Leu Tyr Ala Thr Ser Ser Gly Tyr Phe Asp Leu
1 5 10

<210> 46

<211> 13

<212> PRT

<213> Artificial Segquence

<220>
<223> CDR
<400> 46

Asp Pro Val Tyr Ala Ser Ser Ser Gly Tyr Fhe Asp Leu
1 5 10

159




Page 16 of 25

<210> 47
<211> 13
<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> CDR
<400> 47

Asp Pro Val Tyr Ala Ser Ser Ser Ala Tyr Tyr Asn Leu

1 5 10
<21Q> A48

<211> 13

<212> PRT

<213»> Artificial Sequence

<220>

<223> CDR

<400> 48

Asp Pro lLeu Tyr Ser Thr Ser Ser Gly Tyr Phe Asn Leu
1 5 10

<210> 49

<211> 20

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> linker sequence in scEv

<400> 45
Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Sex Gly Gly Gly Gly Ser Gly
1 5 10 15

Gly Gly Gly Ser

20
<210> 50
<211> 5
<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> linker sequence in diabody
<400> 50

Gly Gly Gly Gly Ser

1 5

<210> 51

<211> 503

160




<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Met Asp
1

PRT

Artificial Sequence

Humanized diabody of

51

Ile Gln

Gly Asp Arg Val

Gly Leu Ala Trp

Ile Tyr
50

Gly Ser
65

Gly Ala

Gly Ser

Pro Ala Asp Phe

Ser Ser

Val Leu

Gly Gly
130

Ser Asp
100

Gly Gly
115

Leu Val

Ser Gly 1le Asp

145

Pro Gly Lys Gly

Ile Thr

Asn Phe
180

Agp Asn Ser Lys

195

Glu Asp Thr Ala

210

Mat

Thr

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gly

Gly

Gln

Phe

Leau

165

Ala

Agn

val

Thz

Ile

Gln

Lys

Thr

Thr

Ser

Gly

Pro

Asn

150

Glu

Asn

Thr

Tyr

Gln

Lys

Gln

Leu

Glu

Tyr

Tyr

Gly

Gly

135

Asn

Trp

Ser

val

Tyr
215
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clone 16-22-HO05

Ser

Cys

Lys

40

Ala

Phe

Tyr

Ala

Ser

120

Gly

Tyr

Ile

val

Tyr

200

Cye

Pro

Gln

Fro

Ser

Thr

Cys

Phe

105

Glu

Ser

Gly

Thr

Lys

185

Leu

Ala

Ber

10

Ala

Gly

Gly

Leu

Gln

Gly

Val

Leu

Ile

Tyr

170

Gly

Gln

Arg

Ser

Ser

Lys

Val

Thr

Ser

Gly

G1ln

Arg

Gly

155

Ile

Arg

Met

Aep

161

Leu

Gln

Ala

Pro

60

Ile

Tyr

Gly

Leu

Leu

140

Trp

Tyx

Phe

Asn

Pro
220

Sar

Ser

Pro

45

Ser

Ser

Tyr

Thr

val

125

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

205

val

Ala

Ila

30

Lys

Arg

Gly

Tyr

Lye

110

Glu

Cys

Arg

Gly

Ile

120

Leu

Tyr

Ser

15

Fhe

Leu

Phe

Len

Ser

95

Leu

Sar

Lys

Gln

Fhe

175

Ser

Arg

Ala

Val

Sex

Leu

Ser

Gln

Ser

Thr

Gly

Ala

Ala

160

Ala

Ser

Ala

Thr




Ser

225

Ser

Ser

Leu

Gln

Ala

305

Pro

Ile

Tyr

Gly

Leu

385

Leu

Trp

Tyr

Phe

Asn
485

Ser

Ser

Gly

Ser

Ser

290

Pro

Ser

Sar

Tyr

Thr

370

val

Her

Val

Pro

Thr

450

Ser

Gly

Gly

Gly

Rla

275

Ile

Lys

Arg

Gly

Tyr

355

Lys

Glu

Cys

Arg

Gly

435

Ile

Leu

Tyr

Gly

Gly

260

Ser

Phe

Leu

Phe

Leu

340

Ser

Leu

Ser

Lys

Gln

420

Fhe

Ser

Arg

Pha

Gly

245

Gly

val

Ser

Leu

Ser

325

Gln

Ser

Thr

Gly

Ala

405

Ala

Ala

Ser

Ala

BAsp

230

Gly

Ser

Gly

Gly

Ile

310

Gly

Pro

Ser

val

Gly

390

Ser

Pro

Ile

Asp

Gla
470

Leu

Ser

Asp

Asp

Leu

285

Tyr

Ser

Ala

Ser

Leu

375

Gly

Gly

Gly

Thr

Asn

455

Asgp

Trp

Gly

Ile

Arg

280

Ala

Gly

Gly

Asp

Ser

360

Gly

Leu

Ile

Lys

Asn

440

Ser

Thr

Page 18

Gly

Gly

Gln

265

val

Trp

Ala

Ser

Phe

345

Asp

Gly

val

Asp

Gly

425

Phe

Lys

Ala

Gln Gly
235

Gly Gly
250

Met Thr

Thr Ile

Tyr Gln

Ser Lys

315

Gly Thr

330

Ala Thr

Gly Ser

Gly Gly

Gln Pro

395

Phe Asn

410

Leu Glu

Ala Asn

Asn Thr

Val Tyr
475

162

of 25

Thr

Ser

Gln

Lys

Gln

300

Leu

Glu

Tyr

Tyzx

Gly

380

Gly

Agn

Trp

Ser

val

460

Tyr

Leu

Gly

Ser

Cys

285

Lys

Ala

Phe

Tyr

Ala

365

Ser

Gly

TYr

Ile

Val

445

Tyr

Cys

Val

Gly

Pro

270

Gln

Pro

Ser

Thr

Cys

350

Phe

Glu

Ser

Gly

Thr

430

Lys

Leu

Ala

Thr

Gly

255

Sar

Ala

Gly

Gly

Leu

335

Gln

Gly

val

Leu

Ile

415

Tyr

Gly

Gln

Arg

val

240

Gly

Ser

Ser

Lys

val

320

Thr

Ser

Gly

Gln

Arg

400

Gly

Ile

Arg

Met

Asp
480
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Pro Val Tyr Ala Thr Ser Ser Gly Tyr Phe Asp Leu Trp Gly Gln Gly

485

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

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

<220>
<2273>

<400>

500

52

221

PRT

Artificial Sequence

light chain of humanized

52

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro

1

5

Asp Arg Val Thr Ile Lys Cys Gln

20

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro

35 40

Tyr Gly Ala Ser Lys Leu Ala Ser

50

55

Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr

65

70

Ala Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys

85

Ser Ser Rsp Gly Ser Tyr Ala Phe

100

Leu Gly Arg Thr val Ala Ala Pro

115 120

Asp Glu Gln Leu Lys Ser Gly Thr

130

135

Asn Phe Tyr Pro Arg Glu Rla Lys

145

150

Leu GLn Ser Gly Asn Ser Gln Glu

165

490

IgG of clone 16—-22-HQ5

Sex

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Gly

105

Ser

Ala

Val

Ser

Sar

Ser

Lys

val

Thr

Sar

20

Gly

val

Ser

Gln

val
170

Leu

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Tyr

Gly

Phe

Val

Trp
155

Thr

163

Ser

Ser

PFro

Ser

60

Ser

Tyr

Thr

Ile

Val

140

Lys

Glu

Ala

Ile

Lys

45

Arg

Gly

Tyr

Lys

Phe

125

Cys

val

Gln

Ser

Phe

30

Leu

Phe

Leu

Ser

Leu

110

Pro

Leu

ABp

Asp

495

val

Ser

Leu

Sex

Gln

Ser

95

Thr

Pro

Leu

Asn

Ser
175

Gly

Gly

Ile

Gly

Pro

80

Ser

val

Ser

Asn

Ala

160

Lye




Agsp Ser Thr Tyr Ser Leu Ser Ser
180

Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr Ala
195 200

Ser Ser Pro Val Thr Lys Ser Phe
210 215

<210> 53
<211> 452
<212> PRT
«213> Artificial Sequence

<220>
<223> heavy chain of humanized

<400> 53
Glu val Gln Leu Val Glu Ser Gly
1 5

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Lys Ala
20

Gly Tle Gly Trp Val Arxg Gln Aala
35 40

Thr Tyr Ile Tyr Pro Gly Phe Ala
50 55

Lys Gly Arg Phe Thr Tle Ser Ser
65 70

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala
85

Ala Arg Asp Pro Val Tyr Ala Thr
100

Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val
115 120

Ser val Phe Pro Leu Ala Pro Serxr
130 135

Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys
145 150

Page 20 of 25

Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp
185 190

Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu
205

Agn Arg Gly Glu Cys
220

IgG of clone 16—22-HOB

Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly

Ser Gly Ile Asp Phe Asn Asn Tyr
25 30

Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile
45

Ile Thr Asn Phe Ala Asn Ser Val

Asp Asn Ser Lys Asn Thr Val Tyr

Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
90 95

Ser Ser Gly Tyr Phe Asp Leu Trp
105 110

Ser Ser Ala Ser Thr Lys Gly Pro
125

Ser Lys Ser Thr Ser Gly Gly Thr
140

Asp Tyr Phe Pro Glu Fro Val Thr
155 160

lo4




Val

Ala

val

His

Cys

225

Gly

Met

His

val

Tyr

305

Gly

Ile

Val

Ser

Glu

385

Pro

Ser

val

Pro

Lys

210

Asp

Gly

Ile

Glu

His

290

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

370

Trp

val

Trp

Leu

Ser

195

Pro

Lys

Pro

Ser

Asp

275

Asn

Val

Glu

Lys

Thr

355

Thr

Glu

Leu

Asn

Gln

180

Ser

Ser

Thr

Ser

Arg

260

Pro

Ala

val

Ty

Thr

340

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser

165

Ser

Ser

Asn

His

Val

245

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

325

Ile

Pra

Leu

Asn

Ser
405

Gly

Ser

Lau

Thr

Thr

230

Phe

Pro

val

Thr

Val

310

Cys

Ser

Pro

Val

Gly

390

Asp

Ala

Gly

Gly

Lys

215

Cys

Leu

Glu

Lys

Lys

285

Lau

Lys

Lys

Ser

Lys

375

Gln

Gly

Leu

Leu

Thr

200

val

Pro

Phe

val

Phe

280

Pro

Thr

val

Ala

Arg

3860

Gly

Pro

Ser

Page 21

Thr

Tyr

185

Gln

Rsp

Pro

Pro

Thr

265

AsSn

Arg

val

Sear

Lys

345

Glu

phe

Glu

Phe

Sar

170

Ser

Thx

Lys

cys

Ere

250

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

330

Gly

Glu

Tyxr

Asn

Phe
410

of 25

Gly

Leu

Tyr

Lys

Pro

235

Lys

val

Tyr

Glu

His

315

Lys

Gln

Met

Pro

Asn

385

Leu

165

val

Ser

Ile

val

2290

Bla

Pro

val

Val

Gln

300

Gln

Ala

Pro

Thr

Ser

380

TyT

Tyr

His

Ser

Cys

205

Gla

Pro

Lys

val

Asp

285

Tyr

Asp

Leu

Arg

Lys

365

Asp

Lys

Sar

Thr

val

190

Asn

Pro

Glu

Asp

Asp

270

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

350

Asn

Ile

Thx

Lys

Phe

175

val

val

Lys

Leu

Gln

255

val

val

Ser

Leu

Ala

335

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu
415

Pro

Thr

Asn

Ser

Leu

240

Leu

Ser

Glu

Thr

Aan

320

Pro

Gln

val

Val

Pro

400

Thr
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Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val

420

425

430

Leu His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu

435 440

Ser Pro Gly Lys
450

<210> 54

<211> 114

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> humanized VL of cleone 16-22-H05-sc04

<400> 54

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu

1 5

Agp Arg Val Thr Ile Thr Cys Gln Ala

20

25

Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly

35 40

Tyr Gly Ala Ser Lys Leu Ala Ser Gly

50 55

Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr Leu

Ala Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln

85

Ser Ser Asp Gly Ser Tyr Ala Phe
100

Leu Gly

<210> 55
<21Ll» 257
<212> PRT
<213> Artificial Sequence

<220>

Gly
105

10

Ser Gln

Lys Ala

val Pro

Thr Ile

Ser Tyr

30

Gly Gly

Ser

Ser

Ero

Ser

60

Ser

Tyxr

Thr

<223> humanized scFv of clone 16-22-H05-sc04

1606

445

Ala

ile

Lys

45

Arg

Gly

Tyr

Lys

Ser

Phe

30

Leu

Phe

Leu

Ser

Leu
110

Val

15

Ser

Leu

Sar

Gln

Ser

95

Thr

Gly

Gly

Ile

Gly

Pro

Ser

val
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<400> 55

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

Gly Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Gln Ala Ser Gln Ser Ile Phe Ser

Gly Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys ARla Pro Lys Leu Leu

Ile Tyr Gly Ala Ser Lys Leu Ala Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser

50 55 60

Gly Ser Gly Ser Gly Thr Glu Phe Thr Leu Thr Ile Ser Gly Leu Gln

Pro Ala Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Ser Tyr Tyr Tyr Ser Ser

Ser Ser Ser Asp Gly Ser Tyr Ala Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr
100 105 110

val Leu Gly Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly
115 120 125

Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly
130 135 140

Gly Leu val Gln Pro Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Lys Ala Ser
145 150 155 160

Gly Ila Asp Phe Asn Asn Tyr Gly Ile Gly Trp Val Arg Gln Ala Pro
165 170 175

Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile Thr Tyr Ile Tyr Pro Gly Fhe Ala Ile
180 185 190

Thr Asn Phe Ala Asn Ser Val Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Ser Asp
195 200 205

Asn Ser Lys Asn Thr Val Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Rla Glu
210 215 220

Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Arg Asp Pro Val Tyzr Ala Thr Ser
225 230 235 240

Ser Gly Tyr Phe Asp Leu Trp Gly Gln Gly Thr Leu val Thr Val Ser
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245 250 255

Ser

<210> 56
<211»> 23
<212» FRT
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Vkl consensus sequence of framework I (Kabat positions 1-23)

<400> 56
Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly
i 5 10 15

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys

20
<210> 57
<211> 15
<2L2> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Vkl consensus sequence of framework II (Kabat positions 35-439)

<400> 57
Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile Tyr
1 5 10 15

<210> 5B
<Z11> 32
<212> PRT
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Vkl consensus sequence of framework III {Kabat positions 57-88)

<400> 58
Ely val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr
1 5 10 15

Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys

20 25 30
«<210> 5%
<211> 10
<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

le8
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<223> V lamda germline-based sequence of framework IV

<400> 59

Phe Gly Thr Gly Thr Lys Val Thr Val Leu
1 5 10
<210> 60

<211> 10

<212> PRT

«<213> Artificial Sequence

<220

<223> V lamda germline-based sequence of framework IV
<400> 60

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Thr Val Leu

1 5 10

<210> 61

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> V¥ lamda germline—based sequence of framework IV
<400> 61

Phe Gly Gly Gly Thr Gln Leu Ile Ile Leun

1 5 10

<210> 62

<211> 10

<212> PRT

<213> Artifieial Sequence

<220>
<223> V lamda germline-based sequence of framework IV

<400> 62

Phe Gly Ser Gly Thr Lys Val Thr val Leu
1 5 10
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RIVENDICAZTIONT

1. Anticorpo o relativo frammento funzionale in
grado di legarsi al fattore di necrosi tumorale umano
alfa (TNFa), in cui detto anticorpo o frammento
funzionale comprende (i) un dominio VL avente la
sequenza amminoacidica come mostrato in SEQ ID NO: 14
e (ii) un dominio VH avente la sequenza amminoacidica
come mostrato in SEQ ID NO: 13.

2. Frammento funzionale secondo una qualsiasi
delle rivendicazioni precedenti, che e un frammento
variabile a catena singola (scEv).

3. Frammentc funzionale secondo la rivendicazione
2, in cul detto scFv ha la sequenza amminoacidica come
mostrato in SEQ ID NO:15.

4, Anticorpo secondo la rivendicazione 1, che &
un’ immunoglobulina G (IgG).

5. Acido nucleico codificante 1'anticorpe o il
frammentc funzicnale secondo una qualsiasi delle
rivendicazioni precedenti.

6. Vettore o plasmide comprendente 1’acido
nucleico secondo la rivendicazione 5.

7. Cellula comprendente 1’acido nucleico secondo

la rivendicazione 5 o il vettore o 1l plasmide secondo

170




la rivendicazione 6.

8. Metodo per preparare 1’anticorpo o0 il
frammento funzionale secondo una gqualsiasi delle
rivendicazioni da 1 a 4, comprendente la coltura della
cellula secondo la rivendicaziocne 7 in un terreno in
condizioni <che consentono 1'espressione dell’acido
nucleico codificante 17anticorpoc o 11 frammento
funzionale, e 11 recupero dell’anticorpc o del
frammento funzicnale dalle cellule o dal terreno.

9. Composizione farmaceutica comprendente
1’anticorpc o 11 frammentc funzionale secondc una
qualsiasi delle rivendicazioni da 1 a 4 e,
facoltativamente, un veicolante e/o un eccipiente
farmaceuticamente accettabile.

10. Anticorpo o frammento funzionale secondo una
qualsiasi delle rivendicazioni da 1 a 4 per l’uso in
un metodo di trattamento di un disturbo infiammatorio.

11. Anticorpc o frammento funzicnale per 1'uso
secondo la rivendicazione 10, in cui detto disturbo
infiammatorio & un disturbo infiammatorio del tratto
gastrointestinale.

12. Anticorpo o frammento funzicnale per 1'uso
secondo la rivendicazione 11, in cul dettc disturbo
infiammatorio del tratto gastrointestinale e una

malattia infiammatoria intestinale.
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13. Anticorpc o frammento funzionale per 1'uso
secondo la rivendicazione 11 o 12, 1in cui detto
disturbo infiammatorio del tratto gastrointestinale é

il morbo di Crohn o la colite ulcerosa.

E traduzione conforme al testo originale
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FIG. 1

human framework

cornice umana

Rabbit CDRs

CDR di coniglio

rabbit mAb mAb di coniglio
Rabbit Fv Fv di coniglio
Figura 2

Minutes minuti

Results Risultati

Name Nome

Retention time

Tempo di ritenzione

Area FPercent

Area percentuale

Monomeric scFv

scFv monomerico

Dimeric sciv

scFv dimerico

Totals Totali

Figura 3

Normalized Fluorescence | Intensita di fluorescenza
Intensity normalizzata

Temperature Temperatura

Figura 4

Monomer content

Contenutc di monomero

Time [d]

Tempo [d]

173




Figura 5
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Flgure 1
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Figure 2
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Figure 3
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Figure 4
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Figure 5
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Figure 8
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Figure 10
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Figure 12
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Figure 13
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Figure 14B
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Flaure 16A
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