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Anotace:

Jsou popisovany zpusoby oSetfovani chorob, pfi kterych
Skodi aktivita TNF, cestou ¢trnactidenniho subkutanniho
podavani lidskych protilatek, pfednostné¢
rekombinantnich lidskych protilatek, které se specificky
vazou na a-faktor nekrotizujici tumor (TNF,). Protilatka
miiZe byt aplikovana spolu nebo bez methotrexatu. Tyto
protilatky maji vysokou afinitu pro hTNF. (napf.
K¢=10 * M nebo mén¢), pomalou rychlost zaniku hTNF,
disociace (napt. Kor =107 s'nebo mén¢) a neutralizuji
hTNF, aktivitu in vitro a in vivo. Protilatkou

podle vynalezu muze byt protilatka s (iplnou délkou nebo
jeji cast vazajici antigen. Sady obsahujici farmaceutickou
kompozici a instrukce pro davkovani a predplnéné
injekeni stiikaCky obsahujici farmaceutické kompozice
jsou do vynalezu zahrnuty rovnéz.
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Zpisoby podavani anti-TNFa protilatek

Dosavadni stav techniky

a-Faktor nekrotizujici tumor (TNFa) je cytokinem produkovanym c¢etnymi bunéénymi typy
vCetné¢ monocytu a makrofagi, jak bylo pivodné zjisténo na zaklad¢ jeho schopnosti indukovat
nekrozu uritych mysSich tumoru [viz napf. Old L., Science 230, 630-632 (1985)]. Poté bylo
prokazano, ze faktor oznaCovany kachektin, spojeny s kachexii, je stejnou molekulou jako TNFa.
TNFa byl zahmut mezi mediatory Soku [viz napf. Beutler B. a Cerami A., Annu. Rev. Biochem.
57, 505-518 (1988); Beutler B. a Cerami A, Annu. Rev. Immunol. 7, 625-655 (1989)]. Navic dale
byl TNFa implikovan do patofyziologie fady jinych lidskych onemocnéni a poruch, véetné
sepse, infekci, autoimunitnich chorob, odmitani transplantatu, chorob §tép-verzus-hostitel [viz
napt. Vasilli P., Annu. Rev. Immunol. 10, 411-452 (1992); Tracey K. J. a Cerami A., Annu. Rev.
Med. 45,491-503 (1994)].

Vzhledem ke Skodlivé tdloze lidského TNFa (hTNFa) pii ruznych lidskych chorobach byly
navrhovany terapeutické strategie pro inhibici nebo paralyzovani aktivity hTNFo. Za prostfedek
pro inhibici aktivity hTNFa byly povazovany zvlast¢ protilatky, které se vazi a neutralizuji
hTNFa. Nékteré z nejdrivéjSich takovych protilatek byly monoklonalni mysi protilatky (mAbs),
vylucované hybridomy pfipravenymi z lymfocyta mysi imunizovanych hTNFa [viz napf. Hahn
T. a spol., Proc. Natl. Akad. Sci. U.S.A. 82, 3814-3818 (1985); Liang C-M. a spol., Biochem.
Biophys. Res. Commun. 137, 847-854 (1986); Hirai M. a spol., J. Immunol. Methods 96, 57-62
(1987); Fendly B. M. a spol., Hybridoma 6, 359-370 (1987); Moeller A. a spol., Cytokine 2, 162-
169 (1990); US patent 5231024 pro Moellera a spol.; Wallach D., Evropsky patent 186833 BI;
Old a spol., Evropska patentova piihlaska 218868 Al; Moeller A. a spol., Evropsky patent
260610]. I kdyz tyto mysi anti-hTNFa protilatky Casto projevuji vysokou afinitu vic¢i hTNFa
(napf. Kd < 10 M) a byly schopny neutralizovat aktivitu hTNFa,, muze byt jejich uziti in vivo
limitovano problémy spojenymi s podavanim mysSich protilatek lidem, jako je kratky polocas
séra, neschopnost spoustét urCité funkce lidského efektoru a vyvolavani nezadouci imunitni
odezvy proti mysSi protilatce v lidech [reakce "human anti-mouse antibody" (HAMA)].

Ve snaze prekonat problémy spojené s uzivanim Cisté mysich protilatek u lidi byly pomoci
genetického inZenyrstvi upravovany mysi anti-hTNFo protilatky tak, aby se staly "lidem
podobngjsi". Byly pripraveny napiiklad chimerové protilatky, ve kterych variabilni oblasti
fetézce protilatky pochazeji z mysi a konstantni oblasti fetézce protilatky pochazeji z lidi [Knight
D. M. a spol., Mol. Immunol. 30, 1443-1453 (1993); Daddona P. E. a spol., PCT publikace WO
92/16553]. Vedle toho byly rovnéz pifipraveny humanizované protilatky, ve kterych
hypervariabilni domény protilatky pochazeji z mysi, ale zbytek variabilnich oblasti a konstantni
oblasti protilatky pochazeji z lidi (Adair J. R. a spol., PCT publikace WO 92/11383). Avsak
protoze v téchto chimerovych a humanizovanych protilatkach zistavaji jesté uréité mysi
sekvence, mohou stale, zejména pokud jsou dlouhodobé podavany, vyvolavat nezadouci imunitni
reakci, reakei lidské antichimerové protilatky (HACA), napf. u chronickych indikaci jako je
reumatoidni artritida [napf. Elliott M. J. a spol., Lancer 344, 1125-1127 (1994); Elliott M. J. a
spol., Lancet 344, 1105-1110 (1994)].

Preferovanym hTNFa inhibi¢nim ¢inidlem viaéi mys§i mAbs nebo jejim derivatim (napf.
chimerovym nebo humanizovanym protilatkam) by byla zcela lidska anti-h'TNFo protilatka,
protoze takové Cinidlo by nevyvolavalo HAMA reakei, 1 kdyZz bude dlouhodobé pouzivano.
Lidské¢ monoklonalni auto-protilatky proti hTNFa byly pfipraveny pfi pouziti techniky
hybridomu [Boyle P. a spol., Cell. Immunol. 152, 556-568 (1993);, Boyle P. a spol., Cell
Immunol. 152, 569-581 (1993); Boyle P. a spol., Evropska patentova piihlaska 614984 A?2].
Avsak tyto z hybridomu pochazejici monoklonalni protilatky, u nichz bylo popsano, ze maji
afinitu pro hTNFa, ktera byla piili§ nizka pro vypocteni konvenénimi metodami, nebyly schopné
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vazat rozpustnou hTNFa a nebyly schopné neutralizovat cytotoxicitu indukovanou hTNFa (viz
Boyle a spol. shora). Navic uspéch techniky lidského hybridomu zavisi na pfirozené pfitomnosti
lymfocytu, produkujicich v lidském krevnim ob&hu auto-protilatky specifické pro hTNFa. Urcité
studie zjistily u lidskych subjektu, v séru auto-protilatky proti hTNFa [Fomsgaard A. a spol.,
Scand. J. Immunol. 30, 219-223 (1989); Bendtzen K. a spol., Prog. Leukocyte Biol. 10B, 447-
452(1990)], zatimco jin¢ nikoliv [(Leusch H-G. a spol., J. Immunol. Methods 139, 145-147
(1991)].

Altemnativou k pfirozené se vyskytujicim lidskym anti-hTNFa protilatkam by byla rekombinantni
hTNFa protilatka. Byly popsany rekombinantni lidské protilatky, které¢ vazou hTNFa s relativné
nizkou afinitou (tj. Kp ~ 107 M) a rychlym stupném zaniku (tj. Koff ~ 102 s) [Griffiths A. D. a
spol., EMBO J. 12, 725-734 (1993)]. Avsak tyto protilatky nemohou byt vhodné pro terapeutické
pouziti vzhledem k jejich relativné rychlé kinetice disociace. Vedle toho byla popsana lidska
rekombinantni anti-hTNFa, ktera neneutralizuje hTNFa aktivitu, nybrz spiSe zvySuje vazani
hTNFa na povrch bunék a zvysuje internalizaci hTNFa [Lidbury A., a spol., Biotechnol. Ther. 5,
27-45 (1994); Aston R. a spol., PCT publikace WO 92/03145].

Rekombinantni lidské protilatky, které¢ vazou rozpustnou hTNFa s vysokou afinitou a pomalou
kinetikou disociace, a kter¢ maji schopnost neutralizovat hTNFa aktivitu véetn¢ hTNFa
indukované cytotoxicity (in vitro a in vivo) a hTNFa indukované aktivace bun¢k, byly popsany
rovn¢z (viz US patent 6090382). Typické postupy pro podavani protilatek byly uskutecnény
intravenozné v tydennim cyklu. Tydenni davkovani antilatek a/nebo 1é¢iva mize byt nakladné,
nepohodiné a diky frekvenci podavani ma za nasledek vzriust poctu vedlejSich ucinka.
Intravenézni administrace ma rovnéz své meze v tom, ze administrace je obvykle provadéna
nékym, kdo je zdravotnicky vyskolen.

Podstata vynalezu

PredloZeny vynalez poskytuje zpusoby pro ¢tmactidenni rezimy davkovani pii 1é¢eni s TNFa
spojenych chorob, piednostnd subkutanni cestou. Ctractidenni davkovani ma pied tydennim
davkovanim mnoho vyhod véetné€, ale ne jenom, mensiho poctu celkovych injekci, snizeného
poctu reakci v mist¢ (lokani bolest a otok), zvyseni pacientovy pohody (tj. diky mensi frekvenci
injekci) a menSich nakladi na pacienta pravé tak jako na poskytovatele zdravotni péce.
Subkutanni davkovani je vyhodné, protoze pacient si muze terapeutickou substanci, napt. lidskou
TNFa protilatku, podavat sam, coz vyhovuje obéma, jak pacientovi tak poskytovateli zdravotni
péce.

Vynalez poskytuje zpusoby pro osetfovani chorob, pfi kterych aktivita TNFa Skodi. Zpusoby
zahmuji ¢trnactidenni subkutanni injekce protilatek subjektu. Protilatkami jsou prednostné
rekombinantni lidské protilatky, které se vazou na lidsky TNFa. Tento vynalez dale poskytuje
zpusoby pro 1éCeni chorob, pfi kterych je aktivita TNFa Skodliva. Tyto zpusoby zahmuji vyuZiti
kombinovan¢ terapie, pfi niz se lidské protilatky podavaji subjektu spolu s jinym terapeutickym
prostfedkem, jako je napfiklad jedna nebo vice dalSich protilatek, které se vazou na jiné cile
(napft. protilatky, které se vazou s jinymi cytokiny, nebo které se vazou na molekuly bunééného
povrchu), jeden nebo vice cytokinu, rozpustny TNFa receptor (viz napf. PCT publikaci WO
94/06476) a/nebo jedno ¢i vice chemickych €inidel, ktera inhibuji produkci nebo aktivitu hTNFa
(jako cyklohexanyliden derivaty, jak je popsano v PCT publikaci WO 93/19751), nejlépe
methotrexat. Protilatkami jsou predevS§im rekombinantni lidské protilatky, které se specificky
vazou na lidsky TNFa. Protilatky podle vynalezu jsou charakterizovany vazbou na hTNFa s
vysokou afinitou a pomalou kinetikou disociace a neutralizovanim hTNFa aktivity, véetné
cytotoxicity indukované hTNFa (in vitro a in vivo) a hTNFa indukované bunécné aktivace.
Protilatky mohou mit celou délku (napf. protilatka 1gG1 nebo 1gG4) nebo mohou obsahovat
pouze Cast vazajici se na antigen [napf. fragment Fab, F(ab')2, scFv nebo jednotliva doména].
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Nejvice preferovana rekombinantni protilatka podle vynalezu, oznatovana D2E7, ma CDR3
doménu lehkého fetézce, obsahujici sekvenci aminokyselin SEQ ID NO: 3 a CDR3 doménu
tézkého fetézce, obsahujici sekvenci aminokyselin SEQ ID NO: 4 (uvedeny dale v priloze B).
Prednostné ma D2E7 variabilni oblast lehkého fetézce (LCVR) obsahujici sekvenci aminokyselin
SEQ ID NO: 1 a variabilni oblast tézkého fetézce (HCVR) obsahujici sekvenci aminokyselin
SEQ ID NO: 2. Tyto protilatky jsou popsany v US patentu 6090382, na ktery se kompletné
odkazuje.

P1i jednom provedeni poskytuje vynalez zpusoby pro oSetfovani chorob, u kterych aktivita TNFa
Skodi. Tyto zpusoby zahruji inhibici TNFa aktivity subkutannim, ¢trnactidennim podavanim
anti-TNFa protilatky, takze dochazi k 1éceni choroby. Chorobou muze byt na priklad sepse,
autoimunitni nemoc (napf. reumatoidni arthritida, alergie, roztrousena sklerdza, autoimunitni
diabetes, autoimunitni uveitis a nefroticky syndrom), infekéni choroba, zhoubny nador, odmitani
transplantatu nebo nemoc $tép-verzus-hostitel, plicni choroba, onemocnéni kosti, stfevni choroba
nebo srdecni choroba.

P1i jiném provedeni poskytuje vynalez zptsoby pro oSetfovani chorob, u kterych aktivita TNFa
Skodi. Tyto zpusoby zahrnuji inhibici aktivity TNFa subkutannim, ¢tmactidennim podavanim
anti-TNFa protilatky a methotrexatu, takze dochazi k 1é¢eni choroby. Podle jednoho hlediska je
methotrexat podavan spolu s anti-TNFa protilatkou. Podle jiného hlediska je methotrexat
podavan pred podanim anti-TNFa protilatky. Podle jest¢ dalSiho hlediska je methotrexat podavan
po podani anti-TNFa protilatky.

Pii preferovaném provedeni je anti-TNFa protilatka, uzitad pro oSetfovani chorob, u kterych
aktivita TNFa skodi, lidskou anti-TNFa protilatkou. Vhodnéji probiha 1éceni pravé pomoci
¢tmactidenni subkutanni administrace izolované lidské protilatky nebo jeji ¢asti, ktera se vaze na
antigen. Protilatka nebo jeji ¢ast, ktera se vaze na antigen, pfednostné disociuje z lidského TNFa
s Ka 1 x 10® M nebo méné a Kog rychlostni konstantou 1 x 107 s nebo méné, oboji stanoveno
rezonanci povrchovych plazmont, a neutralizuje cytotoxicitu lidské TNFa pri standardnim L1929
testu in vitro s ICso 1 x 107 M nebo méné. Vhodnéji izolovana lidska protilatka nebo jeji ¢ast,
ktera se vaze na antigen, disociuje z lidského TNFa s Ko 5 x 10 s! nebo méné, nebo jesté
vhodngji s Ko 1 x 10 57! nebo méné. Izolovana lidska protilatka nebo jeji Cast, ktera se vaZe na
antigen, prednostné neutralizuje cytotoxicitu lidské TNFa pifi standardnim L1929 testu in vitro s
ICso 1 x 10® M nebo méné, jesté vhodnéji s ICsol x 10°M nebo méné a jesté nejvhodngji s ICso 1
x 107'°M nebo méné.

Pri dal§im provedeni poskytuje vynalez zpliisoby pro osetfovani chorob, u kterych aktivita TNFa
skodi, tak, Ze se subjektu ¢trnactidenné subkutanné podava lidska protilatka nebo jeji Cast, ktera
se¢ vaze na antigen. Lidska protilatka nebo jeji Cast, ktera se vaze na antigen, ma nejvhodnéji
nasledujici charakteristiku:

a) disociuje z lidského TNFa s Ko rychlostni konstantou 1 x 107 s
stanoveno rezonanci povrchovych plazmont;

nebo méng, jak bylo

b) ma CDR3 doménu lehkého fetézce obsahujici sekvenci aminokyselin SEQ ID NO: 3, nebo
modifikovanou z SEQ ID NO: 3 jednotlivou substituci alaninem v poloze 1, 4, 5, 7 nebo 8 nebo
jednou az péti konzervativnimi substitucemi aminokyselin v polohach 1, 3,4, 6, 7, 8 a/nebo 9;

¢) ma CDR3 doménu té¢zkého fetézce obsahujici sekvenci aminokyselin SEQ ID NO: 4, nebo
modifikovanou z SEQ ID NO: 4 jednotlivou substituci alaninem v poloze 2, 3, 4, 5, 6, 8, 9, 10
nebo 11 nebo jednou az péti konzervativnimi substitucemi aminokyselin v polohach 2, 3,4, 5, 6,
8,9, 10, 11 a/nebo 12.
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Vhodnéji protilatka nebo jeji ¢ast, ktera se vaze na antigen, disociuje z lidského TNFa s Kosr 5 x
10 s nebo méné. Jest& vhodnéji protilatka nebo jeji ast, ktera se vaZe na antigen, disociuje z
lidského TNFa s Kor 1 x 10 57! nebo méné.

Vynalez poskytuje zpusoby pro oSetfovani chorob, u kterych aktivita TNFa skodi, jesté€ pfi jiném
provedeni. Tyto metody u subjektu zahrnuji ¢tractidenni subkutanni podavani lidské protilatky
nebo jeji Casti, ktera se vaze na antigen. Protilatka nebo jeji Cast, ktera se vaze na antigen
obsahuje prednostné LCVR majici CDR3 doménu obsahujici sekvenci aminokyselin SEQ ID
NO: 3, nebo modifikovanou z SEQ ID NO: 3 jednotlivou substituci alaninem v poloze 1, 4, 5, 7
nebo 8 a s HCVR majici CDR3 doménu obsahujici sekvenci aminokyselin SEQ ID NO: 4, nebo
modifikovanou z SEQ ID NO: 4 jednotlivou substituci alaninem v poloze 2, 3, 4, 5, 6, 8, 9, 10
nebo 11. Pfednostné ma LCVR dale doménu CDR2 obsahujici sekvenci aminokyselin SEQ ID
NO: 5 a HCVR dale ma doménu CDR2 obsahujici sekvenci aminokyselin SEQ ID NO: 6. Jest¢
preferovanéji ma LCVR dale doménu CDR1 obsahujici sekvenci aminokyselin SEQ ID NO: 7 a
HCVR ma doménu CDRI1 obsahujici sekvenci aminokyselin SEQ ID NO: 8.

Pri dalSim provedeni poskytuje vynalez jesté zpusoby pro oSetfovani chorob, u kterych aktivita
TNFa skodi, tak, Ze se subjektu ¢trnactidenné subkutanné podava izolovana lidska protilatka
nebo jeji cast, ktera se vaze na antigen. Protilatka nebo jeji Cast, kterd se vaze na antigen,
obsahuje LCVR zahmujici sekvenci aminokyselin SEQ ID NO: 1 a HCVR zahmuje sekvenci
aminokyselin SEQ ID NO: 2. Pfi ur€itych provedenich ma protilatka konstantni oblast tézkého
fetézce 1gG1 nebo konstantni oblast tézkého fetézce 1gG4. U jinych provedeni je protilatkou Fab
fragment, F(ab'), fragment nebo fragment jednotlivého Fv fetézce.

Pii jinych provedenich poskytuje vynalez jesté zplusoby pro oSetfovani chorob, pii kterych
administrace anti-TNFa protilatky je prospé$na subjektu pfi ¢tmactidennim subkutannim
podavani jedné nebo vice anti-TNFa protilatek nebo jejich casti, které se vazou na antigen.
Protilatky nebo jejich asti, které se vazou na antigen preferenéné obsahuji LCVR majici CDR3
doménu obsahujici sekvenci aminokyselin zvolenou ze skupiny, ktera sestava z SEQ ID NO: 3,
SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID
NO: 16, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 21,
SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 25, SEQ ID NO: 26 nebo s
HCVR majici CDR3 doménu obsahujici sekvenci aminokyselin zvolenou ze skupiny, ktera
sestava z SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 29, SEQ ID NO: 30,
SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 34 a SEQ ID NO: 35.

Dal§i aspekt vynalezu se jest¢ tyka sad obsahujicich formulaci zahmujici farmaceutickou
kompozici. Sady obsahuji anti-TNFa protilatku a farmaceuticky pfijatelny nosi¢. Sady obsahuyji
instrukce pro ¢tractidenni subkutanni davkovani farmaceutické kompozice pro 1é¢eni choroby, u
které je podavani anti-TNFo protilatky prospésné. Z jiného hlediska se vynalez tyka sad
obsahujicich formulaci zahmujici farmaceutickou kompozici, obsahujici dale anti-TNFa
protilatku, methotrexat a farmaceuticky pfijatelny nosi¢. Sady obsahuji instrukce pro
¢trnactidenni subkutanni davkovani farmaceutické kompozice pro 1éeni choroby, u které je
podavani anti-TNFa protilatky prospésné.

Jest¢ jiny aspekt vynalezu poskytuje prfedem naplnénou injekéni stfikacku obsahujici
farmaceutickou kompozici, ve které je anti-TNFa protilatka a farmaceuticky pfijatelny nosic. Z
dalsiho aspektu jest€¢ poskytuje vynalez pfedem naplnénou injekeni stiikacku s farmaceutickou
kompozici obsahujici anti-TNFa protilatku, methotrexat a farmaceuticky prijatelny nosic.
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Podrobny popis vynalezu

Tento vynalez se tyka zpasobu léCeni chorob, pii nichz je prospé$né podavat anti-TNFa
protilatku, zahrmujicich administraci izolovanych lidskych protilatek, nebo jejich antigen
vazajicich c¢asti, které se vazou na lidsky TNFa s vysokou afinitou, nizkou rychlosti zaniku a
vysokou schopnosti neutralizace, takze dochazi k 1é¢eni choroby. Razna hlediska vynalezu se
vztahuji na lé¢eni protilatkami nebo fragmenty protilatek a jejich farmaceutickych kompozic.

Aby mohlo byt vynalezu snadnéji porozuméno jsou nejprve definovany urcité terminy.

Termin "davkovani", jak je zde pouzivan, se tyka administrace substance (napf. anti-TNFa
protilatky) pro dosazeni terapeutického cile (napf. Ié¢eni choroby spojené s TNFa).

Zde pouzivané terminy "Ctrmactidenni rezim davkovani", ctrmactidenni davkovani" a
"¢tractidenni administrace" se vztahuji na ¢asovy prubéh podavani substance (napf. anti-TNFa
protilatky) subjektu pro dosazeni terapeutického cile (napf. 1éceni choroby spojené s TNFa).
Ctrnactidennim davkovacim rezimem se nemysli, ze¢ by zahrnoval tydenni davkovaéi rezim.
Substance je administrovana pokud mozno kazdych 9 az 19 dnt, vhodnéji kazdych 11 az 17 dnu,
jesté vhodnéji kazdych 13 az 15 dnii a nejvyhodnéji kazdych 14 dna.

Jak se zde pouziva termin "kombinovana terapie"”, tyka se podavani dvou nebo vice
terapeutickych substanci, napf. anti-TNFa protilatky a 1éCiva methotrexatu. Methotrexat muze
byt administrovan doprovodné spolecné, napfed nebo nasledné s podavanim anti-TNFo
protilatky.

U zde pouzivaného terminu "lidska TNFa" (zde zkracovana jako hTNFa nebo jednoduse h'TNF)
se¢ rozumi, ze se vztahuje na lidsky cytokin, ktery existuje jako vylucovana forma o 17 kD a
membran¢ asociovana forma o 26 kD, jehoz biologicky aktivni forma je sloZena z trimeru
nekovalentné vazanych 17 kD molekul. Struktura TNFa je dale popisovana napi. v Pennica D., a
spol., Nature 312, 724-729 (1984); Davis J. M. a spol., Biochemistry 26, 1322-1326 (1987) a
Jones E. Y. a spol., Nature 338, 225-228 (1989). Pod terminem lidsky TNFa se rozumi, Ze
zahmuje rekombinantni lidsky TNFa (thTNFa), ktery muze byt pfipraven metodami
rekombinantni exprese nebo komeréné nakoupen (R & D Systems, Catalog No. 210 TA,
Minneapolis, MN).

U zde pouzivaného terminu "protilatka" se rozumi, ze se vztahuje na molekuly imunoglobulinu
sestavajici ze Ctyfech polypeptidovych fetézcu, dvou tézkych (H) fetézci a dvou lehkych (L)
fetézch navzajem spojenych disulfidovymi vazbami. Kazdy tézky fetézec sestava z variabilni
oblasti tézk¢ho fetézce (zde zkracované jako HCVR nebo VH) a konstantni oblasti t€zkého
fetézce. Konstantni oblast t¢zkého fetézce je slozena ze tfi domén, CHI, CH2 a CH3. Kazdy
lehky retézec sestava z variabilni oblasti lehkého fetézee (zde zkracované jako LCVR nebo VL) a
konstantni oblasti lehkého fetézce. Konstantni oblast lehkého fetézce je slozena z jedné domény,
CL. VH a VL oblasti mohou byt dale rozdéleny na oblasti hypervariability, oznacované jako
komplementaritu urCujici oblasti (CDR), promisené s oblastmi, které¢ jsou vice zachovavané,
oznacované jako nosné struktumni oblasti (FR). Kazda VH a VL je sloZena ze tfi CDR a ¢tyf FR,
usporadanych od koncové aminoskupiny do koncové karboxyskupiny v nasledujiim poradi:

FR1, CDRI, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4.

Termin "Cast protilatky, ktera se vaze na antigen" (nebo jednoduse "Cast protilatky"), ktery se zde
pouziva, se tyka jednoho nebo vice fragmenti protilatky, které zachovavaji schopnost vazat se
specificky na antigen (napf. hTNFa). Bylo prokazano, ze funkce vazani se protilatky na antigen
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muze byt provadéna fragmenty z celkové délky protilatky. Priklady vazajicich se fragmenti
zahmovanych pod termin "¢ast protilatky, ktera se vaze na antigen" tvori

() Fab fragment, monovalentni fragment sestavajici zdomén VL, VH, CL a CH1;

(II) F(ab'), fragment, bivalentni fragment obsahujici dva Fab fragmenty spojené disulfidovym
mustkem v pantové oblasti;

(IIT) Fd fragment sestavajici zdomén VH a CHI;

(IV) Fv fragment sestavajici z VL a VH domén jednotlivého ramena protilatky;

(V) dAb fragment [Ward a spol., Nature 341, 544-546 (1989)], ktery sestava z VH domény; a
(V) izolovana, komplementaritu urcujici oblast (CDR).

Dale navic, 1 kdyz dvé domény Fv fragmentu, VL a VH, jsou kédovany oddélenymi geny, mohou
byt pomoci rekombinantnich metod spojeny syntetickym spojovnikem, ktery jim umozni utvofit
jednotny proteinovy fetézec, ve kterém VL a VH oblasti jsou sparovany, aby tvorily
monovalentni molekuly [znamy jako jednotny fetézec Fv (scFv); viz napf. Bird a spol., Science
242, 423-426 (1988) a Huston a spol., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85, 5879-5883 (1988)]. Takove
jednoretézoveé protilatky jsou rovnéz povazovany za patfici pod termin "¢ast protilatky, ktera se
vaze na antigen". Zahmuty jsou rovn€z jiné formy jednoretézovych protilatek jako diaprotilatky.
Diaprotilatky jsou bivalentni, bispecifické protilatky, ve kterych domény VH a VL jsou
exprimovany na jediném polypeptidovém fetézci, avSak pomoci spojovniku, ktery je pfilis
kratky, aby dovolil parovani mezi dvéma doménami na témz fetézci a takto vynucuji, aby se
domény parovaly s komplementamimi doménami jiného fetézce a vytvorila se dvé vazebna mista
antigenu [viz napf. Holliger P. a spol., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90, 6444-6448 (1993), Poljak
R.J. aspol., Structure 2, 1121-1123 (1994)].

A dale jesté protilatka nebo jeji Cast, ktera se vaze na antigen, muze byt Casti vétSich
imunoadhezivnich molekul, utvofenych kovalentnim nebo nekonvalentnim pfidruZzenim
protilatky nebo jeji, na antigen se vazajici ¢asti, k jednomu nebo vice proteinum nebo peptidim.
Mezi priklady takovych imunoadhezivnich molekul patfi pouziti jadrové oblasti streptavidinu,
aby se vytvorila tetramemi scFv molekula [Kipriyanov S. M. a spol., Human Antibodies and
Hybridomas 6, 93-101 (1995)] a pouziti cysteinového zbytku, signalniho peptidu a C-zakonceni
volného konce polyhistidinu, aby se vytvorily bivalentni a biotinylované scFv molekuly
[Kipriyanov S. M. a spol., Mol. Immunol. 31, 1047-1058 (1994)]. Casti protilatky, jako
fragmenty Fab a F(ab'),, mohou byt pfipraveny z kompletnich protilatek pomoci konvencnich
technik jako je digesce kompletnich protilatek s papainem respektive s pepsinem. Nad to navic
protilatky, ¢asti protilatek a imunoadhezivni molekuly mohou byt ziskany pomoci standardnich
rekombinantnich technik DNA, jak se zde popisuje.

U zde pouZzivaného terminu "lidska protilatka" se rozumi, Ze zahmuje protilatky majici variabilni
a konstantni oblasti pochazejici z lidské zarode¢né linie imunoglobulinovych sekvenci. Lidské
protilatky podle vynalezu mohou zahmovat aminokyselinové zbytky nekddované lidskou
zarodecnou linii imunoglobulinovych sekvenci (napf. mutace zavedené nahodnou nebo mistné
specifickou mutagenezi in vitro nebo somatickou mutaci in vivo) napriklad v CDR a zejména v
CDR3. U zde pouzivaného terminu "lidska protilatka" se vSak neuvazuje, Zze by zahrnoval
protilatky, u nichz byly do struktur lidskych sekvenci naroubovany CDR sekvence, pochazejici z
zarodecnych linii jinych sav€ich druhi, jako napfiklad mysi.

U zde pouzivané¢ho terminu "rekombinantni lidska protilatka" se rozumi, ze zahmuje vSechny
lidské protilatky, které jsou pripraveny, exprimovany, vytvofeny nebo izolovany
rekombinantnimi prostiedky, jako jsou protilatky exprimované pomoci rekombinantniho
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expresniho vektoru transfektovaného do hostitelské buriky (popsano dale v Sekei II, nize),
protilatky izolované z rekombinantni, kombinatorické knihovny lidskych protilatek (popsano dale
v Seker III, nize), protilatky izolované ze zvifete (napf, mysi), které je transgenni pro geny
lidského imunoglobulinu [viz napt. Taylor L. D. a spol., Nucl. Acids Res. 20, 6287-6295 (1992)]
nebo protilatky pfipravené, exprimované, vytvofené nebo izolované jinymi prostfedky, které
zahmuji spojovani sekvenci lidského genu imunoglobulinu s jinymi DNA sekvencemi. Takové
rekombinantni lidské protilatky maji vanabilni a konstantni oblasti pochazejici z lidské
zarodecné linie imunoglobulinovych sekvenci. Pfi uritych provedenich jsou vSak takové
rekombinantni lidské protilatky podrobeny mutagenezi in vitro (nebo somatické mutagenezi in
vivo, pokud je pouzito zvife transgenni pro lidské Ig sekvence) a tudiz sekvence aminokyselin
VH a VL oblasti rekombinantnich protilatek jsou sekvence, které nemohou pfirozené existovat v
repertoaru zarode¢né linie lidské protilatky in vivo, 1 kdyZ pochazeji a vztahuji se na lidskou
zarodecnou linii VH a VL sekvenci.

Pod zde pouzivanou "izolovanou protilatkou" se rozumi, Ze se vztahuje na protilatku, ktera je v
podstaté prosta jinych antilatek majicich odlisné antigenni specificnosti (napf. izolovana
protilatka, jez specificky vaze hTNFa je v podstaté¢ prosta protilatek, které specificky vazou
antigeny jin¢ nez hTNFa). Izolovana protilatka, jez specificky vaze hTNFa vSak mize mit
kfizovou reaktivitu vici jinym antigeniim, jako napfiklad hTNFa molekulam z jinych druhi
(podrobngéji diskutovano nize). K tomu navic izolovana protilatka muze byt v podstaté prosta od
jin¢ho bunécného matenalu a/nebo chemikalii.

Pod zde pouzivanou "neutralizujici protilatkou" (nebo "protilatkou, ktera neutralizuje hTNFa
aktivitu") se rozumi, Ze se vztahuje na protilatku, jejiz vazba na hTNFa ma za nasledek inhibici
biologické aktivity hTNFa. Tato inhibice biologické aktivity hTNFa mize byt stanovena
zméfenim jednoho nebo vice indikatoru biologické aktivity hTNFa, jako je cytotoxicita
indukovana hTNFa (bud’ in vitro nebo in vivo), hTNFa indukovana bunééna aktivace a hTNFa
vazba na hTNFa receptory. Tyto indikatory biologické aktivity hTNFa mohou byt stanoveny
pomoci jednoho nebo vice v praxi znamych standardnich testu in vitro nebo in vivo (viz priklad
4). Prednostn¢ je schopnost protilatky neutralizovat aktivitu hTNFoa hodnocena inhibici
cytotoxicity 1929 bungk, indukované hTNFa. Dal§im nebo alternativnim parametrem aktivity
hTNFa mize byt stanoveni schopnosti protilatky inhibovat pomoci hTNFa indukovanou expresi
ELAM-1 na HUVEC jako miry h"TNFa indukované bunééné aktivace.

Termin "rezonance povrchovych plazmoni", ktery se zde pouziva, se tyka optického fenoménu,
ktery poskytuje analyzu biospecifickych interakci v realném Case detekci zmén proteinovych
koncentraci v biosenzorové matrici, napfiklad pomoci systému BIAcore (Pharmacia Biosensor
AB, Uppsala Sweden a Piscataway, NJ). Pro dalsi popis viz priklad 1 a Jonsson U. a spol., Ann.
Biol. Clin. 51, 19-26 (1991); Jonsson U. a spol., Biotechniques 11, 620-627 (1991); Johnsson B. a
spol., J. Mol. Recognit. 8, 125-131 (1995) a Johnsson B. a spol., Anal. Biochem. 198, 268-277
(1991).

Zde pouzivanym terminem "Kog" se rozumi, Zze se tyka rychlostni konstanty pro disociaci
protilatky z komplexu protilatka/antigen.

Zde pouzivanym terminem "Ky" se rozumi, Ze se tyka konstanty disociace pro urcitou interakci
protilatka-antigen.

Terminem "molekula nukleové kyseliny" jak se zde pouziva, se rozumi, ze zahmuje DNA
molekuly a RNA molekuly. Molekula nukleové kyseliny mize byt jed no fetézcova nebo dvou
fetézcova, ale prednostné je dvou fetézcovou DNA.

Terminem "izolovana molekula nukleové kyseliny" jak se zde pouziva v odkazu na nukleové
kyseliny kodujici protilatky nebo casti protilatek (napf. VH, VI, CDR3), které vazou hTNFa, se
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rozumi, 7z¢ se tyka molekuly nukleové kyseliny, ve které nukleotidové sekvence, kodujici
protilatku nebo ¢ast protilatky, jsou prosty jinych nukleotidovych sekvenci kodujicich protilatky
nebo casti protilatek, které¢ vazou antigeny jiné nez hTNFa, a kterézto jiné sekvence mohou
prirozen¢ doprovazet nukleovou kyselinu v lidské genomické DNA. Tak napriklad izolovana
nukleova kyselina podle vynalezu, kodujici VH oblast anti-hTNFa protilatky, neobsahuje jiné
sekvence kodujici jiné VH oblasti, které¢ vazou antigeny jiné nez hTNFa.

Zde pouzivanym terminem "vektor" se rozumi, ze s¢ vztahuje na molekulu nukleové kyseliny
schopnou transportovat jinou nukleovou kyselinu, se kterou byl spojen. Jednim typem vektoru je
"plazmid", ktery se tyka cirkulami smycky dvouretézcové DNA, do niz mohou byt navazany
dalsi segmenty DNA. Jinym typem vektoru je viralni vektor, do n¢hoz miize byt navazan dalsi
segment DNA do genomu viru. Urité vektory jsou schopny autonomni replikace v hostitelské
burice, do niz jsou zavedeny (napf. bakterialni vektory majici bakterialni pivod replikace a
epizomalni savéi vektory). Jiné vektory (napf. neepizomalni savCéi vektory) mohou byt
integrovany do genomu hostitelské bunky po zavedeni do hostitelské bunky, a tudiz jsou
replikovany spolu s genomem hostitele. Navic mimo to maji urcité vektory schopnost fizeni
exprese genu, ke kterym jsou operativné piipojeny. Takové vektory jsou zde oznacovany jako
"rekombinantni expresni vektory" (nebo jednoduse "expresni vektory"). Expresni vektory
uzite¢né pro rekombinantni DNA techniky jsou obvykle Casto ve formé plazmida. V existujici
specifikaci mohou byt "plazmid" a "vektor" uZivany zaméniteln¢, protoze plazmid je
nejobvykleji uzivana forma vektoru. Nicméné u vynalezu se ma na mysli, ze zahrnuje takové jiné
formy expresnich vektoru jako napf. viralni vektory, které poskytuji ekvivalentni funkce (napf.
replikaéni detektivni retroviry, adenoviry a adeno-asociované viry).

Pod zde pouzivanym terminem "rekombinantni hostitelska burika" (nebo jednoduse "hostitelska
burika") se rozumi, ze se tyka buriky, do které byl zaveden rekombinantni expresni vektor. Je
tfeba chapat, Ze pod takovymi terminy se ma na mysli, Ze se tykaji nejen konkrétniho bunééného
subjektu, nybrz i potomstva takovych bun¢k. ProtoZe v nasledujicich generacich muze dojit k
ur¢itym modifikacim bud’® mutaci nebo vlivy prostfedi, nemusi byt takové potomstvo ve
skute¢nosti identické s matecnou burikou, ale stale jsou zahrovana do ramce zde pouzivaného
terminu "hostitelska burnka".

Rizna hlediska vynalezu jsou popsana v nasledujicich pododdilech dalSimi detaily.
I. Lidské protilatky, kter¢ vazou lidsky TNFa

Tento vynalez poskytuje zpusoby lé¢eni chorob, u nichz je prospésna administrace anti-TNFo
protilatky. Tyto zpusoby zahmuji ¢trnactidenni subkutanni administraci izolovanych lidskych
protilatek nebo jejich, na antigen se vazajicich casti, které se vazou na lidsky TNFa s velkou
afinitou, nizkou rychlosti zaniku a vysokou schopnosti neutralizace. Lidské protilatky podle
vynalezu jsou pfednostné rekombinantnimi, neutralizujicimi lidskymi anti-TNFo protilatkami.
Nejvice preferovana rekombinantni, neutralizujici protilatka podle vynalezu je zde uvadéna jako
D2E7 (sekvence aminokyselin D2E7 VL oblasti je uvedena v SEQ ID NO:1; sekvence
aminokyselin D2E7 VH oblasti je uvedena v SEQ ID NO:2). Vlastnosti D2E7 byly popsany v
Salfeld a spol., US patent 6090382, na ktery se¢ zde odkazuje.

Jedno hledisko vynalezu se tyka 1éceni chorob, u nichz je prospés$na administrace anti-TNFa
protilatky. Tyto zpusoby zahmuji ¢tractidenni subkutanni administraci D2E7 protilatek a casti
protilatek, D2E7-pfibuznych protilatek a casti protilatek a jinych lidskych protilatek a casti
protilatek s ekvivalentnimi vlastnostmi jako D2E7, jako je vysoka afinita vazby k lidskému
hTNFa s nizkou disociaéni kinetikou a vysokou neutralizacni kapacitou. Pfi jednom provedeni
poskytuje vynalez 1éceni s izolovanou lidskou protilatkou, nebo jeji, na antigen se vazajici Casti,
ktera disociuje z lidského TNFa s K4 1 x 10®* M nebo méné a Kog rychlostni konstantou 1 x 10~
s nebo méng, oboji stanoveno rezonanci povrchovych plazmonu, a neutralizuje cytotoxicitu
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lidského TNFa pii standardnim 1929 testu in vitro s ICsp 1 x 107 M nebo méné. Piednostné
izolovana lidska protilatka nebo jeji ¢ast, ktera se vaze na antigen, disociuje z lidského TNFa s
Kotr 5 x 10 s nebo méné, nebo jesté preferovanéji s Ko 1 x 10* s nebo méng. Piednostné
1zolovana lidska protilatka nebo jeji Cast, ktera se vaze na antigen, neutralizuje cytotoxicitu lidské
TNFa pii standardnim L929 testu in vitro s ICso 1 x 10® M nebo méné, jesté 1épe s ICso 1 x 107
M nebo méné a jesté nejlépe s ICso 1 x 10"° M nebo méné. Pii preferovaném provedeni je
protilatkou i1zolovana lidska rekombinantni protilatka nebo jeji antigen vazajici ¢ast.

Obecné je znamo z praxe, ze t¢zky a lehky fetézec CDR3 domén protilatky hraji vyznamnou
ulohu ve specificnosti vazby/afinity protilatky na antigen. Podle toho, se vynalez z jiného
hlediska tyka lé¢eni chorob, u nichz je prospé$na administrace anti-TNFa protilatky subkutannim
podavanim lidskych protilatek, které maji pomalou disociacni kinetiku pro asociaci s hTNFa, a
které maji t¢Zky a lehky fetézec CDR3 domén, jeZ jsou identické nebo pribuzné t¢m v D2E7.
Poloha 9 D2E7 VL CDR3 miuze byt obsazena s Ala nebo Thr, aniz by to Kog podstatné ovlivnilo.
Podle toho konsenzualni motiv pro D2E7 VL. CDR3 obsahuje aminokyselinovou sekvenci:

Q-R-Y-N-R-A-P-Y-(T/A) (SEQ ID NO. 3). Dodateéné poloha 12 D2E7 VL CDR3 muze byt
obsazena s Tyr nebo Asn, aniz by to Ko podstatné ovlivnilo. Podle toho konsenzualni motiv pro
D2E7 VH CDR3 obsahuje aminokyselinovou sekvenci:

V-S-Y-L-S-T-A-S-S-L-D-(Y/N) (SEQ ID NO: 4). Mimo to navic, jak je ukazano v prikladu 2,
CDR3 doména tézkych a lehkych feté¢zcu v D2E7 je pfistupna substituci jednotlivym alaninovym
zbytkem (v poloze 1, 4, 5, 7 nebo 8 ve VL CDR3 nebo v poloze 2, 3, 4, 5,6, 8,9, 10 nebo 11 ve
VH CDR3), aniz by to Ko podstatné ovlivnilo. ZkusSeny pracovnik dale jesté oceni, Zze existujici
pristupnost D2E7 VL a VH CDR3 domén pro substituce alaninem, miZe umoznit substituci
jinych aminokyselin v CDR3 doménach, predevsim substituci konzervativnimi aminokyselinami,
kdyz je stale zachovavana nizka konstanta rychlosti zaniku protilatky. Zde pouZivana
"konzervativni substituce aminokyselin" je takova, ve které je jeden zbytek aminokyseliny
nahrazen jinym zbytkem aminokyseliny majicim podobny vedlejsi fetézec. Skupiny
aminokyselinovych zbytki majicich podobny vedlejsi fetézec jsou v oboru definovany, véetné
zasaditych vedlejSich fet€zcu (napf. lysin, arginin, histidin), kyselych vedlejSich fet¢zci (napf.
kyselina asparagova, kyselina glutamova), polamich vedlejSich fetézcu bez naboje (napf.
asparagin, glutamin, serin, threonin, tyrosin, cystein), nepolamich vedlejSich fetézcli (napf.
alanin, valin, leucin, isoleucin, prolin, fenylalanin, methionin, tryptofan), P-rozvétvenych
vedlejSich fetézcu (napf. threonin, valin, isoleucin) a aromatickych vedlejSich fetézci (napf.
tyrosin, fenylalanin, tryptofan, histidin). V doménach D2E7 VL a/nebo VH CDR3 se pak
prednostné nedé€la vice nez jedna az pét konzervativnich substituci aminokyselin. V doménach
D2E7 VL a/nebo VH CDR3 se pak pfednostné neprovede vice nez jedna az tii konzervativni
substituce aminokyselin. Navic konzervativni substituce aminokyselin nesmi byt provedeny v
polohach aminokyselin kritickych pro vazbu k hTNFa. Polohy 2 a 5 u D2E7 VL CDR3 a polohy
1 a7uD2E7 VH CDR3 se jevi jako kritické pro interakci s hTNFa, a tudiz v téchto polohach se
pfednostné konzervativni substituce aminokyselin neprovadéji (i kdyz je pfijatelna substituce
alaninem v poloze 5 u D2E7 VL CDR3, jak se popisuje shora) (viz US patent 6090382).

Shodn¢ pfi jiném provedeni poskytuje vynalez zpusoby léCeni chorob, u nichZz je prospésna
administrace anti-TNFa protilatky pri ¢trnactidenni subkutanni administraci izolované lidské
protilatky nebo jeji antigen vazajici casti. Protilatka nebo jeji antigen vazajici ¢ast, ma
nejvhodnéji nasledujici charakteristiku:

a) disociuje z lidské TNFa s K rychlostni konstantou 1 x 107 s nebo méné, jak bylo stanoveno
rezonanci povrchovych plazmonii;
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b) ma CDR3 doménu lehkého fetézce obsahujici sekvenci aminokyselin SEQ ID NO: 3, nebo
modifikovanou z SEQ ID NO: 3 jednotlivou substituci alaninem v poloze 1, 4, 5, 7 nebo 8 nebo
jednou az péti konzervativnimi substitucemi aminokyselin v polohach 1, 3,4, 6, 7, 8 a/nebo 9;

¢) ma CDR3 doménu té¢zkého fetézce obsahujici sekvenci aminokyselin SEQ ID NO: 4, nebo
modifikovanou z SEQ ID NO: 4 jednotlivou substituci alaninem v poloze 2, 3,4, 5,6, 8, 9, 10
nebo 11 nebo jednou az péti konzervativnimi substitucemi aminokyselin v polohach 2, 3, 4, 5, 6,
8,9, 10, 11 a/nebo 12.

Prednostn¢ protilatka nebo jeji Cast, ktera se vaze na antigen, disociuje z lidské TNFa s Koir 5 x

10* s nebo méné. Jesté preferovanéjsi je, kdyz protilatka nebo jeji ¢ast, ktera se vaze na antigen,
disociuje z lidské TNFa s Kogr 1 x 10 s nebo méné.

Vynalez poskytuje zpusoby pro osetfovani chorob, u nichz je prospésna administrace anti-TNFa
protilatky pfi ¢tmactidenni subkutanni administraci izolované lidské protilatky nebo jeji antigen
vazajici Casti jest€ ph jiném provedeni. Protilatka nebo jeji Cast, ktera se vaze na antigen,
obsahuje prfednostné variabilni oblast lehkého fetézce (LCVR) majici CDR3 doménu obsahujici
sekvenci aminokyselin SEQ ID NO: 3, nebo modifikovanou z SEQ ID NO: 3 jednotlivou
substituci alaninem v poloze 1, 4, 5, 7 nebo 8 a variabilni oblast (HCVR) majici CDR3 doménu
obsahujici sekvenci aminokyselin SEQ ID NO: 4, nebo modifikovanou z SEQ ID NO: 4
jednotlivou substituci alaninem v poloze 2, 3, 4, 5, 6, 8,9, 10 nebo 11. Pfednostné ma LCVR dale
doménu CDR2 obsahujici sekvenci aminokyselin SEQ ID NO: 5 (tj. D2E7 VL CDR2) a HCVR
dale ma doménu CDR2 obsahujici sekvenci aminokyselin SEQ ID NO: 6 (tj. D2E7 VH CDR?2).
Jesté prednostnéji ma LCVR dale doménu CDR1 obsahujici sekvenci aminokyselin SEQ ID NO:
7 (. D2E7 VL CDR1) a HCVR ma doménu CDRI obsahujici sekvenci aminokyselin SEQ ID
NO: 8 (tj. D2E7 VH CDRI1). Struktury oblasti pro VL jsou pfednostné z Vi I druhu lidské
zarodecné linie, prednostnéji z A20 lidské zarodecné linie Vk genu a nejpfednostnéji z D2E7 VL
ramce sekvenci uvedenych na obrazcich 1A a 1B US patentu 6090382. Struktury oblasti pro VH
jsou pfednostné z Vi I druhu lidské zarodeéné linie, prednostnéji z DP31 lidské zarodecéné linie
VH genu a nejprednostnéji z D2E7 VH ramce sekvenci uvedenych na obrazcich 2A a 2B US
patentu 6090382.

P1i jesté dalSim provedeni poskytuje vynalez zpusoby pro oSetfovani chorob, u nichz je prospésna
administrace anti-TNFa protilatky pri ¢trnactidenni subkutanni administraci izolované lidské
protilatky nebo jeji antigen vazajici casti. Protilatka nebo jeji ¢ast, ktera se vaze na antigen,
obsahuje prednostné variabilni oblast lehkého fetézce (LCVR) obsahujici sekvenci aminokyselin
SEQ ID NO: 1 (tj. D2E7 VL) a variabilni oblast t¢zké¢ho fetézce (HCVR) obsahujici sekvenci
aminokyselin SEQ ID NO: 2 (tj. D2E7 VH). U jistych provedeni obsahuje protilatka konstantni
oblast tézkého fetézce jako je IgGl, IgG2, IgG3, IgG4, IgA, IgE, IgM nebo IgD konstantni
oblast. Prednostné je konstantni oblasti tézkého fetézce 1gG1 konstantni oblast t€Zkého fetézce
nebo IgG4 konstantni oblast t¢zkého fetézce. Navic muze protilatka obsahovat dale konstantni
oblast lehkého fetézce, bud’ kappa konstantni oblast lehkého fetézce nebo lambda konstantni
oblast lehkého fetézce. Prednostné obsahuje protilatka kappa konstantni oblast lehkého retézce.
Casti protilatky miZe byt alternativné na piiklad Fab fragment nebo jednofetézovy Fv fragment.

P1i jiném provedeni poskytuje vynalez jesté zplsoby pro oSetfovani chorob, u nichz je prospésna
administrace anti-TNFa protilatky pri ¢tractidenni subkutanni administraci izolované lidské
protilatky nebo jeji antigen vazajici casti. Protilatka nebo jeji Cast, ktera se vaze na antigen,
obsahuje prednostné na D2E7 se vztahujici VL a VH CDR3 domény, napriklad protilatky nebo
jejich antigen vazajici Casti s variabilni oblasti lehkého fetézce (LCVR) majici CDR3 doménu
obsahujici sekvenci aminokyselin volenou ze skupiny, kterou tvofi: SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO:
11, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17, SEQ
ID NO: 18, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO. 20, SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 23,
SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 25 a SEQ ID NO: 26, nebo s variabilni oblasti tézkého fetézce
(HCVR) majici CDR3 doménu obsahujici sekvenci aminokyselin volenou ze skupiny, kterou
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tvofi: SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 29, SEQ ID NO: 30, SEQ
ID NO: 31, SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 34 a SEQ ID NO: 35.

Protilatka nebo ¢ast protilatky podle vynalezu muze byt derivatizovana nebo napojena na jinou
funk¢ni molekulu (napf. jiny peptid nebo protein). Protilatka nebo ¢ast protilatky podle vynalezu
jsou tedy mysleny, ze zahrnuji derivatizované a jinak modifikované formy zde popisovanych
lidskych anti-TNFa protilatek, véetné imunoadhezivnich molekul. Napriklad protilatka nebo cast
protilatky podle vyndlezu muze byt funkéné spojena (chemickou vazbou, genetickou fuzi,
nekovalentni asociaci nebo jinak) s jednou nebo vice jinymi molekularnimi entitami jako jinou
protilatkou (napf. bispecificka protilatka nebo diaprotilatka), detekovatelnym agens,
cytotoxickym ¢inidlem, farmaceutickym agens a/nebo proteinem ¢i peptidem, které mohou
zprostfedkovat asociat protilatky nebo ¢asti protilatky s jinou molekulou (jako jadrovou oblasti
streptavidinu nebo volnym koncem polyhistidinu).

Jeden typ derivatizované protilatky se produkuje pficnym spojovanim dvou nebo vice protilatek
(stejného typu nebo raznych typi, aby se napr. vytvorily bispecifické protilatky). Vhodné pricné
spojovniky zahrnuji ty, které jsou heterobifunkéni, majici dvé rozdiln¢ reaktivni skupiny
oddélené vhodnym mezemikem (napf. m-maleinimidobenzoyl-N-hydroxysukcinimid-ester) nebo
homobifunk¢ni (napf. disukcinimidyl suberat). Takové spojovniky lze ziskat od Pierce Chemical
Company, Rockford, IL.

Vhodna detekovatelna cinidla, se kterymi muZe byt protilatka nebo cast protilatky
derivatizovana, predstavuji fluorescencni slouceniny. Pfikladna fluorescenéné detekovatelna
¢inidla  zahmuji  fluorescein,  fluorescein-isokyanat, = rhodamin,  5-dimethylamin-1-
naftalensulfonylchlorid, fykoerythrin a podobné.

Protilatka muze byt derivatizovana také detekovatelnymi enzymy, jako alkalickou fosfatazou,
kfenovou peroxidazou, glukosaoxidazou a podobné. Jestlize je protilatka derivatizovana
detekovatelnym enzymem, provadi se detekce prfidanim dodatenych reagenti, které enzym
vyuziva, aby produkoval detekovatelny reakéni produkt. Je-li napfiklad jako detekovatelné
¢inidlo pfitomna kfenova peroxidaza, vede pridani hydrogen peroxidu a diaminobenzidinu k
barevnému reakénimu produktu, ktery je detekovatelny. Protilatka muze byt derivatizovana také
biotinem a detekovana nepfimym méfenim vazby avidinu nebo streptavidinu.

I1. Exprese protilatek

Protilatka nebo ¢ast protilatky podle vynalezu mize byt pfipravena rekombinantni expresi gena
imunoglobulinového lehkého a t¢zkého fetézce v hostitelské buice. Aby se protilatka
exprimovala rekombinantné, je hostitelska burnka transfektovana jednim nebo vice
rekombinantnimi expresnimi vektory nesoucimi DNA fragmenty, které koduji imunoglobulinové
lehké a tézké fetézce protilatky tak, ze lehké a t€zké fetézce jsou exprimovany v hostitelské
bunice a vyluovany prednostné¢ do media, ve kterém jsou hostitelské burniky kultivovany, a z
kter¢hozto media mohou byt protilatky zpét ziskany. Pro ziskani geni t€zkého a lehkého fetézce
protilatky jsou pouzivany standardni rekombinantni DNA metodologie, tyto geny inkorporuji do
rekombinantnich expresnich vektoru a zavad€ji vektory do hostitelskych bunék tak, jak jsou
popisovany v Sambrook, Fritsch a Maniatis (editofi), Molecular Cloning: A Laboratory Manual,
Second Edition, Cold Spring Harbor, N. Y. (1989); Ausubell F. M. a spol. (editofi), Current
Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing Associates (1989) a v Boss a spol., US patent
4816397.

Pro expresi D2E7 nebo s D2E7 pribuzné protilatky se nejprve ziskaji DNA fragmenty kodujici
variabilni oblasti lehkého a tézkého fetézce. Tyto DNA mohou byt ziskany amplifikaci a
modifikaci variabilnich sekvenci lehkého a t€zkého fetézce zarodecné linie pomoci polymerazove
fetézové reakce (PCR). Sekvence zarodecné linie DNA pro geny variabilni oblasti lidského
tézkého a lehkého fetézce jsou v oboru znamé [viz napf. "Vbase" databaze sekvenci lidské
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zarodecné linie; viz také Kabat E. A. a spol., Sequences of Proteins of Immunological Interest,
Fifih Edition, US Department of Health and Human Services, NIH Publication No. 91-3242
(1991); Tomlinson I. M. a spol., "The Repertoire of Human Germline Vu Sequences Reveals
about Fiftz Groups of Vi Segments with Different Hypervanable Loops" J. Mol. Biol. 227, 776-
798 (1992) a Cox J. P. L. a spol., "A Directory of Human Germ-line Vs Segments Reveals a
Strong Bias in their Usage" Fur. J. Immunol. 24, 827-836 (1994); na obsah kazd¢ z nich se zde
vyslovné odkazuje]. Aby se ziskal DNA fragment kodujici variabilni oblast té¢zkého fetézce
D2E7 nebo D2E7 piibuzné protilatky, amplifikuje se pomoci standardni PCR ¢&len Vi skupiny
zarodecné linie VH genu. Nejprednostnéji se amplifikuje sekvence DP-31 VH zarode¢né linie.
Aby se ziskal DNA fragment kodujici variabilni oblast lehkého feté¢zce D2E7 nebo D2E7
pribuzné protilatky, amplifikuje se pomoci standardni PCR ¢len Vil skupiny zarodecné linie VL
genu. Nejprednostné)i se amplifikuje sekvence A20 VL zarode¢né linie. PCR primery vhodné pro
amplifikaci sekvenci DP-31 zarodec¢né linie VH a A20 zarode¢né linie VL mohou byt urCeny
pomoci standardnich metod na zakladé nukleotidovych seckvenci uvedenych v odkazech
citovanych shora.

Jakmile se ziskaji fragmenty zarodeéné limie VH a VL, mohou byt tyto sekvence mutovany, aby
kédovaly zde uvadéné D2E7 nebo s D2E7 pribuzné sekvence aminokyselin. Sekvence
aminokyselin, kédované zarodeénou linii VH a VL DNA sekvenci, se nejprve srovnavaji s D2E7
nebo s D2E7 piibuznymi VH a VL sekvencemi aminokyselin pro identifikovani
aminokyselinovych zbytkli v D2E7 nebo s D2E7 pribuznych sekvencich, které se od zarodecné
linie li§i. Potom jsou vhodné nukleotidy zarode¢né liniec DNA sekvenci mutovany tak, ze
mutovana sekvence zarodecné fady koduje D2E7 nebo s D2E7 pfibuzné sekvence aminokyselin
za pomoci genetického kodu, aby se urcilo jaké zmény nukleotidu maji byt ucinény. Mutageneze
zarodeéné fady sekvenci se provadi standardnimi metodami, napf. mutagenezi zprostfedkovanou
PCR (pfi niz jsou mutované¢ nukleotidy inkorporovany do PCR primeru tak, ze produkt PCR
obsahuje mutace) nebo mistné cilenou mutagenezi.

Jakmile se (amplifikaci a mutagenezi zarode¢né linie VH a VL genu, jak je shora popsano)
ziskaji DNA fragmenty kodujici D2E7 nebo s D2E7 pribuzné VH a VL segmenty, mohou byt
tyto DNA fragmenty dale zpracovavany standardnimi rekombinantnimi DNA technikami,
napiiklad, aby se vanabilni oblasti genu konvertovaly na geny s iplnou délkou fetézce protilatky,
na geny Fab fragmenti nebo na scFv gen. Pii téchto manipulacich je VL- nebo VH-kodujici
DNA fragment operativn¢ spojen s jinym DNA fragmentem kodujicim jiny protein jako
napfiklad konstantni oblasti protilatky nebo flexibilnim spojovnikem. Terminem "operativné
spojen”, uzivanym v tomto kontextu se rozumi, ze dva DNA fragmenty jsou spojeny tak, ze
sekvence aminokyselin kodované dvéma DNA fragmenty zustavaji soucasti struktury.

Izolovana DNA kodujici VH oblast muze byt konvertovana na gen t€zkého fetézce o plné délce
operativnim spojenim VH-kodujici DNA s jinou DNA molekulou kodujici konstantni oblasti
tézkého fetézce (CHI, CH2 a CH3). Sckvence lidskych genu konstantni oblasti t¢zkého fetézce
jsou v praxi znamy [viz napf. Kabat E. A. a spol., Sequences of Protein of Immunological
Interest, Fifth Fdition, US Department of Health and Human Services, NIH Publication No. 91-
3242 (1991)] a DNA fragmenty obsahujici tyto oblasti mohou byt ziskany standardni PCR
amplifikaci. Konstantni oblasti t€Zkého fetézce miize byt IgGl, 1gG2, 1gG3, 1gG4, IgA, IgE, IgM
Fab fragmentu tézkého fetézce muze byt VH-kodujici DNA operativné spojena s jinou
molekulou DNA koédujici pouze CHI konstantni oblast tézkého retézce.

Izolovana DNA kodujici VL oblast muze byt konvertovana na gen lehkého fetézce o plné délce
operativnim spojenim VL-kédujici DNA s jinou DNA molekulou kodujici konstantni oblast
lehkého fetézce, CL. Sekvence lidskych genu konstantni oblasti lehkého fetézce jsou v praxi
znamy [viz napf. Kabat E. A. a spol., Sequences of Protein of Immunological Interest, Fifth
Edition, US Department of Health and Human Services, NIH Publication No. 91-3242 (1991)] a
DNA fragmenty obsahujici tyto oblasti mohou byt ziskany standardni PCR amplifikaci.
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Konstantni oblasti lehkého fetézce muze byt kappa nebo lambda konstantni oblast, ale

vws

Pro vytvofeni scFv genu jsou VH- a VL-kodujici DNA fragmenty operativné spojeny s jinym
fragmentem kodujicim flexibilni spojovnik, napf. kodujici sekvenci aminokyselin (Gly4-Ser)s
tak, z¢ VH a VL sekvence mohou byt exprimovany jako souvisly jednofetézovy protein s VL a
VH oblastmi spojenymi flexibilnim spojovnikem [viz . Bird a spol., Science 242, 423-426 (1988)
a Huston a spol., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 85, 5879-5883 (1988), McCafferty a spol., Nature
348, 552-554 (1990)].

K exprimovani protilatek nebo casti protilatek podle vynalezu, DNA kédujici lehké a tézké
fetézce zCasti nebo o uplné délce, ziskané, jak je popisovano shora, jsou vlozeny do expresniho
vektoru tak, Ze geny jsou operativné spojeny s transkripnimi a translacnimi kontrolnimi
sckvencemi. Terminem "operativné spojen"”, uzivanym v tomto kontextu se rozumi, Ze gen
protilatky je vazan do vektoru tak, ze transkripéni a translacni kontrolni sekvence ve vektoru
slouzi jejich zamyslené funkci regulovani transkripce a translace genu protilatky. Expresni vektor
a expresni kontrolni sekvence jsou voleny tak, aby byly kompatibilni s expresi pouZitych
hostitelskych bunék. Gen lehkého fetézce protilatky a gen t€zkého retézce protilatky muze byt
vlozen do separatniho vektoru nebo typictéji jsou oba geny vlozeny do téhoz expresniho vektoru.
Geny protilatky se do expresniho vektoru vkladaji standardnimi metodami (napf. spojenim
komplementarnich restrik¢nich mist na genu fragmentu protilatky a vektoru nebo spojenim na
otevieném konci, pokud nejsou restrikéni mista pfitomna). Pred inzerci D2E7 nebo D2E7
pribuznych sekvenci lehkého nebo tézkého fetézce miuiZze expresni vektor jiz nést sekvence
konstantni oblasti protilatky. Napfiklad jeden pristup ke konvertovani D2E7 nebo D2E7
pfibuznych VH a VL sekvenci na geny protilatky o uplné délce je vlozit je do expresnich
vektoru, které jiz koduji konstantni oblasti té¢zkého fetézce, respektive konstantni oblasti lehkého
fetézce tak, ze VH segment je operativng pripojen k CH segmentu/segmentum ve vektoru a VL
segment je operativné pripojen k CL segmentu ve vektoru. Dodate€né nebo alternativné muze
rekombinantni expresni vektor kodovat signalni peptid, ktery usnadiiuje sekreci retézce protilatky
z hostitelské bunky. Gen fetézce protilatky muze byt klonovan na vektor tak, Ze signalni peptid se
zapoji do struktury na aminovém zakonceni fetézce genu protilatky. Signalnim peptidem muze
byt imunoglobulinovy signalni peptid nebo heterologni signalni peptid (tj. signalni peptid nikoliv
z imunoglobulinového proteinu).

Navic ke genum fetézce protilatky nesou rekombinantni expresni vektory podle vynalezu
regulativni sekvence, které¢ kontroluji expresi genu fetézce protilatky v hostitelské burice.
Terminem "regulativni sekvence" se rozumi, ze zahmuje promotory, zesilovace transkripce a jiné
prvky kontroly exprimovani (napf. polyadenvlacni signaly), které ovladaji transkripci a translaci
genu fetézce protilatky. Takové regulativni sekvence jsou popsany napriklad v Goedel, Gene
Expression Technology: Methods in Enzymology 185, Academie Press, San Diego, CA (1990).
ZkusSeni odbornici si jsou védomi, Zze urCeni expresniho vektoru, véetné selekce regulativnich
sckvenci muze zaviset na takovych faktorech jako volb¢ hostitelské burky, ktera ma byt
transformovana, urovni exprese pozadovaného proteinu atd. Preferované regulativni sekvence
pro expresi savCich hostitelskych bunék zahmuji virové elementy, které fidi vysoké urovné
exprese v savCich burikach, jako napriklad promotory a/nebo zesilovace transkripce pochazejici z
cytomegaloviru (CMV) (jako CMV promotor/zesilovac transkripce), Simian Virus 40 (SV 40)
(J¥*° SV * promotor/zesilovaé transkripce), adenovirus [napf. promotor pozdniho adenoviru
major (AdMLP)] a polyomy. Pro dalsi popis viralnich regulativnich elementi a jejich sekvenci
viz Stinski, US patent 5168062; Bell a spol., US patent 4510245 a Schaffner a spol., US patent
4968615.

Navic ke genum fetézce protilatky a regulativnim sekvencim, mohou rekombinantni expresni
vektory nést dalsi sekvence, napfiklad sekvence, které¢ reguluji replikaci vektoru v hostitelské
burice (napf. piivodce replikace) a volitelné signalni geny. Volitelné signalni geny usnadiiuji
volbu hostitelskych bun¢k, do nichz ma byt vektor zaveden (viz napf. Axel a spol., US patenty

-13-



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

CZ 309160 B6

4399216, 4634665 a 5179017). Napriklad volitelné signalni geny, hostitelské burice, do které
byly zavedeny, prinaseji typicky odolnost vici 1é¢iviim jako napfiklad G418, hygromycin nebo
methotrexat. Preferované volitelné signalni geny zahruji geny dihydrofolatreduktazy (DHFR)

(pro pouziti v dhfr hostitelskych burikach se selekci/amplifikaci methotrexatu) a neo geny (pro
selekci G418).

Pro expresi lehkych a t€zkych fetézci je standardnimi technikami do hostitelské bunky
transfekovan expresni vektor/vektory kodujici lehké a t€zké fetézce. Pod rozlicnymi formami
terminu "transfekce" se rozumi, ze zahmuje Sirokou $kalu technik bézné uzivanych pro zavadéni
exogenni DNA do prokaryotickych nebo eukaryotickych hostitelskych bunck, napf.
elektroporaci, srazeni fosforeCnanem vapenatym, transfekci DEAE-dextranu a podobné. I kdyz je
teoreticky mozné exprimovat protilatky podle vynalezu bud® v prokaryotickych nebo v
eukaryotickych hostitelskych burikach, je exprese protilatek v eukaryotickych burikach a nejlépe
v sav€ich hostitelskych burnikach, preferovana nejvice, protoze eukaryotické bunky a zejména
sav¢i bunky, 1ze vhodnéji nez prokaryotické burniky shromazd’ovat a vylucuji protilatku spravng
sloZzenou a imunologicky aktivni. Prokaryotickda exprese gena protilatek byla pro produkci
vysokych vytézka aktivni protilatky publikovana jako neefektivni [Boss M. A. a Wood C. R,
Immunology Today 6, 12-13 (1985)].

Preferované savéi hostitelské buiky pro exprimovani rekombinantnich protilatek podle vynalezu
predstavuji ovaria ¢inského kfecka (CHO burky) [pocitaje v to dhfr-CHO bunky popsané v
Urlaub a Chasin, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77, 42164220 (1980), uzivan¢ s DHFR volitelnym
signalnim znakem napft. jak je popsano v Kaufman R. J. a Sharp P. A., Mol. Biol. 159, 601-621
(1982)], NSO myeloma bunky, COS bunky a SP2 buriky. Kdyz se do sav€ich hostitelskych
bunék zavedou rekombinantni expresni vektory koédujici geny protilatek, jsou kultivaci
hostitelskych bun¢k produkovany protilatky po dobu, kterd umozni expresi protilatky v
hostitelské bunice nebo prednostné sekreci protilatky do kultivacniho media, ve kterém jsou
hostitelské buriky péstovany. Z kultivaéniho media mohou byt protilatky ziskany pomoci
standardnich metod pro purifikaci proteinu.

Hostitelské buriky mohou byt také vyuzity k produkei Casti celkovych protilatek, napriklad Fab
fragmentu nebo scFv molekul. Rozumi se, Ze vanace shora uvedené procedury patii do rozsahu
pfedkladan¢ho vynalezu. Napfiklad muze byt zadouci v transfekovat hostitelskou buriku s DNA
kédujici bud’ lehky fetézec nebo t€zky retézec (nikoliv vSak oba) protilatky podle tohoto
vynalezu. Rekombinantni DNA technologiec muze byt vyuzita také k odstranéni nékterych nebo
vSech DNA kodujicich bud’ jeden nebo oba z lehkych a tézkych retézci, které nejsou pro vazbu s
hTNFa nutné. Molekuly exprimované z takto zkracenych DNA molekul jsou rovnéz zahmovany
do protilatek podle vynalezu. Krom¢ toho mohou byt produkovany bifunkéni protilatky, ve
kterych jeden t¢zky a jeden lehky fetézec jsou protilatkou podle vynalezu a jiny tézky a lehky
fetézec jsou specifické pro jiny antigen nez h"TNFa vazbou protilatky podle vynalezu kfizem s
dalsi protilatkou pomoci standardnich chemickych metod kfizové vazby.

Pri preferovaném systému pro rekombinantni expresi protilatky nebo jeji antigen vazajici casti
podle vynalezu, je rekombinantni expresni vektor kodujici oboji, tézky fetézec protilatky i lehky
fetézec protilatky, zaveden do dhfr-CHO buné¢k transfekei zprostfedkovanou fosforeCnanem
vapenatym. V rekombinantnim expresnim vektoru jsou geny tézkého a lehkého fetézce kazdy
operativn¢ navazan na regulatomi elementy CMV zesilovace transkripce/AdMLP promotoru, aby
s¢ dosahovaly vysoké urovné transkripce geni. Rekombinantni expresni vektor nese také DHFR
gen, ktery umoziuje selekci CHO bunck, které byly transfekovany vektorem pomoci
selekce/amplifikace methotrexatem. Vybrané transformované hostitelské burnky se kultivuji, aby
se¢ umoznila exprese t¢zkych a lehkych fetézcu protilatky a z kultiva¢niho media se izoluje uplna
protilatka. Pro pripravu rekombinantniho expresniho vektoru, transfekci hostitelskych bunék,
selekci transformantii, kultivaci hostitelskych bunék a izolaci protilatky z kultivaéniho media, se
pouzivaji standardni techniky molekularni biologie.
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III. Selekce rekombinantnich lidskych protilatek

Rekombinantni lidské protilatky podle vynalezu, vedle D2E7 nebo jejich antigen vazajicich ¢asti
¢1 s D2E7 pribuznych protilatek zde popisovanych, mohou byt izolovany screeningem z
rekombinantni, kombinatorické knihovny protilatek, prednostné knihovny ukazek scFv fagu,
pfipravené za pouziti lidskych VL a VH cDNA ziskanych z mRNA pochazejicich z lidskych
lymfocyti. Metodologie pro pfipravu a screening takovych knihoven jsou v praxi znamy. Kromé
komeréné dostupnych sad ke generovani knihoven ukazek fagu (napf. Pharmacia, Recombinant
Antibody System, katalog 27-9400-01 a Stratagene SuriZAP™ sada ukazek fagu, katalog
240612), priklady metod a reagenti obzvlast’ pfistupnych pro pouZziti a screening knihoven
displeje protilatek, 1ze nalézt na priklad v Ladner a spol., US patent 5223409; PCT publikace WO
92/18619; Dower a spol., PCT publikace WO 91/17271; Winter a spol., PCT publikace WO
92/20791; Markland a spol., PCT publikace WO 92/15679; Breitling a spol., PCT publikace WO
93/01288; McCafferty a spol., PCT publikace WO 92/01047; Garrad a spol., PCT publikace WO
92/09690; Fuchs a spol., Bio/Technology 9, 1370-1372 (1991); Hay a spol., Hum. Antibod.
Hybridomas 3, 81-85 (1992); Huse a spol., Science 246, 1275-1281 (1989), McCafferty a spol.,
Nature 348, 552-554 (1990); Griffiths a spol., EMBO J. 12, 725-734 (1993); Hawkins a spol., J.
Mol. Biol. 226, 889-896 (1992); Clackson a spol., Nature 352, 624-628 (1991); Gram a spol.,
PNAS 89, 3576-3580 (1992); Griffiths a spol., EMBO J. 12, 725-734 (1993); Garrad a spol.,
Bio/Technology 9, 1373-1377 (1991); Hoogenboom a spol., Nuc. Acid Res. 19, 4133-4137 (1991)
a Barbas a spol., PNAS 88, 7978-7982 (1991).

V preferovaném provedeni pro izolaci lidské protilatky s vysokou afinitou a nizkou konstantou
rychlosti zaniku pro hTNFa, byla mysi anti-hTNFa protilatka majici vysokou afinitu a nizkou
konstantu rychlosti zaniku pro hTNFa (napf. MAK 195, hybridom pro ktery ma depozitni Cislo
ECACC 87 050801), nejprve pouzita k selekci sekvenci lidského tézkého a lehkého fetézce
majicich podobnou vazebnou aktivitu viiéi pro hTNFa za pouziti metod vtiskovani epitopu,
popisovanych v Hoogeboom a spol., PCT publikace WO 93/06213. Pti této metod€é pouzivané
knihovny jsou predevs§im scFv knihovny pfipravené a screeningované, jak je popsano v
McCafferty a spol., PCT publikace WO 92/01047a Griffiths a spol., EMBO J. 12, 725-734
(1993). Knihovny scFv protilatek jsou prednostné screeningovany za pouziti rekombinantniho
lidského TNFa jako antigenu.

Jakmile jsou lidské VL a VH segmenty vybrany, provedou se "mix and maten" experimenty, ve
kterych jsou rizné pary pocate¢né vybranych VL a VH segmentu sceeningovany pro hTNFa
vazbu, aby byly vybrany preferované kombinace VL/VH pari. Kromé toho, aby se dale zlepsila
afinita a/nebo snizila konstanta rychlosti zaniku pro hTNFa vazbu, mohou byt VL a VH
segmenty preferovanych VL/VH paru(i) ndhodné mutovany, nejlépe v CDR3 oblasti VH a/nebo
VL, v postupu analogickém procesu somatické mutace in vivo, zodpovédném za vyzrani afinity
protilatek béhem pfirozené imunitni odezvy. Toto vyzrani afinity in vitrro mize byt dosazeno
amplifikacit VH a VL oblasti pomoci PCR primem komplementamich k VH CDR3 nebo
respektive VL CDR3, kterézto primery byly "fiznuty" nahodnou smési ¢tyt nukleotidovych bazi
v urcitych polohach tak, ze vysledny PCR produkt kéduje VH a VL segmenty, ve kterych byly do
VH a/nebo VL CDR3 oblasti zavedeny nahodné mutace. Tyto nahodné mutované VH a VL
segmenty mohou byt znovu screeningovany pro vazbu na hTNFa a mohou byt vybrany
sekvence, které projevuji vysokou afinitu a nizkou konstantu rychlosti zaniku pro hTNFa vazbu.

Po screeningu a izolaci anti-h'TNFa podle vynalezu z knihovny ukazek rekombinantniho
imunoglobulinu, mize byt z komplexu ukazek (napf. z genomu fagu) izolovana nukleova
kyselina kodujici vybranou protilatku a subklonovana na jiné expresni vektory pomoci
standardnich rekombinantnich DNA technik. Pokud se zada, muze byt nukleova kyselina dale
zpracovana, aby vytvorila jiné formy protilatek podle vynalezu (napf. spojena s nukleovou
kyselinou kodujici dalsi imunoglobulinové domény, napf. dal§i konstantni oblasti). K
exprimovani rekombinantni lidské protilatky izolované screeningem z kombinatorické knihovny,
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se DNA kédodujici protilatku klonuje na rekombinantni expresni vektor a zavede do savcich
hostitelskych bunék jak se podrobnéji popisuje v oddile II shora.

IV. Farmaceutické kompozice a farmaceuticka administrace

Protilatky nebo casti protilatek podle vynalezu mohou byt zahmuty do farmaceutickych
kompozic vhodnych pro podavani subjektu podle zde popisovanych zpusobu, napf.
¢trnactidennimi, subkutannimi davkami. Farmaceuticka kompozice typicky obsahuje protilatku
(nebo cast protilatky) podle vynalezu a/nebo methotrexat a farmaceuticky piijatelny nosic. Jak se
zde pouziva "farmaceuticky piijatelny nosi¢", zahrnuje jakékoliv a vsSechna rozpoustédla,
disperzni media, povlaky, antibakterialni a antifungalni prostfedky, izotonicka a absorpci
zpozd'ujici ¢inidla a podobné, ktera jsou fyziologicky kompatibilni a jsou vhodna pro podavani
subjektu zpusoby zde popisovanymi. Pfiklady farmaceuticky piijatelnych nosicu predstavuji
jeden nebo vice priklada jako je voda, solanka, fosfaty pufrovana solanka, dextrosa, glycerol,
ethanol a podobn¢, pravé tak jako jejich kombinace. V mnoha pripadech bude vyhodné;jsi
zahmout do sm¢si izotonicka ¢inidla, napf. cukry, polyalkoholy jako mannitol, sorbitol nebo
chlorid sodny. Farmaceuticky prijatelné nosi¢e mohou dale obsahovat men$i mnozstvi
pomocnych latek jako smacecich nebo emulzifikacnich prostfedkil, konzervacnich prostfedki
nebo pufri, které zvysuji skladovatelnost nebo uéinnost protilatky nebo ¢asti protilatky.

Kompozice podle tohoto vynalezu mohou existovat v rozlicnych formach. Patfi sem napfiklad
kapalné, polotuhé a tuh¢ formy davek jako kapalné roztoky (napf. injekéni a infuzni roztoky),
disperze nebo suspenze, tablety, pilulky, prasky, liposomy a Cipky. Preferovana forma zavisi na
zamySleném zplsobu administrace a terapeutické aplikace. Typicky preferované kompozice jsou
ve form¢ injekCnich nebo infuznich roztokd, napriklad kompozice podobné tém, které se
pouzivaji na pasivni imunizaci lidi jinymi protilatkami. Preferovany zpusob administrace je
parenteralni (napf. intravenozni, subkutanni, intraperitonealni, intramuskulami). V jednom =z
preferovanych provedeni je protilatka podavana intravendzni infuzi nebo injekci. Pfi jiném
preferovaném provedeni se protilatka podava intramuskularni injekci. Pii zvlast preferovaném
provedeni je latka podavana subkutanni injekei (napf. ctmactidenni subkutanni injekce).

Terapeutické kompozice musi typicky byt sterilni a stabilni za podminek vyroby a skladovani.
Kompozice mize byt formulovana jako roztok, mikroemulze, disperze, liposom nebo jina
usporadana struktura vhodna pro vysokou koncentraci 1é¢iva. Sterilni injektovatelné roztoky
mohou byt pripravovany zaclenénim aktivni slouceniny (tj. protilatky nebo ¢asti protilatky) v
pozadovaném mnozstvi do vhodného rozpoustédla podle potfeby s jednou nebo s kombinaci
shora vyjmenovanych ingredienci a nasledujici filtraci a sterilizaci. Disperze se zpravidla
pfipravuji vlozenim aktivni slou¢eniny do sterilniho vehikula, které obsahuje zakladni disperzni
medium a pozadované dalsi ingredience z téch, jez jsou shora jmenovany. V pripad¢ sterilnich
prasku k pripravé sterilnich injektovatelnych roztoku jsou preferovanymi metodami pripravy
suSeni ve vakuu a lyofilizace, které z jejich prfedem stenlné zfiltrovaného roztoku, poskytuji
prasek aktivniho ingredientu plus jakoukoliv dale pozadovanou ingredienci. Vhodna tekutost
roztoku muze byt udrZzovana napfiklad pomoci povlaku jako je lecitin, v prfipad¢ disperze
udrzovanim vhodné velikosti ¢astic a pomoci povrchové aktivnich latek. Prolongované absorpce
injektovatelnych kompozic muze byt dosahovano tak, ze se do kompozice pfidava cCinidlo, které
absorpci zpozd'uje, na priklad soli monostearatu a Zelatina.

Protilatky a ¢asti protilatek podle predkladaného vynalezu mohou byt aplikovany nejriznéj§imi, z
praxe znamymi metodami, 1 kdyZz pro mnohé terapeutické aplikace preferovanou
cestou/zpusobem podani je subkutanni injekce. Jak zkuSeni odbornici uznaji, bude se cesta
a/nebo zpusob aplikace lisit v zavislosti na pozadovanych vysledcich. U urcitych provedeni muze
byt ucinna komponenta pfipravovana s nosi¢em, ktery bude slouceninu chranit pfed rychlym
uvoliiovanim, jako jsou formulace s kontrolovanym uvolfiovanim, vcetné implantata,
transdermalnich naplasti a mikroenkapsulovanych systému uvolfiovani. Pouzity mohou byt
biodegradabilni, biokompatibilni polymery jako ethylenvinylacetat, polyethylenglykol (PEG),
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polyanhydridy, polyglykolova kyselina, kolagen, polyorthoestery a kyselina poly(mlécna).
Mnoh¢ metody pro pfipravu takovych formulaci jsou patentovany nebo jsou zkuSenym
odbomikiim obecn¢ znamy. Viz napf. Robinso, J. R. (editor), Sustained and Controlled Release
Drug Delivery Systems, Marcel Dekkerinc., New York, 1978.

U urcitych provedeni mize byt protilatka nebo ¢ast protilatky podle vynalezu podavana oralng,
napiiklad s inertnim fedidlem nebo asimilovatelnym, jedlym nosi¢em. Slouéenina (a jiné
ingredienty, Zadaji-li se) mohou byt rovnéz uzavreny do tvrdého nebo mékkého obalu Zelatinové
kapsle, slisovany do tablet nebo pridany pfimo do stravy subjektu. Pro oralni terapeutickou
administraci mohou byt slouceniny inkorporovany do excipientu a pouzity ve form¢ ingestivnich
tablet, bukalnich tablet, pastilek, tinktur, suspenzi, sirupu, oplatek a podobné¢. Pro podavani
slouceniny podle vynalezu jinou nez parenteralni aplikaci, muze byt nezbytné slouceninu
potahnout nebo podavat spolu s materialem, aby se predeslo jeji inaktivaci.

Do kompozic mohou byt rovnéz vélenény dopliiujici ucinné slouceniny. Pii uréitych provedenich
je protilatka nebo ¢ast protilatky podle vynalezu spolu-formulovana a/nebo spolu-podavana s
jednim nebo vice dalSimi terapeutickymi prostfedky. Na piiklad hTNFa protilatka nebo ¢ast
protilatky podle vynalezu muze byt spolu-formulovana a/nebo spolu-podavana s methotrexatem,
jednou nebo vice dal§imi protilatkami, které se vazou na jiné cile (napf. protilatky, které¢ vazou
Jiné cytokiny, nebo které vazou molekuly bunééného povrchu), na jeden nebo vice cytokind,
rozpustné TNFa receptory (viz napf. PCT publikaci 94/06476) a/nebo na jedno nebo vice
chemickych ¢inidel, ktera inhibuji produkci nebo ucinnost h'TNFa (jako cyklohexanyliden
derivaty, jak je popsano v PCT publikaci 93/19751). Mimo to jedna nebo vice protilatek podle
vynalezu mohou byt uzity v kombinaci se dvéma nebo vice z predchazejicich terapeutickych
prostredki. Takové kombinované terapie mohou vyhodné vyuzivat niz§i davky aplikovanych
terapeutickych prostredki, a tak se vyhybat moznym toxicitim nebo komplikacim spojenym s
riznymi mono-terapiemi. Uzivani protilatek nebo ¢asti protilatek podle vynalezu v kombinaci s
jinymi terapeutickymi prostiedky je diskutovano dale v oddile I'V.

Neomezujici priklady terapeutickych prostfedku pro reumatoidni artritidu, se kterymi muze byt
protilatka nebo c¢ast protilatky podle vynalezu kombinovana, zahmuji nasledujici: nesteroidni
CDP-571/BAY-10-3356  (humanizovana anti-hTNFa protilatka, Celltech/Bayer); cA2
(chimerova anti-hTNFa protilatka, Centocor); 75 kdTNFR-IgG [75 kD TNF receptor-IgG
fuzniho proteinu, Immunex; viz napt. Arthritis & Rheumatism 37, S295 (1994); J. Invest. Med.
Vol. 44 235A (1996)]; 55 kdTNFR-IgG (55 kD TNF receptor-IgG fuzniho proteinu, Hoffman-
LaRoche); IDEC-C9.1/SB 210396 [nedepleCni primatizovana anti-CD4  protilatka,
IDEC/SmithKline; viz napt. Arthritis & Rheumatism 38, S185 (1995)]; DAB 486-IL-2 a/nebo
DAB 389-IL-2 [IL-2 fuzni proteiny, Seragen; viz napt. Arthritis & Rheumatism 36, 1233 (1993)];
DNAX/Schering); IL 10 (SCH 52000, rekombinantni IL-10 protizanétlivy cytokin,
DNAX/Schering); IL-4; IL-10 a/nebo agonisty IL-4 (napf. agonistni protilatky); IL-1RA
(antagonisticky IL-1 receptor, Synergen/Amgen); TNF-bp/s-TNFR [rozpustny TNF vazajici
protein; viz napi. Arthritis & Rheumatism 39, No. 9 (supplement) S284 (1996); Amer. J. Physiol.
— Heart and Circulatory Physiology 268, 37-42 (1995)]; R973401 [inhibitor fosfodiesterazy Typ
IV; viz napt. Arthritis & Rheumatism 39, No. 9 (supplement) S282 (1996)]; MK-966 [COX-2
inhibitor; viz napt. Arthritis & Rheumatism 39, No. 9 (supplement) S81 (1996)]; Iloprost [viz
napt. Arthritis & Rheumatism 39, No. 9 (supplement) S82 (1996)]; methotrexat; thalidomid [viz
napt. Arthritis & Rheumatism 39, No. 9 (supplement) S282 (1996)] a thalidomidu pfibuzna 1é¢iva
(napf. Celgen); leflunomid [proti zanétim a inhibitor cytokinu; viz napf. Arthritis & Rheumatism
39, No. 9 (supplement) S131 (1996); Inflammation Research 45, 103-107 (1996)]; tranexamovou
kyselinu [inhibitor aktivace plazminogenu; viz napi. Arthritis & Rheumatism 39, No. 9
(supplement) S284 (1996)]; T-614 [inhibitor cytokinu; viz napt. Arthritis & Rheumatism 39, No.
9 (supplement) S284 (1996)]; prostaglandin E1 [viz napf. Arthritis & Rheumatism 39, No. 9
(supplement) S282 (1996)]; tenidap [nesteroidni protizanétlivé 1€Civo; viz napt. Arthritis &
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sulfasalazine [viz napf. Arthritis & Rheumatism 39, No. 9 (supplement) S281 (1996)];
azathioprine [viz napf. Arthritis & Rheumatism 39, No. 9 (supplement) S281 (1996)]; ICE
inhibitor (inhibitor enzymu konvertujiciho interleukin-1B); zap-70 a/nebo lek inhibitor (inhibitor
tyrosinkinazy zap-70 nebo Ick); VEGF inhibitor a/nebo VGEF-R inhibitor (inhibitor ristového
faktoru vaskularnich endotelovych bunék nebo receptoru vaskulamich endotelovych bunék;
inhibitory angiogeneze); kortikosteroidni protizanétlivé 1éky (naptf. SB203580); inhibitory TNF
konvertazy; anti-IL12 protilatky; interleukin-11 [viz napt. Arthritis & Rheumatism 39, No. 9
(supplement) S286 (1996)]; interleukin-13 |[viz napf. Arthritis & Rheumatism 39, No. 9
(supplement) S308 (1996)]; inhibitory interleukinu-17 [viz napt. Arthritis & Rheumatism 39, No.
9 (supplement) S120 (1996)]; zlato; penicillamin; chlorochin; hydroxychlorochin; chlorambucil;
cyklofosfamid; cyklosporin; totalni lymfoidni ozafeni; anti-tymocytovy globulin; anti-CD4
protilatky; CDS5-toxiny; oralné podavané peptidy a kolagen; lobenzarit disodny, cytokin
regulujici agens (CRA) HP228 a HP466 (Houghten Pharmaceuticals, inc); ICAM-I1
antimediatorové fosforothioatové oligodeoxynukleotidy (ISIS 2302; Isis Pharmaceuticals, Inc.);
rozpustny komplementni receptor 1 (TP10; T Cell Sciences, Inc.); prednison, orgotein;
glykosaminoglykan-polysulfat; minocyklin; anti-IL2R protilatky, mofské a botanické lipidy
[mastné kyseliny z ryb a semen rostlin; viz napt. DeLuca a spol., Rheum. Dis. Clin. North Am.
21, 759-777 (1995)]; auranofin; fenyl-butazon; meklofenamova kyselina; flufenamova kyselina;
intravendzni imunoglobulin; zileuton; mykofenolova kyselina (RS-61443); tacrolimus (FK-506);
sirolimus (rapamycin); amiprilose (therafektin); kladribin (2-chlordeoxyadenosin) a azaribin.

Neomezujici pfiklady terapeutickych prostfedkti pro zanétlivou chorobu vnitinosti, se kterymi
muze byt protilatka nebo cCast protilatky podle vynalezu kombinovana, zahmuji nasledujici:
budenosid; epidermdlni rustovy faktor; kortikosteroidy; cyklosporin;  sulfasalazin;
aminosalicylaty; 6-merkaptopurin; azathioprin; metronidazol; inhibitory lipoxygenazy;
mesalamin; olsalazin; balsalazid; antioxidanty; inhibitory tromboxanu; antagonisty IL-1
receptoru; anti-IL-1 monoklonalni protilatky; ristové faktory; inhibitory elastazy; pyndyl-
imidazolové slouceniny; CDP-571/BAY-10-3356 (humanizovana anti-TNFa protilatka,
Celltech/Bayer); cA2 (chimerova anti-TNFa protilatka, Centocor); 75 kdTNFR-IgG [75 kD TNF
receptor-lgG fuzniho proteinu, Immunex; viz napf. Arthritis & Rheumatism 37, S295 (1994); J.
Invest. Med. Vol. 44 235A (1996)]; 55 kD TNFR-lgG (55 kD TNF receptor-lgG fuzniho
proteinu, Hoffman-LaRoche); interleukin-10 (SCH 52000, Schering Plough); IL-4; agonisty IL-
10 a/mebo IL-4 (napf. agonistni protilatky); interleukin-11; prekurzory prednisolonu,
dexamethasonu nebo budenosidu konjugované s glukuronidem nebo dextranem; ICAM-I1
antimediatorové fosforothioatové oligodeoxynukleotidy (ISIS 2302; Isis Pharmaceuticals, Inc.);
rozpustny komplementni receptor 1 (TP10; T Cell Sciences, Inc.); mesalazin s pomalym
uvolriovanim; methotrexat; antagonisté faktoru aktivace krevnich desti¢ek (PAF); ciprofloxacin a
lignokain.

Neomezujici priklady terapeutickych prostfedku pro roztrousenou sklerdzu, se kterymi muze byt
protilatka nebo cast protilatky podle vynalezu kombinovana, zahrnuji nasledwici:
kortikosteroidy; prednisolon; methylprednisolon; azathioprin; cyklofosfamid; cyklosporin,
methotrexat; 4-aminopyhdin; tizanidin; interferon-fla (Avonex™, Biogen); interferon-B1lb
(Betaseron™,  Chiron/Berlex); Copolymer 1 (Cop-1, Copaxone™, Teva Pharmaceutical
Industries, Inc.); hyperbaricky kyslik; intravendzni imunoglobulin; clabribine; CDP-571/BAY -
10-3356 (humanizovana anti-hTNFa protilatka, Celltech/Bayer); cA2 (chimérova anti-hTNFa
protilatka, Centocor); 75 kdTNFR-IgG [75 kD TNF receptor-IgG fizniho proteinu, Immunex; viz
napt. Arthritis & Rheumatism 37, S295 (1994); J. Invest. Med. Vol. 44 235A (1996)]; 55
kdTNFR-IgG (55 kD TNF receptor-IgG fuzniho proteinu, Hoffman-LaRoche); IL-10; IL-4 a
agonist¢ IL-10 a/nebo IL-4 (napf. agonistni protilatky).
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Neomezujici priklady terapeutickych prostredka pro sepsi, se kterymi muaze byt protilatka nebo
cast protilatky podle vynalezu kombinovana, zahmuji nasledujici: hypertonické roztoky solanky;
antibiotika, intravendézni gamma globulin, kontinualni hemofiltraci; karbapenem (napf.
meropenem); antagonisty cytokinu jako TNFa, IL-1B, IL-6 a/nebo IL-8; CDP-571/BAY-10-3356
(humanizovana anti-hTNFa protilatka, Celltech/Bayer); cA2 (chimerova anti-hTNFa protilatka,
Centocor); 75 kdTNFR-IgG [75 kD TNF receptor-IgG fizniho proteinu, Immunex; viz napf.
Arthritis & Rheumatism Vol. 37, S295 (1994); J. Invest. Med. Vol. 44 235A (1996)]; 55
kdTNFR-1gG (55 kD TNF receptor-gG fizniho proteinu, Hoffman-LaRoche); regulaéni ¢inidla
cytokinu (CRA) HP228 a HP466 (Houghten Pharmaceuticals, Inc.); SK&F 107647
(nizkomolekulami peptid, SmithKline Beecham); tetravalentni guanylhydrazon CNI-1493
(Picower Institute); inhibitor cesty tkanového faktoru (TFPI, Chiron); PHP (chemicky
modifikovany hemoglobin, APEX Bioscience); chelatory a chelaty zeleza vCetné komplexu
trojmocn¢ho Zeleza s kyselinou diethylentriaminpentaoctovou [DTPA iron (III), Molichem
Medicines); lysofyllin (synteticka mala molekula methylxanthinu, Cell Therapeutics, Inc.); PGG-
Glucan (ve vodé rozpustny (1,3 glukan, Alpha-Beta technology); apolipoprotein A-1
rekonstituovany s lipidy; chiralni hydroxamové kyseliny (syntetické antibakterialni latky, které
inhibuji biosyntézu lipidu A); protilatky anti-endotoxinu; E5531 (synteticky antagonista lipidu A,
Eisai America, Inc); rBPI, (rekombinantni N-terminalni fragment lidského proteinu
baktericidniho/permeabilitu zvysujiciho proteinu a syntetické anti-endotoxinové peptidy (SAEP,
BiosYnth Research Laboratories).

Neomezuyjici priklady terapeutickych prostfedku pro syndrom dechové obstrukce dospé€lych, se
kterymi muze byt protilatka nebo cast protilatky podle vynalezu kombinovana, zahmuji
nasledujici: anti-IL-8 protilatky; terapii nahrady povrchové aktivnich latek; CDP-571/BAY-10-
3356 (humanizovana anti-hTNFa protilatka, Celltech/Bayer) cA2 (chimerova anti-hTNFa
protilatka, Centocor); 75 kdTNFR-IgG [75 kD TNF receptor-IgG fizniho proteinu, Immunex; viz
napt. Arthritis & Rheumatism Vol. 37, S295 (1994); J. Invest. Med. Vol. 44 235A (1996)] a 55
kdTNFR-IgG (55 kD TNF receptor-IgG fuzniho proteinu, Hoffman-LaRoche).

Farmaceutické kompozice podle vynalezu mohou obsahovat "terapeuticky efektivni mnozstvi"
nebo "profylakticky efektivni mnozstvi" protilatky nebo casti protilatky podle vynalezu.
"Terapeuticky efektivni mnozstvi" se tyka mnozstvi efektivniho pro dosazeni pozadovaného
terapeutického vysledku pfi davkach a nutnych casovych periodach. Terapeuticky efektivni
mnozstvi protilatky nebo ¢asti protilatky podle vynalezu muze kolisat podle faktoru jako je stav
choroby, vék, pohlavi a hmotnost jednotlivce a schopnosti protilatky nebo ¢asti protilatky vyvolat
u jednotlivee pozadovanou odezvu. Terapeuticky efektivni mnozstvi je také takové, pfi némz
jakékoliv toxické nebo Skodlivé ucinky protilatky nebo ¢asti protilatky jsou pfevazovany ucinky
terapeuticky prospéSnymi. "Profylakticky efektivni mnozstvi" se tyka mnozstvi efektivniho pro
dosazeni pozadovaného profylaktického vysledku pfi davkach a nutnych Casovych periodach.
Protoze profylakticka davka byva podavana subjektu pred nebo v ran¢jSim obdobi choroby, je
typické, ze profylakticky efektivni mnozstvi bude mensi nez terapeuticky efektivni mnozstvi.

Rezim davkovani muze byt upraven, aby poskytoval optimum pozadované odezvy (napf.
terapeutické nebo profylaktické odezvy). Napriklad muze byt administrovan jediny bolus, muze
byt podano n¢€kolik rozdélenych davek po Case, nebo davka muze byt proporcionalné snizovana
nebo zvySovana podle potfeb terapeutické situace. Je zvlasté vyhodné formulovat parenteralni
kompozice ve form¢ jednotek pro usnadnéni administrace a jednotnost davkovani. Zde pouzivana
forma jednotky davky se vztahuje na fyzikalné samostatné celky, vhodné jako jednotkové davky
pro savCi objekty, které maji byt oSetfovany; kazda jednotka obsahuje pfedem stanovené
mnozstvi uéinné slouceniny vypoctené, aby poskytovalo pozadovany terapeuticky efekt ve
spojeni s pozadovanym farmaceutickym nosi¢em. Specifikace pro jednotkové formy davky podle
vynalezu jsou diktovany a pfimo zavisi na (a) jedineénych vlastnostech ucinné slouceniny a
zejména na terapeutickém nebo profylaktickém ucinku, ktery ma byt dosazen a (b) omezenich
sensitivity u jednotlivcn, inherentnich druhu namiseni takové ucinné slouceniny k osetfovani.
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Prikladné neomezujici rozpéti pro terapeuticky nebo , profylakticky Géinné mnozstvi protilatky
nebo ¢asti protilatky podle vynaléza, je 10 az 100 mg, radéji 20 az 80 mg a nejlépe kolem 40 mg.
Je tfeba poznamenat, ze hodnoty davek mohou kolisat podle typu a vaznosti stavu, v némz ma
dojit k ulevé. Dale je tfeba pochopit, Ze pro kazdy jednotlivy subjekt by mély byt Casové
upravovany specifické rezimy davkovani podle individualni potfeby a profesionalniho posouzeni
osoby, ktera podava nebo dohlizi na podavani kompozic, a Ze rozpéti zde uvadéné davky jsou
pouze jako pfiklad a nejsou mysleny, aby omezovaly rozsah nebo praktikovani narokované
kompozice.

V. Vyuziti protilatek podle vynalezu

Anti-hTNFa protilatky nebo jejich ¢asti podle vynalezu mohou byt svoji danou schopnosti vazat
hTNFa vyuzity k detekci hTNFa (napf. v biologickém vzorku, jako je sérum nebo plazma) pfi
pouziti konvenéniho imunotestu, jako jsou testy s enzymem spojeného imunosorbentu (ELISA),
radioimunotest (RIA) nebo imunohistochemie tkané. Vynalez poskytuje zpisob pro detekei
hTNFa v biologickém vzorku zahmujici navazani styku biologického vzorku s protilatkou nebo
¢asti protilatky podle vynalezu a detekovani bud’ protilatky (¢i ¢asti protilatky) vazané na hTNFa
anebo nevazané protilatky (€1 ¢asti protilatky), aby se takto zjistila hTNFa v biologickém vzorku.
Protilatka je pfimo nebo nepfimo oznacena detekovatelnou substanci, aby se usnadnila detekce
vazan¢ nebo nevazané protilatky. Vhodné detekovatelné substance predstavuji rizné enzymy,
prostetické skupiny, fluorescencni materialy, luminiscenéni materialy a radioaktivni materialy.
Priklady vhodnych enzymu zahmuyji kfenovou pyroxidazu, alkalickou fosfatazu, B-galaktosidazu
nebo acetylcholinesterazu; priklady vhodnych komplexti prostetickych skupin predstavuje
streptavidin/biotin - a  avidin/biotin; priklady vhodnych fluorescen¢nich materiali  jsou
umbelliferon, fluorescein, fluorescein-isokyanat, rhodamin, dichlortriazinylaminofluorescein,
dansylchlorid, fykoerythrin; pfikladem luminiscencniho materidlu je luminol a piiklady
vhodnych radioaktivnich materialu jsou 2°I, B!, 3°S nebo *H.

Alternativné k oznacovani protilatky muze byt hTNFa v biologickych tekutinach analyzovana
kompeti¢nim imunotestem vyuzivajicim thTNFa standardy oznacené detekovatelnou substanci a
neoznacenou anti-hTNFa protilatku. Pri tomto eseji se kombinuji thTNFa standardy a anti-
hTNFa protilatka a stanovi se mnozstvi thTNFa standardu vazaného na neoznacenou protilatku.
Mnozstvi hTNFo v biologickém vzorku je nepfimo umémé mnozstvi oznaCeného hTNFa
standardu vazaného na anti-hTNFa protilatku.

Pro detekci TNFa z jinych nez lidskych species, zejména TNFa z primati (napf. Simpanz,
pavian, kosman, cynomolgus a makak), vepfe a mysi maze byt pouzita také D2E7 protilatka,
protoze D2E7 se muze vazat ke kazdému z téchto TNFa.

Protilatky a casti protilatek podle vynalezu jsou schopné neutralizovat uéinnost hTNFa jak in
vitro, tak in vivo (viz US patent 6090382). Navic alespon nékteré z protilatek podle vynalezu,
jako D2E7, mohou neutralizovat uéinnost hTNFa z jinych species. Protilatky a ¢asti protilatek
podle vynalezu mohou byt podle toho vyuzity pro inhibici ucinnosti hTNFa napf. v kultufe
bun¢k obsahujici hTNFa u lidskych subjekti nebo u jinych savéich subjekta majicich TNFa, se
kterym protilatka podle vynalezu kfizové reaguje (napf. Simpanz, pavian, kosman, cynomolgus a
makak, vept nebo mys). U jednoho provedeni poskytuje vynalez zpusob inhibice ucinnosti TNFou
predstavujici kontaktovani TNFa s protilatkou nebo ¢asti protilatky podle vynalezu tak, ze je
ucinnost TNFa inhibovana. TNFa je prednostné lidskym TNFa. Napriklad do bunécné kultury
obsahujici, nebo domnéle obsahujici TNFa, muze byt do kultivacniho média pfidana protilatka
nebo Cast protilatky podle vynalezu, aby byla ucinnost h"TNFa v kultufe inhibovana.
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V preferovaném provedeni poskytuje vynalez zptsoby oSetfovani zdravotnich potizi, pfi kterych
je podavani anti-TNFa protilatky prospésné, zahmujici ¢trnactidenné subkutanni administraci
protilatky nebo ¢asti protilatky podle vynalezu subjektu tak, Zze je zdravotni potiz 1é¢ena. Pii
zvlast preferovaném provedeni je protilatka aplikovana subkutanné ve c¢trnactidennim
harmonogramu. Pfi jiném zejména preferovaném provedeni je protilatka podavana pred, béhem
nebo po aplikaci methotrexatu. Pfednostné je subjektem subjekt lidsky. Alternativné muze byt
subjektem savec exprimujici TNFa, se kterym protilatka podle vynalezu reaguje kiizoveé. Dale
muze jest¢ byt subjektem savec, do n¢hoz byl zaveden hTNFa (napf. podanim hTNFa nebo
expresi hTNFa transgenu). Protilatka podle vynalezu mize byt lidskému subjektu podavana za
terapeutickymi ucely (diskutovano dale, nize). Mimoto kvili veterinamim uéelum nebo jako
model lidské choroby na zvifeti muze byt protilatka podle vynalezu podavana jinému nez
lidskému savci exprimujicimu TNFa, se ktervm protilatka reaguje kfizové (napf. primatovi, vepfi
nebo mysi). Vzhledem k tomu mohou byt takové modely na zviratech uzite¢né pro hodnoceni
terapeutické ucinnosti protilatek podle vynalezu (napf. testovani davek a Casovych prab¢hu
admuinistrace).

Pod zde uzivanym vyrazem "zdravotni potiz, pfi které je podavani anti-TNFa protilatky
prospésné” se rozumi, z¢ zahmuje choroby a jiné zdravotni potize, pri kterych se prokazalo, ze
pfitomnost TNFa u subjektu trpiciho chorobou je, nebo existuje domnénka, ze je, bud’
zodpovédna za patofyziologii choroby, nebo je faktorem, ktery prispiva ke zhorSovani choroby,
anebo kde bylo prokazano, Ze jina anti-TNFa protilatka nebo jeji biologicky uc¢inna ¢ast byla
uspésné pouzita k 1éCeni choroby. Tudiz zdravotni potiz, pfi které ucinnost TNFa §kodi, je potiZi
u které¢ se ocekava, ze inhibice ucinnosti TNFa ulevi symptomiim a/nebo progresi zdravotni
potize. Takové potize mohou byt dosvédceny, napf. zvySenim koncentrace TNFa v biologické
tekutin¢ subjektu trpiciho chorobou (napf. zvyseni koncentrace TNFa v séru, plazmé,
synovialnim mazu atd. u subjektu), kter¢ muze byt detekovano napf. za pouziti anti-TNFa
protilatky, jak je shora popsano. Existuji poetné priklady potizi, pfi nichz je ucinnost TNFa na
uymu. Vyuziti protilatek a c¢asti protilatek podle vynalezu pri 1éceni specifickych potizi je
diskutovano nize dale:

A. Sepse

Faktor nekrotizujici tumor v patofyziologii sepse hraje nepopiratelnou roli s biologickymi ucinky,
mezi né€z patfi hypotenze, myokardidlni suprese, syndrom vaskularni propustnosti, nekroza
organu, stimulace uvolfiovani toxickych sekundarich mediatora a aktivace kaskady srazeni [viz
napt. Tracey K. J. a Cerami A, Annu. Rev. Med. 45, 491-503 (1994); Russell D. a Thompson R.
C. Curr. Opin. Biotech. 4, 714-721 (1993)]. Podle toho lidské protilatky a Casti protilatek podle
vynalezu mohou byt vyuzity k 1éCeni sepse v kazd¢ jeji klinické situaci, véetné septického Soku,
endotoxického Soku, gramnegativni sepse, a syndromu toxického Soku.

Dale navic, anti-TNFa protilatka nebo jeji ¢ast podle vynalezu muze byt pro 1éCeni sepse
administrovana spolu s jednim nebo vice dalSimi terapeutickymi prostfedky, které¢ mohou sepsi
dale zmimovat, jako je inhibitor interleukinu-1 (jako ty, popisované v PCT publikaci WO
92/16221 a WO 92/17583), cytokin interleukin-6 (viz napt. PCT publikaci WO 93/11793) nebo
antagonista faktoru aktivace krevnich desticek (viz napf. publikaci Evropské patentové prihlasky
EP 374510).

Dodate¢né je anti-TNFa protilatka nebo jeji Cast podle vynalezu v preferovaném provedeni
administrovana lidskému subjektu v podskupin€ pacientii se sepsi majicich v dobé oSetfovani
koncentraci IL-6 v séru nebo plazmé nad 500 pg/ml nebo prednostnéji 1000 pg/ml (viz Daum L.
a spol., PCT publikace WO 95/20978).
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B. Autoimunitni choroby

Faktoru nekrotizujicimu tumor byla prokazana aktivni role pii patofyziologii riznych
autoimunitnich chorob. TNFa byla napfiklad prokazana ucast na vyvolavani zanétu tkané a
priciné destrukce kloubu pii reumatoidni artritidé [viz napf. Tracey a Cerami, shora; Arend W. P,
a Dayer J-M., Arth. Rheum. 38, 151-160 (1995); Fava R. A. a spol., Clin. Exp. Immunol. 94, 261-
266 (1993)]. TNFa byl také ucasten na vyvolavani smrti bunéénych ostruvki a zprostfedkovani
inzulinové rezistence pii diabetes (viz napf. Tracey a Cerami, shora, PCT publikace WO
94/08609). TNFa byl rovnéz prokazan jako mediator cytotoxicity vuci oligodendrocytim a
indukce zanétlivych nakaz pfi roztrouSen¢ skleréze (viz napf. Tracey a Cerami, shora).
Chimerové a humanizované mysi anti-h'TNFa protilatky byly podrobeny klinickému testovani
pro 1écbu reumatoidni artritidy [viz napf. Elliott M. J. a spol., Lancet 344, 1125-1127 (1994),
Elliott M. J. a spol., Lancet 344, 1105-1110 (1994); Rankin E. O a spol., Br. J. Rheumatol. 34,
334-342 (1995)].

Lidské protilatky a Casti protilatek podle vynalezu mohou byt vyuZzity pro 1éCeni autoimunitnich
chorob, zejména téch, které jsou spojeny se zanétem, vcetné reumatoidni artritis, reumatoidni
spondylitis, osteoartritis a artritické dny, alergie, roztrousSené sklerdzy, autoimunitni diabetes,
autoimunitni uveitis a nefrotického syndromu. Typické je protilatku nebo ¢ast protilatky
administrovat systémove, 1 kdyZz pro uréité nemoci muze byt prospé$na lokalni administrace
protilatky nebo cCasti protilatky v misté zan¢tu (napf. lokalni administrace do kloubu pii
reumatoidni artritidé nebo topicka administrace k diabetickym viedim, samotna nebo v
kombinaci s cyklohexanylidenderivatem, jak je popsano v PCT publikaci WO 93/19751).

C. Infek¢ni choroby

Faktor nekrdzy tumoru byl prokdzan jako mediator biologickych uéinku pozorovanych pfi
riznych infekénich chorobach. TNFa byl napfiklad prokazan jako mediator zanétu mozku a
kapilami trombozy a postizeni infarktem pfi malarii (viz napf. Tracey a Cerami, shora). TNFa
byl také prokazan jako mediator zanétu mozku, pfi indukovani poruSeni hematoencefalické
bariéry, pfi spousténi septického Sokového syndromu a pfi aktivaci zilniho infarktu pii
meningitidé (viz napf. Tracey a Cerami, shora). TNFa byl rovnéz prokazan pii vyvolani
kachexie, stimulaci proliferace viru a mediaci poskozeni centralniho nervového systému pfi
syndromu ziskané¢ imunitni nedostate¢nosti (AIDS) (viz napf. Tracey a Cerami, shora). Protilatky
a casti protilatek podle vynalezu mohou byt tedy vyuzity k 1éCeni infekénich chorob, véetné
bakterialni meningitidy (viz napf. publikaci Evropské patentové prihlasky EP 585705), cerebralni
malarie, AIDS a AIDS pfibuzného komplexu (ARC) (viz napf. publikaci evropské patentové
piihlasky EP 230574), stejné jako infekce cytomegalovirem sekundarni po transplantaci [viz
napfi. Fietze E. a spol., Transplantation 58, 675-680 (1994)]. Protilatky a casti protilatek podle
vynalezu mohou byt také vyuzity ke zmirn€ni symptomu spojenych s infekénimi chorobami
vCetn¢ horecky a myalgie vlivem infekce (jako pfi chripce) a kachexie druhotné k infekci (napf.
druhotné k AIDS nebo ARC).

D. Transplantace

Faktor nekrotizujici tumor byl prokazan jako kli¢ovy mediator odmitani allo-§t€pu a nemoci
transplantat verzus hostitel (GVHD) a pfi mediaci nepfiznivé reakce, ktera byla pozorovana,
kdyz, aby se inhibovalo odmitani ledvinovych transplantatli, se pouzije krysi protilatka OKT3,
zacilena proti komplexu CD3 receptoru T bunék [viz napf. Tracey a Cerami, shora; Eason J. D. a
spol., Transplantation 59, 300-305 (1995); Suthanthiran M. a Strom T. B., New Engl. J. Med.
331, 365-375 (1994)]. Protilatky a casti protilatek podle vynalezu mohou byt tedy vyuzity k
inhibici odmitani transplantati vcetné odmitani allotransplantati 1 xenotransplantata a k
inhibovani GVHD. I kdyz protilatka nebo ¢ast protilatky miize byt pouzivana samotna, vice se
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preferuje uzivat ji v kombinaci s jednim nebo vice jinymi prostfedky, které inhibuji imunitni
odezvu proti allotransplantati nebo inhibuji GVHD. Napfiklad pfi jednom provedeni je protilatka
nebo ¢ast protilatky podle vynalezu pouzita v kombinaci s OKT3, aby se inhibovaly reakce, které
OKTS3 indukuje. Pri jiném provedeni je protilatka nebo ¢ast protilatky podle vynalezu pouzita v
kombinaci s jednou nebo vice protilatkami zaméfenymi na jiné cile zapojené¢ do regulovani
imunitnich odpovédi, napf. na CD25 molekuly bunécného povrchu (a-receptor interleukinu-2),
CDl1la (LFA-1), CD54 (ICAM-1), CD4, CD45, CD28/CTLA4, CD80 (B7-1) a/nebo CD86 (B7-
2). Pii jest€¢ jiném provedeni je protilatka nebo Cast protilatky podle vynalezu pouzita v
kombinaci s jednim nebo vice obvyklymi supresivnimi ¢inidly jako je cyklosporin A nebo
FK506.

E. Zhoubné bujeni

Faktor nekrotizujici tumor byl prokazan pri vznikani kachexie, ve stimulovani ristu nadoru, pfi
zvySovani metastatického potencialu a mediaci cytotoxicity pfi zhoubném bujeni (viz napf.
Tracey a Cerami, shora). Podle toho protilatky nebo ¢asti protilatek podle vynalezu mohou byt
pouzity pfi 1é¢b¢ zhoubnych nadort k inhibici rustu nadoru nebo metastaze a/nebo ke zmirnéni
kachexie, druhotné¢ ke zhoubnému bujeni. Protilatka nebo ¢ast protilatky muze byt podavana
systémové nebo lokalné na misté tumoru.

F. Plicni potize

Faktor nekrotizujici tumor byl prokazan v patofyziologii syndromu dechové obstrukce dospélych,
vCetn¢ stimulovani leukocyt-endotelialni aktivace, zaméfeni cytotoxicity na pneumocyty a
indukovani syndromu vaskulami propustnosti (viz napf. Tracey a Cerami, shora). Podle toho
mohou byt protilatky nebo ¢asti protilatek podle vynalezu pouzity pii 16€bé riznych plicnich
potizi, véetné syndromu dechové obstrukce dospélych (viz napf. PCT publikaci WO 91/04054),
plicniho Soku, chronické plicni zanétlivé choroby, pulmonami sarkoidézy, pulmonami fibrozy a
silikozy. Protilatka nebo Cast protilatky muze byt podavana systémové nebo lokalné na povrch
plic na pfiklad jako aerosol.

G. Stfevni potize

Faktor nekrotizujici tumor byl prokazan v patofyziologii zanétlivych stfevnich potizi [viz napf.
Tracy K. J. a spol., Science 234, 470-474 (1986); Sun X-M. a spol., J. Clin. Invest. 81, 1328-1331
(1988); MacDonald T. T. a spol., Clin. Exp. Immunol. 81, 301-305 (1990)]. Chimerové mysi anti-
hTNFa protilatky byly podrobeny klinickému testovani pro 1é€eni Crohnovy choroby [Dullemen
H. M. a spol., Gastroenterology 109, 129-135 (1995)]. Lidské protilatky nebo c¢asti protilatek
podle vynalezu mohou byt pro léCeni stfevnich potizi pouzity rovnéz, napi. u idiopatické
zanétliveé stfevni choroby, ktera zahrnuje dva syndromy, Crohnovu chorobu a ulcerozni kolitidu.

H. Srdecni potize

Protilatky a ¢asti protilatek podle vynalezu mohou byt také pouzity k 1éceni miznych kardialnich
potizi vcetné ischemie srdce (viz napf. publikaci evropské patentové prihlasky EP 453898) a
srde¢ni nedostatecnosti (slabost srdecniho svalu) (viz napf. PCT publikaci WO 94/20139).

I. Jiné

Protilatky a casti protilatek podle vynalezu mohou byt také pouzity k l1éceni miznych jinych
potizi, u nichZ je aktivita TNFa na ujmu. Piiklady jinych chorob a potizi, u kterych byla v
patofyziologii aktivita TNFa prokazana, a které tedy mohou byt oSetfovany za pouziti protilatky
nebo ¢asti protilatky podle vynalezu, zahmuji zanétlivé kostni potize a chorobu kostni resorpce
[viz napf. Bertolini D. R. a spol., Nature 319, 516-518 (1986), Konig A. a spol., J. Bone Miner.
Res. 3, 621-627 (1988); Lemer U.H. a Ohlin A, J. Bone Miner. Res. 8, 147-155 (1993) a Shankar
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G. a Stern P. H., Bone 14, 871-876 (1993)], hepatitidu véetn¢ alkoholické hepatitidy [viz napf.
McClain C. J. a Cohen D. A, Hepatology 9, 349-351 (1989); Felver M. E. a spol., Alcohol. Clin.
Exp. Res. 14, 255-259 (1990) a Hansen J., a spol., Hepatology 20, 461-474 (1994)] a virovou
hepatitidu [Sheron N. a spol., J Hepatol. 12, 241-245 (1991) a Hussain M. J. a spol., J. Clin.
Pathol. 47, 1112-1115 (1994)], poruchy koagulace [viz napf. van der Poli a spol., Prog. Clin.
Biol. Res. 367, 55-60 (1991)], spaleniny [viz napf. Giroir B. P. a spol., Am. J. Physiol. 267,
H118-124 (1994) a Liu X. S. a spol., Burns 20, 40-44 (1994)], pozkozeni reperfuze [(viz napf.
Scales W. E. a spol., Am. J. Physiol. 267, G1122-1127 (1994); Serrick a spol., Transplantation
58, 1158-1162 (1994) a Yao Y. M. a spol., Resuscitation 29, 157-168 (1995)], tvorbu keloidu
[viz napf. McCauley R. L. a spol., J. Clin. Immunol. 12, 300-308 (1992)], tvorbu zjizvené tkané a
horecku.

Objasnéni vvkresu

Obrazky 1A a 1B popisuji odezvy na American College of Rheumatology 20 (ACR20) a ACR 50
u pacientu trpicich reumatoidni artritidou (RA) po subkutannim davkovani protilatky D2E7
kazdy tyden celkem po dvanact tydnu (1A) nebo po subkutannim davkovani protilatky D2E7 a
methotrexatu kazdy druhy tyden (1B) celkem po dvacet ¢tyfi tydnt. Data ukazuji, Zze davkovani
kazdy druhy tyden je ucinné stejné jako davkovani kazdy tyden.

Obrazek 2 popisuje odezvy na ACR20, ACR50 a ACR70 u pacientu trpicich RA po subkutannim
davkovani protilatky D2E7 a methotrexatu kazdy druhy tyden po dvacet Ctyfi tydnu.

Obrazky 3A a 3B popisuji Casové prub&hy poctu bolestivych kloubu (3A) a poctu oteklych
kloubu (3B) po dvacet ¢tyri tydnu u pacienti trpicich RA po subkutannim davkovani protilatky
D2E7 a methotrexatu kazdy druhy tyden po dvacet Ctyfi tydnu.

Obrazek 4 popisuje vysledky kratké formy zdravotniho vySetfeni (SF-6) pacienta trpicich RA po
subkutannim davkovani protilatky D2E7 a methotrexatu kazdy druhy tyden po dvacet Ctyfi
tydnu. RP = fyzicka role, PF = fyzicka funkce, BP = télesna bolest, GH = celkové zdravi, V =
vitalita, SF = socialni ¢innost, RE = emocni role a ME = dusevni zdravi.

Obrazek 5 popisuje procenta subjekti odpovidajicich na ACR po jediné intravendzni injekci
protilatky D2E7 a methotrexatu u pacienti trpicich RA.

Tento vynalez je dale objasnovan nasledujicimi priklady, které nejsou chapany jako omezujici.

Obsahy vsech odvolavek, patenti a publikovanych patentovych prihlasek citované vSude v této
prihlasce jsou timto zahmovany v odkazech.

Priklady uskuteénéni vynalezu

Priklad 1

, Osetfeni anti-TNFa protilatkou
Ucinnost D2E7 po subkutanni administraci

V této studii bylo dvacet Ctyfi pacienta s aktivni RA osetfovano v tydennich davkach s 0,5 mg/kg
D2E7 (n = 18) nebo s placebo (n = 6) subkutannimi injekcemi po tii mésice. Pacienti za¢astiujici
se na této studii méli pred vstupem do studie stfedni dobu trvani choroby 10,1 roku pfi skore
aktivity choroby (DAS) v poétu 4,87 a prumérem 3,4 DMARD (chorobu modifikujicich
antireumatickych léki) a znovu prochazeli zna¢nou aktivitou nemoci. Ti, kdoz projevili odezvu,
pokracovali v zakladnim osetfovani s D2E7, zatimco u pacientd, u nichz odezva na 0,5 mg/kg
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davky selhala, nebo ktefi ztratili DAS odezvu na 0,5 mg/kg davky, bylo po dvanactém tydnu
studie zvySeno davkovani subkutanni injekci na 1 mg/kg.

Prvni zaregistrovani pacienti obdrzeli az Sedesat injekci a byli tudiz Sedesat tydna se studovanym
lékem. Uginnost subkutanniho davkovani byla podobna intravendznim injekcim. Az 78 %
pacienti dosahlo DAS a ACR20 odezvu béhem prvnich tydnu oSetfovani. Subkutanni D2E7 pii
davce 0,5 mg/kg/tyden snizila po dvanacti tydnech ve srovnani se zakladni linii pocet oteklych
kloubu (SWJ) o 54 %, pocet bolestivych kloubu (TJC) o 61 % a CPR 0 39 %, zatimco ve skupin¢
s placebo vSechny parametry vzrostly. Po ukonéeni placebem kontrolované doby v této studii,
pokracovali pacienti v oSetfovani az po ¢trnact mésicu s trvalou ucinnosti. Tyto vysledky ukazuji,
z¢ subkutanni D2E7 o davce 0,5 mg/kg/tyden muze byt tedy bezpecné, sobéstacné
administrovana s dobrou lokalni snasenlivosti.

Administrace D2E7 a methotrexatu

V této studii pacienti obdrzeli subkutanné nebo intravenozné placebo nebo D2E7 v davce 1
mg/kg vedle jejich stale pokracujiciho osSetfovani MTX (methotrexatem). Do studie bylo
zaregistrovano padesat Ctyfi pacienti a osmnact pacientu obdrzelo intravenozné D2E7 a
subkutann¢ placebo, osmnact pacienti obdrzelo intravendézné placebo a subkutinné¢ D2E7 a
osmnact pacienti obdrzelo placebo intravenézné a subkutanné. Pacienti dostali svoji druhou
davku teprve, az kdyz ztratili sviyj status slepé odezvy, ne dfive nez ¢tyfi tydny po prvni davce.
Od t¢ doby dostavali vSichni pacienti ¢trnactidenné zakladni davku subkutanni injekce D2E7.

Demograficka charakteristika studované populace v této studii pfedstavovala prumémé¢ trvani RA
11,1 let, pfed expozici prumé¢mé 3,6 DMARD (jiné nez MTX) a pruimémé DAS pii vstupu do
studie 4,81. Dvacaty devaty den 72 % intravenozné oSetfenych pacientu a 44 % subkutanné
osSetfenych pacientii dosahlo odezvy podle DAS kritéria pfi srovnani s pouze 28 % pacienty
oSetfenymi placebo (uvedeno dale na obrazku 5). Z téch, ktefi se podrobili této studii 28 %
placebem oSetfenych pacienti vytrvavalo na ACR20 odezvé do 29 dne, ve srovnani se 72 %
intravenozn¢ D2E7 oSetfenymi pacienty a 67 % subkutanné D2E7 oSetfenymi pacienty, ktefi
udrzovali své odezvy mezi jednim a tfemi mésici.

Priklad 2

Celkova télesna davka subkutanné administrované anti-TNFa protilatky
Subkutanni administrace D2E7 tydné

V této studii bylo zaregistrovano sto osmdesat Ctyfi pacienti s RA a bylo ureno stanovit
optimalni celkovou télesnou davku subkutanné podavaného D2E7. Pacienti byli nahodné vybrani
a dostavali bud’ 20, 40 nebo 80 mg D2E7 anebo placebo tydné po 12 tydnu, a po tomto ¢ase byli
placebem osetfeni pacienti naslepo prevedeni na 40 mg D2E7/tyden.

Priblizn¢ 49 % pacienti dosahlo ACR20 pii 20 mg, 55 % pacientii dosahlo ACR20 pfi 40 mg a
54 % pacientu dosahlo ACR20 pii 80 mg, zatimco pouze 10 % pacientd piijimajicich placebo
dosahlo ACR20 (uvedeno dale na obrazku 1A). Piiblizn¢ 23 % pacientu dosahlo ACRS50 pri
20 mg, 27 % pacienti dosahlo ACRS50 pri 40 mg a 20 % pacienti dosahlo ACR50 pii 80 mg, a
pouze 2 % pacientu piijimajicich placebo dosdhlo ACRS50. Tato data ukazuji, Ze subkutanni
D2E7, zvlasté pii davee 40 mg/tyden vyvolava dobrou odezvu.

Priklad 3

Ctrnactidenni subkutanni administrace anti-TNFa protilatky
Subkutanni administrace D2E7 ¢tmactidenné
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Byly zkoumany klinické efekty, bezpecnost, imunogenicita a tolerance RA pacientu s parcialni
odezvou na MTX po kazdém druhém tydnu po subkutannich (s. ¢.) injekcich placeba nebo D2E7
pii n¢kolika urovnich davek po dvacet Ctyfi tydnt ve spojeni s pokracujicim oSetfovanim s MTX.

Provedeni studie

Byla provedena placebem kontrolovana, dvojmo naslepo, randomizovana, mnohacentricka studie
u pacientt, u nichz byla nedostate¢na ucinnost nebo snasenlivost MTX. V prubéhu pokusu
pokracovali pacienti pfi stabilni davee MTX v rozsahu davek specifikovaném v zapocditavanych
kritériich popisovanych nize.

Tato studie sestava ze dvou ¢asti: 1) "vymyvaci periody" Ctyf tydnu pfed podanim prvni davky
medikace, pficemz béhem této doby byly odstranény DMARD (s vyjimkou MTX); a 2)
"placebem kontrolované periody", pricemz bé¢hem této doby byli pacienti randomizovani do
jedné ze Ctyr skupin po Sedesati sedmi pacientech, ktefi obdrzeli placebo, 20, 40 nebo 80 mg
D2E7 (jako celkovou télesnou davku) podavané kazdy druhy tyden s. ¢. po 24 tydnu. Kazda
davka 1éku pii studii byla podavana jako dvé s. c. injekce, kazda po 1,6 ml. Prvni davka byla
pacientovi administrovana zdravotnim personalem jako soucast pacientova tréninku. Nasledujici
davky byly administrovany samotnym pacientem pii studii za pfimého dohledu skolen¢ho
Skolenym subjektem urcenym pacientem nebo zdravotnickym personalem. Medikace pro Ctyfi
nebo pét tydnu byla rozd€lovana pokazdé po klinickém ohodnoceni. Pacienti byli sériové
prohlizeni v prvnim, druhém, tfetim, ¢tvrtém, Sestém, osmém, dvanactém a dvacatém Ctvrtém
tydnu studie s prohlidkami kloubd, jez byly provadény inkognito konzultantem nezavislym na
oSetiujicim lékari.

V této studii bylo zaregistrovano dv¢ st¢ sedmdesat jedna pacienti s RA. Populace studie
zastupovala od umiméné do silné RA v populaci Severni Ameriky: pfiblizn¢ ze 70 % Zenskou
populaci a prevazné starSi Ctyficeti let. Populace byla zvolena pomoci predem stanovenych
zapocitavanych a vyluCovanych kritérii, ktera jsou zkusenym odbornikim znama, napf. pacient
musi ziskat diagnézu RA, jak je definovana kritérii American College of Rheumatology (ACR)
(uvedeno dale v Priloze A) revidovanymi v roce 1967.

Obrazky 1 B a 2 az 4 ukazuji, Ze subkutanni, ¢trnactidenni oSetfovani D2E7 kombinované s
methotrexatem, bylo ve sniZzovani pfiznaki a symptomu RA ve dvaceti Ctyfech tydnech vyrazné
lepsi neZ placebo. VSechny tii davky D2E7 byly statisticky signifikantné ucinnéjsi nez placebo
podavané tydné. Dale navic, D2E7 pii 40 mg a 80 mg ma lepsi ucinnost nez 20 mg davka.

Ekvivalenty
ZkusSeni odbornici pfipusti nebo jsou schopni zjistit mnohé ekvivalenty ke zde popisovanym

specifickym provedenim, kdyZ neni uzivano nic vic neZ rutinni experimentovani. O takovych
ekvivalentech se ma za to, ze jsou zahrmuty v nasledujicich narocich.
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ACR definice RA

Klasifikadni soubor kriteril a funke! pro reuamatoidni artritidy (RA)Y 2 roku 1887

Kritenum Definice

Nejméné 3 oblasti kloubu mely soucasné
otok mékkych tkani nebo vypotek {nejan
1, Artheritis 3 nebo vice oblasti kloubu samotné pleristant kosti), zjisténg
iekatem. 14 moZnych oblasti kloubu jsou
levé nebo prave PP, MOP, zapésti, loket,
koleno, kotnik a MTF kouby.

£. Arthritis kloubii ruky Ctok mekkych théani nebo vypotek (nejen
Zapssti samotné pleristani kosti} ve
MCP specifikované oblasti, zjiStény {ékafem.
MCP nebe zapést Kde jsou specifikovany 2 ablasti museln
MCP a zapést] byt postizent soucasné.

Soutasné postiZen {ych# Koubnich
oblasti {jak je definovano pod 1. na obou
3. Symetricky otok {arthritis) stranach t8la (bilaterarni zahrnuti PP,

MCP nebo MTPR je pfipusing bez
absoluini symetrie}
Demonstrace abnormalnich mnozshi
reumatoidniho fakioru séra jakoukoliv
metodo, pro kterou byl vysledek
pozitivni u < § % normalnich kontrolnich
subjekid,

Radiografickg 2mény typické pro
reumatoidni arritidu na radiografech
5. Radiografické zmény reumatoidni posteroamteriorn! ruky a zapésti, které

artritidy musi zahmovat eroze nebo nepochybné
dekalcifikace kosti lokalizované uvnitf
nebo nejzleteingji plilehle poskozenym
kioublm {Samotné zmény osteoartrifidy
nekvalifikuii}

4. Reumatoidni fakior séra

Rika se, Ze pacient ma RA, pokud je zahmut do jedné z 5 RA podskupin uvedenych v tabulce 7 a
ma lékarfem stanovenou klinickou diagnézu. Kritéria 1, 2 a 3 musela byt pfitomna nejméné 6
tydnu.

Arthritis and Rheumatism, Vol. 31, No. 2 (bfezen 1988)

Priloha A

-27-



S¥G 0 KO3

Bap Ile Gin Mat
Y
Asp Arg Val

Lew Ala Tep vy

Thy the SIv Sia
168¢

SRR ID BN

Qln Val #In Lesws

Ala Ret ﬁisz Tep 3

Srr Ala lie Thy

J8¥g Gly Arg bhe !

. 85

Iew Gln ¥ed Aan

Bls Lys Wl Serx 3

FRE

s A%

¥ A8R

Gin

r Thy

Iy The

Thy

Sy

Vel

SRS o

Asy
3

> s

 Thye

Sin

Glu

L¥§

> Ll

70

SR E S

Lew §

Ala

CZ 309160 B6

Ber

- Lys

f <A)

Pres

Vel &

Ry G

Ala ¥

4%

Thy

RIS

N e AN
s Gly HL

Xas

Priloha B

-28-

Lys

waY

1 AIG

3¢

31

¥ Gly

X

Sly

Tl ¢

Fro
Ile
T

Ly

Phe

Say

Sen

val &

The

&Ly

Lz

Phe

Tag
48

Bsm W

¥Rl

S&y

3 e 3

S I

Aiz

Sl

. &sp

ain

feo

&

P Gly

d M{“

TX§

Say

§ Leu

Tyx
55

Fro
(3]

E)23

&Y

=
b
oy

¥l

Bye
g



CZ 309160 B6

20 o mord:

el Ser Tyr Lew dew Thr Rim Ber Sav Lan B8y Yag

1 8 k4

SEQ ID WG

KIX ALY BeE THE Tou Sin Sxy
3 &

IR XL Wwrews

Adg Xl THE Tup Aeo Sow Gy L 3le RIS VEX AIR HAP FeF VR GIR

3 [N AN R
Wy
SBY 3D NO:Y:
Srg Ble SeU SIN O3y fle Reg dan e Dow Als
B $§ 1B
BRE I N R
Rope Tyr Al Red Ris
X &
AR DN K s:
Agp e Me Mat Mar 63n Sor P20 Jer Sevr Lew Sar Ala Ser Vs 5y
& § e RN

RSN "R AWE AR Ser $la @y Ile dayg Sanm Fyr
p 3

Lee BAx Trp Tyr Gln fly Ly Fro Sy iyw Ay Pro Lys Sev Ry i
wn s EES

T &la Rla sy The Lo $In Ser @iy Vel Brn fer fry M S &ky
38

%3
39
£
i
vy
g
W
%
k9

or Sky They sy he The lau 7he s Jar fer few Sl Bav

Blu &sp Val Als The Tyr Tyy Opw 33s Lys 3er fon &

oF RIXx PR Tyw
uy ¥

RE

Rie ‘E’k»‘. Fly 3Is Wi CRE LY WL BEU Jiws Lyse

RSy TR R IR

-29-



SER

Slhax
ER

Sea ]

i 4
P

3 Ved (ln

LRG|

Mg His

3%

P
»
bA
fot
<]

Biv Rrg

S Mat

- L Als

LS

D 3Gl

B

[y W

0 WX

AR

3

<

Wim

ER TN Sy

TR Tye

PR R

S¥kes

?,S

Liys Tyw

1T Wik

Lys Tyy

- AN BOwise

Qe Lgm ™Y

el

&,

D

W BT

JRG

RUSISIRS

Phe X

Fowss He

Ser
100

Kk Sie]

Sin |

ey

Vel

2
4

s e

RET

K
8
23

CZ 309160 B6

RYE AL

T LN

Ty

I

Pro ¥

Ry

Sy

Ny

N

e

Ty

-30-

S&y Y

§ X

BYsr Nap

3y

X &

Alx

- Thr

- The

¢ Ly

i

- Sy

B

& WRk

s Asp

&R

Ay

B ¥al
& WAl

RN

L0

Sly



BEY

"N

REG

CZ 309160 B6

B ONGany
G YyR TYE
1

£ NGRE T

ShN L Wy

ID B AN:

Sla Lys Tex
3

AN WO

Rim M T
X

X¥ PR e {Bw

Ala Wl Wy

N

IN IR

Sl e W
X

¢ 3D PO

gin s Tyr
4

Gln Rgw Tey

I

X S

S

RS

A

Asn

-31-

Fawx ddw
z;

&

17 5z
7
%
£
%

oy Ala

2
%
M
4
#

Qe BIw»

[ Bapy

dsy sks

Ay Prw
5

s g

5 X

T

Pra

Fyw

EAON

Trr 2

g

Tre

¥ N

PO

Xass

Th

Thy

“3
4
7

s The



CZ 309160 B6

HIx Boy yw Axn Ay Ala Pre Twr Ale

Al Ber Tyr bew Sxr The Ser Bar Ser Lew Asp hem
I X EEe

EBY TG B

A [ey Tyy lew Sey TR o AR Lew Asp by
3 ’ & 10

v
&
#
4

AR Ser T¥r tew fer TRE Sar Sy &4 Leu A8y Yy
1 B R

TR ID 36

ELR Ser Ty XYeu B0 The Ser Sor for ek Asp Rs
X

X & REX]

G

SRF ID Wy X1y

SLx S8 Y Lex far TRy B e Ser hew kep Spe

Nla Ser Per Sy
KN

w
%
“<

R S Rey Ber Lew ¥is N

P

EAN

BEG X0 MOsR:

Ala Ber Phe few Ser THC Ser Rer fax tew BiQ TyE
b3 3 0

SR LT S :3an

Adx er Tyy Lec San Thy 3Ex ¥er Sev Law Gis Tre
X § RS

8B X W25

TR Ss2 Tyw teu §

X
RN

Thy &ia Sar fex far dzp &Asn
R

0y
Z
”

-32-



SEQ TR XOvIA:
ATTRUEITTL NRFSRAGTIR

DRVAEKSENNT CTABRGTLCY

SARIIHTRVLS

CIRIACERRNY YANSIATORS

SRQ X HTXT:

SHEITICAAT HIGTERARGTE
TOTTGPENNY COTTTRRELY
COARZRRORARE HXTDISRRTT
TIORIAGTAG THRNANEIINFTNIR
 NRRAATAIL QUL IRENR
PRETCTWHVN ENABOETORRN

AGY

CZ 309160 B6

TosHreRTen
GEOTHPONGS
RIATUTRIRIT
IR IHRHT
R 1‘%@3

R

TRRNFIRIGE
CRPTPRNT
SRTTRAXTY
EENSTNE T

CTETCTOURY
AATTILTTRY
CERTECARCTT
TIOSETONCR

TURE TR
IPCROTTRR,

TORAWRGT

TRATAEREG

RISICR LY £

CORSORGETC

CAGREINE
ERRARCOH.

B3

NKRTEY
TOTACNRONY

TETTREAE

TURERIROTY

RIBRBLDHET
ATRITWIIR:

ATEOCRAGRA

SRTRENCERT

- RERRLEFLDC

RUEIIRNAR

-33-

BRI

RICH
&)

ICX



CZ 309160 B6

Piehled sekvenci

<L Xwtt leborsioriss {(Beosuda) Lo, st al.

20 FPUSCHTY ADERKISTRACE ao¥-ThFa PROTILATEK

S8 Gy P
<34Ix FONZ
X1 RO IBR
<183y IS

_7
B

w7 Ryrddd BEQ peo Wnows vanes 407

DR

KFA2 TRY

S22 Umis salenc

SR

AT RELTOVANS Roekd protiitRe
Rreicy
SERE> Mutovans lidskd protiitka

SEPE> L
Adp Tle &ia Met Thy Py
t $ N £

. WA N
Riggp The TN Jaxr Sln o
A

¢ Pre

Lys Als ©
s &

¥

¥ Vak frp Say

N
Ary Ty o
S
e Lys

P
- FRY

RITIN Wmdld zehvernss

-34-

FaY Lax &ar

v The Xls Seyx 3

Wal &g
15

Tig Aoy Aun Ty
by
L ke e Yig

w5
i ¥s
<

¥5
D.;‘_/
4

SN Pra Gly Sogy
e
& Asp T

63 ar A
[ R=R

fa Tep Wal



CZ 309160 B6

Ser A3 iz The Tep Asn Ser Gly Nis Ile Asp Tyd Skw
Sy &% S

e Sy dxy Bhe Ll 800 Reg Aap Ran Ay Lys Ren Sev faw

5 ~ %

a2 s Ret dawn Ser e &g Ay Slw

Asp Swx Val

o]
3%

-~

A5
£ P v
i D
“n

&gp Thr Alx ¥k Tyr Tyz

Rl *5

Tyr Lew Ser Thr Alx Ser Ser lew Asp Tye Tep @iy
N

Qin Gy The Les Val The Va3 3
KRS

VRRTSNT
{34

v Naa ox ThE o RIN

w480y ¥
Wln Xeg Pyr Asn Axg Aky P Tyr Xas
A

&

o
2213 Linek3 sskvance

oy R&sk
<CEPUY 4

Fal Sy Tyr Lo Sax Thy RIx S8y Seyr Jew REp
kS 3 14

LSk SR
<A13» FRT

3y Umndld sevmnce

-35-



CZ 309160 B6

Sly His Tle Ry Tyr Rds oy Sey Vel @lw
i ig

3
3
3
£

7.2 ool

> L@a BERRHISTE

w22 Mutovand Nisks prosisbs

460> 7

* Axg Asn Tyx Lswu Bis
R

¥ 3

&

£$Q0H 4

Rep fle Gla Mei Thy €l 8sr Pra Ssyr Ras lew fog Ais Seg Tix Ghy
0 1

Bep by Vsl B 3

-36-



CZ 309160 B6

Siv R @l klz Yhe Tyr Ty OFe G¥n Ly Tye Res S&r 81s Fre Ter
. 13 90 A
Rks Pha 5y a Cly W lgs Vel 6l I Lys
LT 05

ENT AIY 13w
50
ba Sy Ry

Ao NS
roMwE Tal -
P
THE Lys Rl Koy Aanx Ty Gy
v 3
PR 8

Gla Qiy Vhy kaw ¥al The Tl

: Sag Sex
133 e
€EII> 3%
R3S
<2X3> FRY
LI 1 Inl& salwensg
.
IR o
AR Madowand lidekd protidies
ST .
FIo LS Mk Ren Ner Rls Fos Tyr AAs
A ",
3

3

Yoz Ara Reg Slx §

<

-37-



CZ 309160 B6

> LSS sabvenes

XA
SRRI> Btend sk Nms% $thw

DY 1

5

¥ Siovans fosks wetisthe

A3[0D= I ¢
& SR Ty Say Sse il Prw Y Th
X
- X3
- 8
L33> ®Y
LA LSS sokveme

B
STRA Mutireansd Bivhd gestlatks

X & O:J}
: RN Tyr Asn Sy &la Beo ve Thy

3
ESCEIRE N EN
D S
RN ERT
SIEY UmdiE solvany

<&
RIRR Mroeand Beiall proth iy

-38-



CZ 309160 B6

<108 1¥
2231x §
L2XT» g*

<RI m FREAGER

RG0S AR
Gin Lys Tyr Bsn Sep Als Pow Yyy Asn
X &
1%
8
BRT

LZV3 INAY sekwvanes

TRA _
CERT> RAUtavans BORS protiike

PITINNEE

Gy Lys Ty Thy Ssy 818 Pry Twe The
3 &

<IL@y W

-»‘:21_2.3 r}?\&‘\g‘

L 3> Limidig selsncs

LR
SF2I> hlutosan Nk protitaties

BaAn L-y\, Tyr Ban 8o Ris Als Tyr Sex

f@!“te LS sekvencs:

AT AR Mshy proditaike

-39-



CZ 309160 B6

<4 @R
G B¥n Vyr Ssi Ber dla Prs Asp The
j3 &

=

3

0. s
2 A2
S
w7

7

t PRY
SR Ul sekusnss
ERPSTS
223> Wutorans Ris\S prodilike

in Lys Tys Ran e Rag P Tyr The

>

ERY

233 LIS sehvanae

YA

LEEe Mudovans Nhkd pratiitka
L0 R4

Gin Bys Tys 3¢ Ses Ria Bes f3x The
¥ &

QI+ s sehvenoy

220>
R SRovsns lideks prolista

<3O0 38
QIS LS TPE RS AX3 P P Ty Wiy

K )

o gy N

1%

g sebvence

Gln 2eg Tyy Ren Rey Alx Pro Tyy Rla

> 3
<Wim 12
XIAZE PRY

-40 -



CZ 309160 B6

SRR LMRS ssiennes

«F28 Wulorand Mgk predidha

RS TSR
Ala Ser Tyer Leu Ser Thy Sar Sur Ser Louw Asy Ast
1 & $4 )

e

Woap N
Inr &

VA 23
.

53

PRY

Limdd sakvencs

PN
3> SRV Sk polates

LRI 3
Ala Ser Nw Las S ThY Sne Sxe Sy fouw AR Asp
A " 3 -
P Q 3

A23s 3

BRY
STRE SRV

N

<$GTUX T
Al fay Tyr Low Jar ThR Bsr Phe Ser lauw Res Ve
)3 it

-41 -



CZ 309160 B6

Yo Faw law Wis Ty

kR

(<]
.
vy
v3
o
”
©
3
”
P
Kd
”

e Leu Glu Tyo
18

PR

ik seleencs

SRR

TIXT> Mkeexed Yidska prob

s

fqete]

400
1

>
Sex TVyr Lew Sor Ty 2Ix $ae

5

EAR RN

<2

RIAX> ALY TRISKE proditaka

-42-



400> 36

gacatccaga
atoactigte
gggasagece
cggticagty
gasgatgtig
qggaccaagq

<210» 37
<ZLix 363
212> DNA

tgacocagte
goygcaagtea
ctaagotect
goagtggate
caacttatta
tggaaateaa

<213> Umé&ia sskvence

<220

CZ 309160 B6

tecatectee
gggcatoaga
gatctatget
tgggacagat
ctgteocaaagy
&

<323> Mutovand lideka protilatka

<4Q0> 37
gaggtgcage
tectgtyngy
ceagggaagg
geggactoety
ctgeasatga
taccttagea
agt

togtggagte
cotetggatt
gectggaatg
tggagggecy
acagtctgag
cegogtocta

tgggggagyc
cacotitgat
ggteteaget
attcaccate
agcetgaggat
coettgactat

ctgtotgeat
aattacttag
geatecactt
ttcactctea
tataacegtg

ttggtacage
gattatgooa
atcactigga
tocagagaca
acqgeegtat
tggggccaag

-43-

ctgtagggga
cctggtatea
tgcaatcayy
ccateagoag
caccgtatac

caeggraggtc
tgoactgggt
atagtggtes
acgooaagaa
attactgtge
gtacoctggt

cagagteacce
goaaaaacea
gyteesatet
cctacagect
ttttggecag

cctgagacts
coggnaaget
catragactat
cteectgtat
gaaagtoteg
cacegrctey

60
120
180

240
300
321

60
120
189
240"
360
380
363



10

15

20

25

30

35

CZ 309160 B6

PATENTOVE NAROKY

1. Pouziti izolované lidské anti-TNFa protilatky, kde uvedena protilatka

a. obsahuje vanabilni oblast lehkého fetézce (LCVR) s CDR3 doménou obsahujici sekvenci
aminokyselin SEQ ID NO: 3, CDR2 doménou obsahujici sekvenci aminokyselin SEQ ID NO: 5 a
CDR1 doménou obsahujici sekvenci aminokyselin SEQ ID NO: 7 a

b. obsahuje variabilni oblast tézk¢ho fetézce (HCVR) s CDR3 doménou obsahujici sekvenci
aminokyselin SEQ ID NO: 4, CDR2 doménou obsahujici sekvenci aminokyselin SEQ ID NO: 6 a
CDR1 doménou obsahujici sekvenci aminokyselin SEQ ID NO: 8,

pro vyrobu léciva pro 1écbu revmatoidni artritidy u lidského subjektu, kde uvedené 1écivo je
upraveno pro subkutanni podavani, kde davkovani je 40 mg podle kontinualniho rezimu s
intervalem 13 az 15 dni kazdy druhy tyden a kde uvedené 1éCivo je pro podavani v kombinaci s
dal$im terapeutickym ¢inidlem, kterym je methotrexat.

2. Pouziti podle naroku 1, kde uvedena protilatka ma variabilni oblast lehkého feté¢zce (LCVR)
obsahujici sekvenci aminokyselin SEQ ID NO: 1 a varabilni oblast t€zkého fetézce (HCVR)
obsahujici sekvenci aminokyselin SEQ ID NO: 2.

3. Pouziti podle naroku 1 nebo 2, kde uvedena protilatka ma konstantni oblast tézkého fetézce
lgGl.

4. Pouziti podle kteréhokoliv z naroku 1 az 3, kde uvedenou protilatkou je D2E7.

5. Pouziti podle které¢hokoliv z naroku 1 az 4, pro 1éébu poskozeni kloubt pfi revmatoidni
artritidg.

6. Pouziti podle které¢hokoliv z naroku 1 az 5, kde uvedené 1é€ivo je ve formé predplnéné injekeni
stiikaCky.

6 vykresu
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Procenta subjekt odpovidajicich na ACR20 po jediné
i. v. injekci D2E7 a/nebo placebo (DE010)
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