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DESCRIPCION
Método analitico para moléculas Fab y Fab'
Descripcion

La presente invencion se refiere a un método de ensayo mejorado para la medicién de especies acidas en proteinas
pegiladas. En particular, la presente invencion se refiere a un método de ensayo mejorado para la medicién de
especies acidas para formatos de anticuerpos de Fab pegilado y Fab' pegilado.

Los formatos de anticuerpos de Fab pegilado y Fab’ pegilado son utiles porque proporcionan una vida media
circulante in vivo similar a la de un anticuerpo entero sin las funciones efectoras asociadas a los anticuerpos
completos. Estos formatos se han convertido en Utiles en terapia y en las pruebas de estabilidad a largo plazo que
se requieren para apoyar el procedimiento regulador de aprobacién que autoriza la venta de estos productos
terapéuticos. Ademas, una vez aprobados para su uso por el publico general, los productos fabricados deben
someterse a pruebas de liberacion de los lotes antes de que se puedan poner a disposicién para la venta.

La presencia de especies acidas en las formulaciones, por ejemplo, después del almacenamiento, puede ser
indicativa de degradacion (en particular de desamidacién) de los fragmentos Fab o Fab'. La desamidacion es
clasificada por las autoridades reguladoras como una ruta de degradacién y, como tal, se establecen los limites de
concentracion de desamidacion para el producto. Estos niveles no se deben exceder durante la vida util del
producto. Aunque que no se desea estar ligado a ninguna teoria, se cree que los residuos de asparagina se pueden
degradar a través de un intermedio de succinimida por desamidacion para generar especies acidas, tales como
acido isoaspartico/acido aspartico, tal como se establece en el Esquema 1:
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Intermedio de succinimida
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Esta desamidacion de residuos de asparagina puede resultar en un cambio en la carga global de proteinas y puede
aumentar la inmunogenicidad de los fragmentos Fab o Fab'. Ademas, esta desamidacion puede dar como resultado
cambios en la funcién/eficacia de los fragmentos Fab o Fab', lo que puede dar lugar a efectos terapéuticos
impredecibles/efectos secundarios o simplemente la pérdida de actividad. Esto puede aumentar los efectos adversos
en los pacientes después de la administracion de la formulacion. Por lo tanto, la degradacion debe ser minima y los
tiempos y las condiciones de almacenamiento deben limitarse a aquellas que se producen con poca o ninguna
degradacion. Por lo tanto, es importante ser capaz de medir la desamidacion en una formulacion de Fab pegilado o
Fab' dado. El analisis puede tener un impacto en la vida util de almacenamiento y en las condiciones dadas en el
etiquetado del producto. También es importante ser capaz de controlar los niveles de desamidacién en el producto
ya que si se exceden los limites predefinidos entonces esto puede dar lugar a productos comercializados que tienen
que ser retirados de la venta o un bloque en la liberacién para la venta de ciertos lotes de los productos. En teoria, la
desamidacion en la proteina podria medirse mediante la cuantificacion de las especies acidas generadas en el
mismo.
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Zuang et al (2009. Anal Chem, 81, 1686-1692) describe un método para medir la desaminacion (es decir, medir la
formacién de especies acidas, incluyendo isoAsp, aspartil succinimida, etc.) de un anticuerpo IgG. El método
comprende incubar el anticuerpo con tripsina a 37°C y separar y cuantificar los liquidos de digestion via RP-HPLC y
MS /MS. Los liquidos de digestion de tripsina generan fragmentos peptidicos.

En la actualidad, el contenido total de especies acidas de Fab pegilado o Fab' pegilado se mide usando intercambio
de cationes (CEX)-HPLC.

El método mide un valor agregado o el total de especies acidas en el producto. Sin embargo, hay un numero de
rutas por las que se generan las especies acidas y no todas estan asociadas con la desamidacion (y, por tanto, la
degradacioén) de la proteina. Asi, el valor obtenido a partir del analisis no es un valor para la cantidad real de
desamidacion en la proteina. De hecho, incluye especies acidas generadas por:

- degradacion del Fab', e
- hidrolisis del enlazador que se une al Fab' o Fab y la molécula de PEG.

La hidrdlisis del enlazador PEG se cree que procede a través del anillo de succinimida, como se muestra en la figura
4. Esta hidrdlisis puede ser en realidad el efecto dominante y generar un gran componente del valor del agregado de
las especies acidas cuando se analizan. El contenido total de especies acidas se representa esquematicamente en
la figura 3, que muestra las especies acidas generadas en la proteina por la desamidacion y las especies acidas
generadas por la hidrdlisis del enlazador. Esto se puede representar esquematicamente como se muestra en la
figura 5, que muestra las proporciones relativas de especies acidas generadas por la hidrdlisis del enlazador por la
desamidacion y una combinacion de las mismas.

El valor del agregado de las especies acidas en una molécula no es de interés primordial. En cambio, lo que interesa
es la cantidad de desamidacion en la proteina. Sin embargo, el analisis del contenido total de especies acidas no
proporciona un valor representativo de la desamidacion en la proteina.

La cantidad de desamidacion se puede medir, por ejemplo, empleando los kits de deteccion de aspartato
ISOQUANT®. La desamidacion se representa esquematicamente en la figura 2, que muestra la desamidacion
solamente en la proteina. Sin embargo, este ensayo de desamidacion no es particularmente robusto (Alfaro et al.,
Anal. Chem, 2008, 80, 3882 a 3889).

Para apoyar la fabricacion comercial de un producto terapéutico, se requieren técnicas analiticas robustas. Los
inventores creen que han disefiado un método robusto y eficaz para el analisis de la desamidacion de las proteinas
pegiladas, en particular, los Fab y Fab' pegilados.

El método de la presente descripcién permite la medicion directa de especies acidas en las moléculas Fab'
resultantes de la desamidacion/degradacion en la molécula Fab'y no en el PEG o en el enlazador.

Por lo tanto, se proporciona un método de medicion de especies acidas generadas por la degradacion de un
componente de Fab'-PEG que comprende las etapas de:

a) escindir el PEG y el enlazador del Fab'-PEG con una enzima que rompe la porcion oculta del Fab' y libera al PEG
y al enlazador del Fab’,

b) separar opcionalmente el PEG y el enlazador generado en la etapa a) del Fab', para proporcionar un Fab o Fab', y
c) analizar cuantitativamente especies acidas asociadas con el Fab' escindido y/o el PEG escindido.

Al eliminar el PEG y el enlazador del Fab' la cantidad de desamidacién en la proteina puede medirse mediante la
cuantificacion de las especies acidas en la misma. El método es reproducible y robusto y, ademas, la escision del
PEG vy del enlazador no interfiere o cambia la cantidad de desamidacién en la proteina. Asi, la desamidacion en el
Fab' escindido debe ser representativa de la desamidacioén en la porcion de la proteina del Fab' pegilado.

En otra realizacioén, el método también permite la extensién de la hidrdlisis del enlazador de PEG que se determina
determinando primero las especies acidas "totales" para el Fab'-PEG antes de la escision en la etapa (a) del método
y luego restando la especies acidas cuantificadas asociadas con el componente de Fab' determinado en la etapa (c)
del método de las especies acidas totales.

Breve descripcion de las figuras
La Figura 1 muestra una representacion esquematica de un Fab' pegilado.
La Figura 2 muestra una representacion esquematica de la desamidacion que se produce en un Fab' pegilado.

La Figura 3 muestra una representacion esquematica de la desamidacion y la hidrdlisis del enlazador ambas de las
cuales generan especies acidas.
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La Figura 4 muestra una representacion esquematica del proceso quimico de pegilacion de un Fab' y la posterior
apertura de anillo para generar una especie acida.

La Figura 5 es una representacion esquematica de las proporciones relativas de los valores de las especies acidas
que contribuyen al contenido total de especies acidas.

La Figura 6 es una representacion esquematica de las especies generadas a partir de un Fab’ pegilado después de
la digestion enzimatica.

La Figura 7 muestra la eficiencia de una digestién con tripsina de un Fab’ pegilado con el tiempo.

La Figura 8 es un analisis CEX-HPLC del producto bruto resultante de la digestion con tripsina de un Fab’ pegilado.
La Figura 9 es una ICEF de un Fab’ pegilado digerido por tripsina.

La Figura 10 muestra las secuencias 1-9.

La Figura 11 muestra las secuencias 10y 11.

Breve descripcion de las secuencias

SEQ ID NO: 1 muestra la secuencia de aminoacidos de CDRH1 de CDP870.

SEQ ID NO: 2 muestra la secuencia de aminoacidos de CDRH2 de CDP870.

SEQ ID NO: 3 muestra la secuencia de aminoacidos de CDRH3 de CDP870.

SEQ ID NO: 4 muestra la secuencia de aminoacidos de CDRL1 de CDP870.

SEQ ID NO: 5 muestra la secuencia de aminoacidos de CDRL2 de CDP870.

SEQ ID NO: 6 muestra la secuencia de aminoacidos de CDRL3 de CDP870.

SEQ ID NO: 7 muestra el nucleétido y la secuencia de aminoacidos de la regién variable de cadena ligera CDP870.

SEQ ID NO: 8 muestra la secuencia de nucledtidos y de aminoacidos predicha de la region variable de la cadena
pesada CDP870.

SEQ ID NO: 9 muestra la secuencia de aminoacidos de una cadena ligera injertada de Fab CDP870 anti-TNFa..
SEQ ID NO: 10 muestra la secuencia de aminoacidos de una cadena pesada injertada de Fab CDP870 anti-TNFa.
Descripcion detallada de la invencién

Las especies acidas, como se emplea en el presente documento pretende referirse a un resto, molécula, que
comprende un acido carboxilico, es decir que comprende, el grupo -C(O)OH.

En una realizacion, la enzima es una proteasa, por ejemplo tripsina o quimotripsina, tal como tripsina. Cuando la
enzima empleada es tripsina entonces se espera que el punto de escision esté entre Ky T en, por ejemplo, la
secuencia de SCDKTHTCAA (extremo C-terminal de la cadena pesada) del fragmento Fab'. La escision
ventajosamente a que este punto no dé como resultado un cambio en el valor de la desamidacion en la proteina
debido a que la pequefia parte de la bisagra que se escinde no contiene residuos de asparagina.

Los Fab tienen de forma natural una secuencia en la bisagra, que es un sustrato adecuado para la enzima. Las
moléculas Fab no tienen de forma natural una secuencia de sustrato para la enzima, pero si se desea una secuencia
apropiada pueden ser disefiadas en una posicion apropiada lo que permite la eliminacién del PEG unido al Fab por
digestion enzimatica.

La digestion enzimatica puede realizarse a una temperatura en el intervalo de 20 y 40°C, tal como de 25 a 38°C, en
particular se lleva a cabo de manera 6ptima a 37°C.

En una realizacion, cuando la entidad de partida es un Fab’ pegilado, la enzima divide la parte de bisagra del Fab'y
libera al PEG y al enlazador del Fab'.

La digestion enzimatica, por ejemplo la digestion triptica, se puede efectuar durante un periodo de 30, 40, 50, 60, 70,
80, 90, 100, 110, 120, 130, 140, 150, 160 minutos o mas.

Las entidades generadas por la digestion no necesitan ser separadas porque si se emplea una técnica, tal como
HPLC/cIEF para la cuantificacion de las especies acidas, las entidades generadas tienen diferentes tiempos de
retencion y por lo tanto pueden ser cuantificadas individualmente sin una etapa de separacion adicional.
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Sin embargo, opcionalmente, las entidades generadas por la etapa a) se pueden separar por técnicas conocidas,
por ejemplo cromatografia de intercambio catidnico, CIEF, cromatografia de exclusion de tamafo y similares.

En una realizacion, las especies acidas asociadas con Fab, Fab' y/o PEG se cuantifican.
En una realizacion, se mide la desamidacion de los fragmentos Fab o Fab'.

En una realizacion, las especies acidas en la etapa c) se analizan mediante analisis HPLC, por ejemplo empleando
un gradiente de elucién. En una realizacion, el analisis HPLC es el analisis CEX-HPLC.

Alternativamente, la cantidad de la desamidacion en la proteina dividida se puede medir por electroforesis capilar.

En una realizacion, las especies acidas en la etapa c) se analizan mediante analisis de CIEF; los cartuchos
adecuados incluyen el iCE280 disponible en Convergent Bioscience.

En una realizacion preferida, el anticuerpo es un anticuerpo anti-TNF, mas preferiblemente un CDP870 de Fab' anti-
TNF, tal como se describe en el documento W0O01/094585.

En una realizacion, el anticuerpo que tiene especificidad para TNFa. humano, comprende una cadena pesada en la
que el dominio variable comprende una CDR que tiene la secuencia mostrada en SEQ ID NO: 1 para CDRH1, la
secuencia mostrada en SEQ ID NO: 2 para CDRH2 o la secuencia mostrada en la SEQ ID NO: 3 para CDRH3.

En una realizacion, el anticuerpo comprende una cadena ligera en la que el dominio variable comprende una CDR
que tiene la secuencia mostrada en SEQ ID NO: 4 para CDRLA1, la secuencia mostrada en SEQ ID NO: 5 para
CDRL2 o la secuencia mostrada en SEQ ID NO: 6 para CDRL3.

En una realizacion, el anticuerpo comprende una cadena pesada en la que el dominio variable comprende una CDR
que tiene la secuencia mostrada en SEQ ID NO: 1 para CDRH1, la secuencia mostrada en SEQ ID NO: 2 para
CDRH2 o la secuencia mostrada en SEQ ID NO: 3 para CDRH3 y una cadena ligera en la que el dominio variable
comprende una CDR que tiene la secuencia mostrada en SEQ ID NO: 4 para CDRL1, la secuencia mostrada en
SEQ ID NO: 5 para CDRL2 o la secuencia mostrada en SEQ ID NO: 6 para CDRL3.

En una realizacion, el anticuerpo comprende SEQ ID NO: 1 para CDRH1, SEQ ID NO: 2 para CDRH2, SEQ ID NO:
3 para CDRH3, SEQ ID NO: 4 para CDRL1, SEQ ID NO: 5 para CDRL2 y SEQ ID NO: 6 para CDRL3.

El anticuerpo es preferiblemente una molécula de anticuerpo injertada de CDR vy tipicamente el dominio variable
comprende regiones marco aceptoras humanas y CDR donantes no humanas.

Preferiblemente, el anticuerpo comprende el dominio variable de cadena ligera CDP870 (SEQ ID NO: 7) y el dominio
variable de cadena pesada CDP870 (SEQ ID NO: 8).

De acuerdo con la descripcion, el anticuerpo puede ser un fragmento Fab modificado, en el que la modificacion es la
adicion al extremo C-terminal de su cadena pesada de uno o mas aminodacidos para permitir la unién de una
molécula efectora o reportera. Preferiblemente, los aminoacidos adicionales forman una regién bisagra modificada
que contiene uno o dos residuos de cisteina a los que la molécula efectora o reportera puede estar unida. Dicho
fragmento Fab modificado tiene preferiblemente una cadena pesada que comprende o consiste en la secuencia
dada como SEQ ID NO: 10 y comprendiendo o consistiendo la cadena ligera en la secuencia dada como SEQ ID
NO: 9.

Las preferencias y/o las realizaciones se pueden combinar cuando sea técnicamente posible.

La invencion se describira ahora con referencia a los siguientes ejemplos, que son meramente ilustrativos y no
deben de ninguna manera ser interpretados como limitantes del alcance de la presente invencion.

Ejemplo
Método de digestion triptica

Se afiade a un eppendorf 1,0 mg de Fab 'PEG con acetato sédico 50 mM, NaCl 125 mM, pH 5,0 hasta un volumen
total de 50 pl. Se afiaden 50 ul de Na;HPO4 0,2 M, seguido de 40 ul de tampdn de resuspension de tripsina (acido
acético 50 mM); el pH final debe estar en la regién de pH 7,5. Vortex durante 10 segundos.

La reaccion se incuba a 37°C durante 2 horas. Andlisis por HPLC CEX o isoelectroforesis capilar de imagenes.
Eficiencia de la digestion determinada por HPLC HTRP

Se cred un digesto triptico utilizando un Fab'PEG utilizando un automuestreador automatico de la serie 1100 de
Agilent incubado a 37°C, con el fin de que la reaccion pudiera ser inyectada directamente en el ensayo HPLC HTRP.
9 inyecciones de Fab' PEG y Fab' de control se llevaron a cabo de forma secuencial. El Fab' PEG dio un perfil de
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digestion como se muestra en la figura 7. Esto demuestra que en el plazo de dos horas, el contenido del producto
Fab' PEG se reduce al 20%.

Analisis

Después de la digestion, las muestras se retiraron y se diluyeron a 1 mg/ml en tampoén de dilucion de la muestra
(acetato de sodio 20 mM, pH 4,5). El Fab' PEG y el Fab' dividido pueden ser identificados junto con sus respectivas
especies acidas sin pre-procesamiento de la mezcla obtenida en la etapa de digestion, como se muestra en la figura
8. Los siguientes, como se muestra en la figura 8, se eluyen de forma secuencial: especies de Fab' PEG, sin digerir
acidas, Fab' PEG no digeridos, especies Fab' divididas acidas y Fab' divididas.

Condiciones cromatograficas adecuadas para la deteccion de especies acidas de Fab' dividas por HPLC CEX

Disolvente A tampodn de equilibrado 10 mM acido 2-(N-morfolino)etano-sulfénico, pH 6,2
Disolvente B tampodn de elucién 10 mM acido 2-(N-morfolino)etano-sulfénico, NaCl 50 mM, pH 6,2
Columna columna Dionex Propac SCX-10
Caudal 0,5 ml/min
Tiempo de parada 75 min
Presion maxima 250 bar (2,5 x 10" Pa)
Presion de operacion del método (guia) ~ 60 bar (6 x 10° Pa)
Temperatura de la columna 25°C
Volumen de inyeccion 100 pl
Temperatura del automuestreador 4°C
Longitud de onda de deteccion 280 nm (ancho de banda 16), ancho de la rendija 4 nm
Carga 100 pl a 1 mg/mi
Tiempo | Disolvente A (%) | Disolvente B (%) | Caudal (ml/min)
0,0 100 0 0,5
2,0 100 0 0,5
62,0 40 60 0,5
62,5 0 100 0,5
63,5 0 100 0,5
64,0 100 0 0,5
75,0 100 0 0,5

El analisis de los datos puede llevarse a cabo utilizando el software HP Chemstation donde los picos estan
integrados; véase la figura 8 para un ejemplo de cromatograma de la digestién de Fab 'PEG usando las condiciones
de cromatografia adecuadas descritas. Los siguientes son detectados: Fab' PEG sin digerir acido, Fab' PEG sin
digerir, Fab' acido dividido, Fab' dividido.

Método alternativo de analisis conforme isoelectroforesis capilar por imagenes
Preparacion de muestras para el analisis usando iCE280
Se proporciona mas abajo una preparacion de la muestra genérica de 200 pl de volumen:

- Digestion triptica (desalada y libre de cualquier ion libre a una concentracion de 1 mg/ml)-40 pl (Regla general: la
concentracion final de la proteina debe ser aproximadamente de 0,1 a 0,3 mg/ml en la mezcla final de la muestra).

- Metil celulosa al 1%: 70 pl (la concentracion de celulosa de metilo en la mezcla final debe ser 0,35%)
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- Anfolitos portadores: (3-10 Pharmalytes)-8 pl (los anfolitos portadores deben tener una concentracion de 4% en la
mezcla final de la muestra).

- Marcadores de pl: se afiade 1 ul de cada uno de los dos marcadores de pl diferente, cuyos valores de pl deberian
corresponder a cada lado de la proteina y sus especies relacionadas.

Agua de calidad HPLC: Se afiade la cantidad necesaria de agua HPLC para completar el volumen a 200 mL.

Se mezcla la muestra anterior con agitacion entre 15 y 30 segundos para asegurar una mezcla adecuada de los
diferentes componentes. Se centrifuga la mezcla a 16.000 g durante 10 minutos para eliminar las burbujas de aire y
las particulas de polvo, que interferirian con el analisis.

Configuracion del instrumento y analisis empleando la tecnologia iCE280

El ICE 280 de Convergent Biosciences (Isogen en Europa) es un instrumento de captacion de imagenes por
isoelectroforesis capilar, que se utiliza para determinar los pl de varias muestras de proteinas y sus especies
relacionadas.

Se aplica alta tension a través del capilar utilizando un anodo y un catodo, que se sumergen en pequefios
recipientes que contienen el catolito (OH") y el anolito (H"). Las muestras se preparan con anfolitos portadores y, al
aplicar la alta tension, las moléculas de proteinas migran en funcion de sus respectivos pl y, finalmente, se
concentran en estos. El anolito se puede preparar mediante la adicion de la cantidad calculada de acido fosférico
para dar una solucion final de acido fosférico 0,08 M en celulosa de metilo al 0,1%. El catolito se puede preparar
mediante la adicion de 10,4 pl de solucion de NaOH 50% p/p a 2 ml de celulosa de metilo al 0,1%. El catolito debe
estar recién preparado y no debe ser reutilizado. Generalmente con 2 ml es suficiente para un solo llenado del
deposito.

En general, para todas las muestras no pegiladas, un periodo de concentracion de 5-6 minutos a 3000 V deberia ser
suficiente, pero como las diferentes proteinas tienen diferentes distribuciones de carga, el tiempo de concentracion
también podria variar en consecuencia. En ese caso, los ajustes deben ser optimizados mediante la aplicacion de
dos o tres muestras.

El andlisis de datos se puede llevar a cabo utilizando el software EZChrom. Los perfiles pueden ser comparados
mediante la superposicion de estos utilizando 'Supercompare' y los electroferogramas pueden ser integrados
utilizando las opciones "Desarrollo del método" dentro del software EZChrom. Véase la figura 9 para un ejemplo del
electroferograma de la digestion de Fab' PEG. Los siguientes son detectados: marcador de pl bajo, especies de Fab'
acidas divididas, Fab' dividido, especies de Fab' basicas divididas, marcador de pl alto.



10

15

20

ES 2 574 906 T3

REIVINDICACIONES

1. Un método de medicién de especies acidas generadas por la degradacion de un componente de Fab' de un Fab'-
PEG que comprende las etapas de:

a) dividir el PEG y el enlazador del Fab'-PEG con una enzima que divide la porcién de bisagra del Fab' y libera el
PEG y el enlazador del Fab',

b) separar el PEG y el enlazador generado en la etapa a) del Fab', para proporcionar un Fab'y
c) analizar cuantitativamente las especies acidas asociadas con el Fab' dividido.
2. Un método segun la reivindicacion 1, en el que la enzima es tripsina o quimotripsina.

3. Un método segun la reivindicacion 1 6 2, en el que la division en la etapa a) se realiza a una temperatura en el
intervalo de 25 a 40°C, tal como 37°C.

4. Un método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que la divisién de la etapa a) se produce
entre una lisina y una treonina, en particular en el extremo C-terminal de la cadena pesada de Fab'.

5. Un método segun la reivindicacion 4, en el que la lisina y la treonina se encuentran en la secuencia
SCDKTHTCAA localizada en el extremo C-terminal de un Fab'.

6. Un método segun la reivindicacion 1, en el que la separacion se efectia por cromatografia de intercambio
catiénico, clEF y/o cromatografia de exclusion por tamanios.

7. Un método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que la cuantificacion de las especies acidas
se lleva a cabo empleando cromatografia de intercambio catidnico o isoelectroforesis capilar por imagenes, tal como
CEX-HPLC.

8. Un método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que dicho Fab' comprende o consiste en SEQ ID
NO: 10.
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Figura 4. Representacion esquematica de la hidrélisis de Fab' y maleimida de PEG
seguido de la abertura del anillo del anillo de succinimida del enlazador de PEG
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Figura 5. Analisis de las especies acidas combinadas, especies
acidas generadas por la hidrélisis del enlazador y especies acidas
generadas a través de la desamidacion
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Figura 10

SEQ ID NO: 1 muestra la secuencia de aminoacidos de CDRH1 de CDP870.
Asp Tyr Gy Met Asn

SEQ ID NO: 2 muestra la secuencia de aminoacidos de CDRH2 de CDP870.
Trp lb= Asn Thr Tyr lle Gly Gl P [le Tyr Als Axp Ser Yol Lys Gly

SEQ ID NO: 3 muestra la secuencia de aminoacidos de CDRH3 de CDP870.
Gly Tyr Arg Ser Tyr Ala Met Asp Tyr

SEQ ID NO: 4 muestra la secuencia de aminoacidos de CDRL1 de CDP870.
Lys Ala Sér Gln Asn ¥al Gly Thr Asn ¥al Al

SEQ ID NO: 5 muestra la secuencia de aminoacidos de CDRL2 de CDP870.
Ser Ay Ser Phe Leu Tyr Ser

SEQ ID NO: 6 muestra la secuencia de aminoacidos de CDRL3 de CDP870.

Gilm Gl Tyr Asn e Tyr Pro Leu Thr

SEQ ID NO: 6 muestra la secuencia de aminoacidos de CDRL3 de CDP870.

EEQ ID WO 7 shows the amiino acid sequénce of the light chain vangble region CDERETO

Asp lle Gl Met The Gl Ser Pro Ser Ser Lau Ser Al Ser Val Gly Asp Arg Wal Thr e The Cys

SEQ ID NO: 7 muestra la secuencia de aminoacidos de la region variable de cadena ligera CDP870.
Lew Ike Tyr Ser Als Ser Pl Leo Tyr Ser Gy Val Pro Tyr Arg Phe Ser Gy Ser Gly Ser Gly Thr

Asp Pee The Leu The Dle Ser Ser Lew Gin Peo Glo Asp Phe Al Th Tyr Tyr Cys Gln Gl Ty Asn

I3 Tyr Pro Lew Thr Phe Gly Gin Gly Thr Lys Wal Gl lle Lys

SEQ ID NO: 8 muestra la secuencia de aminoacidos de la region variable de la cadena pesada CDP870.
Gilu Val Gin Lew Val Cido Ser Gly Gly Gly Lew Wal Gin Proo Gly Gily Ser Leu Arg Lew Ser Cys Ala

Ala Ser Gy Tyr Wal Phe Thr Asp Tyr Gly Me Asn Trp Val Arg Gin sba Pro Gly Lys Gly Lew Giu

Trp hiiet Gly Trp lle Asa Thr Tyr Ike Cly Gila Pro lle Tyr Ala asp Ser Wal Lys Gy Arg Phe Thr

Phe Ser Leu Asp Thr Ser Lys Ser The Ala Tyr Lew Gl Bet Asn Ser Lew Arg Ala Ol Asp Thr Ala

Wal Tyr Tyr Cys Als Arg Gy Tyr Arg Ser Tyr Ala Met Asp Tye Tep Gly Gla Gly Thr Leu Val The

Vol Ser Ser
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Figura 11

SEQ ID NO: 9 muestra la secuencia de aminoacidos de una cadena ligera injertada de Fab CDP870 anti-TNFa..
Asp lie Gln Met The Gin Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly Asp Arg Val Thr lle The Cys
Lys Al Ser Gln Asn Val Gly Thr Asn Val Als Trp Tyr Gin Gla Lys Pro Gly Lys Als Pro Lys Ala
Leu lle Tyr Ser Aba Ser Fhe Lea Tyr Ser Gly Val Pro Tyr Arg Phe Ser Oy Ber Gly Ser Gly Thr
Asp Phe Thr Lau Thr [le Ser Ser Leu Gin Pra Glu Asp Phe Als The Tyr Tyr Cys Gin Gln Tyr Asa
iz Tyr Peo Lew The Phe Gly Gln Gily Thr Lys Wal Glu De Lys Arg The Val als Als Bro Ser Val
Piez [le Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gin Leu Lys Ser Glly The Ala Ser Val Val Cys Lew Leu Asn Asn
Phe Tyr Pro Arg Olu Ada Lys Val Gin Tep Lys Val Asp Asn Ala Lew Gin Ser Gly Asn Ser Gln Gla
Ser Vil Thr Gilu Giln Asp Ser Lya Asp Ser The Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Lew Thr Lew Ser Lys Als
Asp Tyr Glu Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Gila Wal The His Gin Gly Lew Ser Ser Pro Val Thr Lys
Ser Phe ase Arg Gly Glis Oy

SEQ ID NO: 10 muestra la secuencia de aminoéacidos de una cadena pesada injertada de Fab CDP870 anti-TNFa..
Cilu Vil Gl Lew Val Gla Ser Gly Gly Gly Lea Wal Gl Pro Gly Gly Ser Lou Arg Loa Ser Cys Ala
Ala Ser Gy Tyr Val Phe Thr Asp Tyr Gly Met Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Len Glu
Trp Mdet Gly Trp lle Asn Thr Tyr e Gly Glu Pro lle Tyr Als Asp Ser Val Lys Gy Arg Phe The
Fhe Ber Leu Asp Thi Ser Lys Ser The Ala Tyr Lew Gin Met Asn Ser Lew Arg Ala Glu Asp Thr Ala
Vil Tyr Tyr Cys Ala g Gly Tyr Arg Ser Tyr ila Met Asp Tyr Trp Gly Gl Gly T Lew Val Thr
Val Ser Ser Al Ser The Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Lew Ala Pro Ser Ser Lys Ser Thr Ser Gly Oly
Thr Ala Als Lew Gly Cys Lew Wal Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Yad Thr Val Ser Trp Asn Ser Gly
dla Lew The Ser Gly Wal His Thre Phe Pro Ala ¥al Leo Gla Ser Ser Oly Leu Tyr Ser Lew Ser Ser
Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser Lew Gly Thr Gl Thr Tyr e Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser
Asn Thr Lys Val Asp Lys Lys Val Gl Peo Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cws Als Als
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