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Prezenta inventie se refera la un construct de anticorp bispecific care cuprinde un
prim domeniu de legare care se leaga la MSLN umana pe suprafata unei celule tinta si
un al doilea domeniu de legare care se leaga la CD3 uman pe suprafata unei celule T,
asa cum este definit in revendicari. Mai mult, inventia furnizeaza o polinucleotida care
codificd constructul de anticorp si 0 celuld gazda transformata sau transfectata cu
respectiva polinucleotida, asa cum este definitd in revendicari. Mai mult, inventia
furnizeaza o compozitie farmaceutica care cuprinde constructul de anticorp conform
inventiei, o utilizare medicala a constructului de anticorp mentionat si un kit care cuprinde
constructul de anticorp mentionat, asa cum este definit in revendicari.

INTRODUCERE:

Mezotelina este o proteina de suprafata celulara care a fost descoperita initial ca
un antigen recunoscut de K1, un anticorp monoclonal derivat prin imunizarea soarecilor
cu linia celulara de cancer ovarian uman OVCAR-3 (Chang si colab., Int. J. Cancer 1992).
Clonarea exprimarii a fost utilizata pentru a identifica ADNc-ul mezotelinei dintr-o
biblioteca HeLa (Chang si colab., PNAS 1996). Analiza moleculara a demonstrat ca gena
mezotelinei este codificata intr-o proteina precursoare de 69 kD, care este scindata de
furind pentru a furniza doua proteine distincte: factorul de potentare a megacariocitelor
(MPF), o proteina de 31 kD care este eliminatd si mezotelina, o proteina de 40 kD care
se asociaza cu membrana celulara printr-o legatura glicofosfatidilinozitol (ancora GPI)
(Chang si colab., PNAS 1996). Proteina mezotelina este organizatda in domenii
superelicoidale, cu repetari de tip ARM.

Mezotelina este foarte exprimata in cancerul ovarian, precum si in alte tipuri de
tumori, inclusiv cancerul pancreatic, mezoteliomul, cancerul pulmonar, cancerul gastric
si cancerul de san triplu negativ. in tesuturile normale, mezotelina este exprimata in
principal in stratul de celule mezoteliale din cavitatile pleurale, pericardice si peritoneale.
Mezotelina este exprimata si pe epiteliul de suprafatd al ovarului normal, trompei uterine
si amigdalei.

Pe langa exprimarea sa pe suprafata celulara, mezotelina este, de asemenea,
eliminata in ser prin actiunea ADAM17/TACE. Nivelurile serice de mezotelina eliminata
sunt crescute la pacientii cu cancer ovarian si alte tipuri de cancer. MESOMARK®, un test
ELISA pentru mezotelina serica eliminata, este aprobat de FDA pentru uz uman si poate
ajuta la diagnosticarea sau monitorizarea mezoteliomului. Mezotelina eliminata a fost, de
asemenea, utilizata, singura, sau impreuna cu alti markeri, pentru a ajuta la

diagnosticarea sau prognosticul altor tipuri de cancer.
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Corelatia nivelurilor serice de mezotelinad eliminata cu boala a sugerat un rol
potential al proteinei mezotelina in progresia cancerului. In timp ce functia biologica a
mezotelinei nu este bine inteleasa - soarecii knockout par normali - s-a demonstrat ca
mezotelina leaga mucina MUC16/CA-125. S-a sugerat ca interactiunea mezotelina-CA-
125 functioneaza in adeziunea, invazia si metastaza celulara.

Primii anticorpi generati impotriva mezotelinei pentru interventie terapeutica au
fost proiectati sa interfereze cu interactiunea dintre mezotelina si CA-125. Expunerea pe
fagi a identificat Fv SS, care a fost optimizat cu privire la afinitate si utilizat pentru a genera
0 imunotoxina recombinanta care vizeaza mezotelina, SS1P. Anticorpul MORAb-009
amatuximab, care foloseste si SS1, recunoaste un epitop neliniar in cei 64 de aminoacizi
amino terminali ai mezotelinei. SS1 Fv a fost, de asemenea, utilizat pentru a genera
celule T create de receptorul antigen himeric. Anticorpii anti-mezotelina au fost, de
asemenea, utilizati pentru a genera conjugate de medicamente, cum ar fi Anetumab
ravtansine, care contine anticorpul MF-T cuplat la DM4 si anticorpul 7D9 conjugat la
monometil auristatina E. Acesti anticorpi anti-mezotelina recunosc, de asemenea,
regiunea amino terminala a proteinei (aminoacizi 296-390) desi nu concureaza cu. Aceste
terapii tintite anti-mezotelind care se afla in prezent in studii clinice au demonstrat o
eficacitate limitata ca agenti unici.

W02014/004549 dezvaluie constructe bispecifice care leaga mezotelina si CD3.
W02010/124797 dezvaluie imunoconjugate anti-mezotelina bazate pe un anticorp anti-
mezotelina pentru tratamentul cancerului pancreatic care exprima mezotelina.

Foarte recent, au fost raportati noi anticorpi anti-mezotelind care recunosc alte
regiuni ale proteinei mezotelina. Ramane inca o nevoie de a intelege daca anticorpii
impotriva diferitilor epitopi ai mezotelinei decat SS1/MORAb-009 (de exemplu, anticorpii
care nu sunt concurati de mezotelina eliminatd sau CA-125 eliminat) ar fi imbunatatit
eficacitatea la pacienti.

Deoarece exista inca o nevoie de a avea la dispozitie optiuni suplimentare pentru
tratamentul bolilor cu tumori solide legate de supraexprimarea MSLN, cum ar fi cancerul
ovarian, cancerul pancreatic, mezoteliomul, cancerul pulmonar, cancerul gastric si
cancerul de san triplu negativ, prin prezenta sunt oferite mijloace si metode pentru
rezolvarea acestei probleme sub forma unui construct de anticorp bispecific avand un
domeniu de legare directionat catre MSLN pe suprafata celulelor tinta tumorale si un al

doilea domeniu de legare directionat catre CD3 pe suprafata celulelor T.
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Astfel, intr-un prim aspect, prezenta inventie furnizeaza un construct de anticorp
bispecific care cuprinde un prim domeniu de legare care se leaga la MSLN umana pe
suprafata unei celule tinta si un al doilea domeniu de legare care se leaga de CD3 uman
pe suprafata unei celule T, in care primul domeniu de legare se leaga la un epitop al
MSLN care este cuprins in regiunea descrisa in SECV ID NR: 245;

in care primul domeniu de legare care leaga MSLN umana cuprinde o regiune VH
cuprinzand CDR-H1, CDR-H2 si CDR-HS3 si o regiune VL cuprinzand CDR-L1, CDR-L2
si CDR-L3 selectate din grupul constand din:

a) CDR-H1 cum s-a descris in SECV ID NR: 161, CDR-H2 cum s-a descris
in SECV ID NR: 162, CDR-H3 cum s-a descris in SECV ID NR: 163, CDR-
L1 cum s-a descris in SECV ID NR: 164, CDR-L2 cum s-a descris in SECV
ID NR: 165 si CDR-L3 cum s-a descris in SECV ID NR: 166;

b) CDR-H1 cum s-a descris in SECV ID NR: 171, CDR-H2 cum s-a descris
in SECV ID NR: 172, CDR-H3 cum s-a descris in SECV ID NR: 173, CDR-
L1 cum s-a descris in SECV ID NR: 174, CDR-L2 cum s-a descris in SECV
ID NR: 175 si CDR-L3 cum s-a descris in SECV ID NR: 176;

c) CDR-H1 cum s-a descris in SECV ID NR: 181, CDR-H2 cum s-a descris
in SECV ID NR: 182, CDR-H3 cum s-a descris in SECV ID NR: 183, CDR-
L1 cum s-a descris in SECV ID NR: 184, CDR-L2 cum s-a descris in SECV
ID NR: 185 si CDR-L3 cum s-a descris in SECV ID NR: 186;

d) CDR-H1 cum s-a descris in SECV ID NR: 191, CDR-H2 cum s-a descris
in SECV ID NR: 192, CDR-H3 cum s-a descris in SECV ID NR: 193, CDR-
L1 cum s-a descris in SECV ID NR: 194, CDR-L2 cum s-a descris in SECV
ID NR: 195 si CDR-L3 cum s-a descris in SECV ID NR: 196; si

e) CDR-H1 cum s-a descris in SECV ID NR: 201, CDR-H2 cum s-a descris
in SECV ID NR: 202, CDR-H3 cum s-a descris in SECV ID NR: 203, CDR-
L1 cum s-a descris in SECV ID NR: 204, CDR-L2 cum s-a descris in SECV
ID NR: 205 si CDR-L3 cum s-a descris in SECV ID NR: 206.

De asemenea, este dezvaluit un construct de anticorp bispecific care cuprinde un
prim domeniu de legare care se leaga la MSLN umana pe suprafata unei celule tinta si
un al doilea domeniu de legare care se leaga la CD3 uman pe suprafata unei celule T, in
care primul domeniu de legare se leaga la un epitop al MSLN care este cuprins in
variantele MSLN descrise in SECV ID NR: 231, 232 si 233 si se leaga in plus la MSLN
Macaca fascicularis asa cum este descris in SECV ID NR: 234.
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Trebuie remarcat faptul ca, asa cum sunt utilizate aici, formele de singular "un",
"unul" si "acela" includ referinte la plural, cu exceptia cazului in care contextul indica in
mod clar altfel. Astfel, de exemplu, referinta la "un reactiv’ include unul sau mai multi
dintre acesti reactivi diferiti, si referinta la "metoda" include referinta la etape echivalente
si metode cunoscute celor cu calificare obisnuitd in domeniu care ar putea fi modificate
sau substituite pentru metodele descrise aici.

Daca nu se indica altfel, termenul "cel putin" care precede o serie de elemente
trebuie inteles a se referi la fiecare element din serie. Persoanele cu calificare in domeniu
vor recunoaste sau vor putea constata folosind nu mai mult decat experimentarea de
rutind, multe echivalente la exemplele de realizare specifice ale inventiei descrise aici.
Astfel de echivalente sunt intentionate sa fie cuprinse de prezenta inventie.

Termenul "si/sau” oriunde este utilizat aici include semnificatia "si", "sau" si "toate
sau orice altd combinatie a elementelor legate de termenul mentionat".

Termenul "aproximativ" sau "circa” asa cum este utilizat aici inseamna in intervalul
+20%, preferabil in intervalul £15%, mai preferabil in intervalul £10%, si cel mai preferabil
in intervalul £5% dintr-o valoare sau interval dat.

Pe parcursul acestei specificatii si al revendicérilor care urmeaza, cu exceptia
cazului in care contextul cere altfel, cuvantul "a cuprinde”, si variatii, cum ar fi "cuprinde”
si "cuprinzand”, vor fi intelese ca implicand includerea unui numar intreg declarat sau a
unei trepte sau a unui grup de numere intregi sau trepte, dar nu excluderea oricarui alt
numar intreg sau treapta sau grup de numere intregi sau treapta. Cand este utilizat aici,
termenul "cuprinzand" poate fi substituit cu termenul "contindnd" sau "incluz&nd" sau
uneori cand este utilizat aici cu termenul "avand".

Cand este utilizat aici, "constand din" exclude orice element, etapa sau ingredient
nespecificat in elementul revendicarii. Atunci cand este utilizat aici, "constand in esenta
din” nu exclude materialele sau etapele care nu afecteaza material caracteristicile de
baza si noi ale revendicarii.

in fiecare caz de aici, oricare dintre termenii "cuprinzand”, "constand in esenta din"
si "constand din" poate fi inlocuit cu oricare dintre ceilalti doi termeni.

Termenul "construct de anticorp" se refera la o molecula in care structura si/sau
functia se bazeaza pe structura si/sau functia unui anticorp, de ex., a unei molecule de
imunoglobulina cu lungime completa sau intreaga. Un construct de anticorp este, prin
urmare, capabil sa se lege de tinta sau antigenul sau specific. Mai mult, un construct de

anticorp conform inventiei cuprinde cerintele structurale minime ale unui anticorp care
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permit legarea tintei. Aceasta cerintd minima este definita de prezenta a cel putin celor
trei CDR-uri de lant usor (adica CDR1, CDR2 si CDR3 din regiunea VL) si a celor trei
CDR-uri de lant greu (adica CDR1, CDR2 si CDR3 din regiunea VH), adica a tuturor sase
CDR-uri. Anticorpii pe care se bazeaza constructele conform inventiei includ, de exemplu,
anticorpi monoclonali, recombinanti, himerici, dezimunizati, umanizati si umani.

in definitia "constructelor de anticorpi" conform inventiei sunt cuprinsi anticorpi de
lungime completa sau intregi incluzand, de asemenea, anticorpi de camelide si alti
anticorpi de imunoglobuline generati prin metode sau procese biotehnologice sau de
inginerie proteica. Acesti anticorpi de lungime completa pot fi, de exemplu, anticorpi
monoclonali, recombinanti, himerici, dezimunizati, umanizati si umani. De asemenea, in
definitia "constructelor de anticorpi” sunt incluse fragmente de anticorpi de lungime
completa, cum ar fi VH, VHH, VL, (s)dAb, Fv, Fd, Fab, Fab', F(ab")2 sau "r IgG" ("jumatate
de anticorp"). Constructele de anticorpi conform inventiei pot fi, de asemenea, fragmente
modificate de anticorpi, numite si variante de anticorpi, cum ar fi scFv, di-scFv sau bi(s)-
scFv, scFv-Fc, scFv-fermoar, scFab, Fab2, Fab3, diacorpi, diacorpi cu lant unic, diacorpi
tandem (Tandab), di-scFv tandem, tri-scFv tandem, "minicorpi” exemplificati printr-o
structura care este dupa cum urmeaza: (VH-VL-CH3)2, (scFv-CH3)2, ((scFv)2-CH3 +
CH3), ((scFv)2-CH3) sau (scFv-CH3-scFv)2, multicorpi cum ar fi triacorpi sau tetracorpi
si anticorpi cu un singur domeniu, cum ar fi nanocorpi sau anticorpi cu un singur domeniu
variabil care cuprind doar un domeniu variabil, care ar putea fi VHH, VH sau VL, care
leaga in mod specific un antigen sau epitop independent de alte regiuni sau domenii V.

Un domeniu de legare poate cuprinde in mod tipic o regiune variabila a lantului
usor de anticorp (VL) si o regiune variabila a lantului greu de anticorp (VH); cu toate
acestea, nu trebuie sa le cuprinda pe amandoua. Fragmentele Fd, de exemplu, au doua
regiuni VH si adesea pastreaza o anumita functie de legare la antigen a domeniului intact
de legare la antigen. Exemple suplimentare pentru formatul fragmentelor de anticorpi,
variantelor de anticorpi sau domeniilor de legare includ (1) un fragment Fab, un fragment
monovalent avand domeniile VL, VH, CL si CH1; (2) un fragment F(ab')2, un fragment
bivalent avand doua fragmente Fab legate printr-o punte disulfurica in regiunea balama;
(3) un fragment Fd avand cele doua domenii VH si CH1,; (4) un fragment Fv avand
domeniile VL si VH ale unui singur brat al unui anticorp, (5) un fragment dAb (Ward si
colab., (1989) Nature 341:544-546), care are un domeniu VH; (6) o regiune de
determinare a complementaritatii (CDR) izolata si (7) un singur lant Fv (scFv), acesta din

urma fiind preferat (de exemplu, derivat dintr-o biblioteca scFV). Exemple de exemple de
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realizare a constructelor de anticorpi conform inventiei sunt descrise, de ex., in WO
00/006605, WO 2005/040220, WO 2008/119567, WO 2010/037838, WO 2013/026837,
WO 2013/026833, US 2014/0308285, US 2014/0302037, W 02014/144722, WO
2014/151910, si WO 2015/048272.

Mai mult, definitia termenului "construct de anticorp” include constructe
monovalente, bivalente si polivalente/multivalente si, prin urmare, constructe
monospecifice, care se leaga in mod specific la 0 singura structura antigenica, precum si
constructe bispecifice si polispecifice/multispecifice, care se leaga in mod specific la mai
mult de o structura antigenica, de ex. doua, trei sau mai multe, prin domenii de legare
distincte. Mai mult, definitia termenului "construct de anticorp” include molecule care
constau dintr-un singur lant polipeptidic, precum si molecule constand din mai multe
lanturi polipeptidice, care lanturi pot fi identice (homodimeri, homotrimeri sau homo
oligomeri) sau diferite (heterodimeri, heterotrimeri sau heterooligomeri). Exemple pentru
anticorpii identificati mai sus si variantele sau derivatii acestora sunt descrise, printre
altele, in Harlow si Lane, Antibodies a laboratory manual, CSHL Press (1988) si Using
Antibodies: a laboratory manual, CSHL Press (1999), Kontermann si Dubel, Antibody
Engineering, Springer, 2nd ed. 2010 si Little, Recombinant Antibodies for
Immunotherapy, Cambridge University Press 2009.

Constructele de anticorpi conform prezentei inventii sunt, de preferinta, "constructe
de anticorpi generati in vitro". Acest termen se refera la un construct de anticorp conform
definitiei de mai sus, Tn care intreaga regiune variabila sau o parte a acesteia (de ex., cel
putin o CDR) este generata intr-o selectie de celule non-imune, de ex., o expunere pe
fagi in vitro, un cip de proteine sau orice alta metoda in care secventele candidate pot fi
testate cu privire la capacitatea lor de a se lega la un antigen. Astfel, acest termen
exclude, de preferinta, secventele generate exclusiv de rearanjarea genomica intr-o
celulda imuna la un animal. Un "anticorp recombinant” este un anticorp produs prin
utilizarea tehnologiei de ADN recombinant sau a ingineriei genetice.

Termenul "anticorp monoclonal” (mAb) sau construct de anticorp monoclonal, asa
cum este utilizat aici, se refera la un anticorp obtinut dintr-o populatie de anticorpi
substantial omogeni, adica anticorpii individuali care cuprind populatia sunt identici, cu
exceptia posibilelor mutatii care apar in mod natural si/sau modificarilor post-translatie
(de ex., izomerizari, amidari) care pot fi prezente in cantitati minore. Anticorpii
monoclonali sunt foarte specifici, fiind directionati impotriva unui singur situs antigenic

sau determinant asupra antigenului, spre deosebire de preparatele de anticorpi
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(policlonali) conventionali care includ de obicei diferiti anticorpi directionati impotriva
diferitilor determinanti (sau epitopi). in plus fata de specificul lor, anticorpii monoclonali
sunt avantajosi prin faptul ca sunt sintetizati prin cultura hibridomului, deci necontaminat
de alte imunoglobuline. Modificatorul "monoclonal” indica caracterul anticorpului ca fiind
obtinut dintr-o populatie substantial omogena de anticorpi si nu trebuie interpretat ca
necesitand producerea anticorpului prin nici o metoda particulara.

Pentru prepararea anticorpilor monoclonali poate fi utilizata orice tehnica care
furnizeaza anticorpi produsi prin culturi de linii celulare continue. De exemplu, anticorpii
monoclonali care trebuie utilizati pot fi produsi prin metoda hibridomului descrisa mai intai
de Koehler si colab., Nature, 256: 495 (1975), sau pot fi produsi prin metode de ADN
recombinant (a se vedea, de ex., Brevetul SUA Nr. 4.816.567). Exemple de tehnici
suplimentare pentru producerea de anticorpi monoclonali umani includ tehnica triomului,
tehnica hibridomului cu celule B umane (Kozbor, Immunology Today 4 (1983), 72) si
tehnica hibrodomului EBV (Cole si colab., Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy,
Alan R. Liss, Inc. (1985), 77-96).

Hibridomii pot fi apoi testati folosind metode standard, cum ar fi testul
imunosorbent legat de enzime (ELISA) si rezonanta plasmonilor de suprafata
(BIACORE™), pentru a identifica unul sau mai multi hibridomi care produc un anticorp
care se leaga in mod specific cu un antigen specificat. Orice forma a antigenului relevant
poate fi utilizata ca imunogen, de ex., antigen recombinant, forme naturale, orice variante
sau fragmente ale acestuia, precum si o peptida antigenicd a acestuia. Rezonanta
plasmonilor de suprafata, asa cum este folosita in sistemul BlIAcore, poate fi utilizata
pentru a creste eficienta anticorpilor fagi care se leaga la un epitop al unui antigen tinta,
cum ar fi MSLN sau CD3 epsilon (Schier, Human Antibodies Hybridomas 7 (1996), 97-
105; Malmborg, J. Immunol. Methods 183 (1995), 7-13).

O alta metoda, cu titlu de exemplu, de producere a anticorpilor monoclonali include
screeningul bibliotecilor de exprimare a proteinelor, de ex., al bibliotecilor de expunere pe
fagi sau bibliotecilor de expunere pe ribozomi. Expunerea pe fagi este descrisa, de
exemplu, in Ladner si colab., Brevetul SUA Nr. 5.223.409; Smith (1985) Science
228:1315-1317, Clackson si colab., Nature, 352: 624-628 (1991) si Marks si colab., J.
Mol. Biol., 222: 581-597 (1991).

In plus fat& de utilizarea bibliotecilor de expunere, antigenul relevant poate fi utilizat
pentru aimuniza un animal non-uman, de ex., o rozatoare (cum ar fi un soarece, hamster,

iepure sau sobolan). Intr-un exemplu de realizare, animalul non-uman include cel putin o
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parte a unei gene a imunoglobulinei umane. De exemplu, este posibil sa se proiecteze
tulpini de soarece deficiente in productia de anticorpi de soarece cu fragmente mari de
locusuri de Ig (imunoglobuling) umana. Folosind tehnologia hibridomului, pot fi produsi si
selectati anticorpi monoclonali specifici antigenului derivati din gene cu specificitatea
doritd. A se vedea, de ex., XENOMOUSE™, Green si colab. (1994) Nature Genetics 7:13-
21, US 2003-0070185, WO 96/34096, si WO 96/33735.

Un anticorp monoclonal poate fi, de asemenea, obtinut de la un animal non-uman,
si apoi modificat, de ex., umanizat, dezimunizat, himerizat, etc., utilizand tehnici de ADN
recombinant cunoscute in domeniu. Exemple de constructe de anticorpi modificate includ
variante umanizate de anticorpi non-umani, anticorpi cu "afinitate maturata” (a se vedea,
de ex. Hawkins si colab. J. Mol. Biol. 254, 889-896 (1992) si Lowman si colab.,
Biochemistry 30, 10832- 10837 (1991)) si mutanti de anticorp cu functie (functii) efectoare
modificata (a se vedea, de ex., Brevetul SUA 5.648.260, Kontermann si Dubel (2010),
loc. cit. si Little (2009), loc. cit.).

in imunologie, maturarea afinitatii este procesul prin care celulele B produc
anticorpi cu afinitate crescuta pentru antigen in cursul unui raspuns imun. Cu expuneri
repetate la acelasi antigen, o gazda va produce anticorpi cu afinitati succesiv mai mari.
si selectiei. Maturarea afinitatii in vitro a fost folositd cu succes pentru a optimiza
anticorpii, constructele de anticorpi si fragmentele de anticorpi. Mutatiile aleatorii din
interiorul CDR-urilor sunt introduse folosind radiatii, mutageni chimici sau PCR
predispuse la erori. in plus, diversitatea genetica poate fi marita prin amestecarea lantului.
Doua sau trei runde de mutatie si selectie folosind metode de expunere, cum ar fi
expunerea pe fagi, duc de obicei la fragmente de anticorpi cu afinitati in domeniul
nanomolar scazut.

Un tip preferat de variatie de substitutie de aminoacizi a constructelor de anticorpi
implica substituirea unuia sau mai multor resturi de regiune hipervariabila ale unui
anticorp parinte (de ex., un anticorp umanizat sau uman). in general, variantele rezultate
selectate pentru dezvoltarea ulterioara vor avea proprietati biologice imbunatatite in
raport cu anticorpul parinte din care sunt generate. O modalitate convenabila de a genera
astfel de variante de substitutie implica maturarea afinitatii folosind expunerea pe fagi. Pe
scurt, mai multe situsuri ale regiunii hipervariabile (de ex., 6-7 situsuri) sunt mutate pentru
a genera toate substitutiile posibile de aminoacizi la fiecare situs. Variantele de anticorpi

astfel generate sunt expuse intr-un mod monovalent din particule de fagi filamentoase ca
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fuziuni cu produsul genei Il din M13 ambalat in fiecare particula. Variantele expuse pe
fagi sunt apoi selectate pentru activitatea lor biologica (de ex., afinitate de legare) asa
cum este dezvaluit aici. Pentru a identifica situsurile regiunii hipervariabile candidate
pentru modificare, se poate efectua mutageneza de scanare cu alanina pentru a identifica
reziduurile regiunii hipervariabile contribuind semnificativ la legarea antigenului. Alternativ
sau suplimentar, poate fi benefic sa se analizeze o structura cristalina a complexului
antigen-anticorp pentru a identifica punctele de contact intre domeniul de legare si, de
ex., MSLN umana. Astfel de reziduuri de contact si reziduuri invecinate sunt candidati la
substitutie in conformitate cu tehnicile elaborate aici. Odata ce astfel de variante sunt
generate, panoul de variante este supus screeningului asa cum este descris aici Si
anticorpii cu proprietati superioare intr-una sau mai multe teste relevante pot fi selectati
pentru dezvoltare ulterioara.

Anticorpii monoclonali si constructele de anticorpi din prezenta inventie includ in
mod specific anticorpi "himerici" (imunoglobuline) in care o portiune a lantului greu si/sau
usor este identica sau omoloaga cu secventele corespunzatoare in anticorpi derivati de
la 0 anumita specie sau apartinand unei anumite clase sau subclase de anticorpi, in timp
ce restul lantului (lanturilor) este identic sau omolog cu secventele corespunzéatoare in
anticorpi derivati de la o altd specie sau apartinand unei alte clase sau subclase de
anticorpi, precum si fragmente ale unor astfel de anticorpi, atata timp cat prezinta
activitatea biologica dorita (Brevetul SUA Nr. 4.816.567; Morrison si colab., Proc. Natl.
Acad. Sci. SUA, 81: 6851-6855 (1984)). Anticorpii himerici de interes din prezenta includ
anticorpi "primitivi" care cuprind secvente de legare a antigenului domeniului variabil
derivat de la un primat neuman (de ex., Cercopitecide, Hominoide etc.) si secvente de
regiune constanta umana. Au fost descrise o varietate de abordari pentru producerea
anticorpilor himerici. A se vedea de ex, Morrison si colab., Proc. Natl. Acad. ScL U.S.A.
81:6851 , 1985; Takeda si colab., Nature 314:452, 1985, Cabilly si colab., Brevetul SUA
Nr. 4.816.567; Boss si colab., Brevetul SUA Nr. 4.816.397; Tanaguchi si colab., EP
0171496; EP 0173494, si GB 2177096.

Un anticorp, un construct de anticorp, un fragment de anticorp sau o varianta de
anticorp poate fi, de asemenea, modificat(a) prin deletia specifica a epitopilor celulelor T
umane (o metoda numita "dezimunizare") prin metodele descrise, de exemplu, in WO
98/52976 sau WO 00/34317. Pe scurt, domeniile variabile ale lantului greu si usor ale
unui anticorp pot fi analizate pentru peptide care se leaga la MHC clasa Il; aceste peptide
reprezinta epitopi potentiali ai celulelor T (asa cum sunt definiti in WO 98/52976 si WO
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00/34317). Pentru detectarea potentialilor epitopi ai celulelor T, poate fi aplicatda o
abordare de modelare computerizatd numita "filetarea peptidei" si, in plus, poate fi
cautata o baza de date cu peptide de legare a MHC umane clasa Il pentru motivele
prezente in secventele VH si VL, asa cum este descris in WO 98/52976 si WO 00/34317.
Aceste motive se leaga de oricare dintre cele 18 alotipuri majore MHC clasa Il DR si astfel
constituie epitopi potentiali ai celulelor T. Epitopii potentiali ai celulelor T detectati pot fi
eliminati prin substituirea unui numar mic de reziduuri de aminoacizi in domeniile variabile
sau, de preferinta, prin substitutii de aminoacizi unici. De obicei, se fac substitutii
conservatoare. Adesea, dar nu exclusiv, poate fi utilizat un aminoacid comun unei pozitii
in secventele de anticorpi ai liniei germinale umane. Secventele liniei germinale umane sunt
dezvaluite, de ex. in Tomlinson, si colab. (1992) J. Mol. Biol. 227:776-798; Cook, G.P. si
colab. (1995) Immunol. Today Vol. 16 (5): 237-242; si Tomlinson si colab. (1995) EMBO
J. 14: 14:4628-4638. Directorul V BASE ofera un director cuprinzator de secvente de
regiune variabild a imunoglobulinei umane (compilat de Tomlinson, LA. si colab. Centrul
MRC pentru Ingineria Proteinelor, Cambridge, Marea Britanie). Aceste secvente pot fi
utilizate ca sursa de secventa umana, de ex., pentru regiunile cadru si CDR-uri. Regiunile
cadru umane consens pot fi, de asemenea, utilizate, de exemplu, asa cum este descris
in Brevetul SUA Nr. 6.300.064.

Anticorpii "umanizati”, constructe de anticorpi, variante sau fragmente ale acestora
(cum ar fi Fv, Fab, Fab', F(ab')2 sau alte subsecvente ale anticorpilor care leaga
antigenul) sunt anticorpi sau imunoglobuline cu secvente preponderent umane, care
contin (a) secvente minime derivate din imunoglobulind non-umana. in cea mai mare
parte, anticorpii umanizati sunt imunoglobuline umane (anticorp receptor) in care
reziduurile dintr-o regiune hipervariabila (de asemenea, CDR) a receptorului sunt
inlocuite cu reziduuri dintr-o regiune hipervariabila a unei specii neumane (de ex.,
rozatoare) (anticorp donator) cum ar fi soarecele, sobolanul, hamsterul sau iepurele
avand specificitatea, afinitatea si capacitatea dorite. in unele cazuri, reziduurile regiunii
cadru Fv (FR) ale imunoglobulinei umane sunt inlocuite cu reziduuri neumane
corespunzatoare. Mai mult, "anticorpii umanizati", asa cum se utilizeaza aici, pot
cuprinde, de asemenea, reziduuri care nu se gasesc nici in anticorpul receptor, nici in
anticorpul donator. Aceste modificari sunt facute pentru a rafina si optimiza in continuare
performanta anticorpilor. Anticorpul umanizat poate cuprinde, de asemenea, cel putin o
portiune dintr-o regiune constantd a imunoglobulinei (Fc), in mod tipic aceea a unei

imunoglobuline umane. Pentru detalii suplimentare, a se vedea Jones si colab., Nature,
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321: 522-525 (1986); Reichmann si colab., Nature, 332: 323-329 (1988); si Presta, Curr.
Op. Struct. Biol., 2: 593-596 (1992).

Anticorpii umanizati sau fragmente ale acestora pot fi generati prin inlocuirea
secventelor domeniului variabil Fv care nu sunt direct implicate in legarea antigenului cu
secvente echivalente din domeniile variabile Fv umane. Metode, cu titlu de exemplu,
pentru generarea de anticorpi umanizati sau fragmente ale acestora sunt furnizate de
Morrison (1985) Science 229:1202-1207; de Oi si colab. (1986) BioTechniques 4:214; si
de US 5.585.089; US 5.693.761; US 5.693.762; US 5.859.205; si US 6.407.213. Aceste
metode includ izolarea, manipularea si exprimarea secventelor de acid nucleic care
codifica toate sau o parte din domeniile variabile ale imunoglobulinei Fv din cel putin unul
dintr-un lant greu sau usor. Astfel de acizi nucleici pot fi obtinuti dintr-un hibridom care
produce un anticorp impotriva unei tinte predeterminate, asa cum este descris mai sus,
precum si din alte surse. ADN-ul recombinant care codificd molecula de anticorp
umanizat poate fi apoi clonat intr-un vector de exprimare adecvat.

Anticorpii umanizati pot fi produsi, de asemenea, utilizand animale transgenice,
cum ar fi soarecii care exprima gene ale lantului greu si usor uman, dar sunt incapabili sa
exprime genele endogene ale imunoglobulinei de soarece. Winter descrie un exemplu de
metoda de grefare CDR care poate fi utilizata pentru a prepara anticorpii umanizati
descrisi aici (Brevetul SUA Nr. 5.225.539). Toate CDR-urile unui anumit anticorp uman
pot fi inlocuite cu cel putin o portiune dintr-o CDR non-umana sau doar unele dintre CDR-
uri pot fi inlocuite cu CDR-uri non-umane. Este necesar doar sa se inlocuiasca numarul
de CDR-uri necesare pentru legarea anticorpului umanizat la un antigen predeterminat.

Un anticorp umanizat poate fi optimizat prin introducerea de substitutii
conservatoare, substituti de secventa consens, substitutii de linie germinala si/sau
mutatii inverse. Astfel de molecule de imunoglobulind modificate pot fi produse prin
oricare dintre mai multe tehnici cunoscute in domeniu (de ex., Teng si colab., Proc. Natl.
Acad. Sci. S.U.A,, 80: 7308-7312, 1983; Kozbor si colab., Immunology Today, 4: 7279,
1983; Olsson si colab., Meth. Enzymol., 92: 3-16, 1982, si EP 239 400).

Termenul "anticorp uman", "construct de anticorp uman" si "domeniu de legare
uman" include anticorpi, constructe de anticorpi si domenii de legare avand regiuni de
anticorpi, cum ar fi regiuni variabile si constante sau domenii care corespund in mod
substantial secventelor de imunoglobuline ale liniei germinale umane cunoscute in
domeniu, incluzandu-le, de exemplu, pe cele descrise de Kabat et al. (1991) (loc. cit.).

Anticorpii umani, constructele de anticorpi sau domeniile de legare ale inventiei pot
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include resturi de aminoacizi necodificate de secventele de imunoglobuline ale liniei
germinale umane (de ex., mutatii introduse prin mutageneza aleatorie sau specifica
situsului in vitro sau prin mutatie somatica in vivo), de exemplu, in CDR-uri si, Tn special,
in CDRS3. Anticorpii umani, constructele de anticorpi sau domeniile de legare pot avea cel
putin una, doua, trei, patru, cinci sau mai multe pozitii Tnlocuite cu un reziduu de
aminoacizi care nu este codificat de secventa de imunoglobulina a liniei germinale
umane. Definitia anticorpilor umani, a constructelor de anticorpi si a domeniilor de legare,
asa cum este utilizata aici, are in vedere si anticorpii complet umani, care includ doar
secvente umane de anticorpi modificate non-artificial si/sau genetic, deoarece acestia pot
fi derivati folosind tehnologii sau sisteme, cum ar fi Xenomouse.

in unele exemple de realizare, constructele de anticorpi ale inventiei sunt
constructe de anticorpi "izolate" sau "substantial pure". "lzolat" sau "substantial pur",
atunci cand este utilizat pentru a descrie constructele de anticorpi dezvaluite aici,
inseamna un construct de anticorp care a fost identificat, separat si/sau recuperat dintr-
0 componenta a mediului sau de productie. De preferinta, constructul de anticorp este
liber sau substantial lipsit de asociere cu toate celelalte componente din mediul sau de
productie. Componentele contaminante ale mediului sau de productie, cum ar fi cel care
rezulta din celulele transfectate recombinante, sunt materiale care ar interfera in mod
obisnuit cu utilizarile diagnostice sau terapeutice pentru polipeptida si pot include enzime,
hormoni si alte substante dizolvate proteice sau neproteice. Constructele de anticorpi pot
constitui, de ex., cel putin aproximativ 5% sau cel putin aproximativ 50% in greutate din
proteina totald dintr-o proba data. Se intelege ca proteina izolata poate constitui de la 5%
la 99,9% in greutate din continutul total de proteine, in functie de circumstante.
Polipeptida poate fi realizata la o concentratie semnificativ mai mare prin utilizarea unui
promotor inductibil sau promotor cu exprimare ridicata, astfel incat sa fie produs la niveluri
crescute de concentratie. Definitia include producerea unui construct de anticorp intr-o
mare varietate de organisme si/sau celule gazda care sunt cunoscute in domeniu. in
exemple de realizare preferate, constructul de anticorp va fi purificat (1) intr-un grad
suficient pentru a obtine cel putin 15 reziduuri de secventa de aminoacizi cu N-terminal
sau intern prin utilizarea unei cupe de secventiere de filare sau (2) la omogenitate prin
SDS-PAGE in conditii nereducatoare sau reducatoare utilizand colorare cu albastru
Coomassie sau, de preferinta, de argint. in mod obisnuit, totusi, un construct de anticorp

izolat va fi preparat prin cel putin o etapa de purificare.
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Termenul "domeniu de legare" caracterizeaza in legatura cu prezenta inventie un
domeniu care (in mod specific) se leaga la/interactioneaza cu/recunoaste un anumit
epitop tintd sau un anumit situs tintd pe moleculele tinta (antigene), aici: MSLN si
respectiv CD3. Structura si functia primului domeniu de legare (recunoasterea MSLN), si,
de preferinta, de asemenea, structura si/sau functia celui de al doilea domeniu de legare
(recunoasterea CD3), se bazeaza pe structura si/sau functia unui anticorp, de ex. a unei
molecule de imunoglobulina de lungime completa sau intreaga. Conform inventiei, primul
domeniu de legare este caracterizat prin prezenta a trei CDR-uri ale lantului usor (adica
CDR1, CDR2 si CDR3 ale regiunii VL) si/sau trei CDR-uri ale lantului greu (adica CDR1,
CDR2 si CDR3 ale regiunii VH). Al doilea domeniu de legare cuprinde, de asemenea, de
preferinta, cerintele structurale minime ale unui anticorp care permit legarea tintei. Mai
preferabil, al doilea domeniu de legare cuprinde cel putin trei CDR-uri ale lantului usor
(adica CDR1, CDR2 si CDRS ale regiunii VL) si trei CDR-uri ale lantului greu (adica
CDR1, CDR2 si CDRS3 ale regiunii VH). Se preconizeaza ca primul si/sau al doilea
domeniu de legare este produs prin sau poate fi obtinut prin expunerea pe fagi sau prin
metode de screening de biblioteca, mai degraba decéat prin grefarea secventelor CDR
dintr-un anticorp (monoclonal) preexistent intr-un esafod cadru.

Conform prezentei inventii, domeniile de legare sunt sub forma uneia sau mai
multor polipeptide. Astfel de polipeptide pot include parti proteice si parti neproteice (de
ex., linkeri chimici sau agenti chimici de reticulare, cum ar fi glutaraldehida). Proteinele
(inclusiv fragmente ale acestora, de preferintd fragmente biologic active si peptide, avand
de obicei mai putin de 30 de aminoacizi) cuprind doi sau mai multi aminoacizi cuplati intre
ei printr-o legatura peptidica covalenta (rezultdnd un lant de aminoacizi). Termenul
"polipeptidad” asa cum este utilizat aici descrie un grup de molecule, care constau de
obicei din mai mult de 30 de aminoacizi. Polipeptidele pot forma in continuare multimeri,
cum ar fi dimeri, trimeri si oligomeri superiori, adica, constand din mai mult de o molecula
de polipeptida. Moleculele polipeptidice care formeaza astfel de dimeri, trimeri etc. pot fi
identice sau neidentice. Structurile corespunzatoare de ordin superior ale acestor
multimeri sunt, in consecinta, denumite homo- sau heterodimeri, homo- sau heterotrimeri
etc. Un exemplu pentru un hereteromultimer este o molecula de anticorp, care, in forma
sa naturala, consta din doua lanturi polipeptidice usoare identice si doua lanturi

polipeptidice grele identice. Termenii "peptida", "polipeptida

si "proteina" se refera, de
asemenea, la peptide/polipeptide/proteine modificate in mod natural in care modificarea

este efectuata de ex. prin modificari post-translationale, cum ar fi glicozilarea, acetilarea,
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fosforilarea si altele asemenea. O "peptida”, "polipeptida” sau "proteind", la care se face
referire aici, poate fi, de asemenea, modificata chimic, cum ar fi pegilata. Astfel de
modificari sunt bine cunoscute in domeniu si descrise aici mai jos.

De preferinta, domeniul de legare care se leaga la MSLN si/sau domeniul de
legare care se leaga la CD3 este/sunt domenii de legare umane. Anticorpii si constructele
de anticorpi cuprinzdnd cel putin un domeniu de legare uman evitd unele dintre
problemele asociate cu anticorpii sau constructele de anticorpi care poseda regiuni non-
umane, cum ar fi de rozatoare (de ex. murin, sobolan, hamster sau iepure) regiuni
variabile si/sau constante. Prezenta unor astfel de proteine derivate din rozatoare poate
duce la eliminarea rapida a anticorpilor sau a constructelor de anticorpi sau poate duce
la generarea unui raspuns imun impotriva anticorpului sau a constructului de anticorp de
catre un pacient. Pentru a evita utilizarea anticorpilor derivati de la rozatoare sau a
constructelor de anticorpi, anticorpii/constructele de anticorpi umani sau complet umani
pot fi generate prin introducerea functiei anticorpului uman intr-un rozator, astfel incat
rozatoarele sa produca anticorpi complet umani.

Capacitatea de a clona si de a reconstrui locusuri umane de marime megabaza in
YAC si de a le introduce in linia germinala de soarece ofera o abordare puternica pentru
elucidarea componentelor functionale ale locusurilor foarte mari sau cartografiate brut,
precum si generarea de modele utile de boli umane. In plus, utilizarea unei astfel de
tehnologii pentru inlocuirea locusurilor de soarece cu echivalentii lor umani ar putea oferi
informatii unice asupra exprimarii si reglarii produselor genetice umane in timpul
dezvoltarii, comunicarii lor cu alte sisteme si implicarii lor in inducerea si progresia bolii.

O aplicatie practica importanta a unei astfel de strategii este "umanizarea”
sistemului imunitar umoral al soarecelui. Introducerea locusurilor imunoglobulinei umane
(Ig) in soareci in care genele Ig endogene au fost inactivate ofera posibilitatea de a studia
mecanismele care stau la baza exprimarii si asamblarii programate a anticorpilor, precum
si rolul lor in dezvoltarea celulelor B. Mai mult, o astfel de strategie ar putea oferi o sursa
ideala pentru producerea de anticorpi monoclonali complet umani (mAb) - o etapa
importanta pentru indeplinirea promisiunii terapiei cu anticorpi in bolile umane. Se
asteapta ca anticorpii sau constructele de anticorpi complet umani sa minimizeze
raspunsurile imunogene si alergice intrinseci la mAb de soareci sau derivati de la soareci
si astfel s& creasca eficacitatea si siguranta anticorpilor/constructelor de anticorpi
administrati. Se poate astepta ca utilizarea anticorpilor sau a constructelor de anticorpi

complet umani sa ofere un avantaj substantial in tratamentul bolilor umane cronice si
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recurente, cum ar fi inflamatia, autoimunitatea si cancerul, care necesita administrari
repetate de compusi.

O abordare catre acest obiectiv a fost sa se proiecteze tulpini de soarece cu deficit
de productie de anticorpi de soarece cu fragmente mari de locusuri Ig umane in
asteptarea ca astfel de soareci ar produce un repertoriu mare de anticorpi umani in
absenta anticorpilor de soarece. Fragmente mari de Ig umana ar pastra marea diversitate
de gene variabile, precum si reglarea adecvata a productiei si exprimarii anticorpilor. Prin
exploatarea masinariilor soarecelui pentru diversificarea si selectia anticorpilor si lipsa
tolerantei imunologice la proteinele umane, repertoriul de anticorpi umani reprodus in
aceste tulpini de soarece ar trebui sa produca anticorpi cu afinitate ridicata impotriva
oricarui antigen de interes, inclusiv antigeni umani. Folosind tehnologia hibridomului, mAb
umani specifici antigenului cu specificitatea doritd ar putea fi produsi si selectati cu
usurinta. Aceasta strategie generala a fost demonstratéa in legatura cu generarea primelor
tulpini de soarece XenoMouse (a se vedea Green si colab. Nature Genetics 7:13-21
(1994)). Tulpinile XenoMouse au fost proiectate cu cromozomi artificiali de drojdie (YAC)
care contin fragmente de configuratie a liniei germinale cu dimensiunea de 245 kb si 190
kb ale locusului lantului greu uman si, respectiv, ale locusului lantului usor kappa,
contindnd secvente de regiuni variabile si regiuni constante de baza. YAC care contin Ig
umana s-au dovedit a fi compatibili cu sistemul soarecelui atat pentru rearanjare, cat si
pentru exprimarea anticorpilor si au fost capabili sa inlocuiasca genele Ig de soarece
inactivate. Acest lucru a fost demonstrat de capacitatea lor de a induce dezvoltarea
celulelor B, de a produce un repertoriu uman de tip adult cu anticorpi complet umani si
de a genera mAb umani specifici antigenului. Aceste rezultate au sugerat, de asemenea,
ca introducerea unor portiuni mai mari ale locusurilor Ig umane care contin un numar mai
mare de gene V, elemente de reglare suplimentare si regiuni constante de Ilg umane ar
putea recapitula substantial repertoriul complet care este caracteristic rdspunsului umoral
uman la infectie si imunizare. Lucrarea lui Green si colab. a fost extinsa recent la
introducerea a mai mult de aproximativ 80% din repertoriul de anticorpi umani prin
introducerea fragmentelor YAC de configuratie a liniei germinale de dimensiunea
megabazei ale locusurilor lantului greu uman si, respectiv, ale locusurilor lantului usor
kappa. A se vedea Mendez si colab. Nature Genetics 15:146-156 (1997).

Producerea soarecilor XenoMouse este discutatad si delimitata in continuare in
Brevetul SUA Nr. 6.673.986, Brevetele SUA Nr. 6.162.963; 6.150.584; 6.114.598;

6.075.181, si 5.939.598 precum si cererile de brevet americane subiacente si Brevetele
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Japoneze Nr. 3 068 180 B2, 3 068 506 B2, si 3 068 507 B2. A se vedea, de asemenea,
Mendez si colab. Nature Genetics 15:146-156 (1997) si Green si Jakobovits J. Exp. Med.
188:483-495 (1998), EP 0 463 151 B1, WO 94/02602, WO 96/34096, WO 98/24893, WO
00/76310, si WO 03/47336.

Intr-o abordare alternativa, altii, inclusiv GenPharm International, Inc., au utilizat o
abordare "minilocus". In abordarea minilocus, un locus de Ig exogena este mimat prin
includerea de piese (gene individuale) din locusul Ig. Astfel, una sau mai multe gene VH,
una sau mai multe gene DH, una sau mai multe gene JH, o regiune constanta mu si o a
doua regiune constanta (de preferinta o regiune constanta gamma) sunt formate intr-un
construct pentru inserare intr-un animal. Aceasta abordare este descrisa in Brevetul SUA
Nr. 5.545.807 acordat lui Surani si colab. si Brevetele SUA Nr. 5.545.806; 5.625.825;
5.625.126; 5.633.425; 5.661.016; 5.770.429; 5.789.650; 5.814.318; 5.877.397;
5.874.299; si 6.255.458 acordat fiecare lui Lonberg si Kay, Brevetele SUA Nr. 5.591.669 si
6.023.010 acordate lui Krimpenfort si Berns, Brevetele SUA Nr. 5.612.205; 5.721.367; si
5.789.215 acordate lui Berns si colab., si Brevetul SUA Nr. 5.643.763 acordat lui Choi si
Dunn. Aceasta abordare este descrisa in plus in GenPharm International Brevetele SUA
Nr 5.569.825,5.789.650, 5.545.806, 5.661.016, 5.814.318, si 5.364.079, precum si
cererile de brevet subiacente. A se vedea, de asemenea, EP 0 546 073 B1l, WO
92/03918, WO 92/22645, WO 92/22647, WO 92/22670, WO 93/12227, WO 94/00569,
WO 94/25585, WO 96/14436, WO 97/13852, si WO 98/24884 si Brevetul SUA Nr.
5.981.175. A se vedea in plus Taylor si colab. (1992), Chen si colab. (1993), Tuaillon si
colab. (1993), Choi si colab. (1993), Lonberg si colab. (1994), Taylor si colab. (1994), si
Tuaillon si colab. (1995), Fishwild si colab. (1996).

Kirin a demonstrat, de asemenea, generarea de anticorpi umani de la soareci in
care, prin fuziunea microcelulelor, au fost introduse bucati mari de cromozomi sau
cromozomi intregi. A se vedea cererile de brevet european nr. 773 288 si 843 961.
Xenerex Biosciences dezvoltd o tehnologie pentru generarea potentiala de anticorpi
umani. In aceasta tehnologie, soarecii SCID sunt reconstituiti cu celule limfatice umane,
de ex., celule B si/sau T. Soarecii sunt apoi imunizati cu un antigen si pot genera un
raspuns imun impotriva antigenului. A se vedea Brevetele SUA Nr. 5.476.996; 5.698.767;
Si 5.958.765.

Raspunsurile la anticorpi umani anti-soarece (HAMA) au determinat industria sa
prepare anticorpi umanizati himeric sau in alt fel. Cu toate acestea, este de asteptat ca

anumite raspunsuri la anticorpi anti-himerici umani (HACA) sa fie observate, in special in
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utilizarile cronice sau cu doze multiple ale anticorpului. Astfel, ar fi de dorit sa se furnizeze
constructe de anticorpi care cuprind un domeniu de legare uman impotriva MSLN si un
domeniu de legare uman impotriva CD3 pentru a anula preocuparile si/sau efectele
raspunsului HAMA sau HACA.

Termenii "se leaga (specific) la", "recunoaste (in mod specific)", "este (in mod
specific) directionat catre" si "reactioneaza (specific) cu" inseamna, in conformitate cu
aceasta inventie, ca un domeniu de legare interactioneaza sau interactioneaza in mod
specific cu un anumit epitop sau un anumit situs tinta pe moleculele tinta (antigene), aici:
MSLN si respectiv CDS3.

Termenul "epitop” se refera la un situs pe un antigen la care se leaga in mod
specific un domeniu de legare, cum ar fi un anticorp sau o imunoglobulina, sau un derivat,
fragment sau varianta a unui anticorp sau a unei imunoglobuline. Un "epitop" este
antigenic si, prin urmare, termenul de epitop este uneori denumit aici si "structura
antigenica" sau "determinant antigenic". Astfel, domeniul de legare este un ,situs de
interactiune cu antigenul”. Aceasta legare/interactiune este, de asemenea, inteleasa ca
definind o "recunoastere specifica".

"Epitopii" pot fi formati atat din aminoacizi alaturati, cat si din aminoacizi
nealaturati, juxtapusi prin plierea tertiara a unei proteine. Un "epitop liniar" este un epitop
in care o secventa primara de aminoacizi cuprinde epitopul recunoscut. Un epitop liniar
include in mod tipic cel putin 3 sau cel putin 4 si, de obicei, cel putin 5 sau cel putin 6 sau
cel putin 7, de exemplu, aproximativ 8 pana la aproximativ 10 aminoacizi intr-o secventa
unica.

Un "epitop conformational”, spre deosebire de un epitop liniar, este un epitop in
care secventa primara de aminoacizi care cuprind epitopul nu este singura componenta
definitorie a epitopului recunoscut (de ex., un epitop in care secventa primara de
aminoacizi nu este neaparat recunoscuta de domeniul de legare). De obicei, un epitop
conformational cuprinde un numar crescut de aminoacizi fati de un epitop liniar. in ceea
ce priveste recunoasterea epitopilor conformationali, domeniul de legare recunoaste o
structura tridimensionalad a antigenului, de preferintd o peptida sau o proteind sau un
fragment al acesteia (in contextul prezentei inventii, structura antigenica pentru unul
dintre domeniile de legare este cuprinsa in proteina MSLN). De exemplu, atunci cand o
molecula de proteind se pliaza pentru a forma o structurd tridimensionala, anumiti
aminoacizi si/sau scheletul polipeptidic care formeaza epitopul conformational devin

juxtapuse permitand anticorpului sa recunoasca epitopul. Metodele de determinare a
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conformatiei epitopilor includ, dar nu sunt limitate la, cristalografie cu raze X,
spectroscopie de rezonanta magnetica nucleara bidimensionala (2D-RMN) si etichetare
spin directionata catre situs si spectroscopie de rezonanta electronica paramagnetica
(EPR).

O metoda de cartografiere a epitopilor este descrisa in cele ce urmeaza: Cand o
regiune (o Tintindere de aminoacizi contigua) din proteina MSLN umana este
schimbata/inlocuita cu regiunea corespunzatoare a unui antigen MSLN non-umana si
non-primata (de exemplu, MSLN de soarece, dar si altele, cum ar fi pui, sobolan, hamster,
iepure etc. ar putea fi, de asemenea, imaginabile), este de asteptat s& apara o scadere
a legarii domeniului de legare, cu exceptia cazului in care domeniul de legare este reactiv
incrucisat pentru MSLN non-umana, non-primata utilizata. Respectiva scadere este, de
preferinta, de cel putin 10%, 20%, 30%, 40% sau 50%; mai preferabil de cel putin 60%,
70% sau 80% si cel mai preferabil de 90%, 95% sau chiar 100% in comparatie cu legarea
la regiunea respectiva din proteina MSLN umana, in care legarea la regiunea respectiva
din proteina MSLN umana este setata sa fie de 100%. Este avut in vedere ca himerele
MSLN umana/MSLN non-umana mentionate mai sus sa fie exprimate in celule CHO.
Himerele MSLN umana/MSLN non-umana pot fi, de asemenea, fuzionate cu un domeniu
transmembranar si/sau un domeniu citoplasmatic al unei proteine diferite legate de
membrana, cum ar fi EpCAM, desi o astfel de tehnica nu a fost necesara pentru metoda
descrisa in Exemplele 1 si 2.

Intr-o metoda alternativa sau suplimentara pentru cartografierea epitopilor, pot fi
generate mai multe versiuni trunchiate ale domeniului extracelular MSLN umana pentru
a determina o regiune specificd care este recunoscutd de un domeniu de legare. In
aceste versiuni trunchiate, diferitele domenii/subdomenii sau regiuni MSLN extracelulare
sunt sterse treptat, incepand de la capatul N-terminal. Versiunile MSLN trunchiate care
pot fi exprimate in celule CHO. Este avut in vedere, de asemenea, ca versiunile MSLN
trunchiate pot fi fuzionate cu un domeniu transmembranar si/sau domeniu citoplasmatic
al unei proteine diferite legate de membrana, cum ar fi EpCAM. Este avut in vedere, de
asemenea, ca versiunile MSLN trunchiate pot cuprinde un domeniu de peptida semnal la
capatul lor N-terminal, de exemplu o peptida semnal derivata din peptida semnal a
lantului greu IgG de soarece. In plus, este avut in vedere ca versiunile MSLN trunchiate
pot cuprinde un domeniu v5 la capatul lor N-terminal (in urma peptidei semnal) care
permite verificarea exprimarii lor corecte pe suprafata celulei. Este de asteptat sa apara

0 scadere sau o pierdere a legarii cu acele versiuni MSLN trunchiate care nu mai cuprind
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regiunea MSLN care este recunoscuta de domeniul de legare. Scaderea legarii este, de
preferinta, de cel putin 10%, 20%, 30%, 40%, 50%; mai preferabil de cel putin 60%, 70%,
80% si cel mai preferabil de 90%, 95% sau chiar 100%, prin care legarea la intreaga
proteina MSLN umana (sau regiunea sau domeniul sau extracelular) este setata la 100%.

O altd metoda pentru a determina contributia unui reziduu specific al unui antigen
tinta la recunoasterea de catre un construct de anticorp sau un domeniu de legare este
scanarea cu alanina (a se vedea de ex. Morrison KL & Weiss GA. Cur Opin Chem Biol.
2001 iun;5(3):302-7), unde fiecare reziduu de analizat este inlocuit cu alanina, de ex. prin
mutageneza directionata catre situs. Alanina este utilizatd datoritd gruparii sale
functionale metil nevoluminoase, inerte chimic, care totusi imita referintele structurii
secundare pe care o posedd multi dintre ceilalti aminoacizi. Uneori, aminoacizii
voluminosi, cum ar fi valina sau leucina, pot fi utilizati in cazurile in care se doreste
conservarea dimensiunii reziduurilor mutante. Scanarea cu alanina este o tehnologie
matura care a fost utilizata pentru o perioada lunga de timp.

Interactiunea dintre domeniul de legare si epitop sau regiunea care cuprinde
epitopul implica faptul cad un domeniu de legare prezinta o afinitate apreciabila pentru
epitop/regiunea care cuprinde epitopul pe 0 anumita proteina sau antigen (aici: MSLN si,
respectiv, CD3) si, in general, nu prezintd reactivitate semnificativd cu proteine sau

~n

antigeni, altele decat MSLN sau CD3. "Afinitate apreciabild" include legarea cu o afinitate
de aproximativ 10°® M (KD) sau mai puternica. De preferinta, legarea este considerata
specificd atunci cand afinitatea de legare este de aproximativ 1012 la 108 M, 10*? la 10
°M, 1012 |]a 1019 M, 10! |a 108 M, de preferintd de aproximativ 10! la 10° M. Daca un
domeniu de legare reactioneaza in mod specific cu sau se leaga de o tinta poate fi testat
cu usurinta prin, printre altele, compararea reactiei domeniului de legare mentionat cu o
proteina sau un antigen tinta cu reactia domeniului de legare mentionat cu alte proteine
sau antigeni decat MSLN sau CD3. De preferinta, un domeniu de legare al inventiei nu
se leaga in mod esential sau substantial la proteine sau antigeni, altele decat MSLN sau
CD3 (adica primul domeniu de legare nu este capabil sa se lege la alte proteine decéat
MSLN si al doilea domeniu de legare nu este capabil sa se lege la alte proteine decéat
CD3).

Termenul "nu se leagd in mod esential/substantial" sau "nu este capabil sa se
lege" inseamna ca un domeniu de legare al prezentei inventii nu se leaga la o proteina
sau un antigen altul decat MSLN sau CD3, adica nu prezinta o reactivitate mai mare de

30%, preferabil nu mai mare de 20%, mai preferabil nu mai mare de 10%, in mod deosebit
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de preferabil nu mai mare de 9%, 8%, 7%, 6% sau 5% cu proteine sau antigeni, altele
decat MSLN sau CD3, prin care se leaga la MSLN sau, respectiv, CD3 este setat sa fie
100%.

Se crede ca legarea specifica este efectuata de motive specifice din secventa de
aminoacizi a domeniului de legare si a antigenului. Astfel, legarea se realizeaza ca
urmare a structurii lor primare, secundare si/sau tertiare, precum si a rezultatului
modificarilor secundare ale structurilor mentionate. Interactiunea specifica a situsului de
interactiune antigen cu antigenul sau specific poate duce la o legare simpla a situsului
mentionat la antigen. Mai mult, interactiunea specifica a situsului de interactiune antigen
cu antigenul sau specific poate duce alternativ sau suplimentar la initierea unui semnal,
de ex. datorita inducerii unei modificari a conformatiei antigenului, a unei oligomerizari a
antigenului etc.

De asemenea, este de preferat intr-un exemplu de realizare a inventiei ca cel de
al doilea domeniu de legare sa se lege la CD3 uman epsilon si la CD3 Callithrix jacchus,
Saguinus Oedipus sau Saimiri sciureus epsilon.

Prezenta dezvaluire furnizeaza un construct de anticorp bispecific care cuprinde
un prim domeniu de legare care se leaga la MSLN umana pe suprafata unei celule tinta
si un al doilea domeniu de legare care se leaga la CD3 uman pe suprafata unei celule T,
in care primul domeniu de legare se leaga la un epitop al MSLN care este cuprins in
regiunea MSLN umana avand o secventda asa cum este descrisa in SECV ID NR
selectata dintre SECV ID NR: 244 (cluster 1+2) si SECV ID NR: 241 (cluster 4).

Prezenta inventie furnizeaza un construct de anticorp bispecific care cuprinde un
prim domeniu de legare care se leaga de MSLN umana pe suprafata unei celule tinta si
un al doilea domeniu de legare care se leaga de CD3 uman pe suprafata unei celule T,
in care primul domeniu de legare se leaga la un epitop al MSLN care este cuprins in
regiunea MSLN umanda avand o secventa asa cum este descrisa in SECV ID NR: 245
(cluster 2+3), in care

primul domeniu de legare al constructului de anticorp bispecific al inventiei
cuprinde o regiune VH care cuprinde CDR-H1, CDR-H2 si CDR-HS3 si o regiune VL care
cuprinde CDR-L1, CDR-L2 si CDR-L3 selectate din grupul constand din:

a) CDR-H1 cum s-a descris in SECV ID NR: 161, CDR-H2 cum s-a descris
in SECV ID NR: 162, CDR-H3 cum s-a descris in SECV ID NR: 163, CDR-
L1 cum s-a descris in SECV ID NR: 164, CDR-L2 cum s-a descris in SECV
ID NR: 165 si CDR-L3 cum s-a descris in SECV ID NR: 166;



e 2018 0567

b) CDR-H1 cum s-a descris in SECV ID NR: 171, CDR-H2 cum s-a descris
in SECV ID NR: 172, CDR-H3 cum s-a descris in SECV ID NR: 173, CDR-
L1 cum s-a descris in SECV ID NR: 174, CDR-L2 cum s-a descris in SECV
ID NR: 175 si CDR-L3 cum s-a descris in SECV ID NR: 176;

c) CDR-H1 cum s-a descris in SECV ID NR: 181, CDR-H2 cum s-a descris
in SECV ID NR: 182, CDR-H3 cum s-a descris in SECV ID NR: 183, CDR-
L1 cum s-a descris in SECV ID NR: 184, CDR-L2 cum s-a descris in SECV
ID NR: 185 si CDR-L3 cum s-a descris in SECV ID NR: 186;

d) CDR-H1 cum s-a descris in SECV ID NR: 191, CDR-H2 cum s-a descris
in SECV ID NR: 192, CDR-H3 cum s-a descris in SECV ID NR: 193, CDR-
L1 cum s-a descris in SECV ID NR: 194, CDR-L2 cum s-a descris in SECV
ID NR: 195 si CDR-L3 cum s-a descris in SECV ID NR: 196; si

e) CDR-H1 cum s-a descris in SECV ID NR: 201, CDR-H2 cum s-a descris
in SECV ID NR: 202, CDR-H3 cum s-a descris in SECV ID NR: 203, CDR-
L1 cum s-a descris in SECV ID NR: 204, CDR-L2 cum s-a descris in SECV
ID NR: 205 si CDR-L3 cum s-a descris in SECV ID NR: 206.

In plus, este cuprins in prezenta dezvaluire faptul ca primul domeniu de legare al
constructului de anticorp bispecific descris aici cuprinde o regiune VH care cuprinde CDR-
H1, CDR-H2 si CDR-H3 si o regiune VL care cuprinde CDR-L1, CDR-L2 si CDR- L3
selectate din grupul format din:

a) CDR-H1 cum s-a descris in SECV ID NR: 151, CDR-H2 cum s-a descris
in SECV ID NR: 152, CDR-H3 cum s-a descris in SECV ID NR: 153, CDR-
L1 cum s-a descris in SECV ID NR: 154, CDR-L2 cum s-a descris in SECV
ID NR: 155 si CDR-L3 cum s-a descris in SECV ID NR: 156;
b) CDR-H1 cum s-a descris in SECV ID NR: 211, CDR-H2 cum s-a descris
in SECV ID NR: 212, CDR-H3 cum s-a descris in SECV ID NR: 213, CDR-
L1 cum s-a descris in SECV ID NR: 214, CDR-L2 cum s-a descris in SECV
ID NR: 215 si CDR-L3 cum s-a descris in SECV ID NR: 216; si
c) CDR-H1 cum s-a descris in SECV ID NR: 221, CDR-H2 cum s-a descris
in SECV ID NR: 222, CDR-H3 cum s-a descris in SECV ID NR: 223, CDR-
L1 cum s-a descris in SECV ID NR: 224, CDR-L2 cum s-a descris in SECV
ID NR: 225 si CDR-L3 cum s-a descris in SECV ID NR: 226.

Termenul "variabil" se refera la portiunile de anticorp sau domenii de

imunoglobulina care prezinta variabilitate in secventa lor si care sunt implicate in
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determinarea specificitatii si afinitati de legare a unui anticorp particular (adica,
"domeniu(ii) variabil(e)"). imperecherea unui lant greu variabil (VH) si a unui lant usor
variabil (VL) formeaza impreuna un singur situs de legare a antigenului.

Variabilitatea nu este distribuita uniform in domeniile variabile ale anticorpilor; este
concentratad in subdomeniile fiecareia dintre regiunile variabile ale lantului greu si usor.
Aceste subdomenii sunt numite "regiuni hipervariabile” sau "regiuni care determina
complementaritatea” (CDR). Portiunile mai conservate (adica, nehipervariabile) ale
domeniilor variabile sunt numite regiuni "cadru" (FRM sau FR) si ofera un esafod pentru
cele sase CDR-uri in spatiu tridimensional pentru a forma o suprafatd care leaga
antigenul. Domeniile variabile ale lanturilor grele si usoare care apar in mod natural
cuprind fiecare patru regiuni FRM (FR1, FR2, FR3 si FR4), adoptand in mare masura o
configuratie de foaie 3, conectata prin trei regiuni hipervariabile, care formeaza bucle de
conectare si, in unele cazuri, formeaza parte a structurii foii 8. Regiunile hipervariabile
din fiecare lant sunt tinute impreuna in imediata apropiere de catre FRM si, impreuna cu
regiunile hipervariabile din celalalt lant, contribuie la formarea situsului de legare a
antigenului (a se vedea Kabat si colab., loc. cit.).

Termenul "CDR" si pluralul sdu "CDR-uri" se refera la regiunea care determina
complementaritatea dintre care trei alcatuiesc caracterul de legare al unei regiuni
variabile a lantului usor (CDR-L1, CDR-L2 si CDR-L3) si trei alcatuiesc caracterul de
legare al unei regiuni variabile a lantului greu (CDR-H1, CDR-H2 si CDR-H3). CDR-urile
contin majoritatea reziduurilor responsabile de interactiunile specifice ale anticorpului cu
antigenul si, prin urmare, contribuie la activitatea functionala a unei molecule de anticorp:
sunt principalii factori determinanti ai specificitatii antigenului.

Limitele si lungimile definitorii exacte ale CDR sunt supuse unor sisteme diferite
de clasificare si numerotare. Prin urmare, CDR-urile pot fi denumite de Kabat, Chothia,
contact sau orice alta definitie a limitelor, inclusiv sistemul de numerotare descris aici. in
ciuda limitelor diferite, fiecare dintre aceste sisteme are un anumit grad de suprapunere
in ceea ce constituie asa-numitele "regiuni hipervariabile" in cadrul secventelor variabile.
Definitiile CDR conform acestor sisteme pot, prin urmare, sa difere in lungime si zone de
granita in raport cu regiunea cadru adiacenta. A se vedea, de exemplu, Kabat (o abordare
bazata pe variabilitatea secventei intre specii), Chothia (0o abordare bazata pe studii
cristalografice ale complexelor antigen-anticorp), si/sau MacCallum (Kabat si colab., loc.
cit.; Chothia si colab., J. Mol. Biol, 1987, 196: 901-917; si MacCallum si colab., J. Mol.

Biol, 1996, 262: 732). Un alt standard pentru caracterizarea situsului de legare a
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antigenului este definitia AbM utilizata de software-ul de modelare a anticorpilor AbM de
la Oxford Molecular. A se vedea, de ex., Protein Sequence and Structure Analysis of
Antibody Variable Domains. in: Antibody Engineering Lab Manual (Ed.: Duebel, S. Si
Kontermann, R., Springer-Verlag, Heidelberg). In m&sura in care doud tehnici de
identificare a reziduurilor definesc regiuni care se suprapun, dar nu regiuni identice, ele
pot fi combinate pentru a defini o CDR hibrida. Totusi, este preferatd numerotarea in
conformitate cu asa-numitul sistem Kabat.

De obicei, CDR-urile formeaza o structura de bucla care poate fi clasificata ca o
structura canonicad. Termenul "structurd canonicd" se refera la conformatia lantului
principal care este adoptata de buclele de legare a antigenului (CDR). Din studii
structurale comparative, s-a constatat ca cinci dintre cele sase bucle de legare a
antigenului au doar un repertoriu limitat de conformatii disponibile. Fiecare structura
canonica poate fi caracterizata prin unghiurile de torsiune ale scheletului polipeptidic. Prin
urmare, buclele corespondente dintre anticorpi pot avea structuri tridimensionale foarte
asemanatoare, in ciuda variabilitatii mari a secventei de aminoacizi in majoritatea partilor
buclelor (Chothia si Lesk, J. Mol. Biol., 1987, 196: 901; Chothia si colab., Nature, 1989,
342: 877; Martin si Thornton, J. Mol. Biol, 1996, 263: 800). Mai mult, exista o relatie intre
structura de bucla adoptata si secventele de aminoacizi care o inconjoara. Conformatia
unei anumite clase canonice este determinatd de lungimea buclei si a resturilor de
aminoacizi care se afla in pozitiile cheie din bucla, precum si in cadrul conservat (adicé,
in afara buclei). Atribuirea la o anumita clasa canonica se poate face, prin urmare, pe
baza prezentei acestor resturi cheie de aminoacizi.

Termenul "structura canonica" poate include, de asemenea, consideratii cu privire
la secventa liniara a anticorpului, de exemplu, asa cum este catalogat de Kabat (Kabat si
colab., loc. cit.). Schema (sistemul) de numerotare Kabat este un standard adoptat pe
scara larga pentru numerotarea reziduurilor de aminoacizi dintr-un domeniu variabil de
anticorp intr-o maniera consistenta si este schema preferata aplicata in prezenta inventie,
asa cum este mentionat si in alta parte aici. Consideratii structurale suplimentare pot fi,
de asemenea, utilizate pentru a determina structura canonica a unui anticorp. De
exemplu, acele diferente, care nu sunt pe deplin reflectate de numerotarea Kabat, pot fi
descrise de sistemul de numerotare al lui Chothia si colab. si/sau dezvaluite prin alte
tehnici, de exemplu, cristalografia si modelarea computationala bidimensionala sau
tridimensional&. in consecinta, o anumita secventa de anticorpi poate fi amplasata intr-o

clasa canonica care permite, printre altele, identificarea secventelor cadru adecvate (de
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ex., bazata pe dorinta de a include o varietate de structuri canonice intr-o biblioteca).
Numerotarea Kabat a secventelor de aminoacizi a anticorpilor si consideratii structurale
asa cum este descris de Chothia si colab., loc. cit. si implicatiile lor pentru construirea
aspectelor canonice ale structurii anticorpilor, sunt descrise in literatura. Structurile
subunitatii si configuratiile tridimensionale ale diferitelor clase de imunoglobuline sunt
bine-cunoscute in domeniu. Pentru o revizuire a structurii anticorpilor, a se vedea
Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, ed. Harlow si colab.,
1988.

CDR3 a lantului usor si, in special, CDR3 a lantului greu pot constitui cei mai
importanti determinanti in legarea antigenului n regiunile variabile ale lantului usor si
greu. in unele constructe de anticorpi, CDR3 a lantului greu pare s& constituie zona
principalad de contact dintre antigen si anticorp. Schemele de selectie in vitro in care se
variaza numai CDR3 pot fi utilizate pentru a varia proprietéatile de legare ale unui anticorp
sau pentru a determina ce reziduuri contribuie la legarea unui antigen. Prin urmare, CDR3
este de obicei cea mai mare sursa de diversitate moleculara in cadrul situsului de legare
a anticorpului. H3, de exemplu, poate fi la fel de scurt ca doua resturi de aminoacizi sau
mai mare de 26 de aminoacizi.

Intr-un anticorp sau o imunoglobulina clasica de lungime completa, fiecare lant
usor (L) este legat de un lant greu (H) printr-o legatura disulfurica covalenta, in timp ce
cele doua lanturi H sunt legate intre ele printr-una sau mai multe legaturi disulfurice, in
functie de izotipul lantului H. Domeniul CH cel mai apropiat de VH este de obicei
desemnat ca CH1. Domeniile constante ("C") nu sunt direct implicate in legarea
antigenului, dar prezinta diferite functii efectoare, cum ar fi citotoxicitatea dependenta de
anticorp, mediata de celule si activarea complementului. Regiunea Fc a unui anticorp
este cuprinsa Tn domeniile constante ale lantului greu si este, de exemplu, capabila sa
interactioneze cu receptorii Fc situati la suprafata celulei.

Secventa genelor de anticorp dupa asamblare si mutatie somatica este foarte
variata si se estimeaza ca aceste gene variate codificad 101° molecule de anticorpi diferite
(Immunoglobulin Genes, ed. a 2-a, ed. Jonio si colab., Academic Press, San Diego, CA,
1995). in consecintd, sistemul imunitar ofera un repertoriu de imunoglobuline. Termenul
"repertoriu” se refera la cel putin o secventa de nucleotide derivata in totalitate sau partial
din cel putin o secventa care codifica cel putin o imunoglobulina. Secventa(ele) pot fi
generate prin rearanjare in vivo a segmentelor V, D si J ale lanturilor grele si a

segmentelor V si J ale lanturilor usoare. Alternativ, secventa(ele) pot fi generate dintr-o
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celula ca raspuns la care are loc rearanjarea, de exemplu, stimulare in vitro. Alternativ, o
parte sau toate secventa(ele) pot fi obtinute prin matisare ADN, sinteza nucleotidelor,
mutageneza si alte metode, a se vedea, de ex., Brevetul SUA 5.565.332. Un repertoriu
poate include o singura secventa sau poate include o multitudine de secvente, inclusiv
cele dintr-o colectie genetica diversa.

Un construct de anticorp conform prezentei dezvaluiri poate fi, de asemenea,
definit ca un construct de anticorp bispecific care cuprinde un prim domeniu de legare (de
preferinta uman) care se leaga la MSLN umana pe suprafata unei celule tinta si un al
doilea domeniu de legare care se leaga la CD3 uman pe suprafata unei celule T, in care
primul domeniu de legare se leaga la acelasi epitop al MSLN ca un anticorp selectat din
grupul constand din MS_1 péana la MS_8, adica un anticorp care cuprinde o regiune VH
cuprinzand CDR-H1, CDR-H2 si CDR- H3 si o regiune VL cuprinzand CDR-L1, CDR-L2
si CDR-L3 selectate din grupul constand din:

a) CDR-H1 cum s-a descris in SECV ID NR: 151, CDR-H2 cum s-a descris
in SECV ID NR: 152, CDR-H3 cum s-a descris in SECV ID NR: 153, CDR-
L1 cum s-a descris in SECV ID NR: 154, CDR-L2 cum s-a descris in SECV
ID NR: 155 si CDR-L3 cum s-a descris in SECV ID NR: 156;

b) CDR-H1 cum s-a descris in SECV ID NR: 161, CDR-H2 cum s-a descris
in SECV ID NR: 162, CDR-H3 cum s-a descris in SECV ID NR: 163, CDR-
L1 cum s-a descris in SECV ID NR: 164, CDR-L2 cum s-a descris in SECV
ID NR: 165 si CDR-L3 cum s-a descris in SECV ID NR: 166;

c) CDR-H1 cum s-a descris in SECV ID NR: 171, CDR-H2 cum s-a descris
in SECV ID NR: 172, CDR-H3 cum s-a descris in SECV ID NR: 173, CDR-
L1 cum s-a descris in SECV ID NR: 174, CDR-L2 cum s-a descris in SECV
ID NR: 175 si CDR-L3 cum s-a descris in SECV ID NR: 176;

d) CDR-H1 cum s-a descris in SECV ID NR: 181, CDR-H2 cum s-a descris
in SECV ID NR: 182, CDR-H3 cum s-a descris in SECV ID NR: 183, CDR-
L1 cum s-a descris in SECV ID NR: 184, CDR-L2 cum s-a descris in SECV
ID NR: 185 si CDR-L3 cum s-a descris in SECV ID NR: 186;

e) CDR-H1 cum s-a descris in SECV ID NR: 191, CDR-H2 cum s-a descris
in SECV ID NR: 192, CDR-H3 cum s-a descris in SECV ID NR: 193, CDR-
L1 cum s-a descris in SECV ID NR: 194, CDR-L2 cum s-a descris in SECV
ID NR: 195 si CDR-L3 cum s-a descris in SECV ID NR: 196;
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f) CDR-H1 cum s-a descris in SECV ID NR: 201, CDR-H2 cum s-a descris
in SECV ID NR: 202, CDR-H3 cum s-a descris in SECV ID NR: 203, CDR-
L1 cum s-a descris in SECV ID NR: 204, CDR-L2 cum s-a descris in SECV
ID NR: 205 si CDR-L3 cum s-a descris in SECV ID NR: 206;

g) CDR-H1 cum s-a descris in SECV ID NR: 211, CDR-H2 cum s-a descris
in SECV ID NR: 212, CDR-H3 cum s-a descris in SECV ID NR: 213, CDR-
L1 cum s-a descris in SECV ID NR: 214, CDR-L2 cum s-a descris in SECV
ID NR: 215 si CDR-L3 cum s-a descris in SECV ID NR: 216; si

h) CDR-H1 cum s-a descris in SECV ID NR: 221, CDR-H2 cum s-a descris
in SECV ID NR: 222, CDR-H3 cum s-a descris in SECV ID NR: 223, CDR-
L1 cum s-a descris in SECV ID NR: 224, CDR-L2 cum s-a descris in SECV
ID NR: 225 si CDR-L3 cum s-a descris in SECV ID NR: 226.

Poate fi masurat daca un construct de anticorp se leaga sau nu de acelasi epitop
al MSLN ca un alt construct de anticorp dat, de ex. prin cartografierea epitopului cu
molecule tinta himerice sau trunchiate, de ex. asa cum este descris aici mai sus si in
Exemplele anexate 1 si 2.

Un construct de anticorp conform prezentei dezvaluiri poate fi, de asemenea,
definit ca un construct de anticorp bispecific care cuprinde un prim domeniu de legare (de
preferinta uman) care se leaga la MSLN umana pe suprafata unei celule tinta si un al
doilea domeniu de legare care se leaga la CD3 uman pe suprafata unei celule T, in care
primul domeniu de legare concureaza pentru legarea cu un anticorp selectat din grupul
constand din MS_1 la MS_8, adica, un anticorp care cuprinde o regiune VH cuprinzand
CDR-H1, CDR-H2 si CDR-H3 si o regiune VL cuprinzdnd CDR-L1, CDR-L2 si CDR-L3
selectate din grupul constand din cele descrise mai sus.

Daca un construct de anticorp concureaza sau nu pentru legarea cu un alt
construct de anticorp dat, se poate masura intr-un test competitiv, cum ar fi un ELISA
competitiv sau un test competitiv pe baza de celule. Pot fi utilizate si microparticule
cuplate cu avidina (margele). Similar unei placi ELISA acoperite cu avidina, atunci cand
reactioneaza cu o proteina biotinilata, fiecare dintre aceste margele poate fi utilizata ca
substrat pe care se poate efectua un test. Antigenul este acoperit pe o margea si apoi
pre-acoperit cu primul anticorp. Se adauga al doilea anticorp si se determina orice legare
suplimentara. Mijloacele posibile pentru citire includ citometria n flux.

Intr-un exemplu de realizare, primul domeniu de legare al constructului de anticorp

conform inventiei cuprinde o regiune VH selectata din grupul constand din cele descrise
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in SECV ID NR: 167, SECV ID NR: 177, SECV ID NR: 187, SECV ID NR: 197, si SECV
ID NR: 207. Este cuprins in prezenta dezvaluire faptul ca primul domeniu de legare al
constructului de anticorp descris aici cuprinde o regiune VH selectata din grupul consténd
din cele descrise in SECV ID NR: 157, SECV ID NR: 217, si SECV ID NR: 227.

Intr-un alt exemplu de realizare, primul domeniu de legare al constructului de
anticorp conform inventiei cuprinde o regiune VL selectata din grupul constand din cele
descrise in SECV ID NR: 168, SECV ID NR: 178, SECV ID NR: 188, SECV ID NR: 198,
si SECV ID NR: 208. Este cuprins in prezenta dezvaluire faptul ca primul domeniu de
legare al constructului de anticorp descris aici cuprinde o regiune VL selectata din grupul
constand din cele descrise in SECV ID NR: 158, SECV ID NR: 218, si SECV ID NR: 228.

Intr-un alt exemplu de realizare, primul domeniu de legare al constructului de
anticorp conform inventiei cuprinde o regiune VH si o regiune VL selectate din grupul
constand din perechi formate dintr-o regiune VH si o regiune VL asa cum este descris in
SECV ID NR: 167+168, SECV ID NR: 177+178, SECV ID NR: 187+188, SECV ID NR:
197+198, si SECV ID NR: 207+208. Este cuprins in prezenta dezvaluire faptul ca primul
domeniu de legare al constructului de anticorp descris aici cuprinde o regiune VH si o
regiune VL selectate din grupul constand din perechi formate dintr-o regiune VH si o
regiune VL asa cum este descris in SECV ID NR: 157+158, SECV ID NR: 217+218, si
SECV ID NR: 227+228.

Intr-un alt exemplu de realizare, primul domeniu de legare al constructului de
anticorp conform inventiei cuprinde o polipeptida selectata din grupul constand din cele
descrise in SECV ID NR: 169, SECV ID NR: 179, SECV ID NR: 189, SECV ID NR: 199,
si SECV ID NR: 209. Este cuprins in prezenta dezvaluire faptul ca primul domeniu de
legare al constructului de anticorp descris aici cuprinde o polipeptida selectata din grupul
constand din cele descrise in SECV ID NR: 159, SECV ID NR: 219, si SECV ID NR: 229.

Primele domenii de legare de mai sus (care sunt specificate prin CDR-urile lor,
regiunea VH si regiunea VL si combinatiile acestora) se caracterizeaza ca domenii de
legare care se leaga la un epitop al MSLN asa cum este descris in SECV ID NR: 231,
232 si 233.

Termenul "bispecific”, asa cum este utilizat aici, se refera la un construct de
anticorp care este "cel putin bispecific", adica, acesta cuprinde cel putin un prim domeniu
de legare si un al doilea domeniu de legare, in care primul domeniu de legare se leaga
la un antigen sau tinta (aici: MSLN), iar al doilea domeniu de legare se leaga la un alt

antigen sau tinta (aici: CD3). In consecinta, constructele de anticorpi conform inventiei
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cuprind specificitati pentru cel putin doi antigeni sau tinte diferite. Termenul "construct de
anticorp bispecific® al inventiei cuprinde, de asemenea, constructe de anticorpi
multispecifici, cum ar fi constructe de anticorpi trispecifici, acestea din urma incluzand trei
domenii de legare, sau constructe avand mai mult de trei (de ex., patru, cinci ...
specificitati.

Avand in vedere ca constructele de anticorpi conform inventiei sunt (cel putin)
bispecifice, ele nu apar in mod natural si sunt semnificativ diferite de produsele naturale.
Un construct de anticorp "bispecific" sau o imunoglobulina este, prin urmare, un anticorp
hibrid artificial sau imunoglobulina avand cel putin doua situsuri de legare distincte cu
specificitati diferite. Constructele de anticorpi bispecifici pot fi produse printr-o varietate
de metode, inclusiv fuziunea hibridomilor sau legarea fragmentelor Fab'. A se vedea, de
ex., Songsivilai & Lachmann, Clin. Exp. Immunol. 79:315-321 (1990).

Cele cel putin doua domenii de legare si domeniile variabile ale constructului de
anticorp conform prezentei inventii pot cuprinde sau nu linkeri peptidici (peptide
distantiere). Termenul "linker peptidic" cuprinde in conformitate cu prezenta inventie o
secventa de aminoacizi prin care secventele de aminoacizi ale unui domeniu (variabil
si/sau de legare) si unui alt domeniu (variabil si/sau de legare) al constructului de anticorp
conform inventiei sunt legate intre ele. O caracteristica tehnica esentiala a unui astfel de
linker peptidic este ca acesta nu cuprinde nici o activitate de polimerizare. Printre linkerii
peptidici adecvati sunt cei descrisi in Brevetele SUA 4.751.180 si 4.935.233 sau WO
88/09344. Linkerii peptidici pot fi, de asemenea, utilizati pentru a atasa alte domenii sau
module sau regiuni (cum ar fi domeniile care se extind cu timpul de Tnjumatatire) la
constructul de anticorp conform inventiei.

In cazul in care se utilizeaz& un linker, acest linker are, de preferinta, o lungime si
0 secventa suficiente pentru a se asigura ca fiecare dintre primul si al doilea domeniu
poate, independent unul de celdlalt, sa-si pastreze specificitatile de legare diferentiate.
Pentru linkerii peptidici care conecteaza cel putin doua domenii de legare (sau doua
domenii variabile) in constructul de anticorp conform inventiei, sunt preferati acei linkeri
peptidici care cuprind doar un numar mic de resturi de aminoacizi, de ex. 12 reziduuri de
aminoacizi sau mai putin. Astfel, sunt preferati linkeri peptidici de 12, 11, 10, 9, 8, 7, 6
sau 5 resturi de aminoacizi. Un linker peptidic prevazut cu mai putin de 5 aminoacizi
cuprinde 4, 3, 2 sau un aminoacid(i), in care sunt preferati linkeri bogati in Gly. Un
aminoacid "unic" preferat in special in contextul "linkerului peptidic" este Gly. In

consecinta, linkerul peptidic mentionat poate consta din aminoacidul unic Gly. Un alt
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exemplu realizare preferat al unui linker peptidic este caracterizat prin secventa de
aminoacizi Gly-Gly-Gly-Gly-Ser, adica GlysSer (SECV ID NR.: 1), sau polimeri ai
acestuia, adica (GlyaSer)x, in care x este un numar intreg de 1 sau mai mare (de ex. 2
sau 3). Linkeri preferati sunt descrisi in SECV ID NR: 1-9. Caracteristicile linkerului
peptidic mentionat, care cuprind absenta promovarii structurilor secundare, sunt
cunoscute in domeniu si sunt descrise de ex. in Dall'Acqua si colab. (Biochem. (1998)
37, 9266-9273), Cheadle si colab. (Mol Immunol (1992) 29, 21-30) si Raag si Whitlow
(FASEB (1995) 9(1), 73-80). Sunt de preferat linkeri peptidici care, in plus, nu
promoveaza nici o structura secundara. Legarea domeniilor mentionate unul la altul poate
fi furnizata, de ex., prin inginerie genetica, asa cum este descris in exemple. Metodele de
preparare a constructelor bispecifice cu un singur lant fuzionate si legate operativ si de
exprimare a acestora in celule sau bacterii de mamifere sunt bine-cunoscute in domeniu
(de ex. WO 99/54440 sau Sambrook si colab., Molecular Cloning: A Laboratory Manual,
Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York, 2001).

Asa cum este descris aici mai sus, inventia furnizeaza un exemplu de realizare
preferat in care constructul de anticorp este intr-un format selectat din grupul constand
din (scFv)2, mAb cu domeniu unic scFv, diacorpi si oligomeri ai oricaruia dintre aceste
formate.

Conform unui exemplu de realizare deosebit de preferat, si asa cum este
documentat in exemplele anexate, constructul de anticorp conform inventiei este un
"construct de anticorp bispecific cu lant unic”, mai preferabil un "Fv cu lant unic" bispecific
(scFv). Desi cele doua domenii ale fragmentului Fv, VL si VH, sunt codificate de gene
separate, ele pot fi unite, folosind metode recombinante, printr-un linker sintetic - asa cum
este descris mai sus - care le permite sa fie facute ca un singur lant proteic in care
regiunile VL si VH se imperecheaza pentru a forma o moleculd monovalentd; a se vedea,
de ex., Huston si colab. (1988) Proc. Natl. Acad. Sci USA 85:5879-5883). Aceste
fragmente de anticorpi sunt obtinute folosind tehnici conventionale cunoscute de
specialistii in domeniu, iar fragmentele sunt evaluate cu privire la functionare in acelasi
mod ca si anticorpii intregi sau de lungime completa. Un fragment variabil cu un singur
lant (scFv) este, prin urmare, o proteina de fuziune a regiunii variabile a lantului greu (VH)
si a lantului usor (VL) de imunoglobuline, de obicei conectata cu o peptida scurta de
legatura de aproximativ zece pana la aproximativ 25 aminoacizi, preferabil aproximativ
15 pana la 20 de aminoacizi. Linkerul este de obicei bogat in glicina pentru flexibilitate,

precum si serina sau treonina pentru solubilitate si poate conecta fie capatul N-terminal
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al VH cu capatul C-terminal al VL, fie viceversa. Aceasta proteina pastreaza specificitatea
imunoglobulinei originale, in ciuda indepartarii regiunilor constante si a introducerii
linkerului.

Moleculele bispecifice cu un singur lant sunt cunoscute in domeniu si sunt descrise
in WO 99/54440, Mack, J. Immunol. (1997), 158, 3965-3970, Mack, PNAS, (1995), 92,
7021-7025, Kufer, Cancer Immunol. Immunother., (1997), 45, 193-197, Loffler, Blood,
(2000), 95, 6, 2098-2103, Bruhl, Immunol., (2001), 166, 2420-2426, Kipriyanov, J. Mol.
Biol., (1999), 293, 41-56. Tehnicile descrise pentru producerea de anticorpi cu un singur
lant (a se vedea, printre altele, Brevetul SUA 4.946.778, Kontermann si Dubel (2010),
loc. cit. si Little (2009), loc. cit.) pot fi adaptate pentru a produce constructe de anticorpi
cu lant unic care recunosc in mod specific (0) tinta(e) aleasa(e).

Fragmente variabile bivalente (numite si divalente) sau bispecifice cu un singur
lant (bi-scFv sau di-scFv avand formatul (scFv)2 pot fi proiectate prin legarea a doua
molecule scFv (de ex. cu linkeri asa cum este descris mai sus). Daca aceste doua
molecule scFv au aceeasi specificitate de legare, molecula (scFv)2 rezultata se va numi
de preferinta bivalenta (adicd are doua valente pentru acelasi epitop tintad). Daca cele
doua molecule scFv au specificitati de legare diferite, molecula (ScFv)2 rezultata va fi, de
preferinta, numita bispecifica. Legarea poate fi realizata prin producerea unui singur lant
peptidic cu doua regiuni VH si doua regiuni VL, producand scFv tandem (a se vedea de
ex. Kufer P. si colab., (2004) Trends in Biotechnology 22(5):238-244). O alta posibilitate
este crearea de molecule scFv cu peptide linker care sunt prea scurte pentru ca cele
doua regiuni variabile sa se plieze impreuna (de ex. aproximativ cinci aminoacizi), fortand
scFv-urile sa dimerizeze. Acest tip este cunoscut sub numele de diacorpi (a se vedea de
ex. Hollinger, Philipp si colab., (July 1993) Proceedings of the National Academy of
Sciences of the United States of America 90 (14): 6444-8.).

Conform unui exemplu de realizare preferat al constructului de anticorp conform
inventiei, lantul greu (VH) si lantul usor (VL) al unui domeniu de legare care se leaga fie
la antigenul tinta MSLN, fie la CD3 nu sunt conectate direct printr-un linker peptidic
descris mai sus, ci domeniul de legare se formeaza datorita formarii unei molecule
bispecifice asa cum este descris pentru diacorp. Astfel, lantul VH al domeniului de legare
CD3 poate fi fuzionat la VL al domeniului de legare MSLN prin intermediul unui astfel de
linker peptidic, in timp ce lantul VH al domeniului de legare MSLN este fuzionat la VL al
domeniului de legare CD3 printr-un astfel de linker peptidic.
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Anticorpii cu un singur domeniu cuprind doar un domeniu variabil de anticorp
(monomeric) care este capabil sa se lege selectiv la un antigen specific, independent de
alte regiuni sau domenii V. Primii anticorpi cu un singur domeniu au fost proiectati din
anticorpi cu lant greu gasiti in camelide si acestia sunt numiti fragmente VuH. Pestii
cartilaginosi au, de asemenea, anticorpi cu lant greu (IgNAR) din care se pot obtine
anticorpi cu un singur domeniu numiti fragmente Vnar. O abordare alternativa este
impartirea domeniilor variabile dimerice de imunoglobulinele comune de ex. de la oameni
sau rozatoare in monomeri, obtindnd astfel VH sau VL ca un Ab cu un singur domeniu.
Desi majoritatea cercetarilor privind anticorpii cu un singur domeniu se bazeaza in
prezent pe domenii variabile ale lantului greu, nanocorpii derivati din lanturile usoare s-
au dovedit, de asemenea, a se lega in mod specific de epitopii tinta. Exemplele de
anticorpi cu un singur domeniu se numesc sdAb, nanocorpi sau anticorpi cu un singur
domeniu variabil.

A (mAb cu un singur domeniu)2 este, prin urmare, un construct de anticorpi
monoclonali compus din (cel putin) doi anticorpi monoclonali cu un singur domeniu, care
sunt selectati individual din grupul care cuprinde VH, VL, VHH si Vnar. Linkerul este, de
preferinta, sub forma unui linker peptidic. in mod similar, un "mAb cu un singur domeniu
scFv" este un construct de anticorp monoclonal compus din cel putin un anticorp cu un
singur domeniu asa cum este descris mai sus si 0 molecula scFv asa cum este descrisa
mai sus. Din nou, linkerul este, de preferinta, sub forma unui linker peptidic.

Prezenta inventie furnizeaza un construct de anticorp bispecific care cuprinde un
prim domeniu de legare care se leaga la MSLN umana pe suprafata unei celule tinta si
un al doilea domeniu de legare care se leaga la CD3 uman pe suprafata unei celule T, in
care primul domeniu de legare se leaga la un epitop al MSLN care este cuprins in
regiunea descrisa in SECV ID NR: 245 (cluster 2+3), in care primul domeniu de legare al
constructului de anticorp bispecific cuprinde o regiune VH cuprinzand CDR-H1, CDR-H2
si CDR- H3 si o regiune VL cuprinzand CDR-L1, CDR-L2 si CDR-L3 selectate din grupul
constand din:

a) CDR-H1 cum s-a descris in SECV ID NR: 161, CDR-H2 cum s-a descris
in SECV ID NR: 162, CDR-H3 cum s-a descris in SECV ID NR: 163, CDR-
L1 cum s-a descris in SECV ID NR: 164, CDR-L2 cum s-a descris in SECV
ID NR: 165 si CDR-L3 cum s-a descris in SECV ID NR: 166;

b) CDR-H1 cum s-a descris in SECV ID NR: 171, CDR-H2 cum s-a descris
in SECV ID NR: 172, CDR-H3 cum s-a descris in SECV ID NR: 173, CDR-
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L1 cum s-a descris in SECV ID NR: 174, CDR-L2 cum s-a descris in SECV
ID NR: 175 si CDR-L3 cum s-a descris in SECV ID NR: 176;

¢) CDR-H1 cum s-a descris in SECV ID NR: 181, CDR-H2 cum s-a descris
in SECV ID NR: 182, CDR-H3 cum s-a descris in SECV ID NR: 183, CDR-
L1 cum s-a descris in SECV ID NR: 184, CDR-L2 cum s-a descris in SECV
ID NR: 185 si CDR-L3 cum s-a descris in SECV ID NR: 186;

d) CDR-H1 cum s-a descris in SECV ID NR: 191, CDR-H2 cum s-a descris
in SECV ID NR: 192, CDR-H3 cum s-a descris in SECV ID NR: 193, CDR-
L1 cum s-a descris in SECV ID NR: 194, CDR-L2 cum s-a descris in SECV
ID NR: 195 si CDR-L3 cum s-a descris in SECV ID NR: 196;

e) CDR-H1 cum s-a descris in SECV ID NR: 201, CDR-H2 cum s-a descris
in SECV ID NR: 202, CDR-H3 cum s-a descris in SECV ID NR: 203, CDR-
L1 cum s-a descris in SECV ID NR: 204, CDR-L2 cum s-a descris in SECV
ID NR: 205 si CDR-L3 cum s-a descris in SECV ID NR: 206.

Intr-un exemplu de realizare, primul domeniu de legare al constructului de anticorp
conform inventiei cuprinde o regiune VH selectata din grupul constand din cele descrise
in SECV ID NR: 167, SECV ID NR: 177, SECV ID NR: 187, SECV ID NR: 197, si SECV
ID NR: 207.

Intr-un alt exemplu de realizare, primul domeniu de legare al constructului de
anticorp conform inventiei cuprinde o regiune VL selectata din grupul constand din cele
descrise in SECV ID NR: 168, SECV ID NR: 178, SECV ID NR: 188, SECV ID NR: 198,
si SECV ID NR: 208.

Intr-un alt exemplu de realizare, primul domeniu de legare al constructului de
anticorp conform inventiei cuprinde o regiune VH si o regiune VL selectate din grupul
constand din perechi formate dintr-o regiune VH si o regiune VL asa cum este descris in
SECV ID NR: 167+168, SECV ID NR: 177+178, SECV ID NR: 187+188, SECV ID NR:
197+198, si SECV ID NR: 207+208.

Intr-un alt exemplu de realizare, primul domeniu de legare al constructului de
anticorp conform inventiei cuprinde o polipeptida selectata din grupul constand din cele
descrise in SECV ID NR: 169, SECV ID NR: 179, SECV ID NR: 189, SECV ID NR: 199,
si SECV ID NR: 209.

Prezenta dezvaluire furnizeaza, de asemenea, un construct de anticorp bispecific
care cuprinde un prim domeniu de legare care se leaga la MSLN umana pe suprafata

unei celule tinta si un al doilea domeniu de legare care se leaga de CD3 uman pe
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suprafata unei celule T, in care primul domeniu de legare se leaga la un epitop al MSLN
care este cuprins in regiunea descrisa in SECV ID NR: 244 (cluster 1+2).

Primul domeniu de legare al constructului de anticorp bispecific dezvaluit aici poate
cuprinde o regiune VH cuprinzdnd CDR-H1, CDR-H2 si CDR-H3 si o regiune VL
cuprinzand CDR-L1, CDR-L2 si CDR-L3 dupa cum urmeaza:

(a) CDR-H1 cum s-a descris in SECV ID NR: 151, CDR-H2 cum s-a descris
in SECV ID NR: 152, CDR-H3 cum s-a descris in SECV ID NR: 153, CDR-
L1 cum s-a descris in SECV ID NR: 154, CDR-L2 cum s-a descris in SECV
ID NR: 155 si CDR-L3 cum s-a descris in SECV ID NR: 156; sau

(b) CDR-H1 cum s-a descris in SECV ID NR: 221, CDR-H2 cum s-a descris
in SECV ID NR: 222, CDR-H3 cum s-a descris in SECV ID NR: 223, CDR-
L1 cum s-a descris in SECV ID NR: 224, CDR-L2 cum s-a descris in SECV
ID NR: 225 si CDR-L3 cum s-a descris in SECV ID NR: 226.

Primul domeniu de legare al constructului de anticorp dezvaluit aici poate cuprinde
o regiune VH descrisa in SECV ID NR: 157 sau SECV ID NR: 227.

Primul domeniu de legare al constructului de anticorp dezvaluit aici poate cuprinde
o regiune VL descrisa in SECV ID NR: 158, si SECV ID NR: 228.

Primul domeniu de legare al constructului de anticorp dezvaluit aici poate cuprinde
o regiune VH si o regiune VL selectate din grupul constand din perechi formate dintr-o
regiune VH si o regiune VL asa cum este descris in SECV ID NR: 157+158, si SECV ID
NR: 227+228.

Primul domeniu de legare al constructului de anticorp dezvaluit aici poate cuprinde
0 polipeptida selectata din grupul constand din cele descrise in SECV ID NR: 159, si
SECV ID NR: 229.

Prezenta dezvaluire furnizeaza, de asemenea, un construct de anticorp bispecific
care cuprinde un prim domeniu de legare care se leaga la MSLN umana pe suprafata
unei celule tinta si un al doilea domeniu de legare care se leaga de CD3 uman pe
suprafata unei celule T, in care primul domeniu de legare se leaga la un epitop al MSLN
care este cuprins in regiunea descrisa in SECV ID NR: 241 (cluster 4).

Primul domeniu de legare al constructului de anticorp bispecific dezvaluit aici poate
cuprinde o regiune VH care cuprinde CDR-H1 asa cum este descris in SECV ID NR: 211,
CDR-H2 cum s-a descris in SECV ID NR: 212, CDR-H3 cum s-a descris in SECV ID NR:
213, CDR-L1 cum s-a descris in SECV ID NR: 214, CDR-L2 cum s-a descris in SECV ID
NR: 215 si CDR-L3 cum s-a descris in SECV ID NR: 216.
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Primul domeniu de legare al constructului de anticorp dezvaluit aici poate cuprinde
o regiune VH descrisa in SECV ID NR: 217.

Primul domeniu de legare al constructului de anticorp dezvaluit aici poate cuprinde
o regiune VL descrisa in SECV ID NR: 218.

Primul domeniu de legare al constructului de anticorp dezvaluit aici poate cuprinde
o0 regiune VH si o regiune VL asa cum sunt descrise in SECV ID NR: 217+218.

Primul domeniu de legare al constructului de anticorp dezvaluit aici poate cuprinde
o0 polipeptida asa cum este descrisa in SECV ID NR: 219.

Un alt construct de anticorp dezvaluit aici poate fi, de asemenea, definit ca un
construct de anticorp bispecific care cuprinde un prim domeniu de legare (de preferinta
uman) care se leaga la MSLN umana pe suprafata unei celule tintd si un al doilea
domeniu de legare care se leaga la CD3 uman pe suprafata unei celule T, in care primul
domeniu de legare concureaza pentru legarea cu un anticorp selectat din grupul constand
din MS-3, MS-4 si MS-5, adicéa, un anticorp care cuprinde o regiune VH cuprinzand CDR-
H1, CDR-H2 si CDR-H3 si o regiune VL cuprinzdnd CDR-L1, CDR-L2 si CDR-L3
selectate din grupul constand din cele descrise mai sus.

Celulele T sau limfocitele T sunt un tip de limfocite (in sine un tip de globule albe)
care joaca un rol central in imunitatea mediata de celule. Exista mai multe subseturi de
celule T, fiecare cu o functie distincta. Celulele T se pot distinge de alte limfocite, cum ar
fi celulele B si celulele NK, prin prezenta unui receptor de celule T (TCR) pe suprafata
celulei. TCR este responsabil pentru recunoasterea antigenilor legati de moleculele
complexului de histocompatibilitate majora (MHC) si este compus din doua lanturi de
proteine diferite. in 95% din celulele T, TCR constéa dintr-un lant alfa (a) si unul beta (B).
Cand TCR se angajeaza cu peptida antigenica si MHC (complexul peptida/MHC),
limfocitul T este activat printr-o serie de evenimente biochimice mediate de enzime
asociate, co-receptori, molecule adaptoare specializate si factori de transcriptie activati
sau eliberati

Complexul receptor CD3 este un complex proteic si este compus din patru lanturi.
La mamifere, complexul contine un lant CD3y (gamma), un lant CD3d (delta) si doua
lanturi CD3¢ (epsilon). Aceste lanturi se asociaza cu receptorul de celule T (TCR) si asa-
numitul lant ¢ (zeta) pentru a forma complexul CD3 al receptorului de celule T si pentru a
genera un semnal de activare in limfocitele T. Lanturile CD3y (gamma), CD3d (delta) si
CD3e (epsilon) sunt proteine de suprafata celulara foarte inrudite ale superfamiliei

imunoglobulinei contindnd un singur domeniu de imunoglobulina extracelulara. Cozile
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intracelulare ale moleculelor CD3 contin un singur motiv conservat cunoscut sub numele
de motiv de activare pe baza de tirozina imunoreceptoare sau ITAM pe scurt, care este
esential pentru capacitatea de semnalizare a TCR. Molecula epsilon CD3 este o
polipeptida care la om este codificata de gena CD3E care rezida pe cromozomul 11. Cel
mai preferat epitop al epsilon CD3 este cuprins in resturile de aminoacizi 1-27 din
domeniul extracelular epsilon CD3 uman.

Liza redirectionata a celulelor tinta prin recrutarea celulelor T de catre un construct
de anticorp multispecific, cel putin bispecific, implica formarea sinapselor citolitice si
eliberarea de perforina si granzime. Celulele T angajate sunt capabile de liza celulelor
tinta Tn serie si nu sunt afectate de mecanismele de evadare imuna care interfereaza cu
procesarea si prezentarea antigenului peptidic sau diferentierea celulelor T clonale; a se
vedea, de exemplu, WO 2007/042261.

Citotoxicitatea mediata de constructele de anticorpi bispecifici MSLNxCD3 poate
fi masurata in diferite moduri. A se vedea Exemplele 5. Celulele efectoare pot fi de ex.
celule T CD8 pozitive stimulate imbogatite (umane) sau celule mononucleare (umane)
din séange periferic nestimulat (uman) (PBMC). Daca celulele tinta sunt de origine macac
sau exprima sau sunt transfectate cu MSLN de macac, celulele efectoare ar trebui sa fie,
de asemenea, de origine macac, cum ar fi o linie de celule T de macac, de ex. 4119LnPx.
Celulele tinta ar trebui sa exprime (cel putin domeniul extracelular al) MSLN, de ex. MSLN
umana sau de macac. Celulele tinta pot fi o linie celulara (cum ar fi CHO) care este
transfectata stabil sau tranzitoriu cu MSLN, de ex. MSLN umana sau de macac.
Alternativ, celulele tinta pot fi o linie celulara expresoare naturald pozitiva MSLN, cum ar
fi linia de celule umane OVCAR-8. De obicei, valorile CE50 sunt de asteptat sa fie mai
mici cu liniile celulare tinta care exprima niveluri mai mari de MSLN pe suprafata celulei.
Raportul efector la celula tinta (E:T) este de obicei aproximativ 10:1, dar poate varia, de
asemenea. Activitatea citotoxica a constructelor de anticorpi bispecifici MSLNxCD3 poate
fi masurata intr-un test de eliberare in crom 51 (timp de incubatie de aproximativ 18 ore)
sau intr-un test de citotoxicitate bazat pe FACS (timp de incubatie de aproximativ 48 de
ore). Modificari ale timpului de incubatie a testului (reactie citotoxica) sunt, de asemenea,
posibile. Alte metode de masurare a citotoxicitatii sunt bine-cunoscute persoanei
calificate si cuprind teste MTT sau MTS, teste bazate pe ATP, inclusiv teste
bioluminescente, testul de sulforodamina B (SRB), testul WST, testul clonogen si
tehnologia ECIS.
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Activitatea citotoxica mediata de constructele de anticorpi bispecifici MSLNxCD3
din prezenta inventie este masurata, de preferinta, intr-un test de citotoxicitate pe baza
de celule. Poate fi, de asemenea, masurata printr-un test de eliberare in crom 51. Este
reprezentata de valoarea CEso, care corespunde jumatatii concentratiei efective maxime
(concentratia constructului de anticorp care induce un raspuns citotoxic la jumatatea
distantei dintre valoarea de referintd si maxima). De preferinta, valoarea CEso a
constructelor de anticorpi bispecifici MSLNxCD3 este <5000 pM sau <4000 pM, mai
preferabil <3000 pM sau <2000 pM, chiar mai preferabil <1000 pM sau <500 pM, chiar
mai preferabil <400 pM sau <300 pM, chiar mai preferabil <200 pM, chiar mai preferabil
<100 pM, chiar mai preferabil <50 pM, chiar mai preferabil <20 pM sau <10 pM, si cel mai
preferabil <5 pM.

Valorile CEso date mai sus pot fi masurate in diferite teste. Persoana calificata este
constienta ca valoarea CEso poate fi de asteptat sa fie mai mica atunci cand celulele T
CD8+ stimulate/imbogatite sunt utilizate ca celule efectoare, in comparatie cu PBMC
nestimulate. in plus, poate fi de asteptat ca valorile CEso sa fie mai mici atunci cand
celulele tinta exprima un numar mare de antigen tinta in comparatie cu un sobolan cu
exprimare tintd scazutd. De exemplu, atunci cand celulele T CD8+ umane
stimulate/imbogatite sunt utilizate ca celule efectoare (si fie celule transfectate cu MSLN,
cum ar fi celulele CHO, fie o linie de celule umane pozitive pentru MSLN OVCAR-8 sunt
folosite ca celule tinta), valoarea CEso a constructului de anticorp bispecific MSLN xCD3
este, de preferinta, <1000 pM, mai preferabil <500 pM, chiar mai preferabil <250 pM, chiar
mai preferabil <100 pM, chiar mai preferabil <50 pM, chiar mai preferabil <10 pM si cel
mai preferabil <5 pM. Cand PBMC-urile umane sunt utilizate ca celule efectoare, valoarea
CEso a constructului de anticorp bispecific MSLNxCD3 este, de preferinta, <5000 pM sau
<4000 pM (in special atunci cand celulele tinta sunt o linie celulard umana MSLN pozitiva
OVCAR-8), mai preferabil <2000 pM (in special atunci cand celulele tintd sunt celule
transfectate cu MSLN, cum ar fi celulele CHO), mai preferabil <1000 pM sau <500 pM,
chiar mai preferabil <200 pM, chiar mai preferabil <150 pM, chiar mai preferabil <100 pM,
si cel mai preferabil =50 pM sau mai mica. Atunci cand o linie de celule T de macac, cum
ar fi LnPx4119, este utilizata ca celule efectoare si o linie de celule transfectate cu MSLN
de macac, cum ar fi celulele CHO, este utilizata ca linie de celule tinta, valoarea CEso a
constructului de anticorp bispecific MSLN xCD3 este, de preferinta, <2000 pM sau <1500
pM, mai preferabil <1000 pM sau <500 pM, chiar mai preferabil <300 pM sau <250 pM,

chiar mai preferabil <100 pM, si cel mai preferabil <50 pM.
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De preferintd, constructele de anticorpi bispecifici MSLNXCD3 din prezenta
inventie nu induc/mediaza liza sau nu induc/mediaza in esenta liza celulelor negative
MSLN, cum ar fi celulele CHO. Termenul "nu induc liza", "nu induc in esenta liza", "nu
mediaza liza" sau "nu mediaza in esenta liza" inseamna ca un construct de anticorp
conform prezentei inventii nu induce sau mediaza liza pentru mai mult de 30%, preferabil
nu mai mult de 20%, mai preferabil nu mai mult de 10%, in mod deosebit de preferabil nu
mai mult de 9%, 8%, 7%, 6% sau 5% din celulele negative MSLN, prin care liza unei linii
celulare umane pozitive MSLN OVCAR-8 (a se vedea mai sus) este setata sa fie 100%.
Acest lucru se aplica de obicei pentru concentratiile de construct de anticorp de pana la
500 nM. Persoana calificatd stie cum sa masoare liza celulara fara alte precizari. Mai
mult, prezenta specificatie da instructiuni specifice cu privire la modul in care se masoara
liza celulara.

Diferenta de activitate citotoxica dintre izoforma monomericd si dimerica a
constructelor individuale de anticorpi bispecifici MSLN xCD3 este denumita "decalaj de
potenta". Acest decalaj de potenta poate fi calculat, de ex. ca raport intre valorile CEso
ale formei monomerica si dimerica a moleculei, a se vedea Exemplul 5.8. Decalajele de
putere ale constructelor de anticorpi bispecifici MSLNxCD3 din prezenta inventie sunt, de
preferinta, < 5, mai preferabil < 4, chiar mai preferabil < 3, chiar mai preferabil < 2, mai
preferabil < 1, si cel mai preferabil < 0,3.

Primul si/sau cel de al doilea (sau orice alt) domeniu de legare al constructului de
anticorp conform inventiei este, de preferinta, specific intre specii pentru membrii ordinului
mamifer al primatelor. Domeniile de legare la CD3 specifice intre specii sunt, de exemplu,
descrise in WO 2008/119567. Conform unui exemplu de realizare, primul si/sau al doilea
domeniu de legare, in plus fata de legarea la MSLN umana si, respectiv, CD3 uman, se
vor lega de asemenea de MSLN / CD3 de primate, inclusiv (dar fara a se limita la) primate
din lumea noua (cum ar fi Callithrix jacchus, Saguinus Oedipus sau Saimiri sciureus),
primate din lumea veche (cum ar fi babuini si macaci), giboni, urangutani si hominine non-
umane. Este avut in vedere ca primul domeniu de legare al constructului de anticorp
conform inventiei care se leaga la MSLN umana de pe suprafata unei celule tinta se
leaga, de asemenea, cel putin la MSLN de macac si/sau al doilea domeniu de legare care
se leaga la CD3 uman de pe suprafata unei celule T se leaga, de asemenea, cel putin la
CD3 de macac. Un macac preferat este Macaca fascicularis. Macaca mulatta (Rhesus)

este de asemenea avut in vedere.
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intr-un aspect al inventiei, primul domeniu de legare se leaga la MSLN umana si
in plus se leaga la MSLN de macac, cum ar fi MSLN de Macaca fascicularis, si mai
preferabil, la MSLN de macac exprimat pe celulele de macac de suprafatd. O MSLN
preferatda de Macaca fascicularis este descrisa in SECV ID NR: 234. Afinitatea primului
domeniu de legare pentru MSLN de macac este, de preferinta, <15 nM, mai preferabil
<10 nM, chiar mai preferabil <5 nM, chiar mai preferabil <1 nM, chiar mai preferabil < 05
nM, chiar mai preferabil <0,1 nM, si cel mai preferabil 0,05 nM sau chiar <0,01 nM.

De preferinta, decalajul de afinitate al constructelor de anticorpi conform inventiei
pentru legarea MSLN de macac fatd de MSLN umana [ma MSLN:hu MSLN] (dupa cum
s-a determinat de ex. prin BiaCore sau prin analiza Scatchard) este <100, preferabil <20,
mai preferabil <15, in continuare preferabil <10, chiar mai preferabil <8, mai preferabil <6
si cel mai preferabil <2. Intervalele preferate pentru decalajul de afinitate al constructelor
de anticorpi conform inventiei pentru legarea MSLN de macac fatda de MSLN umana sunt
intre 0,1 si 20, mai preferabil intre 0,2 si 10, chiar mai preferabil intre 0,3 si 6, chiar mai
preferabil intre 0,5 si 3 sau intre 0,5 si 2,5 si cel mai preferabil intre 0,5 si 2 sau intre 0,6
si 2. A se vedea Exemplele 3.

Prin urmare, in conformitate cu aceasta inventie, sunt preferate constructe de
anticorpi care cuprind un liant MSLN pentru clusterul de epitop 2+3, care se arata ca au
un decalaj de afinitate <15. Tn plus, sunt preferate constructe de anticorpi care cuprind un
liant MSLN pentru clusterul de epitop 2+3 avand un decalaj de afinitate <6, cum ar fi
constructe de anticorpi bispecifici pe baza de MS-3, MS-4 sau MS-5.

Intr-un exemplu de realizare a constructului de anticorp conform inventiei, al doilea
domeniu de legare se leaga la epsilon CD3 uman si la epsilon CD3 de Callithrix jacchus,
Saguinus Oedipus sau Saimiri sciureus. De preferinta, al doilea domeniu de legare se
leaga de un epitop extracelular al acestor lanturi epsilon CD3. Este avut in vedere, de
asemenea, ca al doilea domeniu de legare se leaga la un epitop extracelular al lantului
epsilon CD3 uman si al Macaca. Cel mai preferat epitop al epsilon CD3 este cuprins in
resturile de aminoacizi 1-27 din domeniul extracelular epsilon CD3 uman. Chiar mai
specific, epitopul cuprinde cel putin secventa de aminoacizi GIn-Asp-Gly-Asn-Glu.
Callithrix jacchus si Saguinus oedipus sunt ambele primate din lumea noua apartinand
familiei de Callitrichidae, in timp ce Saimiri sciureus este o primata din lumea noua

apartinand familiei de Cebidae.
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Este de preferat in special pentru constructul de anticorp din prezenta inventie ca
al doilea domeniu de legare care se leaga la CD3 uman pe suprafata unei celule T sa
cuprinda o regiune VL care cuprinde CDR-L1, CDR-L2 si CDR-L3 selectate dintre:

(a) CDR-L1 cum s-a descris in SECV ID NR: 27 din WO 2008/119567,
CDR-L2 cum s-a descris in SECV ID NR: 28 din WO 2008/119567 si CDR-
L3 cum s-a descris in SECV ID NR: 29 din WO 2008/119567;

(b) CDR-L1 cum s-a descris in SECV ID NR: 117 din WO 2008/119567,
CDR-L2 cum s-a descris in SECV ID NR: 118 din WO 2008/119567 si CDR-
L3 cum s-a descris in SECV ID NR: 119 din WO 2008/119567; si

(c) CDR-L1 cum s-a descris in SECV ID NR: 153 din WO 2008/119567,
CDR-L2 cum s-a descris in SECV ID NR: 154 din WO 2008/119567 si CDR-
L3 cum s-a descris in SECV ID NR: 155 din WO 2008/119567.

Intr-un exemplu de realizare preferat alternativ al constructului de anticorp din
prezenta inventie, al doilea domeniu de legare care se leaga la CD3 uman pe suprafata
unei celule T cuprinde o regiune VH care cuprinde CDR-H 1, CDR-H2 si CDR-H3
selectate dintre:

(a) CDR-H1 cum s-a descris in SECV ID NR: 12 din WO 2008/119567,
CDR-H2 cum s-a descris in SECV ID NR: 13 din WO 2008/119567 si CDR-
H3 cum s-a descris in SECV ID NR: 14 din WO 2008/119567;

(b) CDR-H1 cum s-a descris in SECV ID NR: 30 din WO 2008/119567,
CDR-H2 cum s-a descris in SECV ID NR: 31 din WO 2008/119567 si CDR-
H3 cum s-a descris in SECV ID NR: 32 din WO 2008/119567;

(c) CDR-H1 cum s-a descris in SECV ID NR: 48 din WO 2008/119567,
CDR-H2 cum s-a descris in SECV ID NR: 49 din WO 2008/119567 si CDR-
H3 cum s-a descris in SECV ID NR: 50 din WO 2008/119567;

(d) CDR-H1 cum s-a descris in SECV ID NR: 66 din WO 2008/119567,
CDR-H2 cum s-a descris in SECV ID NR: 67 din WO 2008/119567 si CDR-
H3 cum s-a descris in SECV ID NR: 68 din WO 2008/119567;

(e) CDR-H1 cum s-a descris in SECV ID NR: 84 din WO 2008/119567,
CDR-H2 cum s-a descris in SECV ID NR: 85 din WO 2008/119567 si CDR-
H3 cum s-a descris in SECV ID NR: 86 din WO 2008/119567,

() CDR-H1 cum s-a descris in SECV ID NR: 102 din WO 2008/119567,
CDR-H2 cum s-a descris in SECV ID NR: 103 din WO 2008/119567 si
CDR-H3 cum s-a descris in SECV ID NR: 104 din WO 2008/119567;
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(g) CDR-H1 cum s-a descris in SECV ID NR: 120 din WO 2008/119567,
CDR-H2 cum s-a descris in SECV ID NR: 121 din WO 2008/119567 si
CDR-H3 cum s-a descris in SECV ID NR: 122 din WO 2008/119567;

(h) CDR-H1 cum s-a descris in SECV ID NR: 138 din WO 2008/119567,
CDR-H2 cum s-a descris in SECV ID NR: 139 din WO 2008/119567 si
CDR-H3 cum s-a descris in SECV ID NR: 140 din WO 2008/119567;

(i) CDR-H1 cum s-a descris in SECV ID NR: 156 din WO 2008/119567,
CDR-H2 cum s-a descris in SECV ID NR: 157 din WO 2008/119567 si
CDR-H3 cum s-a descris in SECV ID NR: 158 din WO 2008/119567; si

() CDR-H1 cum s-a descris in SECV ID NR: 174 din WO 2008/119567,
CDR-H2 cum s-a descris in SECV ID NR: 175 din WO 2008/119567 si
CDR-H3 cum s-a descris in SECV ID NR: 176 din WO 2008/119567.

in plus, pentru constructul de anticorp din prezenta inventie este de preferat ca al
doilea domeniu de legare care se leaga la CD3 uman pe suprafata unei celule T sa
cuprinda o regiune VL selectata din grupul constand dintr-o regiune VL cum s-a descris
in SECV ID NR: 18, SECV ID NR: 27, SECV ID NR: 36, SECV ID NR: 45, SECV ID NR:
54, SECV ID NR: 63, SECV ID NR: 72, SECV ID NR: 81, SECV ID NR: 90, SECV ID NR:
99, si SECV ID NR: 102 (a se vedea, de asemenea, SECV ID NR: 35, 39, 125, 129, 161
sau 165 din WO 2008/119567).

Este de preferat ca al doilea domeniu de legare care se leaga la CD3 uman pe
suprafata unei celule T s& cuprinda o regiune VH selectata din grupul constand dintr-o
regiune VH cum s-a descris in SECV ID NR: 17, SECV ID NR: 26, SECV ID NR: 35,
SECV ID NR: 44, SECV ID NR: 53, SECV ID NR: 62, SECV ID NR: 71, SECV ID NR: 80,
SECV ID NR: 89, SECV ID NR: 98, si SECV ID NR: 101 (a se vedea, de asemenea,
SECV ID NR: 15, 19, 33, 37, 51, 55, 69, 73, 87, 91, 105, 109, 123, 127, 141, 145, 159,
163, 177 sau 181 din WO 2008/119567).

Mai preferabil, constructul de anticorp din prezenta inventie este caracterizat de al
doilea domeniu de legare care se leaga la CD3 uman pe suprafata unei celule T
cuprinzand o regiune VL si o regiune VH selectata din grupul constand din:

(@) o regiune VL cum s-a descris in SECV ID NR: 17 sau 21 din WO
2008/119567 si o regiune VH cum s-a descris in SECV ID NR: 15 sau 19
din WO 2008/119567;



e 2018 0567

(b) o regiune VL cum s-a descris in SECV ID NR: 35 sau 39 din WO
2008/119567 si o regiune VH cum s-a descris in SECV ID NR: 33 sau 37
din WO 2008/119567;

(c) o regiune VL cum s-a descris in SECV ID NR: 53 sau 57 din WO
2008/119567 si o regiune VH cum s-a descris in SECV ID NR: 51 sau 55
din WO 2008/119567;

(d) o regiune VL cum s-a descris in SECV ID NR: 71 sau 75 din WO
2008/119567 si o regiune VH cum s-a descris in SECV ID NR: 69 sau 73
din WO 2008/119567;

(e) o regiune VL cum s-a descris in SECV ID NR: 89 sau 93 din WO
2008/119567 si o regiune VH cum s-a descris in SECV ID NR: 87 sau 91
din WO 2008/119567;

(f) o regiune VL cum s-a descris in SECV ID NR: 107 sau 111 din WO
2008/119567 si o regiune VH cum s-a descris in SECV ID NR: 105 sau 109
din WO 2008/119567;

(g) o regiune VL cum s-a descris in SECV ID NR: 125 sau 129 din WO
2008/119567 si o regiune VH cum s-a descris in SECV ID NR: 123 sau 127
din WO 2008/119567;

(h) o regiune VL cum s-a descris in SECV ID NR: 143 sau 147 din WO
2008/119567 si o regiune VH cum s-a descris in SECV ID NR: 141 sau 145
din WO 2008/119567;

(i) o regiune VL cum s-a descris in SECV ID NR: 161 sau 165 din WO
2008/119567 si o regiune VH cum s-a descris in SECV ID NR: 159 sau 163
din WO 2008/119567; si

() o regiune VL cum s-a descris in SECV ID NR: 179 sau 183 din WO
2008/119567 si o regiune VH cum s-a descris in SECV ID NR: 177 sau 181
din WO 2008/119567.

De asemenea, preferat in legatura cu constructul de anticorp din prezenta inventie

este un al doilea domeniu de legare care se leaga la CD3 uman pe suprafata unei celule

T cuprinzand o regiune VL cum s-a descris in SECV ID NR: 102 si o regiune VH cum s-

a descris SECV ID NR: 101.

Conform unui exemplu de realizare preferat al constructului de

anticorp din

prezenta inventie, domeniile de legare si in special al doilea domeniu de legare (care se

leaga la CD3 uman pe suprafata unei celule T) au urmatorul format: Perechile de regiuni
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VH si regiuni VL sunt in formatul unui anticorp cu un singur lant (scFv). Regiunile VH si
VL sunt aranjate in ordinea VH-VL sau VL-VH. Este de preferat ca regiunea VH sa fie
pozitionata N-terminal la o secventa linker, si regiunea VL sa fie pozitionata C-terminal la
o secventa linker.

Un exemplu de realizare preferat al constructului de anticorp descris mai sus din
prezenta inventie este caracterizat prin al doilea domeniu de legare care se leaga la CD3
uman pe suprafata unei celule T cuprinzédnd o secventa de aminoacizi selectata din
grupul constand din SECV ID NR: 19, SECV ID NR: 28, SECV ID NR: 37, SECV ID NR:
46, SECV ID NR: 55, SECV ID NR: 64, SECV ID NR: 73, SECV ID NR: 82, SECV ID NR:
91, SECV ID NR: 100, si SECV ID NR: 103 (a se vedea, de asemenea, SECV ID NR: 23,
25,41, 43,59, 61, 77, 79, 95, 97, 113, 115, 131, 133, 149, 151, 167, 169, 185 sau 187
din WO 2008/119567).

Este avut in vedere, de asemenea, ca constructul de anticorp conform inventiei
are, in plus fata de functia sa de a se lega la moleculele tinta MSLN si CD3, o functie
suplimentara. In acest format, constructul de anticorp este un construct de anticorp
trifunctional sau multifunctional prin tintirea celulelor tinta prin legarea la MSLN, medierea
activitatii celulelor T citotoxice prin legarea CD3 si furnizarea unei functii suplimentare,
cum ar fi un domeniu constant Fc complet functional care mediaza citotoxicitatea celulara
dependenta de anticorp prin recrutarea de celule efectoare, cum ar fi celulele NK, o
eticheta (fluorescenta etc.), un agent terapeutic, cum ar fi o toxina sau un radionuclid
si/sau mijloace de crestere a timpului de Tnjumatatire plasmatica etc.

Exemple de mijloace de crestere a timpului de injumatatire plasmatica a
constructelor de anticorpi conform inventiei includ peptide, proteine sau domenii de
proteine, care sunt fuzionate sau atasate in alt mod la constructele de anticorpi. Grupul
de peptide, proteine sau domenii proteice include peptide care se leaga la alte proteine
cu profil farmacocinetic preferat in corpul uman, cum ar fi aloumina serica (a se vedea
WO 2009/127691). Un concept alternativ al unor astfel de peptide care extind timpul de
injumatatire include peptidele care se leaga de receptorul Fc neonatal (FCRn, a se vedea
WO 2007/098420), care poate fi de asemenea utilizat in constructele prezentei inventii.
Conceptul de atasare a unor domenii mai mari de proteine sau proteine complete include
de ex. fuziunea albuminei serice umane, a variantelor sau mutantilor de albumina serica
umana (a se vedea WO 2011/051489, WO 2012/059486, WO 2012/150319, WO
2013/135896, WO 2014/072481, WO 2013/075066) sau domenii ale acestora precum si

fuziunea regiunii constante a imunoglobulinelor (domenii Fc) si variante ale acestora.
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Astfel de variante ale domeniilor Fc pot fi optimizate/modificate pentru a permite
imperecherea dorita de dimeri sau multimeri, pentru a elimina legarea receptorului Fc (de
exemplu, receptorul Fcy) sau din alte motive. Un alt concept cunoscut in domeniu pentru
a prelungi timpul de injumatatire al compusilor proteici mici din corpul uman este
pegilarea acelor compusi, cum ar fi constructul de anticorp din prezenta inventie.
Intr-un exemplu de realizare preferat, constructul de anticorp conform inventiei
este descris dupa cum urmeaza:
(a) o polipeptida cuprinzand in urmatoarea ordine incepand de la capatul
N-terminal:
o o polipeptida avand o secventa de aminoacizi selectata din
grupul constand din SECV ID NR: 169, SECV ID NR: 179, SECV ID NR:
189, SECV ID NR: 199, si SECV ID NR: 209,;

o un linker peptidic avand o secventa de aminoacizi selectata
din grupul constand din SECV ID NR: 1-9; si
o 0 polipeptida avand o secventa de aminoacizi selectata din

grupul constand din SECV ID NR: 19, SECV ID NR: 28, SECV ID NR: 37,
SECV ID NR: 46, SECV ID NR: 55, SECV ID NR: 64, SECV ID NR: 73,
SECV ID NR: 82, SECV ID NR: 91, SECV ID NR: 100, si SECV ID NR: 103;

Si

o optional, o eticheta His, cum ar fi cea descrisa in SECV ID NR
10;
(b) o polipeptida cuprinzand in urmatoarea ordine pornind de la capatul N-
terminal:

o o polipeptida avand o secventa de aminoacizi selectata din

grupul constand din SECV ID NR: 169, SECV ID NR: 179, SECV ID NR:
189, SECV ID NR: 199, si SECV ID NR: 209;

o un linker peptidic avand o secventa de aminoacizi selectata
din grupul constand din SECV ID NR: 1-9;
o o polipeptida avand o secventa de aminoacizi selectata din

grupul constand din SECV ID NR: 19, SECV ID NR: 28, SECV ID NR: 37,
SECV ID NR: 46, SECV ID NR: 55, SECV ID NR: 64, SECV ID NR: 73,
SECV ID NR: 82, SECV ID NR: 91, SECV ID NR: 100, si SECV ID NR: 103;

o optional, un linker peptidic avand o secventa de aminoacizi
selectata din grupul constand din SECV ID NR: 1-9;
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o o polipeptida avand o secventa de aminoacizi selectata din
grupul constand din SECV ID NR: 104-134; si

o optional, o eticheta His, cum ar fi cea descrisa in SECV ID NR
10;
(c) o polipeptida cuprinzand in urmatoarea ordine incepand de la capatul
N-terminal:

o 0 polipeptida avand secventa de aminoacizi
QRFVTGHFGGLX1PANG (SECV ID NR: 135) unde X1 este Y sau H; si

o o polipeptida avand o secventa de aminoacizi selectata din

grupul constand din SECV ID NR: 169, SECV ID NR: 179, SECV ID NR:
189, SECV ID NR: 199, si SECV ID NR: 209;

o un linker peptidic avand o secventa de aminoacizi selectata
din grupul constand din SECV ID NR: 1-9;
o 0 polipeptida avand o secventd de aminoacizi selectata din

grupul constand din SECV ID NR: 19, SECV ID NR: 28, SECV ID NR: 37,
SECV ID NR: 46, SECV ID NR: 55, SECV ID NR: 64, SECV ID NR: 73,
SECV ID NR: 82, SECV ID NR: 91, SECV ID NR: 100, si SECV ID NR: 103;

o o polipeptida avand o secventd de aminoacizi
QRFVTGHFGGLHPANG (SECV ID NR: 137) sau
QRFCTGHFGGLHPCNG (SECV ID NR: 139); si

o optional, o eticheta His, cum ar fi cea descrisa in SECV ID NR
10;

(d) o polipeptida cuprinzand in urmatoarea ordine incepand de la capatul
N-terminal
o o polipeptida avand o secventd de aminoacizi selectata din

grupul constand din SECV ID NR: 17, SECV ID NR: 26, SECV ID NR: 35,
SECV ID NR: 44, SECV ID NR: 53, SECV ID NR: 62, SECV ID NR: 71,
SECV ID NR: 80, SECV ID NR: 89, SECV ID NR: 98, si SECV ID NR: 101;

o un linker peptidic avand secventa de aminoacizi descrisa in
SECV ID NR: 8;
o o polipeptida avand o secventa de aminoacizi selectata din

grupul constand din SECV ID NR: 168, SECV ID NR: 178, SECV ID NR:
188, SECV ID NR: 198, si SECV ID NR: 208 si un reziduu de serina la

capatul C-terminal;
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o o polipeptida avand secventa de aminoacizi descrisa in SECV
ID NR: 140; si
o 0 polipeptida cuprinzand in urmatoarea ordine incepand de la

capatul N-terminal:
. o polipeptida avand o secventa de aminoacizi selectata
din grupul constand din SECV ID NR: 167, SECV ID NR: 177, SECV
ID NR: 187, SECV ID NR: 197, si SECV ID NR: 207,

. un linker peptidic avand secventa de aminoacizi
descrisa in SECV ID NR: 8;
. o polipeptida avand o secventa de aminoacizi selectata

din grupul constand din SECV ID NR: 18, SECV ID NR: 27, SECV

ID NR: 36, SECV ID NR: 45, SECV ID NR: 54, SECV ID NR: 63,

SECV ID NR: 72, SECV ID NR: 81, SECV ID NR: 90, SECV ID NR:

99, si SECV ID NR: 102 si un reziduu de serina la capatul C-terminal;

. o polipeptida avand secventa de aminoacizi descrisa

in SECV ID NR: 141;

(e) o polipeptida cuprinzand in urmatoarea ordine incepand de la capatul
N-terminal:

o 0 polipeptida avand o secventa de aminoacizi selectata din
grupul constand din SECV ID NR: 17, SECV ID NR: 26, SECV ID NR: 35,
SECV ID NR: 44, SECV ID NR: 53, SECV ID NR: 62, SECV ID NR: 71,
SECV ID NR: 80, SECV ID NR: 89, SECV ID NR: 98, si SECV ID NR: 101;

o un linker peptidic avand secventa de aminoacizi descrisa in
SECV ID NR: 8;
o o polipeptida avand o secventd de aminoacizi selectata din

grupul constand din SECV ID NR: 168, SECV ID NR: 178, SECV ID NR:
188, SECV ID NR: 198, si SECV ID NR: 208;

o o polipeptida avand secventa de aminoacizi descrisa in SECV
ID NR: 142; si
o 0 polipeptida cuprinzand in urmatoarea ordine incepand de la

capatul N-terminal:
. o polipeptida avand o secventa de aminoacizi selectata
din grupul constand din SECV ID NR: 167, SECV ID NR: 177, SECV
ID NR: 187, SECV ID NR: 197, si SECV ID NR: 207,
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. un linker peptidic avand o secventd de aminoacizi

descrisa in SECV ID NR: 8;

. o polipeptida avand o secventa de aminoacizi selectata
din grupul constand din SECV ID NR: 18, SECV ID NR: 27, SECV

ID NR: 36, SECV ID NR: 45, SECV ID NR: 54, SECV ID NR: 63,

SECV ID NR: 72, SECV ID NR: 81, SECV ID NR: 90, SECV ID NR:

99, si SECV ID NR: 102 si un reziduu de serina la capatul C-terminal,

. o polipeptida avand secventa de aminoacizi descrisa

in SECV ID NR: 143;

(f) o polipeptida cuprinzand in urmatoarea ordine incepand de la capatul N-
terminal:

o 0 polipeptida avand o secventa de aminoacizi selectata din
grupul constand din SECV ID NR: 169, SECV ID NR: 179, SECV ID NR:
189, SECV ID NR: 199, si SECV ID NR: 209;

o un linker peptidic avand o secventa de aminoacizi selectata
din grupul constand din SECV ID NR: 1-9; si

o 0 polipeptida avand o secventd de aminoacizi selectata din
grupul constand din SECV ID NR: 19, SECV ID NR: 28, SECV ID NR: 37,
SECV ID NR: 46, SECV ID NR: 55, SECV ID NR: 64, SECV ID NR: 73,
SECV ID NR: 82, SECV ID NR: 91, SECV ID NR: 100, si SECV ID NR: 103;

Si

o o polipeptida avand secventa de aminoacizi descrisa in SECV
ID NR: 144; si

o o polipeptida avand secventa de aminoacizi descrisa in SECV
ID NR: 145;
(g) o polipeptida cuprinzand in urmatoarea ordine incepand de la capatul
N-terminal:

o o polipeptida avand o secventa de aminoacizi selectata din

grupul constand din SECV ID NR: 169, SECV ID NR: 179, SECV ID NR:
189, SECV ID NR: 199, si SECV ID NR: 209; si

o o polipeptida avand secventa de aminoacizi descrisa in SECV
ID NR: 146; si
o 0 polipeptida cuprinzand in urmatoarea ordine incepand de la

capatul N-terminal:
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. o polipeptida avand o secventa de aminoacizi selectata
din grupul constand din SECV ID NR: 19, SECV ID NR: 28, SECV
ID NR: 37, SECV ID NR: 46, SECV ID NR: 55, SECV ID NR: 64,
SECV ID NR: 73, SECV ID NR: 82, SECV ID NR: 91, SECV ID NR:
100, si SECV ID NR: 103; si
. o polipeptida avand secventa de aminoacizi descrisa
in SECV ID NR: 147,
(h) o polipeptida cuprinzand in urmatoarea ordine incepand de la capatul
N-terminal:
o o polipeptida avand o secventa de aminoacizi selectata din
grupul constand din SECV ID NR: 169, SECV ID NR: 179, SECV ID NR:
189, SECV ID NR: 199, si SECV ID NR: 209; si

o o polipeptida avand secventa de aminoacizi descrisa in SECV
ID NR: 148; si
o 0 polipeptida cuprinzand in urmatoarea ordine incepand de la

capatul N-terminal:
. o polipeptida avand o secventa de aminoacizi selectata
din grupul constand din SECV ID NR: 19, SECV ID NR: 28, SECV
ID NR: 37, SECV ID NR: 46, SECV ID NR: 55, SECV ID NR: 64,
SECV ID NR: 73, SECV ID NR: 82, SECV ID NR: 91, SECV ID NR:
100, si SECV ID NR: 103; si
. o polipeptida avand secventa de aminoacizi descrisa
in SECV ID NR: 149; sau
(i) o polipeptida cuprinzand in urmatoarea ordine incepand de la capatul N-
terminal:
o o0 polipeptida avand o secventd de aminoacizi selectata din
grupul constand din SECV ID NR: 169, SECV ID NR: 179, SECV ID NR:
189, SECV ID NR: 199, si SECV ID NR: 209;

o un linker peptidic avand o secventa de aminoacizi selectata
din grupul constand din SECV ID NR: 1-9; si
o o polipeptida avand o secventa de aminoacizi selectata din

grupul constand din SECV ID NR: 19, SECV ID NR: 28, SECV ID NR: 37,
SECV ID NR: 46, SECV ID NR: 55, SECV ID NR: 64, SECV ID NR: 73,
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SECV ID NR: 82, SECV ID NR: 91, SECV ID NR: 100, si SECV ID NR: 103;
Si

o o polipeptida avand secventa de aminoacizi descrisa in SECV
ID NR: 150.

De asemenea, aici sunt dezvaluite constructe de anticorpi descrise dupa cum

urmeaza:

(a) o polipeptida cuprinzand in urmatoarea ordine incepand de la capatul
N-terminal:

o o polipeptida avand o secventa de aminoacizi selectata din
grupul constand din SECV ID NR: 159, SECV ID NR: 219, si SECV ID NR:
229;

o un linker peptidic avand o secventa de aminoacizi selectata
din grupul constand din SECV ID NR: 1-9; si
o 0 polipeptida avand o secventd de aminoacizi selectata din

grupul constand din SECV ID NR: 19, SECV ID NR: 28, SECV ID NR: 37,
SECV ID NR: 46, SECV ID NR: 55, SECV ID NR: 64, SECV ID NR: 73,
SECV ID NR: 82, SECV ID NR: 91, SECV ID NR: 100, si SECV ID NR: 103;

Si

o optional, o eticheta His, cum ar fi cea descrisa in SECV ID NR
10;
(b) o polipeptida cuprinzand in urmatoarea ordine pornind de la capatul N-
terminal:

o o polipeptida avand o secventa de aminoacizi selectata din

grupul constand din SECV ID NR: 159, SECV ID NR: 219, si SECV ID NR:
229;

o un linker peptidic avand o secventa de aminoacizi selectata
din grupul constand din SECV ID NR: 1-9;
o o polipeptida avand o secventa de aminoacizi selectata din

grupul constand din SECV ID NR: 19, SECV ID NR: 28, SECV ID NR: 37,
SECV ID NR: 46, SECV ID NR: 55, SECV ID NR: 64, SECV ID NR: 73,
SECV ID NR: 82, SECV ID NR: 91, SECV ID NR: 100, si SECV ID NR: 103;

o optional, un linker peptidic avand o secventa de aminoacizi
selectata din grupul constand din SECV ID NR: 1-9;
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o o polipeptida avand o secventa de aminoacizi selectata din
grupul constand din SECV ID NR: 104-134; si

o optional, o eticheta His, cum ar fi cea descrisa in SECV ID NR
10;
(c) o polipeptida cuprinzand in urmatoarea ordine incepand de la capatul
N-terminal:

o 0 polipeptida avand secventa de aminoacizi
QRFVTGHFGGLX1PANG (SECV ID NR: 135) unde X1 este Y sau H; si

o o polipeptida avand o secventa de aminoacizi selectata din

grupul constand din SECV ID NR: 159, SECV ID NR: 219, si SECV ID NR:
229;

o un linker peptidic avand o secventa de aminoacizi selectata
din grupul constand din SECV ID NR: 1-9;
o 0 polipeptida avand o secventd de aminoacizi selectata din

grupul constand din SECV ID NR: 19, SECV ID NR: 28, SECV ID NR: 37,
SECV ID NR: 46, SECV ID NR: 55, SECV ID NR: 64, SECV ID NR: 73,
SECV ID NR: 82, SECV ID NR: 91, SECV ID NR: 100, si SECV ID NR: 103;

o o polipeptida avand o secventd de aminoacizi
QRFVTGHFGGLHPANG (SECV ID NR: 137) sau
QRFCTGHFGGLHPCNG (SECV ID NR: 139); si

o optional, o eticheta His, cum ar fi cea descrisa in SECV ID NR
10;

(d) o polipeptida cuprinzand in urmatoarea ordine incepand de la capatul
N-terminal
o o polipeptida avand o secventd de aminoacizi selectata din

grupul constand din SECV ID NR: 17, SECV ID NR: 26, SECV ID NR: 35,
SECV ID NR: 44, SECV ID NR: 53, SECV ID NR: 62, SECV ID NR: 71,
SECV ID NR: 80, SECV ID NR: 89, SECV ID NR: 98, si SECV ID NR: 101;

o un linker peptidic avand secventa de aminoacizi descrisa in
SECV ID NR: 8;
o o polipeptida avand o secventa de aminoacizi selectata din

grupul constand din SECV ID NR: 158, SECV ID NR: 218, si SECV ID NR:

228 si un reziduu de serina la capatul C-terminal;
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o o polipeptida avand secventa de aminoacizi descrisa in SECV
ID NR: 140; si
o 0 polipeptida cuprinzand in urmatoarea ordine incepand de la

capatul N-terminal:
. o polipeptida avand o secventa de aminoacizi selectata
din grupul constand din SECV ID NR: 157, SECV ID NR: 217, si
SECV ID NR: 227,

. un linker peptidic avand secventa de aminoacizi
descrisa in SECV ID NR: 8;
. o polipeptida avand o secventa de aminoacizi selectata

din grupul constand din SECV ID NR: 18, SECV ID NR: 27, SECV

ID NR: 36, SECV ID NR: 45, SECV ID NR: 54, SECV ID NR: 63,

SECV ID NR: 72, SECV ID NR: 81, SECV ID NR: 90, SECV ID NR:

99, si SECV ID NR: 102 si un reziduu de serina la capatul C-terminal;

. o polipeptida avand secventa de aminoacizi descrisa

in SECV ID NR: 141;

(e) o polipeptida cuprinzand in urmatoarea ordine incepand de la capatul
N-terminal:

o 0 polipeptida avand o secventa de aminoacizi selectata din
grupul constand din SECV ID NR: 17, SECV ID NR: 26, SECV ID NR: 35,
SECV ID NR: 44, SECV ID NR: 53, SECV ID NR: 62, SECV ID NR: 71,
SECV ID NR: 80, SECV ID NR: 89, SECV ID NR: 98, si SECV ID NR: 101;

o un linker peptidic avand secventa de aminoacizi descrisa in
SECV ID NR: 8;
o o polipeptida avand o secventd de aminoacizi selectata din

grupul constand din SECV ID NR: 158, SECV ID NR: 218, si SECV ID NR:
228;

o o polipeptida avand secventa de aminoacizi descrisa in SECV
ID NR: 142; si
o 0 polipeptida cuprinzand in urmatoarea ordine incepand de la

capatul N-terminal:
. o polipeptida avand o secventa de aminoacizi selectata
din grupul constand din SECV ID NR: 157, SECV ID NR: 217, si
SECV ID NR: 227;



e 2018 0567

. un linker peptidic avand o secventd de aminoacizi
descrisa in SECV ID NR: 8;
. o polipeptida avand o secventa de aminoacizi selectata
din grupul constand din SECV ID NR: 18, SECV ID NR: 27, SECV
ID NR: 36, SECV ID NR: 45, SECV ID NR: 54, SECV ID NR: 63,
SECV ID NR: 72, SECV ID NR: 81, SECV ID NR: 90, SECV ID NR:
99, si SECV ID NR: 102 si un reziduu de serina la capatul C-terminal,
. o polipeptida avand secventa de aminoacizi descrisa
in SECV ID NR: 143;
(f) o polipeptida cuprinzand in urmatoarea ordine incepand de la capatul N-
terminal:
o 0 polipeptida avand o secventa de aminoacizi selectata din
grupul constand din SECV ID NR: 159, SECV ID NR: 219, si SECV ID NR:
229;

o un linker peptidic avand o secventa de aminoacizi selectata
din grupul constand din SECV ID NR: 1-9; si
o 0 polipeptida avand o secventd de aminoacizi selectata din

grupul constand din SECV ID NR: 19, SECV ID NR: 28, SECV ID NR: 37,
SECV ID NR: 46, SECV ID NR: 55, SECV ID NR: 64, SECV ID NR: 73,
SECV ID NR: 82, SECV ID NR: 91, SECV ID NR: 100, si SECV ID NR: 103;

Si

o o polipeptida avand secventa de aminoacizi descrisa in SECV
ID NR: 144; si

o o polipeptida avand secventa de aminoacizi descrisa in SECV
ID NR: 145;
(g) o polipeptida cuprinzand in urmatoarea ordine incepand de la capatul
N-terminal:

o o polipeptida avand o secventa de aminoacizi selectata din

grupul constand din SECV ID NR: 159, SECV ID NR: 219, si SECV ID NR:
229; si

o o polipeptida avand secventa de aminoacizi descrisa in SECV
ID NR: 146; si
o 0 polipeptida cuprinzand in urmatoarea ordine incepand de la

capatul N-terminal:
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. o polipeptida avand o secventa de aminoacizi selectata
din grupul constand din SECV ID NR: 19, SECV ID NR: 28, SECV
ID NR: 37, SECV ID NR: 46, SECV ID NR: 55, SECV ID NR: 64,
SECV ID NR: 73, SECV ID NR: 82, SECV ID NR: 91, SECV ID NR:
100, si SECV ID NR: 103; si
. o polipeptida avand secventa de aminoacizi descrisa
in SECV ID NR: 147,
(h) o polipeptida cuprinzand in urmatoarea ordine incepand de la capatul
N-terminal:
o o polipeptida avand o secventa de aminoacizi selectata din
grupul constand din SECV ID NR: 159, SECV ID NR: 219, si SECV ID NR:
229; si

o o polipeptida avand secventa de aminoacizi descrisa in SECV
ID NR: 148; si
o 0 polipeptida cuprinzand in urmatoarea ordine incepand de la

capatul N-terminal:
. o polipeptida avand o secventa de aminoacizi selectata
din grupul constand din SECV ID NR: 19, SECV ID NR: 28, SECV
ID NR: 37, SECV ID NR: 46, SECV ID NR: 55, SECV ID NR: 64,
SECV ID NR: 73, SECV ID NR: 82, SECV ID NR: 91, SECV ID NR:
100, si SECV ID NR: 103; si
. o polipeptida avand secventa de aminoacizi descrisa
in SECV ID NR: 149; sau
(i) o polipeptida cuprinzand in urmatoarea ordine incepand de la capatul N-
terminal:
o o0 polipeptida avand o secventd de aminoacizi selectata din
grupul constand din SECV ID NR: 159, SECV ID NR: 219, si SECV ID NR:
229;

o un linker peptidic avand o secventa de aminoacizi selectata
din grupul constand din SECV ID NR: 1-9; si
o o polipeptida avand o secventa de aminoacizi selectata din

grupul constand din SECV ID NR: 19, SECV ID NR: 28, SECV ID NR: 37,
SECV ID NR: 46, SECV ID NR: 55, SECV ID NR: 64, SECV ID NR: 73,
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SECV ID NR: 82, SECV ID NR: 91, SECV ID NR: 100, si SECV ID NR: 103;
Si

o o polipeptida avand secventa de aminoacizi descrisa in SECV
ID NR: 150.

Dupa cum s-a descris mai sus, mai multe constructe de anticorpi preferate ale
inventiei sunt modificate prin fuziune cu un alt fragment, cum ar fi albumina sau variante
de albumina. Daca aceste constructe de fuziune sunt caracterizate pentru proprietatile
lor, in special afinitatea tinta sau activitatea citotoxica, persoana de specialitate va fi
constientd de faptul ca constructele de fuziune similare sau constructele de anticorpi
bispecifici nemodificate pot fi de asteptat sa aiba proprietati similare (sau chiar mai bune).
De exemplu, daca un construct de anticorp bispecific fuzionat cu albumina are o activitate
citotoxica apreciabila sau de dorit sau o afinitate tinta, poate fi de asteptat ca o activitate
citotoxica/afinitate tinta identica/similara sau chiar mai mare sa fie observata pentru
constructul fara albumina.

Conform unui alt exemplu de realizare preferat, constructul de anticorp bispecific
al inventiei cuprinde (in plus fata de cele doua domenii de legare) un al treilea domeniu
care cuprinde doi monomeri polipeptidici, fiecare cuprinzand o balama, un domeniu CH2
si un domeniu CHS3, Tn care respectivele doua polipeptide (sau monomeri polipeptidici)
sunt fuzionate una cu cealalta prin intermediul unui linker peptidic. De preferinta, al treilea
domeniu cuprinde intr-o ordine N- la C-terminal: balama-CH2-CH3-linker-balama-CH2-
CH3. Secventele de aminoacizi preferate pentru al treilea domeniu mentionat sunt
descrise in SECV ID NR: 260-267. Fiecare dintre doi monomeri polipeptidici mentionati
are, de preferinta, o secventa de aminoacizi care este selectata din grupul constand din
SECV ID NR: 252-259, sau care este cel putin 90% identica cu acele secvente. Intr-un
alt exemplu de realizare preferat, primul si al doilea domeniu de legare a constructului de
anticorp bispecific al inventiei sunt fuzionate cu al treilea domeniu printr-un linker peptidic
care este, de exemplu, selectat din grupul constand din SECV ID NR.: 1, 2, 3,4, 5, 6, 7,
8si9.

In conformitate cu prezenta inventie, o ,balama” este o regiune balama IgG.
Aceasta regiune poate fi identificata prin analogie folosind numerotarea Kabat, a se
vedea pozitiile 223-243 Kabat. in conformitate cu cele de mai sus, cerinta minima pentru
0 ,balama” sunt reziduurile de aminoacizi corespunzatoare intinderii IgG1 de la D231 la
P243 conform numerotarii Kabat. Termenii CH2 si CH3 se refera la regiunile constante 2

si 3 ale lantului greu al imunoglobulinei. Aceste regiuni pot fi, de asemenea, identificate
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prin analogie folosind numerotarea Kabat, a se vedea pozitile Kabat 244-360 pentru CH2
si pozitile Kabat 361-478 pentru CH3. Se intelege ca exista o oarecare variatie intre
imunoglobuline in ceea ce priveste regiunea lor Fc I1gG1, regiunea Fc 19Gz, regiunea Fc
lgGs, regiunea Fc 1gGa, regiunea Fc IgM, regiunea Fc IgA, regiunea Fc IgD si regiunea
Fc IgE (a se vedea, de ex., Padlan, Molecular Immunology, 31(3), 169-217 (1993)).
Termenul monomer Fc se refera la ultimele doua regiuni constante de lant greu ale IgA,
IgD si IgG si la ultimele trei regiuni constante de lant greu ale IgE si IgM. Monomerul Fc
poate include, de asemenea, balama flexibild N-terminala la aceste domenii. Pentru IgA
si IgM, monomerul Fc poate include lantul J. Pentru IgG, portiunea Fc cuprinde domeniile
de imunoglobulind CH2 si CH3 si balama intre primele doua domenii si CH2. Desi limitele
portiunii Fc ale unei imunoglobuline pot varia, poate fi definit un exemplu pentru o portiune
Fc cu lant greu IgG umana care cuprinde o balama functionala, domeniul CH2 si CH3,
de ex. pentru a cuprinde reziduuri D231 (ale domeniului balama) la P476 (a capatului C-
terminal al domeniului CH3), sau D231 la L476, respectiv, pentru IgGs4, in care
numerotarea este conform Kabat.
Constructul de anticorp conform inventiei poate cuprinde, prin urmare, intr-o ordine
de la N- la C-terminal:
(a) primul domeniu de legare;
(b) un linker peptidic avand o secventa de aminoacizi selectata din grupul
constand din SECV ID NR: 2, 8 si 9;
(c) al doilea domeniu de legare;
(d) un linker peptidic avand o secventa de aminoacizi selectata din grupul
constand din SECVIDNR: 1, 2,4,5,6,85si9;
(e) primul monomer polipeptidic din al treilea domeniu (cuprinzand o
balama, un domeniu CH2 si un domeniu CH3);
(f) un linker peptidic avand o secventa de aminoacizi selectata din grupul
constand din SECV ID NR: 301, 302, 303 si 304; si
(e) al doilea monomer polipeptidic din al treilea domeniu (cuprinzadnd o
balama, un domeniu CH2 si un domeniu CH3).
De asemenea, se prefera ca constructul de anticorp conform inventiei sa cuprinda
intr-o ordine de la N- la C-terminal:
. primul domeniu de legare avand o secventa de aminoacizi selectata
din grupul constand din SECV ID NR: 169, SECV ID NR: 179, SECV ID NR: 189,
SECV ID NR: 199, si SECV ID NR: 209;
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. un linker peptidic avand o secventa de aminoacizi selectata din
grupul constand din SECV ID NR: 2, 8 si 9;
. al doilea domeniu de legare avand o secventa de aminoacizi

selectata din grupul constand din SECV ID NR: 19, SECV ID NR: 28, SECV ID
NR: 37, SECV ID NR: 46, SECV ID NR: 55, SECV ID NR: 64, SECV ID NR: 73,
SECV ID NR: 82, SECV ID NR: 91, SECV ID NR: 100, si SECV ID NR: 103 (a se
vedea, de asemenea, SECV ID NR: 23, 25, 41, 43, 59, 61, 77, 79, 95, 97, 113,
115, 131, 133, 149, 151, 167, 169, 185 sau 187 din WO 2008/119567);

. un linker peptidic avand o secventa de aminoacizi selectata din
grupul constand din SECVID NR: 1, 2, 4,5, 6, 85si9; si
. al treilea domeniu avand o secventa de aminoacizi selectata din

grupul constand din SECV ID NR: 260-267.
De asemenea, aici sunt dezvaluite constructe de anticorpi care cuprind intr-o
ordine de la N- la C-terminal:

. primul domeniu de legare avand o secventa de aminoacizi selectata
din grupul consténd din SECV ID NR: 159, SECV ID NR: 219, si SECV ID NR:
229;

. un linker peptidic avand o secventda de aminoacizi selectatd din
grupul constand din SECV ID NR: 2, 8 si 9;

. al doilea domeniu de legare avand o secventa de aminoacizi
selectata din grupul constand din SECV ID NR: 19, SECV ID NR: 28, SECV ID
NR: 37, SECV ID NR: 46, SECV ID NR: 55, SECV ID NR: 64, SECV ID NR: 73,
SECV ID NR: 82, SECV ID NR: 91, SECV ID NR: 100, si SECV ID NR: 103 (a se
vedea, de asemenea, SECV ID NR: 23, 25, 41, 43, 59, 61, 77, 79, 95, 97, 113,
115, 131, 133, 149, 151, 167, 169, 185 sau 187 din WO 2008/119567);

. un linker peptidic avand o secventa de aminoacizi selectata din
grupul constand din SECVID NR: 1, 2, 4,5, 6, 85si9; si
. al treilea domeniu avand o secventa de aminoacizi selectata din

grupul constand din SECV ID NR: 260-267.

Constructul de anticorp descris aici cuprinde sau consta dintr-o polipeptida
selectata din grupul constand din cele descrise in SECV ID NR: 268 la 299.

De asemenea, de preferinta, intr-un exemplu de realizare al inventiei constructul
de anticorp din prezenta inventie cuprinde sau consta dintr-o polipeptida selectata din
grupul constand din cele descrise in SECV ID NR: 276 la 287.
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De asemenea, intr-un exemplu de realizare preferat al inventiei, constructul de
anticorp din prezenta inventie cuprinde sau consta dintr-o polipeptida selectata din grupul
constand din cele descrise in SECV ID NR: 276, 280 si 284, mai preferabil cuprinde sau
consta dintr-o polipeptida cum s-a descris in SECV ID NR: 280.

Modificarile covalente ale constructelor de anticorpi sunt, de asemenea, incluse in
cadrul acestei inventii si sunt in general, dar nu intotdeauna, efectuate post-translational.
De exemplu, mai multe tipuri de modificari covalente ale constructului de anticorp sunt
introduse in molecula prin reactia resturilor specifice de aminoacizi ale constructului de
anticorp cu un agent organic de derivatizare care este capabil sa reactioneze cu lanturile
laterale selectate sau cu resturile N- sau C-terminale.

Reziduurile de cisteinil reactioneaza cel mai frecvent cu a-haloacetatii (si aminele
corespunzatoare), cum ar fi acidul cloracetic sau cloracetamida, pentru a furniza derivati
de carboximetil sau carboxiamidometil. Reziduurile de cisteinil sunt, de asemenea,
derivatizate prin reactie cu bromotrifluoracetona, acid a-bromo-B-(5-imidozoil) propionic,
fosfat de cloracetil, N-alchilmaleimide, 3-nitro-2-piridil disulfura, 2-piridil disulfura de metil,
p-cloromercuribenzoat, 2-cloromercuri-4-nitrofenol sau cloro-7-nitrobenzo-2-oxa-1,3-
diazol.

Reziduurile histidil sunt derivatizate prin reactia cu dietilpirocarbonat la pH 5,5-7,0
deoarece acest agent este relativ specific pentru lantul lateral histidil. Bromura de para-
bromfenacil este de asemenea utila; reactia se efectueaza, de preferinta, in cacodilat de
sodiu 0,1 M la pH 6,0. Reziduurile de lizinil si amino terminale reactioneaza cu anhidridele
acidului succinic sau ale altor acizi carboxilici. Derivatizarea cu acesti agenti are ca efect
inversarea sarcinii reziduurilor de lizinil. Alti reactivi adecvati pentru derivatizarea
reziduurilor care contin alfa-amino includ imidoesteri, cum ar fi picolinimidat de metil;
fosfat de piridoxal; piridoxal; cloroborohidrura; acid trinitrobenzensulfonic; O-metilizouree;
2,4-pentandiond; si reactie catalizata de transaminaza cu glioxilat.

Reziduurile de arginil sunt modificate prin reactia cu unul sau mai multi reactivi
conventionali, printre care fenilglioxal, 2,3-butandiona, 1,2-ciclohexandiona si ninhidrina.
Derivatizarea reziduurilor de arginind necesitd ca reactia sa fie efectuatd in conditii
alcaline din cauza pKa ridicat al gruparii functionale a guanidinei. Mai mult, acesti reactivi
pot reactiona cu gruparile de lizina, precum si cu gruparea epsilon-amino a argininei.

Se poate realiza modificarea specifica a reziduurilor de tirozil, cu un interes
deosebit in introducerea de marcaje spectrale in reziduurile de tirozil prin reactia cu

compusi aromatici de diazoniu sau tetranitrometan. Cel mai frecvent, N-acetilimidizolul si
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tetranitrometanul sunt utilizate pentru a forma specii de O-acetil tirozil si, respectiv,
derivati 3-nitro. Reziduurile de tirozil sunt iodate folosind 2°1 sau 3! pentru a prepara
proteine marcate pentru utilizare in radioimunotest, metoda cloraminei T descrisa mai sus
fiind adecvata.

Gruparile laterale carboxil (aspartil sau glutamil) sunt modificate selectiv prin
reactia cu carbodiimide (R'-N=C=N--R'), unde R si R' sunt optional grupari alchil diferite,
cum ar fi 1-ciclohexil-3-( 2-morfolinil-4-etil)carbodiimida sau 1-etil-3-(4-azonia-4,4-
dimetilpentil)carbodiimida. Mai mult, reziduurile de aspartil si glutamil sunt transformate
in reziduuri de asparaginil si glutaminil prin reactie cu ioni de amoniu.

Derivatizarea cu agenti bifunctionali este utila pentru reticularea constructelor de
anticorpi din prezenta inventie la 0 matrice sau o suprafata suport insolubila in apa pentru
utilizare intr-o varietate de metode. Agentii de reticulare utilizati in mod obisnuit includ,
de ex., 1,1-bis(diazoacetil)-2-feniletan, glutaraldehida, esteri de N-hidroxisuccinimida, de
exemplu, esteri cu acid 4-azidosalicilic, imidoesteri homobifunctionali, inclusiv esteri
disuccinimidilici, cum ar fi 3,3'-ditiobis(succinimidilpropionat) si maleimide bifunctionale,
cum ar fi bis-N-maleimido-1,8-octan. Agenti de derivare cum ar fi metil-3-[(p-
azidofenil)ditio]propioimidat produc intermediari fotoactivabili care sunt capabili sa
formeze legaturi incrucisate in prezenta luminii. Alternativ, pentru imobilizarea proteinelor
se utilizeaza matrice reactive insolubile in apa, cum ar fi carbohidratii activati cu bromura
de cianogen si substraturile reactive, asa cum este descris in Brevetele SUA Nr.
3.969.287; 3.691.016; 4.195.128; 4.247.642; 4.229.537; si 4.330.440.

Reziduurile glutaminil si asparaginil sunt frecvent deamidate la reziduurile
corespunzatoare de glutamil si, respectiv, aspartil. Alternativ, aceste reziduuri sunt
deamidate in conditii usor acide. Oricare dintre aceste reziduuri se incadreaza in cadrul
acestei inventii.

Alte modificari includ hidroxilarea prolinei si lizinei, fosforilarea gruparilor hidroxil
ale reziduurilor seril sau treonil, metilarea gruparilor a-amino ale lanturilor laterale de
lizina, arginina si histidina (T. E. Creighton, Proteins: Structure and Molecular Properties,
W. H. Freeman & Co., San Francisco, 1983, pp. 79-86), acetilarea aminei N-terminale si
amidarea oricarei grupari carboxil C-terminale.

Un alt tip de modificare covalenta a constructelor de anticorpi incluse in cadrul
acestei inventii cuprinde modificarea modelului de glicozilare al proteinei. Dupa cum este
cunoscut in domeniu, modelele de glicozilare pot depinde atat de secventa proteinei (de

ex., prezenta sau absenta unor reziduuri particulare de aminoacizi de glicozilare,
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discutate mai jos), sau de celula gazda sau organismul in care este produsa proteina.
Sistemele de exprimare particulare sunt discutate mai jos.

Glicozilarea polipeptidelor este in mod tipic fie legata de N, fie legata de O. Legat
de N se refera la atasarea fragmentului carbohidrat la lantul lateral al unui reziduu de
asparagina. Secventele tri-peptidice asparagina-X-serina si asparagina-X-treonina, in
care X este orice aminoacid cu exceptia prolinei, sunt secventele de recunoastere pentru
atasarea enzimatica a fragmentului de carbohidrat la lantul lateral al asparaginei. Astfel,
prezenta oricareia dintre aceste secvente tri-peptidice intr-o polipeptida creeaza un
potential situs de glicozilare. Glicozilarea legata de O se refera la atasarea unuia dintre
zaharurile N-acetilgalactozamina, galactoza sau xiloza, la un hidroxiaminoacid, cel mai
frecvent serina sau treonina, desi pot fi utilizate si 5-hidroxiprolina sau 5-hidroxilizina.

Adaugarea situsurilor de glicozilare la constructul de anticorp este realizata in mod
convenabil prin modificarea secventei de aminoacizi astfel incat aceasta sa contina una
sau mai multe dintre secventele tri-peptidice descrise mai sus (pentru situsurile de
glicozilare legate de N). Modificarea poate fi facuta, de asemenea, prin adaugarea sau
substituirea cu unul sau mai multe reziduuri de serina sau treonina la secventa de pornire
(pentru situsurile de glicozilare legate de O). Pentru usurintd, secventa de aminoacizi a
unui construct de anticorp este modificata, de preferinta, prin modificari la nivelul ADN-
ului, in special prin mutarea ADN-ului care codifica polipeptida la baze preselectionate
astfel incat sa se genereze codoni care se vor translata in aminoacizii doriti.

Un alt mijloc de crestere a numarului de fragmente de carbohidrat de pe
constructul de anticorp este prin cuplarea chimica sau enzimatica a glicozidelor la
proteina. Aceste proceduri sunt avantajoase prin faptul ca nu necesita producerea de
proteine intr-o celula gazda care are capacitati de glicozilare pentru glicozilare legata de
N si O. in functie de modul de cuplare utilizat, zaharul (zaharurile) poate fi atasat/pot fi
atasate la (a) arginina si histidina, (b) grupari carboxil libere, (c) grupari sulfhidril libere,
cum ar fi cele ale cisteinei, (d) grupari hidroxil libere, cum ar fi cele ale serinei, treoninei
sau hidroxiprolinei, (e) reziduuri aromatice, cum ar fi cele ale fenilalaninei, tirozinei sau
triptofanului sau (f) gruparea amida a glutaminei. Aceste metode sunt descrise ih WO
87/05330, si in Aplin and Wriston, 1981, CRC Crit. Rev. Biochem., pp. 259-306.

Indepartarea fragmentelor de carbohidrat prezente pe constructul de anticorp
initial poate fi realizata chimic sau enzimatic. Deglicozilarea chimica necesita expunerea
proteinei la compusul acid trifluormetansulfonic sau la un compus echivalent. Acest

tratament are ca rezultat scindarea majoritatii sau a tuturor zaharurilor, cu exceptia
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zaharului de legatura (N-acetilglucozamina sau N-acetilgalactozamina), lasand
polipeptida intacta. Deglicozilarea chimica este descrisa de Hakimuddin si colab., 1987,
Arch. Biochem. Biophys. 259:52 si de Edge si colab., 1981, Anal. Biochem. 118:131.
Scindarea enzimatica a fragmentelor de carbohidrati de pe polipeptide poate fi realizata
prin utilizarea unei varietati de endo- si exo-glicozidaze asa cum este descris de
Thotakura si colab., 1987, Meth. Enzymol. 138:350. Glicozilarea la situsurile potentiale
de glicozilare poate fi prevenita prin utilizarea compusului tunicamicina asa cum este
descris de Duskin si colab., 1982, J. Biol. Chem. 257:3105. Tunicamicina blocheaza
formarea legaturilor proteina-N-glicozida.

Alte modificari ale constructului de anticorp sunt de asemenea avute in vedere
aici. De exemplu, un alt tip de modificare covalenta a constructului de anticorp cuprinde
legarea constructului de anticorp la diferiti polimeri neproteici, incluzénd, dar fara a se
limita la, diferiti polioli, cum ar fi polietilenglicol, polipropilenglicol, polioxialchileni sau
copolimeri de polietilenglicol si polipropilenglicol, in modul prezentat in Brevetele SUA Nr.
4.640.835; 4.496.689; 4.301.144; 4.670.417; 4.791.192 sau 4.179.337. In plus, asa cum
se stie in domeniu, substitutiile de aminoacizi pot fi facute in diferite pozitii in cadrul
constructului de anticorp, de ex. pentru a facilita adaugarea de polimeri, cum ar fi PEG.

In unele exemple de realizare, modificarea covalenta a constructelor de anticorpi
ale inventiei cuprinde adaugarea uneia sau mai multor etichete. Gruparea de etichetare
poate fi cuplata la constructul de anticorp prin brate distantiere de diferite lungimi pentru
a reduce potentialul obstacol steric. Diferite metode pentru etichetarea proteinelor sunt
cunoscute in domeniu si pot fi utilizate in realizarea prezentei inventii. Termenul "eticheta"
sau "grupare de etichetare" se refera la orice eticheta detectabild. In general, etichetele
se incadreaza intr-o varietate de clase, in functie de testul in care urmeaza sa fie
detectate - urmatoarele exemple includ, dar nu se limiteaza la:

a) etichete izotopice, care pot fi izotopi radioactivi sau grei, cum ar fi
radioizotopi sau radionuclizi (de ex., 3H, 14C, 15N, 3°S, 897y, 0y, 99T¢, 111,
125 131))

b) etichete magnetice (de ex., particule magnetice)

c) fragmente active redox

d) coloranti optici (incluzand, dar nelimitandu-se la, cromofori, fosfor si
fluorofori), cum ar fi grupari fluorescente (de ex., FITC, rodamina, fosfor
lantanid), grupari chemioluminescente si fluorofori care pot fi fie fluoruri cu

»,molecula mica”, fie fluoruri proteinacee
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e) grupari enzimatice (de ex., peroxidaza de hrean, [(-galactozidaza,
luciferaza, fosfataza alcalina)

f) grupari biotinilate

g) epitopi polipeptidici predeterminati recunoscuti de un raportor secundar
(de ex., secvente pereche cu fermoar de leucina, situsuri de legare pentru
anticorpi secundari, domenii de legare a metalelor, etichete de epitop etc.)

Prin "eticheta fluorescenta" se intelege orice molecula care poate fi detectata prin
intermediul proprietatilor sale fluorescente inerente. Etichetele fluorescente adecvate
includ, dar nu se limiteaza la, fluoresceina, rodamina, tetrametilrodamina, eozina,
eritrozind, cumarina, cumarina de metil, piren, verde malacit, stilben, galben Lucifer,
albastru cascada J, rosu Texas, IAEDANS, EDANS, BODIPY FL, LC Red 640, Cy 5, Cy
5.5, LC Red 705, verde Oregon, colorantii Alexa-Fluor (Alexa Fluor 350, Alexa Fluor 430,
Alexa Fluor 488, Alexa Fluor 546, Alexa Fluor 568, Alexa Fluor 594, Alexa Fluor 633 ,
Alexa Fluor 660, Alexa Fluor 680), albastru cascada, galben cascada si R-ficoeritrina
(PE) (Molecular Probes, Eugene, OR), FITC, rodamina si rosu Texas (Pierce, Rockford,
IL), Cy5, Cy5.5, Cy7 (Amersham Life Science, Pittsburgh, PA). Colorantii optici adecvati,
inclusiv fluoroforii, sunt descrisi in Molecular Probes Handbook de Richard P. Haugland.

Etichetele fluorescente proteice adecvate includ, de asemenea, dar nu se
limiteaza la, proteina fluorescenta verde, inclusiv o specie Renilla, Ptilosarcus sau
Aequorea de GFP (Chalfie si colab., 1994, Science 263:802-805), EGFP (Clontech
Laboratories, Inc., numar de acces Genbank U55762), proteina fluorescenta albastra
(BFP, Quantum Biotechnologies, Inc. 1801 de Maisonneuve Blvd. West, 8th Floor,
Montreal, Quebec, Canada H3H 1J9; Stauber, 1998, Biotechniques 24:462-471; Heim si
colab., 1996, Curr. Biol. 6:178-182), proteina fluorescenta galbena imbunatatita (EYFP,
Clontech Laboratories, Inc.), luciferaza (Ichiki si colab., 1993, J. Immunol. 150:5408-
5417), B galactozidaza (Nolan si colab., 1988, Proc. Natl. Acad. Sci. S.U.A. 85:2603-
2607) si Renilla (W092/15673, WO95/07463, WO98/14605, W098/26277, W0O99/49019,
Brevetele SUA Nr. 5.292.658; 5.418.155; 5.683.888; 5.741.668; 5.777.079; 5.804.387;
5.874.304; 5.876.995; 5.925.558).

Domeniile fermoar de leucina sunt peptide care promoveaza oligomerizarea
proteinelor in care se gasesc. Fermoarele de leucina au fost identificate initial in mai
multe proteine care leaga ADN-ul (Landschulz si colab., 1988, Science 240:1759), si de
atunci au fost gasite intr-o varietate de proteine diferite. Printre fermoarele de leucina

cunoscute se numara peptidele naturale si derivatii acestora care dimerizeaza sau
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trimerizeaza. Exemple de domenii de fermoar leucina adecvate pentru producerea de
proteine oligomerice solubile sunt descrise in Cererea PCT WO 94/10308, si fermoarul
de leucina derivat din proteina D surfactant pulmonar (SPD) descris in Hoppe si colab.,
1994, FEBS Letters 344:191. Utilizarea unui fermoar de leucina modificat care permite
trimerizarea stabila a unei proteine heterologe fuzionate cu acesta este descrisa in
Fanslow si colab., 1994, Semin. Immunol. 6:267-78. intr-o abordare, proteinele de fuziune
recombinante care cuprind un fragment de anticorp MSLN sau un derivat fuzionat cu o
peptida cu fermoar de leucina sunt exprimate in celule gazda adecvate, iar fragmentele
sau derivatii de anticorp MSLN oligomerici solubili care se formeaza sunt recuperati din
supernatantul culturii.

Constructul de anticorp conform inventiei poate cuprinde, de asemenea, domenii
suplimentare, care sunt de ex. utile in izolarea moleculei sau se refera la un profil
farmacocinetic adaptat al moleculei. Domeniile utile pentru izolarea unui construct de
anticorp pot fi selectate dintre motivele peptidice sau fragmentele introduse secundar,
care pot fi capturate intr-o metoda de izolare, de ex. o coloana de izolare. Exemplele de
realizare nelimitative ale unor astfel de domenii suplimentare cuprind motive peptidice
cunoscute sub numele de eticheta Myc, eticheta HAT, eticheta HA, eticheta TAP, eticheta
GST, domeniul de legare a chitinei (eticheta CBD), proteina de legare a maltozei (eticheta
MBP), eticheta Flag, eticheta Strep si variantele acestora (de ex., eticheta Strepll) si
eticheta His. Toate constructele de anticorpi descrise aici caracterizate prin CDR-urile
identificate sunt preferate sa cuprinda un domeniu cu eticheta His, care este in general
cunoscut ca o repetare a reziduurilor His consecutive in secventa de aminoacizi a unei
molecule, de preferinta de cinci, si mai preferabil de sase reziduuri His (hexa-histidina).
Eticheta His poate fi localizata de ex. la capatul N- sau C-terminal al constructului de
anticorp, de preferintad este situat la capatul C-terminal. Cel mai preferabil, o eticheta
hexa-histidina (HHHHHH) (SECV ID NR:10) este legata prin legatura peptidica la capatul
C-terminal al constructului de anticorp conform inventiei.

Primul domeniu de legare al constructului de anticorp din prezenta inventie se
leaga la MSLN umana pe suprafata unei celule tintd. Secventa de aminoacizi preferata a
MSLN umana este reprezentata de NR: 231, 232 si 233. Primul domeniu de legare
conform inventiei se leaga, de preferinta, la MSLN atunci cand este exprimat prin celule
sau linii celulare care exprimad in mod natural si/sau prin celule sau linii celulare
transformate sau transfectate (stabil/tranzitoriu) cu MSLN. intr-un exemplu de realizare

preferat, primul domeniu de legare se leaga de asemenea la MSLN atunci cadnd MSLN
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este utilizata ca molecula "tinta" sau "ligand" intr-un test de legare in vitro, cum ar fi
BlAcore sau Scatchard. "Celula tinta" poate fi orice celula procariotad sau eucariota care
exprima MSLN pe suprafata sa; de preferinta, celula tinta este o celula care face parte
din corpul uman sau animal, cum ar fi o celula de cancer ovarian, celula de cancer
pancreatic, celuld de mezoteliom, celuld de cancer pulmonar, celula de cancer gastric si
celula de cancer de san triplu negativ.

Afinitatea primului domeniu de legare pentru MSLN umana este de preferinta <20
nM, mai preferabil <10 nM, chiar mai preferabil <5 nM, chiar mai preferabil <2 nM, chiar
mai preferabil <1 nM, chiar mai preferabil <0,6 nM, chiar mai preferabil <0,5 nM, si cel
mai preferabil <0,4 nM. Afinitatea poate fi masurata, de exemplu, intr-un test BIAcore sau
intr-un test Scatchard, de ex. asa cum este descris in Exemple. Alte metode de
determinare a afinitatii sunt, de asemenea, bine-cunoscute persoanei de specialitate; a
se vedea de ex. Exemplul 3 anexat.

Sunt de asemenea avute in vedere modificari ale secventei de aminoacizi ale
constructelor de anticorpi descrise aici. De exemplu, poate fi de dorit sa se
imbunatateasca afinitatea de legare si/sau alte proprietati biologice ale constructului de
anticorp. Variantele secventei de aminoacizi ale constructelor de anticorpi sunt preparate
prin introducerea modificarilor adecvate de nucleotide in constructele de anticorpi ale
acidului nucleic sau prin sinteza peptidelor. Toate modificarile secventei de aminoacizi
descrise mai jos ar trebui sa aiba ca rezultat un construct de anticorp care pastreaza inca
activitatea biologica dorita (legare la MSLN si la CD3) a moleculei parentale nemodificate.

Termenul "aminoacid" sau "reziduu de aminoacid" se refera ih mod obisnuit la un
aminoacid avand definitia recunoscuta in domeniu, cum ar fi un aminoacid selectat din
grupul constand din: alanina (Ala sau A); arginina (Arg sau R); asparagina (Asn sau N);
acid aspartic (Asp sau D); cisteina (Cys sau C); glutamina (GIn sau Q); acid glutamic (Glu
sau E); glicina (Gly sau G); histidina (His sau H); izoleucina (He sau I): leucina (Leu sau
L); lizina (Lys sau K); metionina (Met sau M); fenilalanina (Phe sau F); prolina (Pro sau
P); serina (Ser sau S); treonina (Thr sau T); triptofan (Trp sau W); tirozina (Tyr sau Y); si
valina (Val sau V), desi aminoacizi modificati, sintetici sau rari pot fi utilizati dupa cum se
doreste. in general, aminoacizii pot fi grupati ca avand un lant lateral nepolar (de ex., Ala,
Cys, He, Leu, Met, Phe, Pro, Val); un lant lateral incarcat negativ (de ex., Asp, Glu); un
lant lateral incarcat pozitiv (de ex., Arg, His, Lys); sau un lant lateral polar neincarcat (de
ex., Asn, Cys, GIn, Gly, His, Met, Phe, Ser, Thr, Trp si Tyr).
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Modificarile aminoacizilor includ, de exemplu, stergeri din, si/sau inserari in, si/sau
substitutii ale, reziduurilor din secventele de aminoacizi ale constructelor de anticorpi.
Orice combinatie de stergere, inserare si substitutie este facuta pentru a ajunge la
constructul final, cu conditia ca constructul final sa posede caracteristicile dorite.
Modificarile aminoacizilor pot, de asemenea, modifica procesele post-translationale ale
constructelor de anticorpi, cum ar fi schimbarea numarului sau pozitiei situsurilor de
glicozilare.

De exemplu, 1, 2, 3, 4, 5 sau 6 aminoacizi pot fi inserati sau stersi in fiecare dintre
CDR-uri (desigur, in functie de lungimea lor), intimpce 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12,
13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, sau 25 de aminoacizi pot fi inserati in sau eliminati din
fiecare dintre FR-uri. De preferinta, insertile de secvente de aminoacizi includ fuziuni
amino- si/sau carboxil-terminale variind in lungime de la 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 sau 10
reziduuri la polipeptide care contin o sutd sau mai multe reziduuri, precum si insertii intra-
secventa ale resturilor de aminoacizi unice sau multiple. O variantd de insertie a
constructului de anticorp conform inventiei include fuziunea la capatul N-terminal sau la
capatul C-terminal al constructului de anticorp a unei enzime sau fuziunea la o polipeptida
care creste timpul de Tnjumatatire plasmatica al constructului de anticorp.

Situsurile de cel mai mare interes pentru mutageneza substitutionala includ CDR-
urile lantului greu si/sau usor, in special regiunile hipervariabile, dar sunt de asemenea
avute in vedere modificari FR in lantul greu si/sau usor. Substitutile sunt preferabil
substitutii conservatoare asa cum este descris aici. De preferinta, 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8,9
sau 10 aminoacizi pot fi substituiti intr-o CDR, in timp ce 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10, 11,
12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 sau 25 aminoacizi pot fi substituiti in regiunile cadru
(FR), in functie de lungimea CDR sau FR. De exemplu, daca o secventa CDR cuprinde
6 aminoacizi, se preconizeaza ca unul, doi sau trei dintre acesti aminoacizi sunt
substituiti. in mod similar, daca o secventd CDR cuprinde 15 aminoacizi, se preconizeaza
ca unul, doi, trei, patru, cinci sau sase dintre acesti aminoacizi sunt substituiti.

O metoda utila pentru identificarea anumitor reziduuri sau regiuni ale constructelor

AN

de anticorpi care sunt locatii preferate pentru mutageneza este numita "mutageneza cu
scanare cu alanina", asa cum este descris de Cunningham si Wells in Science, 244:
1081-1085 (1989). Aici, un reziduu sau un grup de reziduuri tintd din constructul de
anticorp este identificat (de ex. reziduuri incarcate, cum ar fi arg, asp, his, lys si glu) si
inlocuit cu un aminoacid neutru sau incarcat negativ (cel mai preferabil alanina sau

polialanind) pentru a afecta interactiunea aminoacizilor cu epitopul.
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Acele locatii de aminoacizi care demonstreaza sensibilitate functionala la
substitutii sunt apoi rafinate prin introducerea de alte variante sau de variante
suplimentare la, sau pentru, situsurile de substitutie. Astfel, in timp ce situsul sau regiunea
pentru introducerea unei variatii a secventei de aminoacizi este predeterminat, natura
mutatiei in sine nu trebuie predeterminata. De exemplu, pentru a analiza sau optimiza
performanta unei mutatii la un anumit situs, scanarea cu alanina sau mutageneza
aleatorie pot fi efectuate la un codon sau regiune tinta, iar variantele de construct de
anticorp exprimate sunt selectate pentru combinatia optima a activitatii dorite. Tehnicile
pentru realizarea mutatiilor de substitutie la situsurile predeterminate din ADN avand o
secventa cunoscuta sunt bine-cunoscute, de exemplu, mutageneza primerului M13 si
mutageneza PCR. Screening-ul mutantilor se face folosind teste ale activitatilor de legare
a antigenului, cum ar fi legarea MSLN sau CD3.

In general, daca aminoacizii sunt substituiti in una sau mai multe sau toate CDR-
urile lantului greu si/sau usor, este de preferat ca secventa "substituitd" obtinutad atunci
sa fie in proportie de cel putin 60% sau 65%, mai preferabil 70% sau 75%, chiar mai
preferabil 80% sau 85%, si in mod deosebit preferabil 90% sau 95% identica cu secventa
CDR "originala". Aceasta inseamna ca este dependenta de lungimea CDR in masura in
care este identica cu secventa "substituita". De exemplu, o CDR avand 5 aminoacizi este
de preferinta 80% identicd cu secventa sa substituita pentru a avea cel putin un
aminoacid substituit. In consecintd, CDR-urile constructului de anticorp pot avea diferite
grade de identitate fatd de secventele lor substituite, de exemplu, CDRL1 poate avea
80%, in timp ce CDRL3 poate avea 90%.

Substitutile (sau inlocuirile) preferate sunt substitutii conservatoare. Cu toate
acestea, este avuta in vedere orice substitutie (inclusiv substitutia neconservatoare sau
una sau mai multe dintre "substitutile de exemplu” enumerate in Tabelul 1, de mai jos)
atata timp cat constructul de anticorp Tsi pastreaza capacitatea de a se lega la MSLN prin
primul domeniu de legare si la CD3 sau CD3 epsilon prin intermediul celui de al doilea
domeniu de legare si/sau CDR-urile sale au o identitate cu secventa apoi substituita (cel
putin 60% sau 65%, mai preferabil 70% sau 75%, chiar mai preferabil 80% sau 85% si in
mod deosebit de preferabil 90% sau 95% identice cu secventa CDR "originald").

Substitutiile conservatoare sunt prezentate in Tabelul 1 sub titlul "substitutii
preferate”. Daca astfel de substitutii duc la o schimbare a activitatii biologice, atunci pot

fi introduse modificari mai substantiale, denumite "substitutii de exemplu” in Tabelul 1,
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sau asa cum este descris mai jos in referintad la clasele de aminoacizi, si produsele
selectate pentru o caracteristica dorita.

Tabelul 1: Substitutii de aminoacizi

Original Substitutii de exemplu Substitutii preferate
Ala (A) val, leu, ile val
Arg (R) lys, gln, asn lys
Asn (N) gln, his, asp, lys, arg gin
Asp (D) glu, asn glu
Cys (C) ser, ala ser
GIn (Q) asn, glu asn
Glu (E) asp, gin asp
Gly (G) Ala ala
His (H) asn, gin, lys, arg arg
lle (1) leu, val, met, ala, phe leu
Leu (L) norleucina, ile, val, met, ala ile
Lys (K) arg, gln, asn arg
Met (M) leu, phe, ile leu
Phe (F) leu, val, ile, ala, tyr tyr
Pro (P) Ala ala
Ser (S) Thr thr
Thr (T) Ser ser
Trp (W) tyr, phe tyr
Tyr (Y) trp, phe, thr, ser phe
Val (V) ile, leu, met, phe, ala leu

Modificarile substantiale ale proprietatilor biologice ale constructului de anticorp
din prezenta inventie sunt realizate prin selectarea substitutiilor care difera semnificativ

in efectul lor asupra mentinerii (a) a structurii scheletului polipeptidic in zona substitutiei,
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de exemplu, sub forma de foaie sau conformatie elicoidala, (b) sarcinii sau hidrofobicitatii
moleculei la situsul tintd sau (c) celei mai mari parti a lantului lateral. Reziduurile naturale
sunt impartite in grupuri pe baza proprietatilor comune ale lantului lateral: (1) hidrofobe:
norleucina, met, ala, val, leu, ile; (2) hidrofile neutre: cys, ser, thr; (3) acide: asp, glu; (4)
bazic: asn, gin, his, lys, arg; (5) reziduuri care influenteaza orientarea lantului: gly, pro; si
(6) aromatice: trp, tyr, phe.

Substitutile neconservatoare vor presupune inlocuirea unui membru al uneia
dintre aceste clase cu o alta clasa. Orice reziduu de cisteina care nu este implicat in
mentinerea conformatiei corecte a constructului de anticorp poate fi substituit, in general
cu serina, pentru a imbunatati stabilitatea oxidativa a moleculei si pentru a preveni
reticularea aberanta. In schimb, se pot adduga legaturi de cisteina la anticorp pentru a
imbunatati stabilitatea acestuia (in special in cazul in care anticorpul este un fragment de
anticorp, cum ar fi un fragment Fv).

Pentru secventele de aminoacizi, identitatea si/sau asemanarea secventei este
determinata prin utilizarea tehnicilor standard cunoscute in domeniu, inclusiv, dar fara a
se limita la, algoritmul de identitate a secventei locale al Smith si Waterman, 1981, Adv.
Appl. Math. 2:482, algoritmul de aliniere a identitatii secventei al Needleman si Wunsch,
1970, J. Mol. Biol. 48:443, metoda de cautare a asemanarii Pearson si Lipman, 1988,
Proc. Nat. Acad. Sci. S.U.A. 85:2444, implementari computerizate ale acestor algoritmi
(GAP, BESTFIT, FASTA si TFASTA in Wisconsin Genetics Software Package, Genetics
Computer Group, 575 Science Drive, Madison, Wisconsin), programul de secventa Best
Fit descris de Devereux si colab., 1984, Nucl. Acid Res. 12:387-395, de preferinta folosind
setarile implicite sau prin inspectie. De preferinta, procentul de identitate este calculat de
FastDB pe baza urmatorilor parametri: penalizare de nepotrivire de 1; penalizare de
decalaj de 1; penalizare pentru dimensiunea decalajului de 0,33; si penalizare de
alaturare de 30, "Current Methods in Sequence Comparison and Analysis,"
Macromolecule Sequencing and Synthesis, Selected Methods and Applications, pp 127-
149 (1988), Alan R. Liss, Inc.

Un exemplu de algoritm util este PILEUP. PILEUP creeaza o aliniere de secventa
multipla dintr-un grup de secvente conexe utilizand alinieri progresive, in perechi. Poate,
de asemenea, sa traseze un copac care sa arate relatiile de grupare utilizate pentru a
crea alinierea. PILEUP foloseste o simplificare a metodei de aliniere progresiva a Feng
& Doolittle, 1987, J. Mol. Evol. 35:351-360; metoda este similara cu cea descrisa de
Higgins si Sharp, 1989, CABIOS 5:151-153. Parametri utili PILEUP, care includ o
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greutate implicita a golului de 3,00, o greutate implicita a lungimii golului de 0,10 si goluri
finale ponderate.

Un alt exemplu de algoritm util este algoritmul BLAST, descris in: Altschul si colab.,
1990, J. Mol. Biol. 215:403-410; Altschul si colab., 1997, Nucleic Acids Res. 25:3389-
3402; si Karin si colab., 1993, Proc. Natl. Acad. Sci. S.U.A. 90:5873-5787. Un program
BLAST deosebit de util este programul WU-BLAST-2 care a fost obtinut din Altschul si
colab., 1996, Methods in Enzymology 266:460-480. WU-BLAST-2 foloseste mai multi
parametri de cautare, majoritatea fiind setati la valorile implicite. Parametrii ajustabili sunt
setati cu urmatoarele valori: interval de suprapunere=1, fractiune de suprapunere=0,125,
prag de cuvinte (T)=Il. Parametrii HSP S si HSP S2 sunt valori dinamice si sunt stabiliti
de programul insusi in functie de compozitia secventei particulare si de compozitia bazei
de date particulare in raport cu care este cautata secventa de interes; cu toate acestea,
valorile pot fi ajustate pentru a creste sensibilitatea.

Un algoritm util suplimentar este BLAST golit, asa cum este raportat de Altschul si
colab., 1993, Nucl. Acids Res. 25:3389-3402. BLAST golit foloseste scoruri de substitutie
BLOSUM-62; parametru prag T setat la 9; metoda cu doua lovituri pentru a declansa
extensii fara gol, incarca lungimi de goluri de k un cost de 10 + k; Xu setat la 16, si Xg
setat la 40 pentru etapa de cautare a bazei de date si la 67 pentru etapa de iesire a
algoritmilor. Alinierile golite sunt declansate de un scor care corespunde la aproximativ
22 de biti.

in general, omologia aminoacizilor, aseméanarea sau identitatea dintre variantele
individuale de CDR-uri sunt de cel putin 60% fata de secventele descrise aici si, mai tipic,
cu omologii sau identitati in crestere, de preferinta, de cel putin 65% sau 70%, mai
preferabil cel putin 75% sau 80%, chiar mai preferabil de cel putin 85%, 90%, 91%, 92%,
93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% si aproape 100%. in mod similar, "procent (%)
identitate de secventd a acidului nucleic" in raport cu secventa de acid nucleic a
proteinelor de legare identificate aici este definit ca procentul de reziduuri de nucleotide
dintr-o secventa candidat care sunt identice cu reziduurile de nucleotide din codificarea
secventei constructului de anticorp. O metoda specifica utilizeazd modulul BLASTN al
WU-BLAST-2 setat la parametrii impliciti, cu intervalul de suprapunere si fractia de
suprapunere setata la 1 si, respectiv, 0,125.

In general, omologia secventei de acid nucleic, aseméanarea sau identitatea dintre
secventele de nucleotide care codifica variantele CDR individuale si secventele de

nucleotide descrise aici sunt de cel putin 60% si, mai tipic, cu omologii sau asemanari in
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crestere, de preferinta, de cel putin 65%, 70%, 75%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%,
86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, sau 99% si
aproape 100%. Astfel, o "varianta de CDR" este una cu omologia, asemanarea sau
identitatea specificata cu CDR parinte a inventiei si imparte functia biologica, incluzand,
dar fara a se limita la, cel putin 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%,
86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, sau 99% din
specificitatea si/sau activitatea CDR parinte.

Intr-un exemplu de realizare, procentul de identitate cu linia germinald umana a
constructelor de anticorpi conform inventiei este = 70% sau = 75%, mai preferabil = 80%
sau 2 85%, chiar mai preferabil 2 90% si cel mai preferabil 2 91%, = 92%, = 93%, = 94%,
2 95% sau chiar 2 96%. |dentitatea fatd de produsele genei germinale ale anticorpilor
umani este considerata a fi o caracteristica importanta pentru a reduce riscul proteinelor
terapeutice de a provoca un raspuns imun impotriva medicamentului la pacient in timpul
tratamentului. Hwang & Foote ("Immunogenicity of engineered antibodies"; Methods 36
(2005) 3-10) demonstreaza ca reducerea portiunilor non-umane ale constructelor de
anticorpi in medicament conduce la o scadere a riscului de a induce anticorpi anti-
medicament la pacienti Tn timpul tratamentului. Prin compararea unui numar exhaustiv de
medicamente cu anticorpi evaluate clinic si a datelor imunogenitétii respective, se arata
tendinta ca umanizarea regiunilor V ale anticorpilor face proteina mai putin imunogena
(in medie 5,1% dintre pacienti) decat anticorpii care prezinta regiuni V neumane
nealterate (in medie 23,59% dintre pacienti). Un grad mai mare de identitate cu
secventele umane este, prin urmare, de dorit pentru terapeutica proteica bazata pe
regiunea V sub forma de constructe de anticorpi. In acest scop al determinarii identitatii
liniei germinale, regiunile V ale VL pot fi aliniate cu secventele de aminoacizi ale
segmentelor V ale liniei germinale umane si ale segmentelor J (http://vbase.mrc-
cpe.cam.ac.uk/) folosind software-ul Vector NTI si secventa de aminoacizi calculata prin
impartirea reziduurilor de aminoacizi identici la numarul total de reziduuri de aminoacizi
ale VL in procente. Acelasi lucru poate fi valabil si pentru segmentele VH
(http://vbase.mrc-cpe.cam.ac.uk/) cu exceptia faptului ca VH CDR3 poate fi exclusa din
cauza diversitatii sale ridicate si a lipsei partenerilor de aliniere existenti ai liniei germinale
umane VH CDRS3. Tehnicile recombinate pot fi apoi utilizate pentru a creste identitatea
secventei la genele germinale ale anticorpilor umani.

intr-un exemplu de realizare suplimentar, constructele de anticorpi bispecifici ale

prezentei inventii prezinta randamente mari de monomeri in conditii standard la scara de
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cercetare, de ex., intr-un proces standard de purificare in doua etape. De preferinta,
randamentul de monomeri al constructelor de anticorpi conform inventiei este 2 0,25 mg/L
supernatant, mai preferabil 2 0,5 mg/L, chiar mai preferabil 2 1 mg/L, si cel mai preferabil
= 3 mg/L supernatant.

De asemenea, randamentul de izoforme ale constructului de anticorp dimeric si,
prin urmare, procentul de monomer (adicd, monomer: (monomer + dimer)) din
constructele de anticorpi pot fi determinate. Productivitatea constructelor de anticorpi
monomerici si dimerici si procentul de monomeri calculat poate, de ex., sa fie obtinut in
etapa de purificare SEC a supernatantului de cultura din productia standardizata la scara
de cercetare in sticle cu roll on. Intr-un exemplu de realizare, procentul de monomer al
constructelor de anticorpi este = 80%, mai preferabil = 85%, chiar mai preferabil 2 90% si
cel mai preferabil = 95%.

Intr-un exemplu de realizare, constructele de anticorpi au o stabilitate plasmatica
preferata (raportul dintre CE50 cu plasma si CES50 fara plasma) de < 5 sau < 4, mai
preferabil < 3,5 sau < 3, chiar mai preferabil < 2,5 sau < 2 si cel mai preferabil < 1,5 sau
< 1. Stabilitatea plasmatica a unui construct de anticorp poate fi testata prin incubarea
constructului in plasma umana la 37°C timp de 24 de ore urmata de determinarea CE50
intr-un test de citotoxicitate cu eliberare de crom 51. Celulele efectoare din testul de
citotoxicitate pot fi stimulate de celule T CD8 pozitive umane imbogatite. Celulele tinta
pot, de ex., sa fie celule CHO transfectate cu MSLN umana. Raportul celula efector-tinta
(E:T) poate fi ales sa fie 10: 1. Fondul de plasma umana utilizat in acest scop este derivat
din sangele donatorilor séanatosi colectat de seringile acoperite cu EDTA. Componentele
celulare sunt indepartate prin centrifugare si faza plasmatica superioara este colectata si
ulterior reunita. Ca martor, constructele de anticorpi sunt diluate imediat inainte de testul
de citotoxicitate in mediu RPMI-1640. Stabilitatea plasmei este calculata ca raport dintre
CE50 (dupa incubarea plasmei) si CE50 (martor). A se vedea Exemplul 6.

In plus, este de preferat ca conversia monomer in dimer a constructelor de
anticorpi conform inventiei sa fie scazuta. Conversia poate fi masurata in conditii diferite
si analizata prin cromatografie de excludere pe baza marimii de performanta ridicata. A
se vedea Exemplul 9. De exemplu, incubarea izoformelor monomerice ale constructelor
de anticorpi poate fi efectuata timp de 7 zile la 37°C si concentratii, de ex., de 100 pg/ml
sau 250 ug/ml intr-un incubator. In aceste conditii, este de preferat ca constructele de

anticorpi conform inventiei sa prezinte un procent de dimeri care este <5%, mai preferabil
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<4%, chiar mai preferabil <3%, chiar mai preferabil £2,5%, chiar mai preferabil <2%, chiar
mai preferabil £1,5% si cel mai preferabil 1% sau <0,5% sau chiar 0%.

De asemenea, este de preferat ca constructele de anticorpi bispecifici ale
prezentei inventii s prezinte o conversie a dimerului foarte scazuta dupa un numar de
cicluri de inghetare/dezghetare. De exemplu, monomerul constructului de anticorp este
ajustat la o concentratie de 250 pg/ml, de ex., in tampon de formulare generic si supus
la trei cicluri de inghetare/dezghetare (inghetare la -80°C timp de 30 de minute, urmata
de dezghetare timp de 30 de minute la temperatura camerei), urmate de SEC de inalta
performanta pentru a determina procentul de construct de anticorp monomeric initial, care
a fost transformat in construct de anticorp dimeric. De preferinta, procentele de dimer ale
constructelor de anticorpi bispecifici sunt 5%, mai preferabil £4%, chiar mai preferabil
<3%, chiar mai preferabil £2,5%, chiar mai preferabil <2%, chiar mai preferabil <1,5%, si
cel mai preferabil 1% sau chiar <0,5%, de exemplu dupa trei cicluri de inghet/dezghet.

Constructele de anticorpi bispecifici din prezenta inventie prezinta, de preferinta,
o termostabilitate favorabila cu temperaturi de agregare 245°C sau 250°C, mai preferabil
251°C, 252°C, 253°C sau 254°C, chiar mai preferabil 256°C sau 257°C, si cel mai
preferabil 258°C sau 259°C. Parametrul de termostabilitate poate fi determinat in termeni
de temperatura de agregare a anticorpilor dupa cum urmeaza: Solutia de anticorp la o
concentratie de 250 pg/ml este transferata intr-o cuva de unica folosinta si plasata intr-
un dispozitiv Dynamic Light Scattering (DLS). Proba este incalzita de la 40°C la 70°C la
o rata de incélzire de 0,5°C/min, cu achizitie constanta a razei masurate.

Cresterea razei care indica topirea proteinei si agregarea este utilizatéd pentru a
calcula temperatura de agregare a anticorpului. A se vedea Exemplul 10.

Alternativ, curbele de topire ale temperaturii pot fi determinate prin calorimetrie cu
scanare diferentiala (DSC) pentru a determina stabilitatile biofizice intrinseci ale
proteinelor constructelor de anticorpi. Aceste experimente sunt efectuate folosind un
dispozitiv VP-DSC MicroCal LLC (Northampton, MA, S.U.A.). Absorbtia energetica a unei
probe care contine un construct de anticorp este inregistratd de la 20°C la 90°C
comparativ cu o proba care contine doar tamponul de formulare. Constructele de anticorpi
sunt ajustate la o concentratie finala de 250 pg/ml, de ex., in tampon de rulare SEC.
Pentru inregistrarea curbei de topire respective, temperatura generala a probei este
marita in trepte. La fiecare temperatura T se capteaza energia probei si se inregistreaza
referinta tamponului de formulare. Diferenta de absorbtie a energiei Cp (kcal/mol/° C) a

probei minus referinta este reprezentata grafic in functie de temperatura respectiva.
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Temperatura de topire este definitd ca temperatura la prima maxima de absorbtie a
energiei.

Constructele de anticorpi bispecificit MSLN xCD3 ale inventiei sunt, de asemenea,
preconizate a avea o turbiditate (masurata prin OD340 dupa concentrarea constructului
de anticorp monomeric purificat la 2,5 mg/ml si incubare peste noapte) de < 0,2, de
preferintd de < 0,15, mai preferabil de < 0,12, chiar mai preferabil de < 0,1 sau chiar
20,09, si cel mai preferabil de < 0,08 sau 20,07. A se vedea Exemplul 11.

intr-un alt exemplu de realizare, constructul de anticorp conform inventiei este
stabil la pH acid. Cu cat constructul anticorpului se comporta mai tolerant la pH
nefiziologic, cum ar fi pH 5,5 (un pH care este necesar pentru a rula, de ex., o
cromatografie cu schimb de cationi), cu atat este mai mare recuperarea constructului de
anticorp eluat dintr-o coloana de schimb ionic fatd de cantitatea totala de proteine
incarcate. Recuperarea constructului de anticorp dintr-o coloana de schimb ionic (de ex.,
cationic) la pH 5,5 este de preferinta = 30%, mai preferabil 2 40%, mai preferabil = 50%,
chiar mai preferabil = 60%, chiar mai preferabil = 70%, chiar mai preferabil = 80%, chiar
mai preferabil = 90%, chiar mai preferabil 2 95% si cel mai preferabil 2 99%. A se vedea
Exemplul 7.

In plus, este avut in vedere ca constructele de anticorpi bispecifici ale prezentei
inventii prezinta eficacitate terapeutica sau activitate anti-tumorala. Acest lucru poate, de
ex., sa fie evaluat intr-un studiu, asa cum este dezvaluit in urmatorul exemplu de model
de xenogrefa tumorala umana in stadiu avansat:

In ziua 1 a studiului, 5x10° celule ale unei linii de celule canceroase umane MSLN
pozitive (de ex., OVCAR-8) sunt injectate subcutanat in flancul dorsal drept al soarecilor
femele NOD/SCID. Cand volumul mediu al tumorii atinge aproximativ 100 mm3, celulele
T pozitive la CD3 uman expandate in vitro sunt transplantate la soareci prin injectarea a
aproximativ 2x107 celule in cavitatea peritoneald a animalelor. Soarecii din grupul de
control 1 al vehiculului nu primesc celule efectoare si sunt folositi ca martor netransplantat
pentru comparatie cu grupul de control 2 al vehiculului (care primesc celule efectoare)
pentru a monitoriza impactul celulelor T singure asupra cresterii tumorii. Tratamentul cu
anticorpi incepe cand volumul mediu al tumorii ajunge la aproximativ 200 mm3.
Dimensiunea medie a tumorii pentru fiecare grup de tratament in ziua inceperii
tratamentului nu trebuie sa fie statistic diferitd de nici un alt grup (analiza variantei).
Soarecii sunt tratati cu 0,5 mg/kg/zi dintr-un construct de anticorp bispecific MSLN xCD3

prin injectare intravenoasa in bolus timp de aproximativ 15 pana la 20 de zile. Tumorile
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sunt masurate prin etrier in timpul studiului si progresul este evaluat prin compararea
volumelor tumorale (TV) intre grupuri. Inhibarea cresterii tumorii T/C [%] este determinata
prin calcularea TV ca T/C% = 100 x (TV mediana a grupului analizat) / (TV mediana a
grupului de control 2).

Persoana calificata stie cum sa modifice sau sa adapteze anumiti parametri ai
acestui studiu, cum ar fi numarul de celule tumorale injectate, situsul injectarii, numarul
de celule T umane transplantate, cantitatea de constructe de anticorpi bispecifici care
urmeaza sa fie administrate si orarele, ajungand totusi la un rezultat semnificativ si
reproductibil. De preferinta, inhibarea cresterii tumorii T/C [%)] este < 70 sau < 60, mai
preferabil < 50 sau < 40, chiar mai preferabil = 30 sau < 20 si cel mai preferabil < 10 sau
< 5 sau chiar £ 2,5.

Inventia furnizeaza in plus o polinucleotida/molecula de acid nucleic care codifica
un construct de anticorp conform inventiei.

O polinucleotida este un biopolimer compus din 13 sau mai multi monomeri
nucleotidici legati covalent intr-un lant. ADN (cum ar fi ADNc) si ARN (cum ar fi ARNm)
sunt exemple de polinucleotide cu functie biologica distincta. Nucleotidele sunt molecule
organice care servesc drept monomeri sau subunitati ale moleculelor de acid nucleic
precum ADN sau ARN. Molecula de acid nucleic sau polinucleotida poate fi dublu
catenara si monocatenara, liniara si circulara. Este cuprinsa, de preferinta, intr-un vector
care este preferabil cuprins intr-o celuld gazda. Celula gazda mentionata este, de ex.
dupéa transformare sau transfectie cu vectorul sau polinucleotida conform inventiei,
capabild s& exprime constructul de anticorp. In acest scop, polinucleotida sau molecula
de acid nucleic este legata operativ de secvente martor.

Codul genetic este setul de reguli prin care informatiile codificate in materialul
genetic (acizi nucleici) sunt traduse in proteine. Decodificarea biologica in celulele vii este
realizata de ribozom care leaga aminoacizii intr-o ordine specificata de ARNm, folosind
molecule de ARNt pentru a transporta aminoacizii Si pentru a citi trei nucleotide ARNm la
un moment dat. Codul defineste modul in care secventele acestor triplete de nucleotide,
numite codoni, specifica ce aminoacid va fi adaugat in continuare in timpul sintezei
proteinelor. Cu unele exceptii, un codon cu trei nucleotide intr-o secventa de acid nucleic
specifica un singur aminoacid. Deoarece marea majoritate a genelor sunt codificate cu
exact acelasi cod, acest cod particular este adesea denumit codul genetic canonic sau

standard. in timp ce codul genetic determina secventa de proteine pentru o anumita
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regiune de codificare, alte regiuni genomice pot influenta cand si unde sunt produse
aceste proteine.

Mai mult, prezenta dezvaluire furnizeaza un vector care cuprinde o
polinucleotida/molecula de acid nucleic conform inventiei.

Un vector este o molecula de acid nucleic folosita ca vehicul pentru a transfera
material genetic (strain) intr-o celula. Termenul "vector" cuprinde - dar nu se limiteaza la
- plasmide, virusuri, cosmide si cromozomi artificiali. In general, vectorii proiectati cuprind
o origine a replicarii, un situs de multiclonare si un marker selectabil. Vectorul in sine
este, in general, o secventa nucleotidica, de obicei o secventd ADN, care cuprinde o
insertie (transgena) si 0 secventd mai mare care serveste drept "schelet" al vectorului.
Vectorii moderni pot cuprinde caracteristici suplimentare in afara de insertia transgenica
si un schelet: promotor, marker genetic, rezistenta la antibiotice, gena raportor, secventa
de tintire, eticheta de purificare a proteinelor. Vectorii numiti vectori de exprimare
(constructe de exprimare) sunt in mod specific pentru exprimarea transgenului in celula
tinta si, in general, au secvente de control.

Termenul "secvente de control" se refera la secvente de ADN necesare pentru
exprimarea unei secvente de codificare legate operabil intr-un anumit organism gazda.
Secventele de control care sunt potrivite pentru procariote, de exemplu, includ un
promotor, optional o secventa operator si un situs de legare a ribozomilor. Se stie ca
celulele eucariote utilizeaza promotori, semnale de poliadenilare si potentiatori.

Un acid nucleic este "legat operabil” atunci cand este amplasat intr-o relatie
functionala cu o altd secventa de acid nucleic. De exemplu, ADN-ul pentru o pre-secventa
sau un lider secretor este legat operabil de ADN-ul pentru o polipeptida daca este
exprimat ca o preproteina care participa la secretia polipeptidei; un promotor sau
amplificator este legat operabil de o secventa de codificare daca afecteaza transcrierea
secventei; sau un situs de legare a ribozomului este legat operabil de o secventa de
codificare daca este pozitionat astfel incat s& faciliteze translatia. in general, "legat
operabil" inseamna ca secventele ADN care sunt legate sunt adiacente si, in cazul unui
lider secretor, adiacente si in faza de citire. Cu toate acestea, amplificatorii nu trebuie sa
fie adiacenti. Legarea se realizeaza prin ligare la situsuri de restrictie convenabile. Daca
astfel de situsuri nu exista, adaptoarele sau linkerele oligonucleotidice sintetice sunt
utilizate in conformitate cu practica conventionala.

"Transfectia" este procesul de introducere deliberata a moleculelor de acid nucleic

sau a polinucleotidelor (inclusiv vectori) in celulele tinta. Termenul este utilizat mai ales
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pentru metodele non-virale in celulele eucariote. Transductia este adesea utilizata pentru
a descrie transferul de molecule de acid nucleic sau de polinucleotide mediat de virus.
Transfectia celulelor animale implica de obicei deschiderea porilor tranzitorii sau
"gaurilor" in membrana celulara, pentru a permite absorbtia materialului. Transfectia
poate fi efectuata folosind fosfat de calciu, prin electroporare, prin stoarcere celulara sau
prin amestecarea unei lipide cationice cu materialul pentru a produce lipozomi, care se
fuzioneaza cu membrana celulara si isi depun incarcatura in interior.

Termenul "transformare" este utilizat pentru a descrie transferul non-viral al
moleculelor de acid nucleic sau al polinucleotidelor (inclusiv vectori) in bacterii si, de
asemenea, in celule eucariote non-animale, inclusiv celule vegetale. Transformarea este,
prin urmare, modificarea genetica a unei celule eucariote bacteriene sau non-animale,
rezultatad din absorbtia directa prin membrana celulara (membranele celulare) din mediul
inconjurator si incorporarea ulterioara a materialului genetic exogen (molecule de acid
nucleic). Transformarea poate fi efectuatda prin mijloace artificiale. Pentru ca
transformarea sa se intample, celulele sau bacteriile trebuie sa se afle intr-o stare de
competenta, care ar putea aparea ca raspuns limitat la conditii de mediu, cum ar fi
infometarea si densitatea celulara.

Mai mult, inventia furnizeaza o celuld gazda transformatd sau transfectatd cu
polinucleotida/molecula de acid nucleic conform inventiei. Sunt, de asemenea, dezvaluite
celulele gazda transformate sau transfectate cu vectorul descris aici.

Asa cum sunt utilizati aici, termenii "celuld gazd@" sau "celuld receptor" sunt
intentionati sa includa orice celula individuala sau cultura celulara care poate fi sau a fost
receptor de vectori, molecule exogene de acid nucleic si polinucleotide care codifica
constructul de anticorp al prezentei inventii; si/sau receptori ai constructului de anticorp
in sine. Introducerea materialului respectiv in celula se realizeaza prin transformare,
transfectie si altele asemenea. Termenul "celuld gazda" este, de asemenea, destinat sa
includa descendenti sau descendenti potentiali ai unei singure celule. Deoarece anumite
modificari pot aparea in generatiile urmatoare, fie din cauza mutatiei naturale, accidentale
sau deliberate, fie din cauza influentelor mediului, astfel de descendenti nu pot fi, de fapt,
complet identici (in morfologie sau in complement genomic sau ADN total) cu celula
parinte, dar sunt inca inclusi in domeniul de aplicare al termenului asa cum este utilizat
aici. Celulele gazda adecvate includ celule procariote sau eucariote si includ in plus, dar

nu se limiteaza la, bacterii, celule de drojdie, celule fungice, celule vegetale si celule
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animale, cum ar fi celule de insecte si celule de mamifere, de exemplu, murine, de
sobolan, de macac sau umane.

Constructul de anticorp conform inventiei poate fi produs in bacterii. Dupa
exprimare, constructul de anticorp conform inventiei este izolat de pasta celulara de E.
coli intr-o fractiune solubila si poate fi purificat, de exemplu, prin cromatografie de afinitate
si/sau de excludere pe baza marimii. Purificarea finala poate fi efectuata similar cu
procesul de purificare a anticorpului exprimat, de ex., in celule CHO.

in plus fata de procariote, microbii eucarioti, cum ar fi ciupercile filamentoase sau
drojdia, sunt gazde de clonare sau exprimare adecvate pentru constructul de anticorp
conform inventiei. Saccharomyces cerevisiae, sau drojdia obisnuita de panificatie, este
cea mai utilizata dintre microorganismele gazda eucariote inferioare. Cu toate acestea,
un numar de alte genuri, specii si tulpini sunt disponibile in mod obisnuit si utile aici, cum
ar fi Schizosaccharomyces pombe, gazde Kluyveromyces, cum ar fi K. lactis, K. fragilis
(ATCC 12424), K. bulgaricus (ATCC 16045), K. wickeramii (ATCC 24178), K. waltii
(ATCC 56500), K. drosophilarum (ATCC 36906), K. thermotolerans, si K. marxianus;
yarrowia (EP 402 226); Pichia pastoris (EP 183 070); Candida; Trichoderma reesia (EP
244 234); Neurospora crassa; Schwanniomyces, cum ar fi Schwanniomyces occidentalis;
si ciuperci filamentoase, cum ar fi gazde Neurospora, Penicillium, Tolypocladium, si
Aspergillus, cum ar fi A. nidulans si A. niger.

Celulele gazda adecvate pentru exprimarea constructului de anticorp glicozilat
conform inventiei sunt derivate din organisme multicelulare. Exemplele de celule
nevertebrate includ celule de plante si insecte. Au fost identificate numeroase tulpini si
variante baculovirale si celule gazda de insecte permisive corespunzatoare de la gazde,
cum ar fi Spodoptera frugiperda (omida), Aedes aegypti (tantar), Aedes albopictus
(tantar), Drosophila melanogaster (drosofila), si Bombyx mori. O varietate de tulpini virale
pentru transfectie sunt disponibile public, de ex., varianta L-1 a Autographa californica
NPV si tulpina Bm-5 a Bombyx mori NPV, si astfel de virusuri se pot utiliza ca virus aici
conform prezentei inventii, in special pentru transfectia celulelor de Spodoptera
frugiperda.

Culturile de celule vegetale de bumbac, porumb, cartofi, soia, petunia, rosii,
Arabidopsis si tutun pot fi, de asemenea, folosite ca gazde. Clonarea si vectorii de
exprimare utili in productia de proteine in cultura celulelor vegetale sunt cunoscute de

specialistii in domeniu. A se vedea de ex. Hiatt si colab., Nature (1989) 342: 76-78, Owen
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si colab. (1992) Bio/Technology 10: 790-794, Artsaenko si colab. (1995) The Plant J 8:
745-750, si Fecker si colab. (1996) Plant Mol Biol 32: 979-986.

Cu toate acestea, interesul a fost cel mai mare in celulele de vertebrate, iar
propagarea celulelor de vertebrate in cultura (cultura de tesuturi) a devenit o procedura
de rutina. Exemple de linii de celule gazda de mamifere utile sunt linia CV1 de rinichi de
maimuta transformatd de SV40 (COS-7, ATCC CRL 1651); linia renala embrionara
umana (293 sau 293 celule subclonate pentru crestere in cultura in suspensie, Graham
si colab. , J. Gen Virol. 36: 59 (1977)); celule renale de pui de hamster (BHK, ATCC CCL
10); celule ovariene de hamster chinezesc/-DHFR/-DHFR (CHO, Urlaub si colab., Proc.
Natl. Acad. Sci. SUA 77: 4216 (1980)); celule Sertoli de soarece (TM4, Mather, Biol.
Reprod. 23: 243-251 (1980)); celule renale de maimuta (CVI ATCC CCL 70); celule
renale de maimuta verde africana (VERO-76, ATCC CRL1587); celule de carcinom
cervical uman (HELA, ATCC CCL 2); celule renale canine (MOCK, ATCC CCL 34); celule
hepatice de sobolan buffalo (BRL 3A, ATCC CRL 1442); celule pulmonare umane (W138,
ATCC CCL 75); celule hepatice umane (Hep G2,1413 8065); tumoare mamara de
soarece (MMT 060562, ATCC CCLS5 1); celule TRI (Mather si colab., Annals N. Y Acad.
Sci. (1982) 383: 44-68); celule MRC 5; celule FS4; si o linie de hepatom uman (Hep G2).

Prezenta dezvaluire furnizeaza, de asemenea, un procedeu pentru producerea
unui construct de anticorp conform inventiei, procedeul mentionat cuprinzénd cultivarea
unei celule gazda a inventiei in conditii care sa permita exprimarea constructului de
anticorp conform inventiei si recuperarea constructului de anticorp produs din cultura.

Asa cum este utilizat aici, termenul "culturd@" se refera la mentinerea, diferentierea,
cresterea, proliferarea si/sau propagarea in vitro a celulelor in conditii adecvate intr-un
mediu. Termenul "exprimare” include orice etapa implicata in producerea unui construct
de anticorp conform inventiei incluzénd, dar fara a se limita la, transcriere, modificare
post-transcriptionald, translatie, modificare post-translationala si secretie.

Cand se utilizeaza tehnici de recombinare, constructul de anticorp poate fi produs
intracelular, in spatiul periplasmatic sau secretat direct in mediu. Daca constructul de
anticorp este produs intracelular, ca prima etapa, resturile de particule, fie celule gazda,
fie fragmente lizate, sunt indepartate, de exemplu, prin centrifugare sau ultrafiltrare.
Carter si colab., Bio/Technology 10: 163-167 (1992) descriu o procedura pentru izolarea
anticorpilor care sunt secretati in spatiul periplasmatic al E. coli. Pe scurt, pasta celulara
este decongelata in prezenta acetatului de sodiu (pH 3,5), EDTA si

fenilmetilsulfonilfluorura (PMSF) timp de aproximativ 30 de minute. Resturile celulare pot
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fi indepartate prin centrifugare. in cazul in care anticorpul este secretat in mediu,
supernatantii din astfel de sisteme de exprimare sunt, in general, mai intai concentrati
utilizand un filtru de concentratie de proteine disponibil comercial, de exemplu, o unitate
de ultrafiltrare Amicon sau Millipore Pellicon. Un inhibitor de proteaza, cum ar fi PMSF,
poate fi inclus in oricare dintre etapele anterioare pentru inhibarea proteolizei si pot fi
incluse antibiotice pentru a preveni cresterea contaminantilor accidentali.

Constructul de anticorp conform inventiei preparat din celulele gazda poate fi
recuperat sau purificat utilizand, de exemplu, cromatografie cu hidroxilapatita,
electroforeza pe gel, dializa si cromatografie de afinitate. Alte tehnici de purificare a
proteinelor, cum ar fi fractionarea pe o coloana schimb&atoare de ioni, precipitarea cu
etanol, HPLC cu faza inversa, cromatografia pe silice, cromatografia pe heparina
SEPHAROSE™, cromatografia pe o rasina schimbatoare de anioni sau cationi (cum ar fi
o coloana de acid poliaspartic), focalizarea cromatografica, SDS-PAGE si precipitarea cu
sulfat de amoniu sunt, de asemenea, disponibile in functie de anticorpul care trebuie
recuperat. in cazul in care constructul de anticorp conform inventiei cuprinde un domeniu
CHBS, rasina Bakerbond ABX (J.T. Baker, Phillipsburg, NJ) este utila pentru purificare.

Cromatografia de afinitate este o tehnica preferata de purificare. Matricea de care
este atasat ligandul de afinitate este cel mai adesea agaroza, dar sunt disponibile si alte
matrice. Matricele stabile mecanic, cum ar fi sticla cu pori controlati sau
poli(stirendivinil)benzenul, permit viteze de curgere mai rapide si timpi de procesare mai
scurti decat se poate obtine cu agaroza.

Mai mult, inventia furnizeaza o compozitie farmaceutica care cuprinde un construct
de anticorp conform inventiei. Este de preferat pentru compozitia farmaceutica a inventiei
ca omogenitatea constructului de anticorp sa fie = 80%, mai preferabil = 81%, = 82%, =
83%, = 84% sau = 85%, mai preferabil = 86%, = 87%, = 88%, = 89% sau = 90%, mai
preferabil 2 91%, = 92%, = 93%, = 94% sau = 95% si cel mai preferabil = 96%, 97%, =
98% sau = 99%.

Asa cum este utilizat aici, termenul "compozitie farmaceutica" se refera la o
compozitie care este adecvata pentru administrare la un pacient, de preferintd la un
pacient uman. Compozitia farmaceutica preferatd in mod deosebit a acestei inventii
cuprinde unul sau mai multe constructe de anticorpi conform inventiei, de preferinta intr-
0 cantitate eficienta terapeutic. De preferintd, compozitia farmaceutica mai cuprinde
formulari adecvate ale unuia sau mai multor purtatori, stabilizatori, excipienti, diluanti,

solubilizatori, surfactanti, emulgatori, conservanti si/sau adjuvanti (eficienti farmaceutic).
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Constituentii acceptabili ai compozitiei sunt de preferinta netoxici pentru destinatari la
dozele si concentratiile utilizate. Compozitiile farmaceutice conform inventiei includ, dar
nu se limiteaza la, compozitii lichide, congelate si liofilizate.

Compozitiile inventive pot cuprinde un purtator acceptabil farmaceutic. in general,
asa cum este utilizat aici, "purtator acceptabil farmaceutic" inseamna orice solutie apoasa
si neapoasa, solutii sterile, solventi, tampoane, de ex. solutii saline tamponate cu fosfat
(PBS), apa, suspensii, emulsii, cum ar fi emulsii ulei/apa, diferite tipuri de agenti de
umectare, lipozomi, medii de dispersie si acoperiri, care sunt compatibile cu
administrarea farmaceutica, in special cu administrarea parenterala. Utilizarea unor astfel
de medii si agenti in compozitii farmaceutice este bine-cunoscuta in domeniu, iar
compozitiile care cuprind astfel de purtatori pot fi formulate prin metode conventionale
bine-cunoscute.

Anumite exemple de realizare furnizeaza compozitii farmaceutice care cuprind
constructul de anticorp conform inventiei si in plus unul sau mai multi excipienti, cum ar
fi cei descrisi ilustrativ in aceasta sectiune si in alta parte aici. Excipientii pot fi utilizati in
inventie in acest sens pentru 0 mare varietate de scopuri, cum ar fi ajustarea proprietatilor
fizice, chimice sau biologice ale formularilor, cum ar fi ajustarea vascozitatii, sau a
proceselor inventiei pentru a imbunatati eficacitatea si/sau pentru a stabiliza astfel de
formulari si procese impotriva degradarii si deteriorarii datorate, de exemplu, stresurilor
care apar in timpul fabricatiei, transportului, depozitarii, pregatirii inainte de utilizare,
administrarii si ulterior.

in anumite exemple de realizare, compozitia farmaceuticd poate contine materiale
de formulare in scopul modificarii, mentinerii sau conservarii, de ex., a pH-ului,
osmolaritatii, vascozitatii, claritatii, culorii, izotonicitatii, mirosulului, sterilitatii, stabilitatii,
vitezei de dizolvare sau eliberare, adsorbtiei sau penetrarii compozitiei (a se vedea,
REMINGTON'S PHARMACEUTICAL SCIENCES, Editia 18", (A.R. Genrmo, ed.), 1990,
Mack Publishing Company). In astfel de exemple de realizare, materialele de formulare
adecvate pot include, dar nu se limiteaza la:

. aminoacizi, cum ar fi glicina, alanina, glutamina, asparagina,
treonina, prolina, 2-fenilalanina, inclusiv aminoacizii incarcati, de preferinta lizina,
acetatul de lizina, arginina, glutamatul si/sau histidina

. antimicrobiene, cum ar fi agenti antibacterieni si antifungici

. antioxidanti, cum ar fi acidul ascorbic, metionina, sulfitul de sodiu sau

hidrogensulfitul de sodiu;
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. tampoane, sisteme tampon si agenti de tamponare care sunt utilizati
pentru a mentine compozitia la pH fiziologic sau la un pH usor mai scazut, de
obicei intr-un interval de pH de la aproximativ 5 la aproximativ 8 sau 9; exemple
de solutii tampon sunt borat, bicarbonat, Tris-HCI, citrati, fosfati sau alti acizi
organici, succinat, fosfat, histidind si acetat; de exemplu, tampon Tris de
aproximativ pH 7,0-8,5, sau tampon acetat de aproximativ pH 4,0-5,5;

. solventi neaposi, cum ar fi propilenglicolul, polietilenglicolul, uleiuri
vegetale, cum ar fi uleiul de masline si esteri organici injectabili, cum ar fi oleatul
de etil;

. purtatori aposi incluzand apa, solutii alcoolice/apoase, emulsii sau

suspensii, inclusiv solutii saline si medii tamponate;

. polimeri biodegradabili, cum ar fi poliesterii;

. agenti de incarcare, cum ar fi manitolul sau glicina;

. agenti de chelare, cum ar fi acidul etilendiaminotetraacetic (EDTA);
. agenti izotonici si de intarziere a absorbtiei;

. agenti de complexare, cum ar fi cafeina, polivinilpirolidona, beta-

ciclodextrina sau hidroxipropil-beta-ciclodextrina)

. materiale de umplutura;

. monozaharide; dizaharide; si alti carbohidrati (cum ar fi glucoza,
manoza sau dextrinele); carbohidratii pot fi zaharuri nereducatoare, de preferinta
trehaloza, zaharoza, octasulfat, sorbitol sau xilitol;

. proteine, polipeptide sau purtatori proteici (cu greutate moleculara
mica), cum ar fi albumina serica umana sau bovina, gelatina sau imunoglobulinele,
de preferinta de origine umana;

. coloranti si aromatizanti;

. agenti reducatori care contin sulf, cum ar fi glutationul, acidul tioctic,

tioglicolatul de sodiu, tioglicerolul, [alfa]-monotioglicerolul si tiosulfatul de sodiu

. agenti de diluare;

. agenti de emulsionare;

. polimeri hidrofili, cum ar fi polivinilpirolidona)

. contraioni care formeaza sare, cum ar fi sodiul;

. conservanti, cum ar fi antimicrobieni, antioxidanti, agenti de chelare,

gaze inerte si altele asemenea; exemple sunt: clorura de benzalconiu, acid
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benzoic, acid salicilic, timerosal, alcool fenetilic, metilparaben, propilparaben,

clorhexidina, acid sorbic sau peroxid de hidrogen);

. complexe metalice, cum ar fi complexe Zn-proteina;

. solventi si co-solventi (cum ar fi glicerina, propilenglicolul sau
polietilenglicolul);

. zaharuri si alcooli de zahar, cum ar fi trehaloza, zaharoza, octasulfat,
manitol, sorbitol sau xilitol stahioza, manoza, sorboza, xiloza, riboza, mioinizitoza,
galactoza, lactitol, ribitol, mioinizitol, galactitol, glicerol, ciclitoli (de ex., inozitol),
polietilenglicol; si alcooli de zahar polihidrici;

. agenti de suspendare;

. surfactanti sau agenti de umectare, cum ar fi pluronici, PEG, esteri
de sorbitan, polisorbati, cum ar fi polisorbat 20, polisorbat, triton, trometamina,
lecitind, colesterol, tiloxapal; surfactantii pot fi detergenti, de preferinta cu o
greutate moleculara > 1,2 KD si/sau un polieter, de preferintd cu o greutate
moleculara > 3 KD; exemple nelimitative pentru detergentii preferati sunt Tween
20, Tween 40, Tween 60, Tween 80 si Tween 85; exemple nelimitative de polieteri
preferati sunt PEG 3000, PEG 3350, PEG 4000 si PEG 5000;

. agenti de imbunatatire a stabilitatii, cum ar fi zaharoza sau sorbitolul;

. agenti de crestere a tonicitati, cum ar fi halogenuri de metale
alcaline, de preferinta clorura de sodiu sau potasiu, manitol sorbitol;

. vehicule de livrare parenterala, inclusiv solutie de clorura de sodiu,
dextroza Ringer, dextroza si clorura de sodiu, Ringer lactat sau uleiuri fixe;

. vehicule de administrare intravenoasa, incluzand substante de
completare cu fluide si nutrienti, agenti de completare cu electroliti (cum ar fi cele
pe baza de dextroza Ringer).

Este evident pentru specialistii in domeniu ca diferitii constituenti ai compozitiei
farmaceutice (de ex., cei enumerati mai sus) pot avea efecte diferite, de exemplu, iar
aminoacidul poate actiona ca un tampon, un stabilizator si/sau un antioxidant; manitolul
poate actiona ca un agent de incarcare si/sau un agent de crestere a tonicitatii; clorura
de sodiu poate actiona ca vehicul de livrare si/sau agent de crestere a tonicitatii; etc.

Este avut in vedere ca compozitia conform inventiei poate cuprinde, in plus fata
de polipeptida conform inventiei definita aici, alti agenti activi biologic, in functie de
utilizarea intentionatd a compozitiei. Astfel de agenti pot fi medicamente care actioneaza

asupra sistemului gastro-intestinal, medicamente care actioneaza ca citostatice,
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medicamente care previn hiperuricemia, medicamente care inhiba imunoreactiile (de ex.
corticosteroizi), medicamente care moduleaza raspunsul inflamator, medicamente care
actioneaza asupra sistemului circulator si/sau agenti, cum ar fi citokinele cunoscute in
domeniu. Este avut in vedere, de asemenea, ca constructul de anticorp din prezenta
inventie sa fie aplicat intr-o co-terapie, adic&, in combinatie cu un alt medicament anti-
cancer.

in anumite exemple de realizare, compozitia farmaceutica optimé va fi determinata
de un specialist in domeniu in functie, de exemplu, de calea de administrare intentionata,
formatul de livrare si doza doritd. A se vedea, de exemplu, REMINGTON'S
PHARMACEUTICAL SCIENCES, supra. in anumite exemple de realizare, astfel de
compozitii pot influenta starea fizica, stabilitatea, viteza eliberarea in vivo si rata de
eliminare in vivo a constructului de anticorp conform inventiei. in anumite variante de
realizare, vehiculul primar sau purtatorul dintr-o compozitie farmaceutica poate fi fie apos,
fie neapos. De exemplu, un vehicul sau purtator adecvat poate fi apa pentru preparate
injectabile, solutie salina fiziologica sau lichid cefalorahidian artificial, eventual
suplimentat cu alte materiale comune in compozitii pentru administrare parenterala.
Solutia salind tamponata neutrd sau solutia salind amestecata cu albumina serica sunt
alte vehicule cu titlu de exemplu. In anumite exemple de realizare, constructul de anticorp
al compozitiilor inventiei poate fi preparat pentru depozitare prin amestecarea compozitiei
selectate avand gradul dorit de puritate cu agenti de formulare optionali (REMINGTON'S
PHARMACEUTICAL SCIENCES, supra) sub forma de turta liofilizata sau solutie apoasa.
Mai mult, Tn anumite exemple de realizare, constructul de anticorp conform inventiei poate
fi formulat ca un liofilizat utilizand excipienti adecvati, cum ar fi zaharoza.

Cand se are in vedere administrarea parenterala, compozitiile terapeutice pentru
utilizare in aceasta inventie pot fi furnizate sub forma de solutie apoasa apirogena,
acceptabila parenteral, cuprinzadnd constructul de anticorp dorit al inventiei intr-un vehicul
acceptabil farmaceutic. Un vehicul deosebit de potrivit pentru injectia parenterala este
apa distilata sterila in care constructul de anticorp conform inventiei este formulat ca o
solutie sterild, izotonica, conservatd corespunzator. in anumite exemple de realizare,
preparatul poate implica formularea moleculei dorite cu un agent, cum ar fi microsfere
injectabile, particule bio-erodabile, compusi polimerici (cum ar fi acidul polilactic sau
acidul poliglicolic), perle sau lipozomi, care pot furniza eliberarea controlata sau sustinuta
a produsului care poate fi livrat prin injectie depozit. in anumite exemple de realizare,

acidul hialuronic poate fi de asemenea utilizat, avand ca efect promovarea unei durate



e 2018 0567

sustinute n circulatie. In anumite exemple de realizare, dispozitivele de eliberare a
medicamentelor implantabile pot fi utilizate pentru a introduce constructul de anticorp
dorit.

Compozitiile farmaceutice suplimentare vor fi evidente pentru specialistii in
domeniu, incluzand formulari care implica constructul de anticorp conform inventiei in
formulari cu livrare/eliberare sustinuta sau controlata. Tehnicile pentru formularea unei
varietati de alte mijloace de livrare sustinuta sau controlata, cum ar fi purtatori de lipozomi,
microparticule bioerodabile sau granule poroase si injectii depozit, sunt, de asemenea,
cunoscute specialistilor in domeniu. A se vedea, de exemplu, cererea internationala de
brevet nr. W0O93/15722, care descrie eliberarea controlata a microparticulelor polimerice
poroase pentru livrarea compozitiilor farmaceutice. Preparatele cu eliberare sustinuta pot
include matrice polimerice semipermeabile sub forma de articole modelate, de ex., filme
sau microcapsule. Matricele cu eliberare sustinutd pot include poliesteri, hidrogeluri,
polilactide (asa cum sunt dezvaluite in Brevetul SUA Nr. 3.773.919 si publicatia cererii de
brevet european nr. EP 058481), copolimeri de acid L-glutamic si gamma etil-L-glutamat
(Sidman si colab., 1983, Biopolymers 2:547-556), poli (2-hidroxietil-metacrilat) (Langer si
colab., 1981, J. Biomed. Mater. Res. 15:167-277 si Langer, 1982, Chem. Tech. 12:98-
105), etilen-acetat de vinil (Langer si colab., 1981, supra) sau acid poli-D(-)-3-
hidroxibutiric (publicatia cererii de brevet european nr. EP 133.988). Compozitille cu
eliberare sustinuta pot include, de asemenea, lipozomi care pot fi preparati prin oricare
dintre mai multe metode cunoscute in domeniu. A se vedea, de ex., Eppstein si colab.,
1985, Proc. Natl. Acad. Sci. S.U.A. 82:3688-3692; publicatiile cererilor de brevet
european nr. EP 036.676; EP 088.046 si EP 143.949.

Constructul de anticorp poate fi, de asemenea, prins in microcapsule preparate,
de exemplu, prin tehnici de coacervare sau prin polimerizare interfaciala (de exemplu,
hidroximetilcelulozad sau microcapsule de gelatind si, respectiv, microcapsule de
poli(metilmetacilat), in sisteme de administrare coloidala a medicamentelor (de exemplu,
lipozomi), microsfere de albumina, microemulsii, nanoparticule si nanocapsule), sau in
macroemulsii. Astfel de tehnici sunt dezvaluite in Remington's Pharmaceutical Sciences,
editia a 16-a, Oslo, A., Ed., (1980).

Compozitii farmaceutice utilizate pentru administrarea in vivo sunt de obicei
furnizate ca preparate sterile. Sterilizarea poate fi realizata prin filtrare prin membrane de
filtrare sterile. Cand compozitia este liofilizata, sterilizarea utilizand aceasta metoda poate

fi efectuata fie inainte, fie dupa liofilizare si reconstituire. Compozitiile pentru administrare
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parenterala pot fi stocate sub forma liofilizatd sau intr-o solutie. Compozitille parenterale
sunt, in general, amplasate intr-un recipient avand un orificiu de acces steril, de exemplu,
0 punga de solutie intravenoasa sau un flacon avand un dop de strapuns de un ac
hipodermic de injectie.

Un alt aspect al inventiei include constructul de anticorp auto-tamponant al
formularilor inventiei, care poate fi utilizat drept compozitii farmaceutice, asa cum este
descris in cererea de brevet international WO 06138181A2. Sunt disponibile o varietate
de expuneri privind stabilizarea proteinelor si materialele de formulare si metodele utile
in acest sens, cum ar fi Arakawa si colab., "Solvent interactions in pharmaceutical
formulations,” Pharm Res. 8(3): 285-91 (1991); Kendrick si colab., "Physical stabilization
of proteins in aqueous solution” in: RATIONAL DESIGN OF STABLE PROTEIN
FORMULATIONS: THEORY AND PRACTICE, Carpenter and Manning, ed.
Pharmaceutical Biotechnology. 13: 61-84 (2002), si Randolph si colab., "Surfactant-
protein interactions"”, Pharm Biotechnol. 13: 159-75 (2002), a se vedea in special partile
relevante pentru excipienti si procese ale acestora pentru formulari de proteine auto-
tamponante in conformitate cu prezenta inventie, in special in ceea ce priveste produsele
farmaceutice proteice si procedeele pentru utilizari medicale veterinare si/sau umane.

Sarurile pot fi utilizate in conformitate cu anumite exemple de realizare ale
inventiei, de exemplu, pentru a ajusta puterea ionica si/sau izotonicitatea unei formulari
si/sau pentru a imbunatati solubilitatea si/sau stabilitatea fizica a unei proteine sau a altui
ingredient al unei compozitii in conformitate cu inventia. Dupa cum se stie, ionii pot
stabiliza starea nativa a proteinelor prin legarea la reziduurile incarcate de pe suprafata
proteinei si prin protejarea gruparilor incarcate si polare din proteina si prin reducerea
rezistentei interactiunilor lor electrostatice, a interactiunilor atractive si de respingere. lonii
pot stabiliza, de asemenea, starea denaturata a unei proteine prin legarea, in special, la
legaturile peptidice denaturate (--CONH) ale proteinei. Mai mult, interactiunea ionica cu
gruparile incarcate si polare dintr-o proteina poate reduce, de asemenea, interactiunile
electrostatice intermoleculare si, prin urmare, poate preveni sau reduce agregarea Si
insolubilitatea proteinelor.

Speciile ionice difera semnificativ in ceea ce priveste efectele lor asupra
proteinelor. Au fost dezvoltate mai multe clasificari categorice ale ionilor si efectelor
acestora asupra proteinelor, care pot fi utilizate in formularea compozitiilor farmaceutice
in conformitate cu inventia. Un exemplu este seria Hofmeister, care clasifica dizolvati

ionici si polari neionici prin efectul lor asupra stabilitatii conformationale a proteinelor in
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solutie. Dizolvatii stabilizatori sunt denumiti ,kosmotropici”. Dizolvatii destabilizanti sunt
denumiti ,chaotropici”. Kosmotropii sunt utilizati in mod obisnuit la concentratii mari (de
ex., >1 molar sulfat de amoniu) pentru a precipita proteinele din solutie ("salifiere”).
Chaotropii sunt utilizati in mod obisnuit pentru a denatura si/sau pentru a solubiliza
proteinele ("solubilizare salind"). Eficacitatea relativa a ionilor de "salifiere” si "solubilizare
salind” defineste pozitia lor in seria Hofmeister.

Aminoacizii liberi pot fi utilizati in constructul de anticorp al formularilor din inventie
in conformitate cu diferite exemple de realizare ale inventiei ca agenti de incarcare,
stabilizatori si antioxidanti, precum si alte utilizari standard. Lizina, prolina, serina i
alanina pot fi utilizate pentru stabilizarea proteinelor intr-o formulare. Glicina este utila in
liofilizare pentru a asigura structura si proprietatile corecte ale turtei. Arginina poate fi utila
pentru a inhiba agregarea proteinelor, atat in formulari lichide, cat si in formulari liofilizate.
Metionina este utila ca antioxidant.

Poliolii includ zaharuri, de ex., manitol, zaharoza si sorbitol si alcooli polihidroxilici,
cum ar fi, de exemplu, glicerol si propilenglicol si, in scopul discutarii aici, polietilenglicol
(PEG) si substante inrudite. Poliolii sunt kosmotropici. Sunt agenti stabilizatori utili atat in
formulari lichide, cat si in formulari liofilizate pentru a proteja proteinele de procesele de
degradare fizica si chimica. Poliolii sunt, de asemenea, utili pentru ajustarea tonicitatii
formularilor. Printre polioli utili in anumite exemple de realizare ale inventiei se numara
manitolul, utilizat in mod obisnuit pentru a asigura stabilitatea structurala a turtei in
formularile liofilizate. Asigura stabilitatea structurala a turtei. Este utilizat in general cu un
lioprotector, de ex., zaharoza. Sorbitolul si zaharoza sunt printre agentii preferati pentru
ajustarea tonicitatii si ca stabilizatori pentru a proteja impotriva tensiunilor de inghet-
dezghet in timpul transportului sau prepararii volumelor in timpul procesului de fabricatie.
Zaharurile reducatoare (care contin grupari de aldehida sau cetona libere), cum ar fi
glucoza si lactoza, pot glica reziduuri de lizina si arginind de suprafata. Prin urmare, in
general nu se numara printre poliolii preferati pentru utilizare in conformitate cu inventia.
In plus, zaharurile care formeaza astfel de specii reactive, cum ar fi zaharoza, care este
hidrolizata n fructoza si glucoza in conditii acide si, in consecinta, genereaza glicare, nu
sunt, de asemenea, printre poliolii preferati ai inventiei in acest sens. PEG este util pentru
stabilizarea proteinelor si ca crioprotector si poate fi utilizat in inventie in acest sens.

Exemplele de realizare a constructului de anticorp al formularilor din inventie
cuprind in plus surfactanti. Moleculele de proteine pot fi susceptibile la adsorbtie pe

suprafete si la denaturare si agregare consecventa la interfetele aer-lichid, solid-lichid si
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lichid-lichid. Aceste efecte se amplifica in general invers cu concentratia de proteine.
Aceste interactiuni daunatoare cresc in general invers cu concentratia de proteine si de
obicei sunt exacerbate de agitatia fizica, cum ar fi cea generata in timpul transportului si
manipularii unui produs. Surfactantii sunt utilizati in mod obisnuit pentru a preveni,
minimiza sau reduce adsorbtia la suprafata. Surfactantii utili din inventie in aceasta
privinta includ polisorbat 20, polisorbat 80, alti esteri ai acizilor grasi ai polietoxilatilor de
sorbitan si poloxamer 188. Surfactantii sunt, de asemenea, utilizati in mod obisnuit pentru
a controla stabilitatea conformationala a proteinelor. Utilizarea surfactantilor in acest sens
este specifica proteinelor, deoarece orice surfactant dat va stabiliza de obicei unele
proteine si le va destabiliza pe altele.

Polisorbatii sunt susceptibili la degradarea oxidativa si adesea, asa cum sunt
furnizati, contin cantitati suficiente de peroxizi pentru a provoca oxidarea lanturilor laterale
ale reziduurilor de proteine, in special metionina. In consecinta, polisorbatii trebuie utilizati
cu atentie si, atunci cand sunt folositi, trebuie utilizati la cea mai mica concentratie
eficienta. In acest sens, polisorbatii exemplifica regula generala conform céreia excipientii
trebuie utilizati in concentratiile lor eficiente cele mai scazute.

Exemplele de realizare a constructului de anticorp al formularilor inventiei cuprind
in plus unul sau mai multi antioxidanti. intr-o oarecare masura oxidarea daunatoare a
proteinelor poate fi prevenita in formularile farmaceutice prin mentinerea nivelurilor
adecvate de oxigen si temperatura ambientala si evitarea expunerii la lumina. Excipientii
antioxidanti pot fi folositi si pentru a preveni degradarea oxidativa a proteinelor. Printre
antioxidantii utili in aceasta privinta se numara agentii reducatori, captatorii de
oxigen/radicali liberi si agentii de chelare. Antioxidantii pentru utilizare in formulari de
proteine terapeutice in conformitate cu inventia sunt de preferintd solubili in apa si isi
mentin activitatea pe toata durata de valabilitate a unui produs. EDTA este un antioxidant
preferat in conformitate cu inventia in acest sens. Antioxidantii pot deteriora proteinele.
De exemplu, agentii reducatori, cum ar fi glutationul in special, pot perturba legaturile
disulfura intramoleculare. Astfel, antioxidantii pentru utilizare in inventie sunt selectati,
printre altele, sa elimine sau sa reduca suficient posibilitatea de a deteriora proteinele in
formulare.

Formularile in conformitate cu inventia pot include ioni metalici care sunt co-factori
proteici si care sunt necesari pentru a forma complexe de coordonare a proteinelor, cum
ar fi zincul necesar pentru a forma anumite suspensii de insulina. lonii metalici pot, de

asemenea, inhiba unele procese care degradeaza proteinele. Cu toate acestea, ionii
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metalici catalizeaza si procesele fizice si chimice care degradeaza proteinele. lonii de
magneziu (10-120 mM) pot fi folositi pentru a inhiba izomerizarea acidului aspartic in acid
izoaspartic. lonii Ca*? (pana la 100 mM) pot creste stabilitatea dezoxiribonucleazei
umane. Mg*2, Mn*2, si Zn*2, de altfel, pot destabiliza rhDNaza. in mod similar, Ca*2 si Sr*2
pot stabiliza Factorul VIII, poate fi destabilizat de Mg*2, Mn*2 si Zn*2, Cu*? si Fe*?, iar
agregarea sa poate fi crescuta de ionii Al*3,

Exemplele de realizare a constructului de anticorp al formularilor din inventie
cuprind in plus unul sau mai multi conservanti. Conservantii sunt necesari atunci cand se
dezvolta formulari parenterale cu doze multiple care implica mai multe extractii din acelasi
recipient. Functia lor principald este de a inhiba cresterea microbiana si de a asigura
sterilitatea produsului pe toata durata de valabilitate sau pe durata utilizarii produsului
medicamentos. Conservantii utilizati in mod obisnuit includ alcool benzilic, fenol si m-
crezol. Desi conservantii au o istorie lunga de utilizare cu parenteralele cu molecule mici,
dezvoltarea formularilor de proteine care includ conservanti poate fi o provocare.
Conservantii au aproape intotdeauna un efect destabilizator (agregare) asupra
proteinelor, iar acest lucru a devenit un factor major in limitarea utilizarii lor in formulari
de proteine cu doze multiple. Pana in prezent, cele mai multe medicamente proteice au
fost formulate numai pentru o singura utilizare. Cu toate acestea, atunci cand sunt
posibile formulari cu mai multe doze, acestea au avantajul suplimentar de a permite
confortul pacientului si o comercializare crescuta. Un bun exemplu este cel al hormonului
de crestere uman (hGH) in care dezvoltarea formuldrilor conservate a condus la
comercializarea unor prezentari mai convenabile, cu stilou de injectie multi uz. Cel putin
patru astfel de dispozitive stilou care contin formulari conservate de hGH sunt disponibile
in prezent pe piata. Norditropin (lichid, Novo Nordisk), Nutropin AQ (lichid, Genentech) si
Genotropin (liofilizat - cartus cu camera dubla, Pharmacia & Upjohn) contin fenol in timp
ce Somatrope (Eli Lilly) este formulat cu m-crezol. Mai multe aspecte trebuie luate in
considerare in timpul formularii si dezvoltarii formelor de dozare conservate. Concentratia
eficienta de conservant in produsul medicamentos trebuie optimizata. Acest lucru
necesita testarea unui conservant dat sub forma de dozare cu intervale de concentratie
care confera eficacitate antimicrobiana fara a compromite stabilitatea proteinelor.

Dupa cum ar fi de asteptat, dezvoltarea formularilor lichide care contin conservanti
este mai dificila decat a formularilor liofilizate. Produsele liofilizate pot fi liofilizate fara
conservant si reconstituite cu un conservant care contine diluant in momentul utilizarii.

Acest lucru scurteaza timpul in care un conservant este in contact cu proteina,
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minimizadnd semnificativ riscurile de stabilitate asociate. Cu formularile lichide,
eficacitatea si stabilitatea conservantilor trebuie mentinute pe intreaga duratda de
valabilitate a produsului (aproximativ 18 pana la 24 de luni). Un punct important de
remarcat este ca eficacitatea conservantului trebuie demonstrata in formularea finala
care contine medicamentul activ si toate componentele de excipient.

Constructele de anticorpi dezvaluite aici pot fi, de asemenea, formulate ca imuno-
lipozomi. Un "lipozom" este o vezicula mica compusa din diferite tipuri de lipide,
fosfolipide si/sau surfactant, care este utila pentru livrarea unui medicament la un
mamifer. Componentele lipozomului sunt aranjate in mod obisnuit intr-o formatiune
bistratificata, similara cu aranjamentul lipidic al membranelor biologice. Lipozomii care
contin constructul de anticorp sunt preparati prin metode cunoscute in domeniu, cum sunt
cele descrise in Epstein si colab., Proc. Natl. Acad. Sci. SUA, 82: 3688 (1985); Hwang si
colab. , Proc. Natl Acad. Sci. SUA, 77: 4030 (1980); Brevetele SUA Nr. 4.485.045 si
4.544.545; si WO 97/38731. Lipozomii cu timp de circulatie imbunatatit sunt dezvaluiti in
Brevetul SUA Nr. 5.013. 556. Lipozomii deosebit de utili pot fi generati prin metoda de
evaporare in faza inversa cu o compozitie lipidica cuprinzand fosfatidilcolina, colesterol
si fosfatidiletanolamina derivaté de PEG (PEG-PE). Lipozomii sunt extrudati prin filtre cu
dimensiunea definita a porilor pentru a produce lipozomi cu diametrul dorit. Fragmentele
Fab' ale constructului de anticorp din prezenta inventie pot fi conjugate la lipozomi asa
cum este descris in Martin si colab. J. Biol. Chem. 257: 286-288 (1982) printr-o reactie
de schimb de disulfuri. Un agent chimioterapeutic este optional continut in lipozom. A se
vedea Gabizon si colab. J. National Cancer Inst. 81 (19) 1484 (1989).

Odata ce compozitia farmaceutica a fost formulata, aceasta poate fi pastrata in
flacoane sterile sub forma de solutie, suspensie, gel, emulsie, solid, cristal sau sub forma
de pulbere deshidratata sau liofilizata. Astfel de formulari pot fi depozitate fie intr-o forma
gata de utilizare, fie intr-o forma (de ex., liofilizatd) care este reconstituita Thainte de
administrare.

Activitatea biologica a compozitiei farmaceutice definita aici poate fi determinata,
de exemplu, prin teste de citotoxicitate, asa cum este descris in urmatoarele exemple, in
WO 99/54440 sau de Schlereth si colab. (Cancer Immunol. Immunother. 20 (2005), 1-
12). "Eficacitate” sau "eficacitate in vivo" asa cum este utilizata aici se refera la raspunsul
la terapie prin compozitia farmaceutica a inventiei, folosind, de ex., criterii de raspuns NCI
standardizate. Succesul sau eficacitatea in vivo a terapiei folosind o compozitie

farmaceutica a inventiei se refera la eficacitatea compozitiei pentru scopul propus, adicé
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capacitatea compozitiei de a provoca efectul dorit, adica epuizarea celulelor patologice,
de ex. celulelor tumorale. Eficacitatea in vivo poate fi monitorizata prin metode standard
stabilite pentru entitatile bolii respective, incluzand, dar fara a se limita la numaratoarea
de globule albe, diferentiale, sortarea celulelor activate prin fluorescenta, aspiratia
maduvei osoase. in plus, pot fi utilizati diferiti parametri chimici clinici specifici bolii si alte
metode standard stabilite. In plus, se pot utiliza tomografia asistata de computer, raze X,
tomografie prin rezonanta magnetica nucleara (de ex. pentru evaluarea raspunsului pe
baza criteriilor Institutului National al Cancerului [Cheson BD, Horning SJ, Coiffier B,
Shipp MA, Fisher RI, Connors JM, Lister TA, Vose J, Grillo-Lopez A, Hagenbeek A,
Cabanillas F, Klippensten D, Hiddemann W, Castellino R, Harris NL, Armitage JO, Carter
W, Hoppe R, Canellos GP. Raportul unui grup de lucru international pentru
standardizarea criteriilor de raspuns pentru limfoamele non-Hodgkin. Grupul de lucru
international sponsorizat de NCI. J Clin Oncol. 1999 apr;17(4):1244]), scanarea prin
tomografie cu emisie de pozitroni, numararea globulelor albe, diferentiale, sortarea
celulelor activate prin fluorescenta, aspiratia maduvei osoase, biopsiile/histologiile
ganglionilor limfatici si diversi parametri de chimie clinica specifici limfomului (de exemplu,
lactat dehidrogenaza) si alte metode standard stabilite.

O altad provocare majora in dezvoltarea medicamentelor, cum ar fi compozitia
farmaceutica a inventiei, este modularea predictibila a proprietatilor farmacocinetice. In
acest scop, poate fi stabilit un profil farmacocinetic al medicamentului candidat, adica un
profil al parametrilor farmacocinetici care afecteaza capacitatea unui anumit medicament
de a trata o afectiune data. Parametrii farmacocinetici ai medicamentului care
influenteaza capacitatea unui medicament de a trata 0 anumita entitate de boala includ,
dar nu se limiteaza la: timpul de injumatatire, volumul de distributie, metabolismul hepatic
de prim pasaj si gradul de legare a serului sanguin. Eficacitatea unui medicament dat
poate fi influentata de fiecare dintre parametrii mentionati mai sus.

"Timp de injumatatire” Thseamna timpul in care 50% dintr-un medicament
administrat sunt eliminate prin procese biologice, de ex. metabolism, excretie etc. Prin
"metabolismul hepatic de prim pasaj" se intelege tendinta unui medicament de a fi
metabolizat la primul contact cu ficatul, adica in timpul primei sale treceri prin ficat.
"Volumul de distributie" inseamna gradul de retinere a unui medicament in diferite
compartimente ale corpului, cum ar fi de ex. spatii intracelulare si extracelulare, tesuturi
si organe etc. si distributia medicamentului in aceste compartimente. "Gradul de legare a

serului sanguin” inseamna tendinta unui medicament de a interactiona cu si de a se lega
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de proteinele serice din sange, cum ar fi albumina, ducand la o reducere sau pierdere a
activitatii biologice a medicamentului.

Parametrii farmacocinetici includ, de asemenea, biodisponibilitatea, timpul de
intarziere (Tlag), Tmax, ratele de absorbtie, concentratie mai mare de debut si/sau Cmax
pentru 0 anumita cantitate de medicament administrata. "Biodisponibilitate” inseamna
cantitatea de medicament din compartimentul de sange. "Timp de intarziere" inseamna
intarzierea dintre administrarea medicamentului si detectarea si capacitatea acestuia de
a fi masurat in sange sau plasma. "Tmax" este timpul dupa care se atinge concentratia
maxima in sange a medicamentului, iar "Cmax" este concentratia din sdnge maxim
obtinutd cu un anumit medicament. Timpul pentru atingerea unei concentratii in sange
sau tesuturi a medicamentului care este necesara pentru efectul sau biologic este
influentat de toti parametrii. Parametrii farmacocinetici ai constructelor de anticorpi
bispecifici care prezinta specificitate intre specii, care pot fi determinati in testele
preclinice pe animale la primate non-cimpanzeu, asa cum s-a subliniat mai sus, sunt de
asemenea prezentati, de ex. in publicatia de catre Schlereth si colab. (Cancer Immunol.
Immunother. 20 (2005), 1-12).

Un exemplu de realizare furnizeaza constructul de anticorp conform inventiei
pentru utilizare in prevenirea sau tratamentul unei boli cu tumoare solida sau a unei boli
Cu cancer metastatic.

Formularile descrise aici sunt utile drept compozitii farmaceutice in tratamentul,
ameliorarea si/sau prevenirea afectiunii medicale patologice descrise aici la un pacient
care are nevoie de aceasta. Termenul "tratament"” se refera atat la tratamentul terapeutic,
cat si la masurile profilactice sau preventive. Tratamentul include aplicarea sau
administrarea formularii pe corp, un tesut izolat sau o celula de la un pacient care are o
boald/tulburare, un simptom al unei boli/tulburdari sau o predispozitie catre o
boald/tulburare, cu scopul de a trata, vindeca, alina, usura, modifica, remedia, ameliora,
imbunatati sau afecta boala, simptomul bolii sau predispozitia spre boala.

Termenul "ameliorare”, asa cum este utilizat aici, se refera la orice imbunatatire a
starii de boala a unui pacient care are o tumoare sau cancer sau un cancer metastatic,
asa cum este specificat mai jos, prin administrarea unui construct de anticorp conform
inventiei la un subiect care are nevoie de acesta. O astfel de imbunatatire poate fi vazuta
si ca o incetinire sau oprire a progresiei p a tumorii sau a cancerului sau cancerului
metastatic al pacientului. Termenul "prevenire”, asa cum este utilizat aici, inseamna

evitarea aparitiei sau reaparitiei la un pacient care are o tumoare sau cancer sau un
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cancer metastatic, asa cum este specificat mai jos, prin administrarea unui construct de
anticorp conform inventiei la un subiect care are nevoie de aceasta.

Termenul "boald" se refera la orice conditie care ar beneficia de tratamentul cu
constructul de anticorp sau compozitia farmaceutica descrisa aici. Aceasta include
tulburari sau boli cronice si acute, inclusiv acele conditii patologice care predispun
mamiferul la boala in cauza.

Un "neoplasm" este o crestere anormala a tesutului, de obicei, dar nu intotdeauna,
formand o masa. Atunci cand se formeaza si 0 masa, este denumita in mod obisnuit
"tumoare”. Neoplasmele sau tumorile sau pot fi benigne, potential maligne
(precanceroase) sau maligne. Neoplasmele maligne sunt denumite in mod obisnuit
cancer. De obicei, invadeaza si distrug tesutul inconjurator si pot forma metastaze, adica
se raspandesc in alte parti, tesuturi sau organe ale corpului. Prin urmare, termenul
"cancer metastatic” cuprinde metastaze la alte tesuturi sau organe decéat cel al tumorii
originale. Limfoamele si leucemiile sunt neoplasme limfoide. in scopul prezentei inventii,
acestea sunt cuprinse, de asemenea, de termenii "tumoare" sau "cancer".

Intr-un exemplu de realizare preferat al inventiei, boala cu tumoare solida si boala
cu cancer metastatic pot fi derivate din oricare dintre cele de mai sus.

Bolile cu tumoare preferate in legatura cu aceasta inventie sunt selectate dintr-un
grup constand din cancer de san, carcinoid, cancer de col uterin, cancer colorectal,
cancer endometrial, cancer gastric, cancer de cap si gat, mezoteliom, cancer de ficat,
cancer pulmonar, cancer ovarian, cancer pancreatic, cancer de prostata, cancer de piele,
cancer renal si cancer de stomac. Mai preferabil, boala cu tumoare sau cancer, care este
de preferinta o boala cu tumoare solida, poate fi selectata din grupul constand din cancer
ovarian, cancer pancreatic, mezoteliom, cancer pulmonar, cancer gastric si cancer de
san triplu negativ. Boala cu cancer metastatic poate fi derivata din oricare dintre cele de
mai sus.

De asemenea, este dezvaluita o metoda pentru tratamentul sau ameliorarea bolii
cu tumoare sau cancer sau a unei boli cu cancer metastatic, cuprinzand etapa de
administrare la un subiect care are nevoie de aceasta a constructului de anticorp conform
inventiei sau a constructului de anticorp produs conform metodei inventiei.

Termenii "subiect care are nevoie" sau cei "care au nevoie de tratament" i includ
pe cei care sufera deja de tulburare, precum si pe cei la care tulburarea trebuie sa fie
prevenita. Subiectul care are nevoie sau "pacient” include subiecti umani si alte mamifere

care primesc fie tratament profilactic, fie terapeutic.
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Constructul de anticorp conform inventiei va fi proiectat in general pentru cai si
metode specifice de administrare, pentru doze si frecvente specifice de administrare,
pentru tratamente specifice ale bolilor specifice, cu intervale de biodisponibilitate si
persistenta, printre altele. Materialele compozitiei sunt de preferinta formulate in
concentratii care sunt acceptabile pentru situsul de administrare.

Formularile si compozitiile pot fi astfel concepute in conformitate cu inventia pentru
eliberare prin orice cale de administrare adecvata. In contextul prezentei inventii, caile de
administrare includ, dar nu se limiteaza la acestea

. cai topice (cum ar fi epicutanata, inhalatorie, nazala, oftalmica,
auriculara/aurala, vaginala, mucozala);

. cai enterale (cum ar fi orala, gastrointestinala, sublinguala,
sublabiala, bucala, rectala); si

. cai parenterale (cum ar fi intravenoasa, intraarteriala, intraos,
intramusculara, intracerebrala, intracerebroventriculara, epidurala, intratecala,
subcutanata, intraperitoneala, extra-amniotica, intraarticulara, intracardiaca,
intradermica, intralezionala, intrauterina, intravezicala, intravitreala, transdermica,
intranazala, transmucozala, intrasinoviala, intraluminala).

Compozitiile farmaceutice si constructul de anticorp din aceasta inventie sunt
deosebit de utile pentru administrare parenterala, de ex., administrare subcutanata sau
intravenoasa, de exemplu prin injectare, cum ar fi injectia in bolus sau prin perfuzie, cum
ar fi perfuzia continud. Compozitiile farmaceutice pot fi administrate folosind un dispozitiv
medical. Exemple de dispozitive medicale pentru administrarea compozitiilor
farmaceutice sunt descrise in Brevetele SUA Nr. 4.475.196; 4.439.196; 4.447.224; 4.447.
233; 4.486.194; 4.487.603; 4.596.556; 4.790.824; 4.941.880; 5.064.413; 5.312.335;
5.312.335; 5.383.851; si 5.399.163.

in special, prezenta inventie asigurd o administrare neintreruptd a compozitiei
adecvate. Ca exemplu nelimitativ, administrarea neintrerupta sau substantial
neintrerupta, adica continua, poate fi realizata printr-un mic sistem de pompare purtat de
pacient pentru masurarea afluxului de agent terapeutic in corpul pacientului. Compozitia
farmaceutica care cuprinde constructul de anticorp conform inventiei poate fi administrata
prin utilizarea respectivelor sisteme de pompare. Astfel de sisteme de pompare sunt in
general cunoscute in domeniu si se bazeaza in mod obisnuit pe schimbul periodic de
cartuse care contin agentul terapeutic care trebuie perfuzat. Cand se schimba cartusul

intr-un astfel de sistem de pompare, poate aparea o intrerupere temporara a fluxului de
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altfel neintrerupt al agentului terapeutic in corpul pacientului. Intr-un astfel de caz, faza
de administrare anterioara inlocuirii cartusului si faza de administrare care urmeaza
inlocuirii cartusului ar fi totusi luate in considerare in sensul mijloacelor farmaceutice si
metodelor conform inventiei care alcatuiesc impreuna o "administrare neintrerupta” a
unui astfel de agent terapeutic.

Administrarea continua sau neintrerupta a constructelor de anticorpi conform
inventiei poate fi intravenoasa sau subcutanata prin intermediul unui dispozitiv de livrare
a fluidului sau a unui mic sistem de pompare incluzand un mecanism de antrenare a
fluidului pentru antrenarea fluidului dintr-un rezervor si un mecanism de actionare pentru
actionarea mecanismului de antrenare. Sistemele de pompare pentru administrare
subcutanata pot include un ac sau o canula pentru penetrarea pielii unui pacient si
livrarea compozitiei adecvate in corpul pacientului. Respectivele sisteme de pompare pot
fi fixate sau atasate direct la pielea pacientului independent de o vena, artera sau un vas
de sange, permitand astfel un contact direct intre sistemul de pompare si pielea
pacientului. Sistemul de pompare poate fi atasat la pielea pacientului timp de 24 de ore
pana la cateva zile. Sistemul de pompare poate fi de dimensiuni mici, cu un rezervor
pentru volume mici. Ca exemplu nelimitativ, volumul rezervorului pentru compozitia
farmaceutica adecvata, care trebuie administrata, poate fi intre 0,1 si 50 ml.

Administrarea continua poate fi, de asemenea, transdermica prin intermediul unui
plasture purtat pe piele si inlocuit la intervale. Un specialist in domeniu este constient de
sistemele de plasturi pentru livrarea de medicamente adecvate in acest scop. Este de
remarcat faptul ca administrarea transdermica este deosebit de susceptibila de
administrare neintrerupta, deoarece schimbul unui prim plasture epuizat poate fi realizat
in mod avantajos simultan cu amplasarea unui nou, al doilea plasture, de exemplu pe
suprafata pielii imediat adiacentd primului plasture epuizat, si imediat Thainte de
indepartarea primului plasture epuizat. Nu apar probleme de intrerupere a fluxului sau de
defectare a celulei de alimentare.

in cazul in care compozitia farmaceutica a fost liofilizata, materialul liofilizat este
mai intai reconstituit intr-un lichid adecvat inainte de administrare. Materialul liofilizat
poate fi reconstituit in, de ex., apa bacteriostatica pentru preparate injectabile (BWFI),
solutie salina fiziologica, solutie salina tamponata cu fosfat (PBS) sau aceeasi formulare
in care se afla proteina inainte de liofilizare.

Compozitiile din prezenta inventie pot fi administrate subiectului intr-o doza

adecvata care poate fi determinata de ex. prin studii de crestere a dozei prin
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administrarea de doze crescande din constructul de anticorp conform inventiei care
prezinta specificitate intre specii descrisa aici pentru primatele non-cimpanzei, de
exemplu macaci. Asa cum s-a aratat mai sus, constructul de anticorp conform inventiei
care prezinta specificitatea intre specii descrisa aici poate fi utilizat in mod avantajos in
forma identica in testarea preclinica la primatele non-cimpanzei si ca medicament la om.
Regimul de dozare va fi determinat de medicul curant si de factorii clinici. Asa cum este
bine-cunoscut in domeniul medical, dozele pentru orice pacient depind de multi factori,
inclusiv dimensiunea pacientului, suprafata corpului, varsta, compusul specific care
trebuie administrat, sexul, timpul si calea de administrare, starea generala de sanatate si
alte medicamente care sunt administrate concomitent.

Termenul "doza eficientd" sau "dozaj eficient" este definit ca o cantitate suficienta
pentru a obtine sau cel putin a obtine partial efectul dorit. Termenul "doza eficienta
terapeutic” este definit ca o cantitate suficienta pentru a vindeca sau cel putin a stopa
partial boala si complicatiile acesteia la un pacient care sufera deja de boala. Cantitatile
sau dozele eficiente pentru aceasta utilizare vor depinde de conditia de tratat (indicatia),
de constructul de anticorp livrat, de contextul terapeutic si obiective, de severitatea bolii,
de terapia anterioara, de istoricul clinic al pacientului si de raspunsul la agentul terapeutic,
calea de administrare, dimensiunea (greutatea corpului, suprafata corpului sau
dimensiunea organului) si/sau starea (varsta si starea generala de sanatate) a pacientului
si starea generala a sistemului imunitar propriu al pacientului. Doza adecvata poate fi
ajustatd in functie de judecata medicului curant astfel incat s& poata fi administrata
pacientului o daté sau intr-o serie de administrari si pentru a obtine efectul terapeutic
optim.

O doza tipica poate varia de la aproximativ 0,1 pg/kg pana la aproximativ 30 mg/kg
sau mai mult, in functie de factorii mentionati mai sus. in exemple de realizare specifice,
doza poate varia de la 1,0 pg/kg pana la aproximativ 20 mg/kg, optional de la 10 pg/kg
pana la aproximativ 10 mg/kg sau de la 100 pg/kg pana la aproximativ 5 mg/kg.

O cantitate eficienta terapeutic dintr-un construct de anticorp conform inventiei are
ca rezultat, de preferinta, o scadere a severitatii simptomelor bolii, o crestere a frecventei
sau duratei perioadelor fara simptome ale bolii sau o prevenire a afectarii sau dizabilitatii
cauzate de boala. Pentru tratarea tumorilor care exprima MSLN, o cantitate eficienta
terapeutic din constructul de anticorp conform inventiei, de ex. un construct de anticorp
anti-MSLN/anti-CD3, de preferinta inhiba cresterea celulara sau cresterea tumorii cu cel

putin aproximativ 20%, cel putin aproximativ 40%, cel putin aproximativ 50%, cel putin
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aproximativ 60%, cel putin aproximativ 70%, la cel putin aproximativ 80%, sau cel putin
aproximativ 90% fata de pacientii netratati. Capacitatea unui compus de a inhiba
cresterea tumorii poate fi evaluata intr-un model animal predictiv al eficacitatii in tumorile
umane.

Compozitia farmaceutica poate fi administrata ca unic agent terapeutic sau in
combinatie cu terapii suplimentare, cum ar fi terapiile anti-cancer, dupa cum este necesar,
de ex. alte medicamente proteice si neproteice. Aceste medicamente pot fi administrate
simultan cu compozitia care cuprinde constructul de anticorp conform inventiei asa cum
este definit aici sau separat Thainte sau dupa administrarea respectivului construct de
anticorp la intervale si doze definite in timp util.

Termenul "doza eficienta si netoxica", asa cum este utilizat aici, se refera la o doza
tolerabila dintr-un construct de anticorp inventiv care este suficient de mare pentru a
provoca epuizarea celulelor patologice, eliminarea tumorii, contractia tumorii sau
stabilizarea bolii fara sau in esenta fara efecte toxice majore. Astfel de doze eficiente si
netoxice pot fi determinate de exemplu prin studii de crestere a dozei descrise in stadiul
tehnicii si ar trebui sa fie sub doza care sa induca efecte adverse severe (toxicitate care
limiteaza doza, DLT).

Termenul "toxicitate" asa cum este utilizat aici se refera la efectele toxice ale unui
medicament manifestate in efecte adverse sau efecte adverse severe. Aceste efecte
secundare se pot referi la o lipsa de tolerabilitate a medicamentului in general si/sau o
lipsad de toleranta locala dupa administrare. Toxicitatea poate include, de asemenea,
efecte teratogene sau cancerigene cauzate de medicament.

Termenul "sigurantd”, "siguranta in vivo" sau "tolerabilitate”, asa cum este utilizat
aici, defineste administrarea unui medicament fara a induce efecte adverse severe direct
dupa administrare (tolerantd locala) si pe o perioada mai lungd de aplicare a
medicamentului. "Siguranta”, "siguranta in vivo" sau "tolerabilitatea" pot fi evaluate, de
ex., la intervale regulate in timpul perioadei de tratament si de urmarire. Masuratorile
includ evaluarea clinica, de ex. manifestari ale organelor si screeningul anomaliilor de
laborator. Se poate efectua evaluarea clinica si se pot inregistra/codifica abateri la
constatarile normale in conformitate cu standardele NCI-CTC si/sau MedDRA.
Manifestarile organelor pot include criterii, cum ar fi alergie/imunologie, sdnge/maduva
osoasa, aritmie cardiaca, coagulare si altele asemenea, asa cum este stabilit de ex. in
Criteriile terminologice comune pentru efecte adverse v3.0 (CTCAE). Parametrii de

laborator care pot fi testati includ, de exemplu, hematologia, chimia clinica, profilul de



e 2018 0567

coagulare si analiza urinei si examinarea altor fluide corporale precum ser, plasma, lichid
limfoid sau spinal, seroase si altele asemenea. Siguranta poate fi astfel evaluata de ex.
prin examinare fizica, tehnici imagistice (adica ultrasunete, raze X, scanari CT, imagistica
prin rezonantda magnetica (RMN), alte masuri cu dispozitive tehnice (adica
electrocardiogramd), semne vitale, prin masurarea parametrilor de laborator si
inregistrarea efectelor adverse. De exemplu, efectele adverse la primatele non-
cimpanzeu in utilizarile si metodele conform inventiei pot fi examinate prin metode
histopatologice si/sau histochimice.

Se face referire si la termenii de mai sus, de ex. in Evaluarea preclinica a sigurantei
produselor farmaceutice derivate din biotehnologie S6; Ghid tripartit armonizat ICH;
Intalnirea Comitetului Director al ICH din 16 iulie 1997.

intr-un alt exemplu de realizare, inventia furnizeaza un kit care cuprinde un
construct de anticorp conform inventiei si/sau o celuld gazda a inventiei.

In contextul prezentei inventii, termenul "kit" inseamna doua sau mai multe
componente - dintre care una corespunzand constructului de anticorp, compozitiei
farmaceutice, vectorului sau celulei gazda a inventiei - ambalate impreuna intr-o cutie,
un recipient sau in alt fel. Prin urmare, un kit poate fi descris ca un set de produse si/sau
ustensile care sunt suficiente pentru a atinge un anumit obiectiv, care poate fi
comercializat ca o singura unitate.

Kitul poate cuprinde unul sau mai multe recipiente (cum ar fi flacoane, fiole,
recipiente, seringi, sticle, pungi) de orice forma, dimensiune si material adecvate (de
preferintd impermeabile, de ex. plastic sau sticla) care contine constructul de anticorp sau
compozitia farmaceutica a prezentei inventii intr-o doza adecvata pentru administrare (a
se vedea mai sus). Kitul poate contine in plus instructiuni de utilizare (de ex. sub forma
unui prospect sau manual de instructiuni), mijloace pentru administrarea constructului de
anticorp conform prezentei inventii, cum ar fi o seringa, pompa, un perfuzor sau altele
asemenea, mijloace pentru reconstituirea constructului de anticorp conform inventiei
si/sau mijloace pentru diluarea constructului de anticorp conform inventiei.

Inventia furnizeaza, de asemenea, kituri pentru o unitate de administrare cu doza
unica. Kitul conform inventiei poate contine, de asemenea, un prim recipient care
cuprinde un construct de anticorp uscat/liofilizat si un al doilea recipient care cuprinde o
formulare apoasa. in anumite exemple de realizare ale acestei inventii, sunt furnizate
kituri care contin seringi preumplute cu o singura camera si cu mai multe camere (de ex.,

seringi cu lichid si lioseringi).
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Figurile arata:

Figura 1:

Reprezentare schematica a himerei MSLN umana-soarece. Himerele
MSLN au fost generate cu 6 schimburi distincte de intindere de secventa de la
MSLN umana la MSLN de soarece. Variantele respective au fost exprimate pe
suprafata clonelor de celule CHO (E1-E6). A se vedea Exemplul 1.

Figura 2

Reactivitatea incrucisata a constructelor de anticorpi anti-MSLN detectate
prin citometrie in flux: legarea la MSLN si CD3 umane si de macac. A se vedea
Exemplul 4.

Figura 3

Analiza constructelor de anticorpi anti-MSLN prin citometrie in flux: legarea
la variantele umane v2 si v6. A se vedea Exemplul 4.

Figura 4

Potenta constructelor de anticorpi bispecificit MSLNxCD3 in redirectionarea
celulelor T efectoare CD8+ umane stimulate impotriva celulelor CHO transfectate
cu MSLN umana a fost masurata intr-un test de eliberare a >'Cr de 18 ore (raport
efector-tinta 10:1).

Figura 5

Potenta constructelor de anticorpi bispecificit MSLNxCD3 in redirectionarea
celulelor T efectoare CD8+ umane stimulate impotriva OVCAR-8 pozitiv la MSLN
a fost masurata intr-un test de eliberare a >Cr de 18 ore (raport efector-tinta 10:1).

Figura 6

Potenta constructelor de anticorpi bispecifici MSLNxCD3 in redirectionarea
celulelor T in PBMC umane nestimulate (CD147/CD567) impotriva celulelor CHO
transfectate cu MSLN umana in absenta si prezenta MSLN solubile a fost
masurata intr-un test de citotoxicitate bazat pe FACS de 48 de ore (raport efector-
tinta 10:1).

Figura 7

Potenta constructelor de anticorpi bispecifici MSLNxCD3 in redirectionarea
celulelor T in PBMC umane nestimulate (CD14-/CD567) impotriva liniei de celule
umane MSLN pozitive OVCAR-8 a fost masurata intr-un test de citotoxicitate bazat
pe FACS de 48 de ore.

Figura 8
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Confirmarea constructelor de anticorpi bispecifici MSLNxCD3 cu
reactivitate Tncrucisata sunt capabile sa redirectioneze celulele T de macac
impotriva celulelor CHO transfectate cu MSLN de macac, un test de citotoxicitate
bazat pe FACS de 48 de ore a fost efectuat cu o linie de celule T de macac
LnPx4119 ca celule T efectoare (raport efector-tinta 10:1).

Figura 9

Diferenta de potentda dintre izoformele monomerice si dimerice ale
constructelor de anticorpi bispecifici MSLNxXCD3 in redirectionarea celulelor T in
celulele T efectoare CD8+ umane stimulate impotriva celulelor CHO umane
transfectate cu MSLN a fost masurata intr-un test de eliberare a >'Cr de 18 ore
(raport efector-tinta 10:1).

Figura 10

Stabilitatea constructelor de anticorpi bispecificit MSLNxCD3 dupa incubare
timp de 96 de ore in plasm& umana. Test pe baza de °!Cr de 18 ore. Celule
efectoare: celule T CD8 umane imbogatite stimulate. Celule tinta: celule CHO
transfectate cu MSLN umana. Raportul dintre celula efector si tinta (E:T): 10:1.
Proteina BIiTE asa cum este indicat.

Figura 11

Omogenitatea proteinei constructelor de anticorpi ale inventiei analizata
prin cromatografie cu schimb de cationi de inalta rezolutie CIEX

Figura 12

Hidrofobicitatea de suprafatd a constructelor de anticorpi bispecifici din
inventie testata prin cromatografie de interactiune hidrofoba HIC in modul flux

Figura 13

Conversia monomer in dimer dupa trei cicluri de inghet/dezghet.

Figura 14

Conversia monomer in dimer dupa 7 zile de incubare la 250 pg/ml

Figura 15: Evaluarea activarii celulelor T independente de tinta prin
constructe de anticorpi HLE BiTE® mezotelina (MS). 2(a) construct de anticorp
conform inventiei in testul de activare de 48 de ore cu PBMC umane (3x); dilutii in
serie HLE BIiTE® (initial 20 nM; 1:5, 7x+martor); fard sau cu blocarea FcR [10
mg/ml hulgG (Kiovog, Baxter)]; Masurarea FACS a exprimarii CD69 si CD25 [nu
este prezentata] pe celulele T D4*, CD8*. 2(b) construct de anticorp hetero-Fc in

testul de activare de 48 de ore cu PBMC umane si PBMC epuizate de celule
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CD14*/CD33* (3x); dilutii in serie HLE BIiTE® (initial 20 nM; 1:5, 7x+martor);
Masurarea FACS a exprimarii CD69 si CD25 [nu este prezentata] pe celulele T
D4*, CD8".

Figura 16: Evaluarea activarii celulelor T independente de tinta prin
constructe de anticorpi HLE BiTE® CDH19. 3(a) construct de anticorp conform
inventiei in testul de activare de 48 de ore cu PBMC umane (3x); dilutii in serie
HLE BIiTE® (initial 20 nM; 1:5, 7x+martor); fara sau cu blocarea FcR [10 mg/mL
hulgG (Kiovog, Baxter)]; Masurarea FACS a exprimarii CD69 si CD25 [nu este
prezentata] pe celulele T D4*, CD8"*. 3(b) construct de anticorp hetero-Fc in testul
de activare de 48 de ore cu PBMC umane si PBMC epuizate de celule
CD14*/CD33* (3x); dilutii in serie HLE BIiTE® (initial 20 nM; 1:5, 7x+martor);
Masurarea FACS a exprimarii CD69 si CD25 [nu este prezentata] pe celulele T
D4*, CD8"*. 3(c) construct de anticorp X in testul de activare de 48 de ore cu PBMC
umane si PBMC epuizate de celule CD14*/CD33* (3x); dilutii in serie HLE BIiTE®
(initial 20 nM; 1:5, 7x+martor); Masurarea FACS a exprimarii CD69 si CD25 [nu
este prezentata] pe celulele T D4*, CD8".

Figura 17: Legarea complementului C1g a constructelor de anticorpi de
fuziune Fc BiTE®. Constructele de anticorpi de fuziune Fc BiTE® (Fc BIiTE® cu lant
unic (triunghi), Fc BIiTE® hetero (patrate), BiTE® canonic (cerc)) au fost acoperite
pe o placa Maxisorp (in serii de dilutie), inainte de incubarea cu ser uman combinat
si de incubarea cu anticorpul murin policlonal anti-CC1gq uman, vizualizat cu
conjugatul Fc-AP anti-soarece de capra.

Figura 18: Profiluriie PK medii ale patru perechi de proteine de fuziune
BITE®-HLE dupa administrarea unei singure doze la maimutele cynomolgus. Din
motive de comparabilitate, concentratiile serice au fost normalizate in functie de
doza la 15 pg/kg si indicate in nmol.

Figura 19: Profilurile PK medii ale cinci constructe diferite de anticorpi
BIiTE®, fiecare fuzionat la un fragment de extindere a timpului de injumatétire al
scFc. Din motive de comparabilitate, concentratiile serice au fost normalizate in
functie de doza la 15 pg/kg si indicate Th nmol.

Exemple:
Urmatoarele exemple ilustreaza inventia. Aceste exemple nu ar trebui interpretate

ca limitdnd cadrul acestei inventii. Prezenta inventie este limitatd numai de revendicari.

Exemplul 1
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Generarea de celule CHO care exprima MSLN de tip salbatic si himerica

Antigenul MSLN poate fi subdivizat in sase subdomenii sau regiuni diferite care
sunt definite, in scopurile exemplelor 1 si 2. Secventa aa a acestor sase subdomenii este
descrisa in SECV ID NR: 238-243.

Au fost generate urmatoarele molecule; a se vedea si Figura 1:

* hu orl MSLN-E1 mu SECV ID NR: 246
* hu orl MSLN-E2 mu SECV ID NR: 247
* hu orl MSLN-E3 mu SECV ID NR: 248
* hu orl MSLN-E4 mu SECV ID NR: 249
* hu orl MSLN-E5 mu SECV ID NR: 250
* hu orl MSLN-E6 mu SECV ID NR: 251
* hu orl MSLN- complet umana SECV ID NR: 231

Pentru generarea de celule CHO care exprima MSLN umana, de macac
cynomolgus ("cyno") si umana trunchiata marcata N-terminal V5 , secventele de
codificare respective pentru MSLN umana (SEQ ID NR: 231; a se vedea, de asemenea,
numarul de acces GeneBank NM_005823), cyno MSLN (SECV ID NR: 234, a se vedea
LMR C52457) si cele sase versiuni MSLN umana/murina himerice (a se vedea mai sus)
au fost donate intr-o plasmida denumita pEF-DHFR (pEF-DHFR este descrisa in Raum
si colab. Cancer Immunol Immunother 50 (2001) 141-150). Pentru exprimarea la
suprafata celulara a MSLN umana si cyno a fost utilizatad peptida semnal initiala. Toate
procedurile de clonare au fost efectuate conform protocoalelor standard (Sambrook,
Molecular Cloning; A Laboratory Manual, editia a 3-a, Cold Spring Harbour Laboratory
Press, Cold Spring Harbour, New York (2001)). Pentru fiecare construct, o plasmida
corespunzatoare a fost transfectata in celule CHO cu deficit de DHFR pentru exprimarea
eucariota, asa cum este descris de Kaufman R.J. (1990) Methods Enzymol. 185, 537-
566. Exprimarea MSLN umana, himerica si cyno pe celulele CHO a fost verificata intr-un
test FACS utilizand un anticorp monoclonal de soarece 1gG2b anti-MSLN umana. Drept
control negativ, celulele au fost incubate cu anticorp de control izotip in locul primului
anticorp. Probele au fost masurate prin citometrie in flux.

Exemplul 2
Cartografierea epitopilor constructelor de anticorpi anti-MSLN
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Celulele transfectate cu molecule MSLN umana si MSLN umana himerica (a se
vedea Exemplul 1) au fost colorate cu extract periplasmic brut, nediluat, care contine
constructe de anticorpi bispecifici MSLNxCD3 (cu domeniul de legare CD3 fiind denumit
12C) fuzionat cu o albumina umana (varianta 1), in PBS/1,5%FCS. Moleculele legate au
fost detectate cu un anticorp monoclonal de soarece anti-CD3 cu domeniu de legare (50
ul) urmat de un IgG anti-soarece Fc-gamma-PE (1:100, 50 ul; Jackson Immunoresearch
# 115-116-071) Toti anticorpii au fost diluati in PBS/1,5% FCS. Drept control negativ,
celulele au fost incubate cu PBS/2% FCS in locul extractului periplasmatic. Probele au
fost masurate prin citometrie in flux.

Regiunile care au fost recunoscute de domeniile de legare MSLN respective sunt
indicate in tabelul de secvente (Tabelul 2). Pierderea semnalului FACS in constructele
MSLN himerice respective care cuprind clusterul de epitopi murin a fost citita pentru
relevanta clusterului respectiv pentru legare. in cazul in care semnalul FACS a fost
afectat negativ pentru mai mult de una, respectiv doua clone MSLN himerica, s-a ajuns
la concluzia ca ambele clustere sunt relevante.

Tabelul 2: Cartografierea clusterelor de epitopi pentru MS-1 pana la MS-8

Cluster de epitopi Liant
E 1+2 MS-1
E 2+3 MS-2
E 2+3 MS-3
E 2+3 MS-4
E 2+3 MS-5
E 2+3 MS-6
E4 MS-7
E 1+2 MS-8
Exemplul 3

Analiza Scatchard a afinitatii constructului de anticorp bispecific MSLNxCD3
pentru MSLN umana si de macac pe celulele pozitive la antigenul tinta si

determinarea diferentei de afinitate interspecii



e 2018 0567

Afinitatile constructelor de anticorpi bispecifici MSLNxCD3 pentru celulele CHO
transfectate cu MSLN umana sau de macac au fost, de asemenea, determinate prin
analiza Scatchard ca metoda cea mai fiabila pentru masurarea decalajelor de afinitate
potentiale dintre MSLN umana si de macac. Pentru analiza Scatchard, experimentele de
legare la saturati sunt efectuate folosind un sistem de detectare monovalenta pentru a
determina cu precizie legarea monovalentda a constructelor de anticorpi bispecifici
MSLNxCD3 la linia celulara respectiva.

2 x 10* celule din linia celulara respectiva (linia celulara CHO cu exprimare MSLN
umana recombinanta, linia celulara CHO cu exprimare MSLN de macac recombinanta)
au fost incubate fiecare cu cate 50 pl dintr-o serie de dilutii triplete (douasprezece dilutii
la 1:2) ale respectivului construct de anticorp bispecific MSLNxCD3 (pana la atingerea
saturatiei), incepand de la 10-20 nM, urmate de o incubare de 16 ore la 4°C sub agitare
si 0 etapa de spalare reziduala. Apoi, celulele au fost incubate inca o ora cu 30 pl dintr-o
solutie conjugata CD3xALEXA488. Dupa o etapa de spalare, celulele au fost
resuspendate in 150 ul de solutie tampon FACS continand 3,5 % formaldehida, incubate
timp de inca 15 minute, centrifugate, resuspendate in solutie tampon FACS si analizate
cu ajutorul unui aparat FACS Cantoll si al software-ului FACS Diva. Datele au fost
generate din doua seturi independente de experimente, fiecare folosind triplicate. Analiza
Scatchard respectiva a fost calculatéd pentru a extrapola legarea maxima (Bmax).
Concentratiile de constructe de anticorpi bispecificit MSLNxCD3 la legarea a jumatate din
maxim au fost determinate reflectand KD-urile respective. Valorile masuratorilor triplicate
au fost reprezentate grafic sub forma de curbe hiperbolice si sub forma de curbe Tn forma
de S pentru a demonstra variatii de concentratie adecvate de la legarea minima la cea
optima.

Valorile prezentate in Tabelul 3 au fost derivate din doua experimente
independente per construct de anticorp bispecific MSLNXCD3. Analiza Scatchard pe
baza de celule a confirmat ca constructele de anticorpi bispecifici MSLNxXCD3 ale
inventiei sunt subnanomolare in afinitatea pentru MSLN umana si MSLN de macac si
prezinta un mic decalaj de afinitate interspecie cyno/umana de aproximativ 1.

Tabelul 3: Afinitatile (KD) ale constructelor de anticorpi bispecifici MSLNXCD3 asa
cum au fost determinate in analiza Scatchard bazata pe celule cu decalajul de afinitate
calculat KD MSLN de macac / KD MSLN umana. Constructele de anticorpi au fost

masurate in doua experimente independente, fiecare folosind triplicate.
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Anticorp BITE MS|Afinitate bazata pe|Afinitate bazata pe|Decalaj de afinitate
x |2C-HALB celule MSLN* um/|celule MSLN* mac|MSLN KD™&/ KD"™
[nM] [nM]
MS-1 1,25%0,8 13,86 £2,9 11,08
MS-8 4,68 +0,4 85,86 + 16,7 18,35
MS-2 1,40%0,9 10,16 £ 3,5 7,28
MS-3 0,74%£0,8 0,82+0,5 1,12
MS-4 0,91+1,0 0,77 20,7 0,85
MS-5 0,39+0,3 2,31+37 5,91
MS-6 0,60 +0,3 9,03%3,7 15,04
MS-7 1,06 £ 0,5 407210 3,86
Exemplul 4

Legare bispecifica si reactivitate incrucisata intre specii

Pentru confirmarea legarii la MSLN si CD3 umana si la MSLN si CD3 cyno,

constructele de anticorpi bispecifici ale inventiei au fost testate prin citometrie in flux

folosind

celule CHO transfectate cu MSLN umana, cu izoforma MSLN umana
(NM_013404=SECV ID NR:232 si AY743922=SECV ID NR:233), respectiv cu
MSLN de macac,

linie celulara umana pozitiva la MSLN umana OVCAR-8,

linie de celule de leucemie cu celule T umane care exprima CD3
HPB-all (DSMZ, Braunschweig, ACC483) si
linie de celule T care exprima CD3 cynomolgus LnPx 4119

Pentru citometria in flux, 200.000 de celule din liniile celulare respective au fost

incubate timp de 60 min la 4°C cu 50 pl de construct de anticorp bispecific purificat la o

concentratie de 5 pl/ml. Celulele au fost spalate de doua ori in PBS/2% FCS si apoi

incubate cu un anticorp intern de soarece (2 pg/ml) specific pentru partea de legare CD3

a constructelor de anticorpi bispecifici timp de 30 de minute la 4°C. Dupa spalare,

anticorpii de soarece legati au fost detectati cu un Fcy-PE anti-soarece de capra (1:100)
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timp de 30 de minute la 4°C. Probele au fost masurate prin citometrie in flux. Celulele
CHO netransfectate au fost utilizate ca martor negativ.

Rezultatele sunt prezentate in figurile 2 si 3. Constructele de anticorpi bispecifici
MSLNxCD3 ale inventiei au colorat celulele CHO transfectate cu MSLN umana, izoforma
MSLN artificiald si cu MSLN cyno si, de asemenea, au colorat linia de celule umane
pozitive pentru MSLN umana OVCAR-8 (expresor natural). Liniile de celule T umane si
cyno care exprima CD3 au fost, de asemenea, recunoscute de constructele de anticorpi
bispecifici. Mai mult, nu a existat nicio colorare a celulelor de control negativ (CHO
netransfectate).

Exemplul 5

Activitate citotoxica

Potenta constructelor de anticorpi bispecifici MSLNxCD3 ale inventiei de a
redirectiona celulele T efectoare impotriva celulelor tintd care exprima MSLN a fost
analizata in cinci teste de citotoxicitate in vitro:

* Potenta constructelor de anticorpi bispecificit MSLNxCD3 de a redirectiona
celulele T efectoare CD8+ umane stimulate impotriva celulelor CHO transfectate
cu MSLN umana a fost masurata intr-un test de eliberare a >'Cr de 18 ore (raport
efector-tintd 10:1). Figura 4 si Tabelul 4

* Potenta constructelor de anticorpi bispecificit MSLNxCD3 de a redirectiona
celulele T efectoare CD8+ umane stimulate impotriva liniei celulare pozitive la
MSLN OVCAR-8 a fost masurata intr-un test de eliberare a °1Cr de 18 ore (raport
efector-tintd 10:1). Figura 5 Tabelul 5

* Potenta constructelor de anticorpi bispecificit MSLNxCD3 de a redirectiona
celulele T in PBMC umane nestimulate (CD14/CD56°) impotriva celulelor CHO
transfectate cu MSLN umana in absenta si prezenta MSLN solubile a fost
masurata intr-un test de citotoxicitate bazat pe FACS de 48 ore (raport efector-
tinta 10:1). Figura 6 si Tabelul 6

* Potenta constructelor de anticorpi bispecificit MSLNxCD3 de a redirectiona
celulele T in PBMC umane nestimulate (CD147/CD567) impotriva liniei celulare
umane pozitive la MSLN OVCAR-8 a fost masurata intr-un test de citotoxicitate
bazat pe FACS de 48 ore. Figura 7

* Pentru confirmarea faptului ca constructele de anticorpi bispecifici
MSLNxCD3 cu reactivitate incrucisata sunt capabile sa redirectioneze celulele T

de macac impotriva celulelor CHO transfectate cu MSLN de macac, a fost efectuat
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un test de citotoxicitate bazat pe FACS timp de 48 de ore cu o linie de celule T de
macac LnPx4119 ca celule T efectoare (raport efector-tintd 10:1). Figura 8

+ Diferenta de potenta dintre izoformele monomerice si dimerice ale
constructelor de anticorpi bispecifici MSLNxCD3 in redirectionarea celulelor T din
celulele T efectoare CD8+ umane stimulate impotriva celulelor CHO transfectate
cu MSLN umana a fost masurata intr-un test de eliberare a >'Cr de 18 ore (raport
efector-tinta 10:1). Figura 9
Exemplul 5.1

Test de eliberare a cromului cu celule T umane stimulate

Celule T stimulate imbogatite pentru celule T CD8* au fost obtinute asa cum este
descris in cele ce urmeaza. Un vas Petri (145 mm diametru, Greiner bio-one GmbH,
Kremsmiunster) a fost acoperit cu un anticorp specific anti-CD3 disponibil comercial
(OKT3, Orthoclone) intr-o concentratie finald de 1 pg/ml timp de 1 ora la 37°C. Proteina
nelegata a fost indepartata printr-o etapa de spalare cu PBS. 3-5 x10” PBMC umane au
fost adaugate la vasul Petri preacoperit in 120 ml de RPMI 1640 cu glutamina stabilizata
/ 10% FCS / IL-2 20 U/ml (Proleukin®, Chiron) si stimulate timp de 2 zile. In a treia zi,
celulele au fost colectate si spalate o datd cu RPMI 1640. IL-2 a fost adaugat la o
concentratie finala de 20 U/ml si celulele au fost cultivate din nou timp de o zi in acelasi
mediu de cultura celulara ca mai sus. Limfocitele T citotoxice (CTL) CD8* au fost
imbogatite prin epuizarea celulelor T CD4" si celulelor NK CD56* folosind Dynal-Beads
conform protocolului producatorului. Celulele tintd CHO transfectate cu MSLN cyno sau
MSLN umana au fost spalate de doud ori cu PBS si marcate cu 11,1 MBq >'Cr intr-un
volum final de 100 pl RPMI cu 50% FCS timp de 60 de minute la 37°C. Ulterior, celulele
tinta marcate au fost spalate de 3 ori cu 5 ml RPMI si apoi utilizate in testul de
citotoxicitate. Testul a fost efectuat intr-o placa cu 96 de godeuri intr-un volum total de
200 pl RPMI suplimentat cu un raport E:T de 10:1. S-a utilizat o concentratie initiala de
0,01 - 1 pg/ml de construct de anticorp bispecific purificat si dilutii de trei ori ale acestuia.
Timpul de incubatie pentru test a fost de 18 ore. Citotoxicitatea a fost determinata ca
valori relative ale cromului eliberat in supernatant in raport cu diferenta de liza maxima
(adaugarea de Triton-X) si lizé spontana (fara celule efectoare). Toate masuratorile au
fost efectuate in patru exemplare. Masurarea activitatii cromului in supernatanti a fost
efectuata intr-un contor gamma Wizard 3" (Perkin Elmer Life Sciences GmbH, Kdln,
Germania). Analiza rezultatelor a fost efectuata cu Prism 5 pentru Windows (versiunea

5.0, GraphPad Software Inc., San Diego, California, SUA). Valorile CE50 calculate prin
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programul de analiza din curbele sigmoidale de raspuns la doza au fost utilizate pentru
compararea activitatii citotoxice.

Exemplul 5.2

Potenta de redirectionare a celulelor T efectoare umane stimulate impotriva
celulelor CHO transfectate cu MSLN umana

Activitatea citotoxica a constructelor de anticorpi bispecifici MSLNxCD3 conform
inventiei a fost analizatd intr-un test de citotoxicitate cu eliberare de 51-crom (*Cr)
folosind celule CHO transfectate cu MSLN umana ca celule tinta si celule T CD8+ umane
stimulate ca celule efectoare. Experimentul a fost realizat asa cum este descris in
Exemplul 8.1.

Rezultatele sunt prezentate in Tabelul 4. Constructele de anticorpi bispecifici
MSLNxCD3 au aratat o activitate citotoxica foarte puternica impotriva celulelor CHO
transfectate cu MSLN umana in intervalul picomolar cu 1 cifra.

Tabelul 4: Valorile CE50 [pM] ale constructelor de anticorpi bispecifici MSLNxCD3
analizate intr-un test de citotoxicitate cu eliberare de 51-crom (°'Cr) folosind celule CHO

transfectate cu MSLN umana ca celule tinta si celule T CD8 umane stimulate ca celule

efectoare.

BiTE x 12C-HALB EC50 [pM]
MS 1 15
MS 8 6,5
MS 2 2,0
MS 3 0,2
MS 4 0,1
MS 5 0,2
MS 6 0,5
MS 7 6,0

Exemplul 5.3

Potenta de redirectionare a celulelor T efectoare umane stimulate impotriva

liniei celulare umane MSLN-pozitive OVCAR-8
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Activitatea citotoxica a constructelor de anticorpi bispecifici MSLNxCD3 a fost
analizata intr-un test de citotoxicitate cu eliberare de 51-crom (°1Cr) utilizand linia celulara
umana MSLN-pozitiva OVCAR-8 ca sursa de celule tinta si celulele T CD8+ umane
stimulate ca celule efectoare. Testul a fost efectuat asa cum este descris in Exemplul 8.1.

In conformitate cu rezultatele testelor de eliberare de 51-crom cu limfocite T CD8+
umane Tmbogatite stimulate ca celule efectoare si celule CHO transfectate cu MSLN
umana ca celule tinta, constructele de anticorpi bispecifici MSLNXCD3 din prezenta
inventie sunt, de asemenea, potente cu privire la activitatea citotoxica impotriva celulelor
tintd expresoare naturale (a se vedea Tabelul 5).

Tabelul 5: Valorile CE50 [pM] ale constructelor de anticorpi bispecifici MSLNxCD3
analizate intr-un test de citotoxicitate cu eliberare de 51-crom (°Cr) de 18 ore cu linia
celulara umana MSLN-pozitiva OVCAR-8 ca sursa de celule tinta si celule T CD8 umane

imbogatite stimulate ca celule efectoare.

BiTE x 12C-HALB CE50 [pM]
MS 1 0,2
MS 8 1,3
MS 2 0,8
MS 3 0,1
MS 4 0,1
MS 5 0,3
MS 6 0,2
MS 7 0,5
Exemplul 5.4

Test de citotoxicitate bazat pe FACS cu PBMC umane nestimulate

Izolarea celulelor efectoare

Celulele mononucleare din sangele periferic uman (PBMC) au fost preparate prin
centrifugare in gradient de densitate Ficoll din preparate limfocitare imbogatite (straturi
leucocitare), un produs secundar al bancilor de sange care colecteaza sédnge pentru
transfuzii. Straturile leucocitare au fost furnizate de o banca locala de sange, iar PBMC

au fost preparate in aceeasi zi de recoltare a sangelui. Dupa centrifugarea la densitate
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Ficoll si spalari extinse cu PBS Dulbecco (Gibco), eritrocitele ramase au fost indepartate
din PBMC prin incubare cu tampon de liza eritrocitara (155 mM NH4Cl, 10 mM KHCOg3,
100 uM EDTA). Trombocitele au fost indepartate prin intermediul supernatantului in urma
centrifugarii PBMC la 100 x g. Limfocitele ramase cuprind in principal limfocite B si T,
celule NK si monocite. PBMC au fost tinute in cultura la 37°C/5% CO2 in mediu RPMI
(Gibco) cu 10% FCS (Gibco).

Epuizarea celulelor CD14* si CD56"

Pentru epuizarea celulelor CD14*, s-au utilizat microperle CD14 umane (Milteny
Biotec, MACS, #130-050-201), iar pentru epuizarea celulelor NK s-au utilizat microperle
CD56 umane (MACS, #130-050-401). PBMC au fost numarate si centrifugate timp de 10
minute la temperatura camerei cu 300 x g. Supernatantul a fost aruncat, iar peletul celular
a fost resuspendat in tamponul de izolare MACS [80 pl/ 107 celule; PBS (Invitrogen,
#20012-043), 0,5% (v/v) FBS (Gibco, #10270-106), 2 mM EDTA (Sigma-Aldrich, #E-
6511)]. S-au addugat microperle CD14 si microperle CD56 (20 pl/107 celule) si s-au
incubat timp de 15 minute la 4 - 8°C. Celulele au fost spalate cu tampon de izolare MACS
(1 - 2 ml/107 celule). Dupa centrifugare (a se vedea mai sus), supernatantul a fost aruncat
si celulele au fost resuspendate in tampon de izolare MACS (500 pl/108 celule). Celulele
negative CD14/CD56 au fost apoi izolate folosind coloane LS (Miltenyi Biotec, # 130-042-
401). PBMC fara celule CD14 +/CD56 + au fost cultivate in mediu complet RPMI adica
RPMI1640 (Biochrom AG, # FG1215) suplimentat cu 10% FBS (Biochrom AG, # S0115),
1x aminoacizi neesentiali (Biochrom AG, # K0293), Tampon 10 mM Hepes (Biochrom
AG, # L1613), piruvat de sodiu 1 mM (Biochrom AG, # L0473) si 100 U/ml
penicilind/streptomicina (Biochrom AG, # A2213) la 37°C intr-un incubator cat a fost
necesar.

Etichetarea celulelor tinta

Pentru analiza lizei celulare in testele de citometrie in flux, s-a utilizat colorantul
fluorescent de membrana DiOCis (DiO) (Molecular Probes, #V22886) pentru a marca
celulele CHO transfectate cu MSLN umana sau MSLN de macac ca celule tinta si pentru
a le distinge de celulele efectoare. Pe scurt, celulele au fost recoltate, spalate o data cu
PBS si ajustate la 10° celule/ml in PBS continand 2 % (v/v) FBS si colorantul de
membrana DiO (5 ul/10°8 celule). Dupa incubare timp de 3 minute la 37°C, celulele au fost
spalate de doua ori in mediu RPMI complet si numarul de celule a fost ajustat la 1,25 x
10° celule/ml. Vitalitatea celulelor a fost determinata folosind 0,5% (v/v) solutie izotonica
de EosinG (Roth, # 45380).
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Test bazat pe citometrie de flux

Acest test a fost conceput pentru a cuantifica liza celulelor CHO transfectate cu
MSLN cyno sau umana in prezenta unor dilutii seriale de constructe de anticorpi
bispecifici MSLN. S-au amestecat volume egale de celule tinta marcate cu DiO si de
celule efectoare (adica PBMC fara celule CD14%), rezultand un raport de celule E:T de
10:1. 160 pl din aceasta suspensie au fost transferati in fiecare godeu al unei placi cu 96
de godeuri. S-au adaugat 40 pl de dilutii seriale ale constructelor de anticorpi bispecifici
MSLNxCD3 si un control negativ bispecific (un construct de anticorp bispecific bazat pe
CD3 care recunoaste un antigen tinta irelevant) sau mediu complet RPMI ca un control
negativ suplimentar. Reactia citotoxica mediatad de anticorpi bispecifici s-a desfasurat
timp de 48 de ore intr-un incubator umidificat cu 7% COz2. Apoi celulele au fost transferate
pe o noua placa cu 96 de godeuri si pierderea integritatii membranei celulare tinta a fost
monitorizata prin adaugarea de iodura de propidiu (PI) la o concentratie finala de 1 pg/ml.
Pl este un colorant impermeabil de membrana care in mod normal este exclus din
celulele viabile, in timp ce celulele moarte il preiau si devin identificabile prin emisie
fluorescenta.

Probele au fost masurate prin citometrie in flux pe un instrument FACSCanto Il si
analizate cu software-ul FACSDiva (ambele de la Becton Dickinson). Celulele tintd au
fost identificate ca fiind celule DiO-pozitive. Celulele tinta Pl-negative au fost clasificate

drept celule tinta vii. Procentul de citotoxicitate a fost calculat conform urmatoarei formule:

. e n T
Citotoxicitate [%]= ——====2_x100
n

eluie ol

n = numarul de evenimente

Folosind software-ul GraphPad Prism 5 (Graph Pad Software, San Diego),
procentul de citotoxicitate a fost reprezentat grafic in raport cu concentratiile de construct
de anticorp bispecific corespunzatoare. Curbele de raspuns la doza au fost analizate cu
cele patru modele de regresie logistica parametrice pentru evaluarea curbelor de raspuns
la doza sigmoida cu panta fixa pe varf si au fost calculate valorile CE50.

Exemplul 5.5

Potenta de redirectionare a PBMC umane nestimulate impotriva celulelor
CHO transfectate cu MSLN umana in absenta si in prezenta MSLN solubila

Activitatea citotoxica a constructelor de anticorpi bispecifici MSLNxCD3 a fost
analizata intr-un test de citotoxicitate bazat pe FACS utilizand celule CHO transfectate



e 2018 0567

cu MSLN umana ca celule tintd si PBMC umane nestimulate ca celule efectoare. Testul
a fost efectuat asa cum este descris in Exemplul 8.4 de mai sus.

Rezultatele testelor de citotoxicitate bazate pe FACS cu PBMC umane nestimulate
ca celule efectoare si celule CHO transfectate cu MSLN umana ca tinte sunt prezentate
in Tabelul 7.

Tabelul 6: Activitatea citotoxica a PBMC umane nestimulate impotriva celulelor

CHO transfectate cu MSLN umana in absenta si prezenta MSLN solubila

fara sMSLN |cu 50 ng/ml sMSLN cu 400 ng/ml sMSLN

BiTE x I12C-HALB  |CE50 [pM] |CE50 [pM] CE50 [pM]

MS-1 12 53 215

MS-8 3,4 8,3 39

MS-2 2,4 2,9 6,3

MS-3 1,2 3,0 16

MS-4 1,5 3,9 11

MS-5 1,0 2,2 11

MS-6 11 2,6 12

MS-7 8,1 28 166

De asteptat, valorile CE50 au fost in general mai mari in testele de citotoxicitate
cu PBMC nestimulate ca celule efectoare in comparatie cu testele de citotoxicitate
folosind celule T CD8+ umane stimulate (a se vedea Exemplul 8.2).

Exemplul 5.6

Potenta de redirectionare a PBMC umane nestimulate impotriva celulelor
liniei de celule MSLN-pozitive OVCAR-8

Activitatea citotoxica a constructelor de anticorpi bispecifici MSLNxCD3 a fost
analizata in plus intr-un test de citotoxicitate bazat pe FACS utilizand linia celulara umana
MSLN-pozitiva OVCAR-8 ca sursa de celule tinta si PBMC umane nestimulate ca celule
efectoare. Testul a fost efectuat asa cum este descris in Exemplul 8.4 de mai sus.

Rezultatele sunt prezentate in Tabelul 7.
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Tabelul 7: Valorile CE50 [pM] ale constructelor de anticorpi bispecifici MSLNxCD3
masurate intr-un test de citotoxicitate bazat pe FACS de 48 de ore cu PBMC umane

nestimulate ca celule efectoare si linia celulara umana OVCAR-8 ca sursa de celule tinta.

BiTE x 12C-HALB CE50 [pM]
MS 1 5,9
MS 8 13
MS 2 18
MS 3 1,5
MS 4 2,0
MS 5 1,9
MS 6 2,3
MS 7 9,7
Exemplul 5.7

Potenta de redirectionare a celulelor T de macac impotriva celulelor CHO
care exprima MSLN de macac

Activitatea citotoxica a constructelor de anticorpi bispecifici MSLNxCD3 a fost
analizata intr-un test de citotoxicitate bazat pe FACS utilizand celule CHO transfectate
cu MSLN de macac (cyno) ca celule tinta si linia de celule T de macac 4119LnPx (Knappe
si colab. Blood 95:3256-61 (2000)) ca sursa de celule efectoare. Marcarea ca celule tinta
a celulelor CHO transfectate cu MSLN de macac si testul activitatii citotoxice bazat pe
citometrie de flux au fost efectuate asa cum este descris mai sus.

Rezultatele sunt prezentate in Tabelul 8. Celulele T de macac din linia celulara
4119LnPx au fost determinate sa omoare eficient celulele CHO transfectate cu MSLN de
macac prin constructele de anticorpi bispecifici MSLNXCD3 ale inventiei.

Tabelul 8: Valorile CE50 [pM] ale MSLNxCD3 bispecifice masurate intr-un test de
citotoxicitate bazat pe FACS de 48 de ore cu linia de celule T de macac 4119LnPx ca
celule efectoare si celule CHO transfectate cu MSLN de macac ca celule tinta.

BiTE x 12C-HALB CE50 [pM]

MS 1 434
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BiTE x 12C-HALB CE50 [pM]

MS 8 1589

MS 2 583

MS 3 56

MS 4 67

MS 5 85

MS 6 100

MS 7 1791
Exemplul 5.8

Decalajul de potenta intre izoforma monomerica si dimerica a constructelor
de anticorpi bispecifici

Pentru a determina diferenta de activitate citotoxica dintre izoforma monomerica
si dimerica a constructelor individuale de anticorpi bispecifici MSLNxCD3 (denumita
decalaj de potenta), a fost efectuat un test de citotoxicitate cu eliberare de 51-crom timp
de 18 ore asa cum este descris mai sus (Exemplul 8.1) cu monomer si dimer de construct
de anticorp bispecific purificat. Celulele efectoare au fost celule T CD8 + umane
imbogatite stimulate. Celulele tintd au fost celule CHO transfectate cu MSLN um.
Raportul efector-celula tinta (E:T) a fost de 10:1. Decalajul de potenta a fost calculat ca
raport intre valorile EC50.

Rezultatele testelor cu celule T CD* umane imbogatite stimulate ca celule
efectoare si celule CHO transfectate cu MSLN umana ca tinte sunt prezentate in Tabelul
9.

Tabelul 9: Activitatea citotoxica a PBMC umane nestimulate impotriva celulelor
CHO transfectate cu MSLN umana folosind constructe de anticorpi bispecifici

MSLNxCD3 monomerice si dimerice

BiTE x [2C-|CEso [pM] Monomer|Raport monomer la dimer (CEso Monomer
HALB Dimer /CEso Dimer)

MS 1 15 1,7 0,9

MS 8 6,5 9,5 0,7
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BIiTE x [2C-|CEso [pM] Monomer|Raport monomer la dimer (CEso Monomer
HALB Dimer /CEso Dimer)

MS 2 2,0 2,0 1,0

MS 3 0,2 0,7 0,3

MS 4 0,1 0,9 0,1

MS 5 0,2 11 0,2

MS 6 0,5 3,4 0,1

MS 7 6,0 21 0,3

Exemplul 6

Stabilitate dupa incubare timp de 24 de ore in plasma umana

Constructele de anticorpi bispecifici purificate au fost incubate intr-un raport de 1:5

intr-un fond de plasma umana la 37°C timp de 96 de ore la o concentratie finala de 2-20

pg/ml. Dupa incubarea cu plasma, constructele de anticorpi au fost comparate intr-un test

de eliberare de 51-crom cu celule T CD8+ umane imbogatite stimulate si celule CHO

transfectate cu MSLN umana la o concentratie initiala de 0,01-0,1 pg/ml si cu un raport

celula efector-tintd (E:T) de 10:1 (test dupd cum este descris in Exemplul 8.1).

Constructele de anticorpi bispecifici proaspat dezghetate neincubate au fost incluse ca

martori.

Rezultatele sunt prezentate in Tabelul 10 de mai jos; Toate constructele de

anticorpi testate au avut o stabilitate plasmatica foarte favorabila (CEso plasma / CEso

control) de < 4,.

Tabelul 10: Valorile EC50 ale constructelor de anticorpi cu si fara incubatie

plasmatica si valoarea calculata plasma/control

BIiTE x 12C-|CEso0 [pM] Raport plasma la martor (CEso Plasma /CEso
HALB cu plasmd |fird Martor)
plasma
MS 1 3,0 1,5 2,0
MS 8 4.8 6,5 0,7
MS 2 6,7 2,0 3,4
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BIiTE x 12C-|CEso0 [pM] Raport plasma la martor (CEso Plasma /CEso
HALB cu plasmd fara Martor)
plasma
MS 3 0,3 0,2 1,5
MS 4 0,4 0,1 4
MS 5 0,3 0,2 1,5
MS 6 0,6 0,5 1,2
MS 7 11,4 6,0 19

Exemplul 7
Omogenitatea proteinelor prin cromatografie cu schimb de cationi de inalta

rezolutie

Omogenitatea proteinelor constructelor de anticorpi conform inventiei a fost
analizata prin cromatografie cu schimb de cationi de Tnalta rezolutie CIEX.

50 pg de monomer de construct de anticorp au fost diluati cu 50 ml tampon de
legare A (20 mM fosfat dihidrogen de sodiu, 30 mM NaCl, 0,01% octanat de sodiu, pH
5,5) si 40 ml din aceasta solutie au fost aplicati pe o coloana BioPro SP-F de 1 ml (YMC,
Germania) conectata la un dispozitiv Akta Micro FPLC (GE Healthcare, Germania). Dupa
legarea probei, a fost efectuata o etapa de spalare cu tampon de legare suplimentara.
Pentru eluarea proteinelor, s-a aplicat un gradient de sare in crestere liniar folosind
tampon B (20 mM dihidrogen fosfat de sodiu, 1000 mM NaCl, 0,01% octanat de sodiu,
pH 5,5) pana la 50% procent tampon B pe 10 volume de coloane. Intreaga rulare a fost
monitorizata la 280, 254 si 210 nm absorbanta optica. Analiza a fost facuta prin integrarea
maxima a semnalului de 280 nm inregistrat in foaia de evaluare a rularii software-ului
Akta Unicorn.

Rezultatele sunt prezentate in Tabelul 11 de mai jos. Aproape toate constructele
de anticorpi testate au 0 omogenitate foarte favorabila de = 80% (aria de sub curba (=
ASC) a varfului principal). Singura exceptie este constructul bispecific MS-2xCD3-HALB
cu doar 67% omogenitate.

Tabelul 11: Omogenitatea proteinelor in constructele de anticorpi (% ASC a

varfului principal)
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MSLN HALB BITE ASC a Varfului Principal [%)]
MS 1 100

MS 8 93

MS 2 67

MS 3 87

MS 4 80

MS 5 89

MS 6 81

MS 7 100

Exemplul 8

Hidrofobicitatea suprafetei masurata prin butil HIC

Hidrofobicitatea de suprafata a constructelor de anticorpi bispecifici ale inventiei a
fost testata in cromatografie prin interactiune hidrofoba HIC in modul de flux.

50 pg de monomer de construct de anticorp au fost diluati cu tampon de formulare
generic pana la un volum final de 500 uyl (10 mM acid citric, 75 mM lizina HCI, 4%
trehaloza, pH 7,0) si aplicati pe o coloana butil sefarozéd FF de 1 ml (GE Healthcare,
Germania) conectatd la un sistem Akta Purifier FPLC (GE Healthcare, Germania).
intreaga rulare a fost monitorizata la 280, 254 si 210 nm absorbanta optica. Analiza a fost
facuta prin integrarea maxima a semnalului de 280 nm inregistrat in foaia de evaluare a
rularii software-ului Akta Unicorn. Comportamentul de eluare a fost evaluat prin
compararea ariei si vitezei de crestere si declin a semnalului proteic, indicand astfel
puterea de interactiune a fuziunii de albumina BIiTE cu matricea.

Constructele de anticorpi au avut un comportament de elutie bun, care a fost in
mare parte rapida si completa; a se vedea Tabelul 12.

Tabelul 12: Hidrofobicitatea de suprafata a constructelor de anticorpi bispecifici

MSLN HALB BITE Comportament de elutie pe butil in HIC
MS 1 1
MS 8 1

MS 2 1
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MSLN HALB BITE Comportament de elutie pe butil in HIC
MS 3 1
MS 4 1
MS 5 1
MS 6 1
MS 7 1
Exemplul 9

Conversia monomerului in dimer dupa (i) trei cicluri de inghet/dezghet si (ii)
7 zile de incubatie la 250 pg/ml

Constructul monomeric de anticorp bispecific MSLNxCD3 a fost supus la diferite
conditii de stres urmate de SEC de inaltd performantd pentru a determina procentul de
construct de anticorp monomeric initial, care a fost transformat in construct de anticorp
dimeric.

1. (i) 25 pg de construct de anticorp monomeric au fost ajustate la o
concentratie de 250 pg/ml cu tampon de formulare generic si apoi congelate la -
80°C timp de 30 min urmate de decongelare timp de 30 min la temperatura
camerei. Dupa trei cicluri de inghet/dezghet, continutul de dimer a fost determinat
prin HP-SEC.

2. (i) 25 ug de construct de anticorp monomeric au fost ajustate la o
concentratie de 250 pug/ml cu tampon generic de formulare urmat de incubare la
37°C timp de 7 zile. Continutul de dimeri a fost determinat prin HP-SEC.

O coloana SEC TSK Gel G3000 SWXL de inalta rezolutie (Tosoh, Tokyo-Japonia)
a fost conectata la un Akta Purifier 10 FPLC (GE Lifesciences) echipat cu un autosampler
A905. Echilibrarea coloanei si tamponul de functionare au constat din 100 mM KH2PO4
- 200 mM Na2S04 ajustat la pH 6,6. Solutia de anticorp (25 pg proteina) a fost aplicata
pe coloana echilibrata si eluarea a fost efectuata la un debit de 0,75 ml/min la o presiune
maximé& de 7 MPa. intreaga rulare a fost monitorizata la 280, 254 si 210 nm absorbanta
optica. Analiza a fost facuta prin integrarea maxima a semnalului de 210 nm inregistrat
in foaia de evaluare a rularii software-ului Akta Unicorn. Continutul de dimeri a fost
calculat prin impartirea ariei varfului dimerului la aria totalda a monomerului plus varful

dimerului.
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Rezultatele sunt prezentate in Tabelul 13 de mai jos. Constructele de anticorpi
bispecifici MSLNxCD3 conform inventiei au prezentat procente de dimeri de 0,0% dupa
trei cicluri de inghet/dezghet si procente de dimeri de < 2,2% dupa 7 zile de incubatie la
37°C.

Tabelul 13: Procentul de construct de anticorp bispecific MSLNxCD3 monomeric
versus dimeric, determinat prin cromatografie de excludere pe baza marimii de Tnalta
performanta (HP-SEC).

MSLN HALB BIiTE Conversie dimer BIiTE [%)]
MS 1 0,2
MS 8 1,6
MS 2 0,0
MS3 1,7
MS 4 0,3
MS 5 1,2
MS 6 0,4
MS 7 2,2
Exemplul 10

Termostabilitate

Temperatura de agregare a anticorpilor a fost determinata dupa cum urmeaza: 40
ul de solutie de construct de anticorp la 250 pug/ml au fost transferati intr-o cuva de unica
folosinta si plasati intr-un dispozitiv Wyatt Dynamic Light Scattering DynaPro Nanostar
(Wyatt). Proba a fost incalzita de la 40°C la 70°C la o rata de incalzire de 0,5°C/min, cu
achizitie constanta a razei masurate. Cresterea razei indicand topirea proteinei Si
agregarea a fost utilizata de pachetul software livrat cu dispozitivul DLS pentru a calcula
temperatura de agregare a constructului de anticorp.

Toate constructele de anticorpi bispecifici MSLNxCD3 testate ale inventiei au
aratat stabilitate termica la temperaturi de agregare 249°C, asa cum se arata in Tabelul
14 de mai jos. Grupul de constructe de anticorpi care se leaga de clusterul de epitopi 2+3

a avut chiar o stabilitate termica de 251° si pana la peste 56°C.
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Tabelul 14: Termostabilitatea constructelor de anticorpi bispecifici, determinata de

DLS (dispersie dinamica a luminii)

MSLN HALB BIiTE Stabilitate termica DLS Ta [°C]
MS 1 49,3
MS 8 51,0
MS 2 53,1
MS 3 51,6
MS 4 56,5
MS 5 54,4
MS 6 53,9
MS 7 51,4
Exemplul 11

Turbiditate la concentratia de anticorpi de 2500 pg/ml

1 ml de solutie de construct de anticorp purificat cu o concentratie de 250 pg/ml a

fost concentrat prin unitati de concentrare spin la 2500 pyg/ml. Dupa 16h de stocare la

5°C, turbiditatea solutiei de anticorp a fost determinata prin masurarea absorbtiei optice

OD340 nm impotriva tamponului de formulare generic.

Rezultatele sunt prezentate in Tabelul 15 de mai jos. Toate constructele de

anticorpi testate au o turbiditate foarte favorabila de < 0,09.

Tabelul 15: Turbiditatea constructelor anticorpului dupa concentrare la 2,5 mg/ml

peste noapte

MSLN HALB BIiTE

Turbiditate dupa 16h la 2500 pg/ml [OD340]

MS 1 0,080
MS 8 0,079
MS 2 0,070
MS 3 0,087
MS 4 0,076
MS 5 0,071
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MSLN HALB BiTE Turbiditate dupa 16h la 2500 pg/ml [OD340]
MS 6 0,070
MS 7 0,066

Exemplul 12: Exprimarea CD69 indusa de BiTE® pe celulele T in absenta
celulelor tinta

PBMC izolate de la donatori umani sanatosi au fost cultivate cu constructe de
anticorpi bispecifici CDH19/CD3 sau MSLN/CD3 HLE crescand timp de 48 de ore.
Exprimarea markerului de activare CD69 pe celulele T a fost determinata prin
imunocolorare si citometrie in flux si conjugate mAb specifice antigenului.

Activarea celulelor T independentd de tintd in ceea ce priveste reglarea
ascendenta a CD69 a fost observata pentru toate constructele anti-CDH 19, dar a fost
cel mai pronuntata pentru moleculele heteroFc si anticorp X. Reglarea ascendenta CD69
de catre antiCDH19-scFc a avut loc la concentratii mai mari si amplitudinea a fost partial
mai mica in comparatie cu celelalte doua constructe pe baza de Fc.

Pentru anti-MSLN, aproape nicio activare a celulelor T independenta de tinta nu a
fost observata pentru molecula care contine scFc, in timp ce constructul heteroFc a indus
o reglare ascendenta puternica a CD69 pe celulele T de suprafata celulara in absenta
celulelor tinta.

Activarea celulelor T independenta de tinta indusa de constructele BiTE® care
contin Fc cu un singur lant sau fuziune hetero-Fc la capatul C-terminal pentru urmatoarele
constructe:

constructe BiTE® (dilutii seriale: 0,1 pM - 2 uM)

a. MSLN scFc; 1,14 mg/ml;
b. MSLN Hetero Fc; 1,02 mg/

Celule efectoare PBMC umane (3 donatori; #065, #823, #836 (scFc) #401, #415,
#433 (heteroFc); #590, #595, 598, #605 (anticorp X)).

48 h perioada de incubare.

Determinarea exprimarii CD69 pe celulele T CD4+ si CD8+ cu citometru de flux si
conjugate mAb specifice antigenului. Pentru rezultate a se vedea Figura 15.

Activarea celulelor T independenta de tinta indusa de constructele de anticorpi
BIiTE® care contin Fc cu un singur lant, hetero-Fc sau fuziune incrucisata la capatul C-

terminal au fost evaluate pentru urmatoarele constructe:
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constructe BiTE® (dilutii seriale: 0,1 pM - 2 uM)
c. CDH19 scFc; 245,3 pg/ml(
d. CDH-19 Hetero Fc; 1 mg/ml
e. CDH19 anticorp X; 6,3 mg/ml

Celule efectoare PBMC umane (3 pana la 4 donatori; #386, #392, #401 (scFc)
#282, #284, #287 (heteroFc)).

48 h perioada de incubare.

Determinarea exprimarii CD69 pe celulele T CD4+ si CD8+ cu citometru de flux si
conjugate mAb specifice antigenului. Pentru rezultate a se vedea Figura 16.

Exemplul 13:

Constructele de anticorpi BiTE® purificate au fost acoperite pe o placa Maxisorb in
concentratie descrescatoare (100nM, dilutii 1:4). Dupa spalare de 3 ori cu PBS-T si
blocare cu PBS/3% (g/v) BSA (60 min, 37°C), plasma umana reunita a fost incubata timp
de 60 min, 80 rpm la temperatura camerei. Dupa spalare de 3x, a fost adaugat un anticorp
monoclonal de soarece specific pentru subunitatea A C1q umana (CC1q) (Thermo MA1-
83963, 1:500) timp de 60 min, 80 rpm, temperatura camerei, dupa etapele de spalare
descrise, un mAb Fc-POX de capra anti-soarece (1:5.000) a fost incubat timp de 60 min,
80 rpm, temperatura camerei. Dupa spalare suplimentara, substratul TMB a fost incubat
si oprit dupa reactia colorimetrica prin adaugare de H2SOa. Absorbtia a fost determinata
la 450 nm.

Rezultat: Dupa cum se arata in figura 17, la concentratii mari, constructul hetero
Fc BiTE® (patrate) a ardtat semnale de legare mai mari pentru CC1g uman in comparatie
cu un construct Fc cu un singur lant BiTE® (triunghi). Drept control negativ a fost utilizat
un BiTE® canonic (cerc), care nu a aratat nicio legare semnificativa de CC1q.

Exemplul 14: Farmacocinetica constructelor de anticorpi BiTE® fuzionate cu
proteine Fc-(scFc) si hetero-Fc (hetFc) cu un singur lant

Diversi anticorpi de legare la tintéa BiTE® au fost fuzionati la doua fragmente diferite
de extindere a timpului de injumatatire. Cele doua variante HLE diferite per anticorp
BIiTE®, denumit ulterior BiTE®-scFc si BIiTE®-hetFc, au fost testate la maimuta
cynomolgus in contextul studiilor farmacocinetice (PK). Nomenclatura corespunzatoare
a acestor molecule este rezumata pe scurt in Tabelul 16 de mai jos.

Tabelul 16 Nomenclatura compusilor pentru noua constructe de anticorpi
HLE BiTE® cu doza unica
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sinonim compus denumire compus de test
Compus la CD33cc-scFc

Compus 1b CD33cc-hetFc

Compus 2a MSLN-scFc

Compus 2b MSLN-hetFc

Compus 3a CDH19-scFc

Compus 3b CH19-hetFc

Compus 4 CD20-scFc

Compus 5a DLL3-scFc

Compus 5b DLL3-hetFc

Constructul de anticorp HLE BIiTE® a fost administrat ca bolus intravenos
(compusii 1b-5b) si perfuzie intravenoasa (compusul 1a, 30 min) la 6 pg/kg (compus 2b),
12 pg/kg (compusii 2a si 3a-5b) si 15 pg/ kg (compusii 1a si, respectiv, 1b). Pentru fiecare
dintre compusii denumiti mai sus a fost utilizat un grup de cel putin doud péana la trei
animale. S-au recoltat probe de sénge si s-a preparat ser pentru determinarea
concentratiilor serice. Nivelurile serice de construct de anticorp BiTE® au fost masurate
utilizand un imunotest. Testul este realizat prin capturarea BIiTE® prin intermediul
fragmentului sau tinta, in timp ce un anticorp directionat impotriva partii de legare a CD3
a constructului a fost utilizat pentru detectare. Profilurile serice de concentratie-timp au
fost utilizate pentru a determina parametrii PK. Punctele de timp pentru prelevarea de
sange sunt enumerate in Tabelul 17 de mai jos.

Tabelul 17 Momentele de prelevare a probelor de sange in timpul studiului
PK

momente de prelevare a

probelor de sange comp. 1la

[h]

momente de prelevare a

probelor de sange comp. 1b

[h]

momente de prelevare a
probelor de sange comp. 2a-
5b [h]

0,085 0,085 0,05
4,00 1 0,25
24,00 4 0,5
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momente de prelevare almomente de prelevare ajmomente de prelevare a
probelor de sange comp. 1a|probelor de sdnge comp. 1b|probelor de sange comp. 2a-
[h] [h] 5b [h]
48,00 12 1
72,00 24 4
96,00 48 8
120,00 72 24
144,00 96 48
168 144 72
168 168
240
336

Farmacocinetica a patru perechile de constructe de anticorpi BiTE®-HLE sunt
prezentate, cu titlu de exemplu, in Figura 18. Fiecare pereche reprezintd aceeasi proteina
BITE® fuzionata fie cu o extensie scFc sau cu o extensie hetFc. Pentru toate proteinele,
nivelurile serice au fost cuantificabile pentru toate momentele de timp la toate animalele
dupa administrarea BiTE®-HLE. Profilurile PK descriu un declin bifazic, exponential dupa
fiecare dintre administrarile cu un singur element de testare.

Parametrii farmacocinetici au fost determinati folosind metode standard de analiza
non-compartimentala (NCA). Utilizand analiza necompartimentala, s-au estimat urmatorii
parametri PK: ASCinf (Aria de sub curba concentratiei serice-timp), Vss (volum de
distributie la starea de echilibru), CL (eliminare sistemica) si t1/2 terminal (timp de
injumatatire terminal).

Parametrii PK pentru fiecare compus testat sunt rezumati ca medie a n=2 si
respectiv n=3, in Tabelul 18 de mai jos.

Tabelul 18 Parametrul farmacocinetic al variantelor scFc si heteroFc din

diferiti lianti BiTE®-tinta |a maimutele cynomolgus.
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element de|tiz terminal [h] |ASCint [h*ng/ml] CL [ml/n/kg] [Vss [mL/kg]
test

Compus la 167 6645 1,4 256
Compus 1b 95 4955 2,6 261
Compus 2a 213 12072 0,73 179
Compus 2b 116 6971 0,8 78
Compus 3a 61 3293 3,6 129
Compus 3b 59 3633 3,3 79
Compus 4 97 6266 1,9 180
Compus 5a 234 24769 0,48 144
Compus 5b 173 14639 0,82 166

in general, ASCinf pentru diferitele perechi BITE® -HLE de lianti tint& fuzionati fie
cu fragmentul scFc, fie cu hetFc, respectiv, au variat intre 3293 h*ng/ml si 24769 h*ng/ml,
in functie de contextul tintd BiTE®. Toate fuziunile HLE analizate au atins valori ale
eliminarii sistemice de 0,48 pana la 3,6 ml/h/kg. Volumele corespunzatoare de distributie
au variat intre 78 si 261 ml/kg.

Exemplul 15:

Substantele medicamentoase preformulate care contin MSLN-HALB, MSLN-hFc
si, respectiv, MSLN-scFc purificate au fost schimbate cu tampon prin
ultrafiltrare/diafiltrare folosind membrane cu o limita de greutate moleculara (MWCO) de
10 kDa. Formularea finala a fost obtinutéd prin addaugarea de solutii stoc concentrate.
Formularile rezultate pentru fiecare construct sunt enumerate in Tabelul 19 si cuprind
K60RTrT compus 20 mM din fosfat de potasiu, 150 mM clorhidrat de L-arginina, trehaloza
dihidrat 6% (g/v), polisorbat 80 0,01% (g/v) la pH 6,0 si GAOMSuT compus din 10 mM
glutamat, 4% (g/v) manitol, 2% (g/v) zaharoza, 0,01% (g/v) polisorbat 80 la pH 4,0.
Concentratia tinta a proteinei a fost de 1,0 mg/ml. Constructele MSLN formulate au fost
umplute pana la 1 ml in flacoane de sticla de tip | care au fost astupate cu dopuri din
cauciuc butilic si sertizate cu garnituri de aluminiu. Flacoanele umplute au fost incubate

la -20, 5, 25 si 37°C. Un flacon din fiecare versiune a fost supus la cinci cicluri de inghet
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si dezghet (F/T). Temperatura tinta de inghet a fost de -29°C. Temperatura tintd de
dezghet a fost de 2°C. Viteza de generare a fost de aproximativ 0,3 K/min.

Particulele vizuale au fost evaluate in conformitate cu metoda descrisa de Ph Eur
2.9.20 de catre operatori instruiti. Numaratorile de particule vizuale per flacon sunt
prezentate in Tabelul 7. Numarul de particule proteice vizuale (mai mare de 125 ym) a
fost mai mare pentru MSLN-hFc in comparatie atat cu MSLN-hALB céat si cu MSLN-scFc.

Tabelul 19: Numarul de particule proteice vizuale pe flacon pentru probele
stresate si nestresate (TO) care contin diferite constructe BiTE® anti-mezotelina
(MSLN) cu timp de injumatatire prelungit. K6ORTrT indica o formulare care contine
20 mM fosfat de potasiu, 150 mM clorhidrat de L-arginina, 6% (g/v) trehaloza
dihidrat, 0,01 % (g/v) polisorbat 80, pH 6,0. GAOMSuT indica o formulare care
contine 10 mM glutamat, 4% (g/v) manitol, 2% (g/v) zaharoza, 0,01% (g/v) polisorbat
80, pH 4,0

Construct hALB hFc scFc
Formulare KG60RTrT KG60RTrT G40MSuT KG60ORTrT G40MSuT
Numar de particule proteice vizibile (>125um) per flacon

TO 0 0 1 0 0
5 cicluri F/T 0 2 2 0 1
2w 5°C 0 2 2 0 0
2w 25°C 0 2 1 0 0
2w 37°C 0 2 2 0 0
4w -20°C 0 2 1 0 0
4w 5°C 0 1 2 0 0
4w 25°C 0 2 2 0 0
4w 37°C 0 2 2 0 0

Probele descrise mai sus au fost, de asemenea, analizate prin cromatografie cu
excludere pe baza marimii de performanta ultra-inalta (SE-UPLC) pentru a cuantifica
continutul procentual de specii cu greutate moleculara mare (HMWS). SE-UPLC a fost
efectuata pe un sistem UPLC AcquityH-Class (Waters) folosind o coloana Acquity UPLC
BEH200 SEC de 150 mm (Waters). Temperatura coloanei a fost setata la 25°C.
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Separarea variantelor de marime a fost realizata prin aplicarea unei metode izocratice cu
un debit de 0,4 ml/min. Faza mobila a fost compusa din fosfat de sodiu 100 mM, NaCl
250 mM la pH 6,8. Durata totala a ciclului este de 6,0 minute. Probele au fost tinute la
8°C in autosampler pana la analiza. S-a injectat o cantitate totala de 3 pg proteina. Pentru
a evita transferul, a fost efectuata o injectie intermediara cu 40% acetonitril dupa fiecare
proba. Detectarea s-a bazat pe emisia de fluorescenta (excitatie la 280 nm, emisie la 325
nm). Integrarea maxima a fost realizata folosind software-ul Empower®. A fost raportata
aria de sub curba relativa HMWS (Tabelul 20).

Constructele pe baza de Fc au prezentat continuturi mai mici de HMWS in varianta
de formulare G40MSuUT decét in K6ORTIT independent de conditia de stres. A devenit
evident ca MSLN-scFc continea mai putine HMWS decat MSLN-hFc atat in preparatele
G40MSuT, céat si in K6ORTIT. MSLN-scFc in formularea sa preferata (G40MSuT) a fost
mai putin predispus la formarea HMWS decat MSLN-hALB formulat in K60ORTIT. in
experimentele anterioare, acest tampon a aratat un potential de stabilizare Tmbunatatit
pentru constructele pe baza de hALB in comparatie cu formularile cu valori mai acide ale
pH-ului.

Tabelul 20: Privire de ansamblu asupra continutului de HMWS in preparatele
MSLN-HALB, -hFc si -scFc stresate si nestresate (TO) determinat prin SE-UPLC

Construct hALB hFc scFc

Formulare KG60RTrT K60RTrT G40MSuT K60RTrT G40MSuT
Y%HMWS

TO 1,8 6,7 3,3 2,5 1,3
5 cicluri F/T 2,0 7,2 4,1 3,0 15
2w 5°C n.t. n.t. n.t. 2,9 1,1
2w 25°C n.t. 6,6 2,7 2,4 0,5
2w 37°C 2,6 6,3 2,1 2,7 0,3
4w -20°C 5,9 8,7 1,6 6,6 0,3
4w 5°C 2,0 8,2 2,8 3,6 0,6
4w 25°C 2,2 6,8 2,6 2,7 0,4
4w 37°C 3,5 7,6 19 4,3 0,3
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Construct hALB hFc scFc

Formulare K60ORTrT K60ORTrT G40MSuT K60RTrT G40MSuT

%HMWS

n.t. = netestat

Abundenta modificarilor chimice la stresul termic (incubare la 37°C) a fost
monitorizata prin cartografierea peptidelor. Probele de proteine au fost digerate enzimatic
si peptidele rezultate au fost separate utilizand cromatografia in faza inversa. Eluatul
coloanei a fost injectat direct in sursa de ioni a unui spectrometru de masa pentru
identificarea si cuantificarea peptidelor.

Pentru a obtine o acoperire maxima, au fost efectuate doua digestii enzimatice
separate: 0 data cu tripsina si o datd cu chimotripsina. in fiecare caz, proteinele au fost
denaturate cu clorura de guanidina si apoi reduse cu ditiotreitol (DTT). Dupa incubare in
DTT, resturile de cisteina libera au fost alchilate prin adaugarea de acid iodoacetic.
Probele au fost apoi schimbate cu tampon in Tris 50 mM pH 7,8 pentru digestie. Tripsina
si chimotripsina au fost adaugate in tuburi de reactie separate intr-un raport de 1:10
(proba:enzima) fiecare. Probele au fost digerate timp de 30 de minute la 37°C si reactia
a fost stinsa prin adaugarea de acid trifluoracetic.

O incarcatura de 5 ug din fiecare digestat a fost injectata separat pe o coloana cu
faza inversa Zorbax SB-C18 (Agilent #859700-902) echilibrata in acid formic (FA) 0,1%
(v/v). Un gradient de 156 de minute de pana la 90% acetonitril care contine 0,1% FA a
fost utilizat pentru a elua peptidele direct in sursa de ioni de electronebulizare a unui
spectrometru de masa Q-Exactive Plus (Thermo Scientific). Datele au fost colectate in
modul dependent de date utilizand o metoda a primilor 12 precursori in care o scanare
completa (rezolutie 70 000; interval de scanare 200-2000 m/z) a fost urmata de disociere
indusa de coliziune de mare energie (HCD) a celor 12 ioni cei mai abundenti (rezolutie
17 500).

Peptidele au fost identificate pe baza spectrului de masa precis si a spectrului de
masa tandem folosind software-ul intern. ldentificarile au fost verificate manual.
Cantitatile relative de peptide modificate si nemodificate au fost calculate pe baza
abundentei ionilor folosind software-ul Pinpoint (Thermo Scientific).

Procentele modificarilor chimice ale regiunilor de determinare a complementaritatii

(CDR) si ale portiunii de extindere a timpului de injumatatire (fie hALB, fie Fc) detectate
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in preparatele MSLN-HALB, -hFc si -scFc sunt indicate in Tabelul 21. Cand s-au
comparat conditii similare de formulare, a devenit evident ca, in general, modificarile
chimice au fost cel mai putin abundente in constructele scFc.

Tabelul 21: Privire de ansamblu asupra modificarilor chimice din preparatele
MSLN-hALB, -hFc si

cartografierea peptidelor

-scFc stresate si nestresate (TO) determinate prin

Construct hALB hFc scFc

Formulare K60RTrT K60RTrT G40MSuT K60RTrT G40MSuT
%N101 deamidare (CDR)

TO 0,1 0,2 0,2 0,2 0,2

2w 37°C 0,7 0,8 3,0 0,7 3,2

4w 37°C 1,3 n.t. 8,5 n.t. 6,4
%N162 deamidare (CDR)

TO 3,0 1,7 19 2,3 2,5

2w 37°C 15,9 11,6 2,7 15,0 3,3

4w 37°C 26,8 n.t. 3,7 n.t. 4,1
Construct hALB hFc scFc

Formulare K60RTrT KG60ORTrT G40MSuT KG60ORTrT G40MSuT
%M279 oxidare (CDR)

TO 0,6 1,4 1,6 0,6 1,0

2w 37°C 1,2 0,8 0,8 0,6 1,0

4w 37°C 0,9 n.t. 0,8 n.t. 0,6
%N348 deamidare (CDR)

TO 0,5 3,2 3,3 0,5 0,9

2w 37°C 20,5 21,6 19 9,4 1,3

4w 37°C 22,8 n.t. 2,0 n.t. 2,9
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%N351 deamidare (CDR)

TO 0,2 2,9 2,6(0,5 1,0
2w 37°C 6,6 12,7 0,9(3,8 0,4
4w 37°C 8,7 n.t. 0,8 |n.t. 0,8
%M530 oxidare (Fc)

TO n.a. 3,9 4,112,6 3,2
2w 37°C n.a. 9,0 3,114,0 4,3
4w 37°C n.a. n.t. 3,4 (n.t. 3,5
%N603 deamidare (Fc)

TO n.a. 1,3 19 1,3 1,4

2w 37°C n.a. 7,9 4,6 7,0 5,6

4w 37°C n.a. n.t. 6,9 n.t. 8,1
%M706 oxidare (Fc)

TO n.a. 3,2 3,6 1,5 2,1

2w 37°C n.a. 6,0 2,8 2,1 2,5

4w 37°C n.a. n.t. 2,6 n.t. 2,0
%M587 oxidare (hALB)

TO 1,0 n.a. n.a. n.a. n.a.

2w 37°C 2,2 n.a. n.a. n.a. n.a.

4w 37°C 2,3 n.a. n.a. n.a. n.a.
%M623 oxidare (hALB)

TO 1,9|n.a. n.a. n.a. n.a.

2w 37°C 2,4n.a. n.a. n.a. n.a.

4w 37°C 3,0[n.a. n.a. n.a. n.a.

%M798 oxidare (hALB)
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%M623 oxidare (hALB)

TO 1,4 |n.a. n.a. n.a. n.a.
2w 37°C 3,3|n.a. n.a. n.a. n.a.
4w 37°C 3,5[n.a. n.a. n.a. n.a.
%M829 oxidare (hALB)

TO 8,9 |n.a. n.a. n.a. n.a.
2w 37°C 42,9 [n.a. n.a. n.a. n.a.
4w 37°C 44,1 |n.a. n.a. n.a. n.a.
n.a. = nu se aplica; n.t. = netestat

Exemplul 16:

MSLN-HALB, -hFc, -scFc formulate asa cum este descris in Exemplul 15 au fost
supuse unui experiment cu salt de pH. Concentratia materiilor prime a fost de 1,0 mg/ml.
Un volum de 0,38 ml din fiecare materie prima a fost introdus intr-un flacon de sticla.
Dupa preconditionare la 37°C, solutiile au fost imbogatite cu solutie salina tamponata cu
fosfat (PBS) de 20 de ori care a fost compusa din fosfat de potasiu 0,090 M, fosfat de
sodiu 0,480 M (ambii dibazici), clorurd de potasiu 0,052 M si NaCl 2,76 M. Probele
imbogatite au fost incubate la 37°C timp de doua saptamani. Dupa incubare, acestea au
fost analizate prin SE-UPLC utilizadnd metoda descrisa in Exemplul 15 si a fost raportat
continutul procentual de HMWS (Tabelul 22). Cand s-au comparat toate constructele
formulate Tn K6ORTIT, continutul de HMWS a crescut in urmatoarea ordine: hALB < scFc
< hFc. MSLN-scFc a aratat, de asemenea, un continut mai scazut de HMWS decat
MSLN-hFc atunci cand a fost formulat in G40MSuT.

Tabelul 22: Privire de ansamblu asupra continutului de HMWS in preparatele
MSLN-HALB, - hFc si -scFc stresate (salt pH + 2w 37°C) determinat prin SE-UPLC

Construct hALB hFc scFc

Formulare KG60RTrT K60RTrT G40MSuT K60RTrT G40MSuT
%HMWS

2w 37°C 1,5 8,3 7,1 54 51
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Exemplul 17:

MSLN-HALB, -hFc si -scFc formulate asa cum este descris in Exemplul 15 au fost
supuse la stres prin agitare. Concentratia materiilor prime a fost de 1,0 mg/ml. Un volum
de 0,5 ml din fiecare solutie a fost filtrat printr-un filtru adecvat de 0,22 ym si introdus n
flacoane de sticla de 3cc. Flacoanele au fost amplasate intr-o cutie de plastic,
asigurandu-se ca flacoanele nu au fost deplasate in interiorul cutiei in timpul agitarii. Cutia
a fost amplasata pe un agitator orbital. Probele au fost agitate la 500 rpm timp de 65 de
ore. Particulele vizuale au fost evaluate in conformitate cu metoda descrisa de Ph Eur
2.9.20. Metoda a fost efectuata de operatori instruiti. Numaratorile de particule vizuale
per flacon sunt prezentate in Tabelul 23. Particulele proteice vizibile au fost observate
numai in preparatele MSLN-hFc.

Tabelul 23: Numarul de particule proteice vizibile per flacon in probe agitate

Construct hALB hFc scFc

Formulare K6ORTrT K60ORTrT G40MSuT K60ORTrT G40MSuT

Numar de particule proteice vizibile (>125um) per flacon

65h, 500 rpm |0 1 1 0 0

Probele de mai sus au fost, de asemenea, analizate prin cromatografie de
performanta ultra-inaltd cu excludere pe baza marimii (SE-UPLC) pentru a cuantifica
continutul procentual de specii cu greutate moleculard mare (HMWS). S-a aplicat aceeasi
metoda ca cea descrisa in Exemplul 15. Continutul de HMWS al probelor agitate este
subliniat in Tabelul 24. Formarea de HMWS a fost cea mai pronuntatd in MSLN-hFc cand
s-au comparat preparatele K60ORTrT. Pentru constructele pe baza de Fc, continutul de
HMWS ar putea fi redus prin scaderea pH-ului formularii (G40MSuT). Dar din nou, HMWS
au fost mai abundente in MSLN-hFc decét in MLSN-scFc.

Tabelul 24: Privire de ansamblu asupra continutului de HMWS in preparatele
MSLN-HALB, - hFc si -scFc stresate (salt pH + 2w 37°C) determinat prin SE-UPLC
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Construct hALB hFc scFc

Formulare K60ORTrT K60ORTrT G40MSuT K60RTrT G40MSuT

%HMWS
65h, 500 rpm 1,8 5,8 2,4 1,8 0,3
Exemplul 17:

MSLN-HALB, -hFc si -scFc formulate asa cum este descris in Exemplul 15 au fost
expuse la lumina vizibila si UVA (fotostres). Concentratia de proteine a totalizat 1 mg/ml
in toate preparatele. Solutile de proteine au fost filtrate printr-un filtru cu dimensiunea
porilor de 0,22 pm si umplute la 0,5 ml in flacoane de sticla de tip I. MSLN-hALB si -scFc
au fost supuse la doua teste diferite, inclusiv lumina vizibila 0,2 MLux / lumina UVA 25
W+*h/m? si lumina vizibila 1,2MLux / 173 W*h/m? respectiv. MSLN-hFc a fost supus la
doua teste diferite, inclusiv lumina vizibila 0,2 MLux fara lumina UVA si lumina vizibila 1,2
MLux / lumind UVA 30 W*h/m? respectiv. Temperaturile camerei au fost ajustate la 25°C.
Dupa expunerea la lumina, probele au fost analizate prin inspectie vizibila (Tabelul 25),
SE-UPLC (Tabelul 26) si cartografierea peptidelor (Tabelul 27). Metodele mentionate mai
sus au fost efectuate conform procedurilor descrise in Exemplul 15. Desi MSLN-HALB si
-scFc au fost expuse la doze mai mari de lumina UVA, nu au fost observate particule
proteice vizibile, in timp ce probele de MSLN-hFc au prezentat o particula proteica vizibila
per flacon pentru ambele teste, indiferent de formulare.

Tabelul 25: Privire de ansamblu asupra numarului de particule proteice
vizibile per flacon in preparate MSLN-hALB, -hFc si scFc determinat dupa

expunerea la lumina

Construct hALB hFc scFc

Formulare KG60RTrT KG60RTrT G40MSuT KG60RTrT G40MSuT

Numar de particule proteice vizibile (>125um) per flacon

TO 0 0 1 0 0
Test 1 oY 12 12 ov ov
Test 2 0% 19 19 0% 0%

D lumind vizibilda 0,2 MLux / lumind UVA 25 W*h/m2, 2 lumina vizibild 0,2 MLux fara
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Construct

hALB

hFc

sckc

Formulare

KG60RTrT

KG60ORTrT

G40MSuT

KG60ORTrT

G40MSuT

Numar de particule proteice vizibile (>125um) per flacon

lumind UVA, 3 lumina vizibila 1,2 MLux / 173 W*h/mZ2, 4 lumina vizibild 1,2 MLux / 30
W*h/m?2

HMWS au crescut in urmatoarea ordine MSLN-hALB < -scFc < -hFc cand proteina
a fost formulata in K6ORTrT. HMWS ar putea fi reduse pentru constructele pe baza de
Fc atunci cand este formulata in G40MSuT. Cu toate acestea, HMWS au fost din nou mai
putin pronuntate pentru MSLN-scFc. MSLN-hFc s-a dovedit a fi deosebit de sensibil la
expunerea la lumina UVA.

Tabelul 26: Privire de ansamblu asupra continutului de HMWS in preparatele
MSLN-HALB, -hFc si -scFc determinat dupa expunerea la lumina prin SE-UPLC

Construct hALB hFc scFc

Formulare KG60RTrT KG60RTrT G40MSuT KG60ORTrT G40MSuT
%HMWS

TO 1,8 6,7 3,3 2,5 1,3

Test 1 1,8V 6,3% 2,52 2,19 0,49

Test 2 2,09 11,09 2,14 2,48 0,3%

D lumina vizibilda 0,2 MLux / lumind UVA 25 W*h/m?2, 2 lumina vizibild 0,2 MLux fara
lumind UVA,  lumina vizibila 1,2 MLux / 173 W*h/m?, 4 lumina vizibila 1,2 MLux / 30
W+*h/m?

Procentele modificarilor chimice ale regiunilor de determinare a complementaritatii
(CDR) si ale portiunii de extindere a timpului de injumatatire (fie hALB, fie Fc) detectate
in preparatele MSLN-HALB, -hFc si -scFc sunt indicate in Tabelul 27. Cand s-au
comparat conditii similare de formulare, a devenit evident ca, in general, modificarile
chimice au fost cel mai putin abundente in constructele scFc.

Tabelul 27: Privire de ansamblu asupra modificarilor chimice in preparate
MSLN-HALB, -hFc, si

cartografierea peptidelor

-scFc determinate dupa expunere la lumina prin
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Construct hALB hFc sckc

Formulare KG60RTrT KG60ORTrT G40MSuT KG60ORTrT G40MSuT
%N101 deamidare (CDR)

TO 0,1 0,2 0,2 0,2 0,2
Test 1 0,29 n.t. 0,32 n.t. 0,59
Test 2 0,29 n.t. 0,69 n.t. 0,79
%N162 deamidare (CDR)

TO 3,0 1,7 19 2,3 2,5
Test 1 3,09 n.t. 2,19 n.t. 2,79
Test 2 3,6% n.t. 3,19 n.t. 2,8%
%M279 oxidare (CDR)

TO 0,6 1,4 1,6 0,6 1,0
Test 1 0,8V n.t. 2,62 n.t. 0,69
Test 2 1,09 n.t. 6,3% n.t. 0,74
%N348 deamidare (CDR)

TO 0,5 3,2 3,3 0,5 0,9
Test 1 0,49 n.t. 2,77 n.t. 0,29
Test 2 0,99 n.t. 3,99 n.t. 0,29
%N3b1 deamidare (CDR)

TO 0,2 2,9 2,6 0,5 1,0
Test 1 0,49 n.t. 2,02 n.t. 0,3V
Test 2 0,59 n.t. 2,69 n.t. 0,39
%M530 oxidare (Fc)

TO n.a. 3,9 4,1 2,6 3,2
Test 1 n.a. n.t. 7,62 n.t. 3,19
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Construct hALB hFc scFc

Formulare K60RTrT K60RTrT G40MSuT K60RTrT G40MSuT
Test 2 n.a. n.t. 21,84 n.t. 4,13
%M706 oxidare (Fc)

TO n.a. 3,2 3,6 15 2,1
Test 1 n.a. n.t. 6,52 n.t. 1,8V
Test 2 n.a. n.t. 17,89 n.t. 2,79
%M587 oxidare (hALB)

TO 1,0|n.a. n.a. n.a. n.a.
Test 1 1,5|n.a. n.a. n.a. n.a.
Test 2 2,4|n.a. n.a. n.a. n.a.
%M623 oxidare (hALB)

TO 19|n.a. n.a. n.a. n.a.
Test 1 4,0 n.a. n.a. n.a. n.a.
Test 2 4,1 |n.a. n.a. n.a. n.a.
%M796 oxidare (hALB)

TO 1,4 [n.a. n.a. n.a. n.a.
Test 1 2,1 |na. n.a. n.a. n.a.
Test 2 3,1 [n.a. n.a. n.a. n.a.
%M829 oxidare (hALB)

TO 8,9 [n.a. n.a. n.a. n.a.
Test 1 31,0 [n.a. n.a. n.a. n.a.
Test 2 25,2 |n.a. n.a. n.a. n.a.
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n.a. = nu se aplica; n.t. = netestat

Exemplul 18:

MSLN-hALB a fost formulat in K6ORTrT si MSLN-scFc a fost formulat in G4A0OMSuT
conform procedurii descrise in Exemplul 15. Concentratiile de proteine au totalizat 0,05
mg/ml. Recipientele din sticla (borosilicat, tip I, flacon de 13 mm 3cc de la West, nr. art.
68000375) si recipientele de test din polipropilena (2 ml cu inel O, de ex. de la Sarstedt,
nr. art. 72.694.005) sunt umplute cu 500 pl de solutie de testare. Solutia de testare a fost
lasata timp de cinci minute in primul recipient de testare. Apoi a fost esantionata o alicota
de 150 pl pentru analiza. Solutia de testare ramasa (350 pl) a fost transferata secvential
dintr-un recipient de testare in altul (cinci recipiente in total). In fiecare flacon, solutia a
fost Iasata timp de cinci minute ihainte de urmatorul transfer. A fost folosit acelasi varf de
pipeta pentru fiecare etapa de transfer. Acelasi test a fost efectuat folosind sticle de
policarbonat de 30 ml (Nalgene, PCS-000295 cu inchidere, PP/20-415/ZTPE). Pentru
acest tip de recipient, primul recipient a fost umplut cu 5 ml. Dupa ce a fost esantionata
0 alicota de 150 pl, volumul rezidual a fost transferat dintr-un recipient de testare in altul
(conform procedurii descrise mai sus). Probele extrase din recipientul #1 si #5 au fost
analizate prin SE-UPLC (metoda asa cum este descriséd in Exemplul 15). in plus,
detectarea proteinei a fost efectuata cu un detector PDA (280 nm) pentru a determina
concentratiile de proteine. Recuperarea procentualad a proteinei din fiecare recipient de
testare este indicata de Tabelul 28. S-a aratat ca recuperarea proteinei a fost mai
pronuntata pentru MSLN-scFc decat pentru MSLN-hALB, indiferent de tipul de recipient.

Tabelul 28: Recuperarea proteinelor din diferite tipuri de recipiente pentru
MSLN-HALB si -scFc determinata prin SE-UPLC

Construct hALB scFc

Formulare K60ORTrT G40MSuT

% recuperare proteine (de la val. nominala)

Sticla de tip | 80,0 92,0
Polipropilena 87,0 97,3
Policarbonat 87,0 96,0

Exemplul 19:
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MSLN-hALB a fost formulat in K6ORTIT si MSLN-scFc a fost formulat in K6ORTrT
si G4A0OMSuT conform procedurii descrise in Exemplul 15. Concentratia de proteina a
totalizat 1,0 mg/ml. 1950 pl din fiecare solutie de testare au fost adaugati cu 50 pl dintr-o
solutie standard de siliciu de 1000 ppm (Specpure de la AlfaAesar, nr. art. 38717)
rezultdnd o imbogatire de 25 ppm. O solutie de testare neimbogatita a servit ca proba de
control. Solutia de testare imbogatita precum si proba de control au fost introduse in
flacoane de sticla de tip | de 3cc si au fost incubate la 37°C timp de 24 de ore. Toate
probele au fost analizate prin SE-UPLC conform metodei descrise in Exemplul 15 pentru
a cuantifica cantitatea de HMWS (Tabelul 29). Cand au fost formulate in K60RTIT,
MSLN-hALB si -scFc au prezentat cresteri similare ale HMWS la imbogatirea cu siliciu.
Pentru constructul scFc s-a putut demonstra ca aceasta crestere ar putea fi redusa prin
scaderea pH-ului formularii la 4,0. Conform experimentelor preliminare, aceasta abordare
nu a fost fezabila pentru MLSN-hALB, deoarece s-a dovedit a suferi fragmentare la valori
ale pH-ului formularii de 5,0 si mai mici.

Tabelul 29: Privire de ansamblu asupra continuturilor de HMWS in preparate
MSLN-HALB, lu -scFc determinate prin SE-UPLC dupa imbogatire cu 25 ppm

silicon
Construct hALB scFc
Formulare K6ORTrT K6ORTrT G40MSuT

A%HMWS (comparativ cu martorul fara imbogatire)

25 ppm imbogatire 1,0 1,0 0,2

Tabelul 30: Lista secventelor
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pe |ala
pti
dic

2. |Lin |arti|GGGGS
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LVNRRPCFSALEVDETYVPKEFNAGTFTFHADICTLSEKERQIKKOTALVELVKHKPKATKEQLKAAMDDEFAAFVEKCCK
ADDKETCFAEEGKKLVAASQAALGL
10|HA |arti
6 LB f|C| DAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQCPFEDHVKLVNEVTEFAKTCVADESAENCDKSLHTLFGDKLCTVATL
) RETYGEMADCCAKQEPERNECFLOQHKDDNPNLPRLVRPEVDVMCTAFHDNEETFLKKYLYEIARRHPYEFYAPELLFFAKR
()9 Iv YKAAFTECCQAADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLOKFGERAFKAWAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDLTK
ala VHTECCHGDLLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMPADLPSLAADEVESKDVCKNYA
EAKDVFLGMFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPLVEEPONLIKQNCELFEQLGE
8 YKEFONALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTES
LVNRRPCFSALEVDETYVPKEFNAETFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFVEKCCK
ADDKETCFAEEGPKLVAASQAALGL
10|HA |arti
7 LB f|C| DAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLOQCPFEDHVKLVNEVTEFAKTCVADESAENCDKSLHTLFGDKLCTVATL
) RETYGEMADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRLVRPEVDVMCTAFHDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKR
11 Iv YKAAFTECCQAADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLOKFGERAFKAWAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDLTK
ala VHTECCHGDLLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMPADLPSLAADFVESKDVCKNYA
EAKDVFLGMFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPLVEEPONLIKQNCELFEQLGE
4 YKFQNALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTES
LVNRRPCFSALDVDETYVPKEFNAETFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFVEKCCK
ADDKETCFAEEGPHLVAASKAALGL
10|HA |arti
8. |LB |fici
25 |ala
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DAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQCPFEDHVKLVNEVTEFAKTCVADESAENCDKSLHTLFGDKLCTVATL
RETYGEMADCCAKQEPERNECFLOQHKDDNPNLPRLVRPEVDVMCTAFHDNEETFLKKYLYEIARRHPYEFYAPELLFFAKR
YKAAFTECCQAADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLOKFGERAFKAWAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDLTK
VHTECCHGDLLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMPADLPSLAADEVESKDVCKNYA
EAKDVFLGMFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPLVEEPONLIKQNCELFEQLGE
YKEFQNALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTES
LVNRRPCFSALGVDETYVPKEFNAETFTFHADICTLSEKERQIKKOTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDKFAAFVEKCCK
ADDKETCFAEEGPKLVAASQAALGL
10 |HA |arti
9 LE3 fkj DAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQCPFEDHVKLVNEVTEFAKTCVADESAENCDKSLHTLFGDKLCTVATL
) RETYGEMADCCAKQEPERNECFLOHKDDNPNLPRLVRPEVDVMCTAFHDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKR
255 I, YKAAFTECCQAADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLOQKFGERAFKAWAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDLTK
ala VHTECCHGDLLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMPADLPSLAADFVESKDVCKNYA
EAKDVFLGMFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPLVEEPONLIKONCELFEQLGE
3 YKFONALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTES
LVNRRPCFSALDVDETYVPKEFNAETFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDKFAAFVEKCCK
ADDKETCFAEEGPKLVAASQAALGL
11|HA |arti
O LB f|C| DAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQCPFEDHVKLVNEVTEFAKTCVADESAENCDKSLHTLFGDKLCTVATL
) RETYGEMADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRLVRPEVDVMCTAFHDNEETFLKKYLYETIARRHPYEFYAPELLFFAKR
13 Iv YKAAFTECCQAADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLOQKFGERAFKAWAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDLTK
ala VHTECCHGDLLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMPADLPSLAADEVESKDVCKNYA
EAKDVFLGMFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPLVEEPONLIKONCELFEQLGE
1 YKFONALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTES
LVNRRPCFSALEVDETYVPKEFNAETFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDKFAAFVEKCCK
ADDKETCFAEEGPHLVAASQAALGL
11|HA |arti
1 LB flCl DAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLOQCPFEDHVKLVNEVTEFAKTCVADESAENCDKSLHTLFGDKLCTVATL
) RETYGEMADCCAKQEPERNECFLOHKDDNPNLPRLVRPEVDVMCTAFHDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKR
13 Iv YKAAFTECCQAADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLOKFGERAFKAWAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDLTK
ala VHTECCHGDLLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMPADLPSLAADEVESKDVCKNYA
EAKDVFLGMFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPLVEEPQNLIKQNCELFEQLGE
5 YKFONALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTES
LVNRRPCFSALEVDETYVPKEFNAETFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFVEKCCK
ADDKETCFAEEGPHLVAASKAALGL
11 |HA |arti
2 LE3 fiCi DAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLOQCPFEDHVKLVNEVTEFAKTCVADESAENCDKSLHTLFGDKLCTVATL
) RETYGEMADCCAKQEPERNECFLOQHKDDNPNLPRLVRPEVDVMCTAFHDNEETFLKKYLYETIARRHPYEFYAPELLFFAKR
13 Iv YKAAFTECCQAADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLOKFGERAFKAWAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDLTK
ala VHTECCHGDLLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMPADLPSLAADFVESKDVCKNYA
EAKDVFLGMFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPLVEEPONLIKQNCELFEQLGE
3 YKEFQNALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTES
LVNRRPCFSALEVDETYVPKEFNAETFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDKFAAFVEKCCK
ADDKETCFAEEGPKLVAASKAALGL
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11|HA |arti
3 LB flCl DAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLOQCPFEDHVKLVNEVTEFAKTCVADESAENCDKSLHTLFGDKLCTVATL
) RETYGEMADCCAKQEPERNECFLOQHKDDNPNLPRLVRPEVDVMCTAFHDNEET FLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKR
23 Iu YKAAFTECCQAADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLOKFGERAFKAWAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDLTK
ala VHTECCHGDLLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMPADLPSLAADFVESKDVCKNYA
EAKDVFLGMFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPLVEEPONLIKQNCELFEQLGE
4 YKEQNALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTES
LVNRRPCFSALDVDETYVPKEFNAETFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFVEKCCK
ADDKETCFAEEGPKLVAASKAALGL
11 |HA |arti
4 LB f|C| DAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQOSPFEDHVKLVNEVTEFAKTCVADESAENCDKSLHTLFGDKLCTVATL
) RETYGEMADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRLVRPEVDVMCTAFHDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKR
Iv YKAAFTECCQAADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLOQKFGERAFKAWAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDLTK
C3 ala VHTECCHGDLLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMPADLPSLAADFVESKDVCKNYA
EAKDVFLGMFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPLVEEPONLIKONCELFEQLGE
4S YKEFONALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTES
LVNRRPCFSALEVDETYVPKEFNAETFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFVEKCCK
ADDKETCFAEEGKKLVAASQAALGL
11 [HA |arti
5 LB f|C| DAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQOQSPFEDHVKLVNEVTEFAKTCVADESAENCDKSLHTLFGDKLCTVATL
- RETYGEMADCCAKQEPERNECFLOHKDDNPNLPRLVRPEVDVMCTAFHDNEETFLKKYLYEIARRHPYEFYAPELLFFAKR
7 I.. YKAAFTECCQAADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLOKFGERAFKAWAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDLTK
ala VHTECCHGDLLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMPADLPSLAADEVESKDVCKNYA
EAKDVFLGMFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPLVEEPONLIKONCELFEQLGE
C3 YKFONALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTES
LVNRRPCFSALEVDETYVPREFNAGTFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAAMDDFAAFVERKCCK
4S ADDKETCFAEEGKKLVAASQAALGL
11 |HA |arti
6 LB f|C| DAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQOSPFEDHVKLVNEVTEFAKTCVADESAENCDKSLHTLFGDKLCTVATL
) RETYGEMADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRLVRPEVDVMCTAFHDNEET FLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKR
Iv YKAAFTECCQAADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLOKFGERAFKAWAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDLTK
09 ala VHTECCHGDLLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMPADLPSLAADFVESKDVCKNYA
EAKDVFLGMFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPLVEEPQNLIKQNCELFEQLGE
8 YKEQNALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTES
LVNRRPCFSALEVDETYVPKEFNAETFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDEFAAEVEKCCK
C3 ADDKETCFAEEGPKLVAASQAALGL
4S
11 [HA |arti
7. |LB |fici
11 |ala
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4 DAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQSPFEDHVKLVNEVTEFAKTCVADESAENCDKSLHTLFGDKLCTVATL
RETYGEMADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRLVRPEVDVMCTAFHDNEETFLKKYLYETARREPYFYAPELLFFAKR
c3 YKAAFTECCOAADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKORLKCASLQK FGERAFKAWAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDLTK
VHTECCHGDLLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMPADLPSLAADFVESKDVCKNYA
EAKDVFLGMFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPLVEEPQNLIKQNCELFEQLGE
4S YKFQNALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEAKRMP CAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVS DRVTKCCTES
LVNRRPCFSALDVDETYVPKEFNAET FTFHADICTLSEKERQI KKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFVEKCCK
ADDKETCFAEEGPHLVAASKAALGL
11|HA |arti
8. |LB |fici | PAUKSEVAHRFKDLGEENFKALVLI AFAQYLOQS PFEDHVKLVNEVTEFAKTCVADESAENCDKSTHT LEGDKLCTVATL
: RETYGEMADCCAKQEPERNECFLOHKDDNPNLPRLVRPEVDVMCTAFHDNEET FLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKR
25 |15 YKAAFTECCOAADKAACLLPKLDELRDEGKAS SAKQRLKCASLOKFGERAFKAWAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDLTK
ala | vyrECCHEDLLECADDRADLAKYICENQDST SSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMPADLPSLAADFVESKDVCKNYA
EAKDVFLGMFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPLVEEPQNLIKQNCELFEQLGE
4 YKFQNALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEAKRMP CAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVS DRVTKCCTES
LVNRRPCFSALGVDETYVPKEFNAET FTFHADICTLS EKERQI KKOTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDKFAAFVEKCCK
C3 ADDKETCFAEEGPKLVAASQAALGL
11|HA |arti
9. |LB |fici | PAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLOQS PFEDHVKLVNEVTEFAKTCVADESAENCDKSLHT LEGDKLCTVATL
. RETYGEMADCCAKQEPERNECFLOHKDDNPNLPRLVRPEVDVMCTAFHDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKR
) I3 YKAAFTECCOAADKAACTLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCAST.QKFGERAFKAWAVARL SQRFPKARFAEVSKLVTDLTK
S |ala VHTECCHGDLLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMPADLP S LAADFVESKDVCKN YA
EAXDVFLGMFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPLVEEPONLIKONCELFEQLGE
3 YKFQNALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEAKRMP CAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVS DRVTKCCTES
LVNRRPCFSALDVDETYVPKEFNAET FTFHADI CTLS EKERQI KKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDKFAAFVEKCCK
C3 ADDKETCFAEEGPKLVAASQAALGL
12 |HA |arti
0. |LB |fici | PAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLI AFAQYLOQS PFEDHVKLVNEVTEFAKTCVADESAENCDKSTHT LFGDKLCTVATL
: RETYGEMADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRLVRPEVDVMCTAFHDNEET FLKKYLYETARRHPYFYAPELLFFAKR
13 |al3 YKAAFTECCQAADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCAST.QKFGERAFKAWAVARL SQRFPKARFAEVSKLVTDLTK
ala | yvHTECCHEDLLECADDRADLAKYICENQDSI SSKLKECCEKPLLEKSHCI AEVENDEMPADLPSLAADFVESKDVCKN YA
EAXDVFLGMFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPLVEEPONLIKONCELFEQLGE
1 YKFQNALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEAKRMP CAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVS DRVTKCCTES
LVNRRPCFSALEVDETYVPKEFNAET FTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDKFAAFVEKCCK
C3 ADDKETCFAEEGPHLVAASQAALGL
4S
12 |HA |arti
1. |LB |fici | PAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLOQSPFEDHVKLVNEVTEFAKTCVADESAENCDKS LHTLEGDKLCTVATL
: RETYGEMADCCAKQEPERNECFLOHKDDNPNLPRLVRPEVDVMCTAFHDNEETFLKKYLYETARRHPYFYAPELLFFAKR
13 |al3 YKAAFTECCQAADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLOKFGERAFKAWAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDLTK
ala | vETECCHGDLLECADDRADLAKYICENQDSI SSKLKECCEKPLLEKSHCTAEVENDEMPADLPS LAADFVESKDVCKNYA
EAXKDVFLGMFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPLVEEPQONLIKQNCELFEQLGE
5 YKFONALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEAKRMPCAED YT SVVINQLCVILHEKTPVS DRVTKCCTES
LVNRRPCFSALEVDETYVPKEFNAET FTFHADI CTLS EKERQI KKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFVEKCCK
C3 ADDKETCFAEEGPHLVAASKAALGL
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12 |HA |arti
2. |LB |fici | PAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLOQS PFEDHVKLVNEVT EFAKTCVADESAENCDKS LHTLEGDKLCTVATL
: RETYGEMADCCAKQEPERNECFLOHKDDNPNLPRLVRPEVDVMCTAFHDNEETFLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKR
13 |al3 YKAAFTECCQAADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLOKFGERAFKAWAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDLTK
ala | yHTECCHEDLLECADDRADLAKYICENQDST SSKLKECCEKPLLEKSHC T AEVEN DEMPADL PS LAADFVESKDVCKNYA
EAXDVFLGMFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPLVEEPQNLIKONCELFEQLGE
3 YKFONALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEAKRMP CAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTES
LVNRRPCFSALEVDETYVPKEFNAETFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDKFAAFVEKCCK
C3 ADDKETCFAEEGPKLVAASKAALGL
4S
12 [HA |arti
3. |LB |fici | PAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLOQS PFEDHVKLVNEVT EFAKTCVADESAENCDKSLHTLEGDKLCTVATL
: RETYGEMADCCAKQEPERNECFLOHKDDNPNLPRLVRPEVDVMCTAFHDNEET FLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKR
23 |al3 YKAAFTECCQAADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLOKFGERAFKAWAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDLTK
ala | yHTECCHEDLLECADDRADLAKYICENQDST SSKLKECCEKPLLEKSHC T AEVEN DEMPADLPS LAADEVESKDVCKNYA
EAKDVFLGMFLYEYARREHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVEDEFKPLVEEPONLIKONCELFEQLGE
4 YKFONALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEAKRMP CAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTES
LVNRRPCFSALDVDETYVPKEFNAETFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFVEKCCK
C3 ADDKETCFAEEGPKLVAASKAALGL
12 [HA |arti
4. |LB |fici | PAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLOOAR FEDHVKLVNEVTEFAKTCVADESAENCDKSTHT LFGDKLCTVATL
: RETYGEMADCCAKQEPERNECFLOHKDDNPNLPRLVRPEVDVMCTAFHDNEET FLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKR
I3 YKAAFTECCQAADKAACTLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASTLQKFGERAFKAWAVARL SQRFPKARFAEVSKLVTDLTK
C3 |ala VHTECCHGDLLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMPADLP SLAADFVESKDVCKNYA
EAKDVFLGMFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPLVEEPONLIKONCELFEQLGE
4A YKFONALLVRYTKKVPQOVSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEAKRMP CAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTES
LVNRRPCFSALEVDETYVPKEFNAETFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDD FAAFVEKCCK
ADDKETCFAEEGKKLVAASQAALGL
12 |HA |arti
5. |LB |fici | PAUKSEVAHRFKDLGEENFKALVLI AFAQYLOOAPFEDHVKLVNEVTEFAKTCVADESAENCDKSTHT LFGDKLCTVATL
. RETYGEMADCCAKQEPERNECFLOHKDDNPNLPRLVRPEVDVMCTAFHDNEET FLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKR
v I3 YKAAFTECCQAADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLOKFGERAFKAWAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDLTK
ala | vyTECCHEDLLECADDRADLAKYTCENQDST SSKLKECCEKPLLEKSHCTAEVENDEMPADLPSLAADFVESKDVCKN YA
EAKDVFLGMFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPLVEEPONLIKONCELFEQLGE
C3 YKFONALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTES
LVNRRPCFSALEVDETYVPKEFNAGT FTFHADICTLSEKERQI KKQTALVELVKHKPKATKEQLKAAMDDFAAFVEKCCK
4A ADDKETCFAEEGKKLVAASQAALGL
12 |HA |arti
6. |LB |fici
09 |(ala
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8 DAHKSEVAHRFKDLGEEN FKALVLIAFAQYLQQAPFEDHVKLVNEVTEFAKTCVADESAENCDKS LHTLFGDKLCTVATL
RETYGEMADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRLVRPEVDVMCTAFHDNEETFLKKYLYEIARREPYFYAPELLFFAKR
YKAAFTECCOAADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLOKFGERAFKAWAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDLTK
C3 VHTECCHGDLLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMPADLPSLAADFVESKDVCKNYA
EAKDVFLGMFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPLVEEPONLIKONCELFEQLGE
4A YKFQNALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHP EAKRMP CAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVS DRVTKCCTES
LVNRRPCFSALEVDETYVPKEFNAET FTFHADI CTLS EKERQI KKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFVEKCCK
ADDKETCFAEEGPKLVAASQAALGL
12 |HA |arti
7. |LB |fici | PAHKSEVARRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLOOAPFEDHVKLVNEVT EFAKTCVADESAENCDKSLHTLEGDKLCTVATL
: RETYGEMADCCAKQEPERNECFLOHKDDNPNLPRLVRPEVDVMCTAFHDNEETFLKKYLYETARRHPYFYAPELLFFAKR
11 |al3 YKAAFTECCQAADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLQOKFGERAFKAWAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDLTK
ala | yHTECCHGDLLECADDRADLAKYTCENQDST SSKLKECCEKPLLEKSHCTAEVENDEMPADLPS LAADFVESKDVCKNYA
EAXDVFLGMFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPLVEEPQONLIKQNCELFEQLGE
4 YKFQNALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEAKRMP CAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVS DRVTKCCTES
LVNRRPCFSALDVDETYVPKEFNAET FTFHADI CTLSEKERQI KKQTALVELVKEKPKATKEQLKAVMDDFAAFVEKCCK
C3 ADDKETCFAEEGPHLVAASKAALGL
12 |HA |arti
8. |LB |fici | PAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLOOAPFEDHVKLVNEVTEFAKTCVADESAENCDKSLHTLEGDKLCTVATL
: RETYGEMADCCAKQEPERNECFLOHKDDNPNLPRLVRPEVDVMCTAFHDNEET FLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKR
) I3 YKAAFTECCOAADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLOKFGERAFKAWAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDLTK
5 |ala VHTECCHGDLLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMPADLPSLAADFVESKDVCKNYA
EAXKDVFLGMFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPLVEEPQONLIKQNCELFEQLGE
4 YKFQNALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEAKRMP CAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVS DRVTKCCTES
LVNRRPCFSALGVDETYVPKEFNAET FTFHADI CTLSEKERQI KKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDKFAAFVEKCCK
C3 ADDKETCFAEEGPKLVAASQAALGL
12 |HA |arti
9. |LB |fici | PAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLI AFAQYLOOAP FEDHVKLVNEVTEFAKTCVADESAENCDKSTHT LFGDKLCTVATL
: RETYGEMADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRLVRPEVDVMCTAFHDNEET FLKKYLYETARRHPYFYAPELLFFAKR
25 |al3 YKAAFTECCQAADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCAST.QKFGERAFKAWAVARL SQRFPKARFAEVSKLVTDLTK
ala | vHTECCHGDLLECADDRADLAKYICENQDS I SSKLXKECCEKPLLEKSHCIAEVENDEMPADLPSLAADFVESKDVCKN YA
EAXDVFLGMFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPLVEEPONLIKONCELFEQLGE
3 YKFONALLVRYTKKVPOVSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEAKRMP CAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVS DRVTKCCTES
LVNRRPCFSALDVDETYVPKEFNAET FTFHADI CTLSEKERQI KKQTALVELVKEKPKATKEQLKAVMDKFAAFVEKCCK
C3 ADDKETCFAEEGPKLVAASQAALGL
13|HA |arti
0. |LB lfici | PAUKSEVAHRFKDLGEENFKALVLI AFAQYLOOAP FEDHVKLVNEVTEFAKTCVADESAENCDKSTHT LFGDKLCTVATL
: RETYGEMADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRLVRPEVDVMCTAFHDNEETFLKKYLYETARRHPYFYAPELLFFAKR
13 |al3 YKAAFTECCOAADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCAST.QKFGERAFKAWAVARL SQRFPKAEFAEVSKLVTDLTK
ala | yHTECCHGDLLECADDRADLAKYICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCI AEVENDEMPADLES LAADFVESKDVCKNYA
EAKDVFLGMFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHEC YAKVFDEFKPLVEEPONLIKQNCELFEQLGE
1 YKFQNALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEAKRMP CAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVS DRVTKCCTES
LVNRRPCFSALEVDETYVPKEFNAETFTFHADICTLSEKERQI KKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDKFAAFVEKCCK
C3 ADDKETCFAEEGPHLVAASQAALGL
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13|HA |arti
1. |LB |fici | DAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLOOARFEDHVKLVNEVTEFAKTCVADESAENCDKSLATLEGDKLCTVATL
' RETYGEMADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRLVRPEVDVMCTAFHDNEET FLKKYLYEIARRHPYFYAPELLFFAKR
13 | gl | YKAAFTECCORADKAACLLEKLDELRDEGKAS SAKORLKCAS LOKFGERAF KAWAVARL,SQRE PKAEFAEVSKLVIDLTK
ala| yyrEceHEDLLECADDRADLARYTCENQDST SSKTKECCEKPLLEKSHCT ARVENDEMPADLPS LAADFVESKDVCKNYA
EAKDVFLGMFLYEYARREPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPLVEEPONL I KONCELFEQLGE
5 YKFONALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGS KCCKHPEAKRMPCAED YT, SVVILNQL.CVIHEKT PVS DRVTKCCTES
LVNRRPCFSALEVDETYVPKEFNAETFTFHADI CTLS EKERQT KKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFVEKCCK
C3 ADDKETCFAEEGPHLVAASKAALGL
4A
13 |HA |arti
2 |LB |fici | PAHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLOQAPFEDHVKLVNEVTEFAKTCVADESAENCDKSLHTLEGDKLCTVATL
: RETYGEMADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRIVRPEVDVMCTAFHDNEET FLKKYLYE TARRHPYFYAPELLFFAKR
13 |ql3 | FEAAFTECCOAADKAACTLP KL DELRDEGKAS SAKORLKCAS LOK FGERAF KAWAVARLSQRF PKASFAEYS KLVTDLTK
ala | yHTECCHGDLLECADDRADLAKYTCENQDST SSKLKECCEKPLLEKSHCTAEVENDEMPADL PS LAADFVESKDVCKNYA
EAKDVFLGMFLYEYARREPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPLVEEPQNL I KONCELFEQLGE
3 YKFONALLVRYTKKVPOVSTPTLVEVS RNLGKVGS KCCKHPEAKRMPCAEDYLSVVILNQLCVLHEKT PVS DRVTKCCTES
LVNRRPCFSALEVDETYVPKEFNAET FTFHADI CTLS EKERQT KKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDK FAAFVEKCCK
C3 ADDKETCFAEEGPKLVAASKAALGL
13 |HA |arti
3. |LB |fici | PAHKSEVAHRFKDLGEEN FKALVLIAFAQYLOOARFEDHVKLYNEVT EFAKTCVADESAENCDKSLHTLEGDKLCTVATL
: RETYGEMADCCAKQFEPERNECFLOHKDDNPNLPRLVRPEVDVMCTAFHDNEET FLKKYLYETARRHPYFYAPELLFFAKR
03 | gl | FARETECCORRDKAACLLEKLDELRDEGKAS SAKQRLKCAS LOKFGERAFKAAVARL SORFPKASFAEVSKLVTDLTK
ala| yyrECCHEDLLECADDRADLAKYTCENQDS T SSKLKECCEKPLLEKSHCTAEVENDEMPADLPS LAADFVESKDVCKN YA
EAKDVFLGMFLYEYARREPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYAKVFDEFKPLVEEPQNL I KONCELFEQLGE
4 YKFONALLVRYTKKVPQVST PTLVEVSRNLGKVGS KCCKHPEAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKT PVSDRVTKCCTES
LVNRRPCFSALDVDETYVPKEFNAET FTFHADI CTLS EKERQT KKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFVEKCCK
C3 ADDKETCFAEEGPKLVAASKAALGL
4A
13|Ab |arti|RDWDFDVFGGGTPVGG
4. (15 |fici
6 |ala
13|pe |arti|QRFVTGHFGGLXPANG
5. |pti [fici
da |ala
de
leg
are
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ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQT
YICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMI SRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEFNW
YVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREE
MTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYDTTPPVLDSDGSFFLYSDLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYT
QKSLSLSPGK
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14|LC
1 cor GQPKAAPSVTLFPPSSEELQANKATLVCLISDFYPGAVTVAWKADSSPVKAGVETTTPSKQSNNKYAASSYLSLTPEQWK
) SHRSYSCQVTHEGSTVEKTVAPTECSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVK
FNWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPS
p RKEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLKSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQOGNVFSCSVMHEALHN
HYTQKSLSLSPGK
de
inc
ruc
isa
re
1
14 |HC
2 cor ASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLOSSGLYSLSSVVTVPSSNEGTQT
) YTCNVDHKPSNTKVDKTVEPKSSDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMI SRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENW
YVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPTIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREE
p MTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYDTTPPVLDSDGSFFLYSDLTVDKSRWQQGNVESCSVMHEALHNHYT
QKSLSLSPGK
de
inc
ruc
isa
re
2
14 |LC
3 cor GQPKAAPSVTLFPPSSEELQANKATLVCLISDFYPGAVTVAWKADSSPVKAGVETTTPSKQSNNKYAASSYLSLTPEQWK
) SHRSYSCQVTHEGSTVEKTVAPTECSEPKSSDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHE
DPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPTEKTISKAKGQPREPQVY
p TLPPSRKEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLKSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVESCSVMH
EALHNHYTQKSLSLSPGK
de
inc
ruc
isa
re
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DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTY
RCVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEYPSDIAVE
WESNGQPENNYDTTPPVLDSDGSFFLYSDLTVDKSRWQQOGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
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EPKSSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEFNWYVDGVEVHNAKTKPCEEQ
YGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRKEMTKNQVSLTCLVKGEYPS
DIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLKSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

14

Ma
Xic

orp

EPKSSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPCEEQ
YGSTYRCVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEYPS
DIAVEWESNGQPENNYDTTPPVLDSDGSFFLYSDLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
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8 XiC EPKSSDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPREEQ
) YNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGOQPREPQVYTLPPSRKEMTKNQVSLTCLVKGFYPS
Orp DIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLKSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQOGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
2
tint
a
Fc
14 |Ma
9 XiC EPKSSDKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQ
) YNSTYRVVSVLTVLHQOQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPS
orp
2
CD
3 DIAVEWESNGQPENNYDTTPPVLDSDGSFFLYSDLTVDKSRWOOGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
Fc
15
Mo
0 APELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLH
) no ODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVTTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENN
YDTTPPVLDSDGSFFLYSDLTVDKSRWQQGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
Fc
15 VH
1. [MS|C
SSSYYWG
11D
R1
15 VH
MS
2. C |SIYYSGITNYNPSLKS
1
D
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R2
15 VH
3. [MS|C
PSNYDAFDI
1D
R3
15 VL
4. IMS|C
TGSSSNIGAGYDVH
1D
R1
15 VL
5. [MS|C
GNSKRPS
1D
R2
15 VL
6. |IMS|C
QSYDSSLGGWV
1D
R3
15
7 MS VH QOVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISSSSYYWGWIRQPPGKGLEWIGSIYYSGITNYNPSLKSRVTISVDTSKNQF
) SLKLSSVTAADTAVYYCARPSNYDAFDIWGQGTMVTVSS
1
15
8 MS VL QOSVLTQPPSVSGAPGQRVTISCTGSSSNIGAGYDVHWYQQVPGTAPKLLIYGNSKRPSGVPDREFSGSKSGTSASLAITGL
) 1 QAEDEADYYCQSYDSSLGGWVEGGGTKLTVL
15
9 MS sc OVOLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISSSSYYWGWIRQPPGKGLEWIGSIYYSGITNYNPSLKSRVTISVDTSKNQFE
" SLKLSSVTAADTAVYYCARPSNYDAFDIWGQGTMVTVS SGGGGSGGGGSGGGGSQSVLTQPPSVSGAPGQRVTISCTGSS
SNIGAGYDVHWYQQVPGTAPKLLIYGNSKRPSGVPDRFSGSKSGTSASLATITGLQAEDEADYYCQSYDSSLGGWVFGGGT
_1 |FV | koovn
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ID |ier
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16 mo
0. lec
. | QVOLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISSSSYYWGWIRQPPGKGLEWIGSIYYSGITNYNPSLKSRVTISVDTSKNQF
Ula SLKLSSVTAADTAVYYCARPSNYDAFDIWGQGTMVTVSSGGGGSGGGGSGGGEGSQSVLTQPPSVSGAPGQRVTISCTGSS
MS . SNIGAGYDVHWYQQVPGTAPKLLIYGNSKRPSGVPDRFSGSKSGTSASLAITGLOAEDEADYYCQSYDSSLGGWVFEGGGT
b|S KLTVLSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGEFTEFNKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDR
1 FTISRDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNFGNSYISYWAYWGOGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPS
- pe LTVSPGGTVTLTCGSSTGAVTSGNYPNWVQQKPGOQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGGKAALTLSGVQPEDEAEYY
CVLWYSNRWVFGGGTKLTVL
cifi
ca
16 VH
1. [MS|C
DHYMS
2 |D
R1
16 VH
2. IMS|C
YISSSGSTIYYADSVKG
2 |D
R2
16 |MS
VH|DLGPSFDY
3. 1.2
C
D
R3
16 C
MS
4. D |RASQGISSWLA
2
R1
16 VL
5. [MS|C
AASRLQS
2 |D
R2
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16 C
MS
6. D |QQANSFPRT
2
R3
16
7_ MS VH QVQLVESGGGWQPGRSLRLSCAASGFTFSDHYMSWIRQTPGKGLEW‘\/SYISSSGSTIYYADSVKGRFTISRDNAKNSLY
LQIVENSLRAEDTAVYYCARDLGPSFDYWGQGSLVTVSS
2
16
8 MS VL DIQMTQSPSSVSASVGDRVIITCRASQGISSWLAWYQQKPGKAPKLLLIDAASRLOSGVESRESGSGSELDETLLLSS LY
' 2 EDFATYYCQQANSFPRTFGOGTKVEIK
16
9 MS SC QVQLVESGGGWQPGRSLRLSCAASGE‘TFSDHYMSWIRQTPGKGLEWVSYISSSGSTIYYADSVKGRFTISRDNAKNSJ..Y
' LQMNSLRAEDTAVYYCARDLGPSFDYWGQGSLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDIQMTQSPSSVSASVGDRVTITCRASQG
2 FV ISSWLAWYQQKPGK]—\PKLLIDAASRLQSGVPSRFSGSGSGTDE‘TLTISSLQPEDFATYYCQQANSFPRTFGQGTKVEIK
17 mo
0. lec
o QVQLVESGGGWQPGRSLRLSCAASGE‘TFSDHYMSWIRQTPGKGLEWVSYISSSGSTIYYADSVKGRE‘TISRDNAKNSLY
Ula LQMNSLRAEDTAVYYCARDLGPSFDYWGQGSLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDIQMTQSPSSVSASVGDRVTITCR]—\SQG
MS i ISSWLAWYQQKPGKAPKLLIDAASRLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDE‘]—\TYYCQQANSFPRTFGQGTKVEIKS
blS GGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGFTFNKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRFTISRD
_2 DSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNFGNSYISYWAYWGQGTLVTVSS GGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPG
pe GTVTLTCGSSTGAVTSGNYPNWVQQKPGQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYS
NRWVFGGGTKLTVL
cifi
ca
17 C
MS
1. D |DYYMT
3
R1
17 VH
2. IMS|C
YISSSGSTIYYADSVKG
3 |D
R2
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17 VH
3. [MS|C
DRNSHFDY
3 |D
R3
17 VL
4. IMS|C
RASQGITRWLA
3 |D
R1
17 VL
5. IMS|C
AASVLQS
3 |D
R2
17 VL
6. |IMS|C 9
QSNSFPRT
3 |D
R3
17
7_ MS VH QVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSDYYMTWIRQAPGKGLEWISYISSSGSTIYYADSVKGRE‘TISRDNAKNSLY
3 LOMNSLRAEDTAVYYCARDRNSHFDYWGQGTLVTVSS
17
MS
8- 3 VL DIQMTQSPSSVSASVGDRVTITCRASQGITRWLAWYQQKPGKAPKLLIYAASVLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQP
EDFATYYCQQSNSFPRTFGQGTKVEIK
17 |MS
9_ 3 SC QVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSDYYMTWIRQAPGKGLEWISYISSSGSTIYYADSVKGRE‘TISRDNAKNSLY
- LQMNSLRAEDTAVYYCARDRNSHFDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDIQMTQSPSSVSASVGDRVTITCRASQG
FV ITRWLAWYQQKPGKAPKLLIYAASVLQSGVPSRFSGSGSGTDE‘TLTISSLQPEDFATYYCQQSNSFPRTFGQGTKVEIK
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0. | 3 |lec
o QVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGE‘TFSDYYMTWIRQAPGKGLEWISYISSSGSTIYYADSVKGRFTISRDNAKNSLY
UIa LQMNSLRAEDTAVYYCARDRNSHFDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDIQMTQSPSSVSASVGDRVTITCRASQG
i ITRWLAWYQQKPGKAPKLLIYAASVLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQSNSFPRTFGQGTKVEIKS
b|S GGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGFTFNKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRFTISRD
DSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNFGNSYISYWAYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGS GGGGSQTVVTQEPSLTVSPG
pe GTVTLTCGSSTGAVTSGNYPNW\/’QQKPGQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGGKAALTLSGVQPEDE‘AEYYCVLWYS
NRWVFGGGTKLTVL
cifi
ca
18 VH
1. [MS|C
DYYMT
4 D
R1
18 VH
2. IMS|C
YISSSGSTIYYADSVKG
4 D
R2
18 VH
3. IMS|C
DRNSHFDY
4 D
R3
18 VL
4. IMS|C
RASQGINTWLA
4 D
R1
18 VL
5. [MS|C
GASGLQS
4 D
R2
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18 VL
6. [MS|C
QQAKSFPRT
4 D
R3
18
7_ MS VH QVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGE‘TFSDYYMTWIRQAPGKGLEWLSYISSSGSTIYYADSVKGRFTISRDNAKNSLF
4 LQMNSLRAEDTAVYYCARDRNSHFDYWGQGTLVTVSS
18
8 MS VL DIOMTQSPSSVSASVGDRVTITCRASQGINTWLAWYQQKPGKAPKLLIYGASGLOSGVEPSRESGSGSGIDEILTLSSLQY
' 4 EDFATYYCQQAKSFPRTFGQGTKVEIK
18
9_ MS SC QVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSDYYMTWIRQAPGKGLEWLSYISSSGSTIYYADSVKGRFTISRDNAKNSLF
LQMNSLRAEDTAVYYCARDRNSHFDYWGQGTLVT\/SSGGGGSGGGGSGGGGSDIQMTQSPSSVSASVGDRVTITCRASQG
4 FV INTWLZ—\WYQQKPGKAPKLLIYGASGLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQAKSFPRTFGQGTKVEIK
19 mo
0. lec
o QVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGE‘TFSDYYMTWIRQAPGKGLEWLSYISSSGSTIYYADSVKGRFTISRDNAKNSLF
Ula LQMNSLRAEDTAVYYCARDRNSHFDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDIQMTQSPSSVSASVGDRVTITCRASQG
MS X INTWLAWYQQKPGKAPKLLIYGASGLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQAKSFPRTFGQGTKVEIKS
bIS GGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGFTFNKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRFTISRD
4 DSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEGNSYISYWAYWGQGT LVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPG
pe GTVTLTCGSSTGAVTSGNYPNWVQQKPGQAPRGLIGGTKFLAPGTPARE‘SGSLLGGK]—\ALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYS
NRWVFGGGTKLTVL
cifi
ca
19|MS|VH
1.| 5|C
DHYMS
D
R1
19|MS|VH
| 5 lc YISSSGGIIYYADSVKG
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4. | 5|C
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D
R1
19|MS|VL
5.1 5|C
AASRLQS
D
R2
19 |MS|VL
6.| 5|C
QQAKSFPRT
D
R3
19|(MS
7_ 5 VH QVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSDHYMSWIRQAPGKGLEWFSYISSSGGIIYYADSVKGRFTISRDNAKNSLY
- LOMNSLRAEDTAVYYCARDVGSHEDYWGQGTLVTVSS
19|MS
8 5 VL DIQMTQSPSSVSASVGDRVIITCRASQDI SRWLAWYQQKPGKAPKLLISAASRLOSGVEPSRESGSGSGELIDELILLLSS LQY
= EDFAIYYCQQAKSFPRTFGQGTKVEIK
19|(MS
sC
9_ 5 QVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSDHYMSWIRQAPGKGLEWFSYISSSGGIIYYADSVKGRE‘TISRDNAKNSLY
- FV LQMNSLRAEDTAVYYCARDVGSHE‘DYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDIQMTQSPSSVSASVGDRVTITCRASQD
ISRWLAWYQQKPGKAPKLLISAASRLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFAIYYCQQAKSFPRTFGQGTKVEIK
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0. | 5 |lec
o QVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGE‘TFSDHYMSWIRQAPGKGLEWFSYISSSGGIIYYADSVKGRE‘TISRDNAKNSLY
UIa LQMNSLRAEDTA\/’YYCARDVGSHE‘DYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDIQMTQSPSSVSASVGDRVTITCRASQD
) ISRWL]—\WYQQKPGKAPKLLISAASRLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFAIYYCQQAKSFPRTFGQGTKVEIKS
bIS GGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGFTE‘NKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRFTISRD
DSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEFGNSYI SYWAYWGQOGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPG
pe GTVTLTCGSSTGAVTSGNYPNWVQQKPGQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGGKAALTLSG\/QPEDEAEYYCVLWYS
NRWVFGGGTKLTVL
cifi
ca
20|MS|VH
1. 6 |C
DHYMS
D
R1
20|MS|VH
2.1 6|C
YISNSGSIIYYVDSVKG
D
R2
20|(MS|VH
3.1 6|C
DVRTAFDY
D
R3
20|MS|VL
4.1 6 |C
RASQSIGSWLA
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20|MS
7_ 6 VH QVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSDHYMSWIRQAPGKGLEWISYISNSGSIIYYVDSVKGRE‘TISRDNAKNSLY
- LOMNSLRAEDTAVYYCARDVRTAFDYWGQGTLVTVSS
20|MS
8_ 6 VL DIQMTQSPSSVSAS\/’GDRVTITCRASQSIGSWLAWYQQKPGKAPNLLIYAASSLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQP
- EDFATYYCQQANSFPRTFGQGTKVDIK
20|MS
9_ 6 SC QVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSDHYMSWIRQAPGKGLEWISYISNSGSIIYYVDSVKGRFTISRDNAKNSLY
- LQMINSLRAEDTAVYYCARDVRTAFDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDIQMTQSPSSVSASVGDRVTITCRASQS
FV IGSWLAWYQQKPGKAPNLLIYAASSLQSG\/PSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDE‘ATYYCQQANSFE’RTE‘GQGTK\/DIK
21 |MS{mo
0. | 6 |lec
o QVQLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSDHYMSWIRQAPGKGLEWISYISNSGSIIYY\/DSVKGRE‘TISRDNAKNSLY
UIa LQMNSLRAEDTAVYYCARDVRTAFDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDIQMTQSPSSVSASVGDRVTITCRASQS
A IGSWLAWYQQKPGKAPNLLIYAASSLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQANSFPRTFGQGTKVDIKS
bIS GGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGFTFNKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRFTISRD
DSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEGNSYI SYWAYWGQGTLVIVSSGGGGSGGGGSGGGGIQTVVTQEPSLTVS PG
pe GTVTLTCGSSTGAVTSGNYPNWVQQKPGQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYS
NRWVFGGGTKLTVL
cifi
ca
21 VH
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SKFMT
7 |D
R1
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_7|D
R1
21 VL
5. [MS|C
WASTRES
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R2
21 VL
°-Ms|C QQYYSTPPT
7 |D
R3
21
7 MS VH EVQLVESGGGLIQPGGSLRLSCAVSGE‘TVSSKE‘MTWVRQAPGKGLEWVSVIYSGGKTYYADSVKGRE‘TISRDNSKNTLYL
) 7 OMNSLRAEDTAVYYCARDSGGWGYFDYWGQGTLVTVSS
21
8 MS DIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKSSQSVLYSSNNKNYLAWYQQKPGQPPKLLLYWASTRESGVPDRESGSGSGLDETLL
) 7 VL ISSLOAEDVAVYYCQQYYSTPPTFGOGTKVEIK
21|MS|sc
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9_ 7 FV EVQLVESGGGLIQPGGSLRLSCAVSGE‘TVSSKFMTWVRQAPGKGLEWVSVIYSGGKTYY]—\DSVKGRFTISRDNSKNTLYL
- QMNSLRAEDTAVYYCARDSGGWGYFDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDIVMTQSPDSLAVSLGERATINCKSSQ
SVLYSSNNKNYLAWYQQKPGQPPKLLIYWASTRESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLQAEDVAVYYCQQYYSTPPTFGQG
TKVEIK
22 mo
0. lec
o EVQLVESGGGLIQPGGSLRLSCAVSGFTVSSKFMTWVRQAPGKGLEWVSVIYSGGKTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYL
UIa QMNSLRAEDTAVYYCARDSGGWGYFDYWGQGTL\/TVSSGGGGSGGGGSGGGGSDIVMTQSPDSLAVSLGER]—\TINCKSSQ
MS i SVLYSSNNKNYLAWYQQKPGQPPKLLIYWASTRESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLQAEDVA\/YYCQQYYSTPPTE‘GQG
blS TKVEIKSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGFTE‘NKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKD
7 RFTISRDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEGNSYISYWAYWGQGTLVTVSSGGGGS GGGGSGGGGIQTVVTQEP
- pe SLTVSPGGTVTLTCGSSTGAVTSGNYPNWVQQKPGQAPRGLIGGTKFLAPGTPARE‘SGSLLGGKAALTLSGVQPEDEAEY
YCVLWYSNRWVFGGGTKLTVL
cifi
ca
22 VH
1. IMS|C
SYYWN
8 |D
R1
22 |MS|VH
2.1 8|C
RIYYNGNTYYNPSLKS
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22 |MS|VH
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4. | 8 |C
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R1
22 |MS|VL [GNSNRPS
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6. 8|C
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22 |MS
7_ 8 VH QVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISSYYWNWIRQPPGKGLEWIGRIYYNGNTYYNPSLKSRVTISGDTSKNQFSL
- KLSSVTAADTAVYYCARPKLGIDAFDIWGQGTMVTVSS
22 |MS
8_ 8 VL QSVLTQPPSVSGAPGQRVTISCTGSSSNIGAGYDV'HWYQQLPGTAPKLLIYGNSNRPSGVPDRFSGSKSGTSASLAITGL
- QAEDEADYYCQSYDSSLSGWVFGGGTKLTVL
22 |MS
9_ 8 sc QVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISSYYWNWIRQPPGKGLEWIGRIYYNGNTYYNPSLKSRVTISGDTSKNQFSL
- KLSSVTAADTAVYYCARPKLGIDAFDIWGQGTMVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQSVLTQPPSVSGAPGQRVTISCTGSSS
FV NIGAGYDVHWYQQLPGTAPKLLIYGNSNRPSGVPDRFSGSKSGTSASLAITGLQAEDEADYYCQSYDSSLSGWVFGGGTK
LTVL
23|MS[mo
0. | 8 |lec
o QVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISSYYWNWIRQPPGKGLEWIGRIYYNGNTYYNPSLKSRVTISGDTSKNQFSL
Ula KLSSVTAADTAVYYCARPKLGIDAFDIWGQGTMV VSSGGGGSGGEGGESGGGGSOSVLTOPPSVSGAPGQRVTISCTGSSS
) NIGAGYDVHWYQQLPGTAPKLLIYGNSNRPSG\/PDRFSGSKSGTSASLAITGLQAEDEADYYCQSYDSSLSGWVFGGGTK
blS LTVLSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGFTFNKY]—\MNWVRQAPGKGLE‘.W’\/'ARIRSKYNNYATYYADSVKDRF
TISRDDSKNTAYLQMNNLKTEDTA\/’YYCVRHGNFGNSYISYWAYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTWTQEPSL
pe TVSPGGTVTLTCGSSTGAVTSGNYPNWVQQOKPGOAPRGLIGGTKFLAPGT PARFSGSLLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYC
VLWYSNRWVFGGGTKLTVL
cifi
ca
23 |(MS|{um
1. |LN |an
um|a
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an MALPTARPLLGSCGTPALGSLLFLLFSLGWVQPSRTLAGETGQEAAPLDGVLANPPNISSLSPRQLLGFPCAEVSGLSTE
RVRELAVALAQKNVKLSTEQLRCLAHRLSEPPEDLDALPLDLLLFLNPDAFSGPQACTRFFSRITKANVDLLPRGAPERQ
é RLLPAALACWGVRGSLLSEADVRALGGLACDLPGRFVAESAEVLLPRLVSCPGPLDQDQQEAARAALOQGGGPPYGPPSTW
SVSTMDALRGLLPVLGQPIIRSIPQGIVAAWRQRSSRDPSWRQPERTILRPRFRREVEKTACPSGKKAREIDESLIFYKK
vl
M_
WELEACVDAALLATQMDRVNAIPFTYEQLDVLKHKLDELYPQGYPESVIQHLGYLFLKMSPEDIRKWNVTSLETLKALLE
VNKGHEMSPQVATLIDREFVKGRGQLDKDTLDTLTAFYPGYLCSLSPEELSSVPPSSIWAVRPOQDLDTCDPRQLDVLYPKA
RLAFONMNGSEYFVKIQSFLGGAPTEDLKALSQONVSMDLATFMKLRTDAVLPLTVAEVQKLLGPHVEGLKAEERHRPVR
DWILRQRODDLDTLGLGLQGGIPNGYLVLDLSMQEALSGTPCLLGPGPVLTVLALLLASTLA
23 |MS|{um
2 LJQ an MALPTARPLLGSCGTPALGSLLFLLFSLGWVQPSRTLAGETGQEAAPLDGVLANPPNISSLSPRQLLGFPCAEVSGLSTE
) RVRELAVALAQKNVKLSTEQLRCLAHRLSEPPEDLDALPLDLLLFLNPDAFSGPQACTRFFSRITKANVDLLPRGAPERQ
o RLLPAALACWGVRGSLLSEADVRALGGLACDLPGRFVAESAEVLLPRLVSCPGPLDQDQOQEAARAALQGGGPPYGPPSTW
um|a SVSTMDALRGLLPVLGQPITIRSIPQGIVAAWRQRSSRDPSWRQPERTI LRPRFRREVEKTACPSGKKAREIDESLIFYKK
WELEACVDAALLATOMDRVNAIPFTYEQLDVLKHKLDELYPQGYPESVIQHLGYLFLKMSPEDIRKWNVTSLETLKALLE
an VNKGHEMSPQAPRRPLPQVATLIDRFVKGRGQLDKDTLDTLTAFYPGYLCSLSPEELSSVPPSSIWAVRPQDLDTCDPRQ
LDVLYPKARLAFQNMNGSEYFVKIQSFLGGAPTEDLKALSQONVSMDLATFMKLRTDAVLPLTVAEVQKLLGPHVEGLKA
a EERHRPVRDWILRQRODDLDTLGLGLQGGIPNGYLVLDLSMQEALSGTPCLLGPGPVLTVLALLLASTLA
V2
M_
01
23 |(MS|{um
3 LJV an MALPTARPLLGSCGTPALGSLLFLLFSLGWVQPSRTLAGETGQEAAPLDGVLANPPNISSLSPRQLLGFPCAEVSGLSTE
) RVRELAVALAQKNVKLSTEQLRCLAHRLSEPPEDLDALPLDLLLFLNEPDAFSGPQACTHFFSRITKANVDLLPRGAPERQ
o RLLPAALACWGVRGSLLSEADVRALGGLACDLPGRFVAESAEVLLPRLVSCPGPLDQDQQEAARAALQGGGPPYGPPSTW
um|a SVSTMDALRGLLPVLGQPIIRSIPQGIVAAWRQRSSRDPSWRQPERTI LRPRFRREVEKTACPSGKKAREIDESLIEFYKK
WELEACVDAALLATOMDRVNAIPFTYEQLDVLKHKLDELYPQGYPESVIQHLGYLFLKMSPEDIRKWNVTSLETLKALLE
an VNKGHEMSPQVATLIDRFVKGRGOQLDKDTLDTLTAFYPGYLCSLSPEELSSVPPSSIWAVRPOQDLDTCDPRQLDVLYPKA
RLAFONMNGSEYFVKIQOSFLGGAPTEDLKALSQONVSMDLATFMKLRTDAVLPLTVAEVOKLLGPHVEGLKAEERHRPVR
a DWILRQRODDLDTLGLGLQGGIPNGYLVLDLSVQEALSGTPCLLGPGPVLTVLALLLASTLA
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MALPMARPLSGSCGTPALGSLLFLLFSLGWVQPSRVLAGETRQEAAPLDGILTNAPDIASLSPRQLLGFTCVEVSGLSTE
LVOELAVALGQKNVKLSAEQLRCLAHRLSEPPEDLDALPLDLLLFLNPDAFSGPQACTHFFSRVAKANVDLLPRGAPERQ
RLLPAALTCWGVRGSLLSEADVRALGGLACDLPGRFVAESAEVVLPRLVRCLGPLDOQDOQEAARAALOQRGGPPYGPPSTW
SISTLDDLOSLLPVLGQPVIHSIPQGILAAWRQRSSRDPSWQOPEQTVLRPRFRRDVERTTCPPEKEVHEIDENLI F'YKK
RELEACVDAALLAAQMDRVDAIPFTYEQLDVLKHKLDELYPQGYPESVIRHLGHLEFLKMSPEDIRKWNVTSLET LKALLK
VSKGHEMSAQVATLIDRVVVGRGQLDKDTADTLTAFCPGCLCSLSPERLSSVPPSVIGAVRPOQDLDTCGPRQLDVLYPKA
RLAFONMSGSEYFVKIRPFLGGAPTEDLKALSQONVSMDLATFMKLRREAVLPLTVAEVQKLLGPHVEGLKVEEQHSPVR
DWILKQRODDLDTLGLGLQGGIPNGYLILDLSVREALSGTPCLLGPGPVLTILALLLASTLA

23

fac
tor
de
pot
ent

are

me
ga

car
ioCi

tel

um

an

MALPTARPLLGSCGTPALGSLLFLLESLGWVQPSRTLAGETGQEAAPLDGVLANEFPNISSLSPROQLLGFPCAEVSGLSTE
RVRELAVALAQKNVKLSTEQLRCLAHRLSEPPEDLDALPLDLLLFLNPDAFSGPQACTRFFSRITKANVDLLPRGAPERQ
RLLPAALACWGVRGSLLSEADVRALGGLACDLPGRFVAESAEVLLPRLVSCPGPLDODOQEAARAALQGGGPPYGPPSTW
SVSTMDALRGLLPVLGQPIIRSIPQGIVAAWRQRSSRDPSWRQPER
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EVEKTACPSGKKAREIDESLIFYKKWELEACVDAALLATOMDRVNAIPFTYEQLDVLKHKLDELYPQGYPESVIQHLGYL
FLKMSPEDIRKWNVTSLETLKALLEVNKGHEMSPQVATLIDRFVKGRGQLDKDTLDTLTAFYPGYLCSLSPEELSSVPPS
SIWAVRPOQDLDTCDPRQLDVLYPKARLAFQNMNGSEYFVKIQSFLGGAPTEDLKALSQONVSMDLATFMKLRTDAVLPLT
VAEVOKLLGPHVEGLKAEERHRPVRDWI LROQRODDLDTLGLGLOGGIPNGYLVLDLSMQEALS
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RKWNVTSLETLKALLEVNKGHEMSPQVATLIDRFVKGRGQLDKDTLDTL
TAFYPGYLCSLSPEELSSVP

24

um

an

PSSIWAVRPQDLDTCDPRQLDVLYPKARLAFQNMNGSEYFVKIQSFLG

24

um

an

GAPTEDLKALSQQNVSMDLATFMKLRTDAVLPLTVAEVQKLLGP
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HVEGLKAEERHRPVRDWILRQRQDDLDTLGLGLQGGIPNGYLVLDLSM
QEAL
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24 (MS|um|EVEKTACPSGKKAREIDESLIFYKKWELEACVDAALLATQMDRVNAIPFT
4. |LN |an |[YEQLDVLKHKLDELYPQGYPESVIQHLGYL FLKMSPEDI
-E |a
1+
2
24 |MS|{um
5 LN an EQLDVLKHKLDELYPQGYPESVIQHLGYLFLKMSPEDIRKWNVTSLETLKALLEVNKGHEMS PQVATLIDRFVKGRGQLD
' KDTLDTLTAFYPGYLCSLSPEELSSVP
-E (&
2+
3
24 hu |arti
6 Orl f|C| MALPTARPLLGSCGTPALGSLLFLLFSLGWVQPSRTLAGETGQEAAPLDGVLANPPNISSLSPRQLLGFPCAEVSGLSTE
) RVRELAVALAQKNVKLSTEQLRCLAHRLSEPPEDLDALPLDLLLFLNPDAFSGPQACTREFFSRITKANVDLLPRGAPERQ
MS I.. RLLPAALACWGVRGSLLSEADVRALGGLACDLPGREFVAESAEVLLPRLVSCPGPLDQDQQEAARAALQGGGPPYGPPSTW
ala SVSTMDALRGLLPVLGQPITIRSIPQGIVAAWRQRSSRDPSWRQPERTI LRPRFRRDAEQKACPPGKEPYKVDEDLIEFYQN
WELEACVDGTMLARQMDLVNEIPFTYEQLDVLKHKLDELYPQGYPESVIQHLGYLFLKMSPEDIRKWNVTSLETLKALLE
LN VNKGHEMSPQVATLIDRFVKGRGQLDKDTLDTLTAFYPGYLCSLSPEELSSVPPSSIWAVRPODLDTCDPRQLDVLYPKA
RLAFONMNGSEYFVKIQSFLGGAPTEDLKALSQONVSMDLATFMKLRTDAVLPLTVAEVOKLLGPHVEGLKAEERHRPVR
-E DWILRQRODDLDTLGLGLOQGGIPNGYLVLDLSMQEALSGTPCLLGPGPVLTVLALLLASTLA
1
mu
24 |hu |arti
7 Orl f|C| MALPTARPLLGSCGTPALGSLLFLLFSLGWVQPSRTLAGETGQEAAPLDGVLANPPNISSLSPRQLLGFPCAEVSGLSTE
) RVRELAVALAQKNVKLSTEQLRCLAHRLSEPPEDLDALPLDLLLFLNPDAFSGPQACTRFFSRITKANVDLLPRGAPERQ
MS Iv RLLPAALACWGVRGSLLSEADVRALGGLACDLPGRFVAESAEVLLPRLVSCPGPLDODQQEAARAALQGGGPPYGPPSTW
ala SVSTMDALRGLLPVLGQPIIRSIPQGIVAAWRQRSSRDPSWROQPERTI LRPRFRREVEKTACPSGKKAREIDESLIEFYKK
WELEACVDAALLATOMDRVNAIPFTYEQLSIFKHKLDKTYPOGYPESLIQQLGHFFRYVSPEDIRKWNVTSLETLKALLE
LN VNKGHEMSPQVATLIDRFVKGRGOQLDKDTLDTLTAFYPGYLCSLSPEELSSVPPSSIWAVRPQDLDTCDPRQLDVLYPKA
RLAFONMNGSEYFVKIQSFLGGAPTEDLKALSQONVSMDLATFMKLRTDAVLPLTVAEVQKLLGPHVEGLKAEERHRPVR
- DWILRQRODDLDTLGLGLQGGIPNGYLVLDLSMQEALSGTPCLLGPGPVLTVLALLLASTLA
E2
mu
24 hu |arti
8. |orl |fici
MS|ala
LN
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_ MALPTARPLLGSCGTPALGSLLFLLFSLGWVQPSRTLAGETGQEAAPLDGVLANPPNISSLSPRQLLGFPCAEVSGLSTE
RVRELAVALAQKNVKLSTEQLRCLAHRLSEPPEDLDALPLDLLLFLNPDAFSGPQACTRFFSRITKANVDLLPRGAPERQ
EE3 RLLPAALACWGVRGSLLSEADVRALGGLACDLPGRFVAESAEVLLPRLVSCPGPLDODQQEAARAALQGGGPPYGPPSTW
SVSTMDALRGLLPVLGQPIIRSIPQGIVAAWRQRSSRDPSWROQPERTI LRPRFRREVEKTACPSGKKAREIDESLIFYKK
WELEACVDAALLATOMDRVNAIPFTYEQLDVLKHKLDELYPQGYPESVIQHLGYLFLKMSPEDIHOQWNVTSPDTVKTLLK
mu VSKGOKMNAQATALVACYLRGGGOLDEDMVKALGDIPLSYLCDESPODLHSVPPSSIWAVRPODLDTCDPRQLDVLYPKA
RLAFONMNGSEYFVKIQSFLGGAPTEDLKALSQONVSMDLATFMKLRTDAVLPLTVAEVQKLLGPHVEGLKAEERHRPVR
DWILRQRODDLDTLGLGLQGGIPNGYLVLDLSMQEALSGTPCLLGPGPVLTVLALLLASTLA
24 hu |arti
9 Orl fkﬂ MALPTARPLLGSCGTPALGSLLFLLFSLGWVQPSRTLAGETGQEAAPLDGVLANPPNISSLSPROLLGFPCAEVSGLSTE
) RVRELAVALAQKNVKLSTEQLRCLAHRLSEPPEDLDALPLDLLLFLNPDAFSGPQACTRFFSRITKANVDLLPRGAPERQ
hAES Iu RLLPAALACWGVRGSLLSEADVRALGGLACDLPGRFVAESAEVLLPRLVSCPGPLDQDQQEAARAALOQGGGPPYGPPSTW
ala SVSTMDALRGLLPVLGQPIIRSIPQGIVAAWRQRSSRDPSWRQPERTILRPRFRREVEKTACPSGKKAREIDESLIFYKK
qu WELEACVDAALLATQMDRVNAIPFTYEQLDVLKHKLDELYPQGYPESVIQHLGYLFLKMSPEDIRKWNVTSLETLKALLE
mu
VNKGHEMSPQVATLIDRFVKGRGQLDKDTLDTLTAFYPGYLCSLSPEELSSVPSSVMWLVGPQDLDKCSQRHLGLLYQKA
CSAFONVSGLEYFEKIKTFLGGAPTEDLKALSQONVSMDLATFMKLRTDAVLPLTVAEVQKLLGPHVEGLKAEERHRPVR
DWILRQRODDLDTLGLGLQGGIPNGYLVLDLSMOQEALSGTPCLLGPGPVLTVLALLLASTLA
25|hu |arti
0 Orl ﬁCi MALPTARPLLGSCGTPALGSLLFLLFSLGWVQPSRTLAGETGQEAAPLDGVLANPPNISSLSPRQLLGFPCAEVSGLSTE
) RVRELAVALAQKNVKLSTEQLRCLAHRLSEPPEDLDALPLDLLLFLNPDAFSGPQACTRFFSRITKANVDLLPRGAPERQ
“AE; Iv RLLPAALACWGVRGSLLSEADVRALGGLACDLPGREFVAESAEVLLPRLVSCPGPLDODQQEAARAALQGGGPPYGPPSTW
ala SVSTMDALRGLLPVLGQPIIRSIPQGIVAAWRQRSSRDPSWRQPERTI LRPRFRREVEKTACPSGKKAREIDESLIFYKK
WELEACVDAALLATOMDRVNAIPFTYEQLDVLKHKLDELYPQGYPESVIQHLGYLFLKMSPEDIRKWNVTSLETLKALLE
Lhd VNKGHEMSPQVATLIDRFVKGRGOQLDKDTLDTLTAFYPGYLCSLSPEELSSVPPSSIWAVRPQDLDTCDPRQLDVLYPKA
RLAFONMNGSEYFVKIQSFLGGASVKDLRALSQHNVSMDIATFKRLOQVDSLVGLSVAEVQKLLGPHVEGLKAEERHRPVR
- DWILRQRODDLDTLGLGLOQGGIPNGYLVLDLSMQEALSGTPCLLGPGPVLTVLALLLASTLA
E5
mu
25|hu |arti
1 Orl fiCi MALPTARPLLGSCGTPALGSLLFLLFSLGWVQPSRTLAGETGQEAAPLDGVLANPPNISSLSPRQLLGFPCAEVSGLSTE
) RVRELAVALAQKNVKLSTEQLRCLAHRLSEPPEDLDALPLDLLLFLNPDAFSGPQACTREFFSRITKANVDLLPRGAPERQ
hASS Iv RLLPAALACWGVRGSLLSEADVRALGGLACDLPGRFVAESAEVLLPRLVSCPGPLDQDQQEAARAALQGGGPPYGPPSTW
ala SVSTMDALRGLLPVLGQPIIRSIPQGIVAAWRQRSSRDPSWROQPERTILRPRFRREVEKTACPSGKKAREIDESLIEFYKK
WELEACVDAALLATOMDRVNAIPFTYEQLDVLKHKLDELYPQGYPESVIQHLGYLFLKMSPEDIRKWNVTSLETLKALLE
LPJ VNKGHEMSPQVATLIDRFVKGRGOQLDKDTLDTLTAFYPGYLCSLSPEELSSVPPSSIWAVRPODLDTCDPRQLDVLYPKA
RLAFONMNGSEYFVKIQSFLGGAPTEDLKALSQONVSMDLATFMKLRTDAVLPLTVAEVOKLLGPNIVDLKTEEDKSPVR
- DWLFRQHQKDLDRLGLGLQGGIPNGYLVLDENVREAFSGTPCLLGPGPVLTVLALLLASTLA
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RCVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPTIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEYPSDIAVE
WESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
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DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTY
RCVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPTEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEYPSDIAVE
WESNGQPENNYKTTEPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQOGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSP
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DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTY
RVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPTEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEYPSDIAVE
WESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
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DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTY
RVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPTEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEYPSDIAVE
WESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSP
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RVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEYPSDIAVE
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WESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
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9 mo DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEFNWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYNSTY
) RCVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVE
no WESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSP
me
r-8
+c/
+g/
del
K
26|sc
0 FC' DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTY
' RCVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVE
1 WESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKGGGGSGGGGSGGG
GSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLEFPPKPKDTLMI SRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVE
VHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWILNGKEYKCKVSNKALPAPTIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQV
SLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSL
SPGK
26|sc
1 I:C_ DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTICVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTY
- RCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPTEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVE
WESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQOGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGGGGSGGGGSGGGGS
2 GGGG3GGGG3GGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTICVVVDVSHEDPEVKEFNWYVDGVEVH
NAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSL
TCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSP
26 |sc
2 I:C_ DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTIMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTY
) RVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPTIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVE
3 WESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQOGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKGGGGSGGGGSGGG
GSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMI SRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVE
VHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYRKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQV
SLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFEFLYSKLTVDKSRWOQQGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSL
SPGK
26 |sc
3. |Fc-
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4 DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTY
RVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVE
WESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGGGGSGGGGSGGGGS
GGGG3GGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEFNWYVDGVEVH
NAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPTEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSL
TCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQOGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSP
26|sc
4 FC} DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYGSTY
) RVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPTIEKTI SKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVE
WESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKGGGGSGGGGSGGG
GSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVEFLFPPKPKDTLMI SRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVE
VHNAKTKPREEQYGSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQV
SLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSEFELYSKLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSL
SPGK
26|sc
5 F DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTICVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYGSTY
) RVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPTEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVE
WESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGGGGSGGGGSGGGGS
C'6 GGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVH
NAKTKPREEQYGSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTI SKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSL
TCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSP
26|sc
6 I:C_ DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYNSTY
' RCVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVE
7 WESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKGGGGSGGGGSGGG
GSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLEFPPKPKDTLMI SRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVE
VHNAKTKPCEEQYNSTYRCVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPTIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQV
SLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSL
SPGK
26|sc
7 I:C_ DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTICVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYNSTY
) RCVSVLTVLHOQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPTEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVE
WESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQOGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGGGGSGGGGSGGGGS
8 GGGG3GGGG3GGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTICVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVH
NAKTKPCEEQYNSTYRCVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSL
TCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSP
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QVQOLOESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISSSSYYWGWIRQPPGKGLEWIGSIYYSGITNYNPSLKSRVTISVDTSKNQF
SLKLSSVTAADTAVYYCARPSNYDAFDIWGQGTMVTVS SGGGGSGGGGSGGCGSQSVLTOPPSVSGAPGQRVTISCTGSS
SNIGAGYDVHWYQQVPGTAPKLLIYGNSKRPSGVPDRESGSKSGTSASLAITGLQAEDEADYYCQSYDSSLGGWVEGGGT
KLTVLSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGEFTFNKYAMNWVROAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDR
FTISRDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEGNSYISYWAYWGQGTLVIVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTOEPS
LTVSPGGTVTLTCGSSTGAVT SGNYPNWVQOKPGOAPRGLIGCGTKFLAPGTPARFSGSLLGGKAALTLSGVQPEDEAEYY
CVLWYSNRWVFGGGTKLTVLGGGGDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMI SRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEN
WYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHOQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTI SKAKGQPREPQVYTLPPSRE
EMTKNQVSLTCLVKGEYPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOOGNVFEFSCSVMHEALHNHY
TQKSLSLSPGKGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEV
TCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPTIEKTISKA
KGOPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWQO
GNVESCSVMHEALHNHYTQKSL3L3PGK
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QVQLOESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISSSSYYWGWIRQPPGKGLEWIGSIYYSGITNYNPSLKSRVTISVDTSKNQF
SLKLSSVTAADTAVYYCARPSNYDAFDIWGQGTMVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQSVLTQPPSVSGAPGQRVTISCTGSS
SNIGAGYDVHWYQQVPGTAPKLLIYGNSKRPSGVPDRFS3GSKSGTSASLATITGLOAEDEADYYCQSYDSSLGGWVEGGGT

KLTVLSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGS LKLSCAASGEFTENKYAMNWVROAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDR
FTISRDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNFGNSYISYWAYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPS
LTVSPGGTVTLTCGSSTGAVTSGNYPNWVQOKPGOAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGGKAALTLSGVQPEDEAEYY
CVLWYSNRWVFGGGTKLTVLGGGGDKTHTCPPCPAPELLGGPSVEFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEN
WYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHOQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPTIEKTTI SKAKGQPREPQVYTLPPSRE
EMTKNQVSLTCLVKGEYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVESCSVMHEALHNHY
TQKSLSLSPGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVEFLFPPKPKDTIMISRTPEVTC
VVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKG
QPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGN
VEFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

27

Mo
lec

ula
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CX b|S OVOLOESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISSSSYYWGWIRQPPGKCLEWIGSIYYSGITNYNPSLKSRVTISVDTSKNQF
SLKLSSVTAADTAVYYCARPSNYDAFDIWGQGTMVTVSSGGGGSGGGGSCGGEGSQSVLTQPPSVSGAPGQRVTISCTGSS
SNIGAGYDVHWYQQVPGTAPKLLIYGNSKRPSGVPDRESGSKSGTSASLAITGLQAEDEADYYCQSYDSSLGGWVEGCGT
C D pe KLTVLSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGEFTEFNKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVEKDR
. FTISRDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEGNSYISYWAYWGQGTLVTIVSSGGGGSGGGESGGEGESQTVVTQEPS
3- C|f| LTVSPGGTVTLTCGSSTGAVTSGNYPNWVQQKPGQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGGKAALTLSGVQPEDEAEYY
CVLWYSNRWVFGGGTKLTVLGGGGDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMI SRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFEN
sc Cé WYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRE
EMTKNQVSLTCLVKGEYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQOGNVESCSVMHEALHNHY
FC H L TOKSLSLSPGKGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGEGGSGGEGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMI SRTPEV
TCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPTEKTISKA
KGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQ
E GNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
27 |MS|Mo
1 1 |eC QVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGGSISSSSYYWGWIRQPPGKCLEWIGSIYYSGITNYNPSLKSRVTISVDTSKNQF
B SLKLSSVIAADTAVYYCARPSNYDAFDIWGQOGTMVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQSVLTQPPSVSGAPGQRVTISCTGSS
o | SNIGAGYDVHWYQQVPGTAPKLLIYGNSKRPSGVPDREFSGSKSGTSASLAITGLQAEDEADYYCQSYDSSLGGWVEGCGT
_C u Ia KLTVLSGGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGEFTEFNKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDR
) FTISRDDSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEGNSYISYWAYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGESGGGGSQTVVTQEPS
CX blS LTVSPGGTVTLTCGSSTGAVISGNYPNWVQOKPGOAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGGKAALTLSGVQPEDEAEYY
CVLWYSNRWVFGGGTKLTVLGGGGDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMI SRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEN
C D pe WYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPTEKTTI SKAKGQPREPQVYTLPPSRE
EMTKNQVSLTCLVKGEYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFEFLYSKLTVDKSRWQQGNVESCSVMHEALHNHY
3_ C|f| TQKSLSLSPGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVEFLEFPPKPKDTLMISRTPEVTC
VVVDVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHOQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKG
o QPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFEFLYSKLTVDKSRWQQGN
sSC ca VESCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
Fc [HL
el
27 |MS|Mo
2 2 |eC OVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTFSDHYMSWIRQTPGKGLEWVSYISSSGSTIYYADSVKGRFTISRDNAKNSLY
e LOQMNSLRAEDTAVYYCARDLGPSFDYWGQGSLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDIQMTQSPSSVSASVGDRVTITCRASQG
C I.- ISSWLAWYQQKPGKAPKLLIDAASRLOQSGVPSRESGSGSGTDFTLTISSLOQPEDFATYYCQQANSFPRTFGQGTKVEIKS
X ula GGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGFTFNKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDREFTISRD
D3 bIS DSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNFGNSYISYWAYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPG
- pe
sc |cifi
Fc |ca
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GTVTLTCGSSTGAVTSGNYPNWVQQKPGQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYS
NRWVFGGGTKLTVLGGGGDKTHTCPPCPAPELLGGPSVEFLEFPPKPKDTLMI SRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGV
EVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOQGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLS
LSPGKGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELEFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVD
VSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPTEKTI SKAKGQPRE
POQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFEFLYSKLTVDKSRWQQGNVESC
SVMHEALENHYTQKSLSL3PGK
27 |MS|Mo
3 2 |e(: OVOLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGEFTEFSDHYMSWIRQT PGKGLEWVSYISSSGSTIYYADSVKGRFTISRDNAKNSLY
= LOMNSLRAEDTAVYYCARDLGPSFDYWGQGSLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDIQMTQSPSSVSASVGDRVTITCRASQG
o | ISSWLAWYQQKPGKAPKLLIDAASRLOSGVPSREFSGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYCQQANSFPRTFGQGTKVEIKS
X(: UIa GGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGFTFNKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRETISRD
A DSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNFGNSYISYWAYWGQGTLVTVSSGGCGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPG
[)3 blS GTVTLTCGSSTGAVTSGNYPNWVQQKPGQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYS
NRWVFGGGTKLTVLGGGGDKTHTCPPCPAPELLGGPSVEFLEFPPKPKDTLMI SRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEFNWYVDGV
- pe EVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPTIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLS
sc (jfi LSPGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGEGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELEFPPKPKDTLMI SRTPEVTCVVVDVS
HEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQ
- VYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFEFLYSKLTVDKSRWQQGNVESCSV
FC ca MHEALHNHYTQKSLSLSPGK
d |HL
el |E
GK
27 |MS|Mo
4 2 |e(: QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTFSDHYMSWIRQTPGKCLEWVSYISSSGSTIYYADSVKGRFTISRDNAKNSLY
= LOMNSLRAEDTAVYYCARDLGPSFDYWGQGSLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDIQMTQOSPSSVSASVGDRVTITCRASQG
o | ISSWLAWYQQKPGKAPKLLIDAASRLOSGVPSREFSGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYCOQQANSFPRTFGCGTKVEIKS
__(: UIa GGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGFTFNKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRETISRD
; DSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNFEFGNSYISYWAYWGQGTLVTVSSGGEGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPG
(:X bIS GTVTLTCGSSTGAVTSGNYPNWVQQKPGQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYS
NRWVEGGGTKLTVLGGGGDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELEPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGV
(:[) F)e EVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWOQGNVFESCSVMHEALHNHYTQKSLS
3_ Ciﬁ LSPGKGGGGSGGGGSGGGEGSGGEGEGESGGGEGESGGEGESDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELEFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVD
VSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPTIEKTI SKAKGQPRE
o POQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVESC
sC ca SVMHEALENHYTQKSL3SLSPGK
Fc |HL
E
27 |MS|Mo
5 2 Ie() QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGEFTFSDHYMSWIRQTPGKCLEWVSYISSSGSTIYYADSVKGRFTISRDNAKNSLY
o= LOMNSLRAEDTAVYYCARDLGPSFDYWGQGSLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDIQOMTQSPSSVSASVGDRVTITCRASQG
o | ISSWLAWYQQOKPGKAPKLLIDAASRLOSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYCQQOANSFPRTFGCGTKVEIKS
__(: UIa GGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGFTFNKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDREFTISRD
. DSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEFGNSYISYWAYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPG
(:X blS GTVTLTCGSSTGAVTSGNYPNWVQOKPGOAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYS
NRWVFGGGTKLTVLGGGGDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLEFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGV




e 2018 0567

SE |De |Su |Secventa
CV |scr|rsa
ID |ier
NR:|e
CD|pe
3- |cifi
SC (ca
Fc [HL
~d |E
el
EVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKT I SKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDS DGSFFLYSKLTVDKS RWOQGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLS
LSPGGGGSGGGEGSGEGGGSGGGESGEGGSGGEGSDKTHT CPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMI SRTPEVTCVVVDVS
HEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKT I SKAKGQPREPQ
VYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVESCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSPGK
27 |MS|{Mo
6 3 |lec | 9VOLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSDYYMTHIROAPGKGLEWI SYISSSGSTIYYADSVKGRFTI SRONAKNS LY
s = LOMNSLRAEDTAVYYCARDRNSHFDYWGQGTLVTVS SGCGGS GGGGSGGGESDIQMTQS PSSVSASVGDRVT ITCRASQG
. | ITRWILAWYQQKPGKAPKLLIYAASVLQSGVPSRFSGSGSGTDEFTLTISSLQPEDFATYYCQQSNS FPRTFGQGTKVEIKS
xC |ula GGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGFTFNKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRET I SRD
| DSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNFGNSYISYWAYWGQGTLVTVSSGGGGS GGGGSGEGGSQTVVTQEPSLTVSPG
D3 |bis | cTVTLTCGSSTGAVTSGNY PNWVOOKPGOAPRGLI GGTKFLAPGTPARFSGSLLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYS
NRWVFGGGTKLTVLGGGGDKTHT CPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMI SRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWY VDGV
_ pe EVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKT I SKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWOQGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLS
sc |cifi LSPGKGGGGSGGGESGGEGESGEGGSGGEGSEGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVEFLEPPKPKDTIMI SRTPEVTCVVVD
VSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPI EKT I SKAKGQPRE
. | POVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKS RWOQGNVESC
Fc |ca SVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
HL
E
27 |MS|[Mo
7 3 ||ec | OVOLVESGGGLVKPGESLRLSCAASGETFSDY YMTHIRQAPGKGLEWT SYTSSSGSTIYYADSVKGRFTI SRONAKNSLY
R - LOMNSLRAEDTAVYYCARDRNSHFDYWGQGTLVTVS SGGGGS GGGGSGGGESDIQMTQS PSSVSASVGDRVTITCRASQG
o | ITRWLAWYQOKPGKAPKLLIYAASVLOSGVPSRFSGSGSGTDEFTLTISSLOPEDFATYYCOQSNS FPRTFGQGTKVEIKS
xC |ula GGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGFTFNKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRET I SRD
| DSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNFGNSYI SYWAYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGEGGSQTVVTQEPSLTVSPG
D3 |bis | cTvrrTcesSTEAVT SGNYPNWVOOKPGOAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGGKAALTLS GVOPEDEAEYYCVLIWYS
NRWVFGGGTKLTVLGGGGDKTHT CPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMI SRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGY
- pe | EVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPTEKT ISKAKGOPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKS RWOQGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLS
SC | cifi | LSPeE6ESGEEESEEEESEEEESGEGES GEEGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELFPPKPKDTLMI SRTPEVICVVVDVS
HEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKT I SKAKGQPREPQ
= « | VYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVESCSV
C |CA | MUEALHNHYTOKSLSLSPGK
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POVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOGNVESC
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HEDPEVKEFNWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQ
VYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFELYSKLTVDKSRWQQGNVESCSV
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O 4 Iec OVOLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGEFTEFSDYYMTWIRQAPGKGLEWLSYISSSGSTIYYADSVKGRFTISRDNAKNSLE
= LOMNSLRAEDTAVYYCARDRNSHFDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDIQOMTQSPSSVSASVGDRVTITCRASQG
o | INTWLAWYQQKPGKAPKLLIYGASGLOSGVPSREFSGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYCQQAKSFPRTFGQGTKVEIKS
XC u Ia GGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGFTFNKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRETISRD
3 DSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNFEFGNSYISYWAYWGQGTLVTVSSGGEGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPG
D3 bIS GTVTLTCGSSTGAVTSGNYPNWVQQKPGQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYS
NRWVFGGGTKLTVLGGGGDKTHTCPPCPAPELLGGPSVEFLEFPPKPKDTLMI SRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGV
- pe EVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPTEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPPVLDSDGSFEFFLYSKLTVDKSRWOQGNVFESCSVMHEALHNHYTQKSLS
sc lel LSPGKGGGGSGGGGESGGGGSGGGGESGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELEFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVD
VSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQOQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPRE
o POQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVESC
FC Ca SVMHEALHNHYTQKSL3SLSPGK
HL
E
28 |MS|{Mo
1 4 IeC OQVOLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGEFTEFSDYYMTWIRQAPGKGLEWLSYISSSGSTIYYADSVKGRFTISRDNAKNSLE
e LOMNSLRAEDTAVYYCARDRNSHFDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDIQOMTOSPSSVSASVGDRVTITCRASQG
o | INTWLAWYQQKPGKAPKLLIYGASGLOSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYCQOQAKSFPRTFGQGTKVEIKS
XC u Ia GGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGFTFNKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRETISRD
) DSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEGNSYISYWAYWGQGTLVTVSSGGEGGESGGGEGESGEGEGESQTVVTQEPSLTVSPG
D3 bIS GTVTLTCGSSTGAVTSGNYPNWVQQKPGQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYS
NRWVFGGGTKLTVLGGGGDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVY
- pe EVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPTIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSEFFLYSKLTVDKSRWOQGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLS
SC C|f| LSPGGGGSGGGEESGGEGEGESGEEEESGEEGEESGEEGESDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELEFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVS
HEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHOQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQ
Fc |ca
d |HL
el E
GK
VYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWOQGNVESCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSPGK
28|MS|Mo
2 4 |eC OVOLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGEFTEFSDYYMTWIRQAPGKCLEWLSYISSSGSTIYYADSVKGRFTI SRDNAKNSLE
B LOMNSLRAEDTAVYYCARDRNSHEFDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDIQMTQOSPSSVSASVGDRVTITCRASQG
o | INTWLAWYQQKPGKAPKLLIYGASGLOSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYCQQAKSFPRTFGCGTKVEIKS
_C u Ia GGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGFTFNKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDREFTISRD
A DSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNFEFGNSYISYWAYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPG
CX blS GTVTLTCGSSTGAVTSGNYPNWVQQKPGQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYS
NRWVFGGGTKLTVLGGGGDKTHTCPPCPAPELLGGPSVEFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEFNWYVDGVY
C D pe EVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPTIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWOQQGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLS
3_ lel LSPGKGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELEPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVD
VSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPTEKTI SKAKGQPRE
o POQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFEFLYSKLTVDKSRWQQGNVESC
sC ca SVMHEALHENHYTQKSLSLSPGK
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3 4 |eC OVOLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGEFTEFSDYYMTWIRQAPGKCLEWLSYISSSGSTIYYADSVKGRFTISRDNAKNSLE
o= LOMNSLRAEDTAVYYCARDRNSHEFDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDIQMTQSPSSVSASVGDRVTITCRASQG
o | INTWLAWYQQKPGKAPKLLIYGASGLQSGVPSRFSGSGSGTDEFTLTISSLOPEDFATYYCQQAKSFPRTFGCGTKVEIKS
— UIa GGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGFTFNKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRETISRD
A DSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNFEFGNSYISYWAYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPG
CX bIS GTVTLTCGSSTGAVTSGNYPNWVQQKPGQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYS
NRWVFGGGTKLTVLGGGGDKTHTCPPCPAPELLGGPSVEFLEFPPKPKDTLMI SRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKEFNWYVDGV
CD pe EVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPTIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWOQQGNVFESCSVMHEALHNHYTQKSLS
3_ C|f| LSPGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVEFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDV S
HEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQ
o VYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFEFLYSKLTVDKSRWQQGNVESCSV
SC [Ca MHEALHNHYTQKSLSLSPGK
Fc |HL
el
28 |MS|Mo
4 5 IeC OVOLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGEFTEFSDHYMSWIRQAPGKGLEWFSYISSSGGIIYYADSVKGRFTISRDNAKNSLY
o= LOMNSLRAEDTAVYYCARDVGSHFDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDIQOMTQOSPSSVSASVGDRVTITCRASQD
Iv ISRWLAWYQQKPGKAPKLLISAASRLQSGVPSRESGSGSGTDFTLTISSLQPEDFAIYYCQQAKSFPRTFGQGTKVEIKS
XC ula GGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGFTENKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRFTISRD
) DSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNFEGNSYISYWAYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSQTVVTQEPSLTVSPG
D3 b|S GTVTLTCGSSTGAVTSGNYPNWVQQKPGQAPRGLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWYS
NRWVFGGGTKLTVLGGGGDKTHTCPPCPAPELLGGPSVEFLEFPPKPKDTLMI SRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVDGV
- pe EVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPTEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWOQGNVFESCSVMHEALHNHYTQKSLS
sc lel LSPGKGGGGSGGGGESGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVELEFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVD
VSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPTEKTI SKAKGQPRE
F o POQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFEFLYSKLTVDKSRWQQOGNVESC
C |Ca SVMHEALENHYTQKSLSL3PGK
28|MS|Mo
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LOMNSLRAEDTAVYYCARDVGSHEFDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDIQMTQOSPSSVSASVGDRVTITCRASQD
ISRWLAWYQQKPGKAPKLLISAASRLQSGVPSRESGSGSGTDFTLTISSLQPEDFAIYYCQQAKSFPRTFGQGTKVEIKS
__d F{L GGGGSEVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGFTEFNKYAMNWVRQAPGKGLEWVARIRSKYNNYATYYADSVKDRETISRD
DSKNTAYLOMNNLKTEDTAVYYCVRHGNEGNSYISYWAYWGQGTLVTVISGGGGSGGGGSGGGGISQTVVTQEPSLTVSPG
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B B LOMNSLRAEDTAVYYCARDVRTAFDYWGQGTLVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDIQMTQOSPSSVSASVGDRVTITCRASQS
o | IGSWLAWYQQKPGKAPNLLIYAASSLOSGVPSREFSGSGSGTDFTLTISSLOPEDFATYYCQQANSFPRTFGQGTKVDIKS
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sC ca SVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
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