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(57) Rezumat:
1

Prezenta inventie oferd constructii de
anticorpi  bispecifici cu o modalitate Fc
specificd, caracterizate prin faptul cd cuprind
un prim domeniu care se leagd de BCMA, un
al doilea domeniu care se leagd de un epitop
extracelular al lantului CD3¢e uman si/sau al
lantului CD3e de Macaca si un al treilea
domeniu, care este modalitatea Fc specifica.
Mai mult, inventia ofera o polinucleotida, care

2

codificd constructia de anticorpi, un vector
care cuprinde aceastd polinucleotida, celule
gazdd, care exprimd constructia si o0
compozitie farmaceutica care o cuprinde.

Secvente: 129

Revendicari: 19

Figuri: 9



(54) BCMA and CD3 bispecific T cell engaging antibody constructs

(57) Abstract:

1

The present invention  provides
bispecific antibody constructs of a specific Fc
modality characterized by comprising a first
domain binding to BCMA, a second domain
binding to an extracellular epitope of the
human and/or the Macaca CD3? chain and a
third domain, which is the specific Fc
modality. Moreover, the invention provides a

2

polynucleotide, encoding the antibody
construct, a  vector comprising this
polynucleotide, host cells, expressing the
construct and a pharmaceutical composition
comprising the same.

Sequences: 129

Claims: 19

Fig.: 9
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Descriere:
(Descrierea se publica in varianta redactati de solicitant)

STADIUL TEHNICII

Molecule derivate de anticorpi bispecifici, cum ar fi, constructe de anticorpi BiTE® (de angajare
a celulelor T bispecifice) sunt constructe de proteine recombinate realizate din doua domenii de legare
derivate din anticorpi legate flexibil. Un domeniu de legare al constructelor de anticorpi BiTE® este
specific pentru un antigen de suprafatid asociat tumorii selectat pe celulele tinta; al doilea domeniu de
legare este specific pentru CD3, o subunitate a complexului receptor al celulelor T de pe celulele T. Prin
designul lor particular, constructele de anticorpi BiTE® sunt adecvate in mod unic pentru a conecta
tranzitoriu celulele T cu celulele tintd si, in acelasi timp, pentru a activa puternic potentialul citolitic
inerent al celulelor T Tmpotriva celulelor tinta. O dezvoltare importanta in continuare a primei generatii de
constructe de anticorpi BiTE® (vezi WO 99/54440 si WO 2005/040220) dezvoltatd in clinici ca AMG
103 si AMG 110 a fost furnizarea de constructe de anticorpi bispecifici care se leagd la un epitop
independent de context la capatul N-terminal al lantului CD3e (WO 2008/119567). Constructele de
anticorpi BITE® care se leagi de acest epitop selectat nu prezintd doar specificitate intre specii incrucisate
pentru om si lantul CD3¢ Callithrix jacchus, Saguinus oedipus sau Saimiri sciureus, dar, de asemenea,
datorita recunoasterii acestui epitop specific (in loc de epitopii descrisi anterior ai liantilor CD3 in
moleculele bispecifice care angajeaza celulele T), nu activeaza nespecific celulele T in acelasi grad ca cel
observat pentru generatia anterioard de anticorpi de angajare a celulelor T. Aceastd reducere a activarii
celulelor T a fost corelatd cu o redistribuire mai micd, sau redusa a celulelor T la pacienti, aceasta din
urma fiind identificatad ca un risc pentru efecte secundare.

Constructele de anticorpi agsa cum s-a descris iIn WO 2008/119567 sunt susceptibile sa sufere de
eliminare rapida din organism; astfel, desi sunt capabile sa ajunga rapid in majoritatea partilor corpului si
sunt rapid de produs si mai usor de manipulat, aplicatiile lor in vivo pot fi limitate de persistenta lor scurta
in vivo. Administrarea prelungita prin perfuzie intravenoasa continua a fost utilizata pentru a obtine efecte
terapeutice datorita timpului scurt de injumatatire in vivo al acestei molecule mici, cu un singur lant. Cu
toate acestea, astfel de perfuzii intravenoase continue sunt clasificate ca incomode pentru pacienti si,
astfel, In cazul unor abordari alternative de tratament mai convenabile, impiedicd alegerea compusului
dovedit a fi mai eficient in tratamentul bolii respective. Prin urmare, existd o nevoie in domeniu de terapii
bispecifice care sd pastreze o eficacitate terapeuticd similara, care sd aibd un format care este usor de
produs si care s aiba proprietati farmacocinetice favorabile, inclusiv un timp de Injumatatire mai lung.

Un timp de injumatatire crescut este in general util in aplicatiile in vivo ale imunoglobulinelor, in
special anticorpi si mai ales fragmente de anticorpi de dimensiuni mici. Abordarile descrise in domeniu
pentru a obtine un astfel de efect cuprind fuziunea constructului de anticorp bispecific mic cu proteine
mai mari, care de preferintd nu interfereazd cu efectul terapeutic al BiTE®. Exemplele pentru astfel de
dezvoltari ulterioare de angajatori ai celulelor T bispecifice cuprind molecule Fc bispecifice, de ex.,
descrise in US 2014/0302037, US 2014/0308285, WO 2014/144722, WO 2014/151910 si WO
2015/048272. O strategie alternativa este utilizarea HSA fuzionatd cu molecula bispecificd sau simpla
fuziune a peptidelor de legare a albuminei umane (vezi de ex., W02013/128027, W02014/140358).

BCMA (antigen de maturare a celulelor B, TNFRSF17, CD269) este o proteind
transmembranara care apartine super-familiei receptorilor TNF. Acesta este stabilit a fi un marker al
celulelor B care este esential pentru dezvoltarea si homeostazia celulelor B (Schliemann s.a., (2001)
Science 293 (5537):2111-2114) datorita interactiunii sale probabil esentiala cu liganzii saii BAFF (factor
de activare a celulelor B, denumit si TALL-1 sau TNFSF13B) si APRIL (ligand de inducere a proliferarii
A).

Expresia BCMA este limitatd la linia celulelor B si este prezentd in principal pe celulele
plasmatice si plasmablaste si intr-o oarecare masura pe celulele B de memorie, dar practic absentd pe
celulele B periferice si naive. BCMA este, de asemenea, exprimat pe celulele de mielom multiplu (MM)
si este implicat in leucemie si limfoame. Impreuna cu membrii familiei TACI (activator transmembranar
si interactor al ligandului ciclofilinei) si BAFF-R (receptorul factorului de activare a celulelor B, cunoscut
si sub numele de superfamilie a receptorului factorului de necroza tumoralda 13C), BCMA regleaza
diferite aspecte ale imunitatii umorale, dezvoltarii si homeostaziei celulelor B. Exprimarea BCMA apare
destul de tarziu in diferentierea celulelor B si contribuie la supravietuirea pe termen lung a
plasmablastelor si a celulelor plasmatice din maduva osoasa. Stergerea tintitd a genei BCMA la soareci
are ca rezultat reducerea semnificativa a numarului de celule plasmatice cu viata lunga in maduva osoasa,
indicand importanta BCMA pentru supravietuirea lor.

In conformitate cu aceastd descoperire, BCMA sprijind, de asemenea, cresterea si supravietuirea
celulelor de mielom multiplu (MM). Novak s.a., au descoperit ca liniile celulare MM si celulele MM
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proaspat izolate exprima proteine BCMA si TACI pe suprafata lor celulard si au expresie variabila a
proteinei BAFF-R pe suprafata lor celulard (Novak s.a., (2004) Blood 103(2):689-694).

Mielomul multiplu (MM) este a doua cea mai frecventd malignitate hematologica si reprezinta
2% din toate decesele cauzate de cancer. MM este o boala eterogena si cauzata in principal de translocatii
ale cromozomilor, printre altele t(11; 14), t(4; 14), t(8;14), del(13) si del(17). Pacientii afectati de MM pot
prezenta o varietate de simptome legate de boala din cauza infiltratiei maduvei osoase, distrugerii osoase,
insuficientei renale, imunodeficientei si poverii psihosociale a unui diagnostic de cancer.

Mielomul este o boald incurabila care urmeaza de obicei un curs recidivant, cu multi pacienti
(pts) care necesitda mai multe linii de terapie. Rezultatele in RRMM raman slabe, in special dupa esecul
tratamentului pe baza de inhibitori de proteazom (PI) si/sau medicamente imunomodulatoare (IMiD).

MM este inca o boald greu de tratat si raimane incurabild. Aceasta urmeazd de obicei un curs
recidivant, cu multi pacienti care necesitd mai multe linii de terapie. Terapii precum chimioterapia si
abordarile de transplant de celule stem devin disponibile si au rate de supravietuire imbunatatite, dar
adesea aduc efecte secundare nedorite. Pana in prezent, cele doud optiuni de tratament cel mai frecvent
utilizate pentru pacientii cu mielom multiplu sunt combinatiile de steroizi, talidomida, lenalidomida,
bortezomib sau diversi agenti citotoxici, iar pentru pacientii mai tineri conceptele de chimioterapie cu
doze mari cu transplant de celule stem autoloage.

Majoritatea transplanturilor sunt de tip autolog, adica utilizeaza celulele proprii ale pacientilor.
Astfel de transplanturi, desi nu sunt curative, S-a dovedit ca prelungesc viata la pacienti selectati. Ele pot
fi efectuate ca terapie initiala la pacientii nou diagnosticati, sau in momentul recaderii. Uneori, la pacientii
selectati, se poate recomanda mai mult de un transplant pentru a controla in mod adecvat boala.
Transplantul de celule stem poate sd nu fie o optiune pentru multi pacienti din cauza varstei inaintate, a
prezentei altor boli grave sau a altor limitari fizice. Chimioterapia controleaza doar partial mielomul
multiplu, rareori duce la remisie completa. Rezultatele in MM refractar recidivat raman slabe, in special
dupa esecul tratamentului pe bazid de medicamente cu inhibitori de proteazom (PI) si/sau
imunomodulator. Astfel, este nevoie urgenta de tratamente noi, inovatoare.

Bellucci s.a., (Blood. 2005 mai 15;105(10)) au identificat anticorpi specifici BCMA la pacientii
cu mielom multiplu dupa ce au primit perfuzii de limfocite donatoare. Serul acestor pacienti a fost capabil
sa medieze liza celulara specifica BCMA prin ADCC si CDC si a fost detectat numai la pacientii cu
raspunsuri antitumorale (4/9), dar nu si la pacientii care nu raspund (0/6). Autorii speculeaza cd inducerea
anticorpilor specifici BCMA contribuie la eliminarea celulelor mielomului si la remisiunea pe termen
lung a pacientilor. Ryan s.a. (Mol Cancer Ther. 2007 Nov; 6(11):3009-18) au raportat generarea unui
anticorp specific BCMA antagonist care previne activarea NF-xB care este asociata cu o cale puternica de
semnalizare pro-supravietuire in celulele B normale si maligne. WO 2013/072406 dezviluie molecule de
legare care sunt cel putin bispecifice care cuprind un prim si un al doilea domeniu de legare, in care
primul domeniu de legare este capabil sa se lege la clusterul epitop 3 al BCMA, iar al doilea domeniu de
legare este capabil si se lege la complexul receptor CD3 al celulelor T. WO 2014/122143 este directionat
catre anticorpii monoclonali care se leagd in mod specific la BCMA. Documentul invata, de asemenea, ca
un anticorp poate fi bispecific cu sau fara un Fc si se poate lega la BCMA si CD3.

In ciuda faptului ca BCMA; BAFF-R si TACI, adica receptorii de celule B care apartin super-
familiei receptorilor TNF si liganzii lor BAFF si APRIL fac obiectul unor terapii in lupta impotriva
cancerului si/sau a tulburarilor autoimune, mai este nevoie de optiuni suplimentare disponibile pentru
tratamentul unor astfel de afectiuni medicale. O astfel de abordare este un angajator de celule T derivate
din anticorp bispecific.

REZUMAT

Toate formatele de extindere a timpului de injumatatire (formate HLE) ale moleculelor
bispecifice care implica celulele T descrise in domeniu, care au inclus formatul hetero Fc (denumit si Fc
heterodimeric, hetFc sau hFc) si fuziunea albuminei serice umane (denumita si HAS, sau hALB), au avut
dezavantaje individuale, cum ar fi, activarea nespecifici a celulelor T, activarea complementului,
instabilitatea sau un profil farmacocinetic care nu indeplineste prelungirea doritd a timpului de
injumatatire a moleculelor. Prin urmare, obiectul prezentei inventii este de a oferi un format de extindere
a timpului de injumatétire al moleculelor de angajare a celulelor T bispecifice BCMAxCD3, care
depaseste cel putin unul si, desigur, de preferinta, mai multe dintre aceste defecte individuale observate
pentru molecule le din stadiul tehnicii. in consecinti, prezenta inventie furnizeaza constructe de anticorpi
ale unei modalitati Fc specifice, caracterizate prin aceea cad cuprind un prim domeniu care se leaga la
BCMA, un al doilea domeniu care se leaga la un epitop extracelular al omului si/sau lant Macaca CD3¢ si
un al treilea domeniu, care este modalitatea Fc specificd, asa cum este definitd in revendicéri. Mai mult,
inventia furnizeaza o polinucleotida care codificd constructul de anticorp, un vector care cuprinde aceasta
polinucleotida, celule gazda care exprima constructul si o compozitie farmaceutica care il contine asa cum
este definita in revendicari.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

MD/EP 3411402 T2 2022.05.31

DESCRIEREA FIGURILOR

Figura 1: FIG. la prezintd o diagrama a unui exemplu de realizare a unui construct de anticorp conform
inventiei. Fig. 1b prezinta un construct de anticorp Fc heterodimeric si Fig. 1c prezintd un construct de
corp X descris in domeniu. Perechile incarcate indicate sunt introduse pentru a impune heterodimerizarea.
Fig. 1d prezinta fuziunea unui construct de anticorp cu o albumina sericd umana (HSA/hALB).

Figura 2: Evaluarea constructelor de anticorpi de activare a celulelor T independente de tinta prin tinta A
HLE BiTE®. 2(a) construct de anticorp conform inventiei intr-un test de activare de 48 h cu PBMC uman
(3x); dilutii in serie HLE BiTE® (start 20 nM; 1:5, 7x+martor); fard, sau cu blocarea FcR [10 mg/mL
hulgG (Kiovog, Baxter)]; Masurarea FACS a expresiei CD69 si CD25 [nu este prezentatd] pe celule T
CD4*, CD8". 2(b) Constructe de anticorpi hetero-Fc in testul de activare de 48 h cu PBMC uman si celula
PBMC epuizatd de CD14*/CD33" (3x); dilutii in serie HLE BiTE® (start 20 nM; 1:5, 7x+martor);
Masurarea FACS a expresiei CD69 si CD25 [nu este prezentata] pe celulele T CD4*, CD8".

Figura 3: Evaluarea activarii celulelor T independente de tintd prin constructe de anticorp HLE BiTE®.
3(a) Constructul de anticorp tinta B conform inventiei intr-un test de activare de 48 h cu PBMC uman
(3x); HLE BIiTE® dilutii in serie (start 20 nM; 1:5, 7x+martor); fard sau cu blocarea FcR [10 mg/mL
hulgG (Kiovog, Baxter)]; Masurarea FACS a expresiei CD69 si CD25 [nu este prezentatd] pe celulele T
CD4*, CD8*. 3(b) Constructul de anticorp hetero-Fc tintd B intr-un test de activare de 48 h cu PBMC
uman si celuld PBMC epuizatd de CD14*/CD33" (3x); HLE BIiTE® dilutii in serie (start 20 nM; 1:5,
7x+martor); Masurarea FACS a expresiei CD69 si CD25 [nu este prezentata] pe celulele T CD4*, CD8".
3(c) Constructia de corp X tintd B intr-un test de activare de 48 h cu PBMC uman si celula PBMC
epuizatd de CD14*/CD33" (3x); HLE BIiTE® dilutii in serie (start 20 nM; 1:5, 7x+martor); Masurarea
FACS a expresiei CD69 si CD25 [nu este prezentatd] pe celulele T CD4*, CD8* 3(d) - 3(f) PBMC izolate
de la trei donatori umani sanatosi diferiti au fost cultivate cu concentratii crescande de constructe de
anticorpi bispecifici HLE specifici pentru tinta B timp de 48 h. Expresia markerului de activare CD69 pe
celulele T CD4+ si CD8+ a fost determinatd prin analiza citometrica in flux utilizind un mAb conjugat
PE-Cy7 specific pentru CD69.

Figura 4: Complement Clq Legarea a constructelor de anticorpi de fuziune BiTE® Fc. Constructele de
anticorpi de fuziune BiTE® Fc (BiTE® un singur lant Fc (triunghi), BiTE® hetero Fc (patrate), BiTE®
canonic (cerc)) au fost acoperite pe o placa Maxisorp (in serie de dilutii), inainte de incubare cu ser uman
reunit si incubare cu anticorp murin policlonal anti-uman CClq, vizualizat prin conjugatul Fc-AP de
capra anti-goarece.

Figura 5: Profiluri PK medii ale a doud BCMA diferite care tintesc constructele de anticorpi BiTE® dupa
administrarea unei doze unice 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 6: Profiluri PK medii a noud constructe de anticorpi BiTE diferite®, fiecare fuzionat la un
fragment de extindere a timpului de injumatatire scFc. Din motive de comparabilitate, concentratiile
serice au fost normalizate in functie de doza la 15 pg/kg si indicate in nmol.

Figura 7: Variante scFc bispecifice D9F (SECV ID NR: 105), T2G (SECV ID NR: 106), D3L (SECV ID
NR: 107), T7I (SECV ID NR: 108) si K6C (SECV ID NR: 109). Un al treilea domeniu preferat al unui
construct de anticorp al prezentei inventii este al treilea domeniu cuprins de SECV ID NR: 105.

Figura 8: Determinarea pe bazd de rezonantd plasmonica de suprafata (SPR) a legdrii la FcRn uman.
Constructele D9F, T2G, D3L, T71I si K6C au fost testate, fiecare, pentru capacitatea lor de a se lega de
FcRn uman 1n experimentele SPR (Biacore). Legarea maxima in timpul fazei de injectie a fost masurata
pentru toate constructele ca unitati de raspuns respective (RU), echivalenta cu cresterea masei moleculare
pe cipul CM5 acoperit cu FcRn datoritd constructului legat. Toate constructele au fost masurate in
duplicat. Valorile medii ale determinarilor duplicate sunt prezentate in Figura 8A si 8B.

Figura 9: Constructele D9F, T2G, D3L, T7I si K6C si un anticorp uman IgG1-kappa MT201 au fost
testate, fiecare, pentru capacitatea lor de a se lega de FcRn uman in experimentele SPR (Biacore).
Legarea maxima in timpul fazei de injectie a fost masuratd pentru toate constructele ca unitdti de raspuns
respective (RU), echivalentd cu cresterea masei moleculare pe cipul CMS5 acoperit cu FcRn datorita
constructului legat. Toate constructele au fost masurate Tn duplicat. Valorile medii ale determinarilor
duplicate sunt reprezentate, inclusiv barele de eroare ale abaterii standard.

DESCRIERE DETALIATA

In plus fati de timpul de injumitatire semnificativ prelungit al constructelor de anticorpi
bispecifici ale inventiei, fuziunea modalitatii specifice Fc este, de asemenea, responsabila pentru un
impact semnificativ surprinzator asupra primului si al doilea domeniu de legare al constructului de
anticorpi conform inventiei. Astfel, in timp ce alte modalitati de extindere a timpului de injumatatire ale
constructelor de anticorpi care implicd celulele T prezintd caracteristici individuale preferate, alegerea



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

MD/EP 3411402 T2 2022.05.31

modalitatii specifice Fc prezente permite furnizarea de molecule bispecifice care prezintd de obicei un
spectru larg de caracteristici preferate ale unui format molecular robust si, astfel, permit dezvoltarea de
compozitii farmaceutice promitatoare.

Astfel, prezenta inventie furnizeaza un construct de anticorp cu un singur lant care cuprinde:

e un prim domeniu care se leagd de BCMA,

e un al doilea domeniu care se leagd la un epitop extracelular al omului si/sau al lantului Macaca
CD3g; si

e un al treilea domeniu care cuprinde doi monomeri polipeptidici, fiecare cuprinzdnd o balama, un
domeniu CH2 si un domeniu CH3, in care respectivii doi monomeri polipeptidici sunt fuzionati unul cu
altul printr-un linker peptidic.

Termenul "construct de anticorp”" se referd la o moleculd in care structura si/sau functia se
bazeaza pe structura si/sau functia unui anticorp, de ex., a unei molecule de imunoglobulind de lungime
completd sau Intreagd si/sau este/sunt extras/e din domeniile variabile ale lantului greu (VH) si/sau
variabile ale lantului usor (VL) ale unui anticorp sau fragment al acestuia. Prin urmare, un construct de
anticorp este capabil sa se lege la tinta sau antigenul sau specific. Mai mult, domeniul de legare al unui
construct de anticorp conform inventiei cuprinde cerintele structurale minime ale unui anticorp care
permit legarea tintei. Aceastd cerintd minima poate de ex., sd fie definitd prin prezenta a cel putin trei
CDRs ale lantului usor (adicd CDR1, CDR2 si CDR3 din regiunea VL) si/sau a trei CDRs ale lantului
greu (adica CDR1, CDR2 si CDR3 din regiunea VH), de preferintd toate cele sase CDRs. O abordare
alternativa pentru a defini cerintele minime de structurd ale unui anticorp este definirea epitopului
anticorpului In structura tintei specifice, respectiv, domeniul proteic al proteinei tintd care compune
regiunea epitopului (cluster de epitop), sau prin referire la un anticorp specific care concureaza cu
epitopul anticorpului definit. Anticorpii pe care se bazeazd constructele conform inventiei includ, de
exemplu, anticorpi monoclonali, recombinanti, himerici, deimunizati, umanizati si umani.

Domeniul de legare al unui construct de anticorp conform inventiei poate, de ex., cuprind
grupurile de CDRs mentionate anterior. De preferinta, acele CDRs sunt cuprinse in cadrul unei regiuni
variabile a lantului usor al anticorpului (VL) si a unei regiuni variabile a lantului greu al anticorpului
(VH); cu toate acestea, nu trebuie sa le cuprinda pe amandoud. Fragmentele Fd, de exemplu, au doua
regiuni VH si retin, adesea, o anumitd functie de legare a antigenului a domeniului intact de legare a
antigenului. Exemplele 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 CHI; (2) un fragment F(ab'),, un fragment bivalent avand doud fragmente Fab legate printr-0 punte
disulfurica 1n 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 s.a.,
(1989) Nature 341:544-546), care are un domeniu VH; (6) o regiune izolatdi de determinare a
complementaritatii (CDR) si (7) un singur lant Fv (scFv), acesta din urma fiind preferat (de exemplu,
derivat dintr-o bibliotecd scFV). Exemplele de exemple de realizare a constructelor de anticorpi conform
inventiei sunt descrise de ex., in WO 2005/040220, WO 2008/119567, WO 2010/037838, WO
2013/026837, WO 2013/026833, US 2014/0308285, US 2014/0302037, WO 2014/144722, WO
2014/151910, si WO 2015/048272.

De asemenea, in definitia "domeniului de legare" sau "domeniu care se leaga" sunt fragmente de
anticorpi cu lungime completa, cum ar fi, VH, VHH, VL, (s)dAb, Fv, Fd, Fab, Fab', F(ab")2 sau "r 1gG"
("jumatate de anticorp"). Constructele de anticorpi conform inventiei pot cuprinde, de asemenea,
fragmente modificate de anticorpi, numite si variante de anticorpi, cum ar fi, ScFv, di-scFv sau bi(s)-scFv,
scFv-Fc, scFab, diacorpi cu un singur lant, tandem di-scFv, tandem tri-scFv, 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 leagad in mod specific un antigen, sau epitop independent
de alte regiuni sau domenii V.

Asa cum sunt utilizati aici, termenii "Fv cu un singur lant", "anticorpi cu un singur lant" sau
"scFv" se refera la fragmente de anticorpi cu un singur lant polipeptidic care cuprind regiunile variabile
atat ale lantului greu cat si ale lantului usor, dar lipsesc regiunile constante. in general, un anticorp cu un
singur lant mai cuprinde un linker polipeptidic intre domeniile VH si VL care 1i permite sd formeze
structura dorita care ar permite legarea antigenului. Anticorpii cu un singur lant sunt discutati in detaliu de
Pluckthun in The Pharmacology of Monoclonal Antibodies, vol. 113, Rosenburg si Moore eds. Springer-
Verlag, New York, pp. 269-315 (1994). Sunt cunoscute diferite metode de generare a anticorpilor cu un
singur lant, inclusiv cele descrise in brevetele U.S. nr. 4.694.778 si 5.260.203; cererea de brevet de
inventie international nr. WO 88/01649; Bird (1988) Science 242:423-442; Huston s.a., (1988) Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 85:5879-5883; Ward s.a., (1989) Nature 334:54454; Skerra s.a., (1988) Science
242:1038-1041. In exemplele de realizare specifice, anticorpii cu un singur lant pot fi, de asemenea,
bispecifici, multispecifici, umani si/sau umanizati si/sau sintetici.
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Mai mult, definitia termenului "Constructul de anticorp" include constructe monovalente,
bivalente si polivalente/multivalente si, prin urmare, constructe bispecifice, care se leaga in mod specific
doar la doud structuri antigenice, precum si constructe polispecifice/multispecifice, care leagd In mod
specific mai mult de doud structuri antigenice, de ex., trei, patru sau mai multe, prin domenii de legare
distincte. Mai mult, definitia termenului "Constructul de anticorp™ include molecule care constau dintr-un
singur lant polipeptidic, precum si molecule care constau din mai mult de un lant polipeptidic, care pot fi
fie identice (homodimeri, homotrimeri sau homo oligomeri) fie diferite (heterodimer, heterotrimer sau
heterooligomer). Sunt descrise exemple pentru anticorpii identificati anterior si variantele sau derivatii
acestora printre altele in Harlow si Lane, Antibodies a laboratory manual, CSHL Press (1988) si Using
Antibodies: a laboratory manual, CSHL Press (1999), Kontermann si Diibel, Antibody Engineering,
Springer, ed. a 2-a 2010 si Little, Recombinant Antibodies for Immunotherapy, Cambridge University
Press 2009.

Termenul "bispecific" asa cum este utilizat aici se referd 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 leagd la un antigen sau tinta (aici: BCMA), iar al doilea
domeniu de legare se leagi la un alt antigen sau tinta (aici: CD3). In consecinta, constructele de anticorpi
conform inventiei cuprind specificitati pentru cel putin doi antigeni sau tinte diferite. De exemplu, primul
domeniu nu se leagd de preferintd la un epitop extracelular al CD3¢ al uneia sau mai multor specii asa
cum este descris aici. Termenul "antigen de suprafata a celulei tinta" se referd la o structura antigenica
exprimatd de o celuld si care este prezenta la suprafata celulei astfel incat sa fie accesibila pentru un
construct de anticorp asa cum este descris aici. Poate fi o proteind, de preferinta portiunea extracelulara a
unei proteine, sau o structura de carbohidrat, de preferinta o structurd de carbohidrat a unei proteine, cum
ar fi, o glicoproteina. Este de preferintd un antigen tumoral. 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 care au 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 imunoglobulina este, prin urmare, un anticorp hibrid artificial, sau o imunoglobulina care
are cel putin doud laturi de legare distincte cu specificitati diferite. Constructele de anticorpi bispecifici
pot fi produse printr-o varietate de metode care includ fuziunea hibridoamelor, sau legarea fragmentelor
Fab'. Vezi, de ex., Songsivilai & Lachmann, Clin. Exp. Imunol. 79:315-321 (1990).

Cele cel putin doud domenii de legare si domeniile variabile (VH/VL) ale constructului de
anticorpi conform prezentei inventii pot cuprinde sau nu linkeri peptidici (peptide spacer). Termenul
"linker peptidic" cuprinde conform prezentei inventii o secventd de aminoacizi prin care secventele de
aminoacizi ale unui domeniu (variabil si/sau de legare) si al altui domeniu (variabil si/sau de legare) al
constructului de anticorpi conform inventiei. sunt legate intre ele. Linkerii peptidici pot fi utilizati, de
asemenea, pentru a fuziona al treilea domeniu cu celelalte domenii ale constructului de anticorpi conform
inventiei. O caracteristica tehnicd esentiald a unui astfel de linker peptidic este aceea ca nu cuprinde nicio
activitate de polimerizare. Printre linkerii peptidici adecvati sunt cei descrisi in brevetele U.S. 4.751.180
si 4.935.233 sau WO 88/09344. Linkerii peptidici pot fi utilizati, de asemenea, pentru a atasa alte
domenii, sau module, sau regiuni (cum ar fi, domenii de extindere a timpului de injumaétatire) la
Constructul de anticorp conform inventiei.

Constructele de anticorpi ale prezentei inventii sunt de preferintd “constructe de anticorpi
generate in vitro". Acest termen se referd la un construct de anticorp conform definitiei de mai sus in care
toatd regiunea variabild, sau o parte a acesteia (de ex., cel putin o CDR) este generata intr-o selectie de
celule non-imune, de ex., o afisare in vitro a fagilor, cip proteic, sau orice altd metoda prin care secventele
candidate pot fi testate pentru capacitatea lor de a se lega la un antigen. Acest termen exclude astfel, de
preferinta, secventele generate numai de rearanjarea genomica intr-o celuld imunitara la un animal. Un
"anticorp recombinant" este un anticorp produs prin utilizarea tehnologiei 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 omogend, adicd,
anticorpii individuali care sunt cuprinsi in populatie sunt identici, cu exceptia posibilelor mutatii care apar
in mod natural si/sau modificari post-translatie (de ex., izomerizari, amidari) care pot fi prezente in
cantitati minore. Anticorpii monoclonali sunt foarte specifici, fiind indreptati impotriva unei singure parti
antigenice, sau a unui determinant al antigenului, spre deosebire de preparatele conventionale de anticorpi
(policlonali) care include, in mod tipic, anticorpi diferiti directionati Tmpotriva diferitilor determinanti
(sau epitopi). Pe langa specificitatea lor, anticorpii monoclonali sunt avantajosi prin faptul ca sunt
sintetizati prin cultura hibridomului, deci necontaminati de alte imunoglobuline. Modificatorul
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"monoclonal”" indicd caracterul anticorpului ca fiind obtinut dintr-o populatie substantial omogena de
anticorpi si nu trebuie interpretat ca necesitdnd producerea anticorpului printr-o metoda particulara.

Pentru prepararea anticorpilor monoclonali, poate fi utilizatd orice tehnicd care furnizeaza
anticorpi produsi prin culturi de linii celulare continue. De exemplu, anticorpii monoclonali care trebuie
utilizati pot fi produsi prin metoda hibridomului descrisd mai intdi de Koehler s.a., Nature, 256: 495
(1975), sau poate fi facuta prin metode ADN recombinant (vezi, de ex., brevetul U.S. nr. 4.816.567).
Exemplele 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
EBV-hibridom (Cole s.a., Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss, Inc. (1985), 77-96).

Hibridoamele pot fi apoi testate folosind metode standard, cum ar fi, testul imunosorbent legat
de enzime (ELISA) si rezonanta plasmonilor de suprafatd (BIACORE™), pentru a identifica unul sau mai
multe hibridoame care produc un anticorp care se leagd in mod specific cu un antigen specificat. Orice
forma a antigenului relevant poate fi utilizatd ca imunogen, de ex., antigen recombinant, forme care apar
in mod natural, orice variante sau fragmente ale acestuia, precum si o peptidd antigenicd a acestuia.
Rezonanta plasmonilor de suprafatd, asa cum este folosita in sistemul BIAcore, poate fi utilizatd pentru a
creste eficienta anticorpilor fagi care se leaga la un epitop al unui antigen de suprafatd a celulei tintd
(Schier, Human Antibodies Hybridomas 7 (1996), 97-105; Malmborg, J. Immunol. Methods 183 (1995),
7-13).

O altd metodd exemplificativd de producere a anticorpilor monoclonali include screening-ul
bibliotecilor de expresie a proteinelor, de ex., biblioteci de prezentare a fagilor, sau biblioteci de
prezentare a ribozomilor. Afisarea fagilor este descrisd, de exemplu, in Ladner s.a., brevetul U.S. nr.
5.223.409; Smith (1985) Science 228:1315-1317, Clackson s.a., Nature, 352: 624-628 (1991) si Marks
s.a., J. Mol. Biol., 222: 581-597 (1991).

Pe langa utilizarea bibliotecilor de afisare, antigenul relevant poate fi utilizat pentru a imuniza un
animal non-uman, de ex., o rozitoare (cum ar fi, un soarece, hamster, iepure sau sobolan). intr-un
exemplu de realizare, animalul non-uman include cel putin o parte a unei gene a imunoglobulinei umane.
De exemplu, este posibil sa se creeze tulpini de soarece cu deficit de productie de anticorpi de soarece cu
fragmente mari de loci Ig (imunoglobulind) umani. Anticorpii monoclonali specifici antigenului derivati
din gene cu specificitatea dorita pot fi produsi si selectati folosind tehnologia hibridomului. Vezi, de ex.,
XENOMOUSE™, Green s.a. (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, deimunizat, ficut himeric, etc., folosind tehnici de ADN recombinant
cunoscute in domeniu. Exemplele de constructe de anticorpi modificate includ variante umanizate de
anticorpi non-umani, anticorpi "maturati prin afinitate” (vezi, de ex., Hawkins s.a. J. Mol. Biol. 254, 889-
896 (1992) si Lowman s.a., Biochemistry 30, 10832-10837 (1991))) si mutanti de anticorpi cu functii
efectoare modificate (vezi, de ex., brevetul US 5.648.260, Kontermann si Diibel (2010), loc. cit. si Little
(2009), loc. cit.).

In imunologie, maturarea afinitatii este procesul prin care celulele B produc anticorpi cu afinitate
crescutd pentru antigen in cursul unui raspuns imun. Cu expuneri repetate la acelasi antigen, o gazda va
produce anticorpi cu afinitati succesiv mai mari. La fel ca prototipul natural, maturizarea afinitatii in vitro
se bazeaza pe principiile mutatiei si selectiei. Maturarea afinitatii in vitro a fost folositd cu succes pentru a
optimiza anticorpii, constructele de anticorpi si fragmentele de anticorpi. Mutatiile aleatorii in interiorul
CDRs sunt introduse folosind radiatii, mutageni chimici, sau PCR predispus la erori. In plus, diversitatea
geneticd poate fi crescutd prin amestecarea in lant. Doua sau trei runde de mutatie si selectie folosind
metode de afisare, cum ar fi, afisarea fagilor, duc, de obicei, la fragmente de anticorpi cu afinitati in
intervalul nanomolar scazut.

Un tip preferat de variatie de substitutie cu aminoacizi a constructelor de anticorp implicad
substituirea unuia sau mai multor resturi ale regiunii hipervariabila a unui anticorp parinte (de ex., un
anticorp umanizat sau uman). In general, varianta(ele) rezultati(e) selectati(e) pentru dezvoltare
ulterioara vor avea proprietdti biologice Tmbunatatite In raport cu anticorpul parinte din care sunt
generate. O modalitate convenabild de generare a unor astfel de variante de substitutie implicd maturarea
afinitatii folosind afisarea fagilor. Pe scurt, mai multe parti ale regiunii hipervariabile (de ex., 6-7 laturi)
sunt mutate pentru a genera toate substitutiile posibile de aminoacizi pe fiecare parte. Variantele de
anticorpi astfel generate sunt prezentate intr-o maniera monovalentd din particulele filamentoase de fagi
ca fuziuni cu produsul genei I1I al M13 impachetat in fiecare particuld. Variantele prezentate de fagi sunt
apoi analizate pentru activitatea lor biologica (de ex., afinitatea de legare) asa cum este dezvaluit aici.
Pentru a identifica partile candidate ale regiunii hipervariabile pentru modificare, poate fi efectuatd
mutageneza de scanare cu alanind pentru a identifica resturile regiunii hipervariabile care contribuie in
mod semnificativ la legarea antigenului. Alternativ sau suplimentar, poate fi benefic sd se analizeze o
structurd cristalind a complexului antigen-anticorp pentru a identifica punctele de contact intre domeniul
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de legare si, de ex., BCMA uman. Astfel de resturi de contact si resturi invecinate sunt candidati pentru
substitutie conform tehnicilor elaborate aici. Odata ce astfel de variante sunt generate, panoul de variante
este supus screening-ului asa cum este descris aici si anticorpii cu proprietati superioare intr-unul 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 identicd, sau
omoloagd cu secventele corespunzatoare in anticorpii derivati de la o anumitd specie, sau care apartin
unei anumite specii. unei anumite clase sau subclase de anticorpi, in timp ce restul lantului (lanturilor)
este/sunt identic/e sau omolog/omoloage cu secventele corespunzitoare in anticorpi derivati de la o alta
specie, sau care apartin unei alte clase sau subclase de anticorpi, precum si fragmente ale unor astfel de
anticorpi, atata timp cat acestia prezinta activitatea biologica dorita (brevet U.S. nr. 4.816.567; Morrison
s.a., Proc. Natl. Acad. Sci. SUA, 81: 6851-6855 (1984)). Anticorpii himerici de interes aici includ
anticorpi "primitizati" care cuprind secvente de legare a antigenului de domeniu variabil derivate de la o
primatd non-umana (de ex., Old World Monkey, Ape, etc.) si secvente de regiune constantd umana. Au
fost descrise o varietate de abordari pentru producerea de anticorpi himerici. Vezi de ex., Morrison s.a.,
Proc. Natl. Acad. ScL U.S.A. 81:6851, 1985; Takeda s.a., Nature 314:452, 1985, Cabilly s.a., brevet U.S.
nr. 4.816.567; Boss s.a., brevet U.S. nr. 4.816.397; Tanaguchi s.a., 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 prin eliminarea 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 leagd
la MHC clasa II; aceste peptide reprezinta epitopi potentiali ai celulelor T (asa cum sunt definiti In WO
98/52976 si WO 00/34317). Pentru detectarea potentialilor epitopi de celule T, poate fi aplicatd o
abordare de modelare computerizatd numita "filetare peptidica" si, in plus, poate fi cautata o baza de date
cu peptide de legare a MHC de clasé II umane pentru motivele prezente in secventele VH si VL, asa cum
este descris In WO 98/52976 si WO 00/34317. Aceste motive se leagé la oricare dintre cele 18 alotipuri
majore DR MHC clasa II si, astfel, constituie epitopi potentiali ai celulei T. Epitopi potentiali de celule T
detectati pot fi eliminati prin substituirea unui numar mic de resturi de aminoacizi in domeniile variabile
sau, de preferinta, prin substitutii de un singur aminoacid. De obicei, se fac substitutii conservatoare.
Adesea, dar nu exclusiv, poate fi utilizat un aminoacid comun unei pozitii in secventele de anticorpi
germinali umani. Sunt dezvaluite secvente ale liniei germinale umane de ex,. in Tomlinson, s.a., (1992) J.
Mol. Biol. 227:776-798; Cook, G.P. s.a., (1995) Immunol. Today Vol. 16 (5): 237-242; si Tomlinson $.a.,
(1995) EMBO J. 14: 14:4628-4638. Directorul V BASE ofera un director cuprinzator de secvente ale
regiunii variabile a imunoglobulinei umane (compilat de Tomlinson, LA. s.a., MRC Centre for Protein
Engineering, Cambridge, UK). Aceste secvente pot fi utilizate ca sursa de secventd umana, de ex., pentru
regiuni-cadru si CDRs. Regiunile cadru umane de consens pot fi, de asemenea, utilizate, de exemplu, asa
cum este descris in brevetul US nr. 6.300.064.

Anticorpii "umanizati", constructele de anticorpi, variantele sau fragmentele acestora (cum ar fi,
Fv, Fab, Fab', F(ab")2, sau alte subsecvente ale anticorpilor de legare la antigen) sunt anticorpi, sau
imunoglobuline cu secvente in mare parte umane, care contin (a ) secvente minime derivate din
imunoglobulini non-umani. in cea mai mare parte, anticorpii umanizati sunt imunoglobuline umane
(anticorp receptor) in care resturile dintr-o regiune hipervariabild (de asemenea, CDR) a primitorului sunt
inlocuite cu resturi dintr-o regiune hipervariabila a unei specii non-umane (de ex., rozatoare) (anticorp
donor), cum ar fi, soarece, sobolan, hamster, sau iepure avand specificitatea, afinitatea si capacitatea
dorite. In unele cazuri, resturile regiunii cadru Fv (FR) ale imunoglobulinei umane sunt inlocuite cu
resturile non-umane corespunzatoare. Mai mult, "anticorpii umanizati" asa cum sunt utilizati aici pot
cuprinde, de asemenea, resturi care nu se gasesc nici in anticorpul primitor, nici in anticorpul donor.
Aceste modificari sunt ficute pentru a rafina si optimiza si mai mult performanta anticorpilor. Anticorpul
umanizat poate cuprinde, de asemenea, cel putin o portiune dintr-o regiune constanta a imunoglobulinei
(Fc), de obicei cea a unei imunoglobuline umane. Pentru mai multe detalii, vezi Jones s.a., Nature, 321:
522-525 (1986); Reichmann s.a., Nature, 332: 323-329 (1988); si Presta, Curr. op. Struct. Biol., 2: 593-
596 (1992).

Anticorpii umanizati, sau fragmentele 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 exemplificative pentru generarea de anticorpi umanizati sau
fragmente ale acestora sunt furnizate de Morrison (1985) Science 229:1202-1207; de Oi s.a. (1986)
BioTechniques 4:214; si prin 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
codificd toate, sau o parte din domeniile variabile Fv ale imunoglobulinei de la cel putin unul dintr-un lant
greu sau usor. Astfel de acizi nucleici pot fi obtinuti dintr-un hibridom care produce un anticorp impotriva
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unei tinte predeterminate, asa cum este descris mai sus, precum si din alte surse. ADN-ul recombinant
care codifica molecula de anticorp umanizat poate fi apoi clonat intr-un vector de expresie adecvat.

Anticorpii umanizati pot fi produsi, de asemenea, utilizdnd animale transgenice, cum ar fi,
soarecii care exprima gene ale lantului greu si usor uman, dar sunt incapabili sd exprime genele endogene
ale imunoglobulinei de soarece. Winter descrie un exemplu de metodd de grefare CDR care poate fi
utilizata pentru a prepara anticorpii umanizati descrisi aici (brevet U.S. nr. 5.225.539). Toate CDRs ale
unui anticorp uman particular pot fi inlocuite cu cel putin o portiune dintr-un CDR non-uman, sau numai
unele dintre CDRs pot fi inlocuite cu CDRs non-umane. Aceasta este necesara doar pentru inlocuirea
numarului de CDRs necesare pentru legarea anticorpului umanizat la un antigen predeterminat.

Un anticorp umanizat poate fi optimizat prin introducerea de substitutii conservatoare, substitutii
de secventd consens, substitutii de linie germinativd 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 s.a., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 80: 7308-7312, 1983; Kozbor s.a., Immunology Today, 4:
7279, 1983; Olsson s.a., Meth. Enzymol., 92: 3-16, 1982, si EP 239 400).

Termenul "anticorp uman", "construct de anticorp uman" si "domeniu de legare uman" includ
anticorpi, constructe de anticorpi si domenii de legare care au 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, inclusiv, de exemplu, pe cele descrise de Kabat s.a., (1991)
(loc. cit.). Anticorpii umani, constructele de anticorpi sau domeniile de legare ale inventiei pot include
resturi de aminoacizi necodificate de secventele de imunoglobuline ale liniei germinale umane (de ex.,
mutatii introduse prin mutageneza aleatorie, sau specific laterala in vitro, sau prin mutatie somatica in
vivo), de exemplu, in CDRs si, in special, in CDR3. Anticorpii umani, constructele de anticorpi, Sau
domeniile de legare pot avea cel putin una, doud, trei, patru, cinci sau mai multe pozitii inlocuite cu un
rest de aminoacid care nu este codificat de secventa de imunoglobulind germinativd umana. Definitia
anticorpilor umani, a constructelor de anticorpi si a domeniilor de legare asa cum sunt utilizate aici, totusi,
ia 1n considerare si "anticorpi complet umani”, care includ numai secvente umane de anticorpi modificate
neartificial si/sau genetic, deoarece acestea pot fi obtinute prin utilizarea tehnologiilor sau sistemelor.
precum Xenomouse. De preferintid, un "anticorp complet uman" nu include resturi de aminoacizi
necodificate de secventele de imunoglobuline ale liniei germinale umane.

In unele exemple de realizare, constructele de anticorpi ale inventiei sunt constructe de anticorpi
"izolate" sau "substantial pure". "Izolat" sau "substantial pur", atunci cind este utilizat pentru a descrie
constructele de anticorpi dezviluite aici, inseamna un construct de anticorp care a fost identificat, separat
si/sau recuperat dintr-o componenta a mediului sdu de producere. De preferinta, constructul de anticorp
este lipsit, sau substantial lipsit de asociere cu toate celelalte componente din mediul sau de producere.
Componentele contaminante ale mediului sau de producere, cum ar fi, cea care rezultd din celulele
transfectate recombinante, sunt materiale care ar interfera in mod obisnuit cu utilizarile de diagnosticare
sau terapeutice ale polipeptidei si pot include enzime, hormoni si alte substante proteice sau neproteice
dizolvate. Constructele de anticorpi pot constitui, de ex., cel putin aproximativ 5%, sau cel putin
aproximativ 50% in greutate din proteina totala dintr-o proba data. Se intelege ca proteina izolata poate
constitui de la 5% pana la 99,9% in greutate, din continutul total de proteine, in functie de circumstante.
Polipeptida poate fi produsd la o concentratie semnificativ mai mare prin utilizarea unui promotor
inductibil, sau a unui promotor de expresie ridicata, astfel incat sa fie realizatd la niveluri de concentratie
crescute. Definitia include producerea unui construct de anticorp intr-o mare varietate de organisme si/sau
celule gazda care sunt cunoscute in domeniu. in exemplele de realizare preferate, constructul de anticorp
va fi purificat (1) intr-un grad suficient pentru a obtine cel putin 15 resturi ale unei secvente de aminoacizi
N-terminald, sau internd prin utilizarea unui secventiator cu cupa rotativa sau (2) la omogenitate prin
SDS-PAGE in conditii nereducatoare, sau reducatoare folosind albastru Coomassie sau, de preferinta,
colorant argintiu. In mod obisnuit, totusi, un construct de anticorp izolat va fi preparat prin cel putin o
etapa de purificare.

Termenul "domeniu de legare" caracterizeaza in legitura cu prezenta inventie un domeniu care
(In mod specific) se leagd la/interactioneazd cu/recunoaste un anumit epitop tinta, sau o parte tinta data pe
moleculele tintd (antigeni), aici: BCMA si respectiv CD3. Structura si functia primului domeniu de legare
(recunoasterea BCMA), si, de preferintd, 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 imunoglobulind de lungime completa, sau intreagéd si/sau este/sunt extras/e din domeniile
lantului greu variabil (VH) si/sau lantului usor variabil (VL) ale unui anticorp sau fragment al acestuia.
De preferinta, primul domeniu de legare este caracterizat prin prezenta a trei CDRs ale lantului usor
(adica CDR1, CDR2 si CDR3 ale regiunii VL) si/sau trei CDRs ale lantului greu (adica CDR1, CDR2 si
CDR3 ale regiunii VH). Al doilea domeniu de legare cuprinde, de preferintd, de asemenea, cerintele
structurale minime ale unui anticorp care permit legarea tintei. Mai preferabil, al doilea domeniu de legare
cuprinde cel putin trei CDRs ale lantului usor (adicd CDR1, CDR2 si CDR3 ale regiunii VL) si/sau trei
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CDRs ale lantului greu (adica CDR1, CDR2 si CDR3 ale regiunii VH). Se are in vedere ca primul si/sau
al doilea domeniu de legare si fie produs, sau obtinut prin metode de afisare a fagilor, sau de screening de
bibliotecd, mai degraba decét prin grefarea secventelor CDR dintr-un anticorp preexistent (monoclonal)
intr-o schela.

Conform prezentei inventii, domeniile de legare sunt sub forma unei 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 preferinta fragmente
biologic active, si peptide, avand de obicei mai putin de 30 de aminoacizi) cuprind doi, sau mai multi
aminoacizi cuplati unul cu altul printr-o legatura peptidica covalenta (rezultand un lant de aminoacizi).

Termenul "polipeptidd" 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 plus multimeri, cum ar fi, dimeri,
trimeri si oligomeri superiori, adicd, constand din mai mult de o molecula de polipeptidd. Moleculele
polipeptidice care formeaza astfel de dimeri, trimeri, etc., pot fi identice sau neidentice. Structurile de
ordin superior corespunzitoare ale unor astfel de multimeri sunt, in consecintd, denumite homo- sau
heterodimeri, homo- sau heterotrimeri, etc. Un exemplu pentru un heteromultimer este o moleculd de
anticorp, care, in forma sa naturald, consta din doud lanturi polipeptidice usoare identice si doud lanturi
polipeptidice grele identice. Termenii "peptida”, "polipeptida" si "proteind" se referd, de asemenea, la
peptide/polipeptide/proteine modificate in mod natural, in care modificarea este efectuatd de ex., prin
modificdri post-translationale, cum ar fi, glicozilarea, acetilarea, fosforilarea si altele asemenea. O
"peptidd", "polipeptida" sau "proteind" atunci cand se face referire aici la aceasta poate fi, de asemenea,
modificatd chimic, cum ar fi, peghilata. Astfel de modificari sunt bine cunoscute in domeniu si sunt
descrise aici mai jos.

De preferintd, domeniul de legare care se leaga la BCMA si/sau domeniul de legare care se leaga
la CD3¢ este/sunt domenii de legare umane. Anticorpii si constructele de anticorpi care cuprind cel putin
un domeniu de legare uman evitd unele dintre problemele asociate cu anticorpii, sau constructele de
anticorpi care posedd regiuni variabile si/sau constante non-umane, cum ar fi, de rozatoare (de ex.,
murind, sobolan, hamster sau iepure). Prezenta unor astfel de proteine derivate de rozéatoare 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 anticorpi de cétre un pacient. Pentru a evita utilizarea
anticorpilor sau a constructelor de anticorpi derivati de la rozatoare, pot fi generati anticorpi/constructe de
anticorpi umani sau complet umani prin introducerea functiei de anticorpi umani intr-o rozdtoare, astfel
incat rozatoarea sa produca anticorpi complet umani.

Capacitatea de a clona si de a reconstrui loci umani de marime megabaza in YAC si de a-I
introduce in linia germinativa a soarecelui oferd o abordare puternicd pentru elucidarea componentelor
functionale ale locilor foarte mari, sau cartografiati grosier, precum si generarea de modele utile de boli
umane. in plus, utilizarea unei astfel de tehnologii pentru inlocuirea locilor de soarece cu echivalentele lor
umane ar putea oferi perspective unice asupra expresiei si reglementarii produselor genetice umane in
timpul dezvoltarii, a comunicdrii lor cu alte sisteme si a implicérii lor in inducerea si progresia bolii.

O aplicatie practicd importantd a unei astfel de strategii este "umanizarea" sistemului imunitar
umoral al soarecelui. Introducerea loci de imunoglobulind umana (Ig) la soareci la care genele endogene
Ig au fost inactivate ofera oportunitatea de a studia mecanismele care stau la baza expresiei si asamblarii
programate a anticorpilor, precum si rolul lor in dezvoltarea celulelor B. Mai mult, o astfel de strategie ar
putea oferi o sursa ideald pentru producerea de anticorpi monoclonali complet umani (mADbs) - o etapa
importantd pentru indeplinirea promisiunii terapiei cu anticorpi in bolile umane. Se asteaptd ca anticorpii
complet umani, sau constructele de anticorpi sd reduca la minimum raspunsurile imunogene si alergice
intrinseci mAb-urilor de soarece sau derivate de la soarece si astfel sa mareasca eficacitatea si siguranta
anticorpilor/constructelor de anticorpi administrate. Utilizarea anticorpilor complet umani sau
constructelor de anticorpi poate fi de asteptat sa ofere un avantaj substantial in tratamentul bolilor umane
cronice si recurente, cum ar fi, inflamatia, autoimunitatea si cancerul, care necesitd administrari repetate
de compus.

O abordare catre acest obiectiv a fost sa se realizeze tulpini de soarece cu deficit de productie de
anticorpi de soarece cu fragmente mari de loci Ig umani in asteptarea ca, astfel de soareci ar produce un
repertoriu mare de anticorpi umani in absenta anticorpilor de soarece. Fragmentele mari de Ig umane ar
pastra diversitatea mare variabild a genelor, precum si reglarea adecvatd a productiei si exprimarii
anticorpilor. Prin exploatarea mecanismelor de soarece pentru diversificarea si selectia anticorpilor si a
lipsei de toleranta imunologicd la proteinele umane, repertoriul de anticorpi umani reprodusi in aceste
tulpini de soarece ar trebui sa produca anticorpi cu afinitate ridicata Tmpotriva oricarui antigen de interes,
inclusiv antigeni umani. Folosind tehnologia hibridomului, ar putea fi produsi si selectati, cu usurinta,
mADbs umani specifici antigenului cu specificitatea doritd. Aceasta strategie generald a fost demonstrata in
legaturd cu generarea primelor tulpini de soareci XenoMouse (vezi Green s.a. Nature Genetics 7:13-21
(1994)). Tulpinile XenoMouse au fost proiectate cu cromozomi artificiali de drojdie (YAC) care contin
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fragmente de configuratie germinativa de 245 kb si 190 kb ale locusului lantului greu uman si, respectiv,
locusului lantului usor kappa, care au continut secvente de regiune variabild si constantd de baza. Ig
umana care contine YAC s-a dovedit a fi compatibild cu sistemul de soarece atdt pentru rearanjare, cat si
pentru exprimarea anticorpilor si a fost capabila sa inlocuiasca genele inactivate de Ig de soarece. Acest
lucru a fost demonstrat prin capacitatea lor de a induce dezvoltarea celulelor B, de a produce un repertoriu
uman asemanator adultilor de anticorpi complet umani si de a genera mAbs umani specifici antigenului.
Aceste rezultate au sugerat, de asemenea, ca introducerea unor portiuni mai mari de loci Ig umani care
contin un numar mai mare de gene V, elemente de reglare suplimentare si regiuni constante Ig umane
poate recapitula, in mod substantial, intregul repertoriu care este caracteristic raspunsului umoral uman la
infectie si imunizare. Lucrarea lui Green s.a., a fost extinsd recent la introducerea a mai mult de
aproximativ 80% din repertoriul de anticorpi umani prin introducerea de fragmente YAC de marime
megabaza, configuratie de linie germinativa, ale locilor lantului greu uman si, respectiv, locilor lantului
usor kappa. Vezi Mendez s.a. Nature Genetics 15:146-156 (1997).

Productia de soareci XenoMouse este discutata si delimitata in continuare in brevetele U.S. nr.
6.673.986; 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 Japoneze nr. 3 068 180 B2, 3 068 506 B2, si 3 068 507 B2. Vezi si
Mendez s.a., Nature Genetics 15:146-156 (1997) si Green si Jakobovits J. Exp. Med. 188:483-495 (1998),
EP 0463 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 Ig exogen este imitat prin includerea de buciti (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 constantd mu si o a doua regiune constantd (de preferintd o regiune constanta
gamma) sunt formate intr-un construct pentru inserare intr-un animal. Aceastd abordare este descrisa in
brevetul U.S. nr. 5.545.807 la Surani s.a., si brevetele U.S. 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 fiecare pentru
Lonberg si Kay, brevetele U.S. nr. 5.591.669 si 6.023.010 pentru Krimpenfort si Berns, brevetele U.S. nr.
5.612.205; 5.721.367; si 5.789.215 pentru Berns s.a., si brevetul U.S. nr. 5.643.763 pentru Choi si Dunn.
Aceastd abordare este descrisd in continuare in brevetele US GenPharm International 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 americane
subiacente. Vezi si EP 0 546 073 B1, 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 U.S.
nr. 5.981.175. Vezi mai departe Taylor s.a., (1992), Chen s.a., (1993), Tuaillon s.a., (1993), Choi s.a.,
(1993), Lonberg s.a., (1994), Taylor s.a., (1994), si Tuaillon s.a., (1995), Fishwild s.a., (1996).

Kirin a demonstrat, de asemenea, generarea de anticorpi umani de la soareci in care, prin
fuziunea microcelulelor, au fost introduse parti mari de cromozomi, sau cromozomi intregi. A se vedea
publicatiile privind cererea de brevet european nr. EP 773288 si EP 843961. Xenerex Biosciences
dezvoltd o tehnologie pentru generarea potentiali 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. Vezi brevetele U.S. nr. 5.476.996;
5.698.767; si 5.958.765.

Raspunsurile anticorpilor umani anti-soarece (HAMA) au determinat industria sa pregiteasca
anticorpi himerici, sau umanizati altfel. Este totusi de asteptat ca anumite raspunsuri de anticorp uman
anti-himeric (HACA) si fie observate, in special in utilizarile cronice, sau multi-doze ale anticorpului.
Astfel, ar fi de dorit sd se furnizeze constructe de anticorpi care cuprind un domeniu de legare uman
impotriva BCMA si un domeniu de legare uman impotriva CD3e pentru a vicia preocupdrile si/sau
efectele raspunsului HAMA sau HACA.

Termenii "se leagd (in mod specific) de", "recunoaste (in mod specific)", “este directionat (in
mod specific) catre” si "reactioneaza (specific) cu” inseamnd in conformitate cu aceasta inventie cd un
domeniu de legare interactioneaza, sau interactioneaza in mod specific cu un anumit epitop sau o parte
tinta datd pe moleculele tinta (antigeni), aici: BCMA si respectiv CD3e.

Termenul "epitop" se referd la o parte a unui antigen la care se leagd in mod specific un domeniu
de legare, cum ar fi, un anticorp sau imunoglobulind, sau un derivat, fragment sau variantd a unui
anticorp, sau a unei imunoglobuline. Un "epitop" este antigenic si astfel termenul epitop este uneori
denumit aici si "structura antigenicd", sau "determinant antigenic". Astfel, domeniul de legare este o
"parte de interactiune cu antigen". Respectiva legdturd/interactiune este, de asemenea, inteleasd ca
definind o "recunoastere specifica".

"Epitopii” pot fi formati atdt din aminoacizi invecinati, cit si din aminoacizi neinvecinati
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, uzual, cel putin 3 sau cel putin 4, si
mai uzual, cel putin 5 sau cel putin 6, sau cel putin 7, de ex., aproximativ 8 pana la aproximativ 10
aminoacizi intr-o secventa unica.
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Un "epitop conformational”, spre deosebire de un epitop liniar, este un epitop in care secventa
primard a aminoacizilor care cuprind epitopul nu este singura componentd definitorie a epitopului
recunoscut (de ex., un epitop in care secventa primard de aminoacizi nu este recunoscutid neapirat de
domeniul de legare). De obicei, un epitop conformational cuprinde un numar crescut de aminoacizi in
raport cu un epitop liniar. In ceea ce priveste recunoasterea epitopilor conformationali, domeniul de
legare recunoaste o structurd tridimensionala a antigenului, de preferintd o peptida sau o proteina, sau un
fragment al acesteia (in contextul prezentei inventii, structura antigenica pentru unul dintre domeniile de
legare este cuprinsa in proteina antigenului pe suprafata celulei tintd). De exemplu, atunci cdnd o
moleculd de proteind se pliazd pentru a forma o structurd tridimensionald, anumiti aminoacizi si/sau
scheletul polipeptidic care formeaza epitopul conformational devin juxtapusi, permitdnd anticorpului sa
recunoasca epitopul. Metodele de determinare a conformatiei epitopilor includ, dar nu sunt limitate la,
cristalografia cu raze X, spectroscopie de rezonantd magneticd nucleard bidimensionald (2D-NMR) si
etichetare cu spin directionat pe situs si spectroscopie de rezonantd paramagnetica de electron (EPR).

O metoda de cartografiere a epitopilor este descrisa in cele ce urmeaza: Cand o regiune (o
intindere a aminoacizilor Invecinati) din proteina BCMA umana este schimbaté/inlocuitd cu regiunea
corespunzatoare a unui BCMA non-uman si non-primat (de ex., BCMA de soarece, dar si altele cum ar fi,
de pui, sobolan, hamster, iepure, etc., pot fi, de asemenea, imaginabile), este de asteptat sa apara o scadere
a legdrii domeniului de legare, cu exceptia cazului in care domeniul de legare este reactiv incrucisat
pentru BCMA non-uman, non-primat folosit. Respectiva scadere este, de preferinta, de cel putin 10%,
20%, 30%, 40% sau 50%; mai preferabil cel putin 60%, 70% sau 80% si cel mai preferabil 90%, 95% sau
chiar 100% in comparatie cu legarea la regiunea respectiva din proteina BCMA umana, prin care se leaga
la regiunea respectiva in proteina BCMA umand, unde legarea la respectiva regiune in proteina BCMA
umana este setatd sd fie de 100%. Se are in vedere cd himerele BCMA umane/BCMA non-umane
mentionate anterior sunt exprimate in celule CHO. De asemenea, se are in vedere cd himerele BCMA
umane/BCMA non-umane sunt fuzionate cu un domeniu transmembranar si/sau un domeniu
citoplasmatic al unei proteine diferite legate de membrana, cum ar fi, EpCAM.

Intr-o metodi alternativa sau suplimentard pentru maparea epitopilor, pot fi generate mai multe
versiuni trunchiate ale domeniului extracelular BCMA uman pentru a determina o regiune specifica care
este recunoscutd de un domeniu de legare. in aceste versiuni trunchiate, diferitele domenii/subdomenii
sau regiuni BCMA extracelulare sunt sterse treptat, pornind de la capatul N-terminal. Se are in vedere ca
versiunile BCMA trunchiate pot fi exprimate in celule CHO. Se are in vedere, de asemenea, ca versiunile
BCMA trunchiate pot fi fuzionate cu un domeniu transmembranar si/sau un domeniu citoplasmatic al
unei proteine diferite legate de membrand, cum ar fi, EpCAM. Se are in vedere, de asemenea, ca
versiunile BCMA trunchiate pot cuprinde un domeniu peptidic semnal la capatul lor N-terminal, de
exemplu, o peptida semnal derivati din peptida semnal al lantului greu IgG de soarece. in plus, se are in
vedere ca versiunile BCMA 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 s
apara o scadere sau o pierdere a legéarii cu acele versiuni BCMA trunchiate care nu mai cuprind regiunea
BCMA care este recunoscutd de domeniul de legare. Scaderea legarii este de preferintd de cel putin 10%,
20%, 30%, 40%, 50%; mai preferabil cel putin 60%, 70%, 80% si cel mai preferabil 90%, 95% sau chiar
100%, in care legarea la intreaga proteinda BCMA umana (sau regiunea, sau domeniul sidu extracelular)
este setatd la 100.

O alta metoda pentru a determina contributia unui rest specific de BCMA la recunoasterea de
catre un construct de anticorp, sau un domeniu de legare este scanarea alanina (vezi de ex., Morrison KL
si Weiss GA. Cur Opin Chem Biol. 2001 (3):302-7), unde fiecare rest de analizat este inlocuit cu alanina,
de ex., prin mutageneza directionata pe situs. Alanina este utilizatd din cauza gruparii sale functionale
metil, nevoluminoasa, inertd din punct de vedere chimic, care imita totusi referintele structurii secundare
pe care le poseda multi dintre ceilalti aminoacizi. Uneori pot fi utilizati aminoacizi voluminosi, cum ar fi,
valind sau leucina, 1n cazurile in care se doreste conservarea dimensiunii resturilor mutante. Scanarea cu
alanine este o tehnologie matura care a fost folositd 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 prezintd o afinitate apreciabila pentru epitop/regiunea care cuprinde
epitopul pe o anumitd proteina sau antigen (aici: BCMA si respectiv CD3) si, in general, nu prezinta
reactivitate semnificativa cu proteine sau antigeni, altele decit BCMA sau CD3. "Afinitate apreciabild"
include legarea cu o afinitate de aproximativ 10 M (KD) sau mai puternica. De preferinti, legarea este
consideratd specificd atunci cand afinitatea de legare este de aproximativ 1022 la 108 M, 102 la 10° M,
1012 1a 101° M, 10" la 108 M, preferabil de aproximativ 101 la 10° M. Se poate testa dacd un domeniu
de legare reactioneaza in mod specific cu, sau se leagd de o tintd cu usurintd prin: printre altele,
comparand reactia domeniului de legare mentionat cu o proteind sau un antigen tintd cu reactia
domeniului de legare mentionat cu alte proteine sau antigeni decait BCMA sau CD3. De preferinta, un
domeniu de legare al inventiei nu se leagd in mod esential, sau substantial la proteine sau antigeni, altele
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decat BCMA sau CD3 (adica, primul domeniu de legare nu este capabil sa se lege la alte proteine decat
BCMA si al doilea domeniu de legare nu este capabil sa se lege la alte proteine decat CD3). Este o
caracteristicd avuta in vedere a constructelor de anticorpi conform prezentei inventii sa aiba caracteristici
de afinitate superioare in comparatie cu alte formate HLE. O astfel de afinitate superioara, in consecinta,
sugereaza un timp de injumatatire prelungit in vivo. Timpul de injumatatire mai mare al constructelor de
anticorpi conform prezentei inventii poate reduce durata si frecventa administrarii, ceea ce contribuie in
mod obignuit la o conformitate imbunatatitd cu pacientul. Acest lucru este de o importantd deosebita
deoarece constructele de anticorpi ale prezentei inventii sunt deosebit de benefice pentru pacientii cu
cancer foarte slabiti sau chiar cu morbiditati multiple.

Termenul "nu se leagd in mod esential/substantial”, sau "nu este capabil s se lege" inseamna ca
un domeniu de legare al prezentei inventii nu se leaga la o proteina, sau un antigen altul decit BCMA sau
CD3, adica, nu prezinta reactivitate mai mare de 30%, de preferintd nu mai mare de 20%, mai preferabil
nu mai mare de 10%, in special preferabil nu mai mare de 9%, 8%, 7%, 6% sau 5% cu proteine sau
antigeni altele decait BCMA sau CD3, prin care legarea la BCMA sau, respectiv, CD3, este setatd la
100%.

Se crede ca legarea specifica este efectuatd de motivele specifice din secventa de aminoacizi a
domeniului de legare si a antigenului. Astfel, legarea este realizata ca rezultat al structurii lor primare,
secundare si/sau tertiare, precum si ca rezultat al modificarilor secundare ale structurilor mentionate.
Interactiunea specificd a partii de interactiune a antigenului cu antigenul sau specific poate avea ca
rezultat o legare simpld a partii mentionate la antigen. Mai mult, interactiunea specifica a partii de
interactiune a antigenului cu antigenul sau specific poate duce, alternativ sau suplimentar, la initierea unui
semnal, de ex., datorita inducerii unei modificiri a conformatiei antigenului, a unei oligomerizari a
antigenului, etc.

Termenul "variabil" se referd la portiunile de anticorpi, sau domeniile de imunoglobulina care
prezintd variabilitate Tn secventa lor si care sunt implicate In determinarea specificitatii si afinitatii de
legare a unui anumit anticorp (adicd, "domenii variabil(e)"). imperecherea dintre un lant greu variabil
(VH) si un lant usor variabil (VL) formeaza impreund un singur situs de legare a antigenului.

Variabilitatea nu este distribuitd uniform in domeniile variabile ale anticorpilor; aceasta este
concentratd in subdomeniile fiecdreia dintre regiunile variabile ale lantului greu si usor. Aceste
subdomenii sunt numite "regiuni hipervariabile" sau "regiuni de determinare a complementaritatii”
(CDRs). Portiunile mai conservate (adica, nehipervariabile) ale domeniilor variabile sunt numite regiuni
"cadru" (FRM sau FR) si oferd o scheld pentru cele sase CDRs in spatiul tridimensional pentru a forma o
suprafatd de legare a antigenului. Domeniile variabile ale lanturilor grele si usoare care apar in mod
natural cuprind, fiecare, patru regiuni FRM (FR1, FR2, FR3 si FR4), adoptind in mare parte o
configuratie B-sheet, conectate prin trei regiuni hipervariabile, care formeaza bucle care se conecteaza si,
in unele cazuri, formeaza parte a structurii B-sheet. Regiunile hipervariabile din fiecare lant sunt tinute
impreund in imediata apropiere de FRM si, impreund cu regiunile hipervariabile din celalalt lant,
contribuie la formarea partii de legare a antigenului (vezi Kabat s.a., loc. cit.).

Termenii "CDR" si pluralul sau "CDRs" se refera la regiunea care determind complementaritatea
dintre care trei alcatuiesc caracterul de legare al unei regiuni variabile a lantului usor (CDR-L1, CDR-L2
si CDR-L3) si trei alcdtuiesc caracterul de legare al unei regiuni variabile a lantului greu (CDR-H1, CDR-
H2 si CDR-H3). CDRs contin majoritatea resturilor responsabile pentru interactiunile specifice ale
anticorpului cu antigenul si, prin urmare, contribuie la activitatea functionald a unei molecule de anticorp:
ele sunt principalii determinanti ai specificitatii antigenului.

Limitele si lungimile definitorii exacte ale CDR sunt supuse unor sisteme diferite de clasificare
si numerotare. Prin urmare, CDRs pot fi mentionate de Kabat, Chothia, contact, sau orice alte definitii de
limite, inclusiv sistemul de numerotare descris aici. In ciuda granitelor diferite, fiecare dintre aceste
sisteme are un anumit grad de suprapunere in ceea ce constituie asa-numitele "regiuni hipervariabile™ din
secventele variabile. Definitiile CDR in conformitate cu aceste sisteme pot diferi in lungime si in zonele
de limitd in raport cu regiunea cadru adiacentd. Vezi, de exemplu, Kabat (o abordare bazatd pe
variabilitatea secventei intre specii), Chothia (o abordare bazata pe studii cristalografice ale complexelor
antigen-anticorp) si/sau MacCallum (Kabat §.a., loc. cit.; Chothia s.a., J. Mol. Biol, 1987, 196: 901-917;
si MacCallum s.a., J. Mol. Biol, 1996, 262: 732). incd un alt standard pentru caracterizarea partii de
legare a antigenului este definitia AbM utilizata de software-ul de modelare a anticorpilor AbM de la
Oxford Molecular's AbM. Vezi, de ex., Protein Sequence si Structure Analysis of Antibody Variable
Domains. in: Antibody Engineering Lab Manual (Ed.: Duebel, S. si Kontermann, R., Springer-Verlag,
Heidelberg). in masura in care doud tehnici de identificare a resturilor definesc regiuni de suprapunere,
dar nu regiuni identice, ele pot fi combinate pentru a defini un CDR hibrid. Cu toate acestea, se prefera
numerotarea in conformitate cu aga-numitul sistem Kabat.

De obicei, CDRs formeaza o structura de bucld care poate fi clasificata ca o structurd canonica.
Termenul "structura canonica" se refera la conformatia principala a lantului care este adoptatd de buclele
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de legare a antigenului (CDR). Din studiile structurale comparative, s-a descoperit ca cinci dintre cele
sase bucle de legare a antigenului au doar un repertoriu limitat de conformatii disponibile. Fiecare
structurd canonicd poate fi caracterizatd 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 s.a., Nature, 1989, 342: 877; Martin si Thornton, J. Mol. Biol, 1996,
263: 800). Mai mult, existd o relatie intre structura buclei adoptata si secventele de aminoacizi care o
inconjoard. Conformatia unei anumite clase canonice este determinata de lungimea buclei si a resturilor
de aminoacizi care se afld in pozitiile cheie din bucla, precum si in cadrul conservat (adica, in afara
buclei). Prin urmare, atribuirea unei anumite clase canonice poate fi facutd pe baza prezentei acestor
resturi de aminoacizi cheie.

Termenul "structura canonica" poate include, de asemenea, consideratii cu privire la secventa
liniard a anticorpului, de exemplu, asa cum este catalogat de Kabat (Kabat s.a., loc. cit.). Schema
(sistemul) de numerotare Kabat este un standard adoptat pe scara larga pentru numerotarea resturilor de
aminoacizi ale unui domeniu variabil de anticorp intr-o manierd consecventd si este schema preferatd
aplicatd In prezenta inventie, asa cum este mentionat si in altd parte aici. Consideratii structurale
suplimentare pot fi, de asemenea, utilizate pentru a determina structura canonicd 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 s.a., si/sau dezvaluite prin alte tehnici, de exemplu, cristalografie si
modelare computationald bidimensionald sau tridimensionala. In consecinti, o anumiti secventd de
anticorp poate fi plasata Intr-o clasa canonica care permite, printre altele, identificarea secventelor de baza
adecvate (de ex., pe baza dorintei de a include o varietate de structuri canonice intr-o bibliotecd).
Numerotarea Kabat a secventelor de aminoacizi a anticorpilor si consideratii structurale asa cum este
descris de Chothia s.a., loc. cit. si implicatiile lor pentru construirea aspectelor canonice ale structurii
anticorpilor sunt descrise In literaturd. Structurile subunitatii si configuratiile tridimensionale ale
diferitelor clase de imunoglobuline sunt bine cunoscute in domeniu. Pentru o revizuire a structurii
anticorpilor, vezi Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, eds. Harlow s.a.,
1988.

CDR3 al lantului usor si, in special, CDR3 al lantului greu pot constitui cei mai importanti
determinanti in legarea antigenului in regiunile variabile ale lantului usor si greu. In unele constructe de
anticorpi, lantul greu CDR3 pare sa constituie zona majora de contact dintre antigen si anticorp. Schemele
de selectie in vitro in care se variaza numai CDR3 pot fi utilizate pentru a varia proprietatile de legare ale
unui anticorp, sau pentru a determina ce resturi contribuie la legarea unui antigen. Prin urmare, CDR3
este de obicei cea mai mare sursd de diversitate moleculard din partea de legare a anticorpilor. 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 imunoglobulini clasica de lungime complet, fiecare lant usor (L) este
legat de un lant greu (H) printr-o legaturd disulfurica covalenta, in timp ce cele doud lanturi H sunt legate
intre ele printr-una, sau mai multe legaturi disulfurd, in functie de izotipul lantului H. Domeniul CH cel
mai apropiat de VH este de obicei desemnat CH1. Domeniile constante ("C") nu sunt implicate direct in
legarea antigenului, dar prezinta diferite functii efectoare, cum ar fi, citotoxicitatea dependentd de
anticorpi, mediatd de celule si activarea complementului. Regiunea Fc a unui anticorp este cuprinsa in
domeniile constante ale lantului greu si este capabila, de exemplu, sa interactioneze cu receptorii Fc
localizati pe suprafata celulei.

Secventa genelor de anticorpi dupd asamblare si mutatie somaticd este foarte variatd si se
estimeazi ci aceste gene variate codifici 10 diferite molecule de anticorpi (Immunoglobulin Genes, ed.
a 2-a, eds. Jonio s.a., Academic Press, San Diego, CA, 1995). In consecinta, sistemul imunitar oferd un
repertoriu de imunoglobuline. Termenul "repertoriu”" se referd la cel putin o secventa de nucleotide
derivata total sau partial din cel putin o secventd care codifica cel putin o imunoglobulina. Secventa(ele)
poate(pot) fi generatd(e) prin rearanjare in vivo a segmentelor V, D si J ale lanturilor grele si ale
segmentelor V si J ale lanturilor usoare. Alternativ, secventa(ele) poate(pot) fi generata(e) dintr-o celuld
ca raspuns la care are loc rearanjarea, de ex., stimulare in vitro. Alternativ, o parte sau toati(e)
secventa(ele) pot fi obtinute prin splitare ADN, sinteza nucleotidelor, mutageneza si alte metode, vezi, de
ex., brevetul U.S. 5.565.332. Un repertoriul poate include doar o secventd, sau poate include o
multitudine de secvente, inclusiv cele dintr-o colectie diversa genetic.

Termenul "portiune Fc" sau "monomer Fc" inseamnd in legdturd cu aceastd inventie o
polipeptidd care cuprinde cel putin un domeniu care are functia unui domeniu CH2 si cel putin un
domeniu care are functia unui domeniu CH3 al unei molecule de imunoglobulind. Dupéd cum reiese din
termenul "monomer Fc", polipeptida care cuprinde acele domenii CH este un "monomer polipeptidic".
Un monomer Fc poate fi o polipeptida care cuprinde cel putin un fragment din regiunea constanta a unei
imunoglobuline, excluzand primul domeniu constant al imunoglobulinei din lantul greu (CH1), dar
mentinand cel putin o parte functionald a unui domeniu CH2 si o parte functionala a un domeniu CH3, in



10

15

20

25

30

35

40

45

50

MD/EP 3411402 T2 2022.05.31
16

care domeniul CH2 este amino terminal la domeniul CH3. Intr-un aspect preferat al acestei definitii, un
monomer Fc poate fi o regiune constantd polipeptidica care cuprinde o portiune din regiunea balama Ig-
Fc, o regiune CH2 si o regiune CH3, in care regiunea balama este amino terminald la domeniul CH2. Se
are 1n vedere ca regiunea balamalei din prezenta inventie promoveaza dimerizarea. Asemenea molecule
de polipeptida Fc pot fi obtinute prin digestia cu papaina a unei regiuni de imunoglobuline (desigur
rezultand un dimer a doua polipeptide Fc), de exemplu, fara limitare. Intr-un alt aspect al acestei definitii,
un monomer Fc poate fi o regiune polipeptidica care cuprinde o portiune dintr-o regiune CH2 si o regiune
CH3. Asemenea molecule de polipeptida Fc pot fi obtinute prin digestia cu pepsind a unei molecule de
imunoglobulini, de exemplu si fara limitare. Intr-un exemplu de realizare, secventa polipeptidici a unui
monomer Fc este substantial similard cu o secventa polipeptidicd Fc a: unei IgG; regiunea Fc, unei 1gG;
regiunea Fc, unei 1gGs regiunea Fc, unei 1gG4 regiunea Fc, unei IgM regiunea Fc, unei IgA regiunea Fc,
unei IgD regiunea Fc si unei IgE regiunea Fe. (Vezi, de ex., Padlan, Molecular Immunology, 31(3), 169-
217 (1993)). Deoarece existd o oarecare variatie intre imunoglobuline si numai pentru claritate,
monomerul Fc se refera la ultimele doud domenii ale imunoglobulinei din regiunea constanta a lantului
greu ale IgA, IgD si IgG si ultimele trei domenii ale imunoglobulinei din regiune constanta a lantului greu
ale IgE si IgM. Dupa cum s-a mentionat, monomerul Fc poate include, de asemenea, balamaua flexibila
N-terminald la aceste domenii. Pentru IgA si IgM, monomerul Fc poate include lantul J. Pentru IgG,
portiunea Fc cuprinde domeniile de imunoglobulina CH2 si CH3 si balamaua dintre primele doua
domenii si CH2. Desi limitele portiunii Fc pot varia, un exemplu pentru o portiune Fc a lantului greu de
IgG umana care cuprinde o balama functionald, domeniul CH2 si CH3 poate fi definit, de ex., sa cuprinda
resturile D231 (din domeniul balama - corespunzand lui D234 din Tabelul 1 de mai jos) pana la P476,
respectiv L476 (pentru 1gGa) de la capatul carboxil-terminal al domeniului CH3, in care numerotarea este
conform Kabat. Cele doud portiuni Fc sau monomeri Fc, care sunt fuzionati unul cu celalalt prin
intermediul unui linker peptidic definesc al treilea domeniu al constructului de anticorp conform
inventiei, care poate fi, de asemenea, definit ca domeniu scFc.

Intr-un exemplu de realizare a inventiei se are in vedere ci un domeniu scFc asa cum este
dezvaluit aici, respectiv monomerii Fc fuzionati unul cu altul sa fie cupringi numai in al treilea domeniu al
constructului de anticorp.

In conformitate cu prezenta inventie, o regiune balama IgG poate fi identificata prin analogie
folosind numerotarea Kabat asa cum este prezentata in Tabelul 1. In conformitate cu cele de mai sus, se
are in vedere ca un domeniu/regiune balama din prezenta inventie sd cuprinda resturile de aminoacizi.
corespunzatoare 1gG; secventa de la D234 la P243 conform numerotarii Kabat. De asemenea, se are in
vedere cad un domeniu/regiune balama din prezenta inventie cuprinde sau constd din secventa balama
IgG1 DKTHTCPPCP (SECV ID NR: 99) (care corespunde intinderii D234 la P243 asa cum este
prezentat in Tabelul 1 de mai jos - variatiile secventei mentionate sunt de asemenea avute in vedere, cu
conditia ca regiunea balamalei si promoveze in continuare dimerizarea). Intr-un exemplu de realizare
preferat al inventiei, situsul de glicozilare de la pozitia Kabat 314 a domeniilor CH2 din al treilea
domeniu al constructului de anticorp este indepartat printr-o substitutie N314X, in care X este orice
aminoacid excluzand Q. Substitutia mentionata este de preferinti o substitutie N314G. Intr-un exemplu de
realizare mai preferat, domeniul CH2 mentionat cuprinde, in plus, urmatoarele substitutii (pozitie
conform Kabat): V321C si R309C (aceste substitutii introduc puntea disulfurd de cisteind intra-domeniu
la pozitiile Kabat 309 si 321).

Se are in vedere, de asemenea, cd al treilea domeniu al constructului de anticorpi conform
inventiei cuprinde, sau consta intr-un ordin amino la carboxil: DKTHTCPPCP (SECV ID NR: 99) (adica
balama) -CH2-CH3-linker- DKTHTCPPCP (SECV ID NR: 99) (adica balama) -CH2-CH3. Linkerul
peptidic al constructului de anticorp mentionat anterior este intr-un exemplu de realizare preferat
caracterizat prin secventa de aminoacizi Gly-Gly-Gly-Gly-Ser, adica GlysSer (SECV ID NR: 1), sau
polimerii acesteia, adica (GlysSer)x, unde x este un numar intreg de 5 sau mai mare (de ex., 5, 6, 7, 8,
etc., sau mai mare), 6 fiind preferat ((Gly4Ser)6). Constructul mentionat mai poate cuprinde substitutiile
N314X mentionate anterior, de preferintd N314G si/sau substitutiile suplimentare V321C si R309C. intr-
un exemplu de realizare preferat al constructelor de anticorpi ale inventiei, asa cum s-a definit aici
anterior, se are in vedere ca cel de-al doilea domeniu sa se lege la un epitop extracelular al omului si/sau
al lantului Macaca CD3e.
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Tabelul 1: Numerotare Kabat a resturilor de aminoacizi a regiunii balama

Numerotare IMGT | Translatie Numerotare

pentru balama aminoacid IgG1 Kabat
1 | () 3 226
2 P 227
3 | K 228
4 S 232
5 | c 233
6 D 234
7 | K [ 235
8 T 236
9 | H | 237
10 T 238
1 | c ! 239
12 P 240
13 | P 241
14 c 242
15 | P | 243

in alte exemple de realizare ale prezentei inventii, domeniul/regiunea balama cuprinde, sau
consta din secventa balama subtip IgG2 ERKCCVECPPCP (SECV ID NR: 100), secventa balama subtip
IgG3 ELKTPLDTTHTCPRCP (SECV ID NR: 101) sau ELKTPLGDTTHTCPRCP (SECV ID NR: 103),
si/sau secventa balama subtip 1gG4 ESKYGPPCPSCP (SECV ID NR: 102). Secventa balama subtipului
IgG1 poate fi urmitoarea: EPKSCDKTHTCPPCP (asa cum se arata in Tabelul 1 si SECV ID NR: 104).
Aceste regiuni de balama de miez sunt astfel avute In vedere, de asemenea, In contextul prezentei inventii.

Locatia si secventa domeniului IgG CH2 si IgG CD3 pot fi identificate prin analogie folosind
numerotarea Kabat, asa cum este prezentata in Tabelul 2:

Tabelul 2: Numerotarea Kabat a resturilor de aminoacizi a IgG regiunea CH2 si CH3

Subtip  Ifansiaie  Numerotare Translatie  Numerotare
IgG CH2 aa Kabat CH2 CH3 aa Kabat CH3

10G,  APE. KAK 244 .30  GQP.. PGK  361. 478
IgG;  APP...KTK 244 .30 GQP...PGK  361...478
Ig8;  APE...KTK 244 30 GQP...PGK  31.. 478
lgGs  APE. KAK 244 .30 GQP. [GK 1. .478

Intr-un exemplu de realizare al inventiei, resturile de aminoacizi boldate evidentiate in domeniul
CH3 al primului sau ambilor monomeri Fc sunt sterse.

Linkerul peptidic, prin care monomerii polipeptidici ("portiunea Fc" sau "monomerul Fc") din al
treilea domeniu sunt fuzionati unul cu celalalt, cuprinde de preferinta cel putin 25 de resturi de aminoacizi
(25, 26, 27, 28, 29, 30, etc.). Mai preferabil, acest linker peptidic cuprinde cel putin 30 de resturi de
aminoacizi (30, 31, 32, 33, 34, 35, etc.). De asemenea, este de preferat ca linkerul sa cuprinda pana la 40
de resturi de aminoacizi, mai preferabil pana la 35 de resturi de aminoacizi, cel mai preferabil exact 30 de
resturi de aminoacizi. Un exemplu de realizare preferat al unui astfel de linker peptidic este caracterizat
prin secventa de aminoacizi Gly-Gly-Gly-Gly-Ser, adica GlysSer (SECV ID NR: 1), sau polimerii
acestora, adicd (GlysSer)x, unde x este un numadr intreg de 5, sau mai mare (de ex., 6, 7 sau 8). De
preferintd, numarul Intreg este 6 sau 7, mai preferabil numarul intreg este 6.

In cazul in care un linker este utilizat pentru a fuziona primul domeniu cu al doilea domeniu, sau
primul sau al doilea domeniu cu al treilea domeniu, acest linker are, de preferinta, o lungime si o secventa
suficiente pentru a se asigura ca fiecare dintre primul si al doilea domeniu poate, independent unul de
altul, sa isi pastreze specificitatile de legare diferentiale. Pentru linkerii peptidici care conecteaza cel putin
doua domenii de legare (sau doud domenii variabile) din 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, linkerii peptidici cu 12, 11, 10, 9, 8, 7, 6 sau 5 resturi de
aminoacizi sunt preferati. Un linker peptidic avut in vedere cu mai putin de 5 aminoacizi cuprinde 4, 3, 2
sau un aminoacid(i), In care linkerii bogati in Gly sunt preferati. Un exemplu de realizare preferat al
linkerului peptidic pentru o fuziune a primului si celui de al doilea domeniu este descrisd in SECV ID
NR: 1. Un exemplu de realizare preferat al linkerului, al linkerului peptidic pentru fuzionarea celui de-al
doilea si celui de al treilea domeniu este un linker (Gly) 4, numit si Ga-linker.
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Un aminoacid "singur" preferat In mod special in contextul unuia dintre "linkerii peptidici"
descrisi anterior este Gly. In consecinti, respectivul linker peptidic poate consta din un singur aminoacid
Gly. intr-un exemplu de realizare preferat al inventiei, un linker peptidic este caracterizat prin secventa de
aminoacizi Gly-Gly-Gly-Gly-Ser, adica GlysSer (SECV ID NR: 1), sau polimerii acestora, adica
(GlysSer)x, unde x este un numdr intreg de 1, sau mai mare (de ex., 2 sau 3). Linkerii preferati sunt
descrisi in SECV ID NR: 1 péna la 12. Caracteristicile linkerului peptidic mentionat, care cuprind absenta
promovirii structurilor secundare, sunt cunoscute in domeniu si sunt descrise de ex., in Dall'Acqua s.a.,
(Biochem. (1998) 37, 9266-9273), Cheadle s.a., (Mol Immunol (1992) 29, 21-30) si Raag si Whitlow
(FASEB (1995) 9(1), 73-80). Linkerii peptidici care, in plus, nu promoveaza nicio structurd secundara
sunt preferati. Legatura dintre domeniile mentionate unul cu altul poate fi furnizata, de ex., prin inginerie
geneticd, 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
binecunoscute in domeniu (de ex., WO 99/54440 sau Sambrook s.a., Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York, 2001).

Intr-un exemplu de realizare preferat a constructului de anticorpi sau a prezentei inventii, primul
si al doilea domeniu formeaza un construct de anticorp intr-un format selectat din grupul care constd din
(scFv)2, mAb cu un singur domeniu scFv si oligomerii oricéreia dintre aceste formate.

In conformitate cu un exemplu de realizare preferat in mod special, si asa cum este documentat
in exemplele anexate, primul si al doilea domeniu al constructului de anticorp conform inventiei este un
"construct de anticorp bispecific cu un singur lant", mai preferabil un "un singur lant Fv" 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 s-a descris anterior - 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; vezi de ex., Huston s.a. (1988) Proc. Natl. Acad. Sci USA 85:5879-5883).
Aceste fragmente de anticorpi sunt obtinute utilizdnd tehnici conventionale cunoscute persoanelor de
specialitate in domeniu, iar fragmentele sunt evaluate pentru functie in acelasi mod ca si anticorpii intregi
sau de lungime completd. 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) al imunoglobulinelor, de obicei
conectatd cu o peptida linker scurtd de aproximativ zece pand la aproximativ 25 de aminoacizi, de
preferinta aproximativ 15 pana la 20 de aminoacizi. Linkerul este de obicei bogat in glicind pentru
flexibilitate, precum si serind sau treonina pentru solubilitate si poate conecta fie capatul N-terminal al
VH cu capitul C-terminal al VL, fie vice versa. Aceasta proteina pastreaza specificitatea imunoglobulinei
originale, in ciuda elimindrii regiunilor constante si introducerii linkerului.

Constructele de anticorpi bispecifici 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,
Briihl, Immunol., (2001), 166, 2420-2426, Kipriyanov, J. Mol. Biol., (1999), 293, 41-56. Tehnicile
descrise pentru producerea de anticorpi cu un singur lant (vezi, printre altele, brevetul US 4.946.778,
Kontermann si Diibel (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 (o) tinti(e) aleasa(e).

Fragmente variabile bivalente (numite si divalente), sau bispecifice cu un singur lant (bi-SCFvS
sau di-scFvs avand formatul (scFv); pot fi realizate prin legarea a doua molecule scFv (de ex., cu linkeri
asa cum s-a descris anterior). Daca aceste doud molecule scFv au aceeasi specificitate de legare, molecula
(scFv), rezultata se va numi de preferintd bivalenta (adica are doua valente pentru acelasi epitop tintd).
Daca cele doud molecule scFv au specificitati de legare diferite, molecula (scFv); rezultatd va fi de
preferinta numita bispecifica. Legarea poate fi realizata prin producerea unui singur lant peptidic cu doua
regiuni VH si doud regiuni VL, producind scFvs tandem (vezi de ex., Kufer P. s.a., (2004) Trends in
Biotechnology 22(5):238-244). O alta posibilitate este crearea de molecule scFv cu peptide de legéitura
care sunt prea scurte pentru ca cele doud regiuni variabile s se plieze impreuna (de ex., aproximativ cinci
aminoacizi), fortdnd scFvs sa dimerizeze. Acest tip este cunoscut sub numele de diacorpi (vezi de ex.,
Hollinger, Philipp s.a., (iulie 1993) Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States
of America 90 (14): 6444-8).

in conformitate cu aceasta inventie, fie primul, al doilea, fie primul si al doilea domeniu pot
cuprinde un singur anticorp domeniu, respectiv domeniul variabil, sau cel putin CDRs ale unui anticorp
cu un singur domeniu. 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 obtinuti din anticorpi cu lant greu gasiti la
camelide, iar acestia se numesc fragmente VyH. Pestii cartilaginosi au, de asemenea, anticorpi cu lant
greu (IgNAR) din care se pot obtine anticorpii cu un singur domeniu numiti fragmente Vnag. O abordare
alternativa este Impartirea domeniilor variabile dimerice de imunoglobuline comune, de ex., de la oameni,
sau rozatoare in monomeri, obtinand astfel VH, sau VL ca un singur domeniu Ab. Desi majoritatea



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

MD/EP 3411402 T2 2022.05.31
19

cercetarilor privind anticorpii cu un singur domeniu se bazeaza in prezent pe domenii variabile ale
lantului greu, s-a demonstrat, de asemenea, cd nanocorpii derivati din lanturi usoare se leaga In mod
specific la epitopii tintd. Exemplele de anticorpi cu un singur domeniu sunt numite sdAb, nanocorpi sau
anticorpi cu un singur domeniu variabil.

Un (mAb cu un singur domeniu), este, prin urmare, un construct de anticorp monoclonal compus
din (cel putin) doi anticorpi monoclonali cu un singur domeniu, care sunt selectati individual din grupul
care cuprinde Vi, Vi, VuH si Vnar. Linkerul este de preferintd 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 s-a descris anterior si o moleculd scFv asa cum s-a
descris anterior. Din nou, linkerul este de preferinta sub forma unui linker peptidic.

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
bazd de celule. Se pot utiliza, de asemenea, microparticule (granule) cuplate cu avidina. Similar cu o
placd ELISA acoperitd cu avidind, atunci cand reactioneaza cu o proteina biotinilata, fiecare dintre aceste
granule poate fi utilizata ca substrat pe care poate fi efectuat un test. Antigenul este acoperit pe o granula
si apoi preacoperit cu primul anticorp. Se adauga al doilea anticorp si se determind orice legare
suplimentara. Mijloacele posibile pentru citire includ citometria in flux.

Celulele T sau limfocitele T sunt un tip de limfocite (un tip de globule albe din sange) care joaca
un rol central in imunitatea mediata de celule. Existd mai multe subseturi de celule T, fiecare cu o functie
distinctd. Celulele T pot fi distinse 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 major de histocompatibilitate (MHC) si este compus din
doua lanturi proteice diferite. in 95% dintre celulele T, TCR consti dintr-un lant alfa (a) si beta (). Cand
TCR se angajeaza cu peptida antigenica si MHC (complex peptidd/MHC), limfocita T este activata printr-
0 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 CD36 (delta) si doud lanturi CD3e (epsilon). Aceste
lanturi se asociaza cu receptorul celulelor T (TCR) si asa-numitul lant { (zeta) pentru a forma complexul
receptor al celulelor T CD3 si pentru a genera un semnal de activare in limfocitele T. Lanturile CD3y
(gamma), CD35 (delta) si CD3¢ (epsilon) sunt proteine de suprafatd celulara inrudite din superfamilia de
imunoglobuline care contine un singur domeniu de imunoglobulind extracelular. Cozile intracelulare ale
moleculelor CD3 contin un singur motiv conservat cunoscut sub numele de motiv de activare a unui
imunoreceptor pe baza de tirozind, sau pe scurt ITAM, care este esential pentru capacitatea de
semnalizare a TCR. Molecula epsilon CD3 este o polipeptida care la om este codificatd de gena CD3E
care rezida pe cromozomul 11. Epitopul cel mai preferat al CD3 epsilon este cuprins in resturile de
aminoacizi 1-27 ale domeniului extracelular CD3 epsilon uman. Se are in vedere cid constructele de
anticorpi conform prezentei inventii prezinta in mod obisnuit si avantajos o activare mai putin nespecifica
a celulelor T, ceea ce nu este dorit in imunoterapia specifica. Acest lucru se traduce printr-un risc redus de
efecte secundare.

Liza redirectionatd a celulelor tintd prin recrutarea celulelor T de catre un Constructul de
anticorp multispecific, cel putin bispecific, implica formarea sinapselor citolitice si eliberarea de perforind
si granzime. Celulele T angajate sunt capabile de liza celulelor tintd in serie si nu sunt afectate de
mecanismele de evadare imuna care interfereazd cu procesarea si prezentarea antigenului peptidic sau
diferentierea celulelor T clonale; vezi, de ex., WO 2007/042261.

Citotoxicitatea mediatd de constructele de anticorpi ale inventiei poate fi masuratad in diferite
moduri. Celulele efectoare pot fi de ex., celule T CD8 pozitive stimulate (umane), sau celule
mononucleare din singele periferic (PBMC) nestimulate (umane). Daca celulele tinta sunt de origine de
macac, sau exprima, sau sunt transfectate cu BCMA de macac care este legat de primul domeniu, celulele
efectoare ar trebui, de asemenea, sa fie de origine de macac, cum ar fi, o linie de celule T de macac, de
ex., 4119LnPx. Celulele tintd ar trebui sa exprime (cel putin domeniul extracelular al) BCMA, de ex.,
BCMA uman sau macac. Celulele tinta pot fi o linie celulara (cum ar fi, CHO) care este transfectata stabil
sau tranzitoriu cu BCMA, de ex., BCMA uman sau de macac. Alternativ, celulele tinta pot fi o linie
celulard expresoare naturala pozitiva BCMA, cum ar fi, linia celulara de mielom multiplu uman L363, sau
NCI-H929. De obicei valorile ECso sunt de asteptat sa fie mai mici cu liniile celulare tinta, care exprima
niveluri mai mari de BCMA pe suprafata celulei. Raportul efector la celula tintd (E:T) este de obicei de
aproximativ 10:1, dar poate varia. Activitatea citotoxica a constructelor de anticorpi bispecifici
BCMAXCD3 poate fi misuratd intr-un test de eliberare a !Cr (timp de incubare de aproximativ 18 ore),
sau intr-un test de citotoxicitate bazat pe FACS (timp de incubare de aproximativ 48 de ore). Sunt de
asemenea posibile modificari ale timpului de incubare a testului (reactie citotoxicd). Alte metode de
masurare a citotoxicitatii sunt binecunoscute persoanei de specialitate si cuprind teste MTT sau MTS,
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teste pe bazd de ATP incluzand teste bioluminiscente, testul sulforodamina B (SRB), testul WST, testul
clonogenic si tehnologia ECIS.

Activitatea citotoxicd mediatd de constructele de anticorpi bispecifici BCMAXCD3 din prezenta
inventie este masurata de preferintd intr-un test de citotoxicitate pe baza de celule. Poate fi masurat si intr-
un test de eliberare a 5Cr. Acesta este reprezentat de valoarea ECso, care corespunde jumatatii
concentratiei efective maxime (concentratia constructului de anticorp care induce un raspuns citotoxic la
jumatatea distantei dintre linia de baza si maximum). De preferinta, valoarea ECso a constructelor de
anticorp bispecific BCMAXCD3 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 ECsp mentionate anterior pot fi masurate in diferite teste. Persoana de specialitate in
domeniu este constientd cd o valoare ECsp poate fi de asteptat s fie mai mica atunci cand sunt utilizate
celulele T stimulate/imbogitite CD8* ca celule efectoare, in comparatie cu PBMC nestimulate. in plus, se
poate astepta ca valorile ECso sa fie mai mici atunci cand celulele tintd exprima un numar mare de BCMA
in comparatie cu un sobolan cu expresie tintd scazutd. De exemplu, atunci cand sunt utilizate celulele T
umane, stimulate/imbogitite CD8" ca celule efectoare (si sunt utilizate ca celule tintd fie celule
transfectate BCMA, cum ar fi, celulele CHO, fie linii de celule umane pozitive BCMA), valoarea ECsp a
constructului de anticorp bispecific BCMAxXCD3 este de preferintd <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 PBMCs umane sunt utilizate ca celule efectoare,
valoarea ECsg a constructului de anticorp bispecific BCMAxCD3 este de preferintd <5000 pM sau <4000
PM (in special atunci cand celulele tinta sunt linii celulare umane pozitive BCMA), mai preferabil <2000
pM (in special atunci cand celulele tintd sunt celule transfectate BCMA, cum ar fi, celule 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. Cand o linie de celule T de macac,
cum ar fi, LnPx4119, este utilizata ca celule efectoare si o linie de celule transfectate de macac, cum ar fi,
celulele CHO, este utilizata ca linie de celule tintd, valoarea ECsq a constructului de anticorp bispecific
BCMAXCD3 este de preferintd <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.

De preferinta, constructele de anticorpi bispecifici BCMAxCD3 din prezenta inventie nu
induc/mediaza liza, sau nu induc/mediaza in esentd liza celulelor negative BCMA, cum ar fi, celulele
CHO, sau celulele HL60, MES-SA sau SNU-16. Termenul "nu induc liza", "nu induc in esenta liza", "nu
mediaza liza", sau "nu mediaza In mod esential liza" inseamna ca un Constructul de anticorp conform
prezentei inventii nu induce, sau nu mediaza liza mai mult de de 30 %, preferabil nu mai mult de 20%,
mai preferabil nu mai mult de 10%, particular preferat nu mai mult de 9%, 8%, 7%, 6% sau 5% din celule
negative BCMA, prin care liza unei linii celulare umane pozitive BCMA este setat sa fie 100%. Acest
lucru se aplica de obicei pentru concentratii ale constructului de anticorpi de pana la 500 nM. Persoana de
specialitate in domeniu stie cum sa masoare liza celulard fara altd dificultate. Mai mult, prezenta
specificatie Invata instructiuni specifice despre cum s se masoare liza celulara.

Diferenta de activitate citotoxica dintre izoforma monomerica si dimericd a constructelor
individuale de anticorpi bispecifici BCMAxCD3 este denumita "decalaj de potenta". Acest decalaj de
potenta se poate calcula, de ex., ca raport intre valorile ECso ale formei monomerice si dimerice a
moleculei. Decalajele de potentd ale constructelor de anticorpi bispecifici BCMAxCD3 din prezenta
inventie sunt de preferinta < 5, mai preferabil < 4, chiar mai preferabil < 3, chiar mai preferabil < 2 si cel
mai preferabil < 1.

Primul si/sau cel de-al doilea (sau orice alt domeniu) de legare al constructului de anticorpi
conform inventiei este/sunt, de preferintd, specifici incrucisati pentru membrii ordinului mamiferelor de
primate. Domeniile de legare la CD3 specifice intre specii sunt, de ex., descrise in WO 2008/119567.
Conform unui exemplu de realizare, primul si/sau al doilea domeniu de legare, pe langa legarea la BCMA
uman si, respectiv, la CD3 uman, se vor lega, de asemenea, la BCMA/CD3 de primate incluzand (dar fara
a se limita la) primate din lumea noud (cum ar fi, Callithrix jacchus, Saguinus Oedip sau Saimiri
sciureus), primate din lumea veche (cum ar fi, babuini si macaci), giboni si homininae non-umane.

Intr-un exemplu de realizare a constructului de anticorpi conform inventiei, primul domeniu se
leagd de BCMA uman si se leaga in continuare la BCMA de macac, cum ar fi, BCMA de Macaca
fascicularis, si mai preferabil, la BCMA de macac exprimat pe suprafata celulelor de macac. Afinitatea
primului domeniu pentru BCMA, de preferinta pentru BCMA uman, este de preferintda <100 nM sau <50
nM, mai preferabil <25 nM sau <20 nM, mai preferabil <15 nM sau <10 nM, chiar mai preferabil <5 nM,
chiar mai preferabil <2,5 nM sau <2 nM, chiar mai preferabil <1 nM, chiar mai preferabil <06 nM, chiar
mai preferabil <0,5 nM, si cel mai preferabil <0,4 nM. Afinitatea poate fi masuratd, de ex., intr-un test
BlIAcore, sau intr-un test Scatchard. Alte metode de determinare a afinittii sunt, de asemeneca,
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binecunoscute persoanei de specialitate. Afinitatea primului domeniu pentru BCMA de macac este de
preferinta <15 nM, mai preferabil <10 nM, chiar mai preferabil <5 nM, chiar mai preferabil <1 nM, chiar
mai preferabil <0,5 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
macacului BCMA fata de BCMA uman [ma BCMA: hu BCMA] (dupa cum este determinat, de ex., prin
analiza BiaCore, sau prin analiza Scatchard) este <100, de preferinta <20, mai preferabil <15, inca mai
preferabil <10, chiar mai preferabil <8, mai preferabil <6 si cel mai preferabil <2. Intervalele preferate
pentru intervalul de afinitate al constructelor de anticorpi conform inventiei pentru legarea BCMA de
macac fata de BCMA uman 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.

Al doilea domeniu al constructului de anticorpi conform inventiei se leaga la CD3 epsilon uman
si/sau la CD3 epsilon de Macaca. Intr-un exemplu de realizare preferat, al doilea domeniu se leaga in plus
la CD3 epsilon de Callithrix jacchus, Saguinus Oedipus sau Saimiri sciureus. Callithrix jacchus si
Saguinus oedipus sunt ambele primate din lumea noud care apartine familiei de Callitrichidae, in timp ce
Saimiri sciureus este o primatd de lume noud care apartine familiei de Cebidae.

Pentru Constructul de anticorp din prezenta inventie este de preferat ca cel de-al doilea domeniu
care se leaga la un epitop extracelular al omului si/sau al lantului epsilon CD3 de Macaca sa cuprindé o
regiune VL care cuprinde CDR-L1, CDR-L2 si CDR-L3 selectate dintre:

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

(b) CDR-LI asa cum este ilustrat in SECV ID NR: 117 din WO 2008/119567, CDR-L2 asa cum este
ilustrat in SECV ID NR: 118 din WO 2008/119567 si CDR-L3 asa cum este ilustrat in SECV ID NR: 119
din WO 2008/119567; si

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

Intr-un exemplu de realizare preferat suplimentar al constructului de anticorpi din prezenta
inventie, al doilea domeniu care se leaga la un epitop extracelular al omului si/sau al lantului epsilon CD3
de Macaca sa cuprinda o regiune VH care cuprinde CDR-H1, CDR-H2 si CDR-H3 selectate dintre:

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

(b) CDR-HI1 asa cum este ilustrat in SECV ID NR: 30 din WO 2008/119567, CDR-H2 asa cum este
ilustrat in SECV ID NR: 31 din WO 2008/119567 si CDR-H3 asa cum este ilustrat in SECV ID NR: 32
din WO 2008/119567;

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

(d) CDR-HI1 asa cum este ilustrat in SECV ID NR: 66 din WO 2008/119567, CDR-H2 asa cum este
ilustrat in SECV ID NR: 67 din WO 2008/119567 si CDR-H3 asa cum este ilustrat in SECV ID NR: 68
din WO 2008/119567;

(e) CDR-H1 asa cum este ilustrat in SECV ID NR: 84 din WO 2008/119567, CDR-H2 asa cum este
ilustrat iIn SECV ID NR: 85 din WO 2008/119567 si CDR-H3 asa cum este ilustrat in SECV ID NR: 86
din WO 2008/119567;

(f) CDR-H1 asa cum este ilustrat in SECV ID NR: 102 din WO 2008/119567, CDR-H2 asa cum este
ilustrat in SECV ID NR: 103 din WO 2008/119567 si CDR-H3 asa cum este ilustrat in SECV ID NR: 104
din WO 2008/119567;

(g) CDR-HI asa cum este ilustrat in SECV ID NR: 120 din WO 2008/119567, CDR-H2 asa cum este
ilustrat in SECV ID NR: 121 din WO 2008/119567 si CDR-H3 asa cum este ilustrat in SECV ID NR: 122
din WO 2008/119567;

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

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

(j) CDR-H1 asa cum este ilustrat in SECV ID NR: 174 din WO 2008/119567, CDR-H2 asa cum este
ilustrat in SECV ID NR: 175 din WO 2008/119567 si CDR-H3 asa cum este ilustrat in SECV ID NR: 176
din WO 2008/119567.
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Intr-un exemplu de realizare preferat al constructiei de anticorpi conform inventiei, cele trei
grupuri de VL CDRs descrise anterior sunt combinate cu cele zece grupuri de VH CDRs descrise anterior
in al doilea domeniu de legare pentru a forma (30) grupari, fiecare cuprinzdnd CDR-L 1-3. si CDR-H 1-3.

Este de preferat pentru Constructul de anticorp din prezenta inventie ca cel de-al doilea domeniu
care se leagd la CD3 sa cuprinda o regiune VL selectata din grupul care consta din cele descrise in SECV
ID NR: 17, 21, 35, 39, 53, 57, 71, 75, 89, 93, 107, 111, 125, 129, 143, 147, 161, 165, 179 sau 183 din WO
2008/119567 sau asa cum este ilustrat in SECV ID NR: 13.

De asemenea, este de preferat ca cel de-al doilea domeniu care se leagd la CD3 sa cuprindd o
regiune VH selectatd din grupul care constad din cele descrise in 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 sau asa cum este
ilustrat in SECV ID NR: 14.

Mai preferabil, constructul de anticorp din prezenta inventie este caracterizat printr-un al doilea
domeniu care se leagd la CD3 care cuprinde o regiune VL si o regiune VH selectatd din grupul care
consta din:

(a) o regiune VL asa cum este ilustratd in SECV ID NR: 17 sau 21 din WO 2008/119567 si o regiune VH
asa cum este ilustratad in SECV ID NR: 15 sau 19 din WO 2008/119567;

(b) o regiune VL asa cum este ilustratd in SECV ID NR: 35 sau 39 din WO 2008/119567 si o regiune VH
asa cum este ilustratd in SECV ID NR: 33 sau 37 din WO 2008/119567;

(c) o regiune VL asa cum este ilustrata in SECV ID NR: 53 sau 57 din WO 2008/119567 si o regiune VH
asa cum este ilustratad in SECV ID NR: 51 sau 55 din WO 2008/119567;

(d) o regiune VL asa cum este ilustratd in SECV ID NR: 71 sau 75 din WO 2008/119567 si o regiune VH
asa cum este ilustratad in SECV ID NR: 69 sau 73 din WO 2008/119567;

(e) o regiune VL asa cum este ilustratd in SECV ID NR: 89 sau 93 din WO 2008/119567 si o regiune VH
asa cum este ilustratd in SECV ID NR: 87 sau 91 din WO 2008/119567;

() o regiune VL asa cum este ilustratd in SECV ID NR: 107 sau 111 din WO 2008/119567 si o regiune
VH asa cum este ilustratd in SECV ID NR: 105 sau 109 din WO 2008/119567;

(g) o regiune VL asa cum este ilustratd in SECV ID NR: 125 sau 129 din WO 2008/119567 si o regiune
VH asa cum este ilustratd in SECV ID NR: 123 sau 127 din WO 2008/119567;

(h) o regiune VL asa cum este ilustrata in SECV ID NR: 143 sau 147 din WO 2008/119567 si o regiune
VH asa cum este ilustratd in SECV ID NR: 141 sau 145 din WO 2008/119567,

(1) o regiune VL asa cum este ilustratd in SECV ID NR: 161 sau 165 din WO 2008/119567 si o regiune
VH asa cum este ilustratd in SECV ID NR: 159 sau 163 din WO 2008/119567; si

(j) o regiune VL asa cum este ilustratd in SECV ID NR: 179 sau 183 din WO 2008/119567 si o regiune
VH asa cum este ilustratd 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 care se leaga la CD3 care cuprinde o regiune VL asa cum este descrisa in SECV ID NR:
13 si o regiune VH asa cum este descrisa in SECV ID NR: 14.

Conform unui exemplu de realizare preferat al constructului de anticorpi din prezenta inventie,
primul si/sau al doilea domeniu au urmatorul format: Perechile de regiuni 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 pozitionatd la N-terminal al unei secvente linker, iar
regiunea VL sa fie pozitionatd la C-terminal al secventei linker.

Un exemplu de realizare preferat al constructului de anticorp descris anterior din prezenta
inventie este caracterizat prin al doilea domeniu care se leaga la CD3 care cuprinde o secventd de
aminoacizi selectatd din grupul care consta din 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 sau asa cum este ilustrat in SECV
ID NR: 15.

Se are in vedere, de asemenea, ca primul domeniu de legare al constructului de anticorp conform
inventiei sa cuprindd o regiune VL care cuprinde CDR-L1, CDR-L2 si CDR-L3 si o regiune VH care
cuprinde CDR-H1, CDR-H2 si CDR-3 selectate din grupul care consta din:

(a) CDR-L1 asa cum este ilustrat in SECV ID NR: 48, CDR-L2 asa cum este ilustrat in SECV ID NR: 49,
CDR-L3 asa cum este ilustrat in SECV ID NR: 50, CDR-H1 asa cum este ilustrat in SECV ID NR: 45,
CDR-H2 asa cum este ilustrat in SECV ID NR: 46, si CDR-H3 asa cum este ilustrat in SECV ID NR: 47,
(b) CDR-L1 asa cum este ilustrat in SECV ID NR: 66, CDR-L2 asa cum este ilustrat in SECV ID NR: 67,
CDR-L3 asa cum este ilustrat in SECV ID NR: 68, CDR-H1 asa cum este ilustrat in SECV ID NR: 63,
CDR-H2 asa cum este ilustrat in SECV ID NR: 64, si CDR-H3 asa cum este ilustrat in SECV ID NR: 65;
si

(c) CDR-L1 asa cum este ilustrat in SECV ID NR: 84, CDR-L2 asa cum este ilustrat in SECV ID NR: 85,
CDR-L3 asa cum este ilustrat in SECV ID NR: 86, CDR-H1 asa cum este ilustrat in SECV ID NR: 81,
CDR-H2 asa cum este ilustrat in SECV ID NR: 82, si CDR-H3 asa cum este ilustrat in SECV ID NR: 83.
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In plus, este avut in vedere ci primul domeniu de legare al constructului de anticorpi conform
inventiei cuprinde o regiune VH si o regiune VL selectate din grupul care consta din:

(a) o regiune VH asa cum este ilustrata in SECV ID NR: 51 si o regiune VL asa cum este ilustrata
SECV ID NR: 52;

(b) o regiune VH asa cum este ilustratd in SECV ID NR: 57 si o regiune VL asa cum este ilustrata in
SECV ID NR: 58;

(c) o regiune VH asa cum este ilustrata in SECV ID NR: 69 si o regiune VL asa cum este ilustrata 1
SECV ID NR: 70;

(d) o regiune VH asa cum este ilustratd in SECV ID NR: 75 si o regiune VL asa cum este ilustrata 1
SECV ID NR: 76;

(e) o regiune VH asa cum este ilustrata in SECV ID NR: 87 si o regiune VL asa cum este ilustratd in
SECV ID NR: 88; si

(f) o regiune VH asa cum este ilustratd In SECV ID NR: 93 si o regiune VL asa cum este ilustratd
SECV ID NR: 94.

in plus, este avut in vedere ci primul domeniu de legare al constructului de anticorp conform
inventiei cuprinde o secventd de aminoacizi selectata din grupul care consta din cei descrisi in SECV ID
NR: 53, 59, 71, 77, 89 sau 95.

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

Resturile de cisteinil reactioneazd cel mai frecvent cu o-haloacetatii (si aminele
corespunzatoare), cum ar fi, acidul cloroacetic, sau cloracetamida, pentru a da derivati de carboximetil,
sau carboxiamidometil. Resturile cisteinil sunt, de asemenea, derivatizate prin reactia cu
bromotrifluoroacetona, acid a-bromo-B-(5-imidozoil)propionic, cloroacetil fosfat, N-alchilmaleimide, 3-
nitro-2-piridil disulfurd, metil 2-piridil disulfurd, p-cloromercuribenzoat, 2-cloromercuri-4-nitrofenol, sau
cloro-7-nitrobenzo-2-oxa-1,3-diazol.

Resturile 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,
utild; reactia se efectueaza de preferintd in cacodilat de sodiu 0,1 M la pH 6,0. Resturile lizinil si amino
terminale reactioneazd cu anhidride de acid succinic, sau cu alte anhidride de acid carboxilic.
Derivatizarea cu acesti agenti are ca efect inversarea sarcinii resturilor de lizinil. Alti reactivi adecvati
pentru derivatizarea resturilor care contin alfa-amino includ imidoesteri, cum ar fi, metil picolinimidatul;
fosfat de piridoxal; piridoxal; cloroborohidrura; acid trinitrobenzensulfonic; O-metilizouree; 2,4-
pentandiond; si reactia catalizata de transaminaze cu glioxilat.

Resturile de arginil sunt modificate prin reactia cu unul sau mai multi reactivi conventionali,
printre care fenilglioxal, 2,3-butandiona, 1,2-ciclohexandiond si ninhidrina. Derivatizarea resturilor de
arginind necesita ca reactia sa fie efectuata in conditii alcaline din cauza pKa ridicat al grupului functional
guanidind. Mai mult, acesti reactivi pot reactiona cu gruparile de lizind, precum si cu gruparea epsilon-
amino de arginina.

Se poate face modificarea specificd a resturilor de tirozil, cu un interes deosebit in introducerea
de marcaje spectrale in resturile de tirozil prin reactia cu compusi aromatici de diazoniu, sau
tetranitrometan. Sunt utilizati cel mai frecvent, N-acetilimidizolul si tetranitrometanul pentru a forma
specii de O-acetil tirozil si, respectiv, derivati 3-nitro. Resturile de tirozil sunt iodate folosind %I, sau 3|
pentru a prepara proteine marcate pentru utilizare in radioimunotest, metoda cloraminei T descrisd 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,
resturile de aspartil si glutamil sunt transformate in resturi de asparaginil si glutaminil prin reactia cu ionii
de amoniu.

Derivatizarea cu agenti bifunctionali este utila pentru reticularea constructelor de anticorpi din
prezenta inventie la o matrice, sau o suprafatd suport insolubila in apa pentru utilizare intr-0 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 ex., 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. Agentii de derivatizare cum ar fi, metil-3-
[(p-azidofenil)ditio]propioimidatul produc intermediari fotoactivabili care sunt capabili sa formeze
legaturi incrucisate in prezenta luminii. Alternativ, matricile reactive, insolubile in apd, cum ar fi,
carbohidratii activati cu bromura de cianogen si substraturile reactive, asa cum este descris in brevetele
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U.S. nr. 3.969.287; 3.691.016; 4.195.128; 4.247.642; 4.229.537; si 4.330.440 sunt folosite pentru
imobilizarea proteinelor.

Resturile glutaminil si asparaginil sunt frecvent deamidate la resturile corespunzitoare de
glutamil si, respectiv, aspartil. Alternativ, aceste resturi sunt deamidate in conditii usor acide. Fiecare
forma a acestor resturi intrd in domeniul de aplicare al acestei inventii.

Alte modificari includ hidroxilarea prolinei si lizinei, fosforilarea gruparilor hidroxil ale
resturilor seril sau treonil, metilarea gruparilor a-amino ale lanturilor laterale de lizind, arginind 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 scopul acestei inventii
cuprinde modificarea modelului de glicozilare al proteinei. Dupa cum este cunoscut in domeniu, modelele
de glicozilare pot depinde atdt de secventa proteinei (de ex., prezenta sau absenta unor resturi particulare
de aminoacizi de glicozilare, discutate mai jos), cat si de celula gazda, sau organismul in care este
produsa proteina. Sistemele de expresie particulare sunt discutate mai jos.

Glicozilarea polipeptidelor este in mod tipic fie legata de N, fie legatd de O. N-legat se refera la
atasarea fragmentului carbohidrat la lantul lateral al unui reziduu de asparagina. Secventele tri-peptidice
asparagina-X-serina si asparagind-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 de
asparagina. Astfel, prezenta oricéreia dintre aceste secvente tri-peptida intr-o polipeptida creeaza un situs
potential de glicozilare. Glicozilarea O-legata 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.

Adéugarea situsurilor de glicozilare la constructul de anticorp este realizatd in mod convenabil
prin modificarea secventei de aminoacizi astfel incdt aceasta si contind una sau mai multe dintre
secventele tri-peptidice descrise anterior (pentru situsurile de glicozilare N-legate). Modificarea poate fi,
de asemenea, realizata prin addugarea sau substituirea cu unul sau mai multe resturi serind sau treoniné la
secventa initiald (pentru situsurile de glicozilare O-legate). Pentru usurinta, secventa de aminoacizi a unui
construct de anticorp este de preferintd modificatd prin modificari la nivel de ADN, in special prin
mutarea ADN-ului care codificd polipeptida la baze preselectate astfel incat sa fie generati codoni care se
vor traduce In aminoacizii doriti.

Un alt mijloc de crestere a numarului de fragmente de carbohidrati de pe constructul de anticorp
este prin cuplarea chimica sau enzimaticd a glicozidelor la proteina. Aceste proceduri sunt avantajoase
prin faptul ca nu necesita producerea proteinei intr-o celuld 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 la
(a) arginina si histidina, (b) grupari carboxil libere, (c) grupari sulthidril libere, cum ar fi, cele ale
cisteinei, (d) grupari hidroxil libere, cum ar fi, cele ale serinei, treoninei sau hidroxiprolinei, (e) resturi
aromatice, cum ar fi, cele ale fenilalaninei, tirozinei sau triptofanului, sau (f) gruparea amida a glutaminei.
Aceste metode sunt descrise in WO 87/05330, si in Aplin si Wriston, 1981, CRC Crit. Rev. Biochem., pp.
259-306.

Indepartarea fragmentelor carbohidrat prezente pe constructul de anticorp initial poate fi
realizatd chimic sau enzimatic. Glicozilarea chimica necesitd expunerea proteinei la compusul acid
trifluormetansulfonic, sau la un compus echivalent. Acest tratament are ca rezultat scindarea majoritatii,
sau a tuturor zaharurilor, cu exceptia zaharului de legaturd (N-acetilglucozamini, sau N-
acetilgalactozamind), lasdnd in acelasi timp polipeptida intactd. Glicozilarea chimicd este descrisa de
Hakimuddin s.a., 1987, Arch. Biochim. Biophys. 259:52 si prin Edge s.a., 1981, Anal. Biochim. 118:131.
Scindarea enzimaticd a resturilor de carbohidrati de pe polipeptide poate fi realizatd prin utilizarea unei
varietati de endo- si exo-glicozidaze, asa cum este descris de Thotakura s.a., 1987, Meth. Enzimol.
138:350. Glicozilarea la situsurile potentiale de glicozilare poate fi prevenita prin utilizarea compusului
tunicamicind asa cum este descris de Duskin s.a., 1982, J. Biol. Chim. 257:3105. Tunicamicina blocheaza
formarea legaturilor proteina-N-glicozida.

Alte modificari ale constructului de anticorpi sunt de asemenea avute in vedere aici. De
exemplu, un alt tip de modificare covalentd a constructului de anticorp cuprinde legarea constructului de
anticorp la diferiti polimeri neproteici, incluzdnd, dar fard a se limita la, diversi polioli, cum ar fi,
polietilen glicol, polipropilen glicol, polioxialchilen, sau copolimeri de polietilen glicol si polipropilen
glicol, in modul stabilit in brevetele U.S. nr. 4.640.835; 4.496.689; 4.301.144; 4.670.417; 4.791.192 sau
4.179.337. In plus, dupd cum este cunoscut in domeniu, substitutiile de aminoacizi pot fi ficute in diferite
pozitii in cadrul constructului de anticorp, de ex., pentru a facilita adaugarea de polimeri precum PEG.

In unele exemple de realizare, modificarea covalentd a constructelor de anticorpi ale inventiei
cuprinde addugarea uneia sau mai multor etichete. Gruparea de marcare poate fi cuplata la constructul de
anticorp prin intermediul bratelor distantiere de diferite lungimi pentru a reduce potentialul obstacol
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steric. Diferite metode pentru marcarea proteinelor sunt cunoscute in domeniu si pot fi utilizate in
realizarea prezentei inventii. Termenul "etichetd" sau "grup de etichetare” se referd la orice etichetad
detectabild. In general, etichetele se incadreazi intr-0 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, 353, SQZr' 90Y, 99TC, 111|n, 125|, 131|)

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

c¢) fragmente active redox

d) coloranti optici (inclusiv, dar fard a se limita la, cromofori, fosfori si fluorofori), cum ar fi, grupari
fluorescente (de ex., FITC, rodamina, fosfori de lantanida), grupari chemiluminiscente si fluorofori care
pot fi fie fluori cu "molecule mici", fie fluori proteinici

e) grupari enzimatice (de ex., peroxidaza de hrean, B-galactozidaza, luciferaza, fosfataza alcalind)

f) grupari biotinilate

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

Prin "eticheta fluorescenta" se intelege orice moleculd care poate fi detectatd prin intermediul
proprietatile sale fluorescente inerente. Etichetele fluorescente adecvate includ, dar nu se limiteaza la,
fluoresceind, rodamina, tetrametilrodamind, eozind, eritrozind, cumarind, metil-cumarine, piren, verde
Malacit, stilben, galben Lucifer, Cascade BlueJ, 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), Cascade Blue, Cascade Yellow si R-ficoeritrind (PE) (Molecular Probes, Eugene, OR),
FITC, Rodamina si rosu Texas (Pierce, Rockford, IL), Cy5, Cy 5.5, Cy7 (Amersham Life Science,
Pittsburgh, PA). Colorantii optici adecvati, inclusiv fluorofori, sunt descrisi in Molecular Probes
Handbook de Richard P. Haugland.

Etichetele fluorescente proteice adecvate includ, de asemenea, dar nu se limiteaza la, proteina
fluorescentd verde, inclusiv o specie Renilla, Ptilosarcus sau Aequorea de GFP (Chalfie s.a., 1994,
Science 263:802-805), EGFP (Clontech Laboratories, Inc., Numar de Acces Genbank U55762), proteini
fluorescentd albastra (BFP, Quantum Biotechnologies, Inc. 1801 de Maisonneuve Blvd. West, 8th Floor,
Montreal, Quebec, Canada H3H 1J9; Stauber, 1998, Biotechniques 24:462-471; Heim s.a., 1996, Curr.
Biol. 6:178-182), proteind fluorescentd galbend imbunatatitda (EYFP, Clontech Laboratories, Inc.),
luciferaza (Ichiki s.a., 1993, J. Immunol. 150:5408-5417), B galactozidaza (Nolan s.a., 1988, Proc. Natl.
Acad. Sci. U.S.A. 85:2603-2607) si Renilla (W092/15673, W095/07463, W098/14605, W098/26277,
W099/49019, brevetele US 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).

Constructul de anticorp conform inventiei poate cuprinde, de asemenea, domenii suplimentare,
care sunt, de ex., utile in izolarea moleculei, sau se referd la un profil farmacocinetic adaptat al moleculei.
Domeniile utile pentru izolarea unui Constructul de anticorp poate fi selectat dintre motive peptidice, sau
fragmente introduse secundar, care pot fi capturate intr-o metoda de izolare, de ex., o coloand de izolare.
Exemplele de realizare nelimitative ale unor astfel de domenii suplimentare cuprind motive peptidice
cunoscute ca Myc-tag, HAT-tag, HA-tag, TAP-tag, GST-tag, domeniul de legare a chitinei (CBD-tag),
proteina de legare a maltozei (MBP-tag), Flag-tag, Strep-tag si variante ale acestora (de ex., Strepll-tag) si
His-tag. Toate constructele de anticorpi dezvaluite aici pot cuprinde un domeniu His-tag, care este in
general cunoscut ca o repetare a resturilor His consecutive 1n secventa de aminoacizi a unei molecule, de
preferinta din cinci, si mai preferabil din sase resturi His (hexa-histiding). His-tag poate fi localizatd de
ex., la capatul N- sau C-terminal al constructului de anticorp, de preferinta este situat la capatul C-
terminal. Cel mai preferabil, o etichetd hexa-histidindi (HHHHHH) (SECV ID NR: 16) este legata prin
legatura peptidica la capitul C-terminal al constructului de anticorp conform inventiei. In plus, un sistem
conjugat de PLGA-PEG-PLGA poate fi combinat cu o eticheta de poli-histidind pentru aplicarea cu
eliberare sustinuta si profil farmacocinetic imbunatatit.

De asemenea, sunt avute In vedere modificari ale secventei de aminoacizi ale constructelor de
anticorpi descrise aici. De exemplu, poate fi de dorit sa se Tmbunatateasca 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 acid 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 BCMA si la CD3) a moleculei parentale nemodificate.

Termenul "aminoacid" sau "rest de aminoacid" se referd in mod obignuit la un aminoacid care
are definitia recunoscutd in domeniu, cum ar fi, un aminoacid selectat din grupul care consta din: alanina
(Ala sau A); arginind (Arg sau R); asparagind (Asn sau N); acid aspartic (Asp sau D); cisteina (Cys sau
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C); glutamina (Gln sau Q); acid glutamic (Glu sau E); glicind (Gly sau G); histidina (His sau H);
izoleucina (He sau I): leucind (Leu sau L); lizind (Lys sau K); metionind (Met sau M); fenilalanina (Phe
sau F); pro lind (Pro sau P); serina (Ser sau S); treonind (Thr sau T); triptofan (Trp sau W); tirozina (Tyr
sau Y); si valina (Val sau V), desi aminoacizii modificati, sintetici sau rari pot fi utilizati dupa cum se
doreste. In general, aminoacizii pot fi grupati ca avand o catend laterala nepolara (de ex., Ala, Cys, He,
Leu, Met, Phe, Pro, Val); un lant lateral incércat negativ (de ex., Asp, Glu); un lant lateral incércat 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).

Modificarile de aminoacizi includ, de ex., deletii din, si/sau insertii in, si/sau substitutii ale,
resturilor din secventele de aminoacizi ale constructelor de anticorpi. Orice combinatie de stergere,
inserare si substitutie este facutad pentru a ajunge la constructul final, cu conditia ca constructul final sa
posede caracteristicile dorite. Modificarile de aminoacizi pot modifica, de asemenea, 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, substituiti sau stersi in fiecare dintre
CDRs (desigur, in functie de lungimea lor), 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 de aminoacizi pot fi inserati, substituiti sau eliminati in fiecare dintre FRs. De
preferinta, insertiile de secventd de aminoacizi in constructul de anticorp includ fuziuni amino- si/sau
carboxil-terminale cu lungime de la 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 sau 10 resturi pand la polipeptide care contin o
sutd sau mai multe resturi, precum si insertii intra-secventa de resturi de aminoacizi unici sau multipli.
Modificarile corespunzitoare pot fi, de asemenea, efectuate in cadrul celui de-al treilea domeniu al
constructului de anticorpi conform inventiei. O varianta de insertie a constructului de anticorp conform
inventiei include fuziunea la capatul N-terminal, sau la capatul C-terminal al constructului de anticorp al
unei enzime, sau fuziunea la o polipeptida.

Situsurile de cel mai mare interes pentru mutageneza substitutionala includ (dar nu sunt limitate
la) CDRs ale lantului greu si/sau usor, in special regiunile hipervariabile, dar sunt, de asemenea, avute in
vedere modificari FR in lantul greu si/sau usor. Substitutiile sunt, de preferintd, substitutii conservatoare
asa cum s-a descris aici. De preferinta, 1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 8, 9 sau 10 aminoacizi pot fi substituiti intr-un
CDR,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 substituiti in regiunile cadru (FRs), in functie de lungimea CDR sau FR. De exemplu, daca o secventa
CDR cuprinde 6 aminoacizi, se are in vedere ca unul, doi sau trei dintre acesti aminoacizi sa fie
substituiti. In mod similar, daci o secventda CDR cuprinde 15 aminoacizi, se are in vedere ca unul, doi,
trei, patru, cinci sau sase dintre acesti aminoacizi sa fie substituiti.

O metoda utila pentru identificarea anumitor resturi, sau regiuni ale constructelor de anticorpi
care sunt locatii preferate pentru mutageneza este numita "mutageneza cu scanarea alaninei", asa cum este
descris de Cunningham si Wells in Science, 244: 1081-1085 (1989)). Aici, un rest, sau un grup de resturi
tinta din constructul de anticorp este/sunt identificat/e (de ex., resturi Incarcate, cum ar fi, arg, asp, his, lys
si glu) si inlocuite cu un aminoacid neutru, sau incarcat negativ (cel mai preferabil alanind sau
polialanind) pentru a afecta interactiunea aminoacizilor cu epitopul.

Acele locatii de aminoacizi care demonstreazd sensibilitate functionald la substitutii sunt apoi
rafinate prin introducerea unor sau altor variante la, sau pentru, situsurile de substitutie. Astfel, in timp ce
situsul, sau regiunea pentru introducerea unei variatii a secventei de aminoacizi este predeterminata,
natura mutatiei in sine nu trebuie predeterminatd. De exemplu, pentru a analiza sau optimiza performanta
unei mutatii la un anumit situs, scanarea alaninei sau mutageneza aleatorie pot fi efectuate la un codon,
sau o regiune tinta, iar variantele de construct de anticorp exprimate sunt analizate pentru combinatia
optima a activitatii dorite. Tehnicile de realizare a mutatiilor de substitutie la situsuri predeterminate din
ADN-ul avand o secventd cunoscutd sunt bine cunoscute, de ex., mutageneza primerului M13 si
mutageneza PCR. Screening-ul mutantilor se face folosind teste ale activitatilor de legare a antigenului,
cum ar fi, legarea BCMA sau CD3.

In general, daca aminoacizii sunt substituiti in unul, sau mai multe, sau toate CDRs ale lantului
greu si/sau usor, este de preferat ca secventa "substituitd" obtinutd astfel sd fie cel putin 60% sau 65%,
mai preferabil 70% sau 75%, chiar mai preferabil 80% sau 85%, si particular preferat 90% sau 95%
identicd cu secventa CDR "originald". Aceasta Inseamnd ca este dependentd de lungimea CDR 1in ce
masurd este identicd cu secventa "substituitd". De exemplu, un CDR care are 5 aminoacizi este de
preferintd 80% identic cu secventa sa substituitd pentru a avea cel putin un aminoacid substituit. in
consecintd, CDRs ale constructului de anticorp pot avea grade diferite de identitate fata de secventele lor
substituite, de ex., CDRLI poate avea 80%, in timp ce CDRL3 poate avea 90%.

Substitutiile (sau inlocuirile) preferate sunt substitutiile conservatoare. Cu toate acestea, este
avutd in vedere orice substitutie (inclusiv substitutia neconservativd, sau una, sau mai multe din
"substitutiile exemplificative" enumerate in Tabelul 3 de mai jos) atat timp cat constructul de anticorp isi
pastreaza capacitatea de a se lega la BCMA prin primul domeniu si la epsilon CD3 prin cel de-al doilea
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domeniu si/sau CDRs sale au o identitate cu secventa apoi substituitd (cel putin 60% sau 65%, mai
preferabil 70% sau 75%, chiar mai preferabil 80% sau 85% si particular preferat 90% sau 95% identica cu
secventa CDR "originald").

Substitutiile conservatoare sunt prezentate in Tabelul 3 sub titlul "substitutii preferate”. Daca
astfel de substitutii au ca rezultat o schimbare a activititii biologice, atunci pot fi introduse modificari mai
substantiale, denumite "substitutii exemplificative” in Tabelul 3, sau asa cum este descris in continuare
mai jos cu referire la clasele de aminoacizi, si produsele selectate pentru o caracteristica dorita.

Tabelul 3: Substitutii de aminoacizi

Original Substitutii Exemplificative Substitutii preferate
Ala (A) val, leu, ile val
Arg (R) lys, gln, asn lys
Asn (N) gln, his, asp, lys, arg gln
Asp (D) glu, asn glu
Cys (C) ser, ala ser
GIn (Q) asn, glu asn
Glu (E) asp, gln asp
Gly (G) Ala ala
His (H) asn, gln, lys, arg arg
lle () leu, val, met, ala, phe leu
Leu (L) norleucine, ile, val, met, ala ile
Lys (K) arg, gin, 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, de exemplu, sub forma de conformatie de foaie
sau elicoiala, (b) sarcina sau hidrofobicitatea moleculei la locul tinta, sau (c) cea mai mare parte a lantului
lateral. Resturile naturale sunt impartite in grupuri pe baza proprietatilor comune ale lantului lateral: (1)
hidrofob: norleucind, met, ala, val, leu, ile; (2) hidrofil neutru: cys, ser, thr, asn, gln; (3) acid: asp, glu; (4)
bazic: his, lys, arg; (5) resturi care influenteaza orientarea lantului: gly, pro; si (6) aromatice: trp, tyr, phe.

Substitutiile neconservatoare vor presupune schimbarea unui membru al uneia dintre aceste clase
cu o altd clasd. Orice rest de cisteind care nu este implicat in mentinerea conformatiei adecvate a
constructului de anticorp poate fi substituit, in general, cu serind, pentru a Imbunatati stabilitatea oxidativa
a moleculei si pentru a preveni reticulare aberanti. In schimb, legiturile de cisteina pot fi adaugate la
anticorp pentru a-i imbunatati stabilitatea (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 similaritatea secventei este determinata prin
utilizarea tehnicilor standard cunoscute in domeniu, inclusiv, dar fard a se limita la, algoritmul de
identitate a secventei locale al lui Smith si Waterman, 1981, Adv. Appl. Math. 2:482, algoritmul de
aliniere a identitatii secventei al lui 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,
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Genetics Computer Group, 575 Science Drive, Madison, Wis.), programul de secventa Best Fit descris de
Devereux s.a., 1984, Nucl. Acid Res. 12:387-395, de preferintd folosind setarile implicite, sau prin
inspectie. De preferintd, procentul de identitate este calculat de FastDB pe baza urmatorilor parametri:
penalizare de nepotrivire de 1; penalizare gap de 1; penalizare pentru dimensiunea decalajului de 0,33; si
penalitate 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 secvente multiple dintr-
un grup de secvente inrudite folosind aliniamente progresive, in perechi. De asemenea, poate reprezenta
un arbore care arata 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 descrisi de Higgins si Sharp, 1989, CABIOS 5:151-153. Parametri PILEUP utili, inclusiv o
greutate implicita a decalajului de 3,00, o greutate implicita a lungimii decalajului de 0,10 si decalaje de
capat ponderate.

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

Un algoritm util suplimentar este BLAST, asa cum este raportat de Altschul s.a., 1993, Nucl.
Acizi Res. 25:3389-3402. Gapped BLAST foloseste scoruri de inlocuire BLOSUM-62; parametrul de
prag T setat la 9; metoda cu doud lovituri pentru a declansa extensii nedecalate, incarca lungimi de
decalaj de k un cost de 10+k; Xu setat la 16, iar Xg setat la 40 pentru etapa de cdutare in baza de date si la
67 pentru etapa de iesire a algoritmilor. Aliniamentele intrerupte sunt declansate de un scor corespunzator
la aproximativ 22 de biti.

In general, omologia aminoacizilor, aseminarea sau identitatea dintre variantele individuale de
CDRs, sau secventele VH/VL sunt cel putin 60% cu 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 cel putin 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% si aproape
100 %. intr-o maniera similara, "procentul (%) de identitate a secventei de acid nucleic" in raport cu
secventa de acid nucleic a proteinelor de legare identificat aici este definit ca procentul de resturi de
nucleotide dintr-o secventa candidata care sunt identice cu resturile de nucleotide din secventa care
codifica constructul de anticorp. O metoda specifica utilizeaza modulul BLASTN al WU-BLAST-2 setat
la parametrii impliciti, cu intervalul de suprapunere si fractiunea de suprapunere setate la 1 si, respectiv,
0,125.

In general, omologia secventei de acid nucleic, asemanarea sau identitatea dintre secventele de
nucleotide care codificd variante individuale de CDRs sau secvente VH/VL si secventele de nucleotide
descrise aici sunt cel putin 60% si, mai tipic, cu omologii sau identitéti in 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 "variantda CDR" sau o0 "varianta de
regiune VH/VL" este una cu omologia, similaritatea sau identitatea specificata cu CDR/VH/VL parinte al
inventiei si Tmpartaseste functia biologica, incluzand, dar fara a se limita la acestea, 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 sau VH/VL parinte.

Intr-un exemplu de realizare, procentul de identitate cu linia germinativd umani a constructelor
de anticorpi conform inventiei este > 70% sau > 75%, mai preferabil > 80% sau > 85%, chiar mai
preferabil > 90%, si cel mai preferabil > 91%, > 92%, > 93%, > 94%, > 95% sau chiar > 96%. ldentitatea
cu produsele genetice ale anticorpilor umani este consideratd a fi o caracteristicd importantd pentru a
reduce riscul ca proteinele terapeutice sd declanseze un rdspuns 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 de
medicamente duce la o scadere a riscului de a induce anticorpi anti-medicament la pacienti in timpul
tratamentului. Prin compararea unui numar exhaustiv de medicamente cu anticorpi evaluate clinic si a
datelor respective de imunogenitate, se arata tendinta ca umanizarea regiunilor V ale anticorpilor face ca
proteina sa fie mai putin imunogena (in medie 5,1 % dintre pacienti) decat anticorpii purtatori de regiuni
V non-umane nealterate. (in medie 23,59 % dintre pacienti). Este deci de dorit un grad mai mare de
identitate cu secventele umane pentru terapiile proteice bazate pe regiunea V sub forma de constructe de
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anticorpi. In acest scop de determinare a identitatii liniei germinale, regiunile V ale VL pot fi aliniate cu
secventele de aminoacizi ale segmentelor V si ale segmentelor J ale liniei germinale umane
(http://vbase.mrc-cpe.cam.ac.uk/) folosind Software-ul Vector NTI si secventa de aminoacizi calculatd
prin impartirea resturilor de aminoacizi identice la numarul total de resturi de aminoacizi ale VL in
procente. Acelasi lucru poate fi si pentru segmentele VH (http://vbase.mrc-cpe.cam.ac.uk/), cu exceptia
faptului ca VH CDR3 poate fi exclus din cauza diversitdtii sale mari si a lipsei existentei partenerilor de
aliniere VH CDR3 ai liniei germinale umane. Tehnicile recombinante pot fi utilizate apoi pentru a creste
identitatea secventei la genele liniei germinale ale anticorpilor umani.

In plus, este avut in vedere ca constructele de anticorpi bispecifici BCMAXCD3 din prezenta
inventie nu se leagd (in esentd) la, sau nu reactioneaza incrucisat cu BAFF-R uman si/sau TACI uman.
Mai mult, se are in vedere ca constructele de anticorpi bispecificit BCMAxCD3 din prezenta inventie nu
se leagd (in esentd) la, sau nu reactioneaza incrucisat cu BAFF-R macac/cyno si/sau TACI macac/cyno.

Intr-un alt exemplu de realizare, constructele de anticorpi bispecifici ale prezentei inventii
prezintd randamente mari de monomeri in conditii standard la scard de cercetare, de ex., intr-un proces
standard de purificare in doua etape. De preferintd, randamentul monomeric al constructelor de anticorpi
conform inventiei este > 0,25 mg/L supernatant, mai preferabil > 0,5 mg/L, chiar mai preferabil > 1 mg/L
si cel mai preferabil > 3 mg/L supernatant.

De asemenea, randamentul de izoforme ale constructului de anticorpi dimerici si, prin urmare, se
poate determina procentul de monomer (adicd, monomer: (monomer+dimer)) al constructelor de
anticorpi. Productivitatea constructelor de anticorpi monomerici si dimerici si procentul de monomer
calculat poate, de ex. sa fie obtinute in etapa de purificare SEC a supernatantului de culturd din productia
standardizata la scara de cercetare in sticle tip rola. intr-un exemplu de realizare, procentul de monomer al
constructelor de anticorpi este > 80%, mai preferabil > 85%, chiar mai preferabil > 90%, si cel mai
preferabil > 95%.

Intr-un exemplu de realizare, constructele de anticorpi au o stabilitate plasmatica preferata
(raportul dintre EC50 cu plasma si EC50 w/o cu plasmd) 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 plasmaticd a unui
construct de anticorp poate fi testatd prin incubarea constructului in plasma umana la 37°C timp de 24 de
ore, urmatd de determinarea EC50 intr-un test de citotoxicitate cu eliberare de Scrom. Celulele efectoare
din testul de citotoxicitate pot fi stimulate cu celule T CD8 umane, pozitive, imbogitite. Celulele tinta pot
fi, de ex., celule CHO transfectate cu BCMA uman. Raportul efector la celula tintd (E:T) poate fi ales ca
10:1. Lotul de plasma umana utilizat in acest scop este derivat din sdngele donatorilor sanatosi colectat cu
seringi acoperite cu EDTA. Componentele celulare sunt indepartate prin centrifugare si faza superioara a
plasmei este colectatd si ulterior reunitd. Ca martor, constructele de anticorpi sunt diluate imediat inaintea
testului de citotoxicitate in mediu RPMI-1640. Stabilitatea plasmei este calculata ca raport dintre EC50
(dupa incubarea cu plasma) si EC50 (martor).

in plus, este de preferat ca conversia monomerului la dimer a constructelor de anticorpi conform
inventiei sa fie scazutd. Conversia poate fi masurata in diferite conditii si analizata prin cromatografie de
excludere a marimii de inaltd performantd. De exemplu, incubarea izoformelor monomerice ale
constructelor de anticorpi poate fi efectuatd timp de 7 zile la 37°C si concentratii de, de ex. 100 pg/ml sau
250 pg/ml intr-un incubator. In aceste conditii, este de preferat ca constructele de anticorpi ale inventiei
sa prezinte un procent de dimer care este <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
<0,5% sau chiar 0%.

De asemenea, se prefera ca constructele de anticorpi bispecifici ale prezentei inventii sd prezinte
o conversie a dimerului foarte scazutd 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 generica si supus la trei cicluri de inghetare/dezghetare (inghetare la -80°C timp de 30 de min,
urmata de dezghetare timp de 30 de min la temperatura camerei), urmatd de SEC de inaltd performanta
pentru a determina procentul de construct de anticorp monomeric initial, care a fost transformat in
constructul de anticorp dimeric. De preferintd, procentele de dimeri 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 prezintd de preferintda o
termostabilitate favorabild cu temperaturi de agregare >45°C sau >50°C, mai preferabil >52°C sau >54°C,
chiar mai preferabil >56°C sau >57°C, si cel mai preferabil >58°C sau >59°C. Parametrul de
termostabilitate poate fi determinat in termeni de temperaturd de agregare a anticorpilor, dupa cum
urmeaza: Solutia de anticorp la o concentratie de 250 pg/ml este transferatd intr-o cuva de unica folosinta
si plasatd intr-un dispozitiv de imprastiere dinamica a luminii (DLS). Proba este incalzita de la 40°C la
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70°C, la o viteza de incélzire de 0,5°C/min cu achizitie constantd a razei masurate. Cresterea razei care
indica topirea proteinei si agregarea este utilizata pentru a calcula temperatura de agregare a anticorpului.

Alternativ, curbele temperaturii de topire pot fi determinate prin calorimetrie cu scanare
diferentiald (DSC) pentru a determina stabilititile biofizice intrinseci ale proteinelor constructelor de
anticorpi. Aceste experimente sunt efectuate folosind un dispozitiv VP-DSC MicroCal LLC
(Northampton, MA, U.S.A). Absorbtia de energie 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 finald de 250 pg/ml, de ex., in tampon de rulare
SEC. Pentru inregistrarea curbei de topire respective, temperatura totald a probei este crescuta treptat. La
fiecare temperaturd, se inregistreaza absorbtia de energie T a probei si referinta tamponului de formulare.
Diferenta de absorbtie de energie Cp (kcal/mol/°C) a probei minus referinta este reprezentata in functie de
temperatura respectiva. Temperatura de topire este definitd ca temperatura la primul maxim de absorbtie
de energie.

De asemenea, se are in vedere ca constructele de anticorpi bispecificit BCMAxCD3 din inventie
sa aibd o turbiditate (masuratd prin OD340 dupa concentrarea constructului de anticorp monomeric
purificat la 2,5 mg/ml si incubare peste noapte) de < 0,2, de preferinta de < 0,15, mai preferabil de < 0,12,
chiar mai preferabil de < 0,1 si cel mai preferabil de < 0,08.

Intr-un alt exemplu de realizare, constructul de anticorp conform inventiei este stabil la pH
fiziologic, sau usor mai scazut, adica aproximativ pH 7,4 pana la 6,0. Cu cat constructul de anticorp se
comportd mai tolerant la pH nefiziologic, cum ar fi, aproximativ pH 6,0, cu atat mai mare este
recuperarea constructului de anticorpi eluat dintr-o coloand schimbatoare de ioni in raport cu cantitatea
totald de proteina incarcatd. Recuperarea constructului de anticorp dintr-o coloana de schimb ionic (de
ex., cationi) la aproximativ pH 6,0 este de preferintd > 30%, mai preferabil > 40%, mai preferabil > 50%,
chiar mai preferabil > 60%, chiar mai preferabil > 70%, chiar mai preferabil > 80%, chiar mai preferabil >
90%, chiar mai preferabil > 95%, si cel mai preferabil > 99%.

in plus, se are in vedere cd constructele de anticorpi bispecifici ale prezentei inventii prezinta
eficacitate terapeutica, sau activitate anti-tumorald. Aceasta poate fi evaluatd, de ex., intr-un studiu, asa
cum este dezvaluit in urméatorul exemplu de model de xenogrefa tumorala umana in stadiu avansat:

In ziua 1 a studiului, 5x10° celule ale unui antigen al celulei tintd umane (aici: BCMA) a liniei
de celule canceroase pozitive sunt injectate subcutanat in partea dorsala dreaptd a soarecilor femele
NOD/SCID. Cand volumul mediu al tumorii atinge aproximativ 100 mm?3, celulele T umane CD3 pozitive
expandate in vitro sunt transplantate la soareci prin injectarea a aproximativ 2x107 celulele in cavitatea
peritoneala a animalelor. Soarecii din grupul martor vehicul 1 nu primesc celule efectoare si sunt utilizati
ca martor netransplantat pentru comparatie cu grupul martor vehicul 2 (celule efectoare primitoare) pentru
a monitoriza impactul doar al celulelor T asupra cresterii tumorii. Tratamentul cu anticorpi incepe atunci
cand volumul mediu al tumorii atinge aproximativ 200 mm?®. Dimensiunea medie a tumorii a fiecirui grup
de tratament in ziua inceperii tratamentului nu trebuie sa fie diferita statistic de orice alt grup (analiza
variantei). Soarecii sunt tratati cu 0,5 mg/kg/zi dintr-un construct de anticorp bispecific BCMAXCD3 prin
injectie intravenoasa in bolus timp de aproximativ 15 pana la 20 de zile. Tumorile sunt masurate cu subler
in timpul studiului si progresul evaluat prin compararea intergrup a volumelor tumorii (TV). Inhibarea
cresterii tumorii T/C [%] este determinata prin calcularea TV ca T/C% = 100 x (TV mediand a grupului
analizat)/(TV mediand a grupului martor 2).

Persoana de specialitate stie cum sa modifice, sau sd adapteze anumiti parametri ai acestui
studiu, cum ar fi, numarul de celule tumorale injectate, locul de injectare, numarul de celule T umane
transplantate, cantitatea de constructe de anticorpi bispecifici care urmeazi sia fie administrate si
termenele de timp, ajungand totusi la un rezultat semnificativ si reproductibil. De preferintd, 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.

Constructul de anticorp conform inventiei este un construct de anticorp cu un singur lant.

Intr-un exemplu de realizare preferat al constructului de anticorpi conform inventiei, al treilea
domeniu mentionat cuprinde Intr-o ordine amino pana la carboxil:

balama-CH2-CH3-linker-balama-CH2-CH3.

Intr-un exemplu de realizare a inventiei, fiecare dintre monomeri polipeptidici mentionati ai
celui de-al treilea domeniu are o secventd de aminoacizi care este cel putin 90% identica cu o secventa
selectati din grupul care consta din: SECV ID NR: 17-24. Intr-un exemplu de realizare preferat, sau
inventie, fiecare dintre monomerii polipeptidici mentionati are o secventd de aminoacizi selectatd din
SECV ID NR: 17-24.

De asemenea, intr-un exemplu de realizare al inventiei, domeniul CH2 al unuia sau, de
preferinta, al fiecarui (ambilor) monomeri polipeptidici al celui de al treilea domeniu cuprinde o punte
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disulfura de cisteind intra-domeniu. Dupd cum este cunoscut in domeniu, termenul "punte disulfurd de
cisteind" se referd la o grupare functionald cu structura generald R-S-S-R. Legatura se mai numeste si o
legatura SS, sau o punte disulfurica si este derivatd prin cuplarea a doud grupari tiol ale resturilor de
cisteina. Este de preferat in special pentru constructul de anticorp conform inventiei ca cisteinele care
formeaza puntea disulfurd de cisteind din constructul de anticorp matur sa fie introduse in secventa de
aminoacizi a domeniului CH2 care corespunde la 309 si 321 (numerotarea Kabat).

Intr-un exemplu de realizare a inventiei, un situs de glicozilare in pozitia Kabat 314 a
domeniului CH2 este indepartat. Este de preferat ca aceastd indepartare a situsului de glicozilare sa fie
realizatd printr-o substitutie N314X, in care X este orice aminoacid excluzand Q. Substitutia mentionata
este de preferintd o substitutie N314G. intr-un exemplu realizare mai preferat, respectivul domeniu CH2
cuprinde, in plus, urmatoarele substitutii (pozitie conform Kabat) V321C si R309C (aceste substitutii
introduc puntea disulfura de cisteind intra-domeniu la pozitiile Kabat 309 si 321).

Se presupune cd caracteristicile preferate ale constructului de anticorpi conform inventiei
comparate, de ex., cu constructul de anticorp heteroFc bispecific cunoscut in domeniu (figura 1b) poate fi
legat, inter alia, de introducerea modificarilor descrise mai sus in domeniul CH2. Astfel, este de preferat
pentru constructul inventiei ca domeniile CH2 din al treilea domeniu al constructului de anticorp conform
inventiei sd cuprinda puntea disulfura de cisteina intra-domeniu la pozitiile Kabat 309 si 321 si/sau situsul
de glicozilare din pozitia Kabat 314 este indepartat printr-o substitutic N314X asa cum s-a descris
anterior, de preferinta printr-o substitutie N314G.

Intr-un alt exemplu de realizare preferat al inventiei, domeniile CH2 din al treilea domeniu al
constructului de anticorp conform inventiei cuprind puntea disulfura de cisteina intradomeniu la pozitiile
Kabat 309 si 321 si situsul de glicozilare din pozitia Kabat 314 este indepartat printr-o substitutie N314G.
Cel mai preferabil, monomerul polipeptidic al celui de-al treilea domeniu al constructului de anticorp
conform inventiei are o secventd de aminoacizi selectatd din grupul care consta din SECV ID NR: 17 si
18.

Intr-un exemplu de realizare, inventia furnizeaza un construct de anticorp, in care:

(i) primul domeniu cuprinde doud domenii variabile de anticorp si al doilea domeniu cuprinde doud
domenii variabile de anticorp;

(i1) primul domeniu cuprinde un domeniu variabil de anticorp si al doilea domeniu cuprinde doua domenii
variabile de anticorp;

(iii) primul domeniu cuprinde doua domenii variabile de anticorp si al doilea domeniu cuprinde un
domeniu variabil de anticorpi; sau

(iv) primul domeniu cuprinde un domeniu variabil de anticorp si al doilea domeniu cuprinde un domeniu
variabil de anticorp.

In consecinta, primul si al doilea domeniu pot fi domenii de legare care cuprind, fiecare, doud
domenii variabile de anticorp, cum ar fi, un domeniu VH si un domeniu VL. Exemplele pentru astfel de
domenii de legare care cuprind doud domenii variabile de anticorpi au fost descrise anterior aici si
cuprind, de ex., fragmentele Fv, fragmentele scFv sau fragmentele Fab descrise aici anterior. Alternativ,
unul sau ambele domenii de legare pot cuprinde doar un singur domeniu variabil. Exemplele pentru astfel
de domenii de legare la un singur domeniu au fost descrise aici anterior si cuprind, de ex., nanocorpi sau
anticorpi cu un singur domeniu variabil, care cuprinde doar un domeniu variabil, care poate fi VHH, VH
sau VL, care leaga in mod specific un antigen, sau epitop independent de alte regiuni sau domenii V.

Intr-un exemplu realizare preferat al constructului de anticorp conform inventiei primul si al
doilea domeniu sunt fuzionate cu al treilea domeniu prin intermediul unui linker peptidic. Linkerul
peptidic preferat a fost descris aici anterior si este caracterizat prin secventa de aminoacizi Gly-Gly-Gly-
Gly-Ser, adica GlysSer (SECV ID NR: 1), sau polimerii acestora, adica (GlysSer)x, unde x este un numar
intreg de 1, sau mai mare (de ex., 2 sau 3). Un linker preferat in mod special pentru fuziunea primului si
celui de-al doilea domeniu la al treilea domeniu este descris in SECV ID NR: 1.

Intr-un exemplu de realizare preferat, constructul de anticorp conform inventiei este caracterizat
sa cuprinda intr-0 ordine amino pana la carboxil:

(a) primul domeniu;

(b) un linker peptidic avand o secventd de aminoacizi selectatd din grupul care constd din SECV ID NR:
1-3;

(c) al doilea domeniu;

(d) un linker peptidic avand o secventd de aminoacizi selectata din grupul care constd din SECV ID NR:
1,2,3,9,10, 11i 12;

(e) primul monomer polipeptidic al celui de-al treilea domeniu;

(f) un linker peptidic avand o secventd de aminoacizi selectatd din grupul care constd din SECV ID NR:
5,6,7s18;si

(9) al doilea monomer polipeptidic al celui de-al treilea domeniu.
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Constructul de anticorp din prezenta inventie cuprinde un prim domeniu care se leagd la BCMA,
de preferintd la domeniul extracelular (ECD) al BCMA. Se intelege cd termenul "care se leaga la
domeniul extracelular al BCMA", in contextul prezentei inventii, implica faptul cd, domeniul de legare se
leaga la BCMA exprimat pe suprafata unei celule tinta. Prin urmare, primul domeniu conform inventiei se
leaga de preferintd la BCMA atunci cand acesta este exprimat prin celule sau linii celulare care exprima
in mod natural si/sau prin celule sau linii celulare transformate, sau transfectate (stabil/tranzitoriu) cu
BCMA. intr-un exemplu de realizare preferat, primul domeniu de legare se leaga de asemenea la BCMA
atunci cand BCMA este utilizat ca molecula "tinta" sau "ligand" intr-un test de legare in vitro, cum ar fi,
BlAcore sau Scatchard. "Celula tinta" poate fi orice celuld procariota sau eucariota care exprimd BCMA
pe suprafata sa; de preferinta, celula tinta este o celula care face parte din corpul uman sau animal, cum ar
fi, un BCMA specific care exprima celule canceroase sau tumorale.

De preferintd, primul domeniu se leagd la BCMA/BCMA ECD uman. O secventa BCMA umana
preferatad este descrisda in SECV ID NR: 41 si o secventa preferata BCMA ECD umana este descrisd in
SECV ID NR: 42. intr-un alt exemplu de realizare preferat, acesta se leagia la BCMA/BCMA ECD de
macac. O secventa preferatd de BCMA de macac este descrisa in SECV ID NR: 43 si o secventa preferata
de BCMA ECD de macac este descrisi in SECV ID NR: 44. In conformitate cu cel mai preferat exemplu
de realizare, primul domeniu se leagéd atdit de BCMA/BCMA ECD uman, cit si de macac. "Domeniul
extracelular BCMA", sau "BCMA ECD" se refera la regiunea sau secventa BCMA care este in esenta
lipsitd de domeniile transmembranare si citoplasmatice ale BCMA. Persoana de specialitate in domeniu
va intelege cd domeniul transmembranar identificat pentru polipeptida BCMA din prezenta inventie este
identificat in conformitate cu criteriile utilizate in mod obisnuit in domeniu pentru identificarea acelui tip
de domeniu hidrofob. Limitele exacte ale unui domeniu transmembranar pot varia, dar cel mai probabil cu
nu mai mult de aproximativ 5 aminoacizi la fiecare capat al domeniului mentionat In mod specific aici. O
secventd de aminoacizi BCMA de lungime completd preferatd este descrisa in SECV ID NR: 41. Un
BCMA ECD preferat este prezentat in SECV ID NR: 42.

Domeniile de legare preferate care se leaga la BCMA sunt dezvaluite in WO 2013/072406, WO
2013/072415 si WO 2014/140248. Orice domeniu de legare pentru BCMA descris in aceste aplicatii
poate fi utilizat In contextul prezentei inventii.

Intr-un aspect al inventiei, constructul de anticorp cuprinde intr-o ordine amino pani la carboxil:
(a) primul domeniu avand o secventd de aminoacizi selectatd din grupul care constd din SECV ID NR:
53,59, 71, 77, 89 sau 95;

(b) un linker peptidic avand o secventd de aminoacizi selectatd din grupul care consta din SECV ID NR:
1-3;

(c) al doilea domeniu avand o secventd de aminoacizi selectata din grupul care consta din 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, sau SECV ID NR: 15;

(d) un linker peptidic avand o secventd de aminoacizi selectatd din grupul care constd din SECV ID NR:
1,2,3,9,10, 11 i 12;

(e) primul monomer polipeptidic al celui de-al treilea domeniu avind o secventa de polipeptide selectata
din grupul care consta din SECV ID NR: 17-24;

(f) un linker peptidic avand o secventd de aminoacizi selectatd din grupul care constd din SECV ID NR:
5,6,7si8;si

(9) al doilea monomer polipeptidic al celui de-al treilea domeniu avind o secventd de polipeptide
selectata din grupul care constd din SECV ID NR: 17-24.

in conformitate cu acest exemplu de realizare preferat, primul si al doilea domeniu care sunt
fuzionate prin intermediul unui linker peptidic la al treilea domeniu cuprind o secventa selectatd din
grupul care constd din SECV ID NR: 53, 59, 71, 77, 89 sau 95. Intr-una aspect, constructul de anticorp
conform inventiei este caracterizat prin faptul cd are o secventa de aminoacizi selectatd din grupul care
consta din SECV ID NR: 55, 56, 61, 62, 73, 74, 79, 80, 91, 92, 97 si 98.

Inventia furnizeaza, in plus, o moleculad de polinucleotidd/acid nucleic care codificd un construct
de anticorp conform inventiei. O polinucleotidd este un biopolimer compus din 13 sau mai multi
monomeri nucleotidici legati covalent intr-un lant. ADN-ul (cum ar fi, cADN) si ARN-ul (cum ar fi
mARN) sunt exemple de polinucleotide cu functie biologicd distinctd. Nucleotidele sunt molecule
organice care servesc ca monomeri, sau subunitati ale moleculelor de acid nucleic, cum ar fi, ADN sau
ARN. Molecula de acid nucleic, sau polinucleotida poate fi dublu catenard si monocatenara, liniara si
circulara. Aceasta este de preferinta cuprinsa intr-un vector care este de preferinta cuprins intr-o celula
gazda. Celula gazda mentionatd este, de ex., dupa transformare sau transfectie cu vectorul sau
polinucleotida conform inventiei, capabild si exprime constructul de anticorp. In acest scop,
polinucleotida sau molecula de acid nucleic este legata operativ cu secvente de control.

Codul genetic este setul de reguli prin care informatiile codificate in materialul genetic (acizi
nucleici) sunt translatat in proteine. Decodificarea biologica in celulele vii este realizatd de ribozom care
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leagd aminoacizii intr-o ordine specificatd de mARN, folosind molecule de tARN pentru a transporta
aminoacizi si pentru a citi trei nucleotide mARN la un moment dat. Codul defineste modul in care
secventele acestor tripleti de nucleotide, numiti codoni, specifica ce aminoacid va fi addugat in continuare
in timpul sintezei proteinelor. Cu unele exceptii, un codon cu trei nucleotide dintr-o secventa de acid
nucleic specifica un singur aminoacid. Deoarece marea majoritate a genelor sunt codificate exact cu
acelasi cod, acest cod special este adesea denumit cod genetic canonic sau standard. in timp ce codul
genetic determind secventa proteinelor pentru o anumita regiune de codificare, alte regiuni genomice pot
influenta cand si unde sunt produse aceste proteine.

Mai mult, inventia furnizeaza un vector care cuprinde o moleculd de polinucleotidd/acid nucleic
conform inventiei. Un vector este o moleculd de acid nucleic folositd ca vehicul pentru a transfera
material genetic (strdin) intr-o celuld. Termenul "vector" cuprinde — dar nu se limiteaza la — plasmide,
virusi, cosmide si cromozomi artificiali. In general, vectorii modificati cuprind o origine de replicare, un
situs de multiclonare si un marker selectabil. Vectorul insusi este in general o secventa de nucleotide, in
mod obisnuit o secventd de ADN care cuprinde o insertie (transgend) si o secventd mai mare care serveste
drept "coloana vertebrald" a vectorului. Vectorii moderni pot cuprinde caracteristici suplimentare pe langa
insertia transgena si o coloand vertebrald: promotor, marker genetic, rezistentd la antibiotice, gena
reporter, secventa de tintire, etichetd de purificare a proteinei. Vectorii numiti vectori de expresie
(constructe de expresie) sunt in mod specific pentru exprimarea transgenei 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
adecvate pentru procariote, de ex., includ un promotor, optional o secventa operator si o parte de legare la
ribozom. Celulele eucariote sunt cunoscute ca utilizeaza promotori, semnale de poliadenilare si
amplificatori.

Un acid nucleic este "legat operabil™ atunci cind este plasat intr-o relatie functionala cu o alta
secventd de acid nucleic. De exemplu, ADN-ul pentru o presecventd, sau lider secretor este legat
operational de ADN-ul pentru o polipeptidd daca este exprimat ca o preproteind care participa la secretia
polipeptidei; un promotor sau amplificator este legat operational la o secventd de codificare daca
afecteaza transcrierea secventei; sau o parte de legare a ribozomului este legata operational la o secventa
de codificare daci este pozitionati astfel incat si faciliteze translatia. In general, "legat operabil"
inseamna cd secventele de ADN care sunt legate sunt contigue, iar, in cazul unui lider secretor, contigue
si in faza de citire. Cu toate acestea, amplificatorii nu trebuie sa fie invecinati. Legarea se realizeaza prin
ligatura la locuri convenabile de restrictie. Daca astfel de situsuri nu existd, adaptorii sau linkerii
oligonucleotidelor sintetice sunt utilizati in conformitate cu practica conventionala.

"Transfectia" este procesul de introducere deliberatd a moleculelor de acid nucleic, sau
polinucleotidelor (inclusiv vectori) in celulele tintd. Termenul este folosit mai ales pentru metodele non-
virale in celulele eucariote. Transductia este adesea folositd pentru a descrie transferul mediat de virus al
moleculelor de acid nucleic sau polinucleotidelor. Transfectarea celulelor animale implicd de obicei
deschiderea porilor tranzitori sau "gauri" in membrana celulard, pentru a permite absorbtia materialului.
Transfectia poate fi efectuatd folosind fosfat de calciu, prin electroporare, prin presarea celulelor, sau prin
amestecarea unei lipide cationice cu materialul pentru a produce lipozomi, care fuzioneaza cu membrana
celulara si 1si depun incércdtura in interior.

Termenul "transformare” este utilizat pentru a descrie transferul non-viral al moleculelor de acid
nucleic, sau 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 care rezultd din absorbtia directd prin membrana (membranele)
celulare din mediul ei si incorporarea ulterioara a materialului genetic exogen (molecule de acid nucleic).
Transformarea poate fi realizata prin mijloace artificiale. Pentru ca transformarea sa aiba loc, celulele sau
bacteriile trebuie sa fie intr-o stare de competentd, care ar putea aparea ca raspuns limitat in timp la
conditiile de mediu, cum ar fi, foametea si densitatea celulara.

Mai mult, inventia furnizeazd o celuld gazda transformatd sau transfectatd cu molecula de
polinucleotidd/acid nucleic sau cu vectorul inventiei. Asa cum sunt utilizati aici, termenii "celula gazda"
sau "celula destinatara" sunt intentionati sd includa orice celuld individuala sau cultura celulara care poate
fi sau a/au fost receptori de vectori, molecule exogene de acid nucleic si polinucleotide care codifica
constructul de anticorp al prezenta inventie; si/sau destinatarii constructului de anticorp Insusi.
Introducerea materialului respectiv in celuld se realizeaza prin transformare, transfectie si altele
asemenea. Termenul "celuld gazda" este, de asemenea, destinat sd includd descendenta sau descendenta
potentiald a unei singure celule. Deoarece anumite modificari pot aparea in generatiile urmatoare, fie din
cauza unei mutatii naturale, accidentale sau deliberate, fie din cauza influentelor mediului, astfel de
descendenti pot sa nu fie, de fapt, complet identici (in morfologie sau in complementul genomic sau ADN
total) cu celula parinte, dar este inca inclus in domeniul de aplicare al termenului asa cum este utilizat
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aici. Celulele gazda adecvate includ celule procariote sau eucariote si includ, de asemenea, dar fard a se
limita la, bacterii, celule de drojdie, celule fungice, celule vegetale si celule animale, cum ar fi, celule de
insecte si celule de mamifere, de ex., murina, sobolan, macac sau umane.

Constructul de anticorpi conform inventiei poate fi produs in bacterii. Dupa exprimare,
constructul de anticorp conform inventiei este izolat din pasta celulard E coli intr-o fractiune solubila si
poate fi purificata prin, de ex., cromatografie de afinitate si/sau excludere a dimensiunii. Purificarea finala
poate fi efectuatd similar cu procesul de purificare a anticorpului exprimat, de ex., in celule CHO.

In plus fatd de procariote, microbii eucarioti, cum ar fi, ciupercile filamentoase sau drojdia, sunt
gazde de clonare sau expresie adecvate pentru constructul de anticorp conform inventiei. Saccharomyces
cerevisiae, sau drojdia obisnuitd de panificatie, este cea mai frecvent utilizatd printre microorganismele
gazda eucariote inferioare. Cu toate acestea, un numar de alte genuri, specii si tulpini sunt disponibile n
mod obisnuit si utile aici, cum ar fi, Schizosaccharomyces pombe, Kluyveromyces hosts such as 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 such as Schwanniomyces occidentalis; si filamentous fungi such as 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 de nevertebrate includ celule vegetale si
de insecte. Au fost identificate numeroase tulpini si variante baculovirale si celule gazda de insecte
permisive corespunzitoare de la gazde, cum ar fi, Spodoptera frugiperda (omida), Aedes aegypti (tantar),
Aedes albopictus (tantar), Drosophila melanogaster (musculita de otet) si Bombyx mori. O varietate de
tulpini virale pentru transfectie sunt disponibile publicului, de ex., varianta L-1 a Autographa californica
NPV si tulpina Bm-5 a Bombyx mori NPV, si astfel de virusuri pot fi utilizate ca virus aici conform
prezentei inventii, in special pentru transfectia celulelor Spodoptera frugiperda.

Culturile de celule vegetale de bumbac, porumb, cartofi, soia, petunia, tomate, Arabidopsis si
tutun pot fi, de asemenea, folosite ca gazde. Clonarea si vectorii de expresie utili in producerea de
proteine in cultura de celule vegetale sunt cunoscute persoanelor de specialitate in domeniu. Vezi de ex.,
Hiatt s.a., Nature (1989) 342: 76-78, Owen s.a., (1992) Bio/Technology 10: 790-794, Artsaenko s.a.,
(1995) The Plant J 8: 745-750, si Fecker s.a., (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 culturd (culturd de tesuturi) a devenit o procedura de rutind. Exemplele de linii de celule
gazda de mamifere utile sunt linia CV1 de rinichi de maimuta transformata de SV40 (COS-7, ATCC CRL
1651); linie renald embrionard umana (293 sau 293 celule subclonate pentru crestere in culturd in
suspensie, Graham s.a., J. Gen Virol. 36:59 (1977)); celule de rinichi de pui de hamster (BHK, ATCC
CCL 10); celule ovariene de hamster chinezesc/-DHFR (CHO, Urlaub s.a., Proc. Natl. Acad. Sci. SUA
77: 4216 (1980)); celule sertoli de soarece (TM4, Mather, Biol. Reprod. 23: 243-251 (1980)); celule de
rinichi de maimuta (CVI ATCC CCL 70); celule de rinichi de maimuta verde africana (VERO-76, ATCC
CRL1587); celule de carcinom cervical uman (HELA, ATCC CCL 2); celule renale canine (MDCK,
ATCC CCL 34); celule hepatice de sobolan bivol (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 s.a., Annals N. Y Acad. Sci. (1982) 383: 44-68);
celule MRC 5; celule FS4; si o linie de hepatom uman (Hep G2).

Intr-un alt exemplu de realizare, inventia furnizeazi un procedeu pentru producerea unui
construct de anticorp conform inventiei, procedeul mentionat cuprinzand cultivarea unei celule gazda a
inventiei in conditii care sd permitd exprimarea constructului de anticorp conform inventiei si recuperarea
constructului de anticorp produs din cultura.

Asa cum este utilizat aici, termenul "cultura" se refera la mentinerea in vitro, diferentierea,
cresterea, proliferarea si/sau propagarea celulelor in conditii adecvate intr-un mediu. Termenul “expresie”
include orice etapd implicatd in producerea unui construct de anticorp conform inventiei incluzand, dar
fara a se limita la, transcriptie, 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 n mediu. Daca constructul de anticorp este produs intracelular, ca
prima etapd, resturile de particule, fie celule gazda, fie fragmente lizate, sunt indepartate, de ex., prin
centrifugare sau ultrafiltrare. Carter s.a., 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
dezghetata in prezenta de acetat de sodiu (pH 3,5), EDTA si fluorurd de fenilmetilsulfonil (PMSF) timp
de aproximativ 30 de min. Resturile celulare pot fi indepartate prin centrifugare. Acolo unde anticorpul
este secretat in mediu, supernatantii din astfel de sisteme de expresie sunt in general concentrati mai intai
utilizdnd un filtru de concentratie de proteine disponibil comercial, de ex., o unitate de ultrafiltrare
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Amicon sau Millipore Pellicon. Un inhibitor de proteaza precum PMSF poate fi inclus in oricare dintre
etapele de mai sus pentru a inhiba proteoliza 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 ex., cromatografie cu hidroxilapatita, electroforeza pe gel, dializa si cromatografie
de afinitate. Alte tehnici de purificare a proteinelor, cum ar fi fractionarea pe o coloand cu schimb ionic,
precipitarea cu etanol, HPLC cu faza inversa, cromatografia pe silice, cromatografia pe heparina
SEPHAROSE™, cromatografia pe o rasind schimbatoare de anioni sau cationi (cum ar fi, o coloana de
acid poliaspartic), focalizarea pe cromatografie, SDS-PAGE si precipitarea cu sulfat de amoniu sunt, de
asemenea, disponibile 1n functie de anticorpul care trebuie recuperat. Acolo unde constructul de anticorp
conform inventiei cuprinde un domeniu CH3, rasina Bakerbond ABX (J.T. Baker, Phillipsburg, NJ) este
utila pentru purificare.

Cromatografia de afinitate este o tehnicd de purificare preferatd. Matricea de care este atasat
ligandul de afinitate este cel mai adesea agaroza, dar sunt disponibile si alte matrici. Matricile stabile
mecanic, cum ar fi, sticla cu pori controlati sau poli(stirenedivinil)benzen, permit debite mai rapide si
timpi de procesare mai scurti decat se pot obtine cu agaroza.

Mai mult, inventia furnizeazd o compozitie farmaceutica care cuprinde un construct de anticorp
conform inventiei, sau un construct de anticorp produs conform procedeului inventiei. Este de preferat
pentru compozitia farmaceutica a inventiei ca omogenitatea constructului de anticorp si fie > 80%, mai
preferabil > 81%,> 82%,> 83%,> 84%, sau > 85%, inca mai preferabil > 86%,> 87%,> 88%,> 89%, sau >
90%, mai preferabil, > 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
adecvatd pentru administrare la un pacient, de preferintd la un pacient uman. Compozitia farmaceutica
preferatd In mod special a acestei inventii cuprinde unul sau mai multe constructe de anticorp conform
inventiei, de preferinta Intr-o cantitate eficientd din punct de vedere terapeutic. De preferintd, compozitia
farmaceutica mai cuprinde formuldri adecvate din unul sau mai multi purtétori (eficienti farmaceutic),
stabilizatori, excipienti, diluanti, solubilizanti, agenti activi de suprafatd, emulgatori, conservanti si/sau
adjuvanti. Constituentii acceptabili ai compozitiei sunt de preferinta netoxici pentru primitori la dozele si
concentratiile folosite. Compozitiile farmaceutice ale inventiei includ, dar nu se limiteaza la, compozitii
lichide, congelate si liofilizate.

Compozitiile inventive pot cuprinde un purtitor acceptabil farmaceutic. In general, asa cum este
utilizat aici, "purtator acceptabil farmaceutic" inseamnd orice si toate solutiile apoase si neapoase,
solutiile sterile, solventii, solutiile tampon, 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 compozitiile farmaceutice este bine cunoscutd in domeniu, iar
compozitiile care cuprind astfel de purtatori pot fi formulate prin metode conventionale bine-cunoscute.

Anumite exemple de realizare furnizeazd 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 altd parte aici. Excipientii pot fi utilizati in inventie in acest sens pentru o mare
varietate de scopuri, cum ar fi, ajustarea proprietatilor fizice, chimice sau biologice ale formularilor, cum
ar fi, ajustarea viscozitdtii si/sau procesele inventiei pentru a imbunatati eficacitatea si sau pentru a
stabiliza astfel de formulari si procese impotriva degradarii si alterarii datorate, de ex., solicitarilor care
apar 1n timpul productiei, transportului, depozitarii, pregétirii inainte de utilizare, administrarii si ulterior.

In anumite exemple de realizare, compozitia farmaceutici poate contine materiale de formulare
in scopul modificarii, mentinerii sau pastrarii, de ex., pH-ul, osmolaritatea, viscozitatea, claritatea,
culoarea, izotonicitatea, mirosul, sterilitatea, stabilitatea, viteza de dizolvare sau eliberare, adsorbtie sau
patrunderea compozitiei (vezi, 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:

e aminoacizi, cum ar fi, glicina, alanina, glutamina, asparagina, treonina, prolina, 2-fenilalanina,
inclusiv aminoacizii incércati, de preferinta lizina, acetat de lizina, arginind, glutamat si/sau histidinad

e antimicrobiene, cum ar fi, agenti antibacterieni si antifungici

e antioxidanti, cum ar fi, acid ascorbic, metionind, sulfit de sodiu sau bisulfit de sodiu;

e tampoane, sisteme tampon si agenti de tamponare care sunt utilizati pentru a mentine compozitia la
pH fiziologic sau la un pH usor mai scazut; exemple de solutii tampon sunt boratul, bicarbonatul, Tris-
HCI, citratii, fosfatii, sau alti acizi organici, succinatul, fosfatul si histidina; de exemplu, tampon Tris de
aproximativ pH 7,0-8,5;
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e solventi neaposi, cum ar fi, propilenglicolul, polietilenglicolul, uleiurile vegetale, cum ar fi, uleiul de
masline si esteri organici injectabili, cum ar fi, oleatul de etil;

e purtatori aposi incluzand apa, solutii alcoolice/apoase, emulsii sau suspensii, inclusiv solutii saline si
tamponate;

polimeri biodegradabili, cum ar fi, poliesteri;

agenti de incdrcare, cum ar fi, manitol sau glicina;

agenti de chelare, cum ar fi, acidul etilendiaminotetraacetic (EDTA);

agenti izotonici si de intarziere a absorbtiei;

agenti de complexare, cum ar fi, cafeind, polivinilpirolidona, beta-ciclodextrind sau hidroxipropil-
beta-ciclodextrina)

e umpluturi;

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

e proteine (greutate moleculard mica), polipeptide sau purtdtori proteici, cum ar fi, albumina serica
umana sau bovind, gelatind sau imunoglobulinele, de preferinta, de origine umana;

e  coloranti si aromatizanti;

e agenti reducatori care contin sulf, cum ar fi, glutationa, acid tioctic, tioglicolat de sodiu, tioglicerol,
[alfa]-monotioglicerol si tiosulfat de sodiu

e agenti de diluare;

e agenti de emulsionare;

e polimeri hidrofili, cum ar fi, polivinilpirolidona)

e contraioni care formeaza sare, cum ar fi, sodiu;

e conservanti, cum ar fi, antimicrobieni, anti-oxidanti, agenti de chelare, gaze inerte si altele asemenea;
exemplele sunt: clorurd de benzalconiu, acid benzoic, acid salicilic, timerosal, alcool fenetilic,
metilparaben, propilparaben, clorhexidina, acid sorbic, sau peroxid de hidrogen);

e complecsi metalici, cum ar fi, complecsi Zn-proteina;

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

e zaharuri si alcooli zaharati, cum ar fi, trehaloza, zaharoza, octasulfat, manitol, sorbitol sau xilitol
stahiozd, manoza, sorboza, xiloza, riboza, mioinizitoza, galactoza, lactitol, ribitol, mioinizitol, galactitol,
glicerina, ciclitol (de ex., inozitol), polietilen glicol,; si alcooli zaharati polihidrici;

e agenti de suspendare;

e surfactanti, sau agenti de umectare, cum ar fi, pluronici, PEG, esteri 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; exemplele nelimitative pentru polieteri preferati sunt PEG 3000, PEG 3350, PEG 4000 si
PEG 5000;

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

e agenti de crestere a tonicitatii, cum ar fi, halogenuri de metale alcaline, de preferinté clorura de sodiu,
sau potasiu, manitol sorbitol;

e vehicule de livrare parenterald, inclusiv solutie de clorurda de sodiu, dextroza Ringer, dextroza si
clorura de sodiu, lactat Ringer, sau uleiuri fixe;

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

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

Se are In vedere ca compozitia conform inventiei poate cuprinde, in plus fatd de polipeptida
conform inventiei definitd aici, alti agenti biologic activi, in functie de utilizarea intentionata a
compozitiei. Astfel de agenti ar putea fi medicamente care actioneaza asupra sistemului gastrointestinal,
medicamente care actioneaza ca citostatice, 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 precum citokinele cunoscute in
domeniu. Se are in vedere, de asemenea, ca constructul de anticorp din prezenta inventie sa fie aplicat
intr-0 co-terapie, adica in combinatie cu un alt medicament anti-cancer.

In anumite exemple de realizare, compozitia farmaceuticd optimi va fi determinati de o
persoand de specialitate In domeniu, in functie de, de ex., calea de administrare intentionata, formatul de
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livrare si doza doritd. Vezi, de ex., REMINGTON'S PHARMACEUTICAL SCIENCES, supra. in
anumite exemple de realizare, astfel de compozitii pot influenta starea fizicd, stabilitatea, viteza de
eliberare in vivo si viteza de eliminare in vivo a constructului de anticorp conform inventiei. in anumite
exemple de realizare, vehiculul sau purtatorul primar dintr-o compozitie farmaceutica poate fi fie apos, fie
neapos in naturd. De exemplu, un vehicul sau purtdtor adecvat poate fi apa pentru injectie, solutia salind
fiziologica sau lichidul cefalorahidian artificial, eventual suplimentat cu alte materiale comune in
compozitiile pentru administrare parenterald. Solutie salind tamponatd neutrd sau solutie salind
amestecati cu albumind sericd sunt vehicule exemplificative suplimentare. 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 formad de turtd liofilizatad sau solutie
apoasad. Mai mult, in 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 parenterald, compozitiile terapeutice pentru utilizare in
aceastd inventie pot fi furnizate sub forma de solutie apoasa fara pirogen, acceptabild parenteral, care
cuprinde constructul de anticorp dorit conform inventiei intr-un vehicul acceptabil farmaceutic. Un
vehicul adecvat in special pentru injectarea parenterald este apa distilata sterila in care constructul de
anticorp conform inventiei este formulat ca o solutie sterild, izotonicd, conservati corespunzitor. in
anumite exemple de realizare, preparatul poate implica formularea moleculei dorite cu un agent, cum ar
fi, microsfere injectabile, particule bioerodabile, compusi polimerici (cum ar fi, acid polilactic sau acid
poliglicolic), granule sau lipozomi, care pot furniza eliberarea produsului controlatd sau sustinuti, care se
pot livra prin injectie depozit. In anumite exemple de realizare, poate fi utilizat si acidul hialuronic, avand
ca efect promovarea duratei sustinute in circulatie. In anumite exemple de realizare, dispozitivele
implantabile de eliberare a medicamentelor pot fi utilizate pentru a introduce constructul de anticorp dorit.

Compozitiile farmaceutice suplimentare vor fi evidente pentru persoanele de specialitate in
domeniu, incluzdnd formulari care implicad constructul de anticorp conform inventiei in formulari cu
livrare/eliberare sustinutd sau controlatd. Tehnicile pentru formularea unei varietdti de alte mijloace de
eliberare sustinutd sau controlatd, cum ar fi, purtatori de lipozomi, microparticule bioerodabile, sau
granule poroase si injectii depozit, sunt, de asemenea, cunoscute persoanelor de specialitate in domeniu.
Vezi, de ex., cererea internationalda de brevet WO09315722, care descrie ecliberarea controlatd a
microparticulelor polimerice poroase pentru livrarea compozitiilor farmaceutice. Preparatele cu eliberare
sustinuta pot include matrici polimerice semipermeabile sub forma de articole turnate, de ex., filme sau
microcapsule. Matricile cu eliberare sustinuta pot include poliesteri, hidrogeluri, polilactide (asa cum sunt
dezviluite in brevetul U.S. nr. 3.773.919 si Publicarea cererii de brevet european nr. EP 058481),
copolimeri de acid L-glutamic si gamma etil-L-glutamat (Sidman s.a., 1983, Biopolymers 2:547-556),
poli (2-hidroxietil-metacrilat) (Langer s.a., 1981, J. Biomed. Mater. Res. 15:167-277 si Langer, 1982,
Chem. Teh. 12:98-105), acetat de etilen vinil (Langer s.a., 1981, supra), sau acid poli-D(-)-3-
hidroxibutiric (publicatia cererii de brevet european nr. EP 133.988). Compozitiile cu eliberare sustinuta
pot include, de asemenea, lipozomi care pot fi preparati prin oricare dintre cateva metode cunoscute in
domeniu. Vezi, de ex., Eppstein s.a., 1985, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.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 ex., prin
tehnici de coacervare sau prin polimerizare interfaciald (de exemplu, microcapsule de
hidroximetilceluloza sau gelatind si, respectiv, microcapsule de poli (metilmetacilat), In sisteme de
administrare a medicamentelor coloidale (de ex., lipozomi, microsfere de albumina, microemulsii,
nanoparticule si nanocapsule), sau in macroemulsii. Astfel de tehnici sunt dezvaluite in Remington's
Pharmaceutical Sciences, editia a 16-3, Oslo, A., Ed., (1980)).

Compozitiile farmaceutice utilizate pentru administrarea in vivo sunt furnizate de obicei ca
preparate sterile. Sterilizarea poate fi realizatd prin filtrare prin membrane de filtrare sterile. Cand
compozitia este liofilizata, sterilizarea folosind aceastd metoda poate fi efectuatd fie Inainte, fie dupa
liofilizare si reconstituire. Compozitiile pentru administrare parenterald pot fi pastrate sub forma
liofilizata sau intr-o solutie. Compozitiile parenterale sunt in general puse intr-un recipient care are un
orificiu de acces steril, de exemplu, o punga de solutie intravenoasa sau o fiold care are un dop care poate
fi perforat cu un ac de injectare hipodermic.

Un alt aspect al inventiei include constructul de anticorp auto-tampon al formularilor inventiei,
care poate fi utilizat ca compozitii farmaceutice, asa cum este descris in cererea internationald de brevet.
WO 06138181A2. Sunt disponibile o varietate de expuneri privind stabilizarea proteinelor si materialelor
de formulare si metodele utile in acest sens, cum ar fi, Arakawa s.a., "Solvent interactions in
pharmaceutical formulations,” Pharm Res. 8(3): 285-91 (1991); Kendrick s.a., "Physical stabilization of
proteins in aqueous solution" in: RATIONAL DESIGN OF STABLE PROTEIN FORMULATIONS:
THEORY si PRACTICE, Carpenter si Manning, eds. Pharmaceutical Biotechnology. 13: 61-84 (2002), si
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Randolph s.a., "Surfactant-protein interactions”, Pharm Biotechnol. 13: 159-75 (2002), vezi 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 pentru, de
exemplu, a ajusta puterea ionicd si/sau izotonicitatea unei formulari si/sau pentru a imbunatati
solubilitatea si/sau stabilitatea fizicd a unei proteine, sau a altui ingredient al unei compozitii in
conformitate cu inventia. Dupa cum este bine cunoscut, ionii pot stabiliza starea nativa a proteinelor prin
legarea la resturile incarcate de pe suprafata proteinei si prin protejarea grupurilor incarcate si polare din
proteind si prin reducerea puterii interactiunilor lor electrostatice, a interactiunilor de atractie si
respingere. De asemenea, ionii pot stabiliza starea denaturatd a unei proteine prin legarea la, in special,
legéturile peptidice denaturate (--CONH) ale proteinei. Mai mult, interactiunea ionicd cu grupdrile
incércate 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 efectele lor asupra proteinelor. Au fost dezvoltate o serie de
clasamente categorice ale ionilor si efectele acestora asupra proteinelor care pot fi utilizate in formularea
compozitiilor farmaceutice in conformitate cu inventia. Un exemplu este seria Hofmeister, care clasifica
solutiile ionice si polare neionice dupd efectul lor asupra stabilitatii conformationale a proteinelor in
solutie. Solutii stabilizatori sunt denumiti “cosmotropici”. Solutii destabilizatori sunt denumite
"caotropici”. Cosmotropii sunt utilizati in mod obisnuit la concentratii mari (de ex., > 1 molar sulfat de
amoniu) pentru a precipita proteinele din solutie (“salting-out™). Caotropii sunt utilizati in mod obisnuit
pentru a denatura si/sau pentru a solubiliza proteinele (“'salting-in"). Eficacitatea relativa a ionilor pentru
"salt-in" si "salt-out” defineste pozitia lor in seria Hofmeister.

Aminoacizii liberi pot fi utilizati in constructul de anticorp al formulérilor din inventie in
conformitate cu diferite exemple de realizare ale inventiei ca agenti de incdrcare, stabilizatori si
antioxidanti, precum si alte utilizari standard. Lizina, prolina, serina si 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 utild pentru a inhiba agregarea proteinelor, atat in
formulari lichide, cat si liofilizate. Metionina este utila ca antioxidant.

Poliolii includ zaharuri, de ex., manitol, zaharoza si sorbitol si alcooli polihidroxilici, cum ar fi,
de ex., glicerol si propilen glicol, si, in scopul discutat aici, polietilen glicol (PEG) si substante inrudite.
Poliolii sunt cosmotropici. Sunt agenti de stabilizare utili atat in formulari lichide, ct si liofilizate pentru
a proteja proteinele de procesele de degradare fizica si chimica. Poliolii sunt, de asemenea, utili pentru
ajustarea tonicitatii formuldrilor. Printre poliolii utili in formele de realizare selectate ale inventiei se
numara manitolul, utilizat in mod obignuit pentru a asigura stabilitatea structurala a turtei in formularile
liofilizate. Acesta asigura stabilitatea structurala a turtei. Este utilizat in general cu un lioprotector, de ex.,
zaharoza. Sorbitolul si zaharoza se numara printre agentii preferati pentru ajustarea tonicititii si ca
stabilizatori pentru a proteja mpotriva solicitarilor de inghet-dezghet in timpul transportului, sau
pregdtirii vracului in timpul procesului de fabricatie. Zaharurile reducdtoare (care contin grupari
aldehidice sau cetonice libere), cum ar fi, glucoza si lactoza, pot glica resturile de lizind si arginind la
suprafati. Prin urmare, ei nu sunt in general printre poliolii preferati pentru utilizare conform inventiei. In
plus, zaharurile care formeaza astfel de specii reactive, cum ar fi, zaharoza, care este hidrolizata la
fructoza si glucoza in conditii acide si, in consecinta, genereaza glicare, nu se numara, 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 ale constructului de anticorp ale formularilor inventiei cuprind in plus
surfactanti. Moleculele de proteine pot fi susceptibile la adsorbtie pe suprafete si la denaturare si agregare
ulterioara la interfetele aer-lichid, solid-lichid si lichid-lichid. Aceste efecte se scaleazd in general invers
cu concentratia de proteine. Aceste interactiuni daunatoare cresc in general invers cu concentratia de
proteine si sunt de obicei exacerbate de agitatia fizica, cum ar fi, cea generatd in timpul transportului si
manipularii unui produs. Surfactantii sunt utilizati in mod obisnuit pentru a preveni, minimiza sau reduce
adsorbtia la suprafatd. Surfactantii utili din inventie in acest sens includ polisorbatul 20, polisorbatul 80,
alti esteri ai acizilor grasi ai polietoxilatilor de sorbitan si poloxamerul 188. Surfactantii sunt de asemenea
utilizati in mod obisnuit pentru a controla stabilitatea conformationald a proteinei. Utilizarea surfactantilor
in aceasta privintd este specifica proteinei, deoarece, in mod obisnuit, orice surfactant va stabiliza 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 resturilor de proteine, in
special metionina. In consecintd, polisorbatii trebuie utilizati cu atentie si, atunci cand sunt utilizati,
trebuie folositi la cea mai scizuta concentratie eficientd. In acest sens, polisorbatii exemplifica regula
generald conform careia excipientii ar trebui sa fie utilizati In cele mai scazute concentratii efective.
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Exemplele de realizare ale constructului de anticorp al formularilor inventiei cuprind, in plus,
unul sau mai multi antioxidanti. Intr-o oarecare masuri, oxidarea diunitoare a proteinelor poate fi
prevenita in formularile farmaceutice prin mentinerea unor niveluri adecvate de oxigen si temperaturd
ambientala si prin evitarea expunerii la lumina. Excipientii antioxidanti pot fi folositi si pentru a preveni
degradarea oxidativa a proteinelor. Printre antioxidantii utili in acest sens se numara agentii reducatori,
captatorii de oxigen/radicali liberi si agentii de chelare. Antioxidantii pentru utilizare in formulari proteice
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, glutationa in
special, pot perturba legaturile disulfurice intramoleculare. Astfel, antioxidantii pentru utilizare in
inventie sunt selectati pentru, printre altele, a elimina sau a reduce suficient posibilitatea ca ei insisi sa
dauneze proteinelor din formulare.

Formularile in conformitate cu inventia pot include ioni metalici care sunt co-factori proteici si
care sunt necesari pentru a forma complecsi de coordinare a proteinelor, cum ar fi, zincul necesar pentru a
forma anumite suspensii de insulind. De asemenea, ionii metalici pot inhiba unele procese care
degradeaza proteinele. Cu toate acestea, ionii metalici catalizeaza si procesele fizice si chimice care
degradeaza proteinele. lonii de magneziu (10-120 mM) pot fi utilizati pentru a inhiba izomerizarea
acidului aspartic la acid izoaspartic. lonii Ca*> (pand la 100 mM) pot creste stabilitatea
dezoxiribonucleazei umane. Mg*2, Mn*2, si Zn*2 cu toate acestea, poate destabiliza rhDNaza. In mod
similar, Ca*? si Sr*2 poate stabiliza Factorul V111, acesta poate fi destabilizat de Mg*2, Mn*2 si Zn*2, Cu*2
si Fe*?, iar agregarea sa poate fi crescuti de ionii de Al*3,

Exemplele de realizare ale constructului de anticorp ale formularilor din inventie cuprind in plus
unul sau mai multi conservanti. Conservantii sunt necesari atunci cand se dezvoltad formulari parenterale
cu mai multe doze care implica mai mult de o extractie din acelasi recipient. Functia lor principala este de
a inhiba cresterea microbiana si de a asigura sterilitatea produsului pe toatd durata de valabilitate, sau pe
durata de utilizare a produsului medicamentos. Conservantii folositi in mod obisnuit includ alcoolul
benzilic, fenolul si m-crezolul. Desi conservantii au o istorie lunga de utilizare cu parenterale cu molecule
mici, dezvoltarea formuldrilor proteice care includ conservanti poate fi o provocare. Conservantii au
aproape intotdeauna un efect destabilizator (agregare) asupra proteinelor, iar acesta a devenit un factor
major in limitarea utilizarii acestora in formuldrile de proteine cu doze multiple. Pana in prezent,
majoritatea medicamentelor proteice au fost formulate doar ca dozd unica. Cu toate acestea, atunci cand
sunt posibile formuldri cu mai multe doze, acestea au avantajul suplimentar de a permite confortul
pacientului si o capacitate de comercializare crescutad. Un bun exemplu este cel al hormonului uman de
crestere (hGH), in care dezvoltarea formularilor conservate a condus la comercializarea unor prezentari
mai convenabile, cu mai multe utilizari ale stiloului injector. Cel putin patru astfel de dispozitive stilou
care contin formulari conservate de hGH sunt disponibile in prezent pe piatd. Norditropin (lichid, Novo
Nordisk), Nutropin AQ (lichid, Genentech) si Genotropin (cartus liofilizat - dubld camera, 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
eficientd a conservantilor din produsul medicamentos trebuie sd fie optimizati. Acest lucru necesita
testarea unui anumit conservant in forma de dozare cu intervale de concentratie care conferd eficacitate
antimicrobiana fara a compromite stabilitatea proteinei.

Dupa cum este de asteptat, dezvoltarea formuldrilor lichide care contin conservanti este mai
dificila decat a formuldrilor liofilizate. Produsele liofilizate pot fi liofilizate fard conservant si
reconstituite cu un conservant care contine diluant in momentul utilizarii. Acest lucru scurteaza timpul
pentru care un conservant este in contact cu proteina, minimizénd semnificativ riscurile de stabilitate
asociate. In cazul formularilor lichide, eficacitatea si stabilitatea conservantilor trebuie mentinute pe toati
perioada de valabilitate a produsului (aproximativ 18 pana la 24 de luni). Un punct important de remarcat
este ca eficacitatea conservantilor trebuie demonstrata in formula finald care contine medicamentul activ
si toate componentele excipientilor.

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

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

Activitatea biologicda a compozitiei farmaceutice definita aici poate fi determinatd, de ex., prin
teste de citotoxicitate, aga cum este descris in urmatoarele exemple, In WO 99/54440 sau de Schlereth s.a.
(Cancer Immunol. Immunother. 20 (2005), 1-12). "Eficacitate" sau "eficacitate in vivo" asa cum este
utilizat aici se refera la raspunsul la terapia cu compozitia farmaceutica a inventiei, utilizind de ex.,
criterii standardizate de raspuns NCI. Succesul sau eficacitatea in vivo a terapiei folosind o compozitie
farmaceuticd a inventiei se referda la eficacitatea compozitiei pentru scopul ei vizat, adicd capacitatea
compozitiei de a provoca efectul dorit, adicd epuizarea celulelor patologice, de ex., celule tumorale.
Eficacitatea in vivo poate fi monitorizatd prin metode standard stabilite pentru entitétile 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 diversi parametri de chimie clinici
specifici bolii si alte metode standard stabilite. In plus, se pot utiliza tomografie asistati de computer, raze
X, tomografie prin rezonantd magnetica nucleara (de ex., pentru evaluarea raspunsului bazata pe criterii
ale 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. Report of an international
workshop to standardize response criteria for non-Hodgkin's lymphomas. NCI Sponsored International
Working Group. J Clin Oncol. 1999 Apr;17(4):1244]), scanarea tomografiei cu emisie de pozitroni,
numadrarea globulelor albe, diferentiale, sortarea celulelor activate prin fluorescentd, aspiratia maduvei
osoase, biopsii/histologii ale ganglionilor limfatici si diversi parametri de chimie clinicd specifici
limfomului (de ex., lactat dehidrogenazd) si alte metode standard stabilite.

O altd provocare majora in dezvoltarea medicamentelor, cum ar fi compozitia farmaceutica a
inventiei, este modularea predictibild a proprietatilor farmacocinetice. In acest scop, poate fi stabilit un
profil farmacocinetic al medicamentului candidat, adicd un profil al parametrilor farmacocinetici care
afecteaza capacitatea unui anumit medicament de a trata o afectiune data. Parametrii farmacocinetici ai
medicamentului care influenteazd capacitatea unui medicament de a trata o anumitd entitate de boala
includ, dar nu se limiteaza la: timpul de injumatitire, volumul de distributie, metabolismul hepatic de
primé trecere si gradul de legare a serului sanguin. Eficacitatea unui anumit agent medicament poate fi
influentatd de fiecare dintre parametrii mentionati anterior. Este o caracteristicd avutd in vedere a
constructelor de anticorpi din prezenta inventie prevazute cu modalitatea Fc specifica ca acestea implica,
de ex., diferente in comportamentul farmacocinetic. Un construct de anticorp de tintire cu durata de
injumatatire extinsd conform prezentei inventii prezintd, de preferintd, un timp de rezidentd surprinzator
de crescut in vivo in comparatie cu versiunile "canonice” non-HLE ale constructului de anticorp
mentionat.

"Timp de Injumatatire” inseamna timpul in care 50% dintr-un medicament administrat se elimina
prin procese biologice, de ex., metabolism, excretie, etc. Prin "metabolismul hepatic de prima trecere” se
intelege tendinta unui medicament de a fi metabolizat la primul contact cu ficatul, adicd in timpul primei
sale treceri prin ficat. "Volum de distributie” inseamna gradul de retentie a unui medicament in diferitele
compartimente ale corpului, cum ar fi, de ex., spatii intracelulare si extracelulare, tesuturi si organe, etc. si
distributia medicamentului in aceste compartimente. "Grad de legare a serului sanguin” inseamna tendinta
unui medicament de a interactiona si de a se lega de proteinele din serul sanguin, cum ar fi, albumina,
ceea ce duce la reducerea sau pierderea activitatii biologice a medicamentului.

Parametrii farmacocinetici includ, de asemenea, biodisponibilitatea, timpul de intarziere (Tlag),
Tmax, ratele de absorbtie, debut mai mare si/sau Cmax pentru o anumitd cantitate de medicament
administrata. "Biodisponibilitate” inseamna cantitatea de medicament din compartimentul sanguin. "Timp
de intarziere" Inseamnd intervalul de timp dintre administrarea medicamentului si detectarea si
masurabilitatea acestuia 1n sange sau plasma. "Tmax" este timpul dupd care se atinge concentratia
sanguind maxima a medicamentului, si "Cmax" este concentratia sanguind maxima obtinutd cu un anumit
medicament. Timpul pentru a ajunge la 0 concentratie sanguina sau tisulard a medicamentului 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-cimpanzei, asa cum s-a subliniat anterior, sunt de asemenea prezentati, de ex., in
publicatia de Schlereth s.a. (Cancer Immunol. Immunother. 20 (2005), 1-12).

Intr-un aspect preferat al inventiei, compozitia farmaceutica este stabila timp de cel putin patru
saptamani la aproximativ -20°C. Dupa cum reiese din exemplele anexate, calitatea unui construct de
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anticorp conform inventiei in comparatie cu calitatea constructelor de anticorpi corespunzitoare din
stadiul tehnicii se poate testa utilizand sisteme diferite. Se intelege ca aceste teste sunt in conformitate cu
"ICH Harmonised Tripartite Guideline: Stability Testing of Biotechnological/Biological Products Q5C si
Specifications: Test procedures si Acceptance Criteria for Biotech Biotechnological/Biological Products
Q6B" si, prin urmare, sunt alese pentru a oferi un profil care indica stabilitatea, care ofera certitudinea ca
sunt detectate schimbari in identitatea, puritatea si potenta produsului. Este bine acceptat ca termenul de
puritate este un termen relativ. Datorita efectului glicozilarii, deamidarii sau altor eterogenitati, puritatea
absolutd a unui produs biotehnologic/biologic ar trebui si fie evaluata in mod obignuit prin mai mult de o
metod3, iar valoarea purititii derivati este dependenti de metoda. In scopul testdrii stabilitatii, testele de
puritate ar trebui sd se concentreze pe metodele de determinare a produselor de degradare.

Pentru evaluarea calitdtii unei compozitii farmaceutice care cuprinde un construct de anticorp
conform inventiei se poate analiza, de ex., prin analizarea continutului de agregate solubile intr-o solutie
(HMWS pe excludere de dimensiune). Este de preferat ca stabilitatea timp de cel putin patru sdptamani la
aproximativ -20°C si fie caracterizatd printr-un continut de mai putin de 1,5% HMWS, de preferinta cu
mai putin de 1% HMWS.

O formulare preferata pentru constructul de anticorp ca o compozitie farmaceutica poate, de ex,.
cuprind componentele unei formulari asa cum este descris mai jos:

e Formularea A:
fosfat de potasiu, clorhidrat de L-arginina, trehaloza dihidrat, polisorbat 80 la pH 6,0.

Alte exemple pentru evaluarea stabilitatii unui construct de anticorp conform inventiei sub forma
de compozitie farmaceutica sunt furnizate in exemplele anexate 4-12. In acele exemple, exemplele de
realizare ale constructelor de anticorpi ale inventiei sunt testate cu privire la diferite conditii de stres in
diferite formuldri farmaceutice si rezultatele sunt comparate cu alte formate de extindere a timpului de
injumatatire (HLE) ale constructului de anticorp care angajeaza celulele T bispecifice cunoscute din
domeniu. In general, se are in vedere cd constructele de anticorpi furnizate cu modalitatea Fc specifica
conform prezentei inventii sunt de obicei mai stabile intr-o gama larga de conditii de stres, cum ar fi,
temperatura si stresul la lumind, ambele in comparatie cu constructele de anticorpi prevazute cu diferite
formate HLE si fard orice format HLE (adicé constructe de anticorpi "canonice"). Respectiva stabilitate la
temperaturd se poate referi atat la scadere (sub temperatura camerei, inclusiv inghetarea), cat si la crestere
(peste temperatura camerei, inclusiv temperaturile pana la, sau peste temperatura corpului). Dupa cum va
stresul, care este greu de evitat in practica clinica, face constructul de anticorp mai sigur deoarece vor
aparea mai putine produse de degradare in practica clinicd. in consecintd, stabilitate crescuti mentionati
inseamna siguranta sporita.

Un exemplu de realizare furnizeaza constructul de anticorp conform inventiei, sau constructul de
anticorp produs conform procedeului inventiei pentru utilizare in prevenirea, tratamentul sau ameliorarea
unei tulburari a celulelor B corelata cu expresia BCMA, sau supraexpresia BCMA, o tulburare a celulelor
plasmatice si o boala autoimuna.

Formularile descrise aici sunt utile ca compozitii farmaceutice in tratamentul, ameliorarea si/sau
prevenirea stirii medicale patologice descrise aici la un pacient care are nevoie de aceasta. Termenul
"tratament" se refera atat la tratament terapeutic, cat si la masuri 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/tulburari, sau o predispozitie catre o boald/tulburare, cu
scopul de a trata, vindeca, atenua, ameliora, modifica, remedia, ameliora, imbunatati sau afecta boala,
simptomul bolii sau predispozitia catre boala.

Termenul "ameliorare" asa cum este utilizat aici se refera la orice imbunatatire a starii de boala a
unui pacient care are o boald aga cum este specificata aici mai jos, prin administrarea unui construct de
anticorp conform inventiei unui subiect care are nevoie de aceasta. O astfel de mbunatétire poate fi
vazutd si ca o incetinire sau oprire a progresiei bolii pacientului. Termenul "prevenire", asa cum este
utilizat aici, inseamna evitarea aparitiei sau reaparitiei la un pacient care are o tumoare sau cancer, sau un
cancer metastatic asa cum este specificat aici mai jos, prin administrarea unui construct de anticorp
conform inventiei la un subiect care are nevoie de acesta.

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

Un "neoplasm™ este o crestere anormald a tesutului, de obicei, dar nu intotdeauna, formand o
masa. Cand se formeazd si 0o masd, aceasta este denumitd in mod obisnuit "tumora”. 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 din jur si pot forma metastaze,
adica se raspandesc in alte parti, tesuturi sau organe ale corpului. Prin urmare, termenul “cancer
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metastatic" cuprinde metastaze la alte tesuturi sau organe decit cel al tumorii initiale. Limfoamele si
leucemiile sunt neoplasme limfoide. Pentru scopurile prezentei inventii, ele sunt de asemenea cuprinse de
termenii "tumoare" sau “"cancer".

Termenul "boala virala" descrie boli, care sunt rezultatul unei infectii virale a unui subiect.

Termenul "tulburare imunologicd" asa cum este utilizat aici descrie in conformitate cu definitia
imune.

In tulburirile celulelor plasmatice, o cloni de celule plasmatice se inmulteste necontrolat. Ca
rezultat, aceasta clond produce cantitati mari dintr-un singur anticorp (monoclonal) cunoscut sub numele
de proteina M. In unele cazuri, cum ar fi, gamopatiile monoclonale, anticorpul produs este incomplet,
constand doar din lanturi usoare sau lanturi grele. Aceste celule plasmatice anormale si anticorpii pe care
ii produc sunt de obicei limitate la un singur tip.

De preferinta, afectiunea celulelor plasmatice este selectatd din grupul care constd din mielom
multiplu, plasmocitom, leucemie cu celule plasmatice, macroglobulinemie, amiloidoza,
macroglobulinemie Waldenstrom, plasmacitom osos solitar, plasmacitom extramedular, mielom
osteosclerotic, boli ale lantului greu, gamopatie monoclonald de semnificatie nedeterminatd, mielom
multiplu mocnit. Tulburérile celulelor B pot fi, de asemenea, selectate din grupul care constd din limfom
non-Hodgkin cu celule B, leucemie limfocitara cronica si limfom Hodgkin.

Boala autoimuna este, de ex., lupusul eritematos sistemic (LES), sau artrita reumatoida (RA).

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 urmeaza sa fie prevenitd. Subiectul aflat in
nevoie sau "pacientul” include subiecti umani si alte mamifere care primesc fie tratament profilactic, fie
tratament terapeutic.

Constructul de anticorpi 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 preferintd formulate in concentratii care sunt acceptabile pentru locul de administrare.

Formulérile si compozitiile pot fi astfel concepute in conformitate cu inventia pentru eliberare
prin orice cale de administrare adecvata. In contextul prezentei inventii, cdile de administrare includ, dar
nu sunt limitate la
e cii topice (cum ar fi, epicutanat, inhalare, nazal, oftalmic, auricular/aural, vaginal, mucoase);

e cii enterale (cum ar fi, orala, gastrointestinala, sublinguala, sublabiala, bucala, rectald); si

e cdi parenterale (cum ar fi, intravenoasa, intraarteriald, intraosoasd, intramusculara, intracerebrala,
intracerebroventriculard, epidurald, intratecala, subcutanati, intraperitoneala, extra-amniotica,
intraarticulara, intracardiaca, intradermica, intralezionald, intrauterina, intravezicald, intravitreala,
transdermica, intravezicald, intravitreald, transdermica, intranazala, transmucozald, intrasinoviala,
intraluminald).

Compozitiile farmaceutice si constructul de anticorp din aceastd inventie sunt deosebit de utile
pentru administrare parenterald, de ex., administrare subcutanatid sau intravenoasd, de exemplu, prin
injectie, 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 U.S. nr. 4.475.196; 4.439.196;
4447224, 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; $i 5.399.163.

In special, prezenta inventie asigurd o administrare neintreruptd a compozitiei adecvate. Ca
exemplu nelimitator, administrarea neintrerupta sau substantial neintrerupta, adica administrarea 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 sistemelor de pompa mentionate. Astfel de sisteme de
pompa sunt in general cunoscute in domeniu si se bazeazd In mod obisnuit pe schimbul periodic de
cartuse care contin agentul terapeutic care urmeazi sa fie perfuzat. Cand se schimba cartusul intr-un astfel
de sistem de pompare, poate apdrea o intrerupere temporard a fluxului, altfel neintrerupt, de agent
terapeutic in corpul pacientului. Intr-un astfel de caz, faza de administrare inainte de inlocuirea cartusului
si faza de administrare care urmeaza inlocuirii cartusului ar fi incd considerate in sensul mijloacelor si
metodelor farmaceutice ale inventiei ca alcatuiesc impreuna o "administrare neintrerupta™ a unui astfel de
agent terapeutic.

Administrarea continud sau neintreruptd a constructelor de anticorpi conform inventiei poate fi
intravenoasa sau subcutanatd prin intermediul unui dispozitiv de livrare a fluidului sau a unui sistem mic
de pompare, incluzdnd un mecanism de antrenare a fluidului pentru scoaterea fluidului dintr-un rezervor
si un mecanism de actionare pentru actionarea mecanismului de actionare. Sistemele de pompare pentru
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administrare subcutanatd pot include un ac, sau o canuld pentru patrunderea in pielea unui pacient si
pentru eliberarea compozitiei adecvate in corpul pacientului. Sistemele de pompare mentionate pot fi
fixate direct sau atasate de pielea pacientului, independent de o vena, artera sau vas de sange, permitind
astfel un contact direct intre sistemul de pompare si pielea pacientului. Sistemul de pompare poate fi
atasat de 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 nelimitator, volumul rezervorului
pentru compozitia farmaceuticd adecvata care urmeaza sa fie administrata poate fi intre 0,1 si 50 ml.

Administrarea continud poate fi, de asemenea, transdermica prin intermediul unui plasture purtat
pe piele si inlocuit la intervale de timp. Unui specialist in domeniu ii sunt cunoscute sistemele de plasturi
pentru livrarea medicamentelor adecvate pentru acest scop. Este de remarcat faptul ca administrarea
transdermica este in mod deosebit susceptibild de administrare neintrerupta, deoarece schimbul unui prim
plasture epuizat poate fi realizat in mod avantajos simultan cu plasarea unui nou, al doilea plasture, de
exemplu, pe suprafata pielii imediat adiacentd primului plasture epuizat si imediat inainte de indepartarea
primului plasture epuizat. Problemele de intrerupere a fluxului sau defectiunea celulei de alimentare nu
apar.

Daca compozitia farmaceuticd a fost liofilizata, materialul liofilizat este mai ntdi reconstituit
intr-un lichid adecvat inainte de administrare. Materialul liofilizat poate fi reconstituit in, de ex., apa
bacteriostatica pentru injectie (BWFI), solutie salind fiziologica, solutie salina tamponata cu fosfat (PBS)
sau aceeasi formulare n care era 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 administrarea de doze crescande din constructul
de anticorp conform inventiei care prezintd specificitate intre speciile descrise aici pentru primatele non-
cimpanzee, de exemplu, macaci. Dupa cum s-a aratat anterior, constructul de anticorp conform inventiei
care prezinta specificitate intre speciile descrise aici poate fi utilizat in mod avantajos in forma identica in
testarea preclinicd la primate non-cimpanzee si ca medicament la oameni. Regimul de dozare va fi
determinat de medicul curant si de factorii clinici. Dupa cum este bine cunoscut in domeniul medical,
dozele pentru orice pacient depind de multi factori, inclusiv dimensiunea pacientului, suprafata corpului,
varsta, compusul particular care trebuie administrat, sexul, timpul si calea de administrare, starea generala
de sanatate si alte. medicamente care sunt administrate concomitent.

Termenul "doza eficienta" sau "dozare eficientd" este definit ca o cantitate suficientd pentru a
obtine sau a obtine cel putin partial efectul dorit. Termenul "doza eficienta terapeutic" este definit ca o
cantitate suficientd pentru a vindeca sau cel putin a opri partial boala si complicatiile acesteia la un
pacient care suferd deja de boala. Cantititile sau dozele eficiente pentru aceasta utilizare vor depinde de
afectiunea care trebuie tratatd (indicatia), constructul de anticorp administrat, contextul si obiectivele
terapeutice, severitatea bolii, terapia anterioara, istoricul clinic al pacientului si raspunsul la agentul
terapeutic, calea de administrare, dimensiunea (greutatea corporala, suprafata corpului sau dimensiunea
organului) si/sau starea (varsta si starea generald de sanatate) a pacientului si starea generald a propriului
sistem imunitar al pacientului. Doza adecvata poate fi ajustata in functie de hotdrarea medicului curant,
astfel incat sa poatd fi administratd pacientului o datd, sau peste o serie de administrari si pentru a obtine
efectul terapeutic optim.

O doza tipica poate varia de la aproximativ 0,1 ug/kg pand la aproximativ 30 mg/kg sau mai
mult, in functie de factorii mentionati anterior. in exemplele 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 eficientd terapeutic dintr-un construct de anticorp conform inventiei are ca rezultat,
de preferintd, o scadere a severitatii simptomelor bolii, o crestere a frecventei sau a duratei perioadelor
fara simptome ale bolii, sau o prevenire a deteriorarii sau a dizabilitatii din cauza afectiunii bolii. Pentru
tratarea bolilor care se coreleaza cu expresia BCMA asa cum s-a descris aici anterior, o cantitate eficienta
terapeutic din constructul de anticorp conform inventiei, aici: un construct de anticorp anti-BCMA/anti-
CD3, de preferinta inhiba cresterea celulelor, sau cresterea tumorii cu cel putin aproximativ 20%, cel
putin aproximativ 40%, cel putin aproximativ 50%, cel putin aproximativ 60%, cel putin aproximativ
70%, cel putin aproximativ 80% sau cel putin aproximativ 90% 1In raport cu pacientii netratati.
Capacitatea unui compus de a inhiba cresterea tumorii poate fi evaluata intr-un model predictiv de animal
al eficacitatii

Compozitia farmaceutica poate fi administratd ca unic terapeutic, sau in combinatie cu terapii
suplimentare, cum ar fi, terapiile anticancer, 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, inainte sau dupd administrarea
constructului de anticorp mentionat in intervale si doze definite in timp util.

Termenul "doza eficientd si netoxica" asa cum este utilizat aici se referd la o doza tolerabila
dintr-un construct de anticorp inventiv care este suficient de mare pentru a provoca epuizarea celulelor
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patologice, eliminarea tumorii, contractia tumorii sau stabilizarea bolii fara, sau in esentd fard efecte
toxice majore. Astfel de doze eficiente si netoxice pot fi determinate de ex., prin studiile de crestere a
dozei descrise In domeniu si ar trebui sa fie sub doza care induce evenimente secundare adverse severe
(toxicitate care limiteaza doza, DLT).

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

Termenul "sigurantd", "sigurantd in vivo" sau "tolerabilitate” asa cum este utilizat aici defineste
administrarea unui medicament fard a induce evenimente adverse severe direct dupd administrare
(toleranta locald) si pe o perioadd mai lunga de aplicare a medicamentului. "Siguranta", "siguranta in
vivo" sau "tolerabilitatea” pot fi evaluate, de ex., la intervale regulate in timpul tratamentului si perioadei
de urmarire. Masurdtorile includ evaluarea clinica, de ex., manifestari ale organelor si screening-ul
anomaliilor de laborator. Evaluarea clinicd poate fi efectuatd si abaterile de la constatirile normale
inregistrate/codificate conform standardelor NCI-CTC si/sau MedDRA. Manifestérile de organe pot
include criterii, cum ar fi, alergie/imunologie, sange/maduva osoasa, aritmie cardiacd, coagulare si altele
asemenea, asa cum este stabilit de ex., in Common Terminology Criteria for Adverse Events v3.0
(CTCAE). Parametrii de laborator care pot fi testati includ, de ex., hematologia, chimia clinica, profilul de
coagulare si analiza urinei si examinarea altor fluide corporale, cum ar fi, ser, plasma, lichid limfoid sau
spinal, solutie si altele asemenea. Siguranta poate fi astfel evaluatd de ex., prin examen fizic, tehnici
imagistice (de ex., ultrasunete, raze X, tomografii, imagistica prin rezonantd magnetica (MSI), alte masuri
cu dispozitive tehnice (de ex. electrocardiograma), semne vitale, prin masurarea parametrilor de laborator
si inregistrarea evenimentelor adverse. De exemplu, evenimentele adverse la primatele non-cimpanzee in
utilizarile si metodele conform inventiei pot fi examinate prin metode histopatologice si/sau histochimice.

Termenii de mai sus se referd, de asemenea la, de ex. in evaluarea preclinica a sigurantei
produselor farmaceutice derivate din biotehnologie S6; Harmonised Tripartite Guideline; ICH Reuniunea
Comitetului Director al ICH din 16 iulie 1997.

In cele din urma, inventia furnizeazi o trusa care cuprinde un construct de anticorp conform
inventiei, sau produs conform procedeului inventiei, o compozitie farmaceuticd conform inventiei, o
polinucleotidd conform inventiei, un vector conform inventiei si/sau o celuld gazda conform inventiei.

In contextul prezentei inventii, termenul "trusi" inseamnd doud sau mai multe componente -
dintre care una corespunzand constructului de anticorp, compozitiei farmaceutice, vectorului sau celulei
gazda a inventiei - ambalate impreund intr-un container, recipient sau altceva asemanator. O trusa poate fi
astfel descrisa 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.

Trusa poate cuprinde unul sau mai multe recipiente (cum ar fi, flacoane, fiole, recipiente, seringi,
sticle, pungi) de orice forma, dimensiune si material adecvat (de preferintd impermeabil, de exemplu,
plastic sau sticld) care contine constructul de anticorp sau compozitia farmaceutica a prezentei inventii
intr-o dozd adecvatd pentru administrare (vezi mai sus). Trusa 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, truse pentru o unitate de administrare cu doza unica. Trusa
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 apoasi. In anumite exemple de realizare
ale acestei inventii, sunt prevazute truse care contin seringi preumplute cu o singurd camera si cu mai
multe camere (de ex., se asigura seringi lichide si lioseringi).

Trebuie remarcat faptul ca, asa cum sunt utilizate aici, formele de singular "o", "un", si "acel"
includ referinte la plural, cu exceptia cazului in care contextul indica in mod clar altfel. Astfel, de ex.,
referirea la "un reactiv" include unul sau mai multi dintre astfel de reactivi diferiti si referirea la "metoda"
include referirea la etapele si metodele echivalente cunoscute de persoanele de specialitate in domeniu
care ar putea fi modificate sau Inlocuite cu metodele descrise aici.

Daca nu se indica altfel, termenul "cel putin” care preceda o serie de elemente trebuie inteles ca
se referd la fiecare element din serie. Specialistii In domeniu vor recunoaste, sau vor fi capabili sa
stabileasca folosind nu mai mult decat experimente de rutind, multe echivalente cu exemplele de realizare
specifice ale inventiei descrise aici.

Termenul "si/sau™ oriunde este utilizat aici include semnificatia "si", "sau” si "toate sau orice altd
combinatie a elementelor legate de termenul mentionat".
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Termenul "circa" sau "aproximativ" asa cum este utilizat aici Inseamna in intervalul de 20%, de
preferinta in intervalul de 10%, si mai preferabil in intervalul de 5% dintr-0 valoare, sau un interval dat.
Acesta include, totusi, si numarul concret, de ex., aproximativ 20 include 20.

Termenul "mai mic decat" sau "mai mare decat" include numarul concret. De ex., mai putin de
20 fnseamna mai putin sau egal cu. in mod similar, mai mult decit sau mai mare decat inseamna mai mult
sau egal cu, sau mai mare decét sau, respectiv, egal cu.

Pe parcursul acestei specificatii si al revendicarilor care urmeaza, cu exceptia cazului in care
contextul cere altfel, cuvantul "cuprind”, si variatii precum "cuprinde" si "care cuprinde”, va fi inteles ca
implicand includerea unui numar intreg declarat, sau a unei etape, sau a unui grup de numere intregi, sau
pasi, dar nu excluderea oricérui alt intreg, sau etapa, sau grup de intreg, sau pas. Atunci cand este utilizat
aici, termenul "care cuprinde" poate fi substituit cu termenul "care contine" sau "care include" sau uneori
cand este utilizat aici cu termenul "avand".

Cand este utilizat aici, "care consta din" exclude orice element, etapd sau ingredient nespecificat
in elementul revendicat. Cand este utilizat aici, "care consté in esentd din" nu exclude materiale sau etape
care nu afecteaza in mod semnificativ caracteristicile de baza si noi ale revendicarii.

in fiecare caz de aici, oricare dintre termenii "care cuprinde”, "care consta in esenta din" si "care
constd din" poate fi inlocuit cu oricare dintre ceilalti doi termeni.

Trebuie inteles ca aceastd inventie nu este limitatd la metodologia, protocoalele, materialul,
reactivii si substantele, etc., descrise aici si ca atare poate varia. Terminologia utilizatd aici are doar
scopul de a descrie exemple de realizare particulare si nu are scopul de a limita domeniul de aplicare al
prezentei inventii, care este definitd exclusiv prin revendicari.

O mai buna intelegere a prezentei inventii si a avantajelor acesteia va fi obtinutd din urmatoarele
exemple, oferite doar in scopuri ilustrative. Exemplele nu sunt destinate sa limiteze in niciun fel scopul
prezentei inventii. Exemplele descrise mai jos pot fi efectuate In mod similar, adicd urmand aceleasi
protocoale, cu alte constructe de anticorpi bispecifici conform inventiei.

Exemplul 1: BiTE® a indus expresia CD69 pe celulele T in absenta celulelor tinti

PBMC izolate de la donatori umani sdndtosi au fost cultivate cu constructe de anticorpi
bispecifici Tintd B/CD3 sau Tintd A/CD3 HLE in crestere timp de 48 h. Expresia markerului de activare
CD69 pe celulele T a fost determinatd prin imunocolorare si citometrie in flux si conjugate specifice
antigenului mAb.

Activarea celulelor T independentd de tintd in ceea ce priveste suprareglarea CD69 a fost
observatd pentru toate constructele anti-CDH 19, dar a fost cea mai pronuntatd pentru moleculele
heteroFc si corp incrucisat. Supreglarea CD69 de catre anti-Tinta B-scFc a avut loc la concentratii mai
mari gi amplitudinea a fost partial mai mica in comparatie cu celelalte doud constructe pe baza de Fc.

Pentru anti-tinta A, 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 puternica a CD69 pe
celulele T de la suprafata celulei 1n absenta celulelor tinta.

Activarea celulelor T independenti de tintd indusid de constructele BITE® care contin un singur
lant-Fc, sau fuziune hetero-Fc la capatul C-terminal s-a evaluat pentru urmatoarele constructe:
constructe BiTE® (dilutii in serie: 0,1 pM - 2 uM)

a. Tinta A-12C scFc; 1,14 mg/ml;

b. Tinta A Hetero Fc; 1,02 mg/

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

48 h timpul de incubare.

Determinarea exprimarii CD69 pe celulele T CD4+ si CD8+ cu citometru de flux si conjugate
antigen-specifice mAb. Rezultate vezi Figura 2.

Activarea celulelor T independentd de tintd indusd de constructele de anticorpi BiTE® care
contin un singur lant-Fc, hetero-Fc sau fuziune de corp incrucisata la capatul C-terminal a fost evaluata
pentru urmatoarele constructe:
constructe BiTE® (dilutii in serie: 0,1 pM - 2 uM)

c. Tintd B x I2C-scFc; 245,3 pg/mL (
d. Target B Hetero FC; 1 mg/ml
e. Tinta B corp incrucisat; 6,3 mg/ml

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

48 h timpul de incubare.

Determinarea exprimarii CD69 pe celulele T CD4+ si CD8+ cu citometru de flux si conjugate
antigen-specifice mAb. Rezultate vezi Figura 3.

Activarea celulelor T independentd de tintd in ceea ce priveste suprareglarea CD69 a fost
observata pentru mai multe constructe bispecifice testate in aceste teste. Supreglarea CD69 a fost in



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

MD/EP 3411402 T2 2022.05.31
46

general mai pronuntatd pentru constructele de anticorpi BiTE® canonic, heteroFc si corp incrucisat in
comparatie cu constructele scFc respective. Supreglarea CD69 de cétre constructele scFc a avut loc in
general la concentratii putin mai mari, iar amplitudinea a fost partial mai mica In comparatie cu celelalte
doua constructe pe baza de Fc.

Pentru constructul scFc anti-Tintda B, nu a fost observati nicio activare a celulelor T
independenta de tinta, in timp ce constructele heteroFc si X-Body au indus o reglare puternica a CD69 pe
suprafata celulei celulelor T in absenta celulelor tinta.

In plus, nu s-a observat nicio suprareglare a CD69 independenta de celula tinta in testele care
utilizeaza constructe anti-Tintd C si anti-Tintd G. Datoritd exprimarii tintei pe celulele liniei mieloide,
aceste celule au fost indepartate inainte de stabilirea testului. Aceste date indica faptul cé o interactiune a
regiunilor Fc ale constructelor bispecifice cu celulele care exprima FcyR ar putea fi responsabila pentru
inducerea independenta de tintd a CD69 pe celulele T.

Suprareglarea puternicd a CD69 pe celulele T de citre constructul anti-Tintd H-scFc in absenta
celulelor tumorale se datoreazd exprimarii Tintei H pe celulele T.

Materiale si metode
1. Tinta I

Activarea celulelor T independentd de tintd indusa de o moleculd BiTE® care contine un singur

lant-Fc pentru urmatorul construct:

1. Constructul de anticorp BiTE® (dilutii in serie: 1,3 pM — 20 nM)

1. Tinta I-scFc

2. Celule efectoare PBMC umane (3 donatori)

3. 48 h timpul de incubare

4. Analiza citometrica in flux a exprimarii CD69 pe celulele T CD4+ si CD8+ folosind un mAb conjugat
PE-Cy7 specific pentru CD69.

2. Tinta D

Activarea celulelor T independentd de tintd indusd de moleculele BiTE® care contin un singur
lant-Fc, hetero-Fc sau fuziune de corp incrucisat la capatul C-terminal a fost evaluata pentru urmatoarele
constructe:

1. constructe de anticorpi BiTE® (dilutii in serie: 1,3 pM — 20 nM)

1. Tinta D-hetFc (hetero-Fc)

2. Tinta D-scFc

3. Tintd D-X-Body (Tinta D Corp incrucisat)

2. Celule efectoare PBMC umane (3 donatori)

3. 48 h timpul de incubare

4. Analiza citometrica in flux a exprimarii CD69 pe celulele T CD4+ si CD8+ folosind un mAb conjugat
PE-Cy7 specific pentru CD69.

3. Tinta C

Activarea celulelor T independentd de tintd indusd de moleculele BiTE® care contin un singur
lant-Fc, hetero-Fc sau fuziune corp incrucisat la capatul C-terminal a fost evaluatd pentru urmatoarele
constructe:

1. constructe de anticorpi BiTE® (dilutii in serie: 1,3 pM — 20 nM)

. Tintd C-canonica

. Tinta C-scFc

. Tinta C-hetFc

. Tinta C-X-Body

. Celule efectoare PBMC umane (3 donatori)

. 48 h timpul de incubare

. Analiza citometrica in flux a exprimarii CD69 pe celulele T CD4+ si CD8+ folosind un mAb conjugat
PE-Cy7 specific pentru CD69.

4. Tinta B

Activarea celulelor T independenta de tintd indusd de moleculele BiTE® care contin un singur
lant-Fc, hetero-Fc sau fuziune corp incrucisat la capitul C-terminal a fost evaluatd pentru urmatoarele
constructe:

1. constructe de anticorpi BiTE® (dilutii in serie: 1,3 pM — 20 nM)
1. Tintd B-scFc

2. Tinta B-hetFc

3. Tinta B-X-Body

2. Celule efectoare PBMC umane (3 donatori)

3
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. 48 h timpul de incubare
. Analiza citometrica in flux a exprimarii CD69 pe celulele T CD4+ si CD8+ utilizand un mAb conjugat
E-Cy7 specific pentru CD69.
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5. Tinta A

Activarea celulelor T independentd de tintd indusd de moleculele BiTE® care contin un singur
lant-Fc, hetero-Fc sau fuziune corp incrucisat la capatul C-terminal a fost evaluatd pentru urmatoarele
constructe:

1. constructe de anticorpi BiTE® (dilutii in serie: 1,3 pM — 20 nM)
1. Tintd A-scFc
2. Tinta A-hetFc
3. Tinta A-X-Body
2. Celule efectoare PBMC umane (3 donatori)
3. 48 h timpul de incubare
4. Analiza citometrica In flux a exprimarii CD69 pe celulele T CD4+ si CD8+ utilizand un mAb conjugat
PE-Cy7 specific pentru CD69.
6. Tinta F
Activarea celulelor T independentd de tintd indusd de moleculele BiTE® care contin un singur
ant-Fc sau un hetero-Fc au fost evaluate pentru urmatoarele constructe:
. constructe de anticorpi BiTE® (dilutii in serie: 1,3 pM — 20 nM)
. Tintd F-canonica
. Tinta F-scFc
. Tintd F-hetFc
. Celule efectoare PBMC umane (3 donatori)
. 48 h timpul de incubare
4. Analiza citometrica in flux a exprimarii CD69 pe celulele T CD4+ si CD8+ utilizind un mAb conjugat
PE-Cy7 specific pentru CD69.
7. Tinta E
Activarea celulelor T independentd de tintd indusd de moleculele BiTE® care contin un singur
ant-Fc, sau un hetero-Fc a fost evaluata pentru urmatoarele constructe:
. constructe de anticorpi BiTE® (dilutii in serie: 1,3 pM — 20 nM)
. Tinta E-canonica
. Tinta E-scFc
. Tintd E-hetFc
. Celule efectoare PBMC umane (3 donatori)
. 48 h timpul de incubare
4. Analiza citometrica in flux a exprimarii CD69 pe celulele T CD4+ si CD8+ utilizind un mAb conjugat
PE-Cy7 specific pentru CD69.
8. Tinta H

Activarea celulelor T independentd de tintd indusd de o moleculd BiTE® care contine un singur

lant-Fc a fost evaluata pentru urmatorul construct:

1. Construct de anticorp BiTE® (dilutii in serie: 1,3 pM — 20 nM)

1. Tintd H-scFc

2. Celule efectoare PBMC umane (3 donatori)

3. 48 h timpul de incubare

4. Analiza citometrica in flux a exprimarii CD69 pe celulele T CD4+ si CD8+ utilizind un mAb conjugat
PE-Cy7 specific pentru CD69.

9. Tinta G

Activarea celulelor T independentd de tintd indusd de o moleculd BiTE® care contine un singur

lant-Fc a fost evaluata pentru urmatorul construct:

1. Construct de anticorp BiTE® (dilutii in serie: 1,3 pM — 20 nM)

1. Tinta G-scFc

2. Celule efectoare PBMC umane (3 donatori; celule epuizate CD14*/CD33*)

3. 48 h timpul de incubare

4. Analiza citometrica in flux a exprimarii CD69 pe celulele T CD4+ si CD8+ utilizand un mAb conjugat
PE-Cy7 specific pentru CD69.

Exemplul 2:

Constructele de anticorpi BiTE® purificate au fost acoperite pe o placd Maxisorb in concentratie
descrescatoare (100 nM, 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 3 ori, a fost addugat un anticorp monoclonal de soarece specific pentru subunitatea A Clq
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 capré 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 H.SO4. Absorbtia a fost determinata la 450 nm.
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Rezultat: Dupd cum se aratd in figura 4, la concentratii mari, constructul BiTE® hetero Fc
(patrate) a aratat semnale de legare mai mari pentru CClq uman in comparatie cu un construct BiTE® un
singur lant Fc (triunghi). Ca martor negativ un a fost utilizat BiTE canonic® (cerc), care nu a aratat nicio
legare semnificativa a CClq.

Exemplul 3: Farmacocinetica constructelor de anticorpi BiTE® fuzionate cu modalititile de
extindere a timpului de injumatitire

Diverse tinte de legare a constructelor de anticorpi BiTE® au fost fuzionate cu patru fragmente
diferite de extindere a timpului de injumatatire. Toate variantele HLE diferite disponibile pe anticorpii
BiTE® au fost testate la maimuta cynomolgus in contextul studiilor farmacocinetice (PK). Acestea sunt
ulterior denumite BIiTE®-scFc, BiTE®-hetFc, BiTE®-HALB, BiTE®-Xbody, conform modalitatii de
extindere a timpului de Injumdtitire atasatd liantului tintid. Molecula BiTE® non-HLE® este denumitd
BiTE® "canonic". Nomenclatura corespunzitoare a acestor molecule este rezumatd pe scurt in Tabelul 4
de mai jos.

Tabelul 4 Nomenclatura compusi a moleculelor BiTE® dozate unic

Compus sinonim Denumire compus test
Compus la Tinta C -scFc
Compus 1b Tinta C -hetFc
Compus 1c Tinta C-HALB
Compus 2a Tintd A -scFc
Compus 2b Tinta A -hetFc
Compus 2c Tinta A-HALB
Compus 2d Tinta A-Xbody
Compus 3a Tinta B-scFc
Compus 3b Tintd B -hetFc
Compus 3c Tinta B-HALB
Compus 3d Tintd B-H6
Compus 4a Tinta D-scFc
Compus 4b Tintd D-hetFc
Compus 5a Tintd E -scFc
Compus 5b Tinta E -hetFc
Compus 5¢ Tinta E-HALB
Compus 6a Tinta F-scFc
Compus 6b Tinta F-HALB
Compus 7 Tinta G-scFc
Compus 8 Tinta H-scFc
Compus 9 Tinta I cc-SCFC
Compus 10a BCMA (cc)-scFc
Compus 10b BCMA (BiTE® canonic)

Moleculele BIiTE® au fost administrate sub formd de bolus intravenos (compusii 1b, 2a-d, 3a/b,
4alb, 5a-5c, 7-9) si perfuzie intravenoasa (compusii la, lc, 3¢/d, 6a/b, fiecare ca perfuzie de 30 min).
Moleculele BiTE® au fost administrate intr-un interval de dozare liniar, relevant din punct de vedere
farmacocinetic, de la 3 pg/kg pana la 6 pg/kg, 12 pg/kg si, respectiv, 15 pg/kg. Compusul 10a a fost
administrat ca injectie intravenoasa scurtd, in bolus, constructul canonic (compusul 10b) ca o perfuzie
intravenoasa continud. Pentru a compara parametrii farmacocinetici pentru ambii compusi 10a si 10b,
numai faza terminald care incepe direct dupd terminarea perfuziei este prezentatd in Figura 5 pentru
BCMA-BITE® canonic. Moleculele BCMA BiTE ® au fost administrate intr-un interval de dozare liniar,
relevant farmacocinetic, de 15 pg/kg. Din motive de comparabilitate, concentratiile serice prezentate in
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Figura 5 sunt normalizate in functie de doza si de greutate moleculard (descrise in nmol). Pentru fiecare
dintre compusii numiti mai sus a fost utilizat un grup de cel putin doud pana la trei animale. S-au recoltat
probe de sange si s-a preparat ser pentru determinarea concentratiilor serice. Nivelurile de anticorpi Ser
BiTE® au fost misurate utilizind un imunotest. Nivelurile Ser BCMA BiTE® au fost mésurate folosind un
imunotest care utilizeazda o pereche de anticorpi anti-CD3 idiotip pentru acoperirea si detectarea
moleculelor BiTE®. Profilurile concentratiei serice-timp au fost utilizate pentru a determina parametrii
PK. Configuratia adecvatd a studiului a fost ajustatd la caracteristicile moleculei BiTE®: fie o durata de 1
saptamana, fie o duratd de 2 saptamani. Momentele pentru prelevarea probelor de sdnge pot varia usor si
sunt enumerate pentru ambele configuratii in Tabelul 5 de mai jos.

Tabelul 5 Momentele pentru prelevarea probelor de singe in timpul studiului PK. Momentele pot
varia intre studiile individuale. Momentele marcate cu un asterisc au fost obligatorii si comune
pentru toate studiile

momente de prelevare |momente de prelevare |momente pentru | momente pentru
a probelor de sénge |a probelor de singe |prelevarea probelor de |prelevarea  probelor
pentru durata studiului | pentru durata studiului |sange pentru compusul |[de  sange  pentru

de 1 saptaména [h] de 2 saptamani [h] 10a; [h] dupa |compusul  10b; [h]
inceperea perfuziei dupa inceperea
perfuziei

0,05/0,085* 0,05/0,085* 0,085

0,25 0,25 0,25

0,5 0,5 0,5

1 1 1

2 2

4* 4* 4

8 8 8

24 16 16

24* 24* 24

48* 48* 48

72* 72* 72

96 96

120 120

144 144

168* 168* 168 168,00
216 169,01
240 240 172,01
264 175,99
336* 336 180,00

Farmacocinetica moleculelor BiTE®-HLE este prezentati exemplificativ in Tabelul 6. Fiecare
grup de compusi reprezinti aceeasi proteind BiTE® fuzionatd cu un format scFc-, un hetFc-, un HSA-
(albumina sericd umand, HALB), sau un format Corp incrucisat-Fc, sau ldsat ca moleculd BiTE®
canonica. Pentru toate proteinele, nivelurile serice au fost cuantificabile pentru toate momentele de timp
la toate animalele dupd administrarea moleculei BiTE®. Profilurile PK descriu o scddere bifazica,
exponentiala dupd fiecare dintre administrarile de un singur element de testare.

Parametrii farmacocinetici au fost determinati folosind metode standard de analiza
necompartimentala (NCA). Utilizidnd analiza necompartimentala, s-au estimat urmatorii parametri PK:
AUCiq (Aria de sub curba concentratie seric-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 6 de mai jos.
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Tabelul 6 Parametrii farmacocinetici ai diferitelor variante de HLE din diferiti lianti tintd BiTE® la
maimutele cynomolgus.

obiect de testat |tu terminal [h] AUCint Normalizat la 15 pg/kg | Cl [mL/h/kg] |Vss [mL/kg]

[h*ng/mL]

Compus la 167 9981 1,4 256
Compus 1b 95 6159 2,4 235
Compus 1c 47 4498 3,3 161
Compus 2a 213 41173 0,4 89
Compus 2b 116 18745 0,8 78
Compus 2c 77 28928 1,0 65
Compus 2d 77 9825 1,5 112
Compus 3a 61 4109 3,7 129
Compus 3b 59 4561 3,3 78
Compus 3c 51 2769 6,8 299
Compus 3d 3 510 30,0 653
Compus 4a 97 7816 1,9 181
Compus 4b 62 3606 4,2 292
Compus 5a 234 30954 0,5 144
Compus 5b 173 18299 0,8 166
Compus 5c 142 26418 0,6 103
Compus 6a 97 15854 1,0 103
Compus 6b 48 77271 1,0 64
Compus 7 64 1971 7,6 395
Compus 8 122 17093 0,9 119
Compus 9 210 6729 2,2 540
Compus 10a 112 18772 0,8 110
Compus 10b 3 1677 62,6 5268

De obicei, profilul PK pentru moleculele BCMA-BITE canonic® descrie un profil de
concentratie serica in scadere foarte abruptd legat de mecanismul de eliminare a acestor proteine
canonice. Timpul de injumdtitire a BiTE extins care tinteste BCMA®-scFc prezintd un declin bifazic,
exponential dupa administrarea unui singur articol de testat la maimutele cynomolgus.

in general, molecula BCMA-BIiTE® fuzionati la o modalitate scFc HLE (Compusul 10a) arati o
AUCi medie de 18772 h*ng/mL, o valoare a eliminarii sistemice de 0,8 mL/h/kg, precum si un volum de
distributie corespunzator de 110 mL/kg. Compusul 10b, BCMA canonic, fara timp de injumatatire extins,
care vizeazd BiTE® prezintd o eliminare ridicatd de 62,6 mL/h/kg conducénd la o expunere sericd scazutd
de 1677 h*ng/mL.

Diferentele in comportamentul farmacocinetic al celor doud modalititile testate BCMA BiTE®
diferite descriu cuprinzitor avantajul perioadei de Injumatdtire extinsi a BCMA care vizeaza BiTE®-scFc
peste versiunea canonica corespunzatoare, mai ales in ceea ce priveste timpul de rezidentd al substantei in
organism.

In general, AUCiy pentru diferitii lianti tinti BiTE® fuzionati fie cu o modalitate —scFc, o
—hetFc, o HAS sau, respectiv, Corp Incrucisat HLE, au variat Intre 1971 h*ng/mL si 77271 h*ng/mL, in
functie de contextul BiTE® tintd. Toate fuziunile HLE analizate au atins valori ale elimindrii sistemice de
0,4 pana la 7,6 mL/h/kg. Volumele corespunzitoare de distributie au variat intre 68 si 540 mL/kg.
Compusul 3d, compusul liant tintd BiTE® canonic, fard timp de injumadtitire extins este inclus ca
referintd. Moleculele BiTE® fard timp de injumititire extins prezintd elimindri mari, expunere sericd
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scazuta si, in consecintd, un timp de injumatatire terminal scurt. O comparatie a timpilor de injumatatire
terminali dupa modalitati este rezumata in Tabelul 7.

Tabelul 7 Comparatia timpilor de injumititire terminali dupad modalitatea investigate la
maimutele cynomolgus.

modalitatea HLE tuz terminal [h]
BiTE® Canonic 3

BIiTE®-scFc 61-234
BIiTE®-hetFc 48-173
BIiTE®-HALB 47-142
BiTE®-Corp incrucisat 77

Dupa investigarea a pana la patru fragmente diferite de extindere a timpului de injumatatire
(HLE) pentru fiecare BIiTE® de tintire devine clar ci fragmentul -scFc prezintd o crestere a ty, comparativ
cu alte fragmente corespunzatoare de extindere a timpului de injumatatire dupa administrarea unei doze
mici unice de 6, 10, 12 si 15 pg/kg (vezi Figura 6).

Exemplul 4:

Substantele medicamentoase preformulate care contin Tintd A-hALB, Tintd A-hFc si, respectiv,
Tinta A-scFc au fost schimbate tampon prin ultrafiltrare/diafiltrare folosind membrane cu o limitd de
greutate molecularda (MWCO) de 10 kDa. Formularea finala a fost realizatd prin adaugarea de solutii stoc
concentrate. Formuldrile rezultate pentru fiecare construct sunt listate in Tabelul 8. Concentratia de
proteinad tintd a fost de 1,0 mg/mL. Constructele Tintd A formulate au fost umplute pana la 1 mL in fiole
de sticld de tip I care au fost astupate cu dopuri din cauciuc butilic si sertizate cu garnituri de aluminiu.
Fiolele umplute au fost incubate la -20, 5, 25 si 37°C. O fiola din fiecare versiune a fost supusi la cinci
cicluri de inghetare si dezghetare (F/T). Temperatura tintd de inghet a fost de -29°C. Temperatura tinta de
dezghetare a fost de 2°C. Viteza de rampa a fost de aproximativ 0,3 K/min.

Particulele vizibile au fost evaluate In conformitate cu metoda descrisa de Ph Eur 2.9.20 de catre
operatori instruiti. Numararile vizuale de particule per fiola sunt prezentate in Tabelul 8. Numarul de
particule proteice vizuale (mai mare de 125 um) a fost mai mare pentru Tinta A-hFc in comparatie cu
Tinta A-hALB si Tinta A-scFc tinta.

Tabelul 8: Numirul de particule proteice vizibile per fiola pentru probele solicitate si nesolicitate
(TO0) care contin diferite constructe anti-Tinti A BiTE®® timpi de injumatitire extinsi.

Construct hALB hFc scFc

Formulare K60RTrT K60RTrT G40MSuT K60RTrT G40MSuT
Numarul de particule proteice vizibile (> 125 um) per fiola

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 de performanta ultra-
inaltd cu excludere dimensionald (SE-UPLC) pentru a cuantifica continutul procentual de specii cu
greutate moleculard mare (HMWS). SE-UPLC s-a efectuat 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. 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, NaCI 250 mM la pH 6,8. Durata
totala de rulare este de 6,0 minute. Probele au fost tinute la 8°C in autosampler pana la analiza. S-a
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injectat o cantitate totala de 3 pg proteina. Pentru a evita transferul, a fost efectuatd 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 pic-ului a fost realizatd folosind Empower® software. A fost raportata aria
relativa sub curba HMWS (Tabelul 9).

Constructele pe baza de Fc au prezentat continuturi mai mici de HMWS in varianta de formulare
G40MSuT decat in K60RTTT, independent de starea de solicitare. A devenit evident ca Tinta A-scFc a
continut mai putin HMWS decat Tinta A-hFc atat in preparatele G40MSuT, cat si in K60RTrT. Tinta A-
scFc 1n formularea sa preferatda (G40MSuT) a fost mai putin predispusa la formarea HMWS decéat Tinta
A-hALB formulata in K60RTrT. In experimentele anterioare, acest tampon a aritat un potential de
stabilizare imbunatatit pentru constructele pe baza de hALB.

Tabelul 9: Prezentare generalid asupra continutului de HMWS in preparatele Tintd A-hALB, -hFc
si -scFc sub solicitare si nesolicitate (T0) determinat prin SE-UPLC

Construct hALB hFc scFc

Formulare KG60RTrT KG60RTYrT G40MSuT KG60RTYrT G40MSuT
%HMWS

TO 1,8 6,7 3,3 2,5 1,3
cicluri5 HT 2,0 7,2 4,1 3,0 1,5
2w 5°C n.t n.t n.t 2,9 11
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 1,9 4,3 0,3

n.t. = netestat

Abundenta modificarilor chimice la solicitarea termicad (incubare la 37°C) a fost monitorizata
prin cartografierea peptidelor. Probele de proteine au fost digerate enzimatic si peptidele rezultate au fost
separate utilizdnd 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 doud digestii enzimatice separate: o data
cu tripsina si o datd cu chimotripsini. in fiecare caz, proteinele au fost denaturate cu clorurd de guanidini
si apoi reduse cu ditiotreitol (DTT). Dupa incubare in DTT, resturile de cisteind liberd 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 min la 37°C si reactia a fost stinsa prin
adaugarea de acid trifluoracetic.

O incarcatura de 5 pg din fiecare digerat a fost injectatd separat pe o coloana cu fazd 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 electropulverizare a unui spectrometru de masa Q-Exactive Plus (Thermo Scientific).
Datele au fost colectate in modul dependent de date utilizind o metoda de top 12 in care o scanare
completa (rezolutie 70 000; interval de scanare 200-2000 m/z) a fost urmata de disociere prin coliziune de
mare energie (HCD) a celor 12 ioni cei mai abundenti (rezolutia 17 500).

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

Procentele modificarilor chimice ale regiunilor de determinare a complementului (CDRs) si ale
portiunii de extindere a timpului de injumatatire (fie hALB, fie Fc) detectate in preparatele Tinta A-
hALB, -hFc si -scFc sunt date in Tabelul 10. Cand se compara similare conditii formulare, a devenit
evident cd, 1n general, modificarile chimice au fost cel mai putin abundente in constructele ScFc.

Tabelul 10: Prezentare generala asupra modificérilor chimice in preparatele Tinta A-hALB, -hFc si
-scFc sub solicitare si nesolicitate (T0), determinate prin maparea peptidelor



MD/EP 3411402 T2 2022.05.31

53
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
deamidare %N162 (CDR)
Construct hALB hFc scFc
Formulare K60RTrT K60RTrT G40MSuT K60RTrT G40MSuT
TO 3,0 1,7 1,9 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
oxidare %M279 (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
deamidare %N348 (CDR)
TO 0,5 3,2 3,3 0,5 0,9
2w 37°C 20,5 21,6 1,9 9,4 1,3
4w 37°C 22,8 n.t. 2,0 n.t. 2,9
deamidare %N351 (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
oxidare %M530 (Fc)
TO n.a. 3.9 4,1 2,6 3,2
2w 37°C n.a. 9,0 3,1 4,0 4,3
4w 37°C n.a. n.t. 34 n.t. 3,5
deamidare % N603 (Fc)
TO n.a. 1,3 1,9 1,3 1,4
2w 37°C n.a. 79 4,6 7,0 5,6
4w 37°C n.a. n.t. 6,9 n.t. 8,1
oxidare %M706 (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

oxidare %M587 (hALB)
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oxidare %M587 (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.
oxidare %M623 (hALB)

TO 1,9 n.a. n.a. n.a. n.a.
2w 37°C 2,4 n.a. n.a. n.a. n.a.
4w 37°C 3,0 n.a. n.a. n.a. n.a.
oxidare %M798 (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.
oxidare %M829 (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 441 n.a. n.a. n.a. n.a.

n.a. = nu se aplicd; n.t. = netestat

Exemplul 5:

Tintele A-hALB, -hFc, -scFc formulate asa cum este descris in Exemplul 4 au fost supuse unui
experiment de 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 umplut intr-un flacon de sticla. Dupa preconditionare la 37°C, solutiile au fost
addugate cu solutie salind tamponatd cu fosfat (PBS) de 20 de ori care a fost compusd 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 cu varf au fost incubate la 37°C timp de doua sdptdméani. Dupa incubare, acestea au fost analizate
prin SE-UPLC utilizdnd metoda descrisa in Exemplul 4 si a fost raportat continutul procentual de HMWS
(Tabelul 11). Céand se compara toate constructele formulate in K60RTrT, continutul de HMWS a crescut
in urmatoarea ordine: hALB < scFc < hFc. Tinta A-scFc a aratat, de asemenea, un continut de HMWS
mai scazut decét Tinta A-hFc atunci cand a fost formulata in G40MSuT.

Tabelul 11: Prezentare generali asupra continutului de HMWS in preparatele solicitate (salt de pH
+ 2w 37°C) Tintele A-hALB, -hFc¢ si -scFc determinate prin SE-UPLC

Construct hALB hFc scFc

Formulare K60RTrT K60RTrT G40MSuT K60RTrT G40MSuT
%HMWS

2w 37°C 15 8,3 7.1 54 51
Exemplul 6:

Tintele A-hALB, -hFc si -scFc formulate asa cum este descris in Exemplul 4 au fost supuse la
solicitare de 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 pm si umplut in fiole de sticld de 3cc. Fiolele au fost
plasate intr-0 cutie de plastic, asigurandu-se ca fiolele nu au fost deplasate in cutie in timpul agitarii. Cutia
a fost plasata pe un agitator orbital. Probele au fost agitate la 500 rpm timp de 65 de ore. Particulele
vizibile au fost evaluate In conformitate cu metoda descrisa de Ph Eur 2.9.20. Metoda a fost realizata de
operatori instruiti. Numararile vizuale de particule per fiola sunt prezentate in Tabelul 12. Particulele
proteice vizibile au fost observate numai in preparatele Target A-hFc.

Tabelul 12: Numarul de particule proteice vizibile per fiola in probele agitate
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Construct hALB hFc scFc
Formulare KG60RTrT KG60RTrT G40MSuT KG60RTYrT G40MSuT
Numarul de particule proteice vizibile (>125 pm) per flacon
65h, 500 rpm 0 1 1 0 0

Probele de mai sus au fost, de asemenea, analizate prin cromatografie de performanta ultra-inalta
cu excludere de d (SE-UPLC) pentru a cuantifica continutul procentual de specii cu greutate moleculara
mare (HMWS). S-a aplicat aceeasi metoda ca cea descrisa in Exemplul 4. Continutul HMWS al probelor
agitate este subliniat in Tabelul 13. Formarea HMWS a fost cea mai pronuntata in Tinta A-hFc cand se
compara preparatele K60RTrT. HMWS au fost mai abundente in Tinta A-hFc decat in Tinta A-scFc.
Tabelul 13: Prezentare generala asupra continutului de HMWS in preparatele solicitate (salt de pH
+ 2w 37°C) Tinte A-hALB, -hFc si -scFc determinate prin SE-UPLC

Construct hALB hFc scFc

Formulare K60RTrT K60RTIrT G40MSuT K60RTrT G40MSuT
%HMWS

65h, 500 rpm 1,8 58 2,4 1,8 0,3
Exemplul 7:

Tintele A-hALB, -hFc si -scFc formulate asa cum este descris in Exemplul 4 au fost expuse la
lumina vizibila si UVA (solicitare foto). Concentratia de proteine a totalizat 1 mg/mL in toate preparatele.
Solutiile de proteine au fost filtrate printr-un filtru cu dimensiunea porilor de 0,22 pm si umplute la 0,5
mL in fiole de sticla de tip I. Tintele A-hALB si -scFc au fost supuse la doua teste diferite, inclusiv 0,2
MLux lumind vizibild/25 W*h/m? lumind UVA si lumind vizibila de 1,2MLux/173 W*h/m? respectiv.
Tinta A-hFc a fost supusa la doud teste diferite, inclusiv 0,2 MLux lumind vizibild fara lumind UVA si
1,2 MLux lumini vizibild/30 W*h/m? lumini UVA respectiv. Temperaturile camerei au fost ajustate la
25°C. Dupa expunerea la lumina, probele au fost analizate prin inspectie vizibild (Tabelul 14), SE-UPLC
(Tabelul 15) si harta peptidelor (Tabelul 16). Metodele mentionate mai sus au fost efectuate conform
procedurilor descrise in Exemplul 4. Desi Tintele A-hALB si -scFc au fost expuse la doze mai mari de
lumind UV A, nu s-au observat particule proteice vizibile, in timp ce probele Tintd A-hFc au prezentat o
particula proteica vizibila per fiola. pentru ambele teste, indiferent de formulare.

Tabel 14: Prezentare generald a numirului de particule proteice vizibile per fiola in preparatele
Tinte A-hALB, -hFc si -scFc determinate dupi expunerea la lumina

Construct hALB hFc scFc

Formulare K60RTrT KG60RTrT G40MSuT KG60ORTrT G40MSuT
Numarul de particule proteice vizibile (>125 pm) per fiola

TO 0 0 1 0 0

Testul 1 oY 12 12 oY oY

Testul 2 0¥ 19 19 0¥ 0¥

D 0,2 MLux lumini vizibila/25 W*h/m? lumina UVA, ? 0,2 MLux lumini vizibila firi lumini UVA, ¥
1,2 MLux lumina vizibila/173 W*h/m?2, 4 1,2 MLux lumina vizibila/30 W*h/m?

HMWS a crescut in urmatoarea ordine Tintd A-hALB < -scFc < -hFc atunci cand proteina a fost
formulatd in K60RTrT. HMWS ar putea fi redus pentru constructele pe bazd de Fc atunci cand este
formulat in G40MSuT. Cu toate acestea, HMWS au fost din nou mai putin pronuntate pentru Tinta A-
scFc. Tinta A-hFc s-a dovedit a fi deosebit de sensibila la expunerea la lumina UVA.

Tabel 15: Prezentare generali asupra continutului de HMWS in preparatele Tinta A-hALB, -hFc si
-scFc determinate dupi expunerea la lumina prin SE-UPLC

Construct hALB hFc scFc
Formulare KG60RTYrT KG6ORTIT G40MSuT KG6ORTIT G40MSuT
%HMWS
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Construct hALB hFc scFc
Formulare K60RTrT K60RTrT G40MSuT K60RTrT G40MSuT
TO 1,8 6,7 3,3 2,5 1,3
Testul 1 1,89 6,32 2,52 2,19 0,49
Testul 2 2,09 11,09 2,19 2,49 0,3%

D 0,2 MLux lumina vizibild/25 W*h/m? lumina UVA, 2 0,2 MLux lumini vizibild fird lumind UVA, 3
1,2 MLux lumini vizibild/173 W*h/m2, 9 1,2 MLux lumina vizibild/30 W*h/m?

Procentele modificarilor chimice ale regiunilor de determinare a complementului (CDRs) si ale
portiunii de extindere a timpului de injumatatire (fie hALB, fie Fc) detectate in preparatele Tintd A-
hALB, -hFc si -scFc sunt date in Tabelul 16. Cand se compara conditii similare de formulare, a devenit
evident ca, in general, modificarile chimice au fost cel mai putin abundente in constructele scFc.

Tabelul 16: Prezentare generala asupra modificirilor chimice in preparatele Tinta A-hALB, -hFc si
-scFc determinate dupa expunerea la lumina prin maparea peptidelor

Construct hALB hFc scFc

Formulare KG60RTrT K60RTrT G40MSuT K60RTrT G40MSuT
deamidare %N101 (CDR)

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

Testul 1 0,29 n.t. 0,3? n.t. 0,59
Testul 2 0,29 n.t. 0,69 n.t. 0,79
deamidare %N162 (CDR)

TO 3,0 1,7 1,9 2,3 2,5

Testul 1 3,00 n.t. 2,12 n.t. 2,79
Testul 2 3,69 n.t. 3,19 n.t. 2,89

oxidare %M279 (CDR)

TO 0,6 14 1,6 0,6 1,0
Testul 1 0,89 n.t. 2,69 n.t. 0,69
Testul 2 1,09 n.t. 6,34 n.t. 0,79
deamidare %N348 (CDR)

TO 0,5 3,2 3,3 0,5 0,9
Testul 1 0,49 n.t. 2,79 n.t. 0,29
Testul 2 0,99 n.t. 3,99 n.t. 0,2%

deamidare %N351 (CDR)

TO 0,2 2,9 2,6 0,5 1,0
Testul 1 0,49 n.t. 2,09 n.t. 0,39
Testul 2 0,59 n.t. 2,69 n.t. 0,3%
oxidare %M530 (Fc)

TO n.a. 3,9 4,1 2,6 3,2
Testul 1 n.a. n.t. 7,69 n.t. 3,19
Testul 2 n.a. n.t. 21,89 n.t. 4,19

oxidare %M706 (Fc)
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deamidare %N351 (CDR)
TO n.a. 3,2 3,6 15 2,1
Testul 1 n.a. n.t. 6,52 n.t. 1,89
Testul 2 n.a. n.t. 17,84 n.t. 2,79
oxidare %M587 (hALB)
TO 1,0 n.a. n.a. n.a. n.a.
Testul 1 1,5 n.a. n.a. n.a. n.a.
Testul 2 2,4 n.a. n.a. n.a. n.a.
oxidare %M623 (hALB)
TO 19 n.a. n.a. n.a. n.a.
Testul 1 4,0 n.a. n.a. n.a. n.a.
Testul 2 4,1 n.a. n.a. n.a. n.a.
oxidare %M798 (hALB)
TO 14 n.a. n.a. n.a. n.a.
Testul 1 2,1 n.a. n.a. n.a. n.a.
Testul 2 3,1 n.a. n.a. n.a. n.a.
oxidare %M829 (hALB)
TO 8,9 n.a. n.a. n.a. n.a.
Testul 1 31,0 n.a. n.a. n.a. n.a.
Testul 2 25,2 n.a. n.a. n.a. n.a.

n.a. = nu se aplicd; n.t. = netestat

Exemplul 8:

Tinta A-hALB a fost formulatd In K60RTrT si Tinta A-scFc a fost formulata in G40MSuT
conform procedurii descrise in Exemplul 4. Concentratiile de proteine au totalizat 0,05 mg/mL.
Recipientele de testare din sticla (borosilicat, tip I, fiold 13 mm 3cc de la West, nr. art. 68000375) si din
polipropilend (2 mL cu inel O, de ex., de la Sarstedt, art. nr. 72.694.005) sunt umplute cu 500 pL de
solutie de testare. Solutia de testare a fost ldsata timp de cinci minute in primul recipient de testare. Apoi a
fost prelevat o probd alicotd de 150 pL pentru analizd. Solutia de testare ramasa (350 pL) a fost
transferatd secvential dintr-un recipient de testare in altul (cinci recipiente in total). In fiecare fiola, solutia
a fost lasata timp de cinci minute inainte de urmatorul transfer. A fost folosit acelasi varf de pipeta pentru
fiecare pas 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 s-a prelevat o proba alicotd de 150 uL, volumul rezidual a fost transferat dintr-un
recipient de testare in altul (conform procedurii descrise mai sus). Probele extrase din containerul #1 si #5
au fost analizate prin SE-UPLC (metoda asa cum este descrisi in Exemplul 4). In plus, detectarea
proteinei a fost efectuatd cu un detector PDA (280 nm) pentru a determina concentratiile de proteine.
Recuperarea procentuald a proteinei din fiecare recipient de testare este datd de Tabelul 17. S-a aratat ca
recuperarea proteinei a fost mai pronuntata pentru Tinta A-scFc decét pentru Tinta A-hALB, indiferent de
tipul de recipient.

Tabelul 17: Recuperarea proteinelor din diferite tipuri de containere pentru Tintele A-hALB si -
scFc determinate prin SE-UPLC

Construi hALB scFc
Formulare K60RTrT G40MSuT

% Recuperare proteine (de la nominal)
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Construi hALB scFc
Formulare KG60RTYrT G40MSuT
% Recuperare proteine (de la nominal)
Sticla tip | 80,0 92,0
Polipropilena 87,0 97,3
Policarbonat 87,0 96,0
Exemplul 9:

Tinta A-hALB a fost formulatd in K60RTrT si Tinta A-scFc a fost formulatd in K60RTrT si
G40MSuT conform procedurii descrise in Exemplul 4. Concentratia de proteina a totalizat 1,0 mg/mL.
1950 uL din fiecare solutie de testare au fost adaugate cu 50 uL dintr-o solutie standard de siliciu de 1000
ppm (Specpure de la AlfaAesar, Art. Nr. 38717) rezultand un pic de 25 ppm. O solutie de testare fara pic
a servit ca proba martor. Solutia de testare cu pic precum si proba martor au fost umplute in flacoane de
sticla de tip I 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 4 pentru a cuantifica cantitatea de HMWS (Tabelul 18).
Cand au fost formulate In K60RTtT, Tintele A-hALB si -scFc au prezentat cresteri similare ale HMWS
dupa aplicarea cu siliciu.

Tabelul 18: Prezentare generald asupra continutului HMWS din preparatele Tintd A-hALB si -
scFc determinate prin SE-UPLC dupi aplicarea cu 25 ppm de siliciu

Construct hALB scFc

Formulare K60RTrT K60RTrT G40MSuT
A %HMWS (comparativ cu martorul fara pic)

pic 25 ppm 1,0 1,0 0,2
Exemplul 10:

Substantele medicamentoase preformulate care contin Tinta C (cc)-hALB, Tinta C (cc)-hFc si,
respectiv, Tintd C (cc)-scFc au fost schimbate cu tampon prin ultrafiltrare/diafiltrare folosind membrane
cu o limita de greutate moleculara (MWCO) de 10 kDa. Formularea finald a fost realizatd prin adaugarea
de solutii stoc concentrate. Formularile rezultate pentru fiecare construct sunt listate in Tabelul 19.
Concentratia de proteina tintd a fost de 1,0 mg/mL. Constructele formulate Tintd C (cc) au fost umplute
pana la 1 mL in fiole de sticla de tip I care au fost astupate cu dopuri din cauciuc butilic si sertizate cu
garnituri de aluminiu. Fiolele umplute au fost incubate la -20, 5, 25 si 37°C. O fiola din fiecare versiune a
fost supus la cinci cicluri de inghetare si dezghetare (F/T). Temperatura tintd de inghet a fost de -29°C.
Temperatura tinta de dezghetare a fost de 2°C. Viteza de rampa a fost de aproximativ 0,3 K/min. Probele
descrise mai sus au fost, de asemenea, analizate prin cromatografie de performantd ultra-inaltd cu
excludere dimensionala (SE-UPLC) pentru a cuantifica continutul procentual de specii cu greutate
molecularda mare (HMWS). SE-UPLC a fost realizatd conform metodei descrise in Exemplul 4. Cand s-a
formulat in K60RTrT, HMWS a crescut in urmétoarea ordine in probele nesolicitate: scFc < hALB < hFec.
Cea mai putin pronuntatd crestere a HMWS la solicitarea la inghet-dezghet a fost observatd pentru
constructul scFc. Constructul hFc s-a dovedit a fi cel mai predispus la formarea HMWS la -20°C.
Continutul de HMWS a crescut dupé patru saptamani de depozitare la 5°C. Formarea HMWS in aceste
conditii a fost mai pronuntatad pentru constructele pe bazd de Fc decat pentru constructele pe baza de
albumini. In K60RTrT nu s-au observat cresteri semnificative ale HMWS la temperaturi ridicate de
depozitare (25 si 37°C). Cand au fost formulate in G40MSuT, toate constructele au dezvaluit continuturi
similare de HMWS in probe nesolicitate. Cresterea in timpul ciclului inghet dezghet a fost mai distincta
pentru constructele pe bazi de Fc in comparatie cu constructul pe bazi de albumini. In G40MSuT,
structura hFc a fost cel mai putin stabila in timpul depozitarii la -20°C. Cresteri considerabile ale HMWS
in timpul depozitarii lichidelor au fost observate numai pentru constructul hALB.

Tabelul 19: Prezentare generali asupra continutului de HMWS in preparatele solicitate si solicitate
(TO0) Tinti C (cc)-hALB, -hFc si -scFc s-a determinat prin SE-UPLC

Construct hALB hFc scFc
Formulare KG60RTrT G40MSuT KG60RTrT G40MSuT K60RTrT G40MSuT
% HMWS
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Construct
Formulare
% HMWS
TO

5 cicluri F/T
2w -20°C
2w 5°C

2w 25°C
2w 37°C
4w -20°C
4w 5°C

4w 25°C
4w 37°C

n.t. = netestat
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hALB
K60RTIrT

1,5
2,0
n.t
n.t
1,7
19
1,6
1,9
1,4
1,3

G40MSuT

0,3
0,5
n.t
n.t
0,6
0,7
04
0,3
0,6
0,7

59

hFc
KG60RTYrT

2,7
3,1
n.t
n.t
2,3
1,8
4,2
3.3
2,2
2,0

G40MSuT

0,3
0,7
n.t
n.t
0,2
0,2
1,5
0,3
0,2
0,1

sckc
K60RTrT

13
16
15
18
13
1,2
1,7
2.1
1,4
1,4

G40MSuT

0,3
0,7
05
0,2
0,2
0,2
0,9
04
04
0,3

Abundenta modificérilor chimice la solicitarea termicd (incubarea la 37°C) a fost monitorizata
prin maparea peptidei conform metodei descrise in Exemplul 4. Procente de modificari chimice ale
regiunilor de determinare a complementului (CDRs) detectate in preparatele Tinta C (cc)-hALB, -hFc si -
scFc sunt date in Tabelul 20. In general, Tinta C (cc)-scFc a prezentat cea mai mica cantitate de
modificari chimice in CDRs. A devenit evident ca in special deamidarile CDRs au fost cel mai putin
pronuntate pentru constructul scFc.
Tabelul 20: Prezentare generala asupra modificarilor chimice in preparatele Tinta C (cc)-hALB, -
hFc si -scFc sub solicitare si nesolicitate (T0) determinate prin maparea peptidelor

Construct hALB
Formulare KG60RTrT
oxidare %M34 (CDR)

TO 1,0

2w 37°C 0,9

4w 37°C n.t.
izomerizare %D103 (CDR)
TO 0,8

2w 37°C 4,0

4w 37°C n.t.

oxidare %M290 (CDR)

TO
2w 37°C
4w 37°C

0,7
0,7

n.t.

deamidare %N359 (CDR)

TO
2w 37°C
4w 37°C

5,8
19,3

n.t.

G40MSuT

18
13

n.t.

0.8
4,6

n.t.

1,4
1,0

n.t.

11,4
58

n.t.

hFc
KG60RTYrT

1,0
0,9

n.t.

0.8
45

n.t.

0,8
0,8

n.t.

53
11,2

n.t.

G40MSuT

1,4
1,1
1,6

08
4.4
8,0

0,8
1,2

6,3
2,8
2,9

scFc
K60RTrT

1,7
1,0

n.t.

0,6
5,8

n.t.

13
0,8

n.t.

0,4
7,0

n.t.

G40MSuT

1,9
1,7
1,8

0,6
7,3
12,4

1,4
1,3
1,6

0,5
0,9
2,2
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deamidare%N362 d (CDR)
TO 54 8,7 3,9 4,0 0,2 0,3
2w 37°C 13,5 3,6 6,7 1,2 31 0,3
4w 37°C n.t. n.t. n.t. 14 n.t. 0,7

n.a. = nu se aplicd; n.t. = netestat

Exemplul 11:

Tintele C (cc)-hALB, -hFc si -scFC formulate asa cum este descris in Exemplul 4 au fost supuse
unui experiment de salt de pH. Concentratia materiilor prime a fost de 1,0 mg/mL. Un volum de 0,38 mL
din fiecare materie priméa a fost umplut intr-un flacon de sticla. Dupa preconditionare la 37°C, solutiile au
fost addugate 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 cu pic au fost incubate la 37°C timp de doud saptaméni. Dupa incubare, acestea au fost analizate
prin SE-UPLC utilizdnd metoda descrisa in Exemplul 4 si a fost raportat continutul procentual de HMWS
(Tabelul 21). Constructele tinta C (cc)-scFc au prezentat cel mai scazut continut de HMWS dupa saltul de
pH in comparatie cu Tinta C (cc)-hALB si -hFc, indiferent de formulare.
Tabel 21: Prezentare generala asupra continutului de HMWS in preparatele solicitate (salt de pH +
2w 37°C) preparatele Tinta C (cc)-hALB, -hFc si -scFc determinate prin SE-UPLC

Construct hALB hFc scFc

Formulare KG60RTrT G40MSuT K6ORTrT  |G40MSuT K6ORTrT |G40MSuT
%HMWS

2w 37°C 1,7 4,8 1,6 1,8 1,1 15

Exemplul 12:

Tintele C (cc)-hALB, -hFc si -scFc formulate asa cum este descris in Exemplul 4 au fost supuse
la solicitarea de 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 um si umplut in fiole de sticla de tip I de 3cc.
Fiolele au fost plasate intr-o cutie de plastic, asigurdndu-se cé fiolele nu au fost deplasate in interiorul
cutiei in timpul agitarii. Cutia a fost plasata pe un agitator orbital. Probele au fost agitate la 500 rpm timp
de 65 de ore. Probele au fost analizate prin SE-UPLC pentru a cuantifica continutul procentual de specii
cu greutate moleculara mare (HMWS). S-a aplicat aceeasi metoda ca cea descrisa in Exemplul 4.
Continutul de HMWS al probelor agitate este subliniat in Tabelul 22. Formarea de HMWS a fost cel mai
putin pronuntatd pentru Tinta C (cc)-scFc in oricare dintre formulari.

Tabel 22: Prezentare generala asupra continutului de HMWS in preparatele solicitate (saritura de
pH + 2w 37°C) Tinte C (cc)-hALB, -hFc¢ si -scFc determinate prin SE-UPLC

Construct hALB hFc scFc

Formulare K60RTrT |G40MSuUT |KG6ORTrT |G40MSuT |KG6ORTrT |G40MSuT
%HMWS

65h, 500 rpm 2,1 0,8 2,3 0,4 1,3 0,2

Exemplul 13:

Tintele C (cc)-hALB, -hFc si -scFc formulate agsa cum este descris in Exemplul 4 au fost expuse
la lumina vizibild si UVA (solicitare foto). Concentratia de proteine a totalizat 1 mg/mL in toate
preparatele. Solutiile de proteine au fost filtrate printr-un filtru cu dimensiunea porilor de 0,22 um si
umplute la 0,5 mL in fiole de sticla de tip I. Tintele C (cc)-hALB si -scFc au fost supuse la doua teste
diferite, inclusiv 0,2 MLux lumini vizibild/25 W*h/m? luminid UVA si lumina vizibild de 1,2MLux/173
W=*h/m? respectiv. Tinta C (cc)-hFc a fost supusi la doud teste diferite, inclusiv 0,2 MLux lumind vizibild
fard lumind UVA si 1,2 MLux lumind vizibild/30 W*h/m? lumina UV A respectiv. Temperaturile camerei
au fost ajustate la 25°C. Dupia expunerea la lumina, probele au fost analizate prin SE-UPLC (Tabelul 23)
si harta peptidelor (Tabelul 24). Metodele mentionate mai sus au fost efectuate conform procedurilor din
Exemplul 4. in ciuda intensitatii mai mari a luminii UVA aplicati la Tinta C (cc)-scFc, acest construct a
fost stabil impotriva formarii HMWS. In contrast, tinta C (cc)-hFc si tinta C (cc)-hALB au aritat o
crestere a HMWS 1n conditiile testului 2.
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Tabel 23: Prezentare generald asupra continutului de HMWS in preparatele Tintd C (cc)-hALB, -
hFc si -scFc determinate dupa expunerea la lumini prin SE-UPLC

Construc hALB hFc scFc

Formulare KG60RTrT G40MSuT KG6ORTrT |G40MSuT K6ORTrT |G40MSuT
%HMWS

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

Testul 1 1,8! 0,3! 2,52 0,32 1,4 0,39
Testul 2 4,69 1,19 6,04 0,79 1,59 0,3%

D Lumini vizibila 0,2 MLux/25 W*h/m? lumina UVA, 2 Lumini vizibila 0,2 MLux fira lumind UVA, 3
Lumini vizibild 1,2 MLux/173 W*h/m?2, 4 Lumini vizibild 1,2 MLux/30 W*h/m?

Modificdrile chimice generale la expunerea la lumind au fost cel mai putin pronuntate pentru
Tinta C (cc)-scFc. in special, deamidarile CDRs s-au format intr-o masurd mai mare in Tinta C (cc)-
hALB si Tinta C (cc)-hFc. Cand se compara constructele pe bazd Fc, s-a aratat cd Tinta C (cc)-scFc a fost
mai putin predispusa la modificéri chimice ale portiunii Fc, desi constructul scFc a fost expus la doze mai
mari de lumind UVA decat constructul hFc. Tabelul 24 listeazd, de asemenea, cele mai abundente
modificari chimice ale portiunii de albumina din Tinta C (cc)-hALB, demonstrand ca portiunea de
extindere a timpului de injumatatire a acestui construct a fost mai degradata chimic decat portiunile Fc ale
Tintelor C (cc)-hFc si - scFc.
Tabelul 24: Prezentare generala asupra modificarilor chimice in preparatele Tintd C (cc)-hALB, -
hFc si -scFc determinate dupa expunerea la lumini prin cartografierea peptidelor

Construct hALB hFc scFc

Formulare KG60RTrT G40MSuT K6ORTrT  |G40MSuT K6ORTrT |G40MSuT
oxidare %M34 (CDR)

TO 1,0 1,8 1,0 1,4 1,7 19

Testul 1 1,59 n.t. 0,7% 4,29 1,49 1,29
Testul 2 1,79 n.t. 1,19 4,29 1,39 1,79
izomerizare %D103 (CDR)

TO 0,8 0,8 0,8 0,8 0,6 0,6

Testul 1 0,8Y n.t. 0,9? 0,9? 0,8Y 1,09
Testul 2 1,19 n.t. 1,29 1,49 1,09 1,3%

oxidare %M290 (CDR)

T0 0,7 14 0,8 1 1,3 14
Testul 1 1,19 n.t. 0,5? 3,32 1,09 0,99
Testul 2 1,49 n.t. 1,19 4,29 1,09 1,49
deamidare %N359 (CDR)

TO 58 114 53 6,3 0,4 0,5
Testul 1 10,8Y n.t. 4,59 5,62 0,49 0,29
Testul 2 12,43 n.t. 10,3% 3,69 0,69 0,29

deamidare %N362 (CDR)

TO 54 8,7 3,9 4,0 0,2 0,3
Testul 1 8,8Y n.t. 3,47 3,59 0,3Y 0,3Y
Testul 2 9,89 n.t. 6,49 2,39 0,59 0,39
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izomerizare %D510 (Fc)
TO n.a. n.a. 0,4 0,4 0,5 04
Testul 1 n.a. n.a. 0,42 0,62 0,6Y 0,59
Testul 2 n.a. n.a. 0,79 0,79 0,79 0,79
oxidare %M541 (Fc)
TO n.a. n.a. 2,8 3 3,7 4,1
Testul 1 n.a. n.a. 5,09 0,72 3,89 3,89
Testul 2 n.a. n.a. 17,59 18,49 4,89 5,59
deamidare %N614 (Fc)
TO n.a. n.a. 1,2 1,2 1,6 1,5
Testul 1 n.a. n.a. 1,3% 1,77 2,89 2,29
Testul 2 n.a. n.a. 6,14 1,99 1,99 2,3%
deamidare %N673 (Fc)
TO n.a. n.a. 0,3 0,3 0,0 0,0
Testul 1 n.a. n.a. 0,52 0,62 0,59 0,69
Testul 2 n.a. n.a. 0,59 0,69 0,59 1,59
oxidare %M717 (Fc)
TO n.a. n.a. 2,1 2,4 25 2,8
Testul 1 n.a. n.a. 4,12 7,39 2,29 2,39
Testul 2 n.a. n.a. 13,79 13,59 2,89 3,89
oxidare %M598 (haLB)
TO 1,0 n.t. n.a. n.a. n.a. n.a.
Testul 1 2,39 n.t. n.a. n.a. n.a. n.a.
Testul 2 6,4% n.t. n.a. n.a. n.a. n.a.
oxidare %M809 (hALB)
TO 1,8 n.t. n.a. n.a. n.a. n.a.
Testul 1 3,59 n.t. n.a. n.a. n.a. n.a.
Testul 2 8,3% n.t. n.a. n.a. n.a. n.a.
oxidare %M840 (hALB)
TO 12,8 n.t. n.a. n.a. n.a. n.a.
Testul 1 32,09 n.t. n.a. n.a. n.a. n.a.
Testul 2 61,7 n.t. n.a. n.a. n.a. n.a.
glicare %K1036 (hALB)
TO 10,1 n.t. n.a. n.a. n.a. n.a.
Testul 1 10,29 n.t. n.a. n.a. n.a. n.a.
Testul 2 9,99 n.t. n.a. n.a. n.a. n.a.
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D Lumina vizibila 0,2 MLux/25 W*h/m? lumina UVA, ? Lumini vizibild 0,2 MLux fird lumini UVA, ¥
Lumina vizibild 1,2 MLux/173 W*h/M? # Lumina vizibild 1,2 MLux/30 W*h/m?

Exemplul 14

S-au examinat diferite constructe de anticorpi BiTE® concepute pentru tintirea Tintei F, inclusiv
Tinta F-fara timp de Injumatatire extins (non HLE, canonic), Tinta F-hALB si Tinta F-scFc. Concentratia
de proteina tintd a fost de 1,0 mg/mL pentru hALB si scFc si 0,4 mg/mL pentru versiunea non HLE.
Constructele de anticorpi BiTE® formulate au fost umplute pana la 1 mL in fiole de sticld de tip I care au
fost astupate cu dopuri din cauciuc butilic si sertizate cu garnituri de aluminiu. Fiolele umplute au fost
incubate la -20°C si 37°C (w/o si cu 25 ppm siliciu care este cunoscut pentru potentialul sdu de a induce
agregarea proteinelor) timp de 4 saptamani. Constructele de mai sus au fost, de asemenea, expuse la
lumind (1,2 MLux lumind vizibilda/173 W*h/m2 lumind UVA). Pentru solicitare usoara, temperatura
camerei a fost setatd la 25°C. Probele depozitate la -70°C au servit drept martori (TO).

Probele descrise mai sus au fost analizate in duplicat prin cromatografie de performantd ultra-
inaltd cu excludere de dimensiune (SE-UPLC) pentru a cuantifica continutul procentual de specii cu
greutate moleculara mare (HMWS). SE-UPLC a fost efectuatd pe un sistem UPLC Aquity H-Class
(Waters) utilizand o coloand Acquity UPLC BEH200 SEC de 150 mm (Waters). Temperatura coloanei a
fost setatd la 25°C. Separarea variantelor de dimensiune a fost realizatd prin aplicarea unei metode
izocratice cu un debit de 0,4 mL/min. Faza mobila a fost compusa din fosfat de sodiu 100 mM, NaCI 250
mM pH 6,8. Durata totala de rulare este de 6,0 minute. Probele au fost tinute la 8°C in autosampler pana
la analiza. S-a injectat o cantitate totald de 3 pg proteind. Pentru a evita transferul, a fost efectuata o
injectie intermediara cu 40% ACN dupa fiecare proba. Detectarea s-a bazat pe fluorescentd (excitatie la
280 nm, emisie la 325 nm). Integrarea maxima a fost realizatd folosind software Empower®. A fost
raportata aria relativa sub curba HMWS (Tabelul 25).

in cadrul probelor nesolicitate, HMWS au fost cel mai putin pronuntate pentru constructul scFc.
Formarea HMWS a fost observatd exclusiv pe parcursul a 4 saptamani de depozitare la -20°C. Continutul
HMWS 1n aceste conditii creste in urmatoarea ordine scFc < hALB < non HLE.

Tabelul 25: Prezentare generali asupra continutului de HMWS in preparatele solicitate si
nesolicitate (T0) preparate Tintid F-non HLE, -hALB si -scFc determinate prin SE-UPLC.

Construct Non HLE (canonic) hALB scFc
TO 1,3% 1,3% 1,0%
4w -20°C 4,6% 1,8% 1,6%
4w 37°C 0,9% 0,6% 0,5%
4w 37°C (25 ppm siliciu) 1,1% 0,8% 0,8%
Expunerea la lumina 1,0% 0,9% 0,5%

In plus, probele derivate de la solicitarea termica in absenta si prezenta siliciului au fost evaluate
pentru abundenta particulelor subvizibile prin Microfluid Imaging (MFI) folosind o Flowcam de la Fluid
Imaging Technologies, Inc. Instrumentul a fost echipat cu o celuld de flux FC80FV. S-a aplicat o marire
optica de zece ori. Adecvarea sistemului a fost verificatd cu apa fara particule. A fost aplicatd o ratd de
imagine automatd de 20 de cadre pe secunda. Pragurile de intuneric si de lumina au fost setate la 25 si,
respectiv, 20 de pixeli. Volumul probei pentru o singurd masurare totalizeaza 0,25 mL. Probele au fost
misurate in triplicat. Inainte de fiecare triplicat, sistemul a fost spilat cu 0,5 mL din solutiile de proba
respective. La inceput si intre fiecare triplicat a fost efectuata o spalare cu 1,0 mL apd fard particule.
Evaluarea datelor a fost efectuata cu software-ul Visual Spreadsheet. Probele au fost masurate in triplicat.
Rezultatele sunt prezentate in Tabelul 26.

Solicitarea termicd a dus la formarea de particule subvizibile in preparatele care contin
constructe non HLE si hALB. In schimb, constructul scFc a rimas stabil. Formarea de particule
subvizibile nu a fost promovata prin adaugarea de siliciu independent de natura constructul de anticorp
BiTE®.

Tabelul 26: Evaluarea particulelor subvizibile prin MFI in preparatele Tinta F-non HLE (canonic),
- hALB si —scFc dupa solicitare termica in absenta si prezenta siliciului.

Construct Non HLE (canonic) |hALB scFc
Dimensiunea particulelor [um] |>2 (>5 |>10 |>25 |>2 [>5 |>10 |>25 |>2 |[>5 |>10 |>25
TO 146 |35 |12 |0 281 |71 |35 |0 298 |150 (33 |0
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Construct Non HLE (canonic) |hALB scFc
4w 37°C 410 |163 |23 |0 742 (225 |11 |0 110 (44 |0 0
4w 37°C (25 ppm siliciu) 69 35 |11 |0 272 191 |34 |0 146 |55 |11 |0

Probele solicitate termic au fost analizate si prin cromatografiec Weak Cation Exchange (WCX)
pentru a cuantifica continutul procentual al variantelor de sarcina folosind o clasa UPLC Aquity H de la
Waters. A fost aplicata o coloana Protein-Pak Hi Res CM 7im 4,6 x 100 mm (Waters, cat nr. 186004929).
Temperatura coloanei a fost ajustatd la 30°C. Debitul a fost stabilit la 0,65 ml/min. Gradientul aplicat a
fost proiectat dupa cum urmeaza (Tabelul 27). Temperatura autosamplerului a fost mentinuta la 2-8°C.
Tabelul 27: Gradient aplicat pentru cromatografia WCX

Timp [min:sec] % A % B

Fosfat de sodiu 20 mM, pH 6,5 fosfat de sodiu 20 mM,

clorura de sodiu 250 mM, pH 6,5

00:00 100 0
04:00 100 0
25:00 50 50
25:01 0 100
29:00 0 100
29:01 100 0
33:00 100 0

S-a injectat o cantitate totala de 3 pg de proteina. Detectarea s-a bazat pe fluorescenta (excitatie
la 280 nm, emisie la 325 nm). Integrarea maxima a fost realizatd folosind software Empower®. Au fost
raportate zone relative de sub curba pic-ului principal, precum si ale variantelor de sarcind acida si bazica
(Tabelul 28).

Solicitarea termica a dus la un procentaj de pic principal redus, care a trebuit sa fie atribuit unei
forme predominante de variante de incarcare acide. Pierderea in procentul de pic principal a fost cel mai
putin pronuntatd pentru constructul scFc (7,5%). Variante de incéarcare bazice au fost formate in ambele
constructe cu timp de injumatatire extins la expunerea la lumina. Cresterea variantelor de incarcare bazice
a variat intre 5 si 6% 1n constructele hALB si scFc.

Tabelul 28: Evaluarea variantelor de sarcind prin cromatografie WCX in preparatele Tinta F-non
HLE (canonic), -hALB si —scFc dupi stres indus de cdlduri si lumina.

Construct [Non HLE (canonic) hALB scFc

Fractiune |% principal |% acid |% bazic |% principal % acid |% bazic |% principal |% acid |% bazic
TO 89,9 3,6 6,5 83,3 0,7 16,0 74,5 3,4 22,1
4w 37°C 79,3 111 |95 75,6 9,8 14,6 67,0 112 21,8

in plus, puritatea probei a fost cuantificata in probe solicitate termic si la lumina folosind un test
cu dodecilsulfat de sodiu de electroforeza capilara microfluidica (CE-SDS) bazat pe sistemul LabChip
GXII (Perkin Elmer). Solutia de denaturare a probei a fost compusa din tampon de proba HT Protein
Express (furnizat de Perkin Elmer) suplimentat cu 34 mM ditiotreitol. Fiecare proba a fost diluata 1:8 cu
solutia de denaturare si incalzitd pana la 70°C timp de 10 minute impreuna cu scara de exprimare a
proteinei. S-au addugat 35 pL de apa pentru injectie (WFI) la 40 uL de probd denaturata. S-au adaugat
120 uL WFI la 12 pL de scara. Probele, scara, tampon de spalare expres proteine, colorant gel si solutia
de decolorare sunt transferate in rezervoarele respective. Probele sunt incércate electrocinetic de pe o
placa de microtitrare pe cip care integreaza separarea, colorarea, decolorarea si detectarea proteinei si a
variantelor de dimensiune a acesteia. Electroferogramele rezultate au fost evaluate si au fost raportate
modificari ale puritatii. O privire de ansamblu asupra puritdtii procentuale detectate dupa stres este data
de Tabelul 29 si comparata cu probele nesolicitate (TO).

Au fost observate purititi mai mari pentru constructele hALB si scFc in comparatie cu
constructul non HLE in toate conditiile. Scaderi usoare ale puritatii In comparatie cu TO au fost detectate
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pentru constructele hALB si scFc la solicitare termica si la lumind. Pierderea de puritate dupa 4 saptamani
de depozitare la 37°C totalizeaza 8,4% pentru constructul hALB si 6,6% pentru constructele scFc.
Pierderile la expunerea la lumina au fost comparabile intre hALB si scFc.

Tabelul 29: Prezentare generalid asupra purititii procentuale in preparatele Tinta F-non HLE, -
hALB si -scFc sub solicitare si nesolicitate (T0), determinate prin LabChip GXII (Caliper).

Construct Non HLE (canonic) hALB scFc
TO 57,4 96,0 92,2
4w 37°C 60,6 87,6 85,6
Expunerea la lumina 61,5 90,1 86,4
Exemplul 15

Constructe diferite de anticorpi BiTE® au fost concepute pentru tintirea Tintei E, inclusiv Tintei
E-hALB si, respectiv, Tintei E-scFc. Concentratia de proteina tinta a fost de 1,0 mg/mL pentru ambele
constructe. Constructele de anticorpi BiTE® formulate au fost umplute pana la 1 mL in fiole de sticld de
tip I care au fost astupate cu dopuri din cauciuc butilic si sertizate cu garnituri de aluminiu. Fiolele
umplute au fost incubate la 37°C (Tintd E-hALB) si 40°C (Tintd E-scFc) timp de 4 sdptamani. Probele
depozitate la -70°C au servit drept martori (T0). Probele au fost analizate prin SE-UPLC conform metodei
descrise in Exemplul 13. Rezultatele sunt prezentate in Tabelul 30.

Constructul scFc a prezentat o pierdere redusd de monomer (2,3%) la solicitarea termica in
comparatie cu constructul hALB (4,0%), desi temperatura de incubare a fost putin mai mare.

Tabelul 30: Prezentare generalid asupra procentului de varf de monomer in preparatele tinta E-
hALB si —scFec solicitate si nesolicitate (T0) determinate prin SE-UPLC.

Construct hALB scFc
TO 97,6% 99,8%
4w 93,6% 97,5%
Exemplul 16

S-au examinat diferite constructe de anticorpi BiTE® concepute pentru tintirea Tintei I,
incluzand Tinta I-Xbody si Tinta I-scFc. Concentratia tintd a proteinei a fost de 1,0 mg/mL. Constructele
de anticorpi BiTE® formulate au fost umplute pani la 1 mL in fiole de sticld de tip I care au fost astupate
cu dopuri din cauciuc butilic si sertizate cu garnituri de aluminiu. Flacoanele umplute au fost incubate la -
20°C si 37°C timp de 4 saptimani. In plus, toate probele au fost expuse la 1,2 MLux lumina vizibila si
173 W*h/m? lumind UVA. Temperatura camerei a fost ajustatd la 25°C. Probele depozitate la -70°C au
servit drept martori (TO). Probele stocate la -20 si -37°C au fost analizate prin SE-UPLC conform metodei
descrise in Exemplul 13. Rezultatele sunt prezentate in Tabelul 31.

Constructul scFc a pastrat un continut mai mare de monomer atunci cand a fost pastrat timp de
patru saptamani la -20 si, respectiv, 37°C in comparatie cu Xbody.

Tabelul 31: Prezentare generala asupra continutului de monomeri in preparatele Tinta I-Xbody si -
scFc sub solicitare si nesolicitate (T0), determinate prin SE-UPLC.

Construct Xbody sckc
T0 100,0 98,8
4w -20°C 97,1 97,9
4w 37°C 94,5 95,7

In plus, probele nesolicitate au fost evaluate pentru abundenta particulelor subvizibile prin
Microfluid Imaging (MFI) folosind metoda descrisa in Exemplul 13. Rezultatele sunt prezentate in
Tabelul 32. Preparatul Tintd I-scFc a prezentat cantitati semnificativ mai mici de particule subvizibile in
comparatie cu preparatul Tintei [-Xbody. Acest lucru se aplica tuturor fractiilor de dimensiune incluse.
Tabelul 32: Evaluarea particulelor subvizibile de citre IMF in Tinta I-Xbody si -scFc nesolicitate

Construct Xbody sckc
Dimensiunea particulelor [um] >2 >5 [>10 |=25 (=2 |=5 =10 |=25

TO 2648 688 192 |32 160 |64 |43 11
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Probele supuse solicitarii la lumind au fost analizate si prin cromatografie Weak Cation
Exchange (WCX) pentru a cuantifica continutul procentual al variantelor de sarcina folosind o clasa
UPLC Aquity H de la Waters conform metodei descrise in Exemplul 13. Ariile relative sub curba
principalelor pic-uri, precum si a variantelor de incarcare acide si bazice (Tabelul 33).
cu Xbody, indicatd de o pierdere mai putin pronuntatd a pic-ului principal, care a totalizat 1,4%
comparativ cu 5,5% pentru constructul Xbody.

Tabelul 33: Evaluarea variantelor de sarcind prin cromatografie WCX in preparatele Tinta I-
Xbody si -scFc dupai solicitare indus de caldura si lumina.

Construct Xbody scFc

Fractiune % principal % acid % bazic | % principal % acid | % bazic
TO 51,4 30,3 18,3 83,5 13 15,2
Expunerea la lumina 45,9 33,2 20,9 82,1 1,2 16,7

Exemplul 17: Cromatografia de excludere dimensionala a variantelor scFc bispecifice

Constructele D9F, T2G, D3L, T71 si K6C (vezi Figura 7) au fost fiecare testate pentru
comportamentul lor de rulare prin cromatografie de excludere a dimensiunii conform procedurilor
standard. In detaliu, s-a rulat o cantitate definita de 25 pg din fiecare construct (la 750 pl/min) in tampon
Citrat Lysin (10 mM si 75 mM, pH7) pe o coloana Superdex 200 de crestere 10/300GL la temperatura
camerei si a fost inregistrat OD 280 nm. Ulterior, constructele au fost comparate dupa timpii lor de
retentie. Ca rezultat, constructul D9F prezinta o elutie semnificativ intarziatd (Tabelul 34) in comparatie
cu T2G, D3L, T7I si K6C, ceea ce indica o diferentd in structura/aranjamentul domeniilor Fc. Aceasta
diferenta in timpul de retentie a fost cea mai semnificativa cu constructul T7I care are cisteine nepereche
in regiunea balama si legatura dintre CH2 si CH2CH3 la CH3 (18,98 min vs. 18,62 min, diferenta de 0,36
min). Cu toate acestea, de asemenea, diferenta de timp de retentie de 0,16 min intre DIF si T2G este
semnificativa luand 1n considerare timpul de retentie respectiv al martorului BSA. Martorul BSA a aratat
un timp de retentie de 19,07 min pentru monomer si 16,82 min pentru dimer afisdnd o diferenta de 2,25
min in timpul de retentie pentru o greutate moleculara dublata. Prin urmare, deoarece constructele au doar
diferente structurale in partea Fc, diferenta de 0,16 min in timpul de retentie este semnificativa. In
rezumat, constructul D9F a ardtat cel mai lung timp de retentie indicdnd cea mai puternica legare. Aceasta
concluzie duce la asteptarea ca D9F sa aiba, de asemenea, cea mai lungd jumatate de viata in vivo.
Tabelul 34

Construct Timp de retentie in min
D9F 18,98
T2G 18,82
D3L 18,78
K6C 18,77
T71 18,62
Monomer BSA 19,07
dimer BSA 16,82

Exemplul 18: Determinarea prin rezonanti plasmaticid de suprafati a legirii la FcRn uman
(FCGRT/B2M)

Constructele D9F, T2G, D3L, T71 si K6C (Figura 7) au fost fiecare testate pentru capacitatea lor
de a se lega de FcRn uman in experimentele SPR (Biacore) conform procedurilor standard. in detaliu,
cipurile senzorilor CM5 (GE Healthcare) au fost imobilizate cu 450-500 RU de FCGRT/B2M (ACRO
Biosystems) utilizdnd tampon acetat de Na pH 4,5 si un tampon de rulare care constd din 200 mM
HEPES, 150 mM NaCl, 3 mM EDTA pH 6,0. Constructele au fost apoi injectate in cicluri ulterioare in
douad concentratii de 250 nM si 125 nM diluate in 200 mM HEPES, 150 mM NaCl, 3 mM EDTA, pH 6,0
si 36°C. Asocierea a fost facutd timp de 90 de secunde cu un debit de 30 pl/min urmat de faza de
disociere timp de 90 de secunde la un debit de 30 pl/min in HEPES 200 mM, NaCl 150 mM, EDTA 3
mM, pH 6,0 la 36°C. Regenerarea ulterioard a fost facuta timp de 10 secunde cu 30 ul/min cu 10 mM
HEPES, 150 mM NaCl, 3 mM EDTA pH 7,4.
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Legarea maxima 1n timpul fazei de injectie a fost masurata pentru toate constructele ca unitati de
raspuns respective (RU), echivalentd cu cresterea masei moleculare pe cipul CM5 acoperit cu FcRn
datoritd constructului legat. Toate constructele au fost masurate in duplicat. Valorile medii ale
determinarilor duplicate sunt prezentate in Figura 8A si, respectiv, 8B.

Ca rezultat, constructul D9F aratd o crestere semnificativ mai mare a masei pe cipul CM5
acoperit cu FcRn, in comparatie cu T2G, D3L, T71 si K6C, ceea ce indica o afinitate mai puternica de
legare a D9F la FcRn uman. Aceastd observatie a fost observatd pentru ambele concentratii ale
constructelor respective.

Legarea impotriva FcRn este mediata prin portiunea Fc din constructe. Legarea mai puternica
fatd de FcRn uman, asa cum este descris in literatura, este un indicator al timpului de injumatatire mai
lung in vivo datoritd unei salvéri intracelulare mai mari a proteinei respective si, prin urmare, unei rate de
degradare reduse. Din acest motiv, legarea mai puternicd a D9F la FcRn uman in comparatie cu celelalte
constructe face ca aceastd molecula sa fie net superioara ca baza pentru moleculele terapeutice pentru a
permite o expunere mai lungad a potentialului medicament in pacient si o frecventd mai scazutd a
administrarii medicamentului.

Exemplul 19: Determinarea prin rezonanta plasmonicd de suprafati a legirii la FcRn uman
(FCGRT/B2M)

Constructele D9F, T2G, D3L, T71 si K6C si un anticorp uman IgG1-kappa MT201 au fost
testate fiecare pentru capacitatea lor de a se lega de FcRn uman in experimente SPR (Biacore) conform
procedurilor standard. In detaliu, cipurile senzorilor CM5 (GE Healthcare) au fost imobilizate cu
aproximativ 350 RU de FCGRT/B2M (ACRO Biosystems) utilizind tampon acetat de Na pH 4,5 si un
tampon de rulare care consta din 200 mM HEPES, 150 mM NaCl, 3 mM EDTA pH 6,0. Constructele si
martorul 1lgG1-kappa uman (MT201) au fost apoi injectate la o concentratie de 125 nM diluatd in 200 mM
HEPES, 150 mM NaCl, 3 mM EDTA, pH 6,0 si 36°C. Asocierea a fost facuta timp de 90 de secunde cu
un debit de 30 pl/min urmat de faza de disociere timp de 60 de secunde la un debit de 30 pl/min in
HEPES 200 mM, NaCI 150 mM, EDTA 3 mM, pH 6,0 la 36°C. Regenerarea ulterioara a fost facuta timp
de 10 secunde cu 30 pl/min cu 10 mM HEPES, 150 mM NaCl, 3 mM EDTA pH 7,4.

Legarea maxima in timpul fazei de injectie a fost masuratd pentru toate constructele ca unitati de
raspuns respective (RU), echivalentd cu cresterea masei moleculare pe cipul CMS5 acoperit cu FcRn
datorita constructului legat. Toate constructele au fost masurate in duplicat. Valorile medii ale
determinarilor duplicate sunt prezentate in Figura 9, inclusiv barele de eroare ale abaterii standard.

Ca rezultat, constructul D9F aratd o crestere semnificativ mai mare a masei pe cipul CMS5
acoperit cu FcRn, In comparatie cu T2G, D3L, T7I si K6C, ceea ce indica o afinitate mai puternica de
legare a DI9F la FcRn uman. Cresterea de masd pe cipul CMS5 acoperit cu FcRn pentru D9F este bine
comparabild cu cresterea de masa a anticorpului martor IgG1-kappa MT201 uman, indicand o legare
comparabila a constructului D9F la FcRn uman.

Legarea impotriva FcRn este mediata prin portiunea Fc IgG1 umana din constructe. Legarea mai
puternica fatd de FcRn uman asa cum este descrisd in domeniu este un indicator pentru un timp de
injumatatire mai lung in vivo datorita unei salvari intracelulare mai mari a proteinei respective si, prin
urmare, a unei rate de degradare reduse. Din acest motiv, legarea mai puternica a D9F la FcRn uman in
intervalul unui anticorp 1gG1-kappa uman (MT201), in comparatie cu celelalte constructe, face ca aceasta
moleculd sd fie net superioard ca baza pentru moleculele terapeutice pentru a permite o expunere mai
lunga a potentialului medicament in pacient, probabil in intervalul unui anticorp IgG1 uman complet si o
frecventa mai mica de administrare a medicamentului.

Urmatorul tabel descrie peptidele si proteinele care au SECV ID NR: 1-109, precum si cele care
au SECV ID NR: 110-129, corespunzatoare secventelor de WO 2008/119567.
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SECV | Descriere SECVENTA
ID NR:
1. linker G4S GGGGS
2. linker (GaS)2 GGGGSGGGGS
3. linker (G4S)3 GGGGSGGGGSGGGGS
4. linker (G4S)4 GGGGSGGGGSGGGGSGGGGS
5. linker (G4S)s GGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGS
6. linker (G4S)s GGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGS
7. linker (G4S)7 GGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGS
8. linker (G4S)s GGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSCGGGSGGGGSGGGGS
9. Linker peptidic PGGGGS
10. Linker peptidic PGGDGS
11. Linker peptidic SGGGGS
12. Linker peptidic GGGG
13. liant CD3¢ VL GTVVTQEPSLTVSPGG VTLTCGSSTGAVTSGIY PNWVOOKPGOAPRGLI GETKFLAPGT PARFSGSLLGGKARL TLS GV P EDEA
EYYCVLWY SHRAVFGECTRLTY L
14. liant CD3e VH EVOLVESGGELVIFGES LRLSCAASGTT FHS Y AMNWVROAPGKELEWVAR T RSKYNNYATYYADSVKGRETT SRDDSKNTAY LOMN

SLETZDTAVYYCVRHGNEGN SYVSWWAYWGGGTLVIVSS

15 liant CD3¢ scFv EVCLVESGGGLVQPGGSLRLECAASGFTFNSYAMNWY RCAPGRKGLEWVARIRSXYRNYATYYADSVKGRETI SRODSXNTAY LOMN
SLETEDTAVY YCVRHGNFGN 3 YV SWHAYWGOCTLV TV S SGGGG5GE6E56GGE5CTVVTCEPSLTVSPGETYTLTCGS STGAVT SC
NYPNWYOCEPGRAPRGLI GGTRZTAPGTPARFSGSLLGCKARLTLSGYVOPEDEARY YCVLWY SNRWVEGGGT XLTVL

16. eticheta hexa-histidina HHHHHH

17. Fcrnonorner1-+cﬁg CETHTCEPCPAPELLGGESYELFPPKPKDTLMISRTEEVTCVVYVOVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPCEECYGSTYRCVSYVL
TVLHRDWLNGKEYKCKVSNKALFAPIEKTI SKAKGQEREPOVY T LP2SREEM T KNGVSLTCLVKGFYP SDTAVEWESNGGPENNYR
TTEPVLDSDGEFFLY SKLTV K5 RWQCGNYESCSVMHEALHNHYTCXSLSLEPGK

18 Fc monomer-2 +Cﬁg/deIGH< CXTHTCPPCPAPELLGGESYEFLFPPEPEDTIMISRTEEVTCVVVIOVSHEDPEVKFNWY VDGVEVHNAKTKPCEECYGSTYRCVSVL
TVLHODWLNGEEYKCKVSNKALPAFTEKTI SKAKGOEREPOVYTLP2SREEMTENOVSLTCLVKGEYESTIAVEWESNGG PENN YR
TTEEVLDSDGEPFLY SKLTY D KSRWOCGNYESCSVMHEALHNHYTCESLSLSE

19. Fcrnonorner—3—c/+g CETHTCEPCPAPELLGGESYTLFPPKPKDTLMISRTEEVTCVVYVDYSHEDP EVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNS TYRVVSVL
TVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAP IEKTI SKAKGQEREPOVY T LP2SREEMTKNQVS LTCLVKGFYESDIAVENESNGCPENN YK
TTEPVLDSDGEFFLY SKLTV K5 RWQCGNYESCSVMHEALHNHY TCKSLSLEPGK
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20. Fc monomer-4 -c/+g/delGK DX THTCEECEAPELLGGE SYFLFPPKPKDTLMI SRTEEVICYVVOVS HEDE EVKENNYVDGYEVENAKTKPREEC YNS TYRVVSVL

TVLHRDWLNGKEYKCKVSNKALFAPIEKTI SKAKGQEREPOVY T LP2SREEM T KNGVSLTCLVKGFYP SDTAVEWESNGGPENNYR
TTEEVLDSOGEFFLY SKLTY OKSRWQCGNVESCSVMHEALHNHY TCKSLSL 3P

21 Fcrnonorner—S-CFg CEXTHTCPPCPAPELLGGESY=LFPPKPKDTLMISRTEEVTCVVVDYSHEDPEVKENWYVDGYEVHNAKTKPREEQYGS TYRVVSVL
TVLHODWLN GKEYRCEVSNKALFPAP IEKTI SKARGQEREPOVY _ LE2SREEM T KNQVSLTCLVRGEYP SDIAVEWESN GG PENNYR
TTEEVLDSDGEFFLY SKLTVJKSRWQQGNYESCSVMHEALEHNHYTCES LS LEPGK

22. Fcrnonorner-6-c#g/de|GH< CETHTCEPCPAPELLGGESYELFPPKPKDTLMISRTEEVTCVVYVOVSHEDPEVRKFRWYVDGVEVHNAKTKPREECYGS TYRVVSVL
TVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAP IEKTI SKAKGQEREPOVY T LP2SREEMTKNQVS LTCLVKGFYESDIAVENESNGCPENN YK
TTEEVLDSOGEFFLY SKLTY OKSRWQCGNVESCSVMHEALHNHY TCKSLSL 3P

23. Fc monomer-7 +C/+g CXTHTCPPCPAPELLGGESY=LFPPKPEDTIMISRTEEVTCVVVDYSHEDPEVEKFNWYVDGVEVHNAKTKPCEEQYNSTYRCVSVL
TVLHODWLNGEEYKCKVSNKALPAFTEKTI SKAKGOEREPOVYTLP2SREEMTENOVSLTCLVKGEYESTIAVEWESNGG PENN YR
TTPEVLDSDGSFFLY SKLTVOKSRWQCGNYESCSYVMHEALHNHYTCKSLSLSPGK

24. Fc monomer-8 +C/+g/dE|CH< CETHTCEPCPAPELLGGESYELFPPKPKDTLMISRTEEVTCVVYVOVSHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPCEECYNSTYRCVSVL
TVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAP IEKTI SKAKGQEREPOVY T LP2SREEMTKNQVS LTCLVKGFYESDIAVENESNGCPENN YK
TTPPVLDSDGESFFLY SKLTV OKSRWOCGNVESCSVMHEALHNHYTCEKSLSL S P

25. scFe-1 DKTHTCPPCEAPELLGGPSVYFLEFPPKPKOTLMISRTEZVTCVVYDY SHER2EVKFNWYYDCGVEYHNAKTKECEEQY 3STYRCVSVL
TVLHCDW NGKEYKCKYSNKALEPAPIERTI SKAKGREREP ZVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESN GCPENN YK
TTEPPYLDSDG3FEFLY SKLTVDRKSRWGOCENVESCSYMHSALHNHY TORS LS LS FGEGEGESGGEGES GGEGEEGEESGEGESEEGESD
KTETCPECPAPELLGGESVFLEP2KPRLTIM- SRTPEV. CYVVVDVEHEDPEVEFNWYVDGVEVHNAXEPCEEQYGSTYRCVSVLT
VIEQDWLNGEEYKCKVSNFALPAPIEKT ISFAKGOPREZPCVYTLPPSREEMIKNQY SLTCLVEGE YRS DIAVEWESNGL P ENNY T
TPEVIDSDGEFFLYSKLTVDKES RWOGSHNYVESCSVMHEATHNHYTOKSLSLSPGK

26. scFc-2 DETHTCPPCRAPELLGGESYELFPPEKPEDTLMISRTEEVTCVVVDYSHEDPEVKENW Y VDGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVL
TYLHRDWINGKEYKCKVSNKALPAETEKTI SKAKGUEREPOVYTLE2SREEMTENQVSLTULVKGEYESDIAVEWESNGUPENN YK
TTPPYTNSNGEFFT Y SKTLTY K SRWQGGNY FSCSYMHRATHRNHY TG EST S LAPGLRGESGRAGSGGHEGEGERGHGEHGAGHEGEESTHT
HTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPEPKDTLMI SRTPEVTCVVVIDVSHFDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKP CEESYGSTYRCVSVLTVL
HODWLNGKEYKCEVSNKALPAPIEKTI SKAKGOCPREEQVYTLPESREEMTKNQVSLTCLVEGEYP SDIAVERESNGC2ERNYKT TP
PVLDSDGSFFLY SKLTVEKS RWOQCNVISCIVMHEALHNHYTRRKSLSLEP

27. scFc-3 DKTHTCPPCEAPELLGGPSVEFLEFPPKPKDTLMISRETEZVTCY VDY SHEDZEVKENWYYDCVEYVHNAKTKEREECYNSTYRVVIVL
TVLHCDWINGKEYKCKYSNKALPAPIEKTI sKARKGREREP VY TLPP SREEMTKNQVS LTCLVEGFYPSDIAVENESN G PENN YK
TTPPYTNSNGIFFTY SKTTYDE SRWGOCNVESCSWVYMHTATHNHY TOR ST.S T A FOKGEGEAGGLGIGREGSEGGRIGEGEIGEGGED
KTETCPPCPAPELLGGPSVFLEEPKPKLTIMI SRTPEV. CVVVDVESHEDPEVKFNWYVEGVEVHNAXTEPREEQYNSTYRVVSVLT
YVLEQDWILNGKEYKCKVSNKALPAPT EKT ISKAKGRPREPQYVYTLEPSREEMTENQVSLTCLVKGEY PSDIAVEWESNGREENNY XT
TPEVIDSDGEFFLYSKLTYDKES RWOGSNVESCSVMHEATLHNHYTOKSLSLSPGK

28. scFc-4 DXETHTCPPCPAPELLGGESVELFPPEKPEDTIMISRTEEVTCVVVOVSHEDEEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREECYNSTY RVVSVL
TWVLHODWLNGEKEYKCEVSNEALIAL IEKTI SKAKGQI REPOVY_ LI 2SREEM T KNQVE L CLVKGEFYP SDIAVEWESNGGPENNYE
TTEPVLDSOGEFFLY SKLTY DKSRWQCGNYESCSVMHEALHNHY TCRS LS LS PCGGCESGEEGESGGEEE GEGESCEGEGSCEGESDKT
HTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPRPRKDTLMISRTPEVTCVVYDVSHEDPEVRENWYVDGVEVHNARKTKPREEQYNSTYRVYSYLTVL
HODWLNGK=ZYKCKVSNKALPAPTEKTI SKAKGGPREEQVYTLPESREEMTKNOVSLTCLVKGEYPSDIAVEWESNGL 2ERKNYKTTP
PYLDSDGSEFLY SKLTVDESRWORCN VI SCIVMHEALHNHYTRKSLSLEP
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29 scFc-5 DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLF2PKPKITLMISETPEVTCVVYDYSHEDZEVKFNWYVDGYEYHNAKTKEREECY GSTYRVYVSVL

TYLHCDWLNGKEYKCKVSNKALPAP LI ERK T LI SKAKGQEREPOVYTLEPSREEMIKNOVS LTCLVEGEYPSDIAVEWSSNSCEENNYK
TTEPVLDSDGIFFLY SKLTVDKSRWGCNVESC3VMHZALONHY TS LE L3 PGKGEGCEEGGLGRGGEEERCGGESGRGEIGEGGEAED
KTETCPPCPAPELLGGPSYFLEPPKPRDTLM_SRTPEV.CVVVDVSHEDPEVRKENWYVLGVEVHENAXTKPREEQYGSTYRVVSVLT
YIEQOWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKT ISKAKGRPRZEQVYTLEFFS REEMTKNGYSLTCLVKGEYESDIAVEWESNGREENNY XT

TPEVLDSDGEFFLYSKLTVDKS RWRGENVESC3VMHEALHNHYTRKSLSLSPGK

30. scFc-6 DEXTHTCEPCPAPELLGGPSYELEFPPRKPKDTLMISRTEEVTCVVYOVSHEDPEVEENWYVDGYEVHNAKTKPREECYGSTYRVVSVL
TVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAFTEKTI SKAKGQFREPOVYT LP2SREEM T KNGVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYK

TTEEVLDSDGSII LY SKLTVEKSRWGOGN VIS CSVMIEALHNIYTC XS LS L5 PGEGGSGGEG5GGEGEGEGGESGGEGIGEGES KT
HTCEPCZAPELLGGE SVELEL KT KDTLMI SRTPEVTCVVYDVEHEDPEVEFNWYVDGVEVHNAKTKPREEGYGSTYRVVEVLTVL
HODWLNGKEYKCKVSNKALPAP IEKTISKAKGOPREPQVY T LEESREEMTRNQVSLTCLYKGEY P SDIAVEWESNCGPENNYKTTT
PVLLDSDGS FELYSKLLVDES PWQOGHNY Y SCSVMHEALHRAY QK5 LSLSP

31. scFc-7 DKTHTCPPCEAPELLGGPSVFLFPPKPKDTIMISRTEEVTCYVYDYSHED2EVKEFNWYYDGYEYHNAKTKECEECYNSTYRCVSVL
TVLHCDW NGKEYKCKVSNKALPAP [EKTI SKARKGLOPREPGVYTLI PSREEMTKNQVS LTCLVRGEFYP SDIAVENZS K GCFENNY K
TTPPYLDSDGSFELY SKLTVDRKSRAQOCNVESCESVMHIALHNHY TGRS LS LS PGRGEGESGEEGEGGEEESEEGESGEGESEEGESD
KTETCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPRKDTLM. SRTPEV. CVVVDVEHEDPEVKENWYVLEGVEVHNAXTEPCEEQYNSTYRCVIVLT
VLIEQDWLNGKEYKCKVSNFALPAPTIEKT ISKAKGOPREECVYTLPPSREEMTKNCYVSLTCLVEGFYPSDIAVEWESNGOEENNY XT
TPEVLLSDGSFFLYSKLTVDKS RWRGENVESCSVMHEALHNHYTGKSLSLSPGK

32. scFc-8 CETHTCEPCPAPELLGGESYEFLFPPRPKDTIMISRTEEVTCVVV OVSHEDPEVKENWY VDGYEVHNAKTKPCEECYNSTYRCVSVL
LIVLHRDWLNGEREYKCEKYSHEALPAP LEK L SKAKGQEREPOVY T LP2SRELM T ENQVS LICLVEGEYPSDIAVEWESNGOPEMNYTK
TTPPVLDSDGEFFLY SKLTY DK S RWOCGNVESCSVMHEALHNHY TOES LS L3 PGGGHIGEEGSGGGEE GEGRIGCEHGSGGEESDET
HTCPPCPARELLCGPSVFLFEPKPKDTLMI SRTPEVTCVVVDVSHEDPEVEFNWYYVDGVEVHNAKTKECEECYNSTY 2CV SVLTVL
HOeDWLNGKZYEKCKYSNKALPAPIEKTI SKAKGOPREFQVYTLPES REEMT KN VS LTCLVKGEYPSDIAVERESNGC 2 EKNYRKT TP

PVLDSDGSFFLY SKLTVDKS RWOQCNVISCSVMHEALHNHYTORSISLEP

33. Tinta A-HLE Hetero Fc lant 1 CVOLVERGHCLVREGGELRLSCAASGE TS DY Y MIWI RCAPGRCLEWL 3Y I35 3G3TI Y TAD3VRGRETI 3RADNARNSLE LCMN S L
’ ’ RAEDTAVY YCARDRNSHEDYWGOGTLVTVSSEGGCSGGEGSGGEGEDICMTOSESSVIASVEDRYTITCRASCGINTWLAWYQOKPE
GEAPKLLIYCGASGLCSGVESRFSGSG3IGTDFT LTI SSLGPERFATYYCQUAKSFPRTFGR ST KVETKSGGGGSEVQLYESGGGLVY
BPGGILALE CAASGETENKYANNWYVROAPGKGLEWVARI REKYNNYATYYADSVKDRFT ZSREDSENTAY LCMNNLEKTEDTAVYYCYV
RAGNEGNSYISYWAYWGOGTLVTVS SGGGGSEGGESCECGSQTVVTOEPS L TYSPGCTVT LT CC3 STGAVTSCNY ZNWVCOKECQA
PRGLIGETKFLAPGTPARFSGS LLGGKAALTLSGVQPELCEAEYYCVLWY SNRWVFGGGTKLT VLGGGGDKTH. CPZCFAPZLLGGE
SVFLFPPEPKIOTLMI SRTEZVTCVVVDVSHEIDPEVKENWYVDGVIVHNAKTKECEEC YGSTYRCVSVLTVLHC DWLNGKEYKCKVS
NEKALPAPTIEKTISKAKGUEREPOVYTLPPSRKEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAYVEWESNGCPENNYKTTPEPVLKSDGSFFLYSKL
TVIDES AWQRUCNVFSCSVMHZALHNHYTOKS LS LS PGEK
34. Tintid A-HLE Hetero Fc lant 2 CATHTCEECPAPELLGGPSVEFLFEPPKPKDTLMI SRTPEVTICVVV DY SHELPEVKFNWYVDGEY EVENAKT KPCEECYGSTYRCYSYVL
’ 0 TVLHODWLNGKEYKCKVSNKALEFAFPTEKTI SKAKGQPREPOVYTLEPSREEMTKNQVS LTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGOPENNYD
TTEEVLDSDGSEFLY SDLTVDKSRAQOGNVESCSVMHEAL HNHYT QRS LSL32GE
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35.

36.

37.

38.

39.

Descriere

Tintd A-HLE fuziune hALB

Tinta B-HLEa X-body lant 1

Tinta B-HLEb X-body lant 2

Tinta B-HLE Hetero Fc lant 1

Tinta B-HLE Hetero Fc lant 2
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QVOLVESGGGLVKEGGSLRLS CARSGFTES DY YTMTWIRCAP GRGLEWL3Y 2S5 563 TIYYADSYRGRETI SRDNAKNSLFLCMN S L
RAEDTAVYYCARDENSHEDYWGQGT YTV 35GGGEGESGEEESGGGEEDICHMTOS 2 35VIASYGDRYTITCRAS QGINTWLAWY QQRP
GKAPELLIYGASGLYSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLPEDFATYYCOCAKS P PRTFGCGTKVEI KSGGGGSEVQLYESGGGLYY
PGGSLALICAASGFTENEYAMNWVROAPGKGLEWVART RS KYNNYATYYADSVKDRFTI SRDDSKNTAYLCMNNLKTEDTAVYYCV
RHGNFGNSYTSYWAYWGEGTTVTVE SGGEGESGHEGSGEGEECTVVTORFSTTVESPGHETY TLTCHSSTHEAVTEGN Y FNNVEGGK FGOA
PRGLIGCETKFLAPGTRPARIEGSLLGGRAALT LSGVQPEDEARYYCVILWY SNRWVIGGGTKLTVLEGGDGIDAIIKSEVAIIRIKDLGE
ENFKALVL_AFAQYLCOCPFEDHVKLVNEVIEFAKTCVADESAENCDXSLHTLZGDKLCTVATLRET YGEMADCCEKC ZPERNECE
TOEKDDNPN T FRTYRPEIVLVMUTAFHINERETFTEKY T Y S TARRYEYFYA PRI T FAKRYKAATTRCCOAATKAACT.TL.PET DFT.RDRE
GRASSAKQRLKCAS L X FGERAFKAWAVARLE DREFAAZFAEVSELY I LTKVHTECCACGDLLECADDRADLARKY ICENC 25 IS SK
SKECCZKPLOEKSHCIAEVENDEMPADLP SLAADEYVSSKDVOENYAEAKDY X LGME LY ZYARRHEDY SVVLLLRLAKTYETTLEKC
CAAADPREZCYARVEDEFKPLVEEPQNL I RQNCELFEQLCEY KFQNALLYVRYTKKVEQY STPTLVEVS RN LCKVGS KCCKHPEAKEM
PCAEDYLSVVLNOLCYLHEKTPVSDRYTKCCTESLYVNRAPCFEALEVDETYVPKEFNAET FTHARICTLSEKERQIKXCTALVEL
VKEKEKATKEQLKAVMDLFAAFYVEKCCAADDKETCFARZCKK I VAASOARLGLHHHHENE

EVCLVESGGGLYQPGGELKL3CAAS GFTENKYAMNWY RCAPGKGLEWVARI RS XYNNYATYYADSVKDRETI SRDDS KNTAY LOMN
NLETEDPTAVYYCVRHGNEFGNSY I SYWAYWGRETLVIVESGEGGEGEEEESSYELTREPSVSVS PGSO TASITCSGDRLGZKYTEWY QR
RPGOSPLIVIYQDTRRAPSGIPERFSGSNSGNTATLTISGT2AMDEADYYCOANSSS TVVEFGGGTRLTVLAST AGESVEP LAFSSKS
T3GETAMILGCLVEDYFPEPYVTVSWNSGALTSCVHTFPAVLESSGLY S LsSVVTVPSSSLGTQTYI CNVNHKP SNTKVDKKVEPKSC
DETHTCPPCPAPELLGGESYFLEPEKEXDTLMISRTPEVTCVVYDYSHEDEFEVIFNWYVDGVEVHNAKTKPCEECYGSTYRCYSVL
ITVLHQDWLNGKEYKCAVSNEALZAF L EA I SKAKGRPREPCVY I LEP SREEML ANQVS LICLVKGEYPSDIAVEWESNCQPENNY D
TTP2VLDSDGSFFLY SDLTYDRSRWRQGNYEFSCSVMEEALHNHY TGXSLELSPGK

OVCLVESGGEYVOEFGGSLRLSCAASGET IS SYGMHWY RQAPGRGLEWVAE IWYEGSKKY YAEBSVKORETI SRDNSENTLYLCMN S L
RAEDTAVYYCARPAGIIGTIGY YYGMDVWGQGTTVIVESGEGGESGGEEECTYVTQERS LTVSEGGTVT LTCGSSTGAVTSGNYENW
VOCKPGOAERGLIGSTEKFLAPGTPARFSGS LLGGKAAL T LSGVOPEDEAEYYCVLWY SNRWVEGGGTKLTVLGCPERAPSVT LFFE
SSFEFLQANKATTVCT TSRFY PGAVTVAWKANSSPYVAAGVETTTPSKGSNNKYAASSYT.STTPEOW{SERSYSCCVTHRGS TVRRTY
APTECSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVEFLZPFKEKDTIM_SRT PEVT CVVVDYSHEIDPEVEFNWYV DGV EVHNARTKECZIEQYGSTY
RCOVSVLTVLHCDWLNGKEYRCKVSNEALZAFIERT IS AARGGPREPOVY T LP 2 SRKEMTKNQVS LTCLVEGEFYESDIAVEWESNGQ
2ENNYKTTEEPVLKEDGSFELYSKLTVDESRWQQGNVESCSVMHEALHNAYTCKSLS LSPGK

CVOLVESGGEVYPCGSLRLECAASGTFE 8 YCMHWVROAPGKGLEWVAF IWYEGSNKYYAESYKDRETISRENSKNTLY LCMN S L
RAEDTAVYYCARRAGI ZGTI Y YYGMDVWGEGTTVIVS 5GGEGEICGGEGEGHEEESSYELTCPEPSY SV SPGRTASITCSGDRLEERYT
SWYQQRPGQS2LLVIYQDTKRESGCIPERFEGENSGNTATLTI SGTQAMDEADY YCOAWES STVVEGGETRKLTVLS GGGGS EVOLYVE
SGEGELYQPCGELELSCAASGEFTFNKYAMNWYR 2APCKGLERVART RE YN NYATYYADSVKDRFTISRODSKNTAY LOMNNLKTED
TAVYYCVRHCKFGNSY_ SYWAYWCOGTLYTVESCOCGSCGGGEGEGCSOTVVTCEPSLTVSPGGTYTLTSGSSTCAVT SGN Y PINWY
COKPGOAPAGLIGETEE L APGTPARFSGELIGGRAAL T LSGVQPEDEAEY YCVIWY SNRWVEFGGGTKLTVLGCGGGDKTHTCPEC 24
PELLGGESVILEFEPKPKDTLMI SRT PEVTCVVY DY SHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKEPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHGDWLNGK
EYKCKVSHAALPAPTIERTISKAKGGPREPOVY T LPESRKEMTENCVSLTCLVEGEY > SDIAVEWESNGD PENNYKTTPPYLESDGS
FELYSKLTVDESRWCQCHNVESCSYMHEALHNEYTOKSLSLSPGE

CXTHTCPPCPAPELLGGESVFLFPPEPKDTLMI SRTPEVICVWVVDYSHEDPEVKFNWY VDGY ZVENAKT KPCEEQYGSTYRCVSVL
TVLHODWLK GREYKCKVSNKALEAFTEKTI SKAKGOPREPOVYTLPPSREEMTKRNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNCGOEENN YD
TTEEVLDSDGSEFLYSDLTYVIKSRIQOGNVESCSVMHEAL HNHYTCRS LS LS 2 GK
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40 Tintd C-HLE Hetero Fc lant 1 CVOLVOSGARVEKPGESYKY SCKASGYTFTNYGMNWVKOAPGOCLEWMSW INTYTGEPTYADKFOGRYVTMTTDTSTSTAYMEIRNL

GGDDTAVY YCARWSWEDGYYVY FRYWGOGT SV TV ESGEEGEGEGCSGEEGSDIVMTQSPOSLTVILGERTTINCKS SOSYLISSTN
KNS ZAWYCORTGOPPEL L LSWAST RESGIPDRFSGSGSGTDFTLT IDSEQPEDSATYYCQOSAHFEITFGCGTRLEIKSGGGGSEY
CLVESGGGLVOPGES LELSCAASCEFT ANKYAMNWYROA 2GKGLIWVARIRSKYNNYATYYADSYKDRFTISREDSENTAY LCMNNL
KTEDTAVYYCVREGNEGNSY I SYWAYWGOGTLVTVSSGGGGSGEEGEGEGGSOTVVTOEPSLTVSFGGTVTLTCGSSTGAVTSGNY
PNWVOORPGCAPRGLIGGTEILAPGT AR SGS LLGGRAALTLSGVQPEDEAEYYCVLWY 3K RWYI'GGGTKLTVLGGGGDET 1T CP
PCPAPRTIGG?SYFTFPPRKFKTNTTMT SRTPFY TCVVVDVSHRETIPEVEFNEYYDEGYRVHNAKT KPCREQYESTYRCVSVT TV HODW
ILNGKEYKCXVENKALPAPTEKTISKAKGQPREPOVYTL2PERKIMTKNCYV SLTCLVKGFYPS DIAVEWESKGCPENNYKTTPPYVLK
SOGSFFLY SKLTVDKSRWOOGHNVFSCSVMHEALENHY TQKSLSLSPGY

41 BCMA uman MLOMAGOCSONEYFDSLLHACT PCOTRCSSNT 2 PLTCORYCNASYTN SVKGTNAT LUTCLGLSLT T SLAVEVIMFLLRKINSERP LK
' DEFKNTGSGLLEMANI DLEKSRTGDEI I LERGLEY TYZECTCEDC [ KSKPKVL S DHC FELEAMEEGATI LVT TETN DY ZKSLEAAL
SATEIEKSISAR
42. BCMA uman ECD MLOMAGOCSONEYFDSLLHACT PCOLRCSSNTEPLTCORYCNAS VTN SVEGTNA
43 MTOMARDCSGNREYFDST.LHDCKPCOT RGSSTEPITCORYCNASMTNSVEGMEAT THTCT GTL3T TTSTAVFVITFLTRYMS SFPT KD
’ BCMA de Macaque EFKNTGSGLLGMANT DLEIKGRT SDEIVLEPRGLEYTVEECT CEDCT KNKPKVDS DHCFPLEAMESSATI LVITKTHD Y CHS LS AALS
VTEIFKSISAR
44, BCMA ECD de Macaque MLQMARQCSQNEYFDSLLHDCKPCQLRCSSTPPLTCQRYCNASMTNSVKGMNA
45, VH CDR1 BCMA-08 NHIIH
46. VH CDR2 BCMA-08 YINPYPGYHAYNEKFQG
47, VH CDR3 BCMA-08 DGYYRDTDVLDY
48. VL CDR1 BCMA-08 QASQDISNYLN
49, VL CDR2 BCMA-08 YTSRLHT
50. VL CDR3 BCMA-08 QQGNTLPWT
51. VH BCMA-08 CVOLVOSGAEVARPGASYEVSCKASGYTETRNHI IHWYRCAPGCGLIWMGY IN2 VP GYHAYNEXFQGRATMTSDTSTETVYMELSSL
RSEDTAVYYCARDGYYRDTDVLDYWGRGTLVIVSS
52. VL BCMA-08 CIOMTQSPSSLSASVGDRYTITCOASCDIENY LNWYQORPGRAPALLIYYTSRLHT GVEPSRESGSGSGTDET > TISSLEPECTIATY
YCOQGNTLPWT FCOGTKLET X
53. scFv BCMA-08 CVOLVOSGAEVEKPGASYRVSCKASGYTETNHI T HWYRCAPGOELEWMGY INP Y PG YHAYNEKFQGRATV TS DTSTSTVYMELS 5L

RSEDTAVYYCARDGYYRETEVLDYWGCGTLVIVSSGGEGS5GEE3GGGGSLIQMTOSPSS LSASYGERVT I TCOASCDISNY LNWY
CORPGKAPXLLIYYTSRLHTGYPSRESGSGSGTDFTFTISSLEFZCIATYYCOOGNTLPWTFGOGTKLETIK

54. VO VOSGAEVEKPGASYRKY SCRASGYTFTNEI THWYRQAPGUGLEWMEY INPY 2GYHAYNERKFQGRATITS DTSTSTVYMELSSL

RSEDTAVYYCARDCYYRDTDVLDYWGQGTLVTVSSCCGCGSCOCGSCOCUSDIGMTISPSSTSASVUDRVTITCCAS QDI SNY LNWY

o q - . o CORPGCRAPXLLIYYTSRLHTGVPSRESGSGSGTIDEFTE IS S LEPEDIATYYCOCGNTLEWTFGOGTRKLEIKSCGGGSEVOQLVESGE

Molecula bispecifica BCMA-08 x12C CLYGPGESLKLSCARSGIT IR YAMNHYROAP GKGLENVART RSKYNNYATYYADSVKDAPT T SRDDS XNTAY LOMNN LKTEDTAY

YYCVRHGNEGR SY I SYWAYWSOG T LVIVS SGGGGICEGESGHEESOTVVTOEPS LTV S PGCTVTLTCGS STGAV ' SGNYENWVOOK
PGRAPRGLIGGTRKFLAPGTEFARFSGELLGGKAA LT LIGVREEDZAEY Y ZVLWY SNRWVFGGGTKLT VL



SECV

ID NR:

55.

56.

57.

58.

59.

60.

MD/EP 3411402 T2 2022.05.31

Descriere

Molecula scFc bispecifica BCMA-08 x12C - scFc

Moleculd scFc bispecifica BCMA-08 xI2C -
scFc_delGK

VH (CC) BCMA-08_CC
VL (CC) BCMA-08_CC

scFv (CC) BCMA-08_CC

Molecula bispecifica (CC) BCMA-08_CCxI2C

73
SECVENTA

CYQLVOSGAEVKEPCASYKYSCKASGYTFTNEI THWVROAFGOGLEWMSY INPY 2 GYHAYNEKFQGRATMTSDTSTSTYYMELS SL
RSEDTAVEYCARDGY YRDTDVLDYWGQGT LVIVESCGEGGESGGGEESGEEEEDICM TS PSS LSASVGDRVIITCOAS QDI SN Y LNWY
CRKPGKAPALLIYYTSRLHT GVPSRESGSGSGTRETE  ISSLEPEDIATYYCQCGNTLPWT FGQGT KLEIKSCGEGESEVQLYESGG
GLVCPGGSLELSCAASGFTENKYAMNWYROAPGKGLENVARI RSKYNNYATYYADSYVKDRFTISRDDS XNTAYLCMNNLKTEDTAY
YYCYRHGNEGK SYISYWAYWGOGT LVIVISGGGGIGCEGSGEECIQTVYVTERPSLTVSFGCTVTLTCGISTGAV T SCGNYENWYVOQK
PGRAPRGLIGGTKFLAPGTEARFSGSLLGGRAALT LS GVRPEDEZAEY Y OVIWY SNRWYEGGGTRLTVLGGGGIKTHTCPECPAPEL
ILGGESVEFLEPZKPKETLMI SRTPEVTCYVVVEY SEELPEVKENWYVDGVEVHNAKTK2 CEZCYGSTYRCVEVLTVIHODWLNGEEYK
CXVSNKALPAZIEKTISKAKGQPREPOVYTLPPSREEMTKNQVESLTCLVKGEYPSDIAVEWESNGQPENNYHTTP2VLDSDGIF L
YE3EKLTVDR SRWOOGNVES CeVMAEATHNHYTOKS L3LS 2GRGGGGE5GG5GSEGEG3GGGGS6GGGSGGGEEDRTHTCFPCPAPELL
GGPSVFLFPPEKPKDTLMI SRTEEVTICVVYIOVIHEDEEVEFNWYVDGYEVENAKTKPCEEQYGSTYRCYSVLTYVLHQDWLNGKEYKC

KVSNZALPAPIEKT I SKAKGQPREPQVYTLEPSREEMT KNQVSLT CLVKGEYPSDIAVEWESNGG PENNYKT TPEYLDSDGSEFLY
SKLTVLDESRWGQGKVESCSVMHEALHNHYTQKSLS LSPGK

CYRLVOSGAEVEEPCASYVKY SCRASGYTFTNETI THWYRQAFGOGLEWMEY INPY 2CYHAYNEKFQGRATMTSDTSTSTVYMELS SL
RSELTAVYYCARDGYYRDTDVLDYWGQGTLVTV S SCGGESGEGGSGEGEE DICM T3P SSLEASVGDRVTITCCAS DD ISNY LNWY
COKPGKAPXILIYYTSRLHTGVPSRESGSGEGTDEFTE T ISSLEPEDIATYYCOOGNTLPWT FGOGTKLETIKSCGGGSEVOLYESGE
GLVOPGGSLKLS CAASGFTFNKYAMNWYROAPGEGLENVART RSKYNNYATYYADSVKDRFTISRDDS ANTAY LCMNNLKTED AV
YYCVRHUNEFCKSY I SYWAYWOUQUT LVTY S 30CCUECUGCECLOGSOTVVTRQEPSLTVS FUCTVTLTCGS STUAVT SUNYENWVIQK
PGUAPRCLICGGTRFLAPCTEARFSCSLLUGKAALTLSGVRPEDZAEY Y CVINY SNEWVFCCCTKLTVLOUGGDKTHTCPPCEAPEL
LGGEPSYELED KK TLMI S RTPEVTCVYVDVESEELPEVRENWYVDGVEVHNARTK ZCEZRYGSTYRCVEVLTVLHQIWLNGKEYK
CAVSHEALPAZ IEKTISKARGQPREPQVYTLEPEREEMTKNOVS LTCLVEGEY PSDIAY ZWESNGQPENNYKTTP2VLDSDGSE L
YSKI TV DR SRUDGONVEFS CEVMIFATHNHY TGRS T.STLE N GGGGEGGEGESGHEGSGEGEGE GGLGEGGGGIDKTHTC P PCPAT FLLGG
POVFLFPPAPEDTLMISRTEEYTCVVYDYSHEDFEVEFNWYVIRGVEVHNAKTKECEEQYGST YRCYSVLTVLHQDWLN GKEYKCKY
SNEATFAPTFKTTSKARKGQFREPCYYTTEPSREFMTRNQVST TCT VKGTY PSDTAVEWRSNGOPENNY XTTPPVYT.DSRGSPFTY 3K
LTVDKERWOLGNYVESCSVMHEALHNHYTGXSLS L3PGK

CVRLVOSGAEVERKPGASYAVSCKASGYTETRHI IHWVRQAP GQCLIWMGY IN2 VP GYHAYNEXFQGRATMTSDTS TS TVYMELSSL
RSEDTAVYYCARDGYYRDTDVLDYWGQGTLVTV IS

DIOMTQSPSSLSASYGDRVTITCOASCDISNY LNWYQOKEGKAP{LLIYYTSRLHTGYPSRESGSGSGTDET ¥ TI SSLEPELTATY
YCOQGNTLPWTECCGTKLELX

CVOLVOSGRAEVERPGASY XV ECKASGYTETRHI THWVR AP GOCLIWMGY INZVEGYIAYNEXFQSRATMT S DTS TS TVYMELS SL
R3EDTAVYYZARDGYYRDTDYVLDYWGRGT LV TV S SGGGEEEGEEESGEGESDIOMTOSPS S LeASVEDRVTITCCASCDI SN Y LNWY
CORPGKAPKLLIYYTERLHTGYESRT3GSGSGTDFTEFTISSLEPEDIATYYCOOGNT LEWTFGCGTKLEIK

CVQALVQSGAEVREKPCASVEY SCRASGYTEFTNEI THWVRQAFGQCLEWMEY INPY 2GYHAYNEKFQGRATMT S DTSTSTVYMELSSL
RSELTAVYYCARDGYYRDTDVLDYWGGGT LVIVE SCLGESGLGLEGCGEEEDIYMTIS PSS SLEASVGDRVTITCCAS QDI SNYLNWY
COKPGKAPXT T IYYT AR HTGVRSRFEGSGEGTRFTEF T3 RPEDTATYYCOCGNTT.PWTFGCGTKT ATKIGHGGRIFEVOTVRESGHE
GLVGPGGSLELSCAASGEFTENKYAMNWYROAP GRGLEWVARI RSKYNNYATYYADSVEDAFT ISRDDS ANTAYLOMNNLKTED VAV
YYCYRHGNIGNSY I SYWAYWGQGT LVIVSE 3GGGGECGEGSGHGESQTVVTOEESLTVSPGGTVILTCGE STGAVI SGNYENWVRGK
PGOAPRCLIGGTKFLAPGTEARFSGSLLGGKAALTLIGVRPEDZAEY Y CVINY SNRWVFGGGTKLT VL
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ID NR:

61.

62.

63.
64.
65.
66.
67.
68.
69.

70.

71.

MD/EP 3411402 T2 2022.05.31

Descriere

Moleculd scFc bispecifica (CC) BCMA-08_CC
x[2C —scFc

Moleculda scFc bispecifica (CC) BCMA-08_CC
xI2C — scFc_delGK

VH CDR1 BCMA-06
VH CDR2 BCMA-06
VH CDR3 BCMA-06
VL CDR1 BCMA-06
VL CDR2 BCMA-06
VL CDR3 BCMA-06
VH BCMA-06

VL BCMA-06

scFv BCMA-06

74
SECVENTA

CYQLVOSGAEVKKPCASYKYSCKASGYTFTNEI THWVRQAPGQCLEWMSY INPY 2GYHAYNEKFQGRATMTSDTSTSTYYMELS SL
REEDTAVYYCARDGY YRDTDVLDYWGQGTLVIVESGGLGSGGGGESGEGHEDIOMNTOEPESLEASVGDRVTITCCASQDISNY LNWY
COKPGKAPKILIYYTSRIHTGVESRFSGSGSGTDETETISSLEPEDIATY YCOGCGNTLEWTFGCGTELETKSCGGGSEVOLVESGG
GLVOPGGSLELSCAASGEFTENKYAMNWY ROAP GKGLENVARIRSKYNNYATYYADSYVRDRFTISRODS ANTAYLOMNNLKTED AW
YYCVRHUNEFCRNSY I SYWAYWOUQUT LVTY S 3GCCUECUGCSCLOGSOTVVTRQEPSLTV S FUCTVTLTCGS STUAVT SUNYENWVIQK
PUGRAPRUGLICGGTRFLAPCTEARFSGSLLGGKAALT LS GVREFEDZAEY Y OVIWY SNRWVFUCCUGTRLTVLGUGUDETHTCPE CPAPEL
LGGPSYELET 2 KIKDTLMI SRTPEVTCVYVVDVSEEDPEVREFNWYVDGVEVHNAKTK Z CEZCYGSTYRCVEVLTVLHQDWLNGKE YK
CAVSNEALPAZ IEKTISKEARGQPREPQVYTLEPEREEMTKNQVELTCLVEGEY PSDIAYVIWESNGQPENNYKTTP2VLDSDGSE L
YSRKLTVDRSRWRQGNVES CSVMAEALHNHYTQKS LSLS 2GRGGGESG SCEGEGSGGEGEIGEEGSGEGEHSDRTHTCEFPCPARELL
GGESVELFPPEPKDTLMI SRTFEVTCVVYOVEHEDFEVEENWYVEG ENAKTEPCEEQYGITYRCVSVLTVLHODWLNGKEYKC
KVSNKAT PAPTRKTT 3KAKGRFREPOYYTT.PEFSREEMTKNQVST TCTVKGFYPSDTAVEWT SNGR FRNNYKTTPPYT.RGNGSIFTY
SHLTVOKSRWORGNVESCSVMHEALHNHYTCKS L3L3PGK

CVRLVOSGAEVERPGASYEVSCKASGYTFTNHI ZHWYRCAPGRCLEWMGY INPYPGYHAYNERKFQGRATKTSDTSTSTVYMELS 5L
RSEDTAVYYCARDGYYRDTEDVLDYWGCGTLVTVSSGGGGEE5GEE5GGGGSLIQMTOSP5S LSASYGERYT I TCRASCDISNY LNWY

COKPGKAPXILIYYTSRLHTGVPSRFSGSGSGTLDFTETISSLEPEDIATYYCOZGNTLEPWT FGCGTKL=IKSCGCGSEVQLYESGE
GLVOPGGSLELS CAASGETFNKYAMNWY RQAP GRGLEWVARLI RSKYNNYAT LYADSVEDAFT ISRDDS ANTAY LOMNNLKTED VAV
YYCVRHGNEGNSY ISYWAYWSOGT LVTIVS3GGGGSCEEGCSGHEESOTVYVTUEPSLTVSFGGTYTLTCGS STGAVT SGNYENWWVIOK
PGOAPRGLIGGTKFLAPGTEARFSGSLLGGKAALT LSGVOPEDZAEY Y CVINYSNEWVE GGG TKLT VLG GGGIKTHTCPPCEAPEL
LGGPSVELEPZKPKLTLMISRTPEVTCYYVDY SEEDPEVKENWYVDGYVEVHNAKTK 2 CEZQYGETYRCVEVLTYVLHODWLNGKEYK
CARVSNEALPAZ TEKTISKARGOPREPQVYTLE PEREEMTKNQV S LTCLVEGEY PSDIAYEWESNGOPENNYRT TP 2VLDSDGSF L
YSROTYDRKSRWOUGNVES CEWMAFATHIHYTOKE TLSTS PHGLESEEEGSGEEESEGEEES GLEESGHEGESDETHTUZPCPAPFTLGHE
EPSVELEPELPEDTLMLISRIFEYICYVVYDYSHEDPEVREENWY VDGV EVHNAKTI KECEEQYGST YRCY SV LIV LHGDW LN GREY KCKY
SNEATFAPTRFKTTSKAKGQFREPCYYTT.FPSREFMTENQVST. TOT VKGTY PSDTAVEWRSNGDPENNY XTTPRFVYT.NSHGSPRTY 5K
LTVDKIRWOOGNYESCSVMHEALHNHYTOXSL3SLSPGK

NFDMA
SITTGGGDTYYADSVKG
HGYYDGYHLFDY
RANQGISNNLN
YTSNLQS

QQFTSLPYT

EVZLVESGGGLVOPGGSLELSCAASGTFSNFDVANVROAPGKCELYWYSS TTGGGOTYYADSYVEGRFTISRDNAKSTLYLOMDSL
RSEDTAVYYCVEHGCYYDGYHLEDYWGQGTLVTVSS

DIOMTQSPSSLSASYGDRYT ITCRANCGISNNLNWYQOKEGKAP{PLIYYTSNLQSGYPSRESGSGSGTDY LTI SSLEPEDEFATY
YCQQFTSLPYTECOGTKLELX

EVOIVESGGELVCPGESLRLSCAASGETFENFDMAWY RCAPGRCLYWYS S ITT GGG LT Y YADSVKGRETISRDNARKSTLY LCMESL
RIEDTAVYYCYVRHGYYDCYHLEDYWGGGTLVIVISGGGGEGGEESGGEESLIQMIQS PSS LSASYGDRVT I CRANGGI SNNLNWY
CORPGKAPXPLIYYTSNLOSGYPSRESGSGSGTDYTLTISSLOPED=ATYYCOOFTSLPYTFGOGTKLEIK
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ID NR:

72.

73.

74,

75.

76.

77.

78.

MD/EP 3411402 T2 2022.05.31

Descriere

Molecula bispecifica BCMA-06 x12C

Moleculd scFc bispecifica BCMA-06 xI2C —
scFc

Moleculd scFc bispecifica BCMA-06 xI2C —
scFc_delGK

VH (CC) BCMA-06_CC
VL (CC) BCMA-06_CC

scFv (CC) BCMA-06_CC

Molecula bispecifica (CC) BCMA-06_CCxI2C

75
SECVENTA

EVOLVESGGGLVCPGGSLRLSCAASGEITFSNFEMAWVROAPGRGLVWYS S ITTCGGDTY YARSYKGRFTT SRDNAKSTLYLCMDSL
RIEDTAVYYCVREGYYDGYHLFDYWGOGTLYVTVESGGEGAGGGEEGECEEDIQMTRSPSSLSASVGEDRVTITCRANDGI SNNLNWY
COKPGKEAPAPLIYYT SN LQSCVPSRESGSGSGTLYTLISSLOPEDFAT Y YCQC TS LEYTESQGT KLEIKSCCCGSEVGLVESCG
GLVQPGGSLELSCAASGFTENKYAMNWYROAEGRGLENVARI REKYNNYATY YADSVEDRAFT ISRDDS ANTAY LOMNNLKTED AV
YYCVRHGNEGR Y ISYWAYWSQGT LVTVS3GGGGICGGESGGEESOTVVTOEPSLTVSPGGTVTLTCGS STGAV T 3GNYENWWVIOK
PGRAPRCLIGGTKFLAPGTPARFSGSLLGGKAALT LIGVRPEDZAEY Y CVLWY SNRWVFGGGTKLT VL

EYOLVESGGGLYEPGGSLRLSCAASGITFESNFDMAWVRQAEGRGLVWYS 2 ITTGGGCDTY YADSYRGRETI S RINAKST LY LGMDSL
RSEDTAVYYCVREGYYDGYHLFDYWGQGTLVTV S SCGGEESGEGEGSGEGEEDICKTOSPSSLSASYGDRVTITCRANDGI SNNLNWY
CORPCKAPXPLIYYTSNLOSCVEPSRESGSCSCT DY UL ISSLOPEDFATYYCQC T SLEPYTFCQCTEL=TIKSCCCCGSEVQLYASGO
GIVOPGGSTRTSCAASGFTFNKYAMNWY RQAPGKGLEWVART RSKYNNYATYYARSYKDRAFT TSRONS ANTAYT.OMNNT KTFD AV
TYCVRHGNEGR SYISYHWAYWGQGT LVTVS 5GGGGE3CGGGSGLGESQTVVT CEFSLIVSFGGTVILTCGS STEAVI SGN YENWVIQK

PGRAPRGLIGGTKELAPCTPARFSCSLLGGKAALTLEGVOP EDEAEYYCVIWY SNRWVEGGGTRLTVLGEGEDKTHTCPFCEAPEL
LGGESVELEPFRPKDTLMISRT PEVTCVVYDVSHEDE EVAEN WYYV DGVEVHNAKTKPCEEGYGSTYRCYSVLTYLHGDWLNGKE YR
CAVSNEALPAFIEKT I SKARGOFREFCVYTLPPSREEMT ANQVSLTCIVKGEY 2SDIAVEWESNGOPENNYKTTEPYLDEDESFEL
YSKLTVDESRWQCGHNVESCSVYMHEALHNHYTCKS LS LEPGKGEEGSGGGE5GGGES 5GGGSGGGGE GGGESDEKTHTCPPCPAPELL
GGPSVFLFPPKPKDTLMI SRTPEVT CVVVDVSHEDPEVKENWYVOGVEVHNAKTKECEEDYGSTYRCVSYLTVLHQEWILKNGKEY XC
KVSNEALPAPL BRI SKAKGOPREEQVY ' LPPSREEMTKNQVS LI CLVEGFYPSDIAYEWESNGOPENNY K "'PEPYVLDSDGS LY
SELTVDKSZWQRENVFSCSYMHEALANHYTQRS LSLS PGX

EYQLVESGGGLYGPCGSLRLSCAASGTTFINFIMAWYROAFGKGLVWYS S ITTCGGDTYYADSYKGRFTI SRINAKSTLY LCMD SL
RESEDTAVYYCVREGYYDGYHLFDYWGQGTLVIVESCEGGEEGGGEESGEEEEDIQMT S PSS LEASVGEDRVIITCRANQGI SNNLNWY
COKPGKAPXPLIYYTSN .QSGVPSRFSGSGSGTDYTLTISSLOPEDFATYYCQCTTSLEYTFGOGTELETIKSGGGGSEVQLVESGG
GLVQPGGSLKLSCAASGFTENKYAMNWYROAPGKGLENVARI RSKYNNYATYYADSVKDRFTISRDDI XNTAYLOMNNLEKTEDTAY
YYCVRHGNECKSYISYWAYWSQGT LVIVSSGGGEGECGGESGEEESQTVVTEPSLTVEPGOTVTILTCGS STGAY T 3GNYENWVIQK
PGOAPRGLIGGTRFLAPGTEARFSGSLLGGRAALTLSGVQEEDZAEY Y CVINY SNRWVFGGGTKLTVLGSGGDKTHTCPECPAPEL
LGGPSYVELEP2KPKDTLMI SRTPEVTCVYVVDVSEEDEEVKENITYYVDGVEVHNAKTK 2 CEZCYGETYRCVSVLTVLHDDWLNGEE YK
CEVSNEALBAZ IEKTISFARGOQPREPQVYTLPPEREEMTENQYVSLTCLVREGEYPSDIAVIWESNGRPENNYRKTTP2VLDSDGSE L
YEIKLTVDKSRWQCCNVESCSVMAIEATLHNHYTOK S LS LS 2GGGG5CEEGEGGEGSGCGESGGGEEGGEGIDETHTC2PCPAPELLCG
PSVFLFPRPXPKDTLMISRTEEYTCVVVDVIHERPEVKFNIYVDGVEVHNAKTEECEEQY GST YRCVIVLTVLHCEWILNGKEYKCKY
SNEALEAPIERTISKAKGQPREPCVYTLEPSREEMTKNQVE LTCLVKGEFYPSDIAVEWESNGQPENNY XTTPEVLDSDGSEFLY SK
LTVDKERWOOGNVESCIVMHEALHNHYTQXSLSLSPGK

EVOLVESGGGLVQPGGELRLSCAASGEFTEFSNFDMAWY RQAPGKCLVWYSSITTGGGDTYYADSVKGRFTISREKAKSTLY LOMDSL
RSEDTAVYYCVEHGYYDGYHLFDYWGGGTLV. VS

PIQMTQSPS5L3ASVGDRVT ITCRANGGISNNLNWYQQRKPGKAP{PLIYYTSNLOSGYPSRFSG3GSGTDY LTI SSLOFECFATY
YCRQFTSLPYTEGCGTKLELL

EVQ_VESGGELYCPGGSLRLSCAASGETFENFDMANY RCAPGKCLYVWYS S ITGGGDTY YADSVKGRFTISRDNAKSTLY LGMD ST
RSEDTAVYYCVRHGYYDCYHLFDYWSCGTLVTVSSGGGGS GG 5GSGGGESEIQMTSPSSLSASYGDRVTI TCRANGT SNNLNWY
CORPGEAPXPLIYYTSNLOSGYESRESGSGSGTDYTLTISSLOFZD TATYYCOQFTSLPYTFGOGTKLETK

EVOLVESGGG LY PCGS LRLSCAASGETFSNFLMAWVROAFGRKCLVWVS S ITTGGGDT Y YADSYKGREFTISRDNAKSTLY LOMD S L
R3EDTAVYYCVRECYYDCYHLFDYWGQCTLYTVESCCGGGSCOCGSCOCTEDIOMTOSPSSISASYUDRVTITCRANDGTI SNNLNWY
COKPGKAPAPLIYYT SN L QSCVPSREFSGSGSGT YT LI ISSLOPEDFATYYCOC =TS LPYTFGCGT KLEIKSCGGGSEVQLVESCG
GLVCPGGSLELSCAASGFTFNKYAMNWYRQAPGEGLENVARI RSKYNNYATYYADSVKDRFTISRDDS KNTAYLOMNNLETEDTAY
YYCVRHGHEGKSY ISYWAYWSOGT LVIVS3GGGLECEEGEESGLEESOTVVTOEPSLIVSPGGETVILTCGSSTGAV I SGNYENWVIOK
PGOAPRCGLIGGTKFLAPGTEARFSGSLLGGKAALTLIGVREEDZAEY Y CVIWNYSNRWVFGGGTKLT VL
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79.

80.

81.
82.
83.
84.
85.
86.
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88.
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Descriere

Moleculd scFc bispecifica (CC) BCMA-06_CC
x[2C —scFc

Moleculda scFc bispecifica (CC) BCMA-06_CC
x[2C — scFc_delGK

VH CDR1 BCMA-14
VH CDR2 BCMA-14
VH CDR3 BCMA-14
VL CDR1 BCMA-14
VL CDR2 BCMA-14
VL CDR3 BCMA-14
VH BCMA-14

VL BCMA-14

76
SECVENTA

EVQVESGGGLYPCGS LRLECAASGITFENFEMAWVROAPGRCLVWVE S ITTCGGDTY YARSVKGRETI SRDNAKSTLYLCMDSL
RSEDTAVYYCVREGYYDGYHLFDYWGOGTLYTV S SCGGESGEGEGESGGEGEEDICM TIPS SASVGDRYVTITCRANDGI SN LNWY
CORPGKAPZPLIYYTSN QS GVPSREFSGSGSGTDYTLTISSLOPEDFATYYCQCFTSLEYTFGCGTELEIKS CGGGSEVQLVESGG
GLVQPGCSLELSCAASGFTFNKYAMNWYEQAP GKGLEWVARI RS KYNNYATY YADSVEDAFT ISRDDS sNTAY LQMNNLKTED AV
YYCVRHCNECKSYISYWAYWSOGT LVTVSSGGEGECGGEEGGEGSOTYVVTCERPSLTVSPGCTVTLTCGS STGAV T SGNYENWWOOK
PGOAPRCLIGGTKFLAPGTEARFSGSLLGGKAALT LEGVOPEDZAEY YIVIWY SNRWVFGGGTELTVLGSGGIETHTCPECPAPEL
LGGPSYEFLEP2KEKETLMI SRTPEVTCVYVEVSEELEEVRENWYVDGVEVHNAKTK2CEZCYGETYRCVSVLTVLHODWLNGREYK
CEVSNEALPA2IEKTISEARGQPREPQVYTIPPSREEMTRKNOVSLTCLVEGEY PSDIAVEWESNGQPENNYKTTP2VLDSDGSF L
YSELTVDKSRWGGNVESCSVMAEALHNHY TQKS L LS 2GKGGGE SGEEGESCGEGIGLEESGGELEGGEEESDKTHTCFPCPAPELL

GGPSYFLFPEKPXDTIMI SRTP VT CVVVDYSHEL PEVKENWYVDGVEVHNAKTKE CEEQYGSTYRCVSYLTVLHE DWLNGKEY £C
KV EKKALEAEIEXT I SHAKGOFRED VYT LPPSREEMTKNCY S LTCLVKGEYPSDIAVEWES NGO PENNYKT TPEVLDSDGS ZF LY
SKLTVDKSRWOQGNVFSCSVMHEALANHYTQKSLELSPGK

EVCLVESGGGLVQPGGESLRLSCALS GFTFSNEDMAWYRUAPCKCLVWYSSITTGGEDTY VAL SVKGRETI SRONAKST LY LOMDSL
REEDLAYYYCVREGYYDGYHLFDYWGGG T LVTVS SCGGEESGGGESGGGESDIQMTESPSSLSASVGDRYVTITCRANQGT SNNTNITY
OCKPGKAPKPLIYYTSNLCSGVESRESGSGSGTDYTLTISSLOFIDFATYYCOOF ST.PYTFGCGIKLEIRSGGGEGESIVQLVESGG
GLVCPGGSLKLECAASGETENEYAMNWVEQA ?GXGT FWVARI REKYNNYATYYADSVKDEF. ISRLDS KNTAY LOMNNLKTEDTAY
YYOVRAGN FAKSY I S YWAYWGOGTLYI VS SGEEGEGEGGS G666 TVVYTQEPSLTVS PGGT VI LTCGISTSAVI SGNYPRITVROK
PCQAPRGLISGTKFLAPGTEARFSGSLLGGKAALTLSGVOPEDEARY YOV T Y SNRWYEGGETKLIVLGGGGDKTHTCEPCPAPEL
LGGPSVILFPPKPKDTIMT SRTPEVTCVVVELVSHEDPEVKFNWYY DGVEVHNAKTKPCEEQYGSTYRCVSVLTVLHGDWLE GKEYK
CEVSENEALPAPTEKL1SKAKGUPREPUVYTLEESREEMTKNOVSLTCLYKGEFY PSDIAVENE SNGQPENNYRTTPPYT DELESFIL
YSKLTVIKSRWQQGNVTSCSYMHEALHNEYTQKSL 3L PGGGESGGGGSGHEEEEGEGG3GGGGEGGEESERTHTICE I CLANBLLUG
PSVELEPPKBKDTIMTARTPRVTCYVYVDYSHIDPEVRKENWYVDGY EVHNAKIKPUEEGYGSTYRCVEVL VLHIDWLY GKEYKCKY
SNKALFAPTEKTI SKAKGOPREZQVYTLFPSREEMTRNGYSLTCLVKGFYPSDIAVERESNGQEENNY KT TP2VIDSDGSFFLYSK
LTVDKSRHOCGHVE 3CSVMHEALHNHYTORILILIPGR

DYYIN
WIYFASGNSEYNQKFTG
LYDYDWYFDV
KSSQSLVHSNGNTYLH
KVSNRFS

SQSSIYPWT

QVQLVQSGAEVKKEGASVKV&CKASGYSFPDYYINWVRQAPGQGLEWMGWTYFASGNSEYKQKFTGRVTMTRDTSINTAYMELSSL
TSEDTAVYFCASLYDYDUYFDVWGLGTMVTVES

DIVMTQTPLSLSVTPGQPASISCKSSQSLVHSNGNTYLHWYLQKPGQSPQLLIYKUSNRFSGVPDRFSGSGSGTBFTLKISRVEAE
DVGEIYYUSOSSIYEWTFGOGTRLELR
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89.

90.
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93.

94.

95.
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Descriere

scFv BCMA-14

Molecula bispecifica BCMA-14 x12C

Moleculd scFc bispecifica BCMA-14 xI2C —
scFc

Moleculd scFc bispecifica BCMA-14 xI2C —
scFc_delGK

VH (CC) BCMA-14_CC
VL (CC) BCMA-14_CC

scFv (CC) BCMA-14 _CC
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QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYSFPDYYINWVRQAPGQGLEWMGWIYFASGNSEYNQKFTGRVTMTRDTSINTAYMEISSL

TSEDTAVY FCASLYDYDWY TDVHCCCTMVTYSSGGGGES GEEE3GGEE3DIVMTGTPLELSVT PCOPASTECKISQSLVISNGNT VL

HWYLOKPGQSPQLLT YKVSNRFSGYEDRFSGSGSGTDETLKI SRYEAEDVGIYYCSOSSTYFWT FGOGTKLEIK
OVOLVOSGAEVEKEGASVKVSCKASCYSFRDY Y TNWYROAPGOGLEWMGH I YFASGNSEYNOKFTGRY A MTRDTS INTAYMELSSL
TSEDTAVYFCASLYDYDWY b OVWGRGETMVTYVS SGEGGES FEAGESGGESNTVMTETPLSLSVT PGCEAS ISCKSSE SLVHSNGNT YL
HWYLOKPGOSPOLLI YKV SNRESGV P ORFSGSGESTDFTLKISRVEAEDVGIY YOS 3S TYPWTFCQGT KLEIKEGGGGSEVQLVE
SGGELVOPGGSLKLSCAASGE T FNK Y AMNWYRQAP GESLEWVARI RSKYNNYAT YYANSVKDRFTISRDDSKNTAYLCMNNLETED
TAYYYCVRHGNEGMSYISYWAYHWGOET LVTVSEBGEGGS GEGESOTVVTGRESTTVSPEGTVTLTCGS STEAY . SGNYPNWY
OOKPGCAPRGLIGSTKFLAPGT FARFSGSLLGEKAALT LSGVQPEDEAEYY CVLWY SNPWVIGGGTKLTVL

CVOLVOSGAEVREEPGASYEVSCKASGYSFPRYYINWYVROAFGOGLEWMGW IV FASGN S EYNCKFTGRVTMTRETS INTAYMELS SL
TSEDTAVYEFCASLYDYDWYFDVWCCGTMYTVE SGEGGSGGGLEGEGGSDIVITCTELS LSVTPCOEASTSCRS3USLVHSNGNTYL
HWY LOKPGOS 2 LLI YRV SNRFSCVPDRFSGEGEGTDFTLKI SRVEASDYVGIYYCSQSSIYPUWTFGOGTKLEIKSGGGGSEVQLVE
SGEGLYDPGGELELSCAASGFT FNKYAMNWYROAPCRKGLEWVARI RS XYNNYATYYADSVKDRFTISRODEKNTAYLOMNNLETED
TAVYYCVRHCKFGNSYZ SYWAYWCECGTLYTVESGGECEGSGEGGSGEGGSOTVVTCEP SLTVSEGGTYTLTSGS STGAVT SGNY ENWY
GOKPGOAPRCLIGGTEF AR STRPARFSGSLIGGRAALTLEGVQPEDEAEY YCVIWY SNRWVFGGGTELTVLGCGGGDKTHTCPPCPA
PELLGGPSVFLFEPEPKDTLMI SRT PEVTCVYYDVSIEDPEVRKENWYVDGVEVHNAKTKPCEEGYGSTYRCVSVLTVLHQDWLNGK
EYKCKVSNZALPAPIERTISKAKGGPREPOVY T LPESREEMTKNCVSLTCLVEGTY 2 SDIAVEWESNGQPENNYRT TEPVLLSDGS
FFTLYSKITVDES RWCOGHNVISCSVMITRATIINE YT GKST. ST S PGXEGGGEGGEGSGEEGESGGLGEGEEGIGGGESDKETITCPPCPAP
FLLGGESYELZPFEPEDTLMISRT PEVTCVYVDVEHED 2EVKEFNWYY OGSV EVANAKTKECEEYGSTY RIVEVLTWVLHGDWILNGKE
YECEVSNEAL2AFPTERK I SKAKGCPREPQVYTLEPSREEMTKNQY SLTCLVRGEYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPEVLDSDGSE
FLYSKLTYDESRWOOGNYVESCSVMHEALHNHYTOKSLSLIEGK

CYRLVQOSCGAEVEEPCASVEY SCKASGYSFPLY YINWYRQAFGOQGLEWMEW I Y FASCNSEYNGKFTGRYTMTRETSINTAYMELSSL
TSEDTAVYECASLYDYDWYFDVWCOGTMVTVE SGGGGESGGGGEGEGESDIVMTCTPLS LSVTPGREASISCRSSSSLVHSNGNTYL
HWY KRGS 2 LLIYKVSNRFSGVEDRESGEGSGTDFTLRKI SRVEAZDYGIYYCIQSSIYPWT FGRGTKLEIKSGGGGSEVGLVE
SGEGLYRPGGSLELSCAASGFT FNKYAMNWYR 2APGKGLEWVART RSXVYNNYATYYADSVKDRFTISRODSENTAY LOMNNI KTED
TAVYYCVRHCNFGNSYZ SYWAYWGCGTLVTVE SGEGGSGGGESGEGEEQTVVTCEP SLTVSPGGTYTLTIGS STCGAVT SGNY ENWY
CORPGQAPRCGLIGETRE LAFSTEARFSGSLIGGRAALTLSGVOPEDEAREY YCVIWY SNRWVEGGGT KLTVLGCGGEDKTHTCPECPA
PELLGGPSVFLFFPKPKDTLMI SRT PEVTCYVVVDVSIEDPEVRKENWYVDGVEVHNAKTKPCEECYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGK
EYKCKVSNZALPAPTERTISKAKGOPREFOVY TLPEIREEMTKNCVSLTCLVEGTY 2 3DIAVEWESNGOPENNYKTTEPYVLD3DGS
FELYSKLTVDESRWCQGHNVESCSVMHEALHNEYTCKSLSLEPGGEE3GEGGE3GEGEEGEGEEIGGLESGEEGIIKTHTCPECPAREL
LGGPSVEFLEP2KPKETLMI SRT PEVTCYVVEY SEELPEVEKENWYVDGVEVHNAKTK 2 CEZRYGSTYRCVSYLTYIHQDWLNGEEYR
CHVINKALPAZIEKTISKAKSOQPRERPOVYTIFPSREEMTKNOVELTCLYVKGEY PIDTAYIWESNGOPENNYKTTP2VLDSDGIFTL
YEKLTVDKSRWOQGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLILS 26K

CVRLVOSGAEVERKPGASYEVSCKASGY S EPRY Y INWVRQAP GQCL IWMGW I Y TASGNSEYNG X FT SRV MTRDTS IKTAYMELSSL
TSEDTAVYECASLYDYDWYF DVWGRGTMVTIVSS
DIVMTQTELSLEVIPGCPASISCKSSQS LVHENGNTY LHWY LoKEPGOSEGLLI YKV SNRESGVEDRESGSGSGTDETLKI SRYEAE
DYGIYYCSOSSIYFW FGCGTELEIK
CYOLVOSGAEVXKPGASVIVICKASGYSEFPDY Y INWVRQAPGLUCLIWMGW I Y TASGNSEYNGKFTGRVIMTRDTSIKTAYMELS SL
TSEDTAVYECASLYDYDWYFDVIWGOGTMV VS SGGEGEGEGESGEGESDIVMTCTP LS LSVT PGQPAS T SCKSSQSLVHSNGNT YL
HWYLOKEGOSEFQLLIYKYSNRESGVZDRESGSESGTDFTLAI SRVEAEDVGIYVYCSC3SIYPWT *GCGTKLELR
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ID NR:

96.

97.

98.

99.

100.
101.
102.
103.
104.

MD/EP 3411402 T2 2022.05.31

Descriere

Molecula bispecifica (CC) BCMA-14_CC xI2C

Moleculd scFc bispecifica (CC) BCMA-14_CC
x[2C —scFc

Moleculda scFc bispecifica (CC) BCMA-14_CC
x[2C — scFc_delGK

balama 1gG1
balama 1gG2
balama 1gG3
balama 1gG4
balama 1gG3
balama 1gG1
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CVQLVOSGAEVKKPGASYKYSCKASGYSFPDYVYINWVRQAPGOCLEWMGW IYFASCGNSEYNQKFTGRYTMTRDTS INTAYMELS SL
TSEDPTAVYEFCASLYDYDWYFDVWCEQGTMYTV S SEECGSCGGESGEGESDIVIMTCTP LS LEVT PG PASISCES S LVHSNGNTYL
HWY _LOKPGOS ?OLLIYKYSNRFSGVPDRFSGEGSGTDFTLRKI SRVEAEDYVGIYYCSOSSIVPWTFGCGTKLEIKSGGGGSEVQLVE
SGEGLYOPGGE LELS CAASGET ENKYAMNWVRGAPCKGLEWVARI RS XY NNYATYYADSVYRDRFTI SRODEENTAYLOMWNNLKTED
TAVYYCVRHGKFGN3Y_SYWAYWECGTLYTVESGGEGSGGEGEGEGGSOTVVTCEP SLTVSPGGTYTLTZGISTGAVT SGNYENWY
CREPGRAPRCLIGETEE LAPGTPARFSGSLIGGKAALTLSGVQPEDEARY YCVIWY SNRWVEGGGT KLTV L

CVRIVOSGAEVAKPGASYXVECKASGYSIPDY Y INWYEQAPGOCLIWMGW I Y PAS GNS EY NG KI' TGRV.CMTRDTSIKTAYMELSSL
TSEDTAVYECASLYDYDWYF DVWGDGTMVTVS SGGGGS GGG GG GG S DIVMT TP LS LSVT PGOPASZ SCRSSOSLVHSNGHNT YL
HWY QKGOS IGLLIYEVSNRFSGYIDRESGSGSGTDEFTLE I SRYEAEDVGIYYCS G S IV PWT FGCGTELEIKS GGG EVOLYVE
SGGEGLYQPGGSLKLECAASGET FNKYAMNWY RCAPCGKGLEWVAR . ASKYNNYATYYADSVKD 2 L SREDSKN'TAY LOMNN LK EL

TAVYYCVRHCGKEGNSYZ SYWAYWCEOGTLYTVESGGECEGSGEGGEGEGGSOTVVTCEP SLTVSPGGTYTLTIGE STGAVT SGNY ENWY
CRRPECAPRGLIGGTEELAE ZTPARFSGSLLGGRAAL ! LSGVOPEDEAEYYCVIWY SNRWVEGGGT KLTVLGEGEDKTHTCPECEA
PELLGGPSVFLEPPKPKDTLMI SRT PEVTCVVY DV SHEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTKPCEECYGETYRCVEVI TVLHU DWLNGK
EYECEVSNZALPAPIERTISKAKGCPREEQVY TLPESREEMT KNG VSLTCLYVKEGTY 2 S DIAVEWESNGOPENNYKTTEPVLDSDGS
FELY SKLTVDXSRWCQGNVFSCSYMHEALHNEYTGKSLSLEPCHGGGGSGGGESGLGESGGGGEGGGGSSGGESLETETCPPCPAR
FLLGGESVEL=PPRKPEDTLMI SR PEVTCVVVDVSHED ZEVEFNWY VO SVEVANAKTKPCEEDYGETY ACVEVLTVLHODWLNGKE
YACEVENKAL2APTIFK T SKAKGL PREPQVYTLEPSREEMTEKNCGYV SLTILVKGEYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPEVLDSDGE5E
FLYSKLTYDESRWQOGNVES CSVMHEALHNHY TQKSLSLSEGK

CYRLVQOSGAEVERPGASVRY SCRASGYSFPLY YINWYVRQAFGQCLEWMEW [ Y FASGNSEYNGKFTGRYTMTRETSINTAYMELS 5L
TSEDTAVYEFCASLYDYDWYFDVWCECGTMY TV S SGGEGESGGGGSGEGGSDIVIMTCTPLILEVT PG EASISCHSSLSLVHSNGNTYL
HWYLOKPGOSZQLLIYKYSNRFSCVPDRFSGSGSGTDFTLREI SRVEATDYGIYYCSOSSIVPUWTFGCGTKLEI KSGGGGSEVQLVE
SGECELYRPCGSLELSCAASGEFTFNKYAMNWYR APCKGLERVARI REXYNNYATYYADSVKDRFTISRODSKNTAY LOMNNLKTED
TAVYYCVRHCKNEFGNSYZ SYWAYWGCGTLVTVE SGEGGSGEGESGEGEEQTVVTCEP SLTVSPGGTVTLTZGS STCGAVT SGNY ENWY
CORPGQAPRGLIGETRE LAFSTEARFSGSLIGGRAALTLSGVOPEDEARY YCVIWY SNRWVEGGGTKLTYLGCGGDKTHTCPEPIPA
PELLGGPSVFLFFPKPKDTLMI SRT PEVTCYVVDVSIEDPEVRENWYVDGVEVHNAKTKPCEECYGSTYRCVSVLTVLHODWLNGK
EYKCKVINZALPAPIERTISKAKGOPREFOVY T LPESREEMTRNCVSLTC LVEGTY 2 3DIAVEWESNGOPENNYKT TEPYLEIDGS
FELYSKLTVDESRWCQGNVESCSVMHEALHNEYTQKSLSLE PGGEGIGEGESGEGGEGEEGEEGGEGEGGEGS IETHTCPECPARPEL
LGGESVEFLEP2KPKETLMI SRT PEVTCYVVEY SEEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTK 2 CEZCYGSTYRCYSYLTYIHQDWLNGKEYK
CHXVINKALPAZIEKTISKAKGOPREPOVYTLFPSREEMTKNDYVELTCLYKGEYPIDIAYZWESNGOPENNYKTTP2VLDSDGIFTL
YEKLTVDKSRWOQGNVESCSVMHEALHNHYTQKSLSLS 26K

DKTHTCPPCP
ERKCCVECPPCP
ELKTPLDTTHTCPRCP
ESKYGPPCPSCP
ELKTPLGDTTHTCPRCP
EPKSCDKTHTCPPCP
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ID NR:

105.

106.

107.

MD/EP 3411402 T2 2022.05.31

Descriere

Tintd F (cc) x 12C -Balama-CH2-CH3-linker-
balama-CH2-CH3 molecula HLE bispecifica
(DF9)

Tinta F (cc) x 12C -Balama-CH2-CH3-linker-
CH2-CH3 moleculd HLE bispecifica (T2G)

Tinta F (cc) x 12C -Balama-CH2-linker-Balama-
CH2-CH3-linker-CH3 moleculd HLE bispecifica
(D3L)
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SECVENTA

QVQLVESGGGYVYQSGRSLRLSCARASGF T FRNYCGMHWVRCAPGKCLEWVAVIWYDGS DKYYADSYVRGRFTI SRIINSXNTLYLCMNSL
EAEDTAVYYCARDSYDILCGNZRDFDYWGGGTLVTVSSGECESGEGESGGEGSDTYMTCTP LS SHYTLGDSAS ISCRSSQSLVHSE
GNTYLSW_LOORPGOPPRLLIYRISRRESGVEDRESGSGACTDITLEL SRYEAEDVGYY Y CHMOSTHVPRTEFGUGTEVEIKSGGLGGSE
VOLVESGOULVG 2 SUSLELSCARSGETENKY AMNWYRQAPCKCLEWVARI REKY NN YATYYADRSVEDREE T ISEDD S KNTAYLOMNN
LEKTZDTAVYYCVRHCNFCGNSY I SYWAYWGQUTLVTVSSCLCUESUCUCSCCLGEQTYVTQREP SLTVEPUCCTVTLTCUGESTCAVT SGN
YPNWYVEORPGOARGLLGE R LAPG U PARNSGELLGGAAALLLSGYQ PEDEARY YOV WY SNAWV FCGETRLIY LGGEGDRTHTC
FEPCPAPELLGGPSVFLFPPHPKDTLMI SRTEEVTCVYVY OV SHEDFEVEFNWYVYDGY ZVHNAKTHPCEECYGSTYRCVSVILTYVLHQD
WTNGKLYKCKYSNKALFAPTRETT SKAKGCFREPOVYTTLFPSRREMTENQYET TCTVEGEYPEDTAVEWT SNGRFNNYKTT PPVT
DSDGSFELYSKLITVRES RHQGNVESCSVMHEALHNHY TCKS LS LS PGRGGGES S SGGGSGGGESDRKTHTCE
FCEAPELLGGESYTLFEPKPKDTLMI SRTPEVC CVVVDVIHEDPEVKINWYVDGVEVINAKTK2 CEECYCSSTYRCVYIVLTVLIICDW
LNGXEYKCKYSNKALPAP ZEKTI S KALGQPREPQVYTLPESREEMTKNCYS LTCLY{GFYESDIAVEWESNGQPENNYKTTEPYLD
SDGIFFLY SKLTYDKSRWCCGGNYESCIVMHEATLHNEYTOKSLSLIPCK

OVOLVESGGGYVRSGRSLRLSCAASGFTFRNYGMHWYROAPGKCLEWVAYIWY DGSDKYYADSYRGREFTISRONSKNTLY LCMNS L

RAEDTAVYYCARDGYCILTGKPRDEDYWSQGTLVTVSSGEG3SGGGGSCEGGSPTYMT QTP LS SHV. LGOPASTISCRSSCSLVHSD
GNTYLSWLOQR2GQPPRLLIYRISRRFSGVPERFSC3GASTDFTLEISRVEAEDVGYY YCMETHYPRTTGCSTKVEIKSGGGESE
VOLVESCOCLVOPGGSLELS CARSGETEFNEYAMNWY RQAPGKCLEWYARI REKY NN YATYYADSYVKDRFTI SRRDEKNTAYLGMNN
SKTEDTAVYYCVRHGNECNSY I SYWAYWGQGTLVTVESGEGEEGEGESCEGESCTYVTORERS L TVEPGGTVTLTCCSSTGAVTSGN
YPRWVOC XPGRAPRGLICGTRKFLAEGTPARFSGS LLGGKAALTLS GYQPEDEAEYYCVILWY SNRWVFGGGTKLTVLGGGGDETHTC
PPCPAPELLGGZ2SVELFPPKZKDTLMISRTPEVT CVVVDYVEHEDE EVAFNWYVDGYEVHNAKTKECEZDYGS TYRCVSVLITVLHGD
WINGKREYSUKVENKATPAPTRKTT SKAYGOPREFQYYTT PPSRERMT NGV ST TCTVKGFY PEDTAVEWESK GUPRANYRTTRPYVT,
DSDGEFFLYSKLTYVDESRWRQGNVESCSVMHEALHNHYTRQKE LS L3 FCKGGOGS GGEESGGGEICGEGESGEEEEGEGGSARELLGG
PSYFLFFPKFKDTLMISRETPEVTCYVVV OVEHEDFEVXEFNWY VDGV EVHNAKTKPCEECYGE TYRCVSVLTVLHCDWLNGREZY KCKY
SNKAIL PAPZEKTISKAXCOPREFOYYTLPPSREEMT XNQVSLTCLYKCFYPSDIAVEWSKGOUPENNYKTTPPVLESDGSTFLYSK
SIYDKSRWOQGNY FBCSVMAREALANHYIRKS LS LEPGK

QVCILVESGGGVYVOSGRSLRLECAASGEF T FRNY GMEWYROAPGKC LEWVAYIWYDGSKY YADSYRGRFTISRDNSKNT LY LOMN 3 L
RAEDTAVYYCARDGYLILTGN PROFDYWGCGTLVTVSSCGGGESGGEGESGGGGEDTVMTCTPLSSHYVT LGREASISCRSSQILVHSD
GNTYLSWLCQRPGCPPRLLIYRISRRFSCVPDRFEGSGAGTDFTLEI SRVEAEDVGYYYCMOSTHYVPRTFGCGTEVEIKSCEGGS R
VO IVESGGGLYGPGGSLEKLSCAASGFTFNKYAMNWYVRCAPGKSLEWVARTI RSKYNNYAT Y YADSVKIRFTISRDES KNTAYLOMNN
LKTEDTAVYYCVRHGNEFGNSY I SYWAYWGCGTLVIVESCGEESGGGEIGGEEELTVVTCEPSLTVEPGETVTLTCGISTGAVTSGN
YPNWWRCKPGOAPRGLIGGTKELAPGTEARFIGSLLGGRAALTLIGVC PEDFARYYCVIWY SNRWYEGGSTRKLTYLGGSGDKTHT
ZPCPAPELLGGPSVELFP 2KERDTLMISRTPEVTCVVYDVSHEDPEVRKENWY VDGVEVHNAXTKPCEEQYGSTYRCVIVLTVLHED
WLNGKEYKCKVENKALPAZIEKT I SKAKGCGG3CGEGICEGEESGEGEIDKTHT CPPCPACELLGGPAVELFPEKPXDTLMISRT2E
VT CYYVEYSEEDPEVKENWYVDGVEVHNAKTK2CEEQY G STYRCYV SVLTVLHODWLNGKEY KCKVSNKALEAF IEX I SKAKGQZ R
EPOVYTL2PEREEMTENQVSLTCLVEGEYESLIAVEWESNGOPENNYKTT 2PVLDSDGS T FLY S KL TVDKSRWOC GNVESCSVMHE
ALHNHYTQESLELSPCHEGGCGICGEGICLEESCECEIGL PREPQVYTLPPSREEMTKNCYSLTCLVAGEFYESDIAVEWESNGQPEN
NYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKS RUNQQGNVESCEVMHEALENHYTQKSLELSPGK
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ID NR:

108.

100.

110.

111.

112.

113.

114.

Descriere

MD/EP 3411402 T2 2022.05.31

Tintd F (cc) x 12C -Balama-CH2-linker-CH2-
CH3-linker-CH3 moleculd HLE bispecifica (T71)

Tintd F (cc) x 12C -CH2-linker-CH2-CH3-linker-
CH3 moleculd HLE bispecifica (K6C)

SECV ID NR:

CD3g scFv

SECV ID NR:

CD3g scFv

SECV ID NR:

CD3g scFv

SECV ID NR:

CD3¢ scFv

SECV ID NR:

CD3¢ scFv

23 din

25 din

41 din

43 din

59 din

WO 2008/119567 liant

WO 2008/119567 liant

WO 2008/119567 liant

WO 2008/119567 liant

WO 2008/119567 liant
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CVQLVESCGGYVQSCRSLRLSCRAS GFTFRNYCMHWYRCAPGKCLEWYAVIWY DCSDKYYADSYRGRTTISEONSKNTLY LOMNS L
BAEDTAVYYCARDGYDILTGN PRDEDYWGGGTLYVTV S SCECESGGEESGGEEES 2T VMT QT 2LESHV LG PAS TECRSSQSLVHSE
GNTYIL SWLOGRPGRFPRLLIYRISRRFSGVPDRFSGSGAGTDFTLEI SRVEAESVGYYYCMO S THYPRTEFGCGTKVEIKSGGGGSE
VOLVESGEGLYC2GCSLELSCAASGEFTFNE YAMNWY RCAPCKGLEWYARI RSKYNNYATY YADSVKDRFTTSRDDS KNT AYLOMNN
LKTZLTAVYYCVRHCENFGNSY I SYWAYWGGGTLYTVE SCCEESGEGGEEGGEESQTVVTQEZSLTVSFCCTVILTCSE 3T GAVTSGN
YENWVQIRPUQAZRCLIGUTKELAPUT AR SGS LLOGUGRAALTLS GV PEDEASY YCVLWY SKRRWVEGUGUTRLTVLUGGUGDKTHTC
FPCPAPELLGGPEVFLF2PHKPKDTLMI SRT PEVTCVVVDVSHEDPEVKENWYVICVEVHNAKTHECEEQY GSTYRCYSVLTVLRG D
WLNGKEYKCEVSNKALPAPIERKTI 2 KAKGGGGESGGGEGICEEEESGEGESAPELLGERPSVELIFPKEFEDTLMISRATPEVTCVVYDYSH
EDEZVEFNWYVDGVEVHNAKTKPCEERYGSTYRCVSYV LTVLHQIW L NGKEYKCKV SNKALPAPTEKT I SKAKGC PREPQVYTLEES
ECEMTENCVILTCLVKGTYRIDIAVEWNESNGCPENNYKT TPEVIDSDG ST LY SKLTVDEIRWOCCNVE ZCSVMEEALIINIIYTQXS
TATGPEKEGGRSGEEGSGRGESGEEEESGOPREPOVYTLPPSRETMTRKNQVE LTCTYVKEFY 2SDTAVEWRSNGO PENNYKTTEFPYTLE
SDGIFFLYSKLTVDKSRWOCGGNVESTEVMHEALHNHYTOKSLIL3IEPGK

OVOLVESCGGVVOSCRSLRLICAARGFTEFRNYCGMHWYRCAPGKCLEVVAVI WY DCSDKYYARSVRGRETISRONSKNTLYLOMN S L
EAEDTAVYYCARDGYDILTGNPRDFDYWGQUGTLVTVS SELEEEGEGESGGEEES DTVMT QT 2L SSHVT LGWRPAS TEURESQSLVHS L
GNTYLSWLOCRPGOEFPRLLIYRISRRESGVPORFSGSGAGT DFTLEI SRVEAEDVGYYYCMC STHVPRTEFGCGTKVETIKSGGGGSE
VOLVESGEGLYG2GCSLELECAASGEFTFNE YAMNWY RDAPCKGLEWVARTI RS KYNNYATYYADSVKDRETISADDS KNT AYLOMNN
LETZDTAYVYYCYVRHGNFGNS Y T SYWAYWGCGTLYVTVS SEGGGSGGGGIGGGESCTVVIQE2 SLTVSEGGTVTLTCS 55T GAVTSGN
YPNWVCOKPGOAZRELIGGTKFLAPGTPARF SCSLLGGRAALTLSGVC PEDEAZY YCVLWY SNRWV FCGCGTELT VY LGGGGAPELLG

GPSVFLFEPKPEDTLMI SRTPEVTCVVYDVEHEDPEVRKENWYVDGVYEVHNAKTKPCZEQYCSTYRCVSVLTYVLHOOWLNGEKEYKCK
VSNXALPAPTEKTI SKAKCGGGSCCGGSCCGCGSGOGUSAPELLCCESVFLFEPKPEDT M- SRTPEVTI CVVVDVSHEDPEVKENWY
VDGVEVHNAKTK2 CEEQYCS TYRCYSVLTVLHODWLNGEEYKCKY SNEKALPAPTEKTI SKAKGQPREEQYYTLEPESREEMTENQY S
LTCLVKGFYESLIAVEWESNGRPENNYKTTEPVLDEDGSFFLY SKLTVEKSRAQQGNYESCSVMHEALINHY TQKS LS LS PCKGGG
GSGGGESEEEGSGEGEESGCPREPOVYTLEPPSRESMTRKNGVSLTCLYKGFYPSDIAVIWESNGO2ERN Y KT TPEVLDSDESFFLYSK
LTVOKSRWOQGNVESTSVMHEALHNHY "QKSLSLSECK

EVCLVESGGGIVGPGGSLKLSCAAS GFTENT YAMNWVRCAPGKGLEWVARIRS XVNNYATYYADSVKSREFTI SRODSXNTAY LOMN
MLRTEDTAVYYCYRHGNFGNSYVSFFAYWGRETLYVIVSSGGEGGEGEGESGGEESCTYVVICEPELTVSPGGTYTLT 2GS STGAVT 3G
YYPNWVLCKPGOAPRGLI GGTKELAPGTPARF3GELLGCKAALTLIGVOPEDEAEY YCALWY SNRWVEGGSTXLTVL

EVQLLESGGGLVGPGGS LKLSCAASGFTFNI YAMNIWVRCAPCGKGLEWVARIRS XYNNYATYYADSVKSRFTI SRDDSKNTAYLCMN
MLRTEDTAVYYCYRHGNFGNSYVSFFAYWGRETLYVIVSSGGEGGEGEGESGEEESELYVVICEPELTVSPGGTYTLT 2GS STGAVT 3G
YYPNWVOLCKPGOAPRGLI GGTKELAPGT PARFSGELLGCKAALTLIGVOPEDEAEY YCALWY SNRWVEFGGGTXLTVL

EVCLVESGGGLVOPGGS LKL CARE GFTENKY AMNWY RCAPGRKGLEWVARIRS XV N Y AT Y YADSVEDRFTI SRDDSNTAY LOMN
NLKTEDTAVYYCYRHGNFGH S Y L S Y WAYWGRCTLVTY 3 SGEGE3GEGESGEGGS0TVVICEP SLTVSPGETYTLT ZGS STGAVT S
YYPNWVOCKPGOAPRGLI GGTKLAPGT FARFSGS LLGCKAALTLSGVOPEDEAEYYCALWY SNRWVEGGGET <LTVL

EVCLLESGGGLVQPGGSLKLECAASGFTFNKYAMNWY RCAPGKGLEWVARIRS XYRNYATYYADSVKDRRETI SRODSXNTAY LOMN
NLKTEDTAVYYCYRHGNFGHNS Y I SYWAYWGDCTLVTY5S6GEGG3GEGE3GGGGSFLVVTCEP SLTVSPGCTYTLT C65STGAVT 56
¥Y PNWVOCHPGOAPRGLI GGTKTLAPGT PARFSGS LLGCEKAALTLSGYOPEDEAEYYCATWY SNRWVEGGST KLTYVL

EVCLVESGGGLEQPGGSLKLSCARE GFTEN SYAMNWY RCAPGRKGLEWVARIRS XV N Y AT Y YADSVEGRFTI SRDDSNTAY LOMN
NLKTEDTAVYYCYRHGNEFGH S Y LS FAYWGRCTLVTY 3 SGEGE3GEGESGEGGS0TVVICEP SLTVSPGGTYTLT ZGS STGAVT S
YYPNWVOCKPGOAPRGLI GGTKLAPGT FARFSGS LLGCKAALTLSGVOPEDEAEYYCALWY SNRWVEGGET <LTVL
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ID NR:

115.

116.
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SECVENTA

EVCLLESGGGLEQPGGSLKLSCARE GFTEN SYAMNWYRCAPGRKGLEWVARIRS XV N Y AT Y YADSVEGRFTI SRDDSNTAY LOMN
NLKTEDTAVYYCYRHGNFGH S Y LS FAYWGRCTLVTY 3 S6EGE3GEGESGEGG SELVVTCEP SLTVSPGGTYTLT ZGS STGAVT S
YYPNWVOCKPGOAPRGLI GGTKLAPGT FARFSGSLLGCEKAALT LSGVOPEDEARYYCALWY SNRWV "GGGTKLT VL,

EVCLVESGGGLVQPGGSLKLECAASGFTFNRYAMNWY RCAPGRKGLEWVARIRSXYRNYATYYADSVKGRETI SRODSXNTAY LOMN
NLKTEDTAVYYCYRHGNFGHS Y LY FAYWGDCTLVTYSSGGEGG3GEGESGGGGSUTVVTCEP SLTVSPGCTYTLT C6GS3STGAVT S
¥Y PNWVOCHPGOAPRGLI GGTKTLAPGT PARFSGS LLGEKAALTLSGYOPEDEARYYCATWY SNRWVEGGST KLTYVL

EVGLLESGGGLYQPGGSLKLSCAAS GFTFNRYAMNWYRCAPGRGLEWVARIRS XYNNYATYYADSVEGRETI SRDDSXNTAY LOMN
NLKTEDTAVYYCYRHGNFGNSYLSYFAYWGOETLVTY3SGGGGSGEGESGGGGSELVVTCEPELTVSPGGTYVTLTCGSSTGAVT 3G
YYPNWVQCEPGRAPRGLIGGTRZLAPGT PARFSGS LLGCKAALT LSGVQPEDEAEY Y CALWY SNEWV ZGGSTELTV L

EVCLVESGGGLWVOPGGS LKL CARS GFT ENVYAMNWY RCAPGRGLEWVARIRS XVRNYATY YADSVEKRFTI SRDDSXNTAY LOMN
NLKTEDTAVYYCYRHGNFGNS Y LAWWAYWGQETLVTYS SGEGGIGEGESGGGEICTVVTICEPELTVSPGETYTLTCRSSTGAVT SC
YYPNWVOCKPGOAPRGLI GATDMRE SGTFARFSGS LLGGEKAALTLSGVQPEDEARYYCALWY SNRWVEFGGGT ZLTVL

EVCLLESGGGLVQPGGSLKLECAASGFTFNVYAMNWYRCAPGRGLEWVARIRSXYRNYATYYADSVKERFTI SRODSXNTAY LOMN
NLKTEDTAVYYCYRHGNF NS Y LWWAYWGDCTLVTY 5 S6G6G3GEGEGGGGSFLVVTCEP SLTVSPGGTYTLT CRSSTGAVT S
¥y EPNWVOCHPGOAPRGLI GATDMRE SGTPARFSGSLLGCEKAALT LSGYVOPEDEARYYCALW Y SNRWVIGGSTHLTY .

EVCLVESGGGLVOPGGS LKL CARE GFT ENKYAMNWY RCAPGHKGLEWVARIRS XV NY AT Y YADSVESREFTI SRDDSXNTAY LOMN
NLKTEDTAVYYCYRHGNFEGNSYT3YYAYWGQETLVTYS SGEGGIGEGESGGGEICTVVICEPELTVSPGETYTLTCGSSTGAVT SC
YYPNWVOCKPGOAPRGLI GGTKLAPGT EARFSGS LLGGKAALTLSGVQPEDEAEYYCALWY SNRWVEGGET <LTVL

EVCLLESGGGLVQPGGSLKLSCAAS GFTFNKYAMNWYRCAPGRGLEWVARIRSXYRKNYATYYADSVKSRETI SRDDSXNTAY LOMN
NLKTEDTAVYYCYRHGNFGHSYTSY YAYWGDCTLVTY S S6GEGG3GEGESGGGGSFLVVTCEP SLTVSPGGTYTLT Z63 ST GAVT S
Y PNWVOCKPGOAPRGLI GGTK T LAPGT PARFSGS LLGCEKAALTLSGVOPEDEAEYYCATW Y SNRWVEGGSTXLTYL

EVCLVESGGGLVOPGGSLKLSCARS GFTFNGYAMNWYRCAPGRGLEWVARIRS XYNNYATYYADSVEERFTI SRODS XNTAY LOMN
NLKTEDTAVYYCYRHANFGNSYLSWFAYWGOETLVTYSSGGEGGESGEGESGGGG3CTVVICEPELTVS3GGTYTLTCRSSTGAVT 3G
YYPNWVRCEPGRAPRGLLIGATDMRE SGT PARFSGS LLGCEKAALT LSGYQPEDEAEY YCATWY ENRWVEGGGT XLTVL

EVCLLESGGGLVQPGGSLKLECAASGFTFNGYAMNWY RCAPGRKGLEWVARIRSXYKNYATYYADSVKERFTI SRODSXNTAY LOMN
NLKTEDTAVYYCYRHAINFGNSY LSWFAYWGOETLVTYSSGGEGGESGEGESGGGGSELVVTQEPSLTVS 2GGTYTLTCRSSTGAVT 56
YYPNWVOCKPGOAPRGLI GATDMRE SGT PARFSGSLLGCEAALTLSGYVQPEDEAEY YCATWY SNRWVEGGET XLTVL
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SECVENTA

EVCLVESGGGIVGPGGSLKLSCAAS GFTENVYAMNWVRCAPGKGLEWVARIRS XYNNYATYYADSVKKRFTI SRDDSXNTAY LOMN
NLKTEDTAVYYCVRHGNEF SN SY I SWWAYWGRETLVTVSSCEGGSCEEEIGELGSRTVVTICEPSLTVSPGCTYVTLT ZGSSTGAVT 3G
YYPNWVOLCKPGOAPRGLI GGTKELAPGT PARFSGELLGCKAALTLIGVOPEDEAEY YCALWY SNRWVEFGGGTXLTVL

EVOLLESGGGIVGPGGSLKLSCAAS GFTENVYAMNWVRCAPGKGLEWVARIRS XVYNNYATYYADSVEKKRFTI 3SRDDSXNTAY LOMN
MLRTEDTAVYYCYRHGNFGNSY I SWWAYWGRETLYVIVSSGGEGGEGEGESGEEESELYVVICEPELTVSPGGTYTLT 2GS STGAVT 3G
YYPNWVLCKPGOAPRGLI GGTKELAPGTPARFSGELLGGKAALTLIGVOPEDEAEYYCALWY SNRWVFGGGT XLTVL

EVCLVESGGGLVOPGGS LKL CARE GFTEN S YAMNWY RCAPGRGLEWYVARIRS XV NY AT Y YADSVEGREFTI SRDDSXNTAY LOMN
NLKTEDTAVYYCYRHGNFGN S YVSWAHAYWGQETLVTVE SCEGGSGEGESGEGGEICTVVTCEP SLTVSPGETYTLTCGSSTGAVT 3G
NYPNWVOCKPGOAPRGLI GGTK=LAPGT EARFSGSLLGCKAALTLSGYQPEDEAFY YCVLWY SNRWVEFGGGT <LTVL

EVCLLESGGGLVQPGGSLKLSCAASGFTFNSYAMNWYRCAPGRGLEWVARIRSXYKNYATYYADSVKGRETI SRODSXNTAY LOMN
NLKTEDTAVYYCYRHGNF NS YVSWWAYWGDCTLVTY 5566663 GEGESGGGGSFLVVTCEP SLTVSPGGTYTLT Z63STGAVT S
NYPNWVRCKPGOAPRGLI GGTKITAPGT PARFSGSLLGCKARLTLSGYQPEDEAEYYCVIWY SNRWVFGGGT XLTVL

EVCLVESGGGLVOPGGSLKLSCARS GFTFNKYAMNWYRCAPGRGLEWVARIRS XYNNYATYYADSVEDRETI SRODS XNTAY LOMN
NLKTEDTAVYYCVRHGNFGNSYISYWAYWGRETLVTIV S SEEGEGIGEGCEIGGEGSCTVVTCEPSLTVSPGGTVTLTCGS STGAVT 3G
NY PNWVOCKPGOAPRGLI GGTK=LAPGT PARFSGSLLGGKAALT LSGYOPEDEAEYYCVLWY SNRWVEFGGGT XLTVL

EVCLLESGGGLVQPGGSLKLECAASGFTFNKYAMNWY RCAPGRKGLEWVARIRSXYKNYATYYADSVKDRRETI SRODSXNTAY LOMN
NLKTEDTAVYYCYRHGNFGHNS Y I SYWAYWGDCTLVTY 5566663 GEGE5GGGGSFLVVTCEP SLTVSPGCTYTLTCGSSTGAVT 56
NYPNWYCCKPGCAPRGLI GGTKILAPGT PARFSGSLLGCKAR LT LSGYOPEDEARY YCVIWY SNRWVEGGET XLTVL
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(56) Referinte bibliografice citate in raportul de documentare:

e S HIPP ET AL: "A novel BCMA/CD3 bispecific T-cell engager for the treatment of
multiple myeloma induces selective lysis in vitro and in vivo", LEUKEMIA., 13 January
2017 (2017-01-13), XP055338781, US ISSN: 0887-6924, DOI: 10.1038/leu.2016.388

e WO-A1-2013/072406

e WO-A1-2014/122143

e WO-A1-2014/138449

e WO-A2-2012/088461
(57) Revendicari:

1. Construct de anticorp cu un singur lant care cuprinde:

* un prim domeniu care se leagd de BCMA,

* un al doilea domeniu care se leagd de un epitop extracelular al lantului CD3€ uman si/sau
de Macaca; si

* un al treilea domeniu care cuprinde doi monomeri polipeptidici, fiecare cuprinzand o
balama, un domeniu CH2 si un domeniu CH3, in care respectivii doi monomeri polipeptidici sunt
fuzionati unul cu altul printr-un linker peptidic.

2. Construct de anticorp conform revendicdrii 1, in care al treilea domeniu mentionat
cuprinde intr-o ordine amino pana la carboxil:

balama-CH2-CH3-linker-balama-CH2-CH3.

3. Construct de anticorp conform revendicarii 1 sau 2, in care fiecare dintre monomerii
polipeptidici mentionati are o secventd de aminoacizi care este cel putin 90% identicd cu o secventd
selectata din grupul care consta din SECV ID NR: 17-24.

4. Construct de anticorp conform oricareia dintre revendicarile precedente, in care fiecare
dintre monomerii polipeptidici mentionati are o secventd de aminoacizi selectatd din grupul care
constd din SECV ID NR: 17-24.

5. Construct de anticorp conform oricareia dintre revendicarile precedente, in care domeniul
CH2 cuprinde o punte disulfura de cisteina intra-domeniu.

6. Construct de anticorp conform oricareia dintre revendicéarile precedente, in care

(1) primul domeniu cuprinde doud domenii variabile de anticorpi si al doilea domeniu
cuprinde doua domenii variabile de anticorpi;

(ii) primul domeniu cuprinde un domeniu variabil de anticorp si al doilea domeniu cuprinde
doud domenii variabile de anticorp;

(iii) primul domeniu cuprinde doud domenii variabile de anticorpi si al doilea domeniu
cuprinde un domeniu variabil de anticorpi; sau

(iv) primul domeniu cuprinde un domeniu variabil de anticorp si al doilea domeniu cuprinde
un domeniu variabil de anticorp.

7. Construct de anticorp conform oricareia dintre revendicarile precedente, in care primul si
al doilea domeniu sunt fuzionate cu al treilea domeniu prin intermediul unui linker peptidic.

8. Construct de anticorp conform oricareia dintre revendicarile precedente, care cuprinde,
intr-o ordine amino pana la carboxil:

(@) primul domeniu;

(b) un linker peptidic care are o secventa de aminoacizi selectatd din grupul care constd din
SECV ID NR: 1-3;

(c) al doilea domeniu;

(d) un linker peptidic care are o secventa de aminoacizi selectatd din grupul care constd din
SECVIDNR: 1,2,3,9,10, 11 si 12;

(e) primul monomer polipeptidic al celui de-al treilea domeniu;
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(f) un linker peptidic care are o secventd de aminoacizi selectatd din grupul care consta din
SECVIDNR: 5, 6, 7 51 8; si
(9) al doilea monomer polipeptidic al celui de-al treilea domeniu.

9. Construct de anticorp conform oricareia dintre revendicarile precedente, care cuprinde,
intr-o ordine amino pana la carboxil:

(a) primul domeniu care are o secventd de aminoacizi selectata din grupul care constd din
SECV ID NR: 53,59, 71, 77, 89 sau 95;

(b) un linker peptidic care are o secventd de aminoacizi selectatd din grupul care constd din
SECV ID NR: 1-3;

(c) al doilea domeniu care are o secventd de aminoacizi selectatd din grupul care constd din
110, 111, 112, 113, 114, 115, 116, 117, 118, 119, 120, 121, 122, 123, 124, 125, 126, 127, 128 sau 129,
sau SECV ID NR: 15;

(d) un linker peptidic care are o secventd de aminoacizi selectatd din grupul care consta din
SECVIDNR: 1,2,3,9,10, 11 si 12;

(e) primul monomer polipeptidic al celui de-al treilea domeniu care are o secventd de
aminoacizi selectata din grupul care consta din SECV ID NR: 17-24;

(f) un linker peptidic care are o secventa de aminoacizi selectata din grupul care constd din
SECVID NR: 5, 6, 7 5i 8; si

(9) al doilea monomer polipeptidic al celui de-al treilea domeniu care are o secventa de
aminoacizi selectata din grupul care consta din SECV ID NR: 17-24.

10. Construct de anticorp conform oricdreia dintre revendicarile precedente, care are o
secventd de aminoacizi selectata din grupul care consta din SECV ID NR: 55, 56, 61, 62, 73, 74, 79,
80, 91, 92, 97 i 98.

11. Polinucleotida care codifica un construct de anticorp asa cum este definit in oricare dintre
revendicarile precedente.

12. Vector care cuprinde o polinucleotidd asa cum este definita in revendicarea 11.

13. Celulad gazda transformata sau transfectata cu polinucleotida definita in revendicarea 11,
sau cu vectorul definit in revendicarea 12.

14. Procedeu pentru producerea unui construct de anticorp conform oricareia dintre
revendicarile de la 1 1a 10, procedeul mentionat cuprinzand cultivarea unei celule gazda asa cum este
definita in revendicarea 13 in conditii care sd permita exprimarea constructului de anticorp definit in
oricare dintre revendicarile de la 1 la 10 si recuperarea constructului de anticorp produs din cultura.

15. Compozitie farmaceutica care cuprinde un construct de anticorp conform oricareia dintre
revendicarile 1 pana la 10, sau produs conform procedeului din revendicarea 14.

16. Compozitia farmaceutica conform revendicarii 15, care este stabila timp de cel putin
patru saptamani la aproximativ -20°C.

17. Construct de anticorp conform oricéreia dintre revendicarile de la 1 la 10 pentru utilizare
in prevenirea sau tratamentul unei tumori sau unei boli autoimune.

18. Construct de anticorp pentru utilizare conform revendicarii 17, in care tumora este
selectatd din grupul care constd din mielom multiplu, plasmacitom, leucemie cu celule plasmatice,
macroglobulinemie Waldenstrom, plasmacitom osos solitar, plasmacitom extramedular, mielom
osteosclerotic, mielom multiplu mocnit, Limfom Hodgkin non-celule B, leucemi limfocitard cronica si
limfom Hodgkin.

19. Trusa care cuprinde un construct de anticorp conform oricareia dintre revendicarile 1
pana la 10, sau produs conform procedeului din revendicarea 14, o polinucleotidd definitd in
revendicarea 11, un vector definit in revendicarea 12 si/sau o celuld gazda definita in revendicarea
13.

Agentia de Stat pentru Proprietatea Intelectuala
str. Andrei Doga nr. 24, bloc 1, MD-2024, Chisiniu, Republica Moldova
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Figura 1
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Figura 3 continuare
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Figura 6
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Figura 8A
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