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acestora, in special metastaza cancerului
gastric cum ar fi tumori Krukenberg, metastazi
peritoneald si metastazd in ganglioni limfatici.
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pancreatic, ductele biliare, pldman si ovar.
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The present invention provides anti-
CLDN18.2 antibody-drug conjugates which
are effective for treating and/or preventing
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expressing CLDNI18.2, including gastric
cancer, esophageal cancer, pancreatic cancer,

2
lung cancer, ovarian cancer, colon cancer,
hepatic cancer, head-neck cancer, and cancer
of the gallbladder and metastases thereof.
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Descriere:
(Descrierea se publica in varianta redactati de solicitant)

Anticorpii monoclonali (mAB) au revolutionat tratamentul cancerului in ultimele doud decenii
(Sliwkowski, M. X. et al. (2013) Science 341 (6151), 1192-1198). O caracteristicd esentiald a mAB este
specificitatea mare si capacitatea lor de a tinti celulele tumorale, marcandu-le pentru distrugere celulard
mediatd de efectori imuni (citotoxicitate dependentd de complement (CDC), citotoxicitate celulard
dependenta de anticorp (ADCC)) si/sau ducand la proliferare redusa si apoptozi (Kubota, T. et al. (2009)
Cancer Sci. 100 (9), 1566-1572). Conjugarea cu medicamente citotoxice poate extinde utilitatea mAB si
le poate imbunitdti potenta si eficienta (Goldmacher, V. S. et al. (2011) Ther. Deliv. 2 (3), 397-416;
Sievers, E. L. (2013) Annu. Rev. Med. 64, 15-29).

Din punct de vedere istoric, utilizarea medicamentelor citotoxice pentru tratamentul cancerului
s-a centrat pe chimioterapii care fintesc celulele canceroase care se divid. Acesti compusi nu fintesc doar
celule canceroase, ci si alte celule sdndtoase care se divid in corp, iar pacientii care primesc tratament
manifestd efecte secundare severe care limiteazd doza. Indicele terapeutic (doza maximi toleratd/doza
minimi eficientd) pentru aceste medicamente este mic, ducind la o fereastrd terapeutica ingustd (Ismael,
G. F. V. et al. (2008) Cancer Treat Rev. 34 (1), 81-91). Pentru a evita acest obstacol in dezvoltarca
medicamentelor si imbunatifirea indicelui terapeutic, anticorpii pot fi folosifi pentru a furniza
medicamentul citotoxic specific in tumoare. Combindnd capacitatile unice de tintire ale unui anticorp cu
capacitatea de distrugere a cancerului a unui medicament citotoxic, conjugatii anticorp-medicament
(ADC) prezintd efecte secundare mai mici si asigurd o fereastrd terapeuticd mai largd comparativ cu
agentii chimioterapeutici traditionali (Gerber, H.-P. et al. (2013) Nat. Prod. Rep. 30 (5), 625-639).

ADC sunt proiectati si distruga celulele canceroase intr-un mod dependent de finti. Prima etapd
in acest proces este legarea anticorpului de antigenul sdu. La legarca ADC, intregul complex antigen-
ADC este internalizat si incdrcdtura citotoxicd este eliberatd in celula tumorald, ducind la moartea
celulelor. Factorii care influenteazd indicele terapeutic pentru ADC includ anticorpul, antigenul tintd
tumoral, medicamentul citotoxic si linkerul (Panowksi, S. et al. (2014) MAbs 6 (1), 34-45).

Ca o cerintd de bazd pentru dezvoltarea ADC, antigenul tumoral tintd trebuie localizat pe
suprafata celulari si accesibil anticorpului circulant. In plus, selectivitatea tumorali si nivelul de expresic
al antigenului tintd sunt parametri esenfiali pentru proiectarea ADC siguri si eficienti. In prezent se
evalueazd o varietate de antigene de suprafatd celulard asociate cu tumori ca tinte ADC pentru terapia
anti-cancer (Trail, P. A. (2013) Antibodies 2 (1), 113-129; Teicher, B. A. (2009) Curr. Cancer Drug
Targets 9 (8), 982-1004).

Eficienta unui ADC depinde si de medicamentul citotoxic. Cantitatea de anticorp care se
localizeaz3 intr-o tumoare fiind foarte micd in comparatiec cu doza administratd, sunt necesari compusi
toxici cu potentd sub-nanomolard. Auristatinele si maytansinoidele reprezintd doud clase de citotoxine
foarte potente folosite in prezent in dezvoltarea ADC (Trail, P. A. (2013) Antibodies 2 (1), 113-129).
Ambele sunt agenti antimitotici care blocheaza polimerizarea tubulinei care provoacd moartea celulard
printr-o oprire a ciclului celular in faza G2/M (Lopus, M. et al. (2010) Mol. Cancer Ther. 9 (10), 2689-
2699; Francisco, J. A et al. (2003) Blood 102 (4), 1458-1465). Pe langd specificitatea mAB si potenta
medicamentului, linkerul este un element important in dezvoltarea ADC. Linkerul ar trebui sa fie stabil
pentru a exploata timpul de injumatifire farmacocinetic al mAB si nu ar trebui si elibereze medicamentul
citotoxic pani la internalizarea mediatd de antigen. Linkerii pot fi clasificatfi in functie de mecanismul de
cliberare a medicamentului: linkerii clivabili eliberecazd medicamentul prin hidrolizd sau clivare
enzimatici dupd internalizarea specificd antigenului, in timp ce linkerii neclivabili elibereazd
medicamentul prin degradarca mAB in lizozomi dupa internalizare (Dosio, F. et al. (2011) Toxins (Basel)
3(7), S. 848-883).

In functie de proiectarea linkerului, toxinele permeabile prin membrand (lipofile) care sunt
eliberate in celulele {intd pozitive pot trece prin membrana celulard si pot distruge alte celule din imediata
apropiere, inclusiv celule canceroase invecinate cdrora le lipseste expresia antigenului (efect martor)
(Kovtun, Y. V. et al. (2006) Cancer Res. 66 (6), 3214-3221). Capacitatea acestor medicamente citotoxice
de a media distrugerea martorilor locali este un criteriu de selectie important pentru ADC directionati
impotriva antigenelor exprimate eterogen in tumori.

Molecula de jonctiune stransa claudina 18 izotip 2 (CLDNI18.2) este o varianti de matisare
asociatd cu cancer a Claudin 18. CLDN18.2 este o proteind transmembranard de 27.8 kDa cuprinzind
patru domenii care acoperd membrana cu doud bucle extracelulare mici (buclal cuprinsd de regiunca
hidrofobd 1 si regiunea hidrofoba 2; bucla2 cuprinsd de regiunile hidrofobe 3 si 4). CLDN18.2 este un
antigen din linia gastrica foarte selectiv, exprimat exclusiv pe celule epiteliale gastrice diferentiate cu o
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durata scurtd de viatad si nedetectabil in orice alt fesut uman normal. Antigenul este exprimat ectopic la
niveluri semnificative intr-o diversitate de cancere umane inclusiv cancer gastroesofagian si pancreatic
(Sahin, U., et al., Clin Cancer Res, 2008. 14(23): p. 7624-34). Proteina CLDN18.2 este de asemenea
detectatd frecvent in metastazele in ganglioni limfatici ale cancerului gastric si in metastaze distante.
CLDN18.2 pare sa fie implicatd in proliferarea celulelor tumorale pozitive la CLDN18.2, fiindcd
reducerea tintei prin tehnologia siARN duce la inhibarea proliferarii celulelor canceroase gastrice.

Documentul EP1997832 descrie prepararea anticorpilor care se leagd de CLDN18.2 si propune
prepararea ADC.

IMAB362 este un anticorp monoclonal himeric de subtip IgG1 directionat impotriva CLDN18.2.
IMAB362 recunoaste primul domeniu extracelular al CLDN18.2 cu afinitate si specificitate ridicate si nu
se leagd de nici un alt membru al familiei claudinelor, inclusiv varianta de matisare 1 strans inrudita a
Claudin 18. (CLDN18.1). In xenogrefele umane care exprimd CLDNI18.2, s-au observat beneficiu de
supravietuire si regresii tumorale la soareci dupd administrarea IMAB362. Cand se administreaza
intravenos la speciile de animale relevante, nu se observa toxicitate in tesutul gastric, deoarece epitopul
fintd nu este accesibil. Tinta tumorald devine insd accesibild pentru IMAB362 in timpul transformarii
maligne. IMAB362 reuneste patru mecanisme de actiune independente foarte puternice: (i) citotoxicitate
celulard dependentd de anticorp (ADCC), (ii) citotoxicitate dependentd de complement (CDC), (iii)
inducerea apoptozei indusa de legarea incrucisatd a tintei la suprafata tumorala si (iv) inhibarea directd a
proliferdrii. Un studiu anterior faza I a evaluat IMAB362 ca o monoterapie intr-o singurd doza la pacienti
cu cancer gastroesofagian in stadiu avansat. Acest studiu arati ci o singurd administrare a acestui anticorp
este sigurd si bine toleratd intr-un dozaj de pani la 1000 mg/m?, nefiind observate diferente relevante
privind profilul AE si alfi parametri de sigurant intre grupurile de doze (AE = eveniment advers). Cele
mai bune rezultate cu privire la activitatea antitumorald s-au obtinut pentru grupurile cu 300 mg/m? si 600
mg/m?. S-a efectuat un studiu clinic faza Ila pentru a determina siguranta, tolerabilitatea si activitatea
antitumorald ale dozelor repetitive de IMAB362 la pacienti cu boala metastaticd, refractard sau recurentd
de adenocarcinom avansat la stomac sau esofagul inferior dovedit histologic.

Dupa cum s-a descris mai sus, CLDN18.2 are un tipar de expresie restrans in celule normale si,
astfel, pare a fi o tinta ideald pentru terapia dirijatd de anticorpi a cancerului care exprimd CLDN18.2. In
consecintd, este nevoie de o terapie orientatd impotriva celulelor canceroase care exprimd CLDN18.2 care
sd fic capabild si exercite un efect citotoxic sau citostatic util clinic asupra celulelor care exprimi
CLDNI18.2, in mod specific fard a exercita efecte nedorite asupra celulelor care nu exprimda CLDN18.2.
De preferinta, terapia nu ar trebui si fie asociatd cu dezavantaje si efecte secundare nedorite asociate in
mod obisnuit cu metodele utilizate pentru cresterea eficientei terapeutice a anticorpilor cum ar fi
radiomarcare si combinatia cu chimioterapic. De exemplu, terapia cu izotopi este asociati cu
mielosupresie, iar terapia combinatd cu anticorpi si agenfi chimioterapeutici este asociatd cu
imunosupresie. In plus, substantele marcate izotopic sunt dificil de produs, iar pacientii prezinti adesea
recidive dupa tratamentul inifial cu substante marcate izotopic.

Prezenta inventie demonstreaza existenta anticorpilor monoclonali anti-CLDN18.2 care
pot fi internalizati foarte eficient la legarea CLDN18.2 pe celule care exprimd CLND18.2 si asadar sunt
adecvati pentru dezvoltarea ADC. In plus, se divulgd conjugarea cu succes a acestor anticorpi cu
medicamentele DM4 si MMAE folosind linkeri SPDB sau Val-Cit (vc) clivabili. In vitro, conjugatii cu
anticorpi reduc viabilitatea celulelor canceroase gastrice si pancreatice care exprimd CLDNI18.2.
IMAB362-veMMAE si IMAB362-DM4 nu se leagd de celulele negative la CLDN18.2 sau nu le
influenteaza viabilitatea. Ambii conjugati DM4 si veMMAE exerciti efecte de distrugere a martorului pe
celule canceroase CLDN18.2-negative co-cultivate cu celule canceroase CLDN18.2-pozitive in vitro. In
plus, in vivo, administrarea intravenoasd a conjugatilor de anticorpi la soareci fard pdr cu tumori de
xenogrefd gastrice sau pancreatice CLDN18.2-pozitive duce la inhibarea dependentd de dozi a cresterii
tumorale, beneficiu de supravietuire si chiar regresie completd a tumorilor incipiente si avansate. Se
observa efecte terapeutice semnificative la aplicarea intravenoasa a dozelor individuale de ~4-8 mg/kg; se
obtin efecte terapeutice optime la 15-16 mg/kg. Nu s-a putut determina doza individuald maxim3 toleratd
a celor doi conjugati fiindcad cele mai mari doze testate posibile de 15.2 si 16 mg/kg nu au produs
toxicitdti hepatice sau alte efecte toxice.

Din datele prezentate aici se poate concluziona cd acesti conjugati anticorp anti-CLDN18.2-
medicament descrisi in prezenta sunt medicamente foarte potente pentru tratamentul carcinoamelor
umane CLDN18.2-pozitive precum carcinoame gastrice si pancreatice.

REZUMATUL INVENTIEI
Prezenta inventie este definitd de revendicarile anexate.
Inventia se bazeaza pe specificatia explicati in cele ce urmeaza:
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REZUMAT

Prezenta specificatie prevede in general o terapie pentru tratarea si/sau prevenirea eficiente ale
cancerului asociat cu celule care exprimd CLDN18.2 cum ar fi cancer gastric, cancer esofagian, cancer
pancreatic, cancer pulmonar cum ar fi cancer pulmonar macrocelular (NSCLC), cancer ovarian, cancer de
colon, cancer hepatic, cancer la cap si gat, cancerul vezicii biliare si metastaze ale acestora, in special
metastaza cancerului gastric cum ar fi tumori Krukenberg, metastaz peritoneald si metastaza in ganglioni
limfatici. Bolile preferate in mod special sunt adenocarcinoame la stomac, esofag, ductul pancreatic,
ductele biliare, plaman si ovar.

Intr-un aspect, prezenta inventie prevede o metodi de tratare sau prevenire a unui cancer care
exprimd CLDNI18.2 cuprinzind administrarea unui conjugat anticorp-medicament care cuprinde un
anticorp care se poate lega de CLDN18.2 atasatd covalent de cel putin o fractiune medicamentoasd
toxinicd la un pacient cu cancer.

Conjugatul anticorp-medicament este internalizat in celule dupd legare de CLDN18.2 exprimata
de celule.

Anticorpul care se poate lega de CLDNI18.2 se leagad specific de CLDN18.2. Conjugatul
anticorp-medicament s¢ leagd specific de CLDN18.2.

Intr-o aplicare, anticorpul care se poate lega de CLDN18.2 este un anticorp monoclonal, himeric
sau umanizat sau un fragment al unui anticorp. ntr-o aplicare, anticorpul care se poate lega de CLDN18.2
este un anticorp monoclonal.

Intr-o aplicare, anticorpul care se poate lega de CLDNI8.2 se leagi de epitopi naturali ai
CLDNI18.2 prezenti pe suprafata celulelor vii. Intr-o aplicare, anticorpul care se poate lega de CLDN18.2
se leagd de un domeniu extracelular al CLDN18.2. Intr-o aplicare, anticorpul care se poate lega de
CLDNI18.2 se leaga de prima bucld extracelulard a CLDN18.2.

Intr-un aspect al inventiei, anticorpul care se poate lega de CLDN18.2 este un anticorp selectat
din grupul constind din (i) un anticorp produs de si/sau obtinut dintr-o clona depusa sub nr. de referinti
DSM ACC2737, DSM ACC2738, DSM ACC2739, DSM ACC2740, DSM ACC2741, DSM ACC2742,
DSM ACC2743, DSM ACC2745, DSM ACC2746, DSM ACC2747, DSM ACC2748, DSM ACC2808,
DSM ACC2809 sau DSM ACC2810, (ii) un anticorp reprezentand o formad himerizatd sau umanizati a
anticorpului de la (i), (iii) un anticorp avand specificitatea anticorpului de la (i) si (iv) un anticorp
cuprinzand portiunea de legare a antigenului sau situsul de legare a antigenului, in special regiunea
variabild, a anticorpului de la (i) si de preferintd avind specificitatea anticorpului de la (i). Intr-o aplicare,
anticorpul care se poate lega de CLDN18.2 cuprinde un lant greu cuprinzind o secventd de aminoacizi
reprezentatd de SEQ ID NO: 32 si un lant usor cuprinzand o secventd de aminoacizi reprezentatd de SEQ
ID NO: 39. intr-o aplicare, anticorpul care se poate lega de CLDN18.2 cuprinde un lant greu cuprinzand o
secventi de aminoacizi reprezentatd de SEQ ID NO: 17 sau 51 si un lant usor cuprinzind o secventa de
aminoacizi reprezentati de SEQ ID NO: 24 Intr-o aplicare, anticorpul care se poate lega de CLDN18.2
cuprinde un lant greu cuprinzind o secventd de aminoacizi reprezentatd de SEQ ID NO: 30 si un lant usor
cuprinzand o secventi de aminoacizi reprezentati de SEQ ID NO: 35. Intr-o aplicare, anticorpul care se
poate lega de CLDN18.2 cuprinde un lant greu cuprinzand o secventd de aminoacizi reprezentatd de SEQ
ID NO: 15 si un lant usor cuprinzind o secventi de aminoacizi reprezentati de SEQ ID NO: 20. intr-un
aspect al inventiei, anticorpul care se poate lega de CLDN18.2 recunoaste acelasi sau in esentd acelasi
epitop precum un anticorp care se leagd de CLDN18.2 cuprinzind un lant greu care cuprinde o secventd
de aminoacizi reprezentatd de SEQ ID NO: 32 sau un fragment al acesteia sau o varianta a acelei secvente
de aminoacizi sau a fragmentului si un lant usor cuprinzind o secventd de aminoacizi reprezentatd de
SEQ ID NO: 39 sau un fragment al acesteia sau o variantid a acelei secvenfe de aminoacizi sau a
fragmentului si/sau concureaza cu acel anticorp care se leagd de CLDN18.2 pentru legarea de CLDN18.2.
Intr-un aspect al inventiei, anticorpul care se poate lega de CLDN18.2 recunoaste acelasi sau in esenti
acelasi epitop precum un anticorp care se leagd de CLDN18.2 cuprinzand un lant greu care cuprinde o
secventd de aminoacizi reprezentatd de SEQ ID NO: 17 sau 51 sau un fragment al acesteia sau o variantd
a acelei secvente de aminoacizi sau a fragmentului si un lant usor cuprinzand o secventi de aminoacizi
reprezentatd de SEQ ID NO: 24 sau un fragment al acesteia sau o variantd a acelei secvente de aminoacizi
sau a fragmentului si/sau concureazd cu acel anticorp care se leagd de CLDNI18.2 pentru legarea de
CLDN18.2. Intr-un aspect al inventiei, anticorpul care se poate lega de CLDN18.2 recunoaste acelasi sau
in esentd acelasi epitop precum un anticorp care se leagd de CLDNI18.2 cuprinzand un lant greu care
cuprinde o secventd de aminoacizi reprezentati de SEQ ID NO: 30 sau un fragment al acesteia sau o
variantd a acelei secvenfe de aminoacizi sau a fragmentului si un lan{ usor cuprinzand o secven{d de
aminoacizi reprezentatd de SEQ ID NO: 35 sau un fragment al acesteia sau o variantd a acelei secvente de
aminoacizi sau a fragmentului si/sau concureazd cu acel anticorp care se leagd de CLDN18.2 pentru
legarca de CLDN18.2. Intr-un aspect al inventiei, anticorpul care se poate lega de CLDN18.2 recunoaste
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acelasi sau in esentd acelasi epitop precum un anticorp care se leagd de CLDN18.2 cuprinzand un lant
greu care cuprinde o secventd de aminoacizi reprezentatd de SEQ ID NO: 15 sau un fragment al acesteia
sau o variantd a acelei secvente de aminoacizi sau a fragmentului si un lant usor cuprinzand o secventa de
aminoacizi reprezentatd de SEQ ID NO: 20 sau un fragment al acesteia sau o varianta a acelei secvente de
aminoacizi sau a fragmentului si/sau concureazi cu acel anticorp care se leagd de CLDNI18.2 pentru
legarea de CLDN18.2. Un anticorp care concureaza cu un al doilea anticorp pentru legarea de o tinta este
de preferintd antagonist fatd de acel al doilea anticorp.

Intr-o aplicare, fractiunea medicamentoasd toxinicd este permeabild prin membrana celulard.
Intr-o aplicare, fractiunea medicamentoasd toxinica este un agent citotoxic sau citostatic. Intr-o aplicare,
fractiunea medicamentoasi toxinici este un maytansinoid sau o auristatini. Intr-o aplicare,
maytansinoidul este selectat din grupul constind din DM1 si DM4. Intr-o aplicare, auristatina este
selectatd din grupul constind din monometil auristatina E (MMAE) si monometil auristatina F (MMAF).

Conform inventiei, anticorpul care se poate lega de CLDN18.2 este atasat covalent de fractiunea
medicamentoas toxinica printr-un linker clivabil de o proteazi intracelulari. Intr-o aplicare, linkerul este
un linker clivabil de o catepsini. Intr-o aplicare, linkerul cuprinde o dipeptida. Intr-o aplicare, dipeptida
este val-cit sau phe-lys. Intr-o aplicare, anticorpul este atasat de linker printr-un tiol din cisteina
anticorpului. intr-o aplicare, anticorpul este atasat de linker prin grupe aminice, in mod specific grupe
aminice ale reziduurilor de lizind ale anticorpului.

Intr-o aplicare, conjugatul anticorp-medicament se administreazi intr-o cantitate eficientii pentru
tratarea sau prevenirea cancerului care exprimi CLDNI18.2. Intr-o aplicare, conjugatul anticorp-
medicament se administreaza la o doza intre 3 si 30 mg/kg greutate corporald, cum ar fi intre 4 si 25, 5 si
20, 10 si 18 sau 15 si 16 mg/kg greutate corporala. Intr-o aplicare, conjugatul anticorp-medicament se
administreaza la o dozi intre 8 si 150, 9 si 100 sau 9 si 90 mg/m? de suprafatd corporald a unui pacient
uman, cum ar fi intre 12 si 75, 15 si 60, 30 si 54 sau 45 si 48 mg/m? de suprafati corporald a unui pacient
uman. Intr-o aplicare, se administreazi o doza unici de conjugat anticorp-medicament sau doui sau mai
multe doze de conjugat anticorp-medicament. Intr-o aplicare, conjugatul anticorp-medicament se
administreaza prin injectie intravenoasa.

Intr-o aplicare, metoda din inventie cuprinde de asemenea administrarea terapiei chirurgicale,
chimioterapei si/sau radioterapiei.

Intr-o aplicare, expresia CLDN18.2 este la suprafata celulelor canceroase. Intr-o aplicare,
cancerul este un adenocarcinom, in special un adenocarcinom avansat. Intr-o aplicare, cancerul este
selectat din grupul constand din cancer gastric, cancer esofagian, cancer pancreatic, cancer pulmonar cum
ar fi cancer pulmonar macrocelular (NSCLC), cancer mamar, cancer ovarian, cancer de colon, cancer
hepatic, cancer la cap si gat, cancer de vezicd biliard si metastaza acestuia, o tumoare Krukenberg,
metastazd peritoneald si/sau metastazi ganglionara limfatica. Intr-o aplicare, cancerul este selectat din
grupul constand din cancer stomacal, cancer esofagian, in special de esofag inferior, cancerul jonctiunii
esogastrice si cancer gastro-esofagian. Intr-o aplicare, pacientul este un pacient negativ la HER2/neu sau
un pacient cu stare pozitivd la HER2/neu, dar care nu este eligibil la terapia cu trastuzumab.

Intr-o aplicare, CLDN18.2 are secventa de aminoacizi conform SEQ ID NO: 1.

Intr-un alt aspect, prezenta inventie prevede un conjugat anticorp-medicament cuprinzind un
anticorp capabil sa se lege de CLDNI18.2 atasatid covalent de cel putin o fractiune medicamentoasa
toxinicd.

Conjugatul anticorp-medicament este internalizat in celule in urma legirii de CLDN18.2
exprimatd de celule.

Anticorpul care s¢ poate lega de CLDNI18.2 se¢ leagd specific de CLDNI18.2. Conjugatul
anticorp-medicament se leaga specific de CLDN18.2.

Intr-o aplicare, anticorpul care se poate lega de CLDN18.2 este un anticorp monoclonal, himeric
sau umanizat sau un fragment al unui anticorp. Intr-o aplicare, anticorpul capabil s se lege de CLDN18.2
este un anticorp monoclonal.

Intr-o aplicare, anticorpul care se poate lega de CLDNI8.2 se leagd de epitopi naturali ai
CLDNI18.2 prezenti pe suprafata celulelor vii. Intr-o aplicare, anticorpul care se poate lega de CLDN18.2
se leagd de un domeniu extracelular al CLDN18.2. Intr-o aplicare, anticorpul care se poate lega de
CLDNI18.2 se leaga de prima bucld extracelulard a CLDN18.2.

Intr-un aspect al inventiei, anticorpul care se poate lega de CLDN18.2 este un anticorp selectat
din grupul constind din (i) un anticorp produs de si/sau obtinut dintr-o clona depusa sub nr. de referinti
DSM ACC2737, DSM ACC2738, DSM ACC2739, DSM ACC2740, DSM ACC2741, DSM ACC2742,
DSM ACC2743, DSM ACC2745, DSM ACC2746, DSM ACC2747, DSM ACC2748, DSM ACC2808,
DSM ACC2809 sau DSM ACC2810, (ii) un anticorp reprezentand o formd himerizatd sau umanizatd a
anticorpului de la (i), (iii) un anticorp avand specificitatea anticorpului de la (i) si (iv) un anticorp
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cuprinzand porfiunea de legare a antigenului sau situsul de legare a antigenului, in mod specific regiunea
variabild, a anticorpului de la (i) si de preferintd avind specificitatea anticorpului de la (i). Intr-o aplicare,
anticorpul care se poate lega de CLDN18.2 cuprinde un lant greu cuprinzind o secventd de aminoacizi
reprezentatd de SEQ ID NO: 32 si un lant usor cuprinzind o secventd de aminoacizi reprezentatd de SEQ
ID NO: 39. intr-o aplicare, anticorpul care se poate lega de CLDN18.2 cuprinde un lant greu cuprinzand o
secventi de aminoacizi reprezentatd de SEQ ID NO: 17 sau 51 si un lant usor cuprinzind o secventa de
aminoacizi reprezentati de SEQ ID NO: 24. Intr-o aplicare, anticorpul care se poate lega de CLDN18.2
cuprinde un lant greu cuprinzind o secventd de aminoacizi reprezentatd de SEQ ID NO: 30 si un lant usor
cuprinzind o secventi de aminoacizi reprezentati de SEQ ID NO: 35. Intr-o aplicare, anticorpul care se
poate lega de CLDN18.2 cuprinde un lant greu cuprinzand o secventd de aminoacizi reprezentatd de SEQ
ID NO: 15 si un lant usor cuprinzind o secventi de aminoacizi reprezentati de SEQ ID NO: 20. intr-un
aspect al inventiei, anticorpul care se poate lega de CLDN18.2 recunoaste acelasi sau in esentd acelasi
epitop precum un anticorp care se leagd de CLDN18.2 cuprinzind un lant greu care cuprinde o secventd
de aminoacizi reprezentatd de SEQ ID NO: 32 sau un fragment al acesteia sau o varianta a acelei secvente
de aminoacizi sau a fragmentului si un lant usor cuprinzind o secventd de aminoacizi reprezentatd de
SEQ ID NO: 39 sau un fragment al acesteia sau o variantd a acelei secvente de aminoacizi sau a
fragmentului si/sau concureaza cu acel anticorp care se leagd de CLDN18.2 pentru legarea de CLDN18.2.
Intr-un aspect al inventiei, anticorpul care se poate lega de CLDN18.2 recunoaste acelasi sau in esenti
acelasi epitop precum un anticorp care se leagd de CLDN18.2 cuprinzand un lan{ greu care cuprinde o
secventd de aminoacizi reprezentatd de SEQ ID NO: 17 sau 51 sau un fragment al acesteia sau o variantd
a acelei secvente de aminoacizi sau a fragmentului si un lant usor cuprinzind o secventd de aminoacizi
reprezentatd de SEQ ID NO: 24 sau un fragment al acesteia sau o variantd a acelei secvente de aminoacizi
sau a fragmentului si/sau concureazd cu acel anticorp care se leagd de CLDNI18.2 pentru legarea de
CLDN18.2. Intr-un aspect al inventiei, anticorpul care se poate lega de CLDN18.2 recunoaste acelasi sau
in esentd acelasi epitop precum un anticorp care se leagd de CLDNI18.2 cuprinzand un lant greu care
cuprinde o secventd de aminoacizi reprezentatd de SEQ ID NO: 30 sau un fragment al acesteia sau o
variantd a acelei secvenfe de aminoacizi sau a fragmentului si un lan{ usor cuprinzind o secven{d de
aminoacizi reprezentatd de SEQ ID NO: 35 sau un fragment al acesteia sau o variantd a acelei secvente de
aminoacizi sau a fragmentului si/sau concureazi cu acel anticorp care se leagd de CLDNI18.2 pentru
legarca de CLDN18.2. Intr-un aspect al inventiei, anticorpul care se poate lega de CLDN18.2 recunoaste
acelasi sau in esentd acelasi epitop precum un anticorp care se leagd de CLDNI18.2 cuprinzand un lant
greu care cuprinde o secventd de aminoacizi reprezentatd de SEQ ID NO: 15 sau un fragment al acesteia
sau o variantd a acelei secvente de aminoacizi sau a fragmentului si un lant usor cuprinzand o secventa de
aminoacizi reprezentatd de SEQ ID NO: 20 sau un fragment al acesteia sau o variantd a acelei secvente de
aminoacizi sau a fragmentului si/sau concureazi cu acel anticorp care se leagd de CLDNI18.2 pentru
legarea de CLDN18.2. Un anticorp care concureazd cu un al doilea anticorp pentru legarea de o tinta este
de preferintd antagonist fatd de acel al doilea anticorp.

Intr-o aplicare, fractiunea medicamentoasd toxinicd este permeabild prin membrana celulard.
Intr-o aplicare, fractiunea medicamentoasd toxinica este un agent citotoxic sau citostatic. Intr-o aplicare,
fractiunea medicamentoasi toxinici este un maytansinoid sau o auristatini. Intr-o aplicare,
maytansinoidul este selectat din grupul constind din DM1 si DM4. Intr-o aplicare, auristatina este
selectatd din grupul constand din monometil auristatina E (MMAE) si monometil auristatina F (MMAF).

Conform inventiei, anticorpul care se poate lega de CLDN18.2 este atasat covalent de fractiunea
medicamentoasi toxinica printr-un linker clivabil de o proteazi intracelulari. Intr-o aplicare, linkerul este
un linker clivabil de o catepsini. Intr-o aplicare, linkerul cuprinde o dipeptida. Intr-o aplicare, dipeptida
este val-cit sau phe-lys. Intr-o aplicare, anticorpul este atasat de linker printr-un tiol din cisteina
anticorpului. intr-o aplicare, anticorpul este atasat de linker prin grupe aminice, in mod specific grupe
aminice ale reziduurilor de lizind ale anticorpului.

Intr-o aplicare, CLDN18.2 are secventa de aminoacizi conform SEQ ID NO: 1.

Intr-un alt aspect, prezenta inventic prevede o compozitic farmaceutici ce contine conjugatul
anticorp-medicament din inventie si un solvent, vehicul sau excipient acceptabil farmaceutic.

Intr-un alt aspect, prezenta inventie prevede un preparat medical cuprinzand conjugatul anticorp-
medicament din inventie. Intr-o aplicare, preparatul medical este prezent sub forma unui kit cuprinzand
un recipient care include conjugatul anticorp-medicament. Intr-o aplicare, preparatul medical mai include
instructiuni imprimate de utilizare a preparatului intr-o metoda de tratare sau prevenire a cancerului, in
mod specific un cancer care exprimd CLDN18.2.

Intr-un alt aspect, prezenta inventic prevede conjugatul anticorp-medicament din inventie,
compozifia farmaceutica din inventie sau preparatul medical din inventie pentru utilizare terapeuticd, in
mod specific pentru utilizare intr-o metodd de tratare sau prevenire a cancerului, in mod specific un
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cancer care exprimd CLDN18.2. Intr-o aplicare, metoda de tratare sau prevenire a cancerului este o
metoda de tratare a unui cancer care exprimd CLDN18.2 din inventie.

Alte caracteristici si avantaje ale prezentei inventii vor reiesi din urmitoarea descriere detaliata si
din revendicari.

SCURTA DESCRIERE A FIGURILOR

Figura 1: Conjugarea anticorpului cu medicamentul.

Figura 2: Reducerea viabilititii dupa co-incubarea celulelor HEK293~CLDN18.2 cu mAb anti-
CLDN18.2 himerici si Fab-ZAP (evaluare indirecti a internalizarii).

Celulele HEK293~CLDN18.2 au fost incubate 72 h cu anticorpi specifici anti-CLDN18.2 si fragment Fab
IgG anti-uman conjugat cu saporind (Fab-ZAP uman). Endocitoza IMAB362, chim mAB294, chim
mAB308 si chim mAB359 s-a determinat indirect misurand viabilitatea celulard. Punctele de date (n=3
reproduceri) sunt indicate ca medie + SD.

Figura 3: Reducerea viabilitatii dupa co-incubarea celulelor HEK293~CLDN18.2 cu anticorpi anti-
CLDN18.2 murini §i Fab-ZAP (evaluare indirectd a internalizirii).

Celulele HEK293~CLDN18.2 au fost incubate 72 h cu anticorpi murini reactivi anti-CLDN18.2 si
fragment Fab IgG anti-soarece conjugat cu saporind (Fab-ZAP murin). Endocitoza diferitilor anticorpi
murini reactivi anti-CLDN18.2 -a determinat indirect misurand viabilitatea celulara.

Figura 4: Afinitatile de legare relative ale IMAB362-DM4 si IMAB362-vcMMAE de celule pozitive
la CLDN18.2.

Afinitdtile de legare relative ale conjugatilor IMAB362-toxind comparativ cu IMAB362 neconjugat s-au
determinat pe celule (A) NUGC-4 10cF7-5 sort3a si (B) DAN-G 1C5F2 care exprimd endogen
CLDN18.2, celule (C) NCI-N87~CLDN18.2 si (D) BxPC-3~CLDN18.2 care supracxprimd ectopic
CLDN18.2 prin citometrie in flux la concentratii ale anticorpului de pani la 20 pg/ml. Punctele de date
(n=2 reproduceri) sunt indicate ca medie + SD.

Figura 5: Legarea mediata de CLDN18.2 a IMAB362-DM4 si IMAB362-vcMMAE.

Legarea mediati de CLDN18.2 a conjugatilor IMAB362-toxind a fost analizatdi pe (A) celule NCI-
N87~CLDN18.2 care supraexprimi ectopic CLDN18.2 si pe (B) linia celulard tumorald umana negativi
la CLDN18.2 corespunzatoare prin citometrie in flux la concentratii ale anticorpului de pana la 20 pg/ml.
Punctele de date (n=2 reproduceri) sunt indicate ca medie + SD.

Figura 6: Specificititile de legare ale IMAB362-DM4 si IMAB362-vcMMAE.

Specificititile de legare ale conjugatilor IMAB362-toxind s-au determinat pe celule (A) HEK293-
CLDN18.2, (B) HEK293~CLDN18.1 sau (C) HEK293~control ca un control negativ. Legarea a fost
analizata prin citometrie in flux la concentratii ale anticorpului de pana la 20 pg/ml. Punctele de date (n=2
reproduceri) sunt indicate ca medie + SD.

Figura 7: Efectul IMAB362-DM4 si IMAB362-vcMMAE asupra viabilititii liniilor celulare de
carcinom uman care exprima CLDN18.2.

Curbele de raspuns la dozi ale reducerii mediate de IMAB362-DM4 si IMAB362-vceMMAE a viabilitatii
celulelor (A) NUGC-4 10cF7-5 sort 3a, (B) NCI-N87-CLDN18.2 si (C) BxPC-3~CLDN18.2. IMAB362
s-a folosit ca un control negativ (fara efect in testele de viabilitate in aceste conditii). Celulele au fost
incubate 72 h in prezenfa anticorpului la concentratii de pand la 16875 ng/ml. Reducerea viabilititii
celulare s-a masurat folosind un test de viabilitate pe bazd de XTT. Punctele de date (n=3 reproduceri)
sunt indicate ca medie + SD.

Figura 8: Dependenta de CLDN18.2 a reducerii mediate de IMAB362-vcMMAE a viabilitatii
celulelor tumorale.

Dependenta de tintd a reducerii mediate de IMAB362-veMMAE a viabilitdtii celulare s-a determinat pe
celule NCI-N§87 (CLDN18.2-negative) si NCI-N87~CLDN18.2 care exprimi ectopic tinta. Celulele au
fost incubate 72 h cu IMAB362-veMMAE sau IMAB362 neconjugat la concentratii de pand la 16875
ng/ml. Se stie cdA IMAB362 nu are activitate in conditiile experimentale folosite aici. Reducerea
viabilititii celulare s-a misurat folosind un test de viabilitate pe bazi de XTT. Punctele de date (n=3
reproduceri) sunt indicate ca medie + SD.

Figura 9: Specificitatea reducerii mediate de IMAB362-vc MMAE a viabilititii celulare.
Specificitatea la tinta a reducerii mediate de IMAB362-veMMAE a viabilititii celulare s-a testat cu celule
HEK293-CLDNI18.2 transfectate stabil, HEK293~CLDN18.1 si HEK293~control. Celulele au fost
incubate 72 h in prezenfa IMAB362-vcMMAE la concentratii de pand la 16875 ng/ml. Reducerea
viabilititii celulare s-a misurat folosind un test de viabilitate pe bazi de XTT. Punctele de date (n=3
reproduceri) sunt indicate ca medie + SD.

Figura 10: Activitati martor ale IMAB362-DM4 si IMAB362-vcMMAE.
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Inducerea mediatd de IMAB362-DM4 si IMAB362-vcMMAE a efectelor martor s-au determinat in
experimente de co-culturd folosind celule PA-1(Luc) (negative la CLDN18.2/pozitive la luciferaza) si
celule NUGC-4 10cE8 (pozitive la CLDN18.2/negative la luciferazi). Ca un control de fond, celulele PA-
1(Luc) s-au incubat cu IMAB362-DM4 sau IMAB362-veMMAE. Pentru tratament, celulele au fost
cultivate 4 zile in prezenta a 200 ng/ml IMAB362-DM4, 800 ng/ml IMAB362-veMMAE sau 800 ng/ml
IMAB362. S-a mdsurat activitatea luciferazei.

Figura 11: Inhibarea cresterii tumorilor de xenogrefi BxPC-3~CLDN18.2 avansate de citre
IMAB362-DM4.

Celulele BxPC-3~CLDN18.2 CLDN18.2-pozitive au fost grefate subcutanat in partea laterald a soarecilor
fird par atimici femele. In ziua 14, soarecii au fost organizati in 4 grupuri si injectati intravenos cu o
singurd dozd de vehicul, 7.5 mg/kg, 15 mgkg IMAB362-DM4 sau o dozid repetatd de 15 mg/kg
IMAB362-DM4 (zina 14 si 21). Dimensiunca tumorilor subcutanate s-a mdasurat de doud ori pe
sdptdmana (medie + SEM). Marime grup n=5. SD: dozi unica, RD: dozi repetati.

Figura 12: Greutatea corporald medie a soarecilor tratati cu IMAB362-DM4.

Greutatea corporald a soarecilor fard par purtitori de tumori BxPC-3~CLDNI18.2 tratati cu o doza unica
de control vehicul, 7.5 mg/kg sau 15 mg/kg sau doze repetate de 15 mg/kg IMAB362-DM4 s-a
monitorizat de doud ori pe siptimand. Greutatea corporald a celor 4 grupuri este prezentatd ca medie.
Mirime grup n=5.

Figura 13: Parametrii chimici clinici din administrarea dozelor unice si repetate de IMAB362-DM4
in goareci fari par cu xenogrefe.

Analiza chimicd clinicd a soarecilor fard par femele purtitori de tumori BxPC-3~CLDN18.2 tratafi
intravenos cu o dozi unici de vehicul, 7.5 mg/kg, 15 mg/kg IMAB362-DM4 sau o doza repetatd de 15
mg/kg IMAB362-DM4 s-a efectuat in ziua 49 dupd grefare. A) Alanin transaminaza (GPT), B) aspartat
transaminaza (GOT), C) glutamat dehidrogenaza, D) fosfataza alcalind, E) a-amilaza, F) colinesteraza, G)
creatin kinaza (CK), H) lactat dehidrogenaza (LDH), I) lipaza, J) uree, K) glucoza, L) proteind totald si
M) albumina.

Figura 14: Analiza histologica a sectiunilor de stomac de la soareci tratati ca IMAB362-DM4 si
vehicul.

Soarecii purtitori de tumori de xenogrefi BxPC-3~CLDNI18.2 au fost tratati cu IMAB362-DM4. In ziua
49 soarecii post-grefa au fost sacrificati si organele selectate au fost disecate si fixate in formalina.
Sectiuni din aceste tesuturi FFPE s-au colorat cu hematoxilin-eozind si s-au examinat microscopic cu
privire la modificari morfologice. (A, C) Tesuturi stomacale ale unui soarece reprezentativ din grupul de
tratament cu cea mai mare expunere IMAB362-DM4 (15 mg/kg IMAB362-DM4 in ziua 14 si ziua 21
post-grefd). (B, D) Tesuturi stomacale ale unui soarece din grupul de control tratat doar cu vehicul.
Mirire: vezi bara de scara.

Figura 15: Inhibarea cresterii tumorilor de xenogrefi BxPC-3~CLDN18.2 avansate de citre
IMAB362-vcMMAE.

Celulele BxPC-3~CLDN18.2 CLDN18.2-pozitive au fost grefate subcutanat in soareci fard par femele. In
ziua 14, soarecii au fost organizati in 4 grupuri si injectafi intravenos cu o singurd doza de vehicul, 8
mg/kg, 16 mg/kg IMAB362-veMMAE sau o doza repetati de 16 mg/kg IMAB362-veMMAE (ziua 14 si
21). Dimensiunea tumorilor subcutanate s-a misurat de doud ori pe sdptimani (medic + SEM). Marime
grup n=5.

Figura 16: Greutatea corporali medie a soarecilor tratati cu IMAB362-vcMMAE.

Greutatea corporald a soarecilor fard par femele purtitori de tumori tratati cu o dozd unicd de control
vehicul, 8 mg/kg sau 16 mg/kg sau doze repetate de 16 mg/kg IMAB362-vcMMAE s-a monitorizat de
doud ori pe saptdmand. Greutatea corporald a celor 4 grupuri este prezentatd ca medie. Marime grup n=>5.
Figura 17: Parametrii chimici clinici din administrarea dozelor unice si repetate de IMAB362-
vcMMAE in soareci fira pir cu xenogrefe.

Analiza chimicd clinicd a soarecilor fard par femele purtitori de tumori BxPC-3~CLDN18.2 tratafi
intravenos cu o doza unici de vehicul, 8 mg/kg, 16 mg/kg IMAB362-veMMAE sau o doza repetatd de 16
mg/kg IMAB362-veMMAE s-a efectuat in ziva 37 dupd grefare. A) Alanin transaminaza (GPT), B)
aspartat transaminaza (GOT), C) glutamat dchidrogenaza, D) fosfataza alcalini, E) o-amilaza, F)
colinesteraza, G) creatin kinaza (CK), H) lactat dehidrogenaza (LDH), I) lipaza, J) urce, K) glucoza, L)
proteind totald si M) albumina.

Figura 18: Eficienta anti-tumorald dependentd de doza a IMAB362-DM4 si IMAB362-vcMMAE
intr-un model tumoral de xenogrefi gastric NCI-N§7~CLDN18.2 uman avansat.

Celulele NCI-N87~CLDN18.2 care exprimi ectopic CLDN18.2 umani au fost grefate subcutanat in
soareci fard par femele. In ziua 10 post grefare, soarecii au fost grupati si injectafi intravenos cu o singura
doz3 de vehicul, 3.8, 7.6 sau 15.2 mg/kg IMAB362-DM4 sau 4, 8 sau 16 mg/kg IMAB362-vcMMAE in
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ziua 13. Un alt grup de control a primit doze repetate de ~8 mg/kg IMAB362 de doud ori pe sdptdmani
alternind injectii I'V si i.p.. Volumele tumorale s-au masurat de doud ori pe sdptimani. Animalele au fost
sacrificate cAnd volumul tumoral a depisit 1400 mm® sau cAnd tumorile au ulcerat. Analiza statisticd a
cresterii tumorale s-a efectuat folosind Kruskal-Wallis si test post-hoc Dunn. Supravietuirea s-a analizat
folosind testul Mantel Cox care compard grupul de control vehicul cu IMAB362-DM4 si IMAB362-
veMMAE. (A-H) Curbe de crestere tumorald, (I, K) crestere tumorald medie (+ SEM) si (J, L) grafice de
supravietuire a soarecilor tratafi cu control vehicul, IMAB362 sau IMAB362-DM4 sau IMAB362-
vcMMAE. Mirime grup: n=11; *: p<0.05; ***p<0.001. Sigeata indicd inceputul tratamentului.

Figura 19: Eficienta anti-tumorali a IMAB362-DM4 si IMAB362-vcMMAE intr-un model tumoral
de xenogrefi gastric NUGC-4 10cF7-5 sort3a uman incipient.

Celulele NUGC-4 10cF7-5 sort3a care exprimid endogen CLDNI18.2 au fost grefate subcutanat in soareci
fara par femele. in ziva 3. soarecii au primit vehicul, 15.2 mg/kg IMAB362-DM4 sau 16 mg/kg
IMAB362-veMMAE printr-o singurd injectic IV. Volumele tumorale s-au mdsurat de doud ori pe
siptdmand. Animalele au fost sacrificate cAnd volumul tumoral a depasit 1400 mm? sau ¢cind tumorile au
ulcerat sau dupa perioada de observare predefiniti de 120 de zile. Analiza statistica a cresterii tumorale s-
a efectuat folosind Kruskal-Wallis si test post-hoc Dunn. Supravietuirea s-a analizat folosind testul
Mantel Cox. (A-C) Curbe de crestere tumorald, (D) crestere tumorald medie (+ SEM) si (E, F) grafice de
supravietuire a soarecilor tratati cu control vehicul, IMAB362-DM4 sau IMAB362-vcMMAE. Mirime
grup: n=10; ¥**: p<0.001; #***: p<0.0001. Sageata indicd punctul in timp al tratamentului.

Figura 20: Eficienta anti-tumorali dependenti de doza a IMAB362-DM4 si IMAB362-

vcMMAE intr-un model tumoral de xenogrefa pancreatic BxPC-3~CL.DN18.2 uman

avansat.

Celulele BxPC-3~CLDN18.2 care exprimd ectopic CLDN18.2 umand au fost grefate subcutanat in
soareci fard par femele. in ziua 13, soarecii au fost grupati si injectati intravenos cu o singurdi doza de
vehicul, 3.8, 7.6 sau 15.2 mg/kg IMAB362-DM4 sau 4, 8 sau 16 mg/kg IMAB362-veMMAE in ziua 14.
Soarecii din grupul cu anticorp de control au primit ~8 mg/kg IMAB362 neconjugat de doud ori pe
saptimand alternind injectii IV si i.p.. Dimensiunea tumorald s-a masurat de doud ori pe saptimana.
Animalele au fost sacrificate cind volumul tumoral a depisit 1400 mm?® sau cind tumorile au ulcerat.
Analiza statistici a cresterii tumorale s-a efectuat folosind Kruskal-Wallis si test post-hoc Dunn.
Supravietuirea a fost analizati folosind testul Mantel Cox care compard grupul de control vehicul cu
IMAB362-DM4 si IMAB362-veMMAE. (A-H) Curbe de crestere tumorald (I, K) crestere tumorald
medie (= SEM) si (J, L) grafice de supravietuire a soarecilor tratati cu control vehicul, IMAB362,
IMAB362-DM4 sau IMAB362-veMMAE. Mirime grup: n=11; p<0.05; **: p<0.01; ***: p<0.001; ****;
p<0.0001. Sdgeata indica punctul in timp al tratamentului.

Figura 21: Eficienta anti-tumorali a IMAB362-DM4 si IMAB362-vcMMAE intr-un model tumoral
de xenogrefi pancreatic DAN-G 1C5F2 uman incipient.

Celulele DAN-G 1C5F2 care exprima endogen CLDN18.2 au fost grefate subcutanat in soareci fara par
femele. In ziua 3 post grefare, soarecii au fost tratati cu o singuri injectic IV de control vehicul, 15.2
mg/kg IMAB362-DM4 sau 16 mg/kg IMAB362-veMMAE. Volumele tumorale s-au masurat de doud ori
pe saptdmind. Animalele au fost sacrificate cind soarecii au pierdut peste 10% greutate corporala din
cauza casexiei provocate de cancer, cand tumorile au ulcerat sau dupd perioada de observare predefinitd
de 120 de zile. Analiza statisticd a cresterii tumorale s-a efectuat folosind Kruskal-Wallis si test post-hoc
Dunn. Supravietuirea s-a analizat folosind testul Mantel Cox. (A-C) Curbe de crestere tumorala (D)
crestere tumorald medie (+ SEM) si (E, F) grafice de supravietuire a soarecilor tratafi cu control vehicul,
IMAB362-DM4 sau IMAB362-veMMAE. Marime grup: n=10; **: p<0.01; ***: p<0.001. Sageata indica
punctul in timp al tratamentului.

Figura 22: Analiza histologica a sectiunilor de stomac de la soareci tratati cu IMAB362-vcMMAE si
vehicul.

Soarecii purtitori de tumori de xenogrefd BxPC-3~CLDN18.2 au fost tratati cu IMAB362-vcMMAE. In
ziua 37 post-grefd soarecii au fost sacrificati si organele selectate au fost disecate si fixate in formalina.
Sectiuni din aceste tesuturi FFPE au fost colorate cu hematoxilin-eozind si examinate microscopic cu
privire la modificiri morfologice. (A, C) Tesut stomacal al unui soarece reprezentativ din grupul de
tratament cu cea mai mare expunere IMAB362-veMMAE (16 mg/kg IMAB362-veMMAE in ziua 14 si
ziua 21 post-grefd). (B, D) Tesut stomacal al unui soarece din grupul de control tratat doar cu vehicul.
Mirire: vezi bara de scara.

Figura 23: Inducerea apoptozei de citre IMAB362-DM4 si IMAB362-vceMMAE.

Inducerea mediatd de IMAB362-DM4 si IMAB362-vceMMAE a apoptozei s-a determinat masurdnd
activitatea caspazei 3/7 si prin colorare cu anexind V folosind celule NUGC-4 10cES8 pozitive tintd. A)
Activitatea caspazei 3/7 s-a analizat dupd ce celulele au fost incubate 3 zile in prezenta a 2.5 pg/ml
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anticorpi IMAB362 (n=3 reproduceri, medie = SD). B) Analiza citometricd in flux a celulelor colorate cu
anexind V si iodurd de propidiu (PI) s-a efectuat la 4 zile dupa tratament cu 2.5 pg/ml anticorpi IMAB362
(n=3 reproduceri). Celulele netratate au avut rol de control.

Figura 24: Eficienta anti-tumorali a IMAB362-DM4 si IMAB362-vcMMAE intr-un model tumoral
de xenogrefa gastric NUGC-4 10cF7-5 sort3a uman avansat.

Celulele NUGC-4 10cF7-5 sort3a care exprimid endogen CLDN18.2 au fost grefate subcutanat in soareci
fird par femele. In ziva 10, soarecii au primit vehicul, 15.2 mg/kg IMAB362-DM4 sau 16 mg/kg
IMAB362-veMMAE printr-o singurd injectic IV. Volumele tumorale s-au mdsurat de doud ori pe
saptimanad. Animalele au fost sacrificate cand volumul tumoral a depdsit 1400 mm3, cind tumorile au
ulcerat sau dupa perioada de observare predefiniti de 120 de zile. Analiza statistica a cresterii tumorale s-
a efectuat folosind Kruskal-Wallis si test post-hoc Dunn. Supravietuirea s-a analizat folosind testul
Mantel Cox. (A-C) Curbe de crestere tumorald, (D) crestere tumorald medie (= SEM) si (E, F) grafice de
supravietuire a soarecilor tratati cu control vehicul, IMAB362-DM4 sau IMAB362-vcMMAE. Mirime
grup: n=10; *: p<0.05; ***: p<0.001. Sdgeata indicd punctul in timp al tratamentului.

Figura 25: IMAB362-DM4 si IMAB362-vcMMAE au mediat ADCC asupra celulelor canceroase
umane care exprima CLDN18.2,

A) Curbe de rispuns la dozd ale ADCC mediate de IMAB362-DM4 (cercuri negre pline), IMAB362-
veMMAE (triunghiuri negre pline) si IMAB362 (patrate negre deschise) asupra celulelor de carcinom
stomacal uman NUGC-4 10cF7_5 sort3a p3151#10 care exprimi endogen CLDN18.2. Experimentele s-
au efectuat folosind un raport efector - tintd de -40:1. Punctele de date (n=4 reproduceri) sunt indicate ca
medie = SD. B) Analiza citometricd in flux a expresiei CLDN18.2 pe celule NUGC-4 10cF7_5 sort3a
p3151#10. Histogrami umplutd cu gri: anti-CLDN18.2 (IMAB362, 50 pg/ml). Linie punctatd neagra:
control izotip.

Figura 26: IMAB362-DM4 si IMAB362-vcMMAE au mediat CDC asupra celulelor canceroase
umane care exprima CLDN18.2.

A) Curbe de raspuns la dozi ale CDC mediate de IMAB362-DM4 (cercuri negre pline), IMAB362-
veMMAE (triunghiuri negre pline) si IMAB362 (patrate negre deschise) asupra celulelor de carcinom
stomacal uman KATO-III FGF BP#12 adM p3151#25 (stinga) si NUGC-4 10cF7_5 sort3a p3151#10
(dreapta) care exprimd endogen CLDNI18.2. Celulele tintd care exprimi luciferaza au fost incubate 90
min cu 20% ser uman (de la donatori umani sdndtosi) si anticorpii respectivi la concentratiile indicate.
Punctele de date (n=3 reproduceri) sunt indicate ca medie = SD. B) Analize citometrice in flux ale
expresiei CLDN18.2 pe celule KATO-III FGF BP#12 adM p3151#25 (stinga) si NUGC-4 10cF7_5
sort3a p3151#10 (dreapta). Histograma umplutd cu gri: anti-CLDN18.2 (IMAB362, 50 pg/ml). Linie
punctatd neagra: control izotip.

DESCRIERE DETALIATA

Inventia este definitd in revendicdri.

Desi prezenta specificatie este descrisd detaliat mai jos, se va intelege cd aceastd descriere nu se
limiteaza la anumite metodologii, proceduri si reactivi descrisi in prezenta, care pot varia. Se va intelege
de asemenea ci terminologia folositd in prezenta are exclusiv scopul de a descriec anumite aplicari, fira a
limita sfera de aplicare a prezentei inventii, care va fi limitatd doar de revendicdrile anexate. Daci nu se
definesc in alt mod, toti termenii tehnici si stiintifici folosi{i in prezenta au intelesul folosit in mod uzual
in domeniu.

In cele ce urmeazi se vor descrie clementele prezentei inventii. Aceste elemente sunt incadrate
in aplicari specifice, insa se va intelege cd acestea pot fi combinate in orice manierd si in orice numar
pentru a crea aplicdri suplimentare. Diferitele exemple descrise si aplicdrile preferate nu vor fi interpretate
ca o limitare a prezentei specificatii doar la aplicdrile descrise in mod explicit. Aceastd descrise va fi
inteleasd ca sustinind si cuprinzind apliciri care combind aplicarile descrise in mod explicit cu orice
numdr de elemente divulgate si/sau preferate. De asemenea, orice permutatii si combinatii ale tuturor
elementelor descrise in prezenta cerere vor fi considerate divulgate de descrierea prezentei cereri, dacd nu
se indicd altceva in context.

De preferintd, termenii utilizati in prezenta sunt definiti conform descrierii din "A multilingual
glossary of biotechnological terms: (IUPAC Recommendations)”, H.G.W. Leuenberger, B. Nagel & H.
Kolbl, Eds., Helvetica Chimica Acta, CH-4010 Basel, Elvetia (1995).

Punerea in practicd a prezentei inventii va folosi, dacd nu se indicd altceva, metodele
conventionale din chimie, biochimie, biologie celulara, imunologie si tehnici ADN recombinant, explicate
in literatura din domeniu (cf., de ex., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, ed. 2, J. Sambrook et al.
eds., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor 1989).

In cadrul prezentei specificatii si al revendicarilor care urmeazi, daci nu se indici altceva in
context, termenul "cuprinde" si variatiile precum "cuprind" si "cuprinzand" se vor infelege ca incluzind
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un membru, un numdr intreg sau o etapd sau un grup de membri, numere intregi sau etape mentionat, dar
fard a exclude orice alt membru, numir intreg sau etapd sau un grup de membri, numere intregi sau etape,
desi in unele aplicari orice alt astfel de membru, numir intreg sau etapa sau grup de membri, numere
intregi sau etape poate fi exclus, adici obiectul constd din includerea unui membru, unui numir intreg sau
unei etape sau unui grup de membri, numere intregi sau etape menfionat. Termenii "un" si "o" si
referintele similare folosite in contextul descrierii inventiei (in special in contextul revendicarilor) vor fi
interpretati ca acoperind atat singularul, cat si pluralul, dacd nu se indica altceva in prezenta sau nu se
mentioneaza altceva in mod expres in context. Indicarea intervalelor de valori in prezenta constituie doar
o modalitate concisad de a face referire individuala la fiecare valoare separatd din intervalul respectiv.
Daci nu se indica altceva in prezenta, fiecare valoare individuald este incorporatd in specificatie ca si
cand ar fi mentionatd in mod individual in prezenta. Toate metodele descrise in prezenta pot fi efectuate
in orice ordine corespunzitoare dacd nu se indica altceva in prezenta sau daca nu se mentioneaza altceva
in mod expres in context. Folosirea oricaruia dintre exemple sau a limbajului exemplificativ (de ex., "cum
ar fi") in prezenta are exclusiv scopul de a ilustra mai bine inventia si nu limiteaza in nici un fel sfera de
aplicare a inventiei revendicate. Nici un limbaj din specificatie nu va fi interpretat ca indicand un element
nerevendicat ca fiind esential in aplicarea inventiei.

Claudinele reprezintd o familic de proteine care sunt cele mai importante componente ale
jonctiunilor strinse, unde stabilesc bariera paracelulard care controleazi fluxul moleculelor in spatiul
intercelular dintre celulele unui epiteliu. Claudinele sunt proteine transmembranare care acopera
membrana de 4 ori cu extremititile N si C situate ambele in citoplasma. Prima bucla extracelulard, sau
domeniu, constd in medie din 53 de aminoacizi, iar a doua bucli extracelulari, sau domeniu, constd din
aproximativ 24 de aminoacizi. Proteinele de pe suprafata celulard din familia claudinelor, cum ar fi
CLDNI18.2, sunt exprimate in tumori de origini diferite si sunt adecvate in mod special ca structuri tintd in
legdturd cu imunoterapia cancerului mediatd de anticorpi datoritd expresiei lor selective (fird expresie
intr-un tesut normal relevant pentru toxicitate) si localizarii in membrana plasmatici.

Termenul "CLDN", in sensul folosit in prezenta, inseamni claudind si include CLDN18.2. De
preferintd, o claudind este o claudind umana.

Termenul "CLDN18" se referd la claudina 18 si include orice variante, inclusiv varianta de
matisare 1 a claudinei 18 (claudin 18.1 (CLDN18.1)) si varianta de matisare 2 a claudinei 18 (claudin
18.2 (CLDN18.2)).

Termenul "CLDN18.2" se referd de preferintd la CLDN18.2 umani si, in mod specific, la o
proteind cuprinzind, de preferintd constand din secventa de aminoacizi conform SEQ ID NO: 1 din lista
secventelor sau o variantd a secventei aminoacidice respective. Prima bucla extracelulara, sau domeniu, a
CLDNI18.2 cuprinde de preferintd aminoacizii 27 pand la 81, mai preferabil aminoacizii 29 pani la 78 din
secventa de aminoacizi indicatd in SEQ ID NO: 1. A doua buclj extracelulara, sau domeniu, a CLDN18.2
cuprinde de preferin{d aminoacizii 140 pani la 180 din secvenfa de aminoacizi indicatd in SEQ ID NO: 1.
Prima si a doua bucld extracelulard formeazd de preferintd portiunca sau domeniul extracelular al
CLDNI18.2.

CLDN18.2 este exprimatd selectiv in tesuturi normale in celule epiteliale diferentiate ale
mucoasei gastrice. CLDNI18.2 este exprimata in cancere de diferite origini cum ar fi carcinom pancreatic,
carcinom esofagian, carcinom gastric, carcinom bronsic, carcinom mamar si tumori ENT. CLDN18.2 este
o fintd importantd pentru prevenirea si/sau tratarea tumorilor primare, cum ar fi cancer gastric, cancer
esofagian, cancer pancreatic, cancer pulmonar cum ar fi cancer pulmonar macrocelular (NSCLC), cancer
ovarian, cancer de colon, cancer hepatic, cancer la cap si git si cancere de vezicd biliard si metastazele
lor, in mod specific metastaza cancerului gastric cum ar fi tumori Krukenberg, metastazd peritoneald si
metastaza ganglionara.

Termenul "CLDNI18.1" se referd de preferintd la CLDN18.1 umana si, in mod specific, la o
proteind cuprinzind, de preferintd constand din secventa de aminoacizi conform SEQ ID NO: 2 din lista
de secvente sau o variantd a secventei aminoacidice respective.

Termenul "variantd" se referd conform inventiei, in mod specific, la mutanti, variante de
matisare, conformatiuni, izoforme, variante alelice, variante de specie si omologi de specie, in special cele
care apar in mod natural. O varianta alelica se referd la o modificare a secventei normale a unei gene, a
cirei importantd este adesea neclard. Secventierea genicd completa identificd adesea numeroase variante
alelice ale unei gene date. Un omolog de specie este o secventd de acid nucleic sau secventd de
aminoacizi cu o specie de origine diferitd de cea a unei secvente date de acid nucleic sau aminoacizi.
Termenul "variantd" va include toate variantele modificate post-translational si variante structurale.

Conform inventiei, termenul "cancer care exprimd CLDN18.2" sau "cancer CLDN18.2-pozitiv"
inseamnd un cancer care implica celule canceroase care exprimd CLDN18.2, de preferintd pe suprafata
celulelor canceroase respective.
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"Suprafata celulard" se utilizeaza cu sensul sdu normal in domeniu, incluzind asadar exteriorul
celulei care este accesibil legdrii de proteine si alte molecule.

CLDNI18.2 este exprimatd pe suprafata celulelor daca se afla la suprafafa celulelor respective si
este accesibild legarii de catre anticorpi CLDN18.2-specifici addugati in celule.

Termenul "portiune extracelulard" sau "domeniu extracelular”, in contextul prezentei inventii, se
referd la o parte a unei molecule cum ar fi o proteina orientatd citre spatiul extracelular al unei celule si
de preferintd este accesibila de la exteriorul celulei respective, de ex., de citre molecule de legare a
antigenului, cum ar fi anticorpi situati in afara celulei. De preferintd, termenul se referd la una sau mai
multe bucle sau domenii extracelulare sau un fragment al acestora.

Conform inventiei, CLDN18.2 nu este este in mare misurd exprimatd intr-o celuld dacd nivelul
expresiei este mai scdzut comparativ cu expresia din celulele stomacale sau tesutul stomacal. De
preferintd, nivelul de expresie este mai mic decat 10%, de preferintd mai mic decét 5%, 3%, 2%, 1%,
0.5%, 0.1% sau 0.05% din expresia din celulele stomacale sau tesutul stomacal sau chiar mai mic. De
preferinti, CLDNI18.2 nu este este in mare masurd exprimatd intr-o celuld dacd nivelul expresiei
depaseste nivelul expresiei din tesut necanceros, altul decat cel stomacal, cu nu mai mult decat de 2 ori,
de preferintd de 1,5 ori, si de preferintd nu depdseste nivelul expresiei din tesutul necanceros respectiv. De
preferintd, CLDN18.2 nu este este in mare misurd exprimata intr-o celuld daca nivelul expresiei este sub
limita de detectie si/sau dacd nivelul expresiei este prea mic pentru a permite legarea de citre anticorpi
CLDN18.2-specifici addugati in celule.

Conform inventiei, CLDN18.2 este exprimatd intr-o celuld dacd nivelul expresiei depiseste
nivelul expresiei in tesut necanceros, altul decit cel stomacal, cu nu mai mult decat de 2 ori, de preferinti
de 10 ori, de 100 de ori, de 1000 de ori sau de 10000 de ori. De preferintd, CLDN18.2 este exprimata intr-
o celuld daca nivelul expresiei este peste limita de detectie si/sau dacd nivelul expresiei este suficient de
mare pentru a permite legarea de catre anticorpi CLDN18.2-specifici addugati in celule. De preferinta,
CLDNI18.2 exprimatd intr-o celuld este exprimatd sau expusd pe suprafata celulei respective.

Termenul "boald" se referd la o stare anormald care afecteazd corpul unui individ. O boald se
intelege adesea ca o afectiune medicald asociati cu simptome si semne specifice. O boala poate fi cauzati
de factori proveniti dintr-o sursd externd, cum ar fi o boald infectioasd, sau poate fi cauzati de disfunctii
interne, cum ar fi boli autoimune. La om, "boala" se utilizeaza adesea mai larg, desemnind orice afectiune
care cauzeaza durere, disfunctie, suferintd, probleme sociale sau decesul individului afectat sau probleme
similare celor in contact cu individul. In acest sens mai larg, include uneori leziuni, dizabilitdti, tulburari,
sindroame, infectii, simptome izolate, compartamente deviante si variatii atipice de structurd si functie, in
timp ce in alte contexte si in alte scopuri acestea pot fi considerate categorii distincte. Bolile afecteaza de
obicei indivizii nu doar fizic, ci si emotional, deoarece contractarea si traiul cu mai multe boli poate
schimba perspectiva asupra vietii si personalitatea. Conform inventiei, termenul "boald" include cancer, in
mod specific formele de cancer descrise in prezenta. Orice referin{d in prezenta la cancer sau forme
specifice ale acestuia include si metastaza acestora. Intr-o aplicare preferati, o boali
tratabild conform prezentei cereri implica celule care exprima CLDN18.2.

"Boala care implici celule care exprimd CLDN18.2" sau "boald asociata cu celule care exprimi
CLDN18.2" sau expresii similare inseamnd conform inventiei cA CLDN18.2 este exprimatd in celulele
unui tesut sau organ bolnav. Intr-o aplicare, expresia CLDN18.2 in celulele unui fesut sau organ bolnav
este marita fatd de starea unui tesut sau organ sinitos. O crestere se referd la o crestere cu cel putin 10%,
in special cel putin 20%, cel putin 50%, cel putin 100%, cel putin 200%, cel putin 500%, cel putin
1000%, cel putin 10000% sau chiar mai mult. Intr-o aplicare, expresia este detectatd numai intr-un tesut
bolnav, in timp ce expresia intr-un tesut sdndtos este reprimatd. Conform inventiei, bolile asociate cu
celule care exprimd CLDNI18.2 includ boli canceroase. De asemenea, conform inventiei, bolile
canceroase sunt de preferinta cele in care celulele canceroase exprimda CLDN18.2.

Termenii "boald canceroasd" sau "cancer" se referd la sau descriu starea fiziologicd a unui
individ caracterizatd in mod tipic prin crestere celulard neregulati. Exemplele de cancere includ,
nelimitativ, carcinom, limfom, blastom, sarcom si leucemie. Mai specific, exemplele de cancere includ
cancer 0sos, cancer sanguin, cancer pulmonar, cancer hepatic, cancer pancreatic, cancer de piele, cancer
la cap sau gat, melanom cutanat sau intraocular, cancer uterin, cancer ovarian, cancer rectal, cancer al
regiunii anale, cancer stomacal, cancer de colon, cancer mamar, cancer de prostatd, cancer uterin,
carcinom al organelor sexuale si reproducdtoare, boala Hodgkin, cancer esofagian, cancer de intestin
subtire, cancer al sistemului endocrin, cancer de glanda tiroidiand, cancer de glanda paratiroidiand, cancer
de glanda suprarenald, sarcomul tesutului moale, cancer vezical, cancer renal, carcinom cu celule renale,
carcinom de pelvis renal, neoplasme ale sistemului nervos central (SNC), cancer neuroectodermic, tumori
de canal spinal, gliom, meningiom si adenom pituitar. Termenul "cancer" conform inventiei cuprinde si

metastaze canceroase. De preferintd, o "boald canceroasd" se caracterizeazi prin celule care exprimi
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CLDN18.2 si o celuld canceroasd exprimd CLDNI18.2. O celuld care exprimd CLDNIS8.2 este de
preferint o celuld canceroasd, de preferin{d asociatd cu cancerele descrise in prezenta.

Conform inventiei, termenul "tumoare" sau "boala tumorald" se referd la o crestere anormala a
celulelor (denumite celule neoplazice, celule tumorigene sau celule tumorale) care formeaza de preferinta
o umflaturd sau leziune. Prin "celuld tumorald" se intelege o celuld anormald care creste printr-o
proliferare celulara rapidi si necontrolati si continud sa creascd si dupd incetarea stimulilor care au initiat
cresterea. Tumorile prezintd absentd partiald sau completd a organizarii structurale si coordondrii
functionale cu tesutul normal si formeaza de obicei o masd de tesut distinctd, care poate fi benignd, pre-
malignd sau malignd. Conform inventiei, o "boald canceroasd" este de preferintd o "boald tumorald".
Totusi, in general, termenii "cancer" si "tumoare" se utilizeaza in prezenta interschimbabil.

Intr-o aplicare, un cancer conform inventiei implici celule canceroase care exprimi CLDN18.2.
Intr-o aplicare, cancerul este pozitiv la CLDN18.2. intr-o aplicare, expresia CLDN18.2 este la suprafata
celulelor. Intr-o aplicare, cel putin 50%, de preferinti 60%, 70%, 80% sau 90% dintre celulele canceroase
sunt pozitive la CLDN18.2 si/sau cel putin 40%, de preferinta cel putin 50% dintre celulele canceroase
sunt pozitive pentru expresia la suprafati a CLDN18.2. intr-o aplicare, cel putin 95% sau cel putin 98%
dintre celulele canceroase sunt pozitive la CLDN18.2. Intr-o aplicare, cel putin 60%, cel putin 70%, cel
putin 80% sau cel putin 90% dintre celulele canceroase sunt pozitive pentru expresia la suprafatd a
CLDNI18.2.

Intr-o aplicare, un cancer care exprimi CLDN18.2, un cancer care implici celule canceroase care
exprimd CLDN18.2 sau un cancer pozitiv la CLDN18.2 este selectat din grupul constind din cancer
gastric, cancer esofagian, cancer pancreatic, cancer pulmonar cum ar fi cancer pulmonar macrocelular
(NSCLC), cancer ovarian, cancer de colon, cancer hepatic, cancer la cap si gt si cancer de vezic biliard
si metastazele acestora, in special metastaza cancerului gastric cum ar fi tumori Krukenberg, metastaza
peritoneali si metastazi ganglionara limfatica. Intr-o aplicare, cancerul este un adenocarcinom, in special
un adenocarcinom avansat. Bolile canceroase preferate in mod special sunt adenocarcinoame de stomac,
esofag, duct pancreatic, ducte biliare, plaman si ovar. Intr-o aplicare, cancerul este selectat din grupul
constind din cancer stomacal, cancer esofagian, in special de esofag inferior, cancerul jonctiunii
esogastrice si cancer gastro-esofagian. Intr-o aplicare deosebit de preferatd, cancerul este cancer gastro-
esofagian cum ar fi cancer gastro-esofagian avansat metastatic, refractar sau recurent.

Conform inventiei, un "carcinom" este o tumoare malignd derivati din celule epiteliale. Acest
grup reprezintd cele mai comune cancere, inclusiv formele comune ale cancerului mamar, de prostata,
pulmonar si de colon.

"Adenocarcinomul" este un cancer care isi are originea in tesutul glandular. Acest tesut face
parte de asemenea dintr-o categorie tisulard mai mare cunoscutd ca fesut epitelial. Tesutul epitelial
include pielea, glandele si o varietate de alte tesuturi care ciptusesc cavititile si organele corpului.
Epiteliul provine embriologic din ectoderm, endoderm si mezoderm. Pentru a fi clasificat ca
adenocarcinom, celulele nu trebuie sd faca parte neaparat dintr-o glanda, atita vreme cat au proprietifi
secretoare. Aceastd formad de carcinom poate apdrea la unele mamifere superioare, inclusiv la oameni.
Adenocarcinoamele bine diferentiate tind s se asemene cu tesutul glandular din care provin, ceea ce
poate sd nu se intample cu cele slab diferenfiate. Prin colorarea celulelor dintr-o biopsie, un patolog va
stabili daca tumoarea este un adenocarcinom sau un alt tip de cancer. Adenocarcinoamele pot aparea in
multe fesuturi ale corpului pe baza naturii ubicue a glandelor in corp. Desi este posibil ca glandele sa nu
secrete toate aceeasi substantd, atita vreme cit existi o functie exocrind a celulei, este considerat
glandular si forma sa maligna este numitd asadar adenocarcinom. Adenocarcinoamele maligne invadeaza
alte tesuturi si adesea metastazeazd dacd le este lasat suficient timp. Adenocarcinomul ovarian este cel
mai frecvent tip de carcinom ovarian. Include adenocarcinoamele seroase si mucinoase, adenocarcinomul
cu celule clare si adenocarcinomul endometrioid.

Prin "metastazd" se infelege raspandirea celulelor canceroase din locul lor initial intr-o alta parte
a corpului. Formarea metastazei este un proces foarte complex si depinde de desprinderea celulelor
maligne de tumoarca primard, invazia matricei extracelulare, patrunderca in membrancle bazale
endoteliale pentru a intra in cavitifi si vase ale corpului si, dupd ce au fost transportate prin singe,
infiltratia in organe tinti. In sfarsit, cresterea unei noi tumori la locul tinti depinde de angiogenezi.
Metastaza apare adesea chiar si dupd indepdrtarea tumorii primare, deoarece celulele tumorale sau unele
componente pot rimane si pot dezvolta potential metastatic. Intr-o aplicare, termenul "metastazi"
conform invenfiei se referd la "metastaza distantd", care se referd la o metastaza indepartat de tumoarca
primari si sistemul ganglionar limfatic regional. intr-o aplicare, termenul "metastazi" conform inventici
se referd la metastazi in ganglioni limfatici. O forma specifici a metastazei care este tratabild prin terapia
din inventie este metastaza care provine din cancer pancreatic ca situs primar. In aplicari preferate,



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

MD/EP 3283521 T2 2024.03.31
15

aceastd metastaza a cancerului gastric este tumoarea Krukenberg, metastaza peritoneald si/sau metastazi
in ganglioni limfatici.

Tumoarea Krukenberg este o tumoare metastaticd neobisnuitd a ovarului, reprezentand 1% pana
la 2% din toate tumorile ovariene. Prognosticul tumorii Krukenberg este inca foarte slab si nu existi
tratament stabilit pentru tumorile Krukenberg. Tumoarea Krukenberg este un adenocarcinom metastatic
ovarian cu celule in inel cu pecete. Stomacul este situsul primar in majoritatea cazurilor de tumori
Krukenberg (70%). Carcinoamele de colon, apendice si sin (in principal carcinom lobular invaziv) sunt
urmdtoarele situsuri primare mai frecvente. Au fost raportate cazuri rare de tumoare Krukenberg
proveniti din carcinoame ale vezicii biliare, tractului biliar, pancreasului, intestinului subtire, ampulei lui
Vater, colului uterin si vezicii urinare/urachus. Intervalul dintre diagnosticul unui carcinom primar si
descoperirea ulterioard a implicarii ovarului este de obicei de 6 luni sau mai putin, dar s-au raportat si
perioade mai lungi. In multe cazuri, tumoarea primari este foarte mici si poate si nu fie detectatd. Un
istoric de carcinom anterior la stomac sau un alt organ poate fi obfinut numai in 20% pana la 30% dintre
cazuri.

Pacientii cu tumori Krukenberg au o rata totald de mortalitate semnificativ de mare. Majoritatea
pacientilor mor in primii 2 ani (supravietuire medie, 14 luni). Mai multe studii aratd ci prognosticul este
slab cind tumoarea primara este identificatd dupd ce se descoperd metastaza in ovar si prognosticul este si
mai riu dacd tumoarea primard rimane ascunsa.

Nu s-a stabilit nici o strategic optimi de tratament pentru tumorile Krukenberg in literaturd. Nu
s-a pus in mod corespunzitor problema daca ar trebui efectuati o rezectie chirurgicald. Chimioterapia sau
radioterapia nu are nici un efect semnificativ asupra prognosticului la pacienti cu tumori Krukenberg.

Termenul "tratament (terapeutic)", in mod specific in legaturd cu tratamentul cancerului in
sensul folosit in prezenta, se referd la orice tratament care vizeaza imbunatifirea starii de sdndtate si/sau
prelungirea (cresterea) viefii unui pacient. Tratamentul poate elimina cancerul, poate reduce dimensiunea
sau numdrul tumorilor la un pacient, poate opri sau incetini dezvoltarea cancerului la un pacient, poate
inhiba sau incetini dezvoltarea unui cancer nou la un pacient, poate scidea frecventa sau gravitatea
simptomelor la un pacient si/sau poate reduce recidivele la un pacient care are in prezent sau a avut in
trecut cancer. Un tratament (terapeutic) al cancerului poate fi selectat din grupul constind din chirurgie,
chimioterapie, radioterapie si terapie directionata.

Termenul "chirurgie", in sensul folosit in prezenta, include indepartarea tumorilor intr-o operatie
si este un tratament comun pentru cancer. Un chirurg poate indeparta tumorile prin excizie locala.

Termenul "chimioterapie", in sensul folosit in prezenta, se referd la utilizarea agentilor
chimioterapeutici sau a combinatiilor de agenti chimioterapeutici de preferintd pentru a opri cresterea
celulelor canceroase prin distrugerea celulelor sau oprirea diviziunii acestora. Cand chimioterapia se
administreaza oral sau se injecteaza intr-o vend sau un muschi, medicamentele intrd in fluxul sanguin si
pot ajunge la celulele canceroase prin corp (chimioterapie sistemicd). Cand chimioterapia se furnizeaza
direct in lichidul cefalorahidian, un organ sau o cavitate corporald precum abdomenul, medicamentele
afecteazd in principal celulele canceroase din aceste zone (chimioterapic regionald).

Agentii chimioterapeutici conform inventiei includ compusi citostatici si compusi citotoxici.
Agentii chimioterapeutici tradifionali actioneazi actioneaza prin distrugerea celulelor care se divid rapid,
una dintre proprietatile principale ale majorititii celulelor canceroase. Aceasta inseamnd cd chimioterapia
dduneazi si celulelor care se divid rapid in circumstante normale, cum ar fi celulele din miduva osoasa,
tractul digestiv si foliculii de pdr. Acest lucru are ca rezultat cele mai frecvente efecte secundare ale
chimioterapiei. Conform inventiei, termenul "chimioterapie" nu include de preferintd anticorpi care
tintesc proteinele exprimate anormal in celule canceroase (antigene tumorale cum ar fi CLDNI18.2) si
actioncazd prin recrutarea sistemului imunitar al pacientului pentru a distruge celulele tumorale.
Anticorpii care tintesc proteine exprimate anormal in celule canceroase (antigene tumorale cum ar fi
CLDN18.2) si actioneaza printr-un fragment terapeutic sau un agent conjugat cu anticorpul pot fi insd
considerati o forma de chimioterapie. Cu toate acestea, in sensul cel mai strict, termenul "chimioterapie”
conform inventiei nu include terapia direc{ionata.

Conform inventiei, termenul "terapie directionatd” se referd la orice terapie care poate fi utilizata
pentru a tinti preferential celule bolnave, cum ar fi celule canceroase, in timp ce celulele care nu sunt
bolnate nu sunt tintite sau sunt fintite intr-o mai micd mdisurd. Tintirea celulelor bolnave duce de
preferintd la distrugerea si/sau perturbarea proliferarii sau viabilitafii celulelor bolnave. O astfel de terapie
include 1) anticorpi, fragmente de anticorpi si proteine simple sau conjugate cu o fractiune terapeutic ce
vizeazd anumite finte de pe suprafata celulelor bolnave, cum ar fi antigene tumorale, de exemplu,
CLDN18.2 (de ex., anticorpi sau conjugati de anticorpi impotriva CLDN18.2 asa cum se descrie in
prezenta) sau ii) molecule mici care perturbeazi proliferarca sau viabilitatea celulelor bolnave. Intr-o
aplicare specificd, agentul se leagd de un antigen exprimat la un nivel mai mare pe celule stem bolnave
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decat pe cele normale. Intr-o aplicare specificd, agentul se leagd in mod specific de un antigen tumoral.
Chimioterapia sau radioterapia traditionald nu este considerata o "terapie directionatd" in ciuda faptului ca
este adesea directionati la tumori. In plus, termenul "terapie cu anticorpi” conform inventiei nu include de
preferintd terapia cu anticorpi, fragmente sau derivati ai acestora care sunt conjugati cu o fractiune
terapeuticd, ci se referd doar la terapia cu anticorpi, fragmente sau derivati ai acestora care actioneaza prin
recrutarea sistemului imunitar al pacientului pentru a distruge celulele tumorale.

In contextul prezentei inventii, termenii precum "protejeaza”, "previne" sau "profilactic" se
referd la prevenirea aparitiei si/sau propagdrii unei boli la un subiect si, in mod specific, la minimizarea
riscului ca un subiect sd dezvolte o boala sau la intirzierea dezvoltirii unei boli. De exemplu, un subiect
predispus la risc de cancer ar fi un candidat pentru terapia de prevenire a cancerului.

Prin "predispus la risc" se intelege un subiect identificat ca avand un risc mai mare decit normal
de dezvoltare a unei boli, in mod specific cancer, in comparatie cu populatia generala. In plus, un subiect
care a suferit sau suferd in prezent de o boald, in mod specific cancer, este un subiect care prezintd un risc
midrit de dezvoltare a unei boli, deoarece un astfel de subiect poate continua sd dezvolte o boald. Subiectii
care suferd sau au suferit de un cancer prezintd de asemenea risc mirit de metastaze.

Termenii "individ" si "subiect" se folosesc in prezenta interschimbabil si se referd la oameni,
primate sau alte mamifere (de ex. soareci, sobolani, iepuri, ciini, pisici, vite, porci, oi, cai sau primate)
care pot fi afectate sau sunt predispuse la o boald sau tulburare (de ex., cancer), dar care pot si prezinte
sau nu boala sau tulburarea. In multe aplicari, individul este un om. Dacd nu se mentioneaza altceva,
termenii "individ" si "subiect" nu indicd o anumitd varstd, incluzand asadar adulti, batrani, copii si nou
niscuti. in aplicari preferate ale prezentei inventii, "individul" sau "subiectul" este un "pacient". Termenul
"pacient" inseamnd conform inventiei un subiect pentru tratament, in mod specific un subiect bolnav.

Termenul "antigen" se referd la un agent cum ar fi o proteind sau peptidd cuprinzand un epitop
impotriva ciruia este directionat si/sau va fi directionat un rispuns imun. intr-o aplicare preferati, un
antigen este un antigen asociat cu o tumoare, cum ar fi CLDN18.2, adicd un constituent al celulelor
canceroase care poate proveni din citoplasmd, suprafata si nucleul celulelor, in mod specific acele
antigene care sunt produse, de preferind in cantitate mare, intracelular sau ca antigene de suprafatd pe
celule canceroase.

In contextul prezentei inventii, termenul "antigen asociat cu o tumoare” sau "antigen tumoral” se
referd de preferintd la proteine care, in conditii normale, sunt exprimate in mod specific intr-un numar
limitat de tesuturi si/sau organe sau in stadii de dezvoltare specifice si sunt exprimate sau exprimate
aberant intr-unul sau mai multe tesuturi tumorale sau canceroase. In contextul prezentei inventii,
antigenul asociat cu o tumoare este asociat de preferintd cu suprafata unei celule canceroase si de
preferintd nu este exprimat sau este doar rareori exprimat in tesuturi normale.

Termenul "epitop" se referd la un determinant antigenic intr-o moleculd, adica la partea dintr-o
moleculd care este recunoscutd de sistemul imunitar, de exemplu, recunoscutd de un anticorp. De
exemplu, cpitopii reprezintd situsurile tridimensionale separate pe un antigen, care sunt recunoscute de
sistemul imunitar. Epitopii constau de obicei din grupdrile de suprafatd active chimic ale moleculelor
precum aminoacizi sau catenele laterale de zahdr si au de obicei caracteristici structurale tridimensionale
specifice, precum si caracteristici de sarcind specifice. Epitopii conformationali si neconformationali se
disting prin aceea cd legarea de primii, dar nu si de ceilalti, se pierde in prezenta solventilor de denaturare.
Un epitop al unei proteine cum ar fi CLDN18.2 contine de preferintd o porfiune continud sau discontinud
a proteinei respective si are de preferin{d o lungime intre 5 si 100, de preferintd intre 5 si 50, mai
preferabil intre 8 si 30, cel mai preferabil intre 10 si 25 de aminoacizi, de exemplu, epitopul poate avea de
preferinta o lungime de 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 sau 25 de aminoacizi.

Termenul "anticorp” include o glicoproteind cuprinzand cel pufin dou lanturi grele (H) si doua
lanturi usoare (L) interconectate prin legituri disulfidice si orice moleculd care contine o porfiune de
legare a antigenului a unei astfel de glicoproteine. Termenul "anticorp” include anticorpi monoclonali,
anticorpi recombinanti, anticorpi umani, anticorpi umanizafi, anticorpi himerici, molecule cuprinzand
fragmente de legare sau derivati de anticorp, inclusiv, nelimitativ, anticorpi monocatenari, de ex. scFv si
fragmente de anticorp de legare a antigenului, cum ar fi fragmente Fab si Fab’, si include de asemenca
toate formele recombinante ale anticorpilor, de ex., anticorpi exprimati in procariote, anticorpi
neglicozilati si orice fragmente si derivati ai anticorpilor de legare a antigenului descrisi in prezenta.
Fiecare lan{ greu este alcatuit dintr-o regiune variabild a lantului greu (abreviatd aici VH) si o regiune
constantd a lantului greu. Fiecare lant usor este alcdtuit dintr-o regiune variabila a lantului usor (abreviati
aici VL) si o regiune constantd a lantului usor. Regiunile VH si VL pot fi subimpartite mai departe in
regiuni de hipervariabilitate, denumite regiuni determinante de complementaritate (CDR), intercalate cu
regiuni mai conservate, denumite regiuni cadru (FR). Fiecare VH si VL este alcatuit din trei CDR si patru
FR, dispuse de la capdtul amino la capatul carboxi in urmitoarea ordine: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3,
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CDR3, FR4. Regiunile variabile ale lanfurilor grele si usoare contin un domeniu de legare care
interactioneazd cu un antigen. Regiunile constante ale anticorpilor pot media legarea imunoglobulinei de
tesuturile gazda sau factori, inclusiv diferite celule ale sistemului imunitar (de ex., celule efectoare) si
prima componenti (Clq) a sistemului clasic al complementului.

Termenul "anticorp monoclonal”, in sensul folosit in prezenta, se referd la un preparat de
molecule de anticorp avind o singurd compozitic moleculard. Un anticorp monoclonal prezintd o singurd
specificitate si afinitate de legare. Intr-o aplicare, anticorpii monoclonali sunt produsi de un hibridom care
include o celuld B obtinuti de la un animal, de ex., soarece, fuzionatd cu o celuld imortalizat3.

Termenul "anticorp recombinant”, in sensul folosit in prezenta, include toti anticorpii care sunt
preparati, exprimati, creafi sau izolati prin mijloace recombinante, cum ar fi (a) anticorpi izolati de la un
animal (de ex., un soarece) transgenic sau transcromozomial in ceea ce priveste genele imunoglobulinice
sau un hibridom preparat din acestia, (b) anticorpi izolati dintr-o celuld gazda transformati si exprime
anticorpul, de ex., dintr-un transfectom, (c) anticorpi izolati dintr-o biblioteca de anticorpi combinatoriala,
recombinanta si (d) anticorpi preparati, exprimati, creati sau izolati prin orice alte mijloace care implica
matisarea secventelor genice imunoglobulinice in alte secvente ADN.

Termenul "anticorp uman", in sensul folosit in prezenta, include anticorpi avand regiuni variabile
si constante provenite din secvenfe imunoglobulinice ale liniei germinale umane. Anticorpii umani pot
include reziduuri aminoacidice necodificate de secvente imunoglobulinice ale liniei germinale umane (de
ex., mutatii introduse prin mutageneza aleatorie sau specifica situsului in vitro sau prin mutatie somatica
in vivo).

Termenul "anticorp umanizat" se referd la o moleculd avand un situs de legare a antigenului care
provine in marc masurd dintr-o imunoglobulinid de la o specic non-umani, iar restul structurii
imunoglobulinice a moleculei se bazeazi pe structura si/sau secventa unei imunoglobuline umane. Situsul
de legare a antigenului poate cuprinde domeniile variabile complete fuzionate pe domeniile constante sau
numai regiunile determinante de complementaritate (CDR) grefate pe regiunile cadru corespunzitoare in
domeniile variabile. Situsurile de legare a antigenului pot fi de tip sdlbatic sau modificate cu una sau mai
multe substitutii aminoacidice, de ex. modificate sd semene mai indeaproape cu imunoglobulinele umane.
Unele forme de anticorpi umanizati isi pastreazd toate secvenfele CDR (de exemplu un anticorp de
soarece umanizat care contine toate cele sase CDR din anticorpul de soarece). Alte forme au una sau mai
multe CDR modificate fata de anticorpul original.

Termenul "anticorp himeric" se referd la acei anticorpi in care o portiune a fiecireia dintre
secventele aminoacidice ale lanturilor grele si usoare este omoloagd cu secvenfele corespondente din
anticorpil proveniti de la o anumitd specie sau apartinind unei anumite clase, iar restul segmentului
lanfului este omolog cu secventele corespondente dintr-o altd specie sau clasi. in mod tipic, regiunea
variabila a lanturilor usoare si grele imitd regiunile variabile ale anticorpilor proveniti dintr-o specie de
mamifere, in timp ce portiunile constante sunt omoloage cu secventele anticorpilor proveniti de la o altd
specie. Un avantaj evident al acestor forme himerice este ¢d regiunca variabild poate proveni in mod
convenabil din surse cunoscute in prezent folosind celule B disponibile sau hibridomi din organisme
gazdd non-umane in combinatic cu regiuni constante provenite, de exemplu, din preparate celulare
umane. Daca regiunea variabild are avantajul usurintei de preparare si specificitatea nu este afectatd de
sursd, regiunea constanti fiind umand, este mai putin probabil si determine un rispuns imun de la un
subiect uman cand anticorpii sunt injectafi decat dacd regiunea constantd ar proveni dintr-o sursd non-
umand. Totusi, definitia nu se limiteaza la acest exemplu specific.

Termenii "portiune de legare a antigenului" a unui anticorp (sau mai simplu "porfiune de legare")
sau "fragment de legare a antigenului” al unui anticorp (sau mai simplu "fragment de legare") sau
termenii similari se referd la unul sau mai multe fragmente ale unui anticorp care refin capacitatea de a se
lega specific de un antigen. S-a ardtat ca functia de legare a antigenului a unui anticorp poate fi indeplinitd
de fragmente ale unui anticorp in lungime completi. Exemplele de fragmente de legare cuprinse in
termenul "portiune de legare a antigenului" a unui anticorp includ (i) fragmente Fab, fragmente
monovalente constand din domeniile VL, VH, CL si CH; (ii) fragmente F(ab’),, fragmente bivalente
cuprinzand doud fragmente Fab legate printr-o punte disulfidici la regiunea de legiturd; (iii) fragmente
Fd constind din domeniile VH si CH; (iv) fragmente Fv constind din domeniile VL si VH ale unei
singure ramificatii a unui anticorp, (v) fragmente dAb (Ward et al., (1989) Nature 341: 544-546), care
constd dintr-un domeniu VH; (vi) regiuni izolate determinante de complementaritate (CDR) si (vii)
combinafii de doud sau mai multe CDR izolate care pot fi optional unite printr-un linker sintetic. De
asemenea, desi cele doud domenii ale fragmentului Fv, VL si VH, sunt codificate de gene separate, pot fi
unite, folosind metode recombinante, printr-un linker sintetic care le permite formarea ca un singur lant
proteic in care regiunile VL si VH se imperecheaza pentru a forma molecule monovalente (cunoscute ca
Fv monocatenar (scFv); vezi de ex., Bird et al. (1988) Science 242: 423-426; si Huston et al. (1988) Proc.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

MD/EP 3283521 T2 2024.03.31
18

Natl. Acad. Sci. USA 85: 5879-5883). Acesti anticorpi monocatenari sunt de asemenea inclusi in
termenul "fragment de legare a antigenului” al unui anticorp. Un alt exemplu este reprezentat de
proteinele de fuziune imunoglobulinice cu domeniu de legare cuprinzand (i) o polipeptidi cu domeniu de
legare fuzionatd cu o polipeptida cu regiune de legiturd imunoglobulinicd, (ii) o regiune constantd CH2 a
lantului greu al imunoglobulinei fuzionatd cu regiunea de legiturd si (iii) o regiune constantd CH3 a
lantului greu al imunoglobulinei fuzionata cu regiunea constantd CH2. Polipeptida cu domeniu de legare
poate fi o regiune variabild a lantului greu sau o regiune variabila a lanfului usor. Proteinele de fuziune
imunoglobulinice cu domeniu de legare sunt descrise mai detaliat in US 2003/0118592 si US
2003/0133939. Aceste fragmente de anticorp sunt obtinute prin tehnici conventionale cunoscute in
domeniu si fragmentele sunt selectate cu privire la utilitate in acelasi mod precum anticorpii intacti.

Anticorpii naturali sunt in general monospecifici, adicd se leaga de un singur antigen. Prezenta
inventie cuprinde anticorpi care se leaga de o celuld {intd (prin cuplare cu un antigen tumotal) si o a doua
entitate cum ar fi o celuld citotoxicd (de ex. prin cuplare cu receptorul CD3). Anticorpii din prezenta
inventie pot fi bispecifici sau multispecifici, cum ar fi trispecifici, tetraspecifici etc.

Termenul "moleculd bispecificd" include un agent care are doud specificitafi de legare diferite.
De exemplu, molecula se poate lega de sau poate interactiona cu (a) un antigen de pe suprafata celulara
cum ar fi CLDN18.2 si (b) un receptor cum ar fi un receptor Fc de pe suprafata unei celule efectoare.
Termenul "moleculd multispecificd" include un agent care are mai mult de doud specificititi de legare
diferite. De exemplu, molecula se poate lega de sau poate interactiona cu (a) un antigen de pe suprafata
celulard cum ar fi CLDN18.2, (b) un receptor cum ar fi un receptor Fc de pe suprafata unei celule
efectoare si (c) cel putin incd o componentd. Prin urmare, termenul "anticorp” include, nelimitativ,
molecule bispecifice, trispecifice, tetraspecifice si multispecifice directionate citre un antigen tumoral si
alte tinte, cum ar fi receptori Fc pe celule efectoare. Termenul "anticorpi bispecifici" include de asemenea
diacorpi. Diacorpii sunt anticorpi bispecifici, bivalenti, in care domeniile VH si VL sunt exprimate pe un
singur lant polipeptidic, dar folosind un linker care este prea scurt pentru a permite imperecherea intre
cele doud domenii de pe acelasi lant, fortAnd astfel domeniile si se imperecheze cu domenii
complementare ale unui alt lanf si creand douad situsuri de legare a antigenului (vezi de ex., Holliger, P., et
al. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 6444-6448; Poljak, R. J., et al. (1994) Structure 2: 1121-1123).

Anticorpii pot proveni de la specii diferite, inclusiv, nelimitativ, soarece, sobolan, iepure,
porcusor de guinea $i om.

In sensul folosit in prezenta, "izotip" se referd la clasa anticorpului (de ex.. IgM sau IgG1), care
este codificatd de genele regiunii constante a lanfului greu.

In sensul folosit in prezenta, "schimbarea izotipului” se referd la fenomenul prin care clasa sau
izotipul unui anticorp se schimba de 1a o clasa Ig la o alta clasa Ig.

Anticorpii descrisi in prezenta includ IgA, cum ar fi anticorpi IgA1 sau IgA2, 1gGl1, 1gG2, 1gG3,
IgG4, IgE, IgM si IgD. In diferite apliciri, anticorpul este un anticorp IgG1, mai specific un izotip IgG1,
kappa sau IgG1, lambda (adica IgG1, «, %), un anticorp IgG2a (de ex. IgG2a, «, A), un anticorp IgG2b (de
ex. IgG2b, k, &), un anticorp IgG3 (de ex. 1gG3, «, )) sau un anticorp IgG4 (de ex. [gG4, «, 1).

In sensul folosit in prezenta, un "anticorp heterolog" este definit in raport cu un organism
transgenic care produce un astfel de anticorp. Acest termen se referd la un anticorp avand o secventa de
aminoacizi sau o secventi de acid nucleic de codificare corespunzand celui care se giseste intr-un
organism care nu constd din organismul transgenic si provenind in general de la o altd specie decét
organismul transgenic.

In sensul folosit in prezenta, un "anticorp heterohibrid" se referd la un anticorp avand lanturi
usoare si grele provenite din organisme diferite. De exemplu, un anticorp avind un lant greu uman asociat
cu un lant usor murin este un anticorp heterohibrid.

Anticorpii descrisi in prezenta sunt de preferinti izolati. Un "anticorp izolat", in sensul folosit in
prezenta, se referd la un anticorp in mare masurd lipsit de alfi anticorpi avand specificititi antigenice
diferite (de ex., un anticorp izolat care se leaga specific de un antigen tumoral este in mare misura lipsit
de anticorpi care leaga specific alte antigene decat antigenul tumoral). Un anticorp izolat care se¢ leagd
specific de un epitop, izoforma sau variantd a unui antigen tumoral uman poate avea insd reactivitate
incrucisatd cu alte antigene inrudite, de ex., de la alta specie (de ex., omologi de specie ai antigenului
tumoral). Mai mult, un anticorp izolat poate fi in mare masurd lipsit de alte materiale celulare si/sau
agenti chimici. Intr-o aplicare a inventici, o combinatic de anticorpi monoclonali "izolati" se referd la
anticorpi avand specificitdti diferite si fiind combinati intr-o compozitie sau amestec bine definit.

In contextul prezentei inventii, un anticorp poate actiona prin recrutarea sistemului imunitar al
pacientului pentru a distruge celule tumorale daca anticorpul, in mod specific cand este legat de tinta sa
cum ar fi un antigen tumoral pe o celula bolnavi, determina functii efectoare imune descrise in prezenta.
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De preferin{d, aceste funcfii efectoare imune sunt directionate impotriva celulelor precum celule
canceroase prezentand un antigen tumoral cum ar fi CLDN18.2 pe suprafata lor.

Termenul "functii efectoare imune", in contextul prezentei inventii, include orice functii mediate
de componente ale sistemului imunitar care au ca rezultat, de ex., inhibarea cresterii tumorale si/sau
inhibarea dezvoltdrii tumorilor, inclusiv inhibarea rdspindirii si metastazei tumorii. De preferintd,
functiile efectoare imune duc la distrugerea celulelor canceroase. Aceste functii cuprind citotoxicitatea
dependentd de complement (CDC), citotoxicitatea mediatd celular dependentd de anticorp (ADCC),
fagocitoza mediata celular dependenta de anticorp (ADCP), inducerea apoptozei in celule care prezintd
antigenul tumoral, citoliza celulelor care prezintd antigenul tumoral si/sau inhibarea inmultirii celulelor
purtitoare de antigen tumoral.

Citotoxicitatea mediati celular dependenti de anticorp

ADCC descrie capacitatea de distrugere celulara a celulelor efectoare, in special a
limfocitelor, care necesitd de preferintd marcarea celulei tintd cu un anticorp.

ADCC apare de preferintd atunci cand anticorpii se leagd de antigene pe celule tumorale si
domeniile Fc ale anticorpului leagi receptorii Fc (FcR) pe suprafata celulelor efectoare imunitare. Au fost
identificate mai multe familii de receptori Fe si populatiile celulare specifice exprima in mod caracteristic
receptori Fc definiti. ADCC poate fi vazuti ca un mecanism de a induce in mod direct un grad variabil de
distrugere tumorald imediatd care duce la prezentarea antigenului si inducerea raspunsurilor T celulare
directionate citre tumoare. De preferintd, inducerea in vivo a ADCC va duce la raspunsuri T celulare
directionate cétre tumoare si rispunsuri ale anticorpului derivat din gazda.

Citotoxicitate dependenta de complement

CDC este o altd metodd de distrugere celulard care poate fi controlatd de anticorpi. IgM este cel
mai eficient izotip pentru activarea complementului. IgG1 si IgG3 sunt de asemenea foarte eficienti in
conducerea CDC prin calea clasicd de activare a complementului. De preferintd, in acesti cascada,
formarea complecsilor antigen-anticorp duce la expunerea situsurilor de legare Clq multiple in strinsd
apropiere pe domeniile CH2 ale moleculelor de anticorp participante, cum ar fi molecule IgG (Clq este
una dintre cele trei subcomponente ale complementului C1). De preferintd, aceste situsuri de legare Clq
expuse transforma interactiuneca Clq-IgG anterior de mica afinitate intr-una cu aviditate mare, care
initiazd o cascada de evenimente care implicd o seric de alte proteine ale complementului si duce la
eliberarea proteoliticd a agentilor C3a si C5a chemotactici/de activare a celulelor efectoare. De preferinta,
cascada complementului se termind cu formarea unui complex de atac membranar, care creeazi pori in
membrana celulard care faciliteaza trecerea liberd a apei si a substantelor dizolvate in si din celuld.

S-a descoperit in mod surprinzitor ca acesti conjugati anticorp-medicament descrisi in prezenta
pot media distrugerea celulelor, in special a celulelor care exprimd CLDNI18.2, cum ar fi celule
canceroase, prin inducerea lizei mediate de citotoxicitatea dependentd de complement (CDC) si/sau prin
inducerea lizei mediate de citotoxicitatea celulard dependentd de anticorp (ADCC). Astfel, intr-o aplicare,
conjugatii anticorp-medicament din inventie mediaza distrugerea celulelor prin inducerea lizei mediate de
citotoxicitatea dependentd de complement (CDC) si/sau a lizei mediate de citotoxicitatea celulard
dependent de anticorp (ADCC), de preferintd prin inducerea lizei mediate de CDC si a lizei mediate de
ADCC.

In sensul folosit in prezenta, un anticorp este "derivat" dintr-o anumiti secventid a liniei
germinale dacd anticorpul este obtinut dintr-un sistem prin imunizarea unui animal sau prin selectarea
unei biblioteci de gene imunoglobulinice si unde anticorpul selectat este cel putin 90%, mai preferabil cel
putin 95%, incd mai preferabil cel pufin 96%, 97%., 98% sau 99% identic in ceea ce priveste secventa de
aminoacizi cu secventa de aminoacizi codificati de gena imunoglobulinei din linia germinali. In mod
tipic, un anticorp derivat dintr-o anumitd secventd a liniei germinale va prezenta nu mai mult de 10
diferente aminoacidice, mai preferabil nu mai mult de 5 sau inca mai preferabil nu mai mult de 4, 3, 2 sau
1 diferentd de aminoacizi fatd de secventa de aminoacizi codificatd de gena imunoglobulinica a liniei
germinale.

In sensul folosit in prezenta, termenul "heteroanticorpi” se referd la doi sau mai mulfi anticorpi,
derivafi ai acestora sau regiuni de legare a antigenului legate, dintre care cel putin doud au specificitati
diferite. Aceste specificitati diferite includ o specificitate de legare pentru un receptor Fc pe o celula
efectoare si o specificitate de legare pentru un antigen sau epitop pe o celuld {inti, de ex. o celuld
tumorala.

Termenul "transfectom", in sensul folosit in prezenta, include celule gazdd cucariote
recombinante care exprimd un anticorp, cum ar fi celule CHO, NS/0, HEK293, HEK293T, celule de
plante sau celule de ciuperci, inclusiv celule de drojdie.

Specificatia include toti anticorpii si derivatii anticorpilor descrisi in prezenta care, conform
mventiel, sunt inclusi in termenul "anticorp”. Termenul "derivali de anticorp” se referd la orice forma
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modificati a unui anticorp, de ex., un conjugat al anticorpului si un alt agent sau anticorp sau un fragment
de anticorp.

Termenul "anticorp impotriva unui antigen tumoral" sau termeni similari se referd la un anticorp
directionat la sau capabil si se lege de antigenul tumoral. Termenul "legare" conform inventiei se referd
de preferintd la o legare specifica.

Conform prezentei inventii, un anticorp sau un conjugat anticorp-medicament se poate lega de o
{intd predeterminata daca are o afinitate semnificativd pentru tinta predeterminata respectiva si se leagi de
accasta in teste standard. "Afinitate" sau "afinitatc de legare" se¢ misoard adesca prin constanta de
disociere (Kp). De preferintd, termenul "afinitate semnificativd" se referd la legarea de o f{intd
predeterminati cu o constantii de disociere (Kp) de 10° M sau mai mica, 10-° M sau mai micd, 107 M sau
mai micd, 10 M sau mai micd, 10° M sau mai mic3, 10 M sau mai micd, 10! M sau mai mica sau 10
12 M sau mai mici.

Un anticorp sau un conjugat anticorp-medicament nu este (in mare masurd) capabil de legare de
o tintd dacd nu are afinitate semnificativd pentru finta respectivd si nu se leagd semnificativ, in mod
specific nu se leagd detectabil, de finta respectivd in teste standard. De preferintd, anticorpul sau
conjugatul anticorp-medicament nu se leagd detectabil de {intd daca este prezent intr-o concentratic de
pand la 2, de preferintd 10, mai preferabil 20, in mod specific 50 sau 100 pg/ml sau mai mare. De
preferintd, un anticorp sau conjugat anticorp-medicament nu are afinitate semnificativa pentru o tintd daca
se leagd de tinta respectivi cu un Kp care este de cel putin 10 ori, 100 de ori, 103 ori, 10* ori, 10° ori sau
10% ori mai mare decit Kp pentru legare de tinta predeterminati de care anticorpul sau conjugatul
anticorp-medicament se poate lega. De exemplu, dacd Kp pentru legarea unui anticorp sau conjugat
anticorp-medicament de tinta de care anticorpul sau conjugatul anticorp-medicament se poate lega este
107 M, Kp pentru legarea de o tintd pentru care anticorpul sau conjugatul anticorp-medicament nu are
afinitate semnificativi ar fi de cel putin 10 M, 10° M, 10* M, 103 M, 102 M sau 10! M.

Un anticorp sau un conjugat anticorp-medicament este specific pentru o tintd predeterminatd
daca se poate lega de acea tintd predeterminati fard a se putea lega de alte finte, adicd nu are afinitate
semnificativd pentru alte finte si nu se leagd semnificativ de alte tinte in teste standard. Conform inventiei,
un anticorp sau conjugat anticorp-medicament este specific pentru un antigen tumoral precum CLDN18.2
dacd este capabil de legare de antigenul tumoral, dar nu este (in mare masurd) capabil de legare de alte
finte. De preferintd, un anticorp sau conjugat anticorp-medicament este specific pentru un antigen tumoral
daca afinitatea si legarea de alte tinte nu depdseste semnificativ afinitatea sau legarea de proteine
neinrudite cu antigenul tumoral, cum ar fi albumini sericd bovind (BSA), cazeind, albumind sericd umani
(HSA) sau proteine transmembranare non-antigen tumoral, cum ar fi molecule MHC sau receptorul
pentru transferind sau orice alti polipeptida specificatd. De preferintd, un anticorp sau conjugat anticorp-
medicament este specific pentru o {intd predeterminatd daci se leagd de tinta respectivd cu un Kp care
este cel putin de 10 ori, 100 de ori, 102 ori, 10* ori, 10° ori sau 10° ori mai mic decét Kp pentru legare de o
fintd pentru care nu este specific. De exemplu, dacd Kp pentru legarea unui anticorp sau conjugat
anticorp-medicament de tinta pentru care este specific este 107 M, Kp pentru legarea de o {intii pentru
care nu este specific ar fi cel putin 10° M, 10° M, 10# M, 103 M, 102 M sau 107! M.

Legarea unui anticorp de o {intd poate fi determinatd experimental prin orice metodd adecvati;
vezi, de exemplu, Berzofsky et al., "Antibody-Antigen Interactions” In Fundamental Immunology, Paul,
W. E., Ed., Raven Press New York, N Y (1984), Kuby, Janis Immunology, W. H. Freeman and Company
New York, N Y (1992) si metodele descrise aici. Afinitdtile pot fi determinate cu usurinti prin tehnici
conventionale, cum ar fi prin dializd de echilibru; folosind instrumentul BIAcore 2000, urmind
procedurile generale indicate de producitor; prin radioimunoanaliza folosind antigen tintd radiomarcat;
sau prin alte metode cunoscute in domeniu. Datele de afinitate pot fi analizate, de exemplu, prin metoda
lui Scatchard et al., Ann N.Y. Acad. ScL, 51:660 (1949). Afinitatea misuratd a unei anumite interactiuni
anticorp-antigen poate varia dacd este masurata in conditii diferite, de ex., concentratia sarii, pH. Astfel,
misuratorile de afinitate si alti parametri de legare a antigenului, de ex., Kp, ICso, se realizeazi de
preferinti cu solufii standardizate de anticorp si antigen si o solufie tampon standardizata.

Termenul "care apare in mod natural”, in sensul folosit in prezenta, aplicat unui obiect se referd
la faptul ci obiectul respectiv poate fi gisit in naturd. De exemplu, o secventd polipeptidicd sau
polinucleotidica prezenta intr-un organism (inclusiv virusuri) care poate fi izolatd dintr-o sursi din natura
si care nu a fost modificat intentionat de om in laborator apare in mod natural.

Termenul "reordonat", in sensul folosit in prezenta, se referd la o configuratic a unui locus
imunoglobulinic al lantului greu sau usor, unde un segment V este pozitionat imediat 1anga un segment
D-J sau J intr-o conformatiune care codificd in esentd un domeniu VH sau VL complet. Un locus genic
(anticorp) imunoglobulinic reordonat poate fi identificat in comparatic cu ADN din linia germinald; un
locus reordonat va avea cel putin un element de omologie heptamer/nonamer recombinat.
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Termenul "neordonat" sau "configuratia liniei germinale”, in sensul folosit in prezenta,
referindu-se la un segment V, inseamni configuratia in care segmentul V nu este recombinat astfel incit
sd sc afle imediat 1angd un segment D sau J.

Conform inventiei un anticorp capabil sd se lege de CLDNI18.2 este un anticorp capabil sa se
lege de un epitop prezent in CLDN18.2, de preferintd un epitop situat in domeniile extracelulare ale
CLDNI18.2, in mod specific primul domeniu extracelular, de preferinti pozitiile aminoacidice de la 29 la
78 din CLDNI18.2. In apliciri specifice, un anticorp capabil si se lege de CLDN18.2 este un anticorp
capabil si se lege de (i) un epitop pe CLDN18.2 care nu este prezent pe CLDN18.1, de preferintd SEQ ID
NO: 3, 4 si 5, (i1) un epitop localizat pe CLDN18.2-buclal, de preferintd SEQ ID NO: 8, (iii) un epitop
localizat pe CLDN18.2-bucla2, de preferinti SEQ ID NO: 10, (iv) un epitop localizat pe CLDN18.2-
buclaD3, de preferintdi SEQ ID NO: 11, (v) un epitop, incluzand CLDN18.2-buclal si CLDN18.2-
buclaD3 sau (vi) un epitop neglicozilat localizat pe CLDN18.2-buclaD3, de preferintd SEQ ID NO: 9.

Conform inventiei un anticorp capabil si se lege de CLDN18.2 este de preferintd un anticorp
capabil sd se lege de CLDN18.2, dar nu de CLDN18.1. De preferin{d, un anticorp capabil si se lege de
CLDNI18.2 este specific pentru CLDN18.2. De preferintd, un anticorp capabil sd se lege de CLDN18.2
este de preferintd un anticorp capabil s se lege de CLDN18.2 exprimata pe suprafata celulara. In apliciri
preferate, un anticorp capabil sa se lege de CLDN18.2 se leagd de epitopi naturali ai CLDN18.2 prezenti
pe suprafata celulelor vii. De preferinti, un anticorp capabil si se lege de CLDN18.2 se leagd de una sau
mai multe peptide selectate din grupul constand din SEQ ID NO: 1, 3-11, 44, 46 si 48-50. De preferinta,
un anticorp capabil si se lege de CLDN18.2 este specific pentru proteinele mentionate mai sus, peptidele
sau fragmentele imunogenice sau derivatii lor. Un anticorp capabil si se lege de CLDNI18.2 poate fi
obtinut printr-o metod cuprinzand etapa de imunizare a unui animal cu o proteind sau peptida cuprinzand
o secventd de aminoacizi selectatd din grupul constind din SEQ ID NO: 1, 3-11, 44, 46 si 48-50 sau un
acid nucleic sau o celuld gazda care exprima proteina sau peptida respectiva. De preferintd, anticorpul se
leagd de celule canceroase, in mod specific celulele tipurilor de cancer mentionate mai sus si, de
preferintd, nu se leagi substantial de celule necanceroase.

Intr-un aspect preferat in mod special al inventiei, un anticorp capabil sd se lege de CLDN18.2
este produs printr-un hibridom depus la DSMZ (Mascheroder Weg 1b, 31824 Braunschweig, Germania;
adresd noud: Inhoffenstr. 7B, 31824 Braunschweig, Germania) si avind urmétoarea denumire si numar de
referinta:

. 182-D1106-055, nr. de referinta DSM ACC2737, depus in 19 octombrie 2005
. 182-D1106-056, nr. de referinta DSM ACC2738, depus in 19 octombrie 2005
. 182-D1106-057, nr. de referinta DSM ACC2739, depus in 19 octombrie 2005
. 182-D1106-058, nr. de referinta DSM ACC2740, depus in 19 octombrie 2005
. 182-D1106-059, nr. de referintd DSM ACC2741, depus in 19 octombrie 2005
182-D1106-062, nr. de referinta DSM ACC2742, depus in 19 octombrie 2005,
g. 182-D1106-067, nr. de referinti DSM ACC2743, depus in 19 octombrie 2005
h. 182-D758-035, nr. de referintd DSM ACC2745, depus in 17 noiembrie 2005
i. 182-D758-036, nr. de referintd DSM ACC2746, depus in 17 noiembrie 2005
j- 182-D758-040, nr. de referinta DSM ACC2747, depus in 17 noiembrie 2005
k. 182-D1106-061, nr. de referinta DSM ACC2748, depus in 17 noiembrie 2005
1. 182-D1106-279, nr. de referintd DSM ACC2808, depus in 26 octombrie 2006
m. 182-D1106-294, nr. de referinta DSM ACC2809, depus in 26 octombrie 2006,
n. 182-D1106-362, nr. de referinta DSM ACC2810, depus in 26 octombrie 2006.

Anticorpii preferafi conform inventiei sunt cei produsi prin si obtinufi din hibridomii descrisi mai
sus; adicd 37G11 in cazul 182-D1106-055, 37H8 in cazul 182-D1106-056, 38G5 in cazul 182-D1106-
057, 38H3 in cazul 182-D1106-058, 39F11 in cazul 182-D1106-059, 43A11 in cazul 182-D1106-062,
61C2 in cazul 182-D1106-067, 26B5 in cazul 182-D758-035, 26D12 in cazul 182-D758-036, 28D10 in
cazul 182-D758-040, 42E12 in cazul 182-D1106-061, 125E1 in cazul 182-D1106-279, 163E12 in cazul
182-D1106-294 si 175D10 in cazul 182-D1106-362; si formele lor himerizate si umanizate.

Intr-un aspect al inventiei, un anticorp capabil sa se lege de CLDN18.2 este un anticorp selectat
din grupul constind din (i) un anticorp produs de si/sau obtinut dintr-o clond depusa sub nr. de referinta.
DSM ACC2737, DSM ACC2738, DSM ACC2739, DSM ACC2740, DSM ACC2741, DSM ACC2742,
DSM ACC2743, DSM ACC2745, DSM ACC2746, DSM ACC2747, DSM ACC2748, DSM ACC2808,
DSM ACC2809 sau DSM ACC2810, (ii) un anticorp reprezentand o formd himerizatd sau umanizatd a
anticorpului de la (i), (iii) un anticorp avind specificitatea anticorpului de la (i) si (iv) un anticorp
cuprinzand porfiunea de legare a antigenului sau situsul de legare a antigenului, in mod specific regiunea
variabild, a anticorpului de la (i) si de preferintd avand specificitatea anticorpului de la (i).

o o0 o
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tabel

clona mAb Izotip regiune variabild  anticorp himerizat

lant

greu
43A11 182-D1106-062 1gG2a SEQID NO:29  SEQ ID NO:14
163E12 182-D1106-294 1gG3  SEQID NO:30 SEQID NO:15
125E1  182-D1106-279 IgG2a SEQID NO:31 SEQID NO:16
166E2  182-D1106-308 I1gG3  SEQID NO:33  SEQID NO:18
175D10 182-D1106-362 IgGl SEQID NO:32 SEQID NO:17
43C1  182-D758-187 1gG2a SEQID NO:34 SEQID NO:19

lant

usor |43A11 182-D1106-062 IgK SEQ ID NO:36  SEQ ID NO:21
163E12 182-D1106-294 IgK SEQ ID NO:35  SEQ ID NO:20
125E1  182-D1106-279 IgK SEQ ID NO:37 SEQ ID NO:22
166E2  182-D1106-308 IgK SEQ ID NO:40  SEQ ID NO:25
175D10 182-D1106-362 TgK SEQ ID NO:39  SEQ ID NO:24
45C1  182-D758-1837 IgK SEQID NO:38  SEQ ID N(O:23
45C1 182-D758-187 IgK SEQID NO:41 SEQ ID NO:26
45C1  182-D758-187 IgK SEQID NO:42  SEQ ID NO:27
45C1 182-D758-187 1gK SEQ ID NO:43  SEQ ID NO:28

In aplicari preferate, anticorpii, in mod specific formele himerizate ale anticorpilor conform
inventiei includ anticorpi cuprinzand o regiune constantd a lantului greu (CH) care contine o secventd de
aminoacizi provenitd dintr-o regiune constanti a lanfului greu uman cum ar fi secventa de aminoacizi
reprezentati de SEQ ID NO: 13 sau un fragment al acesteia. In alte apliciri preferate, anticorpii, in mod
specific formele himerizate ale anticorpilor conform inventiei includ anticorpi cuprinzind o regiune
constantd a lantului usor (CL) cuprinzind o secven{d de aminoacizi derivatd dintr-o regiune constantd a
lantului usor uman cum ar fi secventa de aminoacizi reprezentatd de SEQ ID NO: 12 sau un fragment al
acesteia. Intr-o anumiti aplicare preferatd, anticorpii, in mod specific formele himerizate ale anticorpilor
conform inventiei, includ anticorpi care contin o CH cuprinzind o secventd de aminoacizi derivata dintr-o
CH umand cum ar fi secvenfa de aminoacizi reprezentatd de SEQ ID NO: 13 sau un fragment al acesteia
si care cuprinde o CL cuprinzand o secventd de aminoacizi derivati dintr-o CL umani cum ar fi secvenfa
de aminoacizi reprezentatd de SEQ ID NO: 12 sau un fragment al acesteia.

Intr-o aplicare, un anticorp capabil si se lege de CLDN18.2 este un anticorp monoclonal IgG1
murin/uman himeric cuprinzind lantul usor variabil murin kappa, alotipul Km(3) al regiunii constante a
lantului usor kappa uman, regiunea variabila a lantului greu murin, regiunea constantd IgG1 umana, alotip
G1lm(3).

In anumite apliciri preferate, formele himerizate ale anticorpilor includ anticorpi cuprinzand un
lant greu care contine o secventd de aminoacizi selectatd din grupul constind din SEQ ID NO: 14, 15, 16,
17, 18, 19, 51 si un fragment al acesteia si/sau cuprinzind un lant usor care contine o secventd de
aminoacizi selectata din grupul constiand din SEQ ID NO: 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28 si un fragment
al acesteia.

In anumite aspecte preferate ale inventiei, formele himerizate ale anticorpilor includ anticorpi

(ix):
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(1) lantul greu cuprinde o secventd de aminoacizi reprezentatd de SEQ ID NO: 14 sau un fragment al
acesteia si lantul usor cuprinde o secventd de aminoacizi reprezentatd de SEQ ID NO: 21 sau un fragment
al acesteia,

(i1) lanful greu cuprinde o secventd de aminoacizi reprezentatd de SEQ ID NO: 15 sau un fragment al
acesteia si lantul usor cuprinde o secventd de aminoacizi reprezentatd de SEQ ID NO: 20 sau un fragment
al acesteia,

(iii) lanful greu cuprinde o secventd de aminoacizi reprezentatd de SEQ ID NO: 16 sau un fragment al
acesteia si lantul usor cuprinde o secventd de aminoacizi reprezentatd de SEQ ID NO: 22 sau un fragment
al acesteia,

(iv) lantul greu cuprinde o secventd de aminoacizi reprezentati de SEQ ID NO: 18 sau un fragment al
acesteia si lantul usor cuprinde o secventd de aminoacizi reprezentatd de SEQ ID NO: 25 sau un fragment
al acesteia,

(v) lantul greu cuprinde o secventd de aminoacizi reprezentatd de SEQ ID NO: 17 sau un fragment al
acesteia si lantul usor cuprinde o secventd de aminoacizi reprezentatd de SEQ ID NO: 24 sau un fragment
al acesteia,

(vi) lantul greu cuprinde o secventd de aminoacizi reprezentati de SEQ ID NO: 19 sau un fragment al
acesteia si lantul usor cuprinde o secventd de aminoacizi reprezentatd de SEQ ID NO: 23 sau un fragment
al acesteia,

(vii) lantul greu cuprinde o secventi de aminoacizi reprezentatd de SEQ ID NO: 19 sau un fragment al
acesteia si lantul usor cuprinde o secventd de aminoacizi reprezentatd de SEQ ID NO: 26 sau un fragment
al acesteia,

(viii) lanful greu cuprinde o secventd de aminoacizi reprezentatd de SEQ ID NO: 19 sau un fragment al
acesteia si lantul usor cuprinde o secventd de aminoacizi reprezentatd de SEQ ID NO: 27 sau un fragment
al acesteia,

(ix) lantul greu cuprinde o secventd de aminoacizi reprezentatd de SEQ ID NO: 19 sau un

fragment al acesteia si lanful usor cuprinde o secventd de aminoacizi reprezentatd de SEQ

ID NO: 28 sau un fragment al acesteia si

(x) lantul greu cuprinde o secventd de aminoacizi reprezentatd de SEQ ID NO: 51 sau un fragment al
acesteia si lantul usor cuprinde o secventi de aminoacizi reprezentatd de SEQ ID NO: 24 sau un fragment
al acesteia.

Anticorpii conform (ii), (v) sau (x) sunt apliciri preferate ale unui "anticorp capabil sd se lege de
CLDNI18.2". Se preferd in special anticorpul conform (v) sau (x).

Fragment" sau "fragment al unei secvente de aminoacizi", in sensul folosit mai sus, se referd la o
parte dintr-o secventd de anticorp, adicd o secventd care reprezintd secventa anticorpului scurtatd la
capatul N si/sau C si care, atunci cand inlocuieste secventa de anticorp respectiva intr-un anticorp refine
legarea acelui anticorp de CLDN18.2. De preferintd, un fragment al unei secvente de aminoacizi contine
cel putin 80%, de preferintd cel putin 90%, 95%, 96%, 97%, 98% sau 99% din reziduurile aminoacidice
ale secventei de aminoacizi. Un fragment al unei secvente de aminoacizi selectate din grupul constand din
SEQ ID NO: 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28 si 51 se referd de preferintd la
secventa respectiva din care sunt indepdrtati 17, 18, 19, 20, 21, 22 sau 23 de aminoacizi la capétul N.

Intr-un aspect preferat al inventiei, un anticorp capabil sd se lege de CLDN18.2 cuprinde o
regiune variabild a lantului greu (VH) cuprinzand o secventd de aminoacizi selectatd din grupul constind
din SEQ ID NO: 29, 30, 31, 32, 33, 34 si un fragment al acesteia.

Intr-un aspect preferat al inventiei, un anticorp capabil sd se lege de CLDN18.2 cuprinde o
regiune variabild a lanfului usor (VL) cuprinzand o secventd de aminoacizi selectatd din grupul constind
din SEQ ID NO: 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43 si un fragment al acesteia.

In anumite aspecte preferate ale inventiei, un anticorp capabil sa se lege de CLDN18.2 contine o
combinatie de regiune variabila a lantului greu (VH) si regiune variabild a lantului usor (VL) selectatd din
(1) VH contine o secventd de aminoacizi reprezentatd de SEQ ID NO: 29 sau un fragment al acesteia si
VL contine o secventi de aminoacizi reprezentatd de SEQ ID NO: 36 sau un fragment al acesteia,

(i1) VH contine o secventd de aminoacizi reprezentati de SEQ ID NO: 30 sau un fragment al acesteia si
VL contine o secventd de aminoacizi reprezentatd de SEQ ID NO: 35 sau un fragment al acesteia,
(iii) VH contine o secventd de aminoacizi reprezentatd de SEQ ID NO: 31 sau un fragment al acesteia si
VL contine o secventd de aminoacizi reprezentatd de SEQ ID NO: 37 sau un fragment al acesteia,
(iv) VH contine o secventd de aminoacizi reprezentatd de SEQ ID NO: 33 sau un fragment al acesteia si
VL contine o secventd de aminoacizi reprezentatd de SEQ ID NO: 40 sau un fragment al acesteia,
(v) VH contine o secventd de aminoacizi reprezentatd de SEQ ID NO: 32 sau un fragment al acesteia si
VL contine o secventi de aminoacizi reprezentatd de SEQ ID NO: 39 sau un fragment al acesteia,
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(vi) VH contine o secventd de aminoacizi reprezentatd de SEQ ID NO: 34 sau un fragment al acesteia si
VL contine o secventd de aminoacizi reprezentatd de SEQ ID NO: 38 sau un fragment al acesteia,
(vil) VH contine o secventd de aminoacizi reprezentatd de SEQ ID NO: 34 sau un fragment al acesteia si
VL contine o secventi de aminoacizi reprezentatd de SEQ ID NO: 41 sau un fragment al acesteia,
(viii) VH contine o secventd de aminoacizi reprezentatd de SEQ ID NO: 34 sau un fragment al acesteia si
VL contine o secventd de aminoacizi reprezentatd de SEQ ID NO: 42 sau un fragment al acesteia,
(ix) VH contine o secventd de aminoacizi reprezentatd de SEQ ID NO: 34 sau un fragment al acesteia si
VL contine o secventd de aminoacizi reprezentatd de SEQ ID NO: 43 sau un fragment al acesteia.

Anticorpii conform (ii) sau (v) sunt apliciri preferate ale unui "anticorp capabil sa sc lege
de CLDN18.2". Se prefera in special anticorpul conform (v).

Conform inventiei, termenul "fragment” se referd in mod specific la una sau mai multe dintre
regiunile determinante de complementaritate (CDR), de preferinta cel putin regiunea variabild CDR3, ale
regiunii variabile a lantului greu (VH) si/sau ale regiunii variabile a lantului usor (VL). Intr-o aplicare,
aceste una sau mai multe dintre regiunile determinante de complementaritate (CDR) sunt selectate dintr-
un set de regiuni determinante de complementaritate CDR1, CDR2 si CDR3. Intr-o aplicare deosebit de
preferatd, termenul "fragment" se referd la regiunile determinante de complementaritate CDR1, CDR2 si
CDR3 ale regiunii variabile a lantului greu (VH) si/sau ale regiunii variabile a lantului usor (VL).

Intr-un aspect preferat al inventiei, un anticorp capabil sd se lege de CLDN18.2 cuprinde o VH
confinind un set de regiuni determinante de complementaritate CDR1, CDR2 si CDR3 selectate dintre
urméitoarele aplicari de la (i) la (vi):

(i) CDRI1: pozitiile 45-52 ale SEQ ID NO: 14, CDR2: pozitiile 70-77 ale SEQ ID NO: 14, CDR3:
pozitiile 116-125 ale SEQ ID NO: 14,

(i) CDRI1: pozitiile 45-52 ale SEQ ID NO: 15, CDR2: pozitiile 70-77 ale SEQ ID NO: 15, CDR3:
pozitiile 116-126 ale SEQ ID NO: 15,

(iiiy CDR1: pozitiile 45-52 ale SEQ ID NO: 16, CDR2: pozitiile 70-77 ale SEQ ID NO: 16, CDR3:
pozitiile 116-124 ale SEQ ID NO: 16,

(iv) CDRI1: pozitiile 45-52 ale SEQ ID NO: 17, CDR2: pozitiile 70-77 ale SEQ ID NO: 17, CDR3:
pozitiile 116-126 ale SEQ ID NO: 17,

(v) CDRI1: pozitiile 44-51 ale SEQ ID NO: 18, CDR2: pozitiile 69-76 ale SEQ ID NO: 18, CDR3:
pozitiile 115-125 ale SEQ ID NO: 18 si

(vi) CDRI1: pozitiile 45-53 ale SEQ ID NO: 19, CDR2: pozitiile 71-78 ale SEQ ID NO: 19, CDR3:
pozitiile 117-128 ale SEQ ID NO: 19.

Intr-un aspect preferat al inventiei, un anticorp capabil sd se lege de CLDN18.2 cuprinde o VL
confinind un set de regiuni determinante de complementaritate CDR1, CDR2 si CDR3 selectate dintre
urméitoarele aplicari de la (i) la (ix):

(i) CDRI1: pozitiile 47-58 ale SEQ ID NO: 20, CDR2: pozitiile 76-78 ale SEQ ID NO: 20, CDR3:
pozitiile 115-123 ale SEQ ID NO: 20,

(ii)) CDRI1: pozitiile 49-53 ale SEQ ID NO: 21, CDR2: pozitiile 71-73 ale SEQ ID NO: 21, CDR3:
pozitiile 110-118 ale SEQ ID NO: 21,

(iiiy CDR1: pozitiile 47-52 ale SEQ ID NO: 22, CDR2: pozitiile 70-72 ale SEQ ID NO: 22, CDR3:
pozitiile 109-117 ale SEQ ID NO: 22,

(iv) CDRI1: pozitiile 47-58 ale SEQ ID NO: 23, CDR2: pozitiile 76-78 ale SEQ ID NO: 23, CDR3:
pozitiile 115-123 ale SEQ ID NO: 23,

(v) CDRI1: pozitiile 47-58 ale SEQ ID NO: 24, CDR2: pozitiile 76-78 ale SEQ ID NO: 24, CDR3:
pozitiile 115-123 ale SEQ ID NO: 24,

(vi) CDRI1: pozitiile 47-58 ale SEQ ID NO: 25, CDR2: pozitiile 76-78 ale SEQ ID NO: 25, CDR3:
pozitiile 115-122 ale SEQ ID NO: 25,

(vii) CDRI1: pozitiile 47-38 ale SEQ ID NO: 26, CDR2: pozitiile 76-78 ale SEQ ID NO: 26, CDR3:
pozitiile 115-123 ale SEQ ID NO: 26,

(viii) CDRI: pozitiile 47-58 ale SEQ ID NO: 27, CDR2: pozitiile 76-78 ale SEQ ID NO: 27, CDR3:
pozitiile 115-123 ale SEQ ID NO: 27 si

(ix) CDRI1: pozitiile 47-52 ale SEQ ID NO: 28, CDR2: pozitiile 70-72 ale SEQ ID NO: 28, CDR3:
pozitiile 109-117 ale SEQ ID NO: 28.

Intr-un aspect preferat al inventiei, un anticorp capabil sd se lege de CLDNI18.2 cuprinde o
combinatie de VH si VL, cuprinzind fiecare un set de regiuni determinante de complementaritate CDR1,
CDR2 si CDR3 selectate dintre urmatoarele aplicari de la (i) la (ix):

1) VH: CDRI1: pozitiile 45-52 ale SEQ ID NO: 14, CDR2: pozitiile 70-77 ale SEQ ID NO: 14, CDR3:
pozitiile 116-125 ale SEQ ID NO: 14, VL: CDRI1: pozitiile 49-53 ale SEQ ID NO: 21, CDR2: pozitiile
71-73 ale SEQ ID NO: 21, CDR3: pozitiile 110-118 ale SEQ ID NO: 21,
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(ii)) VH: CDR1: pozitiile 45-52 ale SEQ ID NO: 15, CDR2: pozitiile 70-77 ale SEQ ID NO: 15, CDR3:
pozitiile 116-126 ale SEQ ID NO: 15, VL: CDRI1: pozitiile 47-58 ale SEQ ID NO: 20, CDR2: pozitiile
76-78 ale SEQ ID NO: 20, CDR3: pozitiile 115-123 ale SEQ ID NO: 20,

(iii) VH: CDRI: pozitiile 45-52 ale SEQ ID NO: 16, CDR2: pozitiile 70-77 ale SEQ ID NO: 16, CDR3:
pozitiile 116-124 ale SEQ ID NO: 16, VL: CDRI1: pozitiile 47-52 ale SEQ ID NO: 22, CDR2: pozitiile
70-72 ale SEQ ID NO: 22, CDR3: pozitiile 109-117 ale SEQ ID NO: 22,

(iv) VH: CDRI1: pozitiile 44-51 ale SEQ ID NO: 18, CDR2: pozitiile 69-76 ale SEQ ID NO: 18, CDR3:
pozitiile 115-125 ale SEQ ID NO: 18, VL: CDRI1: pozitiile 47-58 ale SEQ ID NO: 25, CDR2: pozitiile
76-78 ale SEQ ID NO: 25, CDR3: pozitiile 115-122 ale SEQ ID NO: 25,

(v) VH: CDRI: pozitiile 45-52 ale SEQ ID NO: 17, CDR2: pozitiile 70-77 ale SEQ ID NO: 17, CDR3:
pozitiile 116-126 ale SEQ ID NO: 17, VL: CDRI1: pozitiile 47-58 ale SEQ ID NO: 24, CDR2: pozitiile
76-78 ale SEQ ID NO: 24, CDR3: pozitiile 115-123 ale SEQ ID NO: 24,

(vi) VH: CDRI1: pozitiile 45-53 ale SEQ ID NO: 19, CDR2: pozitiile 71-78 ale SEQ ID NO: 19, CDR3:
pozitiile 117-128 ale SEQ ID NO: 19, VL: CDRI1: pozitiile 47-58 ale SEQ ID NO: 23, CDR2: pozitiile
76-78 ale SEQ ID NO: 23, CDR3: pozitiile 115-123 ale SEQ ID NO: 23,

(vii) VH: CDR1: pozitiile 45-53 ale SEQ ID NO: 19, CDR2: pozitiile 71-78 ale SEQ ID NO: 19, CDR3:
pozitiile 117-128 ale SEQ ID NO: 19, VL: CDRI1: pozitiile 47-58 ale SEQ ID NO: 26, CDR2: pozitiile
76-78 ale SEQ ID NO: 26, CDR3: pozitiile 115-123 ale SEQ ID NO: 26,

(viii) VH: CDRI: pozitiile 45-53 ale SEQ ID NO: 19, CDR2: pozitiile 71-78 ale SEQ ID NO: 19, CDR3:
pozitiile 117-128 ale SEQ ID NO: 19, VL: CDRI1: pozitiile 47-58 ale SEQ ID NO: 27, CDR2: pozitiile
76-78 ale SEQ ID NO: 27, CDR3: pozitiile 115-123 ale SEQ ID NO: 27 si

(ix) VH: CDRI1: pozitiile 45-53 ale SEQ ID NO: 19, CDR2: pozitiile 71-78 ale SEQ ID NO: 19, CDR3:
pozitiile 117-128 ale SEQ ID NO: 19, VL: CDRI1: pozitiile 47-52 ale SEQ ID NO: 28, CDR2: pozitiile
70-72 ale SEQ ID NO: 28, CDR3: pozitiile 109-117 ale SEQ ID NO: 28.

Anticorpii conform (ii) sau (v) sunt apliciri preferate ale unui "anticorp capabil sd se lege de
CLDNI18.2". Se preferd in special anticorpul conform (v).

In alte aspecte preferate ale inventiei, un anticorp capabil sa se lege de CLDN18.2 cuprinde de
preferintd una sau mai multe dintre regiunile determinante de complementaritate (CDR), de preferinta cel
putin regiunea variabild CD3, din regiunea variabild a lanfului greu (VH) si/sau regiunea variabild a
lantului usor (VL) a unui anticorp monoclonal impotriva CLDNI18.2, de preferinti a unui anticorp
monoclonal impotriva CLDN18.2 descris in prezenta, si de preferinti cuprinde una sau mai multe dintre
regiunile determinante de complementaritate (CDR), de preferintd cel putin regiunea variabild CD3, din
regiunile variabile ale lantului greu (VH) si/sau regiunile variabile ale lantului usor (VL) descrise in
prezenta. Intr-un aspect al inventiei, aceste una sau mai multe dintre regiunile determinante de
complementaritate (CDR) sunt selectate dintr-un set de regiuni determinante de complementaritate
CDR1, CDR2 si CDR3, descrise in prezenta. Intr-un aspect preferat in mod special al inventiei, un
anticorp capabil si se lege de CLDNI18.2 cuprinde de preferinti regiunile determinante de
complementaritate CDR1, CDR2 si CDR3 ale regiunii variabile a lanfului greu (VH) si/sau ale regiunii
variabile a lantului usor (VL) a unui anticorp monoclonal impotriva CLDN18.2, de preferintd a unui
anticorp monoclonal impotriva CLDNI18.2, descris in prezenta, si de preferintd cuprinde regiunile
determinante de complementaritate CDR1, CDR2 si CDR3 ale regiunilor variabile ale lanfului greu (VH)
si/sau ale regiunilor variabile ale lantului usor (VL) descrise in prezenta.

Intr-un aspect al inventiei, un anticorp cuprinzind una sau mai multe CDR, un set de CDR sau o
combinatie de seturi de CDR descrise in prezenta cuprinde CDR respective impreund cu regiunile lor
cadru. De preferintd, portiunea va include de asemenea cel putin circa 50% din una sau ambele dintre
prima si a patra regiune cadru, 50% reprezentind 50% C-terminal din prima regiune cadru si 50% N-
terminal din a patra regiune cadru. Realizarea anticorpilor prin tehnici ADN recombinant poate avea ca
rezultat introducerea reziduurilor N sau C-terminale in regiunile variabile codificate de linkeri introdusi
pentru a facilita clonarea sau alte etape de manipulare, inclusiv introducerea linkerilor pentru a uni
regiunile variabile din inventie cu alte secvente proteice, inclusiv lanturile grele ale imunoglobulinei, alte
domenii variabile (de exemplu in producerea diacorpilor) sau marcatori proteici.

Intr-un aspect al inventiei, un anticorp cuprinzind una sau mai multe CDR, un set de CDR sau o
combinafie de seturi de CDR descrise in prezenta cuprinde CDR respective intr-un cadru de anticorp
uman.

Cand se mentioneaza in prezenta ci un anticorp cuprinde, in ceea ce priveste lantul sdu greu, un
anumit lan{ sau o anumita regiune sau secventd, aceasta indica de preferintd situatia in care toate lanturile
grele ale anticorpului cuprind lantul, regiunea sau secventa respectivd. Aceasta se aplicd in mod
corespunzator si lantului usor al unui anticorp.
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Intr-o aplicare, un anticorp capabil si se lege de CLDN18.2 conform inventiei se referd la un
anticorp care recunoaste, i.. se leagd de acelasi sau in esen{d acelasi epitop precum un anticorp care se
leagad de CLDNI18.2 descris in prezenta si/sau concureaza cu acel anticorp care se leagd de CLDN18.2
pentru legarea de CLDN18.2.

Conform inventiei, un anticorp capabil sd se lege de CLDN18.2, in mod specific cind este
prezent in conjugatul anticorp-medicament, are de preferintd o afinitate si/sau specificitate pentru
CLDN18.2 corespunzatoare pentru a permite endocitoza anticorpului si/sau conjugatului anticorp-
medicament.

Termenul "endocitozd" se referd la procesul prin care celulele eucariote internalizeaza segmente
din membrana plasmatica, receptori de suprafati celulard si componente din fluidul extracelular.
Mecanismele de endocitozi includ endocitoza mediatd de receptor. Termenul "endocitozd mediatd de
receptor” se referd la un mecanism biologic prin care un ligand, la legarea de tinta sa, declanseazi
invaginafia membranei, este internalizat si furnizat in citosol sau transferat in compartimentele
intracelulare adecvate.

Prezenta inventie are de asemenea in vedere aplicdri in care un "anticorp capabil si se lege de
CLDN18.2" include sneusl de "agent de legare de CLDN18.2". Conform inventiei, un "agent de legare de
CLDN18.2" include orice compus avand capacitate de legare de CLDN18.2. De preferinta, acest agent de
legare cuprinde cel putin un domeniu de legare pentru CLDN18.2. Termenul include toate moleculele de
legare artificiale (matrite) avand capacitate de legare de CLDNI18.2 inclusiv, nelimitativ, nanocorpi,
molecule affibody, anticaline, DARPin, monocorpi, avimeri §i microcorpi. Intr-o aplicare agentul de
legare se leagd de un domeniu extracelular al CLDN18.2. intr-o aplicare agentul de legare se leagi de
epitopi naturali ai CLDN18.2 prezenti pe suprafata celulelor vii. Intr-o aplicare agentul de legare se leagi
de prima bucli extracelulard a CLDN18.2. Intr-o aplicare legarea de CLDN18.2 este o legare specifici.

Termenul "domeniu de legare " caracterizeaza in legiturd cu prezenta inventie o structurd, de ex.
a unui anticorp, care se leagd de/interactioneazi cu o structurd/un antigen/epitop tinti. Astfel, domeniul de
legare conform inventiei desemneazi un "situs de interactiune cu antigenul".

Orice agent care exercitd un efect terapeutic asupra celulelor canceroase poate fi folosit ca
medicament pentru conjugare cu un anticorp anti-CLDN18.2 sau un derivat al acestuia. De preferinta,
conjugarea medicamentului nu modificd sau nu modifica semnificativ caracteristicile de legare, in special
specificitatea anticorpului discutatd in prezenta. Astfel, conjugatul anticorp-medicament conform
inventiei are de preferintd aceleasi sau in esentd aceleasi caracteristici de legare, in special specificitatea,
precum anticorpul folosit pentru conjugare. Astfel, daci se descriu in prezenta anumite caracteristici de
legare pentru anticorpul folosit pentru conjugare, se preferd ca si conjugatul anticorp-medicament sd aiba
aceste caracteristici de legare. De exemplu, daci se descrie cd anticorpul care se poate lega de CLDN18.2
se leagd de un domeniu extracelular al CLDNI18.2 si/sau se leagd de prima bucld extracelulard a
CLDNI18.2, se preferd ca si conjugatul anticorp-medicament s se lege de un domeniu extracelular al
CLDNI18.2 si/sau sa se lege de prima bucla extracelulard a CLDN18.2.

In mod tipic, medicamentul este un agent citotoxic sau citostatic. O citotoxini sau un agent
citotoxic include orice agent care este ddunitor celulelor si, in mod specific, care le distruge.

Clasele utile de agenti citotoxici includ, de exemplu, agenti antitubulind, lianti ai sanfului minor
ADN (de ex., enediyne si lexitropsine), inhibitori de replicare ADN, agenti de alchilare (de ex., complecsi
de platind precum cis-platind, mono(platind), bis(platind) si complecsi de platind trinucleari si
carboplatind), antracicline, antibiotice, antifolati, antimetabolifi, chimiosensibilizatori, duocarmicine,
etoposide, pirimidine fluorurate, ionofori, nitrosouree, platinoli, compusi de preformare, antimetaboliti
purinici, puromicine, radiosensibilizatori, steroizi, taxani (de ex., paclitaxel si docetaxel), inhibitori de
topoizomeraza, alcaloizi vinca etc..

Agentii citotoxici individuali includ, de exemplu, un androgen, antramicind (AMC),
asparaginaza, S-azacitidind, azatioprini, bleomicind, busulfan, butionin sulfoximini, camptotecina,
carboplatina, carmustina (BSNU), CC-1065, clorambucil, cisplatina, colchicina, ciclofosfamida,
citarabina, citidin arabinozid, citocalasina B, dacarbazina, dactinomicina (anterior actinomicina),
daunorubicina, decarbazina, docetaxel, doxorubicina, un estrogen, S-fluordeoxiuridina, 5-fluorouracil,
gramicidina D, hidroxiuree, idarubicina, ifosfamida, irinotecan, lomustina (CCNU), mecloretamina,
melfalan, 6-mercaptopurina, metotrexat, mitramicina, mitomicina C, mitoxantrona, nitroimidazol,
paclitaxel, plicamicina, procarbizina, streptozotocina, tenoposid, 6-tioguanina, tioTEPA, topotecan,
vinblastina, vineristina, vinorelbina, VP-16 si VM-26.

Exemplele de agenti anti-tubulind includ, nelimitativ, dolastatine (de ex., auristatina E, AFP,
MMAF, MMAE, AEB, AEVB), maytansinoide, taxani (de ex., paclitaxel, docetaxel), T67 (Tularik),
alcaloizi vinca (de ex., vincristina, vinblastina, vindesina si vinorelbina), derivati de baccatin, analogi ai
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taxanului (de ex., epothilone A si B), nocodazol, colchicina si colcimid, estramustina, cryptophysin,
cemadotin, combretastatin, discodermolid si eleutherobin.

In apliciri specifice, agentul citotoxic sau citostatic este auristatina E (cunoscut in domeniu si ca
dolastatin-10) sau un derivat al acesteia. In mod tipic, derivatul auristatinei E este, de ex., un ester format
intre auristatina E si un acid keto. De exemplu, auristatina E poate reactiona cu acid benzoic paraacetil
sau acid benzoilvaleric pentru a produce AEB si AEVB. Alti derivati tipici ai auristatinei includ AFP,
MMAF si MMAE.

In anumite apliciri, agentul citotoxic sau citostatic este un maytansinoid, un alt grup de agenti
anti-tubulind. De exemplu, in aplicdri specifice, maytansinoid este maytansina, DM-1 sau DM-4.

Maytansinoidele reprezintd compusi potenti directionati citre microtubuli, care inhiba inmultirea
celulelor la mitoza. Maytansinoidele sunt derivati ai maytansinei reprezentand o structurd ansa macrolid
cu 19 membri atasatd de un inel de benzen clorurat. Maytansina are urmatoarea formula:
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S-a descoperit ¢ anumifi microbi produc si maytansinoide, cum ar fi maytansinol si C-3
maitansinol esteri (brevetul U.S. nr. 4,151,042). S-au raportat compusi maytansinol sintetici si analogi de
maytansinol, de exemplu, in brevetele U.S. nr. 4,137,230; 4,248,870; 4,256,746; 4,260,608; 4,265,814
4,294,757, 4,307,016; 4,308,268; 4,308,269; 4,309,428; 4,313,946; 4,315,929; 4,317,821; 4,322,348;
4,331,598; 4,361,650; 4,364,866; 4,424,219; 4,362,663 si 4,371,533 si Kawai et al (1984) Chem. Pharm.
Bull. 3441-3451.

Compusii maytansinoid sunt bine cunoscuti in domeniu si pot fi sintetizati prin tehnici cunoscute
sau izolati din surse naturale. Compusii maytansinoid preferati in mod special conform inventiei sunt
derivafii contindnd tiol ai maytansinei, cum ar fi DM1 si DM4. Acesti derivafi continand tiol ai
maytansinei includ compusi in care grupa metil legatd de grupa carbonil este inlocuitd de o grupd
confinind o grupd sulfhidril liberd cum ar fi grupa -R-SH, unde R reprezintd o grupd alchilen sau o alta
grupd de atomi confinand carbon.

DM1, cunoscut si ca mertansina, este un maytansinoid avind urmitoarea formula:
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In mod specific, termenul "mertansina" sau "DMI1" se referd la compusul N?-deacetil-N>-(3-
mercapto-1-oxopropil)-maytansina.

"DM4" se referd la compusul N -deacetil-N?-(4-metil-4-mercapto-1-oxopentil)-maytansina.

Conjugatii de anticorp anti-CLDN18.2-maytansinoid se pot prepara prin legarea chimicd a unui
anticorp anti-CLDN18.2 de o moleculd de maytansinoid fard diminuarea semnificativd a activitatii
biologice a anticorpului sau moleculei de maytansinoid. Se poate conjuga o medie de 3-4 molecule de
maytansinoid per moleculd de anticorp, desi se estimeazi cd si 0 moleculd de toxind/anticorp maireste
citotoxicitatea fatd de utilizarea anticorpului simplu.

In aceastd privinti, termenul "anticorp atasat covalent de cel putin o fractiune medicamentoasi
toxinicd" include situatii in care una sau mai multe molecule ale aceluiasi medicament sunt atasate
covalent de 0 moleculd de anticorp, precum si in care sunt atasate covalent medicamente diferite de o
moleculi de anticorp. In aceasti a doua situatie, una sau mai multe molecule ale fieciruia dintre diferitele
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medicamente pot fi atasate de o moleculd de anticorp sau o combinatie a acestora (de ex. este atasatd o
moleculd a unui medicament si sunt atasate mai multe molecule ale unui alt medicament).

In unele aplicari ale inventiei, un anticorp este conjugat cu dolastatine sau analogi peptidici si
derivafi ai dolostatinei, auristatine (brevetele US nr. 5,635,483; 5,780,588). Auristatinele sunt analogi
sintetici ai dolostatinei 10, un produs natural derivat dintr-o moluscd, Dolabela auricularia. Precum
maytansinoidele, auristatinele sunt perturbatori ai microtubulilor. Fractiuneca medicamentoasd de
dolastatind sau auristatind poate fi atasatd de anticorp prin capatul N (amino) sau capdtul C (carboxil) al
fractiunii medicamentoase peptidice.

Aplicirile exemplificative ale auristatinei includ fractiunile medicamentoase de
monometilauristatind cum ar fi MMAE si MMAF, care sunt de preferintd legate N-terminal.

MMAE, cunoscutd si ca Monometil auristatina E, are urmétoarea formuli:

HQ\« f

In mod specific, termenul "MMAE" se referd la compusul (8)-N-((3R,485,55)-1-((S)-2-((1R,2R)-
3-(((15,2R)-1-hidroxi-1 -fenilpropan-2-il)amino)- 1 -metoxi-2-metil-3-oxopropil)pirolidin-1-il)-3-metoxi-5-
metil-1-oxoheptan-4-il)-N,3-dimetil-2-((S)-3-metil-2-(metilamino)butanamido)butanamida. MMAE este
de fapt desmetil-auristatina E, adicd grupa amino N-terminald are numai un substituent metil in loc de doi
ca in auristatina E.

Se preferd in mod special conjugati de anticorp-vcAuristatina cum ar fi conjugati de anticorp-
veMMAE. Conform inventiei, termenul "anticorp-vcAuristatina" sau "veMMAE" se referd la un conjugat
anticorp-medicament (ADC) cuprinzdnd o auristatind cum ar fi MMAE, legatd printr-un linker
cuprinzand dipeptida clivabila lizozomal, valina-citrulina (vc), de anticorp.

MMAF, cunoscuta si ca Monometil auristatina F, se referd la compusul (S)-2-((2R,3R)-3-((S)-1-
((BR,48S,5S)-4-((S)-N,3-dimetil-2-((S)-3-metil-2-(metilamino) butanamido)butanamido)-3-metoxi-5-
metilheptanoil)pirolidin-2-il)-3-metoxi-2-metilpropanamido)-3-acid fenilpropanoic.

Generarea conjugatilor anticorp-medicament poate fi realizatd prin orice tehnicd cunoscutd in
domeniu. Conjugatii anticorp-medicament pot fi preparati prin legarea medicamentului de un anticorp in
conformitate cu o tehnica conventionald. Un anticorp si un medicament pot fi legati direct unul de celdlalt
prin propriile grupe linker sau indirect printr-un linker sau o altd substanta.

Sunt disponibile mai multe reactii diferite pentru atasarea covalentd a medicamentelor de
anticorpi. Acest lucru este adesea realizat prin reactia reziduurilor aminoacidice ale moleculei de anticorp,
inclusiv grupele amind ale lizinei, grupele de acid carboxilic libere ale acidului glutamic si aspartic,
grupele sulfhidril ale cisteinei si diferitele fractiuni ale aminoacizilor aromatici. Una dintre cele mai
frecvente metode nespecifice de atasare covalentd este reactia carbodiimidei pentru legarea unei grupe
carboxi (sau amino) a unui compus de grupele amino (sau carboxi) ale anticorpului. In plus, se utilizeaza
agenti bifunctionali cum ar fi dialdehide sau imidoesteri pentru legarea grupei amino a unui compus de
grupele amino ale moleculei de anticorp. Pentru atasarea medicamentelor de anticorpi este disponibild si
reactia bazei Schiff. Aceastd metodd presupune oxidarea cu periodat a unui medicament care contine
grupe glicol sau hidroxi, formand astfel o aldehidd care reactioneazd apoi cu molecula de anticorp.
Atasarea are loc prin formarea unei baze Schiff cu grupe amino ale moleculei de anticorp. Izotiocianatii
pot fi de asemenea utilizafi ca agenti de cuplare pentru atasarea covalentd a medicamentelor de anticorpi.
Se cunosc si alte tehnici in domeniu, care se incadreazd in domeniul de aplicare al prezentei inventii.

Existd multe grupe de legiturd cunoscute in domeniu pentru prepararea conjugatilor anticorp-
medicament. Un linker cuprinde de preferintd una sau mai multe grupe functionale care reactioncazi cu
unul sau ambii dintre anticorp si medicament. Exemplele de grupe functionale includ grupe amino,
carboxil, mercapto, maleimida si piridinil.

Intr-o aplicare a inventiei, un anticorp este legat cu un medicament printr-un reactiv de legare
incrucisatd bifunctional. In sensul folosit in prezenta, un "reactiv de legare incrucisati bifunctional" se
referd la un reactiv avind doud grupe reactive, dintre care una poate reactiona cu un anticorp, iar cealaltd
poate reactiona cu medicamentul, legind anticorpul cu medicamentul si formind asadar un conjugat. Se
poate folosi orice reactiv de legare incrucisata bifunctional adecvat in legitura cu inventia, atita vreme cét
reactivul linker asigurd retinerea caracteristicilor medicamentului, de ex., citotoxicitatea, si a
caracteristicilor de tintire ale anticorpului. De preferintd, molecula linker leagd medicamentul de anticorp
prin legaturi chimice, astfel incat medicamentul si anticorpul sunt legati chimic (de ex., legati covalent)
unul de celalalt.
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Intr-o aplicare, reactivul de legare incrucisati bifunctional cuprinde linkeri neclivabili. Un linker
neclivabil este orice fractiune chimici ce poate lega un medicament, cum ar fi un maytansinoid, de un
anticorp intr-o manierd covalentd, stabild. De preferintd, un linker neclivabil nu este clivabil in conditii
fiziologice, in mod specific intr-o celuld. Astfel, linkerii neclivabili sunt in mare misurd rezistenti la
clivare indusa de acizi, clivare indusi de lumind, clivare indusa de peptidazi, clivare indusd de esteraza si
clivarea legiturilor disulfurice, in conditii in care medicamentul sau anticorpul riméne activ. Reactivii de
legare incrucisatd adecvati care formeaza linkeri neclivabili intre un medicament si un anticorp sunt bine
cunoscuti in domeniu. Intr-o aplicare, medicamentul este legat de anticorp printr-o legiturd tioeterica.

Intr-o aplicare deosebit de preferati, reactivul de legare este un linker clivabil. De preferinti, un
linker clivabil este clivabil in conditii fiziologice, in mod specific intr-o celuld. Exemplele de linkeri
clivabili adecvati includ linkeri disulfurici, linkeri labili acizi, linkeri fotolabili, linkeri peptidazici labili si
linkeri esterazici labili.

Exemplele de linkeri includ, nelimitativ, N-succinimidil-3-(2-piridilditio)butirat (SPDB), N-
succinimidil-3-(2-piridilditio)propionat (SPDP), sulfosuccinimidil -4-(N-maleimidometil)
ciclohexan-1-carboxilat (Sulfo-SMCC), N-succinimidil-4-(maleimidometil)ciclohexancarboxilat
(SMCC), N-succinimidil-4-(N-maleimidometil)-ciclohexan-1-carboxi-(6-amidocaproat) (LC-SMCC), 4-
acid maleimidobutiric =~ N-hidroxisuccinimida ester (GMBS), acid 3-maleimidocaproic N-
hidroxisuccinimida ester (EMCS), m-maleimidobenzoil-N-hidroxisuccinimidd ester (MBS), N-(o-
maleimidoacetoxi)-succinimida ester (AMAS), succinimidil-6-(B-maleimidopropionamido)
hexanoat (SMPH), N-succinimidil-4-(p-maleimidofenil)-butirat (SMPB), N-(p-maleimidofenil)
isocianat (PMPI), 6-maleimidocaproil (MC), maleimidopropanoil (MP),
p-aminobenziloxicarbonil (PAB), N-succinimidil-4-(2-piridiltio)pentanoat (SPP) si
N-succinimidil (4-iodoacetil)aminobenzoat (SIAB). Se poate folosi si un linker peptidic precum valina-
citrulina (Val-Cit) sau alanina-fenilalanina (ala-phe) si oricare dintre linkerii menfionati mai sus se pot
folosi in combinatie adecvata.

Linkerii care contin disulfurd sunt linkeri clivabili prin schimb disulfuric, care poate avea loc in
conditii fiziologice. In alte apliciri, linkerul este clivabil in conditii reducitoare (de ex., un linker
disulfuric). Se cunoaste in domeniu o varietate de linkeri disulfurici, inclusiv, de exemplu, cei care pot fi
formati folosind SATA (N-succinimidil-5-acetiltioacetat), SPDP (N-succinimidil-3-(2-
piridilditio)propionat), SPDB (N-succinimidil-3-(2-piridilditio)butirat) si
SMPT (N-succinimidil-oxicarbonil -alphametil-alpha-(2-piridil-ditio)toluen).

Linkerii labili acizi sunt linkeri clivabili la pH acid. De exemplu, anumite compartimente
intracelulare, cum ar fi endozomi si lizozomi, au un pH acid (pH 4-5) si asigurd conditii adecvate pentru
clivarea linkerilor acizi labili. Linkerii labili acizi sunt relativ stabili in conditii de pH neutru, cum ar fi
cele din sange, dar sunt instabili la sub pH 5.5 sau 5.0. De exemplu, s¢ poate folosi o hidrazoni,
semicarbazond, tiosemicarbazond, amida cis-aconitica, ortoester, acetal, ketal etc..

Linkerii fotolabili sunt utili la suprafata corpului si in multe cavititi ale corpului accesibile
luminii. De asemenea, lumina infrarosie poate patrunde in tesut.

Linkerii peptidazici labili pot fi folositi pentru a cliva anumite peptide in interiorul sau exteriorul
celulelor. Intr-o aplicare, linkerul clivabil este clivat in conditii moderate, si anume conditii intr-o celuld
in care activitatea agentului citotoxic nu este afectata.

Linkerul poate fi sau poate cuprinde, de ex., un linker peptidil clivat de o enzima peptidaza sau
proteaza intracelulard, inclusiv, nelimitativ, o proteazi lizozomald sau endozomali. In mod tipic, linkerul
peptidil are o lungime de cel putin doi aminoacizi sau cel putin trei aminoacizi. Agentii de clivare pot
include catepsinele B si D si plasmind, toate fiind cunoscute cd hidrolizeaza derivatii medicamentelor
dipeptidice, ducand la eliberarea medicamentului activ in celulele tintd. De exemplu, se poate utiliza un
linker peptidil clivabil de proteaza catepsina-B dependentd de tiol, care este exprimatd la nivel ridicat in
tesut canceros (de ex., un linker Phe-Leu sau Gly-Phe-Leu-Gly). In apliciri specifice, linkerul peptidil
clivabil de o proteaza intracelulard este un linker valini-citrulind (Val-Cit; vc) sau un linker fenilalanini-
lizind (Phe-Lys). Un avantaj al utilizérii eliberarii proteolitice intracelulare a agentului terapeutic este ca
agentul este in mod tipic atenuat atunci cand este conjugat si stabilititile serice ale conjugatilor sunt de
obicei ridicate.

Intr-o aplicare deosebit de preferati, linkerul conform inventiei cuprinde sau consti din dipeptida
valina (Val) - citrulina (Cit) (vc), care este clivati de catepsind in celulele tumorale.

Intr-o aplicare, medicamentul este un maytansinoid precum DM4, cuplat cu un anticorp capabil
sa se lege de CLDN18.2 printr-un linker incrucisat de proteind heterobifunctionald reactivd cu amino si
sulfhidril care reactioneazd cu amine primare (care se gisesc in catenele laterale de lizind sau capatul N al
proteinelor) ale anticorpului si cu grupa sulfhidril a maytansinoidului pentru a produce o legiturd
disulfurici reversibili. Intr-o aplicare, linkerul incrucisat de proteind heterobifunctionald reactivd cu
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amino si sulfhidril este SPDB (N-succinimidil-3-(2-piridilditio)butirat), care reactioneazd printr-un ester
de N-hidroxisuccinimidd (NHS) cu amine primare (care se gisesc in catenele laterale de lizind sau capatul
N al proteinelor) ale anticorpului si printr-o grupd piridinildisulfidd cu grupa sulthidril a DM4 pentru a
produce o legitura disulfurica reversibila (Figura 1).

Intr-o aplicare, medicamentul este o auristatini precum MMAE, cuplati cu un anticorp capabil
sd se lege de CLDN18.2 printr-un linker peptidic cum ar fi un linker peptidic clivabil de catepsind, in mod
specific Val-Cit (vc). Intr-o aplicare, anticorpul care se poate lega de CLDN18.2 este tiolat, de ex. cu
linkerul heterobifunctional 2-IT (2-iminotiolan) care reactioneaza cu aminele libere ale reziduurilor de
lizina.

Intr-o aplicare deosebit de preferati, un conjugat anticorp-medicament conform inventiei
cuprinde un anticorp, cuprinzand un lant greu care cuprinde o secventd de aminoacizi reprezentatd de
SEQ ID NO: 32 sau un fragment al acesteia sau o variantd a acelei secvente de aminoacizi sau a
fragmentului si un lant usor cuprinzand o secventd de aminoacizi reprezentatd de SEQ ID NO: 39 sau un
fragment al acesteia sau o variantd a acelei secvente de aminoacizi sau a fragmentului, cuplat (de
preferinti prin grupele sale amino) cu DM4 (de preferinti prin grupa sa sulfhidril). intr-o aplicare,
anticorpul este cuplat cu DM4 printr-un linker SPDB.

Intr-o aplicare, un conjugat anticorp-medicament conform inventiei cuprinde un anticorp,
cuprinzand un lant greu care cuprinde o secventd de aminoacizi reprezentatd de SEQ ID NO: 17 sau 51
sau un fragment al acesteia sau o variantd a acelei secven{e de aminoacizi sau a fragmentului si un lan{
usor cuprinzand o secventd de aminoacizi reprezentatd de SEQ ID NO: 24 sau un fragment al acesteia sau
o variantd a acelei secvente de aminoacizi sau a fragmentului, cuplat (de preferin{d prin grupele sale
amino) cu DM4 (de preferinti prin grupa sa sulfhidril). Intr-o aplicare, anticorpul este cuplat cu DM4
printr-un linker SPDB.

Intr-o aplicare deosebit de preferati, un conjugat anticorp-medicament conform inventiei
cuprinde un anticorp, cuprinzand un lant greu care cuprinde o secventd de aminoacizi reprezentatd de
SEQ ID NO: 32 sau un fragment al acesteia sau o varianti a acelei secvenfe de aminoacizi sau a
fragmentului si un lant usor cuprinzand o secventd de aminoacizi reprezentatd de SEQ ID NO: 39 sau un
fragment al acesteia sau o variantd a acelei secvente de aminoacizi sau a fragmentului, cuplat (de
preferintd prin grupele sale amino) cu MMAE (de preferintd prin grupa sa amino N-terminald). Intr-o
aplicare, anticorpul este cuplat cu MMAE printr-un linker cuprinzind dipeptida vc.

Intr-o aplicare deosebit de preferati, un conjugat anticorp-medicament conform inventiei
cuprinde un anticorp, cuprinzand un lant greu care cuprinde o secventd de aminoacizi reprezentatd de
SEQ ID NO: 17 sau 51 sau un fragment al acesteia sau o varianti a acelei secvente de aminoacizi sau a
fragmentului si un lan{ usor cuprinzand o secventd de aminoacizi reprezentatd de SEQ ID NO: 24 sau un
fragment al acesteia sau o variantd a acelei secvenfe de aminoacizi sau a fragmentului, cuplat (de
preferintd prin grupele sale amino) cu MMAE (de preferintd prin grupa sa amino N-terminald). Intr-o
aplicare, anticorpul este cuplat cu MMAE printr-un linker cuprinzind dipeptida vc.

Termenul "acid nucleic", in sensul folosit in prezenta, include ADN si ARN. Un acid nucleic
poate fi monocatenar sau dublu catenar, dar de preferintd este ADN dublu catenar.

Conform inventiei, termenul "expresie" se utilizeazd in sensul sdu cel mai larg si cuprinde
producerea ARN sau a ARN si proteinei/peptidei. Cuprinde si expresie partiald a acizilor nucleici. In plus,
expresia poate fi temporara sau stabila.

Specificatia din prezenta cu privire la anumite secvente de aminoacizi, de ex. cele indicate in
lista de secvente, in mod specific cele indicate in prezenta cu SEQ ID NO:, se va infelege ca referindu-se
de asemenea la variante ale acestor secvente specifice. Aceste variante de secvente pot fi echivalente
functional cu secventele specifice respective, de ex. secvente de aminoacizi care prezintd proprietafi
identice sau similare cu cele ale secventelor de aminoacizi specifice. O proprictate importantd este
retinerea legdrii unui anticorp de tinta sa. De preferinti, o secventd reprezentind o varianti a unei
secvente specifice, cand inlocuieste secventa specificd intr-un anticorp, retine legarea anticorpului
respectiv de CLDN18.2.

Persoanele cu competente in domeniu vor infelege cd, in mod specific, secveniele CDR,
regiunile hipervariabile si variabile pot fi modificate fard pierderea capacititii de legare a CLDN18.2. De
exemplu, regiunile CDR vor fi identice sau in mare misurd omoloage cu regiunile anticorpilor specificate
in prezenta. Prin "in mare madsurd omolog" se intelege cd se pot efectua de la 1 1a 5, de preferintd de la 1
la 4, cum ar fi 1 pani la 3 sau 1 sau 2 substitutii in CDR. In plus, regiunile hipervariabile si variabile pot
fi modificate astfel incit sa prezinte omologie substanfiald cu regiunile anticorpilor divulgate in mod
specific in prezenta.

Termenul "variantd" conform inventiei se referd, in mod specific, la mutanti, variante de
matisare, conformatiuni, izoforme, variante alelice, variante de specie si omologi de specie, in special cele
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care apar in mod natural. O varianta alelica se referd la o modificare a secventei normale a unei gene, a
cirei importantd este adesea neclard. Secvenfierea genicd completd identificd adesea numeroase variante
alelice ale unei gene date. Un omolog de specie este o secventd de acid nucleic sau secventd de
aminoacizi cu o specie de origine diferitd de cea a unei secvente date de acid nucleic sau aminoacizi.
Termenul "variantd" va include toate variantele modificate post-translational si variantele
conformationale.

In scopul prezentei inventii, "variantele" unei secvente de aminoacizi cuprind variante de insertic
a aminoacizilor, variante de addugare a aminoacizilor, variante de stergere a aminoacizilor si/sau variante
de substituire a aminoacizilor. Variantele de stergere a aminoacizilor, care cuprind deletia la capdtul N
si/sau C al proteinei, sunt denumite de asemenea variante trunchiate N-terminale si/sau C-terminale.

Variantele de insertie a aminoacizilor cuprind insertii de unul sau doi sau mai multi aminoacizi
intr-o anumiti secventi aminoacidici. In cazul variantelor de secventi de aminoacizi cu o insertie, se
mtroduc unul sau mai multe reziduuri aminoacidice intr-un anumit situs dintr-o secven{d de aminoacizi,
desi este posibila si insertia aleatorie cu selectie corespunzitoare a produsului rezultat.

Variantele de addugare a aminoacizilor cuprind fuziuni amino- si/sau carboxi-terminale ale unuia
sau mai multor aminoacizi, cum ar fi 1, 2, 3, 5, 10, 20, 30, 50 sau mai multi aminoacizi.

Variantele de stergere a aminoacizilor sunt caracterizate prin indepdrtarea unuia sau mai multor
aminoacizi din secventd, cum ar fi indepartarea a 1, 2, 3, 5, 10, 20, 30, 50 sau mai multor aminoacizi.
Stergerile pot avea loc in orice pozitie a proteinei.

Variantele de substituire a aminoacizilor sunt caracterizate prin indepdrtarea a cel putin unui
reziduu din secventd si inlocuirea sa cu un alt reziduu. Se preferd modificdrile in poziii ale secventei de
aminoacizi care nu sunt conservate intre proteine sau peptide omoloage si/sau inlocuirea aminoacizilor cu
altii avand proprietdti similare. De preferintd, modificdrile aminoacizilor in variantele proteinelor sunt
modificari conservative, adicad substitutii de aminoacizi incircati sau neincircafi similar. O modificare
conservativd implicd substitufia in cadrul unei familii de aminoacizi inruditi in catenele laterale.
Aminoacizii naturali se impart in general in patru familii: aminoacizi acizi (aspartat, glutamat), bazici
(lizind, arginind, histidind), nepolari (alanind, valind, leucind, izoleucind, prolind, fenilalanind, metionina,
triptofan) si polari neincarcati (glicind, asparagini, glutamind, cisteind, serind, treonind, tirozind).
Fenilalanina, triptofanul si tirozina sunt clasificate uneori impreuni ca aminoacizi aromatici.

De preferintd, gradul de aseminare, de preferintd de identitate dintre o secventd aminoacidica
datd, cum ar fi o secventd indicatd in prezenta cu SEQ ID NO:, si o secventd de aminoacizi reprezentind o
varianta a secventei date va fi de cel putin circa 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%. Gradul de
similaritate sau identitate este dat de preferintd pentru o regiune aminoacidicd avand cel putin circa 10%,
cel putin circa 20%, cel putin circa 30%, cel putin circa 40%, cel putin circa 50%, cel putin circa 60%, cel
putin circa 70%, cel putin circa 80%, cel putin circa 90% sau circa 100% din intreaga lungime a secventei
de aminoacizi de referintd. De exemplu, dacd secventa aminoacidicd de referintd constd din 200 de
aminoacizi, gradul de similaritate sau identitate este dat de preferintd pentru cel putin circa 20, cel putin
circa 40, cel putin circa 60, cel pufin circa 80, cel putin circa 100, cel putin circa 120, cel putin circa 140,
cel putin circa 160, cel putin circa 180 sau circa 200 de aminoacizi, de preferinti aminoacizi continui. in
aplicari preferate, gradul de similaritate sau identitate este dat pentru intreaga lungime a secventei
aminoacidice de referintd. Alinierea in vederea determindrii asemdndrii secventiale, de preferintd a
identitdtii secventiale, se poate realiza cu instrumente cunoscute in domeniu, de preferintd folosind cea
mai bund aliniere secventiald, de exemplu Align, cu setiri standard, de preferinti EMBOSS::needle,
Matrix: Blosum62, Gap Open 10.0, Gap Extend 0.5.

"Similaritatea secventiald" indica procentajul de aminoacizi care sunt identici sau care reprezinti
substitutii aminoacidice conservative. "Identitatea secventiald" intre doud secvenfe de aminoacizi indica
procentajul de aminoacizi identici intre secvente.

Termenul "identitate procentuald" indicd un procentaj al reziduurilor aminoacidice care sunt
identice intre cele doud secvente comparate, obtinute dupa cea mai buna aliniere, acest procentaj fiind pur
statistic si diferentele dintre cele doud secvente fiind distribuite aleatoriu si pe intreaga lor lungime.
Comparatiile dintre cele doud secvente de aminoacizi se efectueazd in mod conventional comparand
aceste secvente in urma alinierii optime a acestora, comparatia realizindu-se pe segmente sau "intervale
de comparatie" pentru a identifica si compara regiuni locale de similaritate secventiald. Alinierea optima a
secventelor pentru comparafie poate fi realizati, pe langd cea manuald, cu ajutorul algoritmului de
omologie locald al lui Smith & Waterman, 1981, Ads App. Math. 2, 482, cu algoritmul de omologic
locala al lui Neddleman & Wunsch, 1970, J. Mol. Biol. 48, 443, prin metoda de cdutare a similarititilor a
Iui Pearson & Lipman, 1988, Proc. Natl Acad. Sci. USA 85, 2444 sau prin programe de calculator care
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folosesc acesti algoritmi (GAP, BESTFIT, FASTA, BLAST P, BLAST N si TFASTA, Wisconsin
Genetics Software Package, Genetics Computer Group, 575 Science Drive, Madison, Wis.).

Identitatea procentuald este calculatd determinidnd numarul pozitiilor identice intre cele doud
secvente comparate, impartind acest numar la numarul pozitiilor comparate si inmultind rezultatul obtinut
cu 100 pentru a obtine identitatea procentuald a celor doud secvente.

Termenul "animal transgenic" se referd la un animal avand un genom care cuprinde una sau mai
multe transgene, de preferintd transgenele sau transcromozomii lantului greu si/sau usor (integrate sau
neintegrate in ADN-ul genomic natural al animalului) si care este de preferintd capabil sd exprime
transgenele. De exemplu, un soarece transgenic poate avea o transgend a lantului usor uman si o
transgend a lantului greu uman sau un transcromozom al lanfului greu uman, astfel incit soarecele sa
producd anticorpi anti-CLDN18.2 umani cand este imunizat cu antigen CLDN18.2 si/sau celule care
exprimd CLDNI18.2. Transgena lantului greu uman poate fi integrati in ADN-ul cromozomial al
soarecelui, asa cum este cazul pentru soareci transgenici, de ex., soareci HuMAD, cum ar fi soareci HCo7
sau HCol2 sau transgena lantului greu uman poate fi pistratd extracromozomial, asa cum este cazul
pentru soarecii transcromozomiali (de ex., KM), conform descrierii din WO 02/43478. Acesti soareci
transgenici si transcromozomiali pot fi capabili sd producd izotipuri multiple de anticorpi monoclonali
umani la CLDN18.2 (de ex., IgG, IgA si/sau IgE) prin recombinare V-D-J si schimbarea izotipului.

"Reducerea", "scdderca" sau "inhibarea", in sensul folosit in prezenta, inscamnd o scidere
generald sau capacitatea de a cauza o scidere generald a nivelului, de preferintd cu 5% sau mai mult, 10%
sau mai mult, 20% sau mai mult, mai preferabil cu 50% sau mai mult si cel mai preferabil cu 75% sau
mai mult, de ex. a nivelului de expresie sau inmultire a celulelor.

Termenii precum "crestere" sau "mdrire" se referd de preferintd la o crestere sau madrire de
aproximativ cel putin 10%, de preferinta cel putin 20%, de preferintd cel putin 30%, mai preferabil cel
putin 40%, mai preferabil cel putin 50%, incd mai preferabil cel putin 80% si cel mai preferabil de cel
putin 100%, cel putin 200%, cel putin 500%, cel putin 1000%, cel putin 10000% sau chiar mai mult.

Anticorpii descrisi in prezenta pot fi produsi printr-o varietate de tehnici, inclusiv metodologia
conventionald a anticorpilor monoclonali, de ex. tehnica de hibridizare celulard somatica standard a lui
Kohler & Milstein, Nature 256: 495 (1975). Desi procedurile de hibridizare celulard somaticd sunt
preferate, in principiu se pot folosi alte tehnici de producere a anticorpilor monoclonali, de ex.
transformare virald sau oncogenicd a limfocitelor B sau tehnici de prezentare a fagilor folosind biblioteci
de gene de anticorp.

Sistemul animal preferat pentru prepararea hibridomilor care secretd anticorpi monoclonali este
sistemul murin. Producerea hibridomilor in soarece este o procedurd foarte bine stabilitd. Protocoalele si
tehnicile de imunizare pentru izolarea splenocitelor imunizate pentru fuziune sunt cunoscute in domeniu.
Se cunosc si partenerii de fuziune (de ex., celule de mielom murin) si procedurile de fuziune.

Alte sisteme animale preferate pentru prepararea hibridomilor care secretd anticorpi monoclonali
sunt sobolanul si iepurele (descrise de ex. in Spieker-Polet et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 92:9348
(1995), vezi si Rossi et al., Am. J. Clin. Pathol. 124: 295 (2005)).

Intr-o alti aplicare preferatd, anticorpii monoclonali umani pot fi generati folosind soareci
transgenici sau transcromozomiali care prezinti unele parti din sistemul imunitar uman, nu murin. Acesti
soareci transgenici sau transcromozomiali includ soareci cunoscuti sub denumirea de soareci HuMAD,
respectiv KM si sunt denumiti colectiv in prezenta "soareci transgenici". Producerea anticorpilor umani in
acesti soareci transgenici poate fi realizatd asa cum se descrie detaliat pentru CD20 in W0O2004 035607.

O altd strategic de generare a anticorpilor monoclonali este izolarca directd a geneclor care
codificd anticorpi din limfocite, producand anticorpi cu specificitate definitd, de ex. vezi Babcock et al.,
1996; A novel strategy for generating monoclonal antibodies from single, isolated lymphocytes producing
antibodies of defined specificities. Pentru detalii cu privire la modificarea recombinantd a anticorpilor,
vezi de asemenea Welschof & Kraus, Recombinant antibodies for cancer therapy ISBN-0-89603-918-8 si
Benny K.C. Lo Antibody Engineering ISBN 1-58829-092-1.

Pentru generarea anticorpilor, soarecii pot fi imunizati cu peptide conjugate cu transportor
derivate din secventa antigenului, adica secventa impotriva céreia sunt directionati anticorpii, un preparat
imbogitit de antigen exprimat recombinant sau fragmente ale acestuia si/sau celule care exprimd
antigenul, asa cum s-a descris. Alternativ, soarecii pot fi imunizati cu ADN care codifica antigenul sau
fragmente ale acestuia. In cazul in care imunizirile folosind un preparat purificat sau imbogitit de antigen
nu produce anticorpi, soarecii pot fi imunizafi de asemenea cu celule care exprimi antigenul, de ex. o
linie celulard, pentru a activa raspunsurile imune.

Raspunsul imun poate fi monitorizat in cursul protocolului de imunizare, prelevandu-se probe de
plasmi si ser din vena din coada sau retroorbitald. Soarecii cu titre suficiente de imunoglobulind pot fi
utilizati pentru fuziuni. Soarecii pot primi doze suplimentare intraperitoneale sau intravenoase de celule
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care exprimd antigenul cu 3 zile inaintea sacrificdrii si indepdrtirii splinei pentru a creste rata
hibridomilor specifici care secretd anticorp.

Pentru a genera hibridomi de producere a anticorpilor monoclonali, se pot izola splenocite si
celule din ganglioni limfatici de la soareci imunizati si se pot fuziona cu o linie celulard imortalizatd
corespunzatoare, cum ar fi o linie celulard de mielom murin. Hibridomii rezultati pot fi selectati apoi cu
privire la producerea anticorpilor antigen-specifici. Godeurile individuale pot fi analizate prin ELISA cu
privire la hibridomii care secretd anticorpi. Prin analizd de imunofluorescentd si FACS folosind celule
care exprimi antigenul, pot fi identificati anticorpi cu specificitate pentru antigen. Hibridomii care secretd
anticorp pot fi reasezati in plici, reanalizati si, dacd sunt in continuare pozitivi pentru anticorpi
monoclonali, pot fi subclonati prin dilutie limitativd. Subclonele stabile pot fi cultivate apoi in vitro
pentru a genera anticorp in mediu de culturd tisulard pentru caracterizare.

Anticorpii pot fi produsi de asemenea intr-un transfectom al celulei gazda folosind, de exemplu,
o combinatie de tehnici de ADN recombinant si metode de transfectie genicd, bine cunoscute in domeniu
(Morrison, S. (1985) Science 229: 1202).

De exemplu, intr-o aplicare, gena/genele de interes, de ex., genele de anticorp, pot fi ligate intr-
un vector de expresic cum ar fi o plasmida de expresic eucariotd, precum cea folositd de sistemul de
expresie genicd GS descris in WO 87/04462, WO 89/01036 si EP 338 841 sau alte sisteme de expresie
bine cunoscute in domeniu. Plasmida purificati cu genele de anticorp clonate poate fi introdusi in celule
gazda eucariote cum ar fi celule CHO, NS/0, HEK293T sau HEK 293 sau, alternativ, alte celule cucariote
precum celule derivate din plante, ciuperci sau drojdii. Metoda folositd pentru a introduce aceste gene
poate fi una dintre metodele descrise in domeniu, cum ar fi clectroporare, lipofecting, lipofectamind sau
altele. Dupd introducerea acestor gene de anticorp in celulele gazda, celulele care exprimi anticorpul pot
fi identificate si selectate. Aceste celule reprezintd transfectomi care pot fi apoi amplificati in ceea ce
priveste nivelul de expresie si miriti la scard pentru a produce anticorpi. Anticorpii recombinanti pot fi
izolati si purificati din acesti supernatanti de culturd si/sau celule.

Alternativ, genele de anticorp clonate pot fi exprimate in alte sisteme de expresie, inclusiv celule
procariote, cum ar fi microorganisme, de ex. E. coli. De asemenea, anticorpii pot fi produsi in animale
transgenice, cum ar fi in lapte de oaie si iepuri sau in oud de gaind sau in plante transgenice; vezi de ex.
Verma, R., et al. (1998) J. Immunol. Meth. 216: 165-181; Pollock, et al. (1999) J. Immunol. Meth. 231:
147-157; si Fischer, R., et al. (1999) Biol. Chem. 380: 825-839.

Himerizare

Imunogenicitatea anticorpilor murini la om poate fi redusd sau evitatd complet dacd respectivii
anticorpi sunt himerizafi sau umanizati. Anticorpii himerici sunt anticorpi ale caror diferite portiuni sunt
derivate de la specii de animale diferite, cum ar fi cei care prezintd o regiune variabild derivati dintr-un
anticorp murin si o regiune constantd a imunoglobulinei umane. Himerizarea anticorpilor este obfinuta
prin unirea regiunilor variabile ale lantului greu si usor al anticorpului murin cu regiunea constanti a
lantului greu si usor uman (de ex. asa cum se descrie in Kraus et al., Methods in Molecular Biology
series, Recombinant antibodies for cancer therapy ISBN-0-89603-918-8). intr-o aplicare preferat,
anticorpii himerici sunt generati prin imbinarea regiunii constante a lanfului usor kappa uman cu regiunca
variabili a lanfului usor murin. intr-o alti aplicare preferati, anticorpii himerici pot fi generati prin
imbinarea regiunii constante a lanfului usor lambda uman cu regiunea variabild a lanfului usor murin.
Regiunile constante ale lanfului greu preferate pentru generarea anticorpilor himerici sunt IgG1, IgG3 si
IgG4. Alte regiuni constante ale lanfului greu preferate pentru generarea anticorpilor himerici sunt 1gG2,
IgA, IgD si IgM.

Umanizare

Anticorpii interactioneazd cu antigenele {intd predominant prin reziduurile aminoacidice situate
in cele sase regiuni determinante de complementaritate (CDR) ale lantului greu si usor. Din acest motiv,
secventele de aminoacizi din CDR sunt mai diverse intre anticorpi individuali decét secventele din afara
CDR. Deoarece secventele CDR sunt responsabile pentru majoritatea interactiunilor anticorp-antigen,
este posibild exprimarea anticorpilor recombinanti care imitd proprietdtile anticorpilor naturali specifici
prin constructia vectorilor de expresie care includ secvente CDR din anticorpul natural specific grefate pe
secventele cadru de la un anticorp diferit cu proprietati diferite (vezi, de ex., Riechmann, L. et al. (1998)
Nature 332: 323-327; Jones, P. et al. (1986) Nature 321: 522-525; si Queen, C. et al. (1989) Proc. Natl.
Acad. Sci. U. S. A. 86: 10029-10033). Aceste secvente cadru pot fi obtinute din baze de date ADN
publice care includ secvente genice de anticorp din linia germinala. Aceste secvente din linia germinala
vor fi diferite de secventele genice ale anticorpului matur deoarece nu vor include gene variabile complet
asamblate, care se formeaza prin imbinarea V (D) J in timpul maturizdrii celulelor B. Secventele genice
din linia germinald se vor deosebi de asemenea de secventele unui anticorp din repertoriul secundar de
mare afinitate uniform in regiunea variabila.
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Capacitatea anticorpilor de legare a unui antigen poate fi determinatd prin teste de legare
standard (de ex., ELISA, Western Blot, imunofluorescenta si analiza citometricd in flux).

Pentru purificarea anticorpilor, pot fi dezvoltati anumiti hibridomi in baloane rotative de doi litri
pentru purificarea anticorpilor monoclonali. Alternativ, anticorpii pot fi produsi in bioreactoare pe baza de
dializa. Supernatantii pot fi filtrafi si, daci este necesar, concentrati inaintea cromatografiei de afinitate cu
proteind G-sefaroza sau proteind A-sefarozi. IgG eluat poate fi verificat prin electroforezd in gel si
cromatografie lichida de inaltd performantd pentru a asigura puritatea. Solufia tampon poate fi schimbatd
in PBS si concentratia poate fi determinatd prin OD280 folosind coeficient de extinctie 1.43. Anticorpii
monoclonali pot fi impartiti in parti alicote si depozitati la -80°C.

Pentru a determina dacd anticorpii monoclonali selectati se leagd de epitopi unici, se poate folosi
mutageneza directionat spre situs sau situsuri multiple.

Pentru a determina izotipul anticorpilor, se pot efectua analize de izotip ELISA cu diferite kituri
din comert (de ex. Zymed, Roche Diagnostics). Godeurile plicilor de microtitru pot fi acoperite cu Ig
anti-soarece. Dupa blocare, plicile sunt reactionate cu anticorpi monoclonali sau control de izotipuri
purificate, la temperatura ambianta timp de doud ore. Godeurile pot fi reactionate apoi cu IgGl, IgG2a,
IgG2b sau IgG3 de soarece, IgA sau sonde conjugate cu peroxidaza IgM-specifice de soarece. Dupa
spdlare, plicile pot fi dezvoltate cu substrat ABTS (1 mg/ml) si analizate la OD 405-650. Alternativ, se
poate utiliza kitul de izotipare a anticorpilor monoclonali de soarece IsoStrip (Roche, nr. cat. 1493027),
conform descrierii producitorului.

Pentru a demonstra prezenta anticorpilor in serul soarecilor imunizati sau legarea anticorpilor
monoclonali de celule vii care exprimd antigenul, se poate folosi citometria in flux. Liniile celulare care
exprimd antigen in mod natural sau dupd transfectic si controlul negativ fard expresia antigenului
(dezvoltate in conditii standard) pot fi amestecate cu diferite concentratii de anticorpi monoclonali in
supernatanti de hibridom sau in PBS continind 1% FBS si pot fi incubate 1a 4°C timp de 30 min. Dupa
spalare, anticorpul anti IgG marcat cu APC sau Alexa647 se poate lega de anticorp monoclonal legat de
antigen in aceleasi conditii precum colorarea anticorpului primar. Probele pot fi analizate prin citometrie
in flux cu un instrument FACS folosind proprietafi de dispersie a luminii pentru activarea celulelor vii
individuale. Pentru a distinge anticorpi monoclonali antigen-specifici de agenti de legare nespecifici intr-o
singurd masurare, se poate utiliza metoda de co-transfectie. Celulele transfectate temporar cu plasmide
care codificd antigen si un marker fluorescent pot fi colorate asa cum s-a descris mai sus. Celulele
transfectate pot fi detectate intr-un canal de fluorescenta diferit de celulele colorate cu anticorp. Avand in
vedere ca majoritatea celulelor transfectate exprimd ambele transgene, anticorpii monoclonali antigen-
specifici se leagd preferential de celule care exprimd markerul de fluorescentd, in timp ce anticorpii
nespecifici se leaga intr-o proportie comparabila de celule netransfectate. Se poate folosi un test alternativ
folosind microscopie de fluorescentd pe langa sau in locul citometriei in flux. Celulele pot fi colorate
exact cum s-a descris mai sus si examinate prin microscopie de fluorescenta.

Pentru a demonstra prezenta anticorpilor in serul soarecilor imunizati sau legarea anticorpilor
monoclonali de celule vii care exprimd antigenul, se poate folosi microscopia de imunofluorescentd. De
exemplu, liniile celulare care exprima antigenul spontan sau dupd transfectie si controlul negativ farad
expresie a antigenului sunt dezvoltate in lamele cu mai multe camere in condiii standard de crestere in
mediu DMEM/F12, suplimentat cu 10% ser fetal de vitel (FCS), 2 mM L-glutamini, 100 IU/ml penicilini
si 100 pg/ml streptomicind. Celulele pot fi fixate apoi cu metanol sau paraformaldehida sau pot fi lasate
netratate. Celulele pot fi reactionate apoi cu anticorpi monoclonali impotriva antigenului timp de 30 min.
la 25°C. Dupa spalare, celulele pot fi reactionate cu un anticorp secundar IgG anti-soarece marcat cu
Alexa555 (Molecular Probes) in aceleasi conditii. Celulele pot fi examinate apoi prin microscopic de
fluorescenta.

Extractele celulare din celule care exprima antigenul si controlul negativ corespunzitor pot fi
preparate si supuse electroforezei in gel de sodiu dodecil sulfat (SDS) poliacrilamida. Dupa electroforeza,
antigenele separate vor fi transferate pe membrane de nitroceluloza, blocate si sondate cu anticorpii
monoclonali testati. Legarea 1gG poate fi detectata folosind peroxidazad IgG anti-soarece si dezvoltatd cu
substrat ECL.

Anticorpii pot fi testati in continuare cu privire la reactivitatea cu antigen prin imunohistochimie
intr-o maniera bine cunoscuti persoanelor cu competente in domeniu, de ex. folosind criosectiuni fixate
in paraformaldehid sau acetond sau sectiuni de tesut incorporate in parafind, fixate cu paraformaldehida,
din probe de tesut necanceros sau fesut canceros prelevate de la pacienti in timpul procedurilor
chirurgicale de rutini sau de la soareci prezentind tumori xenogrefate inoculate cu linii celulare care
exprimd antigenul spontan sau dupd transfectie. Pentru imunocolorare, anticorpii reactivi la antigen pot fi
incubati, urmati de anticorpi de caprd anti-soarece sau de caprd anti-iepure conjugafi cu peroxidaza de
hrean (DAKO), in conformitate cu instructiunile furnizorului.
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Conjugatii de anticorpi care se leagd de CLDN18.2 pot fi de asemenea testati intr-un model in
vivo (de ex. la soareci cu deficientd imunitard purtitori de tumori xenogrefate inoculati cu linii celulare
care exprimd CLDN18.2, de ex. DAN-G, SNU-16 sau KATO-III sau dupa transfectie, de ex. HEK293)
pentru a le determina eficienta in controlul cresterii celulelor tumorale care exprimd CLDN18.2.

Conjugatii de anticorpi pot fi administrati soarecilor fard tumori, dupa care se injecteaza celulele
tumorale pentru a misura efectele conjugatilor de anticorpi pentru a preveni formarea tumorilor sau
simptomelor legate de tumori. Conjugatii de anticorpi pot fi administrati soarecilor purtitori de tumori
pentru a determina eficienta terapeuticd a respectivilor conjugati de anticorpi in reducerea cresterii
tumorale, metastazelor sau simptomele asociate cu tumori. Aplicarea conjugatilor de anticorpi poate fi
combinatd cu aplicarea altor substante precum medicamente cistostatice, inhibitori ai factorului de
crestere, blocante ale ciclului celular, inhibitori ai angiogenezei sau alti anticorpi pentru a determina
eficienta sinergetica si toxicitatea potentiald a combinatiilor. Pentru a analiza efectele secundare toxice
mediate de conjugatii de anticorpi, animalele pot fi inoculate cu conjugati de anticorpi sau reactivi de
control si investigate aminuntit cu privire la simptome posibil legate de terapia cu conjugati de anticorpi
CLDNI18.2. Efectele secundare posibile ale aplicarii in vivo a conjugatilor de anticorpi CLDN18.2 includ
in special toxicitatea la tesuturile care exprimd CLDN18.2, inclusiv stomacul.

Reprezentarea epitopilor recunoscuti de anticorpi poate fi efectuata asa cum se descrie detaliat in
"Epitope Mapping Protocols (Methods in Molecular Biology), Glenn E. Morris ISBN-089603-375-9 si in
"Epitope Mapping: A Practical Approach” Practical Approach Series, 248, Olwyn M. R. Westwood,
Frank C. Hay.

Compusii si agentii descrisi in prezenta se pot administra sub formd de orice compozifie
farmaceuticd adecvata.

Compozitiile farmaceutice din inventie sunt de preferinta sterile si contin o cantitate eficienta de
conjugati de anticorpi descrisi in prezenta si optional de alfi agenti discutafi aici pentru a genera reactia
doritd sau efectul dorit.

Compozitiile farmaceutice sunt previzute de obicei intr-o formd de dozaj uniform si pot fi
preparate intr-o manierd cunoscutd. O compozitie farmaceutica poate fi de ex. sub forma de solutie sau
suspensie.

O compozitie farmaceuticd poate contine saruri, solutii tampon, conservanti, vehicule, solventi
si/sau excipienfi acceptabili farmaceutic. Termenul "acceptabil farmaceutic" se referd la netoxicitatea unui
material care nu interactioneaza cu actiunea componentei active a compozitiei farmaceutice.

Sarurile care nu sunt acceptabile farmaceutic se¢ pot folosi in prepararca sdrurilor acceptabile
farmaceutic si sunt incluse in inventie. Sdrurile acceptabile farmaceutic de acest tip le includ, nelimitativ,
pe cele preparate din urmitorii acizi: clorhidric, bromhidric, sulfuric, nitric, fosforic, maleic, acetic,
salicilic, citric, formic, malonic, succinic etc.. Sdrurile acceptabile farmaceutic pot fi preparate de
asemenea ca saruri de metale alcaline sau saruri de metale alcalino-padmantoase, cum ar fi sdruri de sodiu,
potasiu sau calciu.

Substantele tampon adecvate utilizarii intr-o compozitie farmaceuticd includ acid acetic intr-o
sare, acid citric intr-o sare, acid boric intr-o sare si acid fosforic intr-o sare.

Conservantii adecvafi utilizarii intr-o compozitic farmaceutica includ clorurd de benzalconiu,
clorobutanol, paraben si thimerosal.

O forma injectabila poate contine un excipient acceptabil farmaceutic, cum ar fi solutie Ringer
Lactat.

Termenul "vehicul" se referd la o componentd organica sau anorganici, naturald sau sintetic, in
care componenta activd este combinatd pentru a facilita, mari sau permite aplicarea. Conform inventiei,
termenul "vehicul" include si unul sau mai multi agenti de umplere solizi sau lichizi compatibili, solventi
sau substante de incapsulare, adecvate administrarii unui pacient.

Vehiculele posibile pentru administrare parenterald sunt de ex. apa sterild, Ringer, Ringer lactat,
solutie sterila de clorurd de sodiu, polialchilenglicoli, naftalene hidrogenate si, in mod specific, polimeri
lactid biocompatibili, copolimeri lactid/glicolid sau copolimeri polioxietilen/polioxipropilen.

Termenul "excipient”, folosit in prezenta, indicd toate substanfele care pot fi prezente intr-o
compozifie farmaceutica si care nu sunt ingrediente active cum ar fi, de ex., vehicule, lianti, lubrifianti,
agenti de ingrosare, surfactanti, conservanti, emulgatori, solutii tampon, aromatizanti sau coloranti.

Agentii si compozitiile descrise in prezenta se pot administra prin orice cale conventionald, cum
ar fi prin administrare parenterald, inclusiv prin injectie sau perfuzie. Administrarea este de preferintd
parenterald, de ex. intravenoasd, intraarteriald, subcutanatd, intradermica sau intramusculara.

Compozitiile adecvate pentru administrare parenterald contin de obicei un preparat apos sau
neapos steril de compus activ, care este de preferin{d izotonic cu singele primitorului. Exemplele de
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vehicule si solventi compatibili sunt solutic Ringer si solutie izotonici de clorurd de sodiu. In plus, se
folosesc uleiuri nevolatile, de obicei sterile, ca mediu de solutie sau suspensie.

Agentii si compozitiile descrise in prezenta se administreaza in cantitéti eficiente. O "cantitate
eficientd" se referd la cantitatea care determind o reactie doritd sau un efect dorit, individual sau impreund
cu alte doze. In cazul tratamentului unei anumite boli sau unei anumite afectiuni, reactia doriti se refera
de preferintd la inhibarea cursului bolii. Aceasta cuprinde incetinirea progresului bolii si, in mod specific,
intreruperea sau inversarea progresului bolii. Reactia doritd intr-un tratament al unei boli sau afectiuni
poate fi de asemenea intarzierea declansdrii sau prevenirea declansdrii bolii sau afectiunii respective.

O cantitate eficientd a unui agent sau a unei compozitii descrise in prezenta va depinde de
afectiunea tratatd, gravitatea bolii, parametrii individuali ai pacientului, inclusiv varsta, starea fiziologica,
dimensiunile si greutatea, durata tratamentului, tipul unei terapii insotitoare (dacd este prezentd), calea
specifici de administrare si factori similari. In consecinti, dozele administrate de agenti descrisi in
prezenta pot depinde de astfel de parametri diferiti. In cazul in care o reactic a unui pacient este
insuficientd cu o doza inifiala, se pot utiliza doze mai mari (sau doze mai mari administrate pe o cale de
administrare diferiti, mai localizati).

Agentii si compozitiile previzute in prezenta se pot folosi individual sau in combinatie cu
regimuri terapeutice conventionale cum ar fi chirurgie, radiatii, chimioterapie si/sau transplant de miduva
0soasd (autolog, singenic, alogenic sau neinrudit).

Tratamentul cancerului reprezintd un domeniu in care sunt dezirabile in mod special strategii
combinate deoarece, in mod frecvent, actiunea combinatd a doud, trei, patru sau chiar mai multe
medicamente/terapii pentru cancer genereaza efecte sinergetice considerabil mai puternice decat impactul
unei metode monoterapeutice. Astfel, intr-o altd aplicare a prezentei inventii, un tratament al cancerului
poate fi combinat eficient cu diferite alte medicamente. Printre acestea sunt de ex. combinatii cu terapii
conventionale, strategii cu epitopi multipli, imunoterapie suplimentard si metode de tratament care
vizeazd angiogeneza sau apoptoza (vezi de ex. Andersen et al. 2008: Cancer treatment: the combination
of vaccination with other therapies. Cancer Immunology Immunotherapy, 57(11): 1735-1743.)
Administrarea succesiva a diferitilor agenti poate inhiba cresterea celulelor canceroase la diferite puncte
de control, iar alti agenti pot inhiba de ex. neo-angiogeneza, supravietuirea celulelor maligne sau
metastazelor, posibil transformand cancerul intr-o boald cronica.

Agentii si compozitiile descrise in prezenta pot fi administrate pacientilor, de ex., in vivo, pentru
a trata sau preveni o varictate de tulburiri precum cele descrise in prezenta. Pacientii preferati includ
pacienti umani care prezintd tulburiri care pot fi corectate sau ameliorate prin administrarca agentilor si
compozitiilor descrise in prezenta. Acestea includ tulburdri care implicd celule caracterizate printr-un
tipar de expresie modificat al CLDN18.2.

De exemplu, intr-o aplicare, agentii si compozitiile descrise in prezenta se pot utiliza pentru a
trata un pacient cu o boald canceroasi, de ex., o boald canceroasd descrisd in prezenta, caracterizatd prin
prezenta celulelor canceroase care exprimd CLDN18.2.

Compozitiille farmaceutice si metodele de tratament descrise conform inventiei pot fi de
asemenea utilizate pentru imunizare sau vaccinare pentru a preveni o boala descrisd in prezenta.

Prezenta inventie este ilustratd in continuare prin urmitoarele exemple care nu limiteazi
domeniul de aplicare al inventiei.

EXEMPLE
EXEMPLUL 1: MATERIALE ST METODE
1. Endocitoza

Endocitoza IMAB362 legat de CLDN18.2 s-a determinat folosind un test de endocitozi pe baza
citotoxicitatii care se bazeazi pe co-internalizarea anticorpului legat de {intd si un fragment Fab al IgG
anti-uman sau anti-soarece conjugat cu saporind (Fab-ZAP uman, Advanced Targeting Systems, IT-51,
Lot: #93-23; Fab-ZAP soarece, Advanced Targeting Systems, IT-48, Lot: #93-21). Saporina este o
proteind de inactivare ribozomald care, la internalizare, inhibd biosinteza proteinelor si asadar duce la
moartea celulelor. Pentru a garanta liza celulard optima, anticorpul Fab-ZAP s-a aplicat in molaritate de
cel putin 6 ori comparativ cu anticorpul tinta.

Celulele HEK293~CLDN18.2 transfectate stabil au fost recoltate cu 0.05% tripsind/EDTA
(Gibco, 25300-054) si 2.5 x 10 celule/godeu s-au insimantat in 50 pl mediu de crestere intr-o placi de
culturd celulard cu 96 de godeuri. Dupd 24 h, in celule s-au addugat 25 pl de Fab-ZAP si 25 pl de mAB
anti-CLDN18.2 sau anticorp de control izotip diluat in mediu de culturd celulard (Tabel 1). Celulele au
fost cultivate alte 72 h.

Tabel 1: Concentratii mAB anti-CLDN18.2 si Fab-ZAP pentru testul endocitozei.
Greutate moleculara: 150 kDa pentru IMAB362 si 110 kDa pentru FabZAP.
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Concentratie finala [ng/ml]

: Diluare ; ;

\anti-CLDN18.2 Fab-ZAP :
D11875825 ...................................................
o
D3825 ...................................................
D4 825
05 825
e e
s 825 ....................................................
DS 825
09 825 :

Viabilitatea celulard s-a analizat asa cum se descrie la 6. Celulele incubate fard anticorpi in
prezenta Fab-ZAP s-au folosit cu rol de control.
2. Cartarea epitopilor

Epitopul antigenic responsabil de specificitatea CLDN18.2 s-a analizat prin citometrie in flux
(vezi 5) pe celule HEK293T care supraexprimi temporar mutanti CLDN18.2. S-au generat in total opt
mutanti CLDN18.2 cu substitufii aminoacidice individuale in primul domeniu extracelular prin PCR.
Asadar, aminoacizii CLDN18.2 au fost substituiti cu aminoacizi ai proteinei omoloage CLDNI18.1 la
pozitiile corespunzitoare. Celulele HEK293T au fost co-transfectate cu plasmide care codificd un mutant
CLDNI18.2 specific si EGFP ca gend reporter. Anticorpii purificati au fost testati la o concentratie de 5
pg/ml, in timp ce anticorpii derivafi din supernatanti de hibridom s-au diluat la 1:4 inaintea testdrii. Pentru
a determina dacd legarea anticorpului a fost influentati de o substitutie aminoacidicd specifica,
intensitatea medie a fluorescentei (MFI) masurati in populatia de celule transfectate (EGFP pozitive) s-a
comparat intre un mutant care prezintd cea mai mare valoare MFI si mutantul de interes. Dacd MFI a
mutantului de interes a fost sub 50%, reziduul aminoacidic a fost caracterizat ca fiind esenfial pentru
legarea anticorpului si specificitatea CLDN18.2.
3. Conjugati anticorp medicament

Conjugarile DM4 si veMMAE cu anticorpul monoclonal IMAB362 (lot # p412118) si
caracterizarea analiticd s-au efectuat la Piramal Healthcare (Grangemouth, UK). Metodele sunt descrise
pe scurt in sectiunea urmitoare:
DM4 s-a cuplat cu IMAB362 prin SPDB (N-succinimidil-3-(2-piridilditio)butirat). Reactivul SPDB este
un linker incrucisat de proteind heterobifunctionald reactivd cu amino si sulfhidril care reactioneazi
printr-un ester N-hidroxisuccinimidd (NHS) cu amine primare (care se gisesc in catencle laterale de lizina
sau capdtul N al proteinelor) ale anticorpului si printr-o grupd piridinildisulfida cu grupa sulfhidril a DM4
pentru a produce o legiturd disulfuricd reversibild (Figura 1). Pe scurt, pentru conjugarca DM4,
IMAB362 a fost diafiltrat in tampon PBS (pH 7.2) folosind un filtru ultra centrifug si cuplat cu SPDB la
un raport molar de 1:6 (IMAB362:SPDB) 1 h la TC. Anticorpul modificat a fost dializat cu 35 mM
tampon citrat (pH 5.5) si s-a determinat raportul linker - anticorp. DM4 s-a conjugat cu IMAB362-SPDB
la un raport molar de 1:6 (IMAB362-SPDB:DM4) 19 h la 2-8°C. Anticorpul conjugat a fost ajustat la
tamponul de depozitare (20 mM His, 85 mg/ml sucrozd, pH 5.8) si depozitat la -80°C. Raportul dintre
medicament si anticorp a fost analizat prin spectrometrie UV, continutul de monomer prin SEC-HPLC si
confinutul de medicament liber prin RP-HPLC.
vcMMAE s-a cuplat cu IMAB362 tiolat. Asadar, IMAB362 a fost initial tiolat cu linkerul
heterobifunctional 2-IT (2-iminotiolan) care reactioneazi cu aminele libere ale reziduurilor de lizini.
Apoi, veMMAE, continind linkerul peptidic clivabil de catepsind Val-Cit (vc), a fost conjugat prin valini
cu grupa sulfhidril a anticorpului tiolat (Figura 1). Pe scurt, IMAB362 a fost diafiltrat in tampon PBS (pH
7.2) folosind un filtru ultra centrifug si incubat cu 2-IT la un raport molar de 1:20 (IMAB362:2-IT) 2 h la
TC. Anticorpul modificat a fost dializat in 35 mM tampon citrat (pH 5.5) si s-a determinat raportul linker
- anticorp. Apoi, veMMAE a fost conjugat cu IMAB362 tiolat la un raport molar de 1:6 IMAB362-
SH:veMMAE) prin incubare 20 h la 2-8°C. Anticorpii conjugati au fost dializati in tampon de depozitare
(20 mM His, 85 mg/mL sucrozd, pH 5.8) si depozitafi la -80°C. Raportul medicament - anticorp a fost
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analizat prin spectrometric UV, continutul de monomer prin SEC-HPLC si continutul de medicament

liber prin RP-HPLC.
4. Culturi celulara

Liniile celulare au fost cultivate conform instructiunilor furnizorului si fiselor de date ale liniei
celulare Ganymed in mediu specific tipului de celule la 37°C in incubatoare umidificate cu 5% sau 7.5%
CO» (Tabel 2). Mediile de cultura celulara si suplimentele s-au obtinut de la Invitrogen, Gibco si Sigma.

Tabel 2: Sisteme de modele celulare.

iLinie celulara i Specie/tesut/boala {Mediu :Incubare
éHEK293~simulare renale embrionare umane DMEM/F12 (10% FCS, 1% 7.5 % COa, '
pen/strep, 1,5mg/ml geneticin) 37°C
'HEK293"CLDN18.2 irenale  embrionare ~umane \DMEM/F12 (10% FCS, 1% 7.5 % CO», |
: (transfectate stabil cu ipen/strep, 1,5mg/ml geneticin) 37°C

; CLDN18.2 umani)

'HEK293-CLDN18.1 irenale embrionare ~umane \DMEM/F12 (10% FCS, 1% 7.5 % CO»,|
5 (transfectate stabil cu ipen/strep, 1,5mg/ml geneticin) 37°C

CLDN18.1 umana)

BxPC-3 adenocarcinom pancreatic i RPMI (10 mM HEPES, 1 mM sodiu {5% CO2,
uman piruvat, 4.5 g/l glucoza, 10% FCS) :37°C

?BXPC-3~CLDN18.2 adenocarcinom pancreatic i RPMI (10 mM HEPES, 1 mM sodiu ;5% CO2, '

: uman (transduse stabil cu ipiruvat, 4.5 g/l glucoza, 1x sodiu ;37°C
CLDN18.2 umana) bicarbonat, 10% FCS, 0.5 pg/ml

: blasticidin)

?NCI-N87 carcinom gastric uman RPMI (10 mM HEPES, 1 mM sodiu {5%  CO,, '

piruvat, 4,5 g/1 glucozd, 10% FCS) 137°C

?NCI- carcinom gastric uman {RPMI (10mM HEPES + 1 mM 5% CO,

IN§7-CLDN18.2 (transduse stabil cu CLDN18.2 isodiu piruvat, 4,5 g/l glucoza, 10% {37°C

umani) FCS, 1.5 pg/ml blasticidin)

éDAN-G 1C5F2 adenocarcinom pancreatic ;RPMI (10% FCS, 1% pen/strep) 5% COa,

5 uman 37°C

éNUGC-4 10cF7-5 iadenocarcinom gastric uman  {RPMI (10% FCS, 1% pen/strep) 5% COa,

‘sort 3a 37°C

'NUGC-4 10cE8

"PA-1(Luc)

5. Citometrie in flux

adenocarcinom
uman

pancreatic

EMEM (ImM sodiu piruvat, 0,1
mM NEAA; 1,5¢g/1 sodiu bicarbonat,
10% FCS)

5%  COa,
37°C
5%  COa,

Afinitdtile si specificititile de legare relative ale anticorpilor anti-CLDN18.2 simpli si ale
conjugatilor anticorp-medicament s-au determinat prin citometrie in flux folosind linii celulare pozitive si
negative la CLDN18.2.

Celulele dintr-o culturd cu crestere exponentiala s-au recoltat cu 0.05% tripsind/EDTA (Gibco,
25300-054) si s-au numarat folosind o camera de numarare Neubauer. Celulele au fost centrifugate 5 min
la 1500 rpm (468 x g), supernatantul a fost indepartat si celulele au fost resuspendate in tampon FACS
(PBS continind 2% FCS (Gibco, 10270-106) pentru analizd cu anticorpi conjugati cu toxind, PBS
continind 2% FCS si 2 mM EDTA pentru selectia anticorpilor CLDN18.2 simpli reactivi) la 2 x 10°
celule/ml. S-au transferat 100 pl de suspensie celulard per godeu (corespunind unui numir de 2 x 10°
celule/godeun) intr-o placd de microtitru cu 96 de godeuri cu fund rotund. Dupa centrifugare 1 min la 1500
rpm, supernatantul a fost indepartat si celulele au fost resuspendate in tampon FACS continand anticorpi
conjugati cu toxind sau simpli la concentratii adecvate (pand la 20 pg/ml pentru masurarea afinitétii
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relative sau 50 pg/ml pentru controlul expresiei) si incubate 30-45 min la 4°C (Tabel 3). Celulele au fost
centrifugate 1 min la 1500 rpm si supernatantul s-a indepartat. Dupd ce celulele au fost spdlate de trei ori
cu tampon FACS, s-au resuspendat in tampon FACS continind IgG anti-uman conjugat cu APC (Jackson
Immuno Research, 109-136-170) sau IgG de capri-anti-soarece conjugat cu APC (Jackson Immuno
Research, 115-136-146) sau Protein L-FITC (1 pg/ml, analiza chim mAB294) si s-au incubat 30 min la
4°C (Tabel 3). Dupi incubare, s-au adiugat 100 pl tampon FACS in fiecare probi, celulele au fost
centrifugate 1 min la 1500 rpm si supernatantul s-a indepdrtat. Etapa de spdlare cu tampon FACS s-a
repetat de doud ori. In sfarsit, celulele au fost resuspendate in 100 pl tampon FACS si legarea s-a
determinat folosind un BD FACS Array Bioanalyzer.

Se mentioneaza ci anticorpii conjugati cu toxind si simpli s-au aplicat la concentratii egale.
Diferentele dintre greutatea moleculard a anticorpilor au fost neglijate.

Tabel 3: Detalii experimentale ale c1t0metr1e1 in flux.

;Anallza EAntlcorp primar EAntlcorp
5 : isecundar
‘Compararea IMAB362 cu IMAB362- -100 ul §-50 ul

iDM4 si IMAB362-veMMAE

-01 0.3, 0.9, 3.1, 10.9, 38.1 133.3, 466.5, -dlluarel.ZOO
516327 5714.3, 20000 ng/ml

45 min 4°C - 30 min

ECompararea IMAB362 cu anticorpi - 50 pl - 30 ul
jreactivi CLDN18.2 murini sau himerici !

- 19.5,39.1, 78.1, 1563, 312.6, 625, 1250, | - diluare 1:100 |
;2500 5000, 10000, 20000 ng/ml - :

ECompararea IMAB362 cu chim mAB294

— 19.5, 39.1, 78.1, 156.3, 312.6, 625, 1250
§2500 5000, 10000, 20000 ng/ml

-30 min 4°C

6. Test de viabilitate

Efectul IMAB362-DM4 si IMAB362-veMMAE asupra viabilititii celulare s-a determinat
folosind un test colorimetric care detecteazd activititile metabolice celulare. Testul se bazeazi pe
capacitatea celulelor metabolic active pentru a reduce XTT galben (2,3-Bis-(2-metoxi-4-nitro-5-
sulfofenil)-2H-tetrazoliu-5-carboxanilidd) intr-un compus formazan colorat portocaliu care poate fi
detectat prin spectrofotometrie. Intensitatea colorantului este proportionald cu numarul celulelor vii.

Celulele au fost recoltate cu 0.05% tripsind/EDTA (Gibco, 25300-054), resuspendate in mediu
de culturd celulara (Tabel 2) si 50 pl din suspenia celulard cu cantitatea corespunzitoare de celule s-au
insdmantat per godeu in plici de culturd cu 96 de godeuri (Tabel 4). Dupa 24 h, s-au adidugat IMAB362
conjugat cu toxind sau anticorpii de control diluafi in 50 pl de mediu la concentratiile corespunzitoare si
celulele au fost cultivate incd 72 h.

Tabel 4: Prezentarea liniilor celulare folosite in teste de viabilitate.

Linie celulara §Num;'1r de celule per godeu 96
'NCI-N87°CLDN18.2 :

e

e T
'NUGC-4 10cF7-5 sort3a 53000

'BXPC-3CLDN 18.2 13000
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Linie celulari ENumir de celule per godeu 96
'HEK293-CLDN18.2 12000

'HEK293-CLDN18.1 12000

HEK293(CLDN6) 12000

Viabilitatea celulelor s-a analizat folosind kitul de proliferare celulard AppliChem II
(AppliChem, A8088, 1000) conform instructiunilor producatorului. Dupa incubare 3-5 h cu reactiv XTT,
s-a masurat absorbanta la 480 nm (referintd 630 nm) folosind un spectrofotometru (Tecan). Reducerea
viabilitafii s-a calculat folosind urmétoarea ecuatie:

sample — blank

— =100
control — blank }

Reducerea viabilititii [24] = 100 —

blank (martor): control mediu
control: celule fara anticorp
sample (probd): celule cu anticorp

Valorile EC50 s-au determinat cu GraphPad Prism 6 folosind regresia neliniara.
7. Test martor

Activitatea martor a anticorpilor IMAB362 conjugati cu toxind asupra celulelor {intd negative a
fost analizata in vitro prin co-cultivarea liniei celulare care exprimd luciferaza, negativd la CLDN18.2,
PA-1(Luc) in prezenta sau absenfa liniei pozitive la CLDN18.2 NUGC-4 10cES. Prin urmare, s-au
insdmantat 1.5 x 10° celule PA-1(Luc) per godeu pentru cultura individuald sau impreund cu 1.5 x 103
celule NUGC-4 10cE8 per godeu pentru co-culturd in mediu RPMI suplimentat cu 10% FCS si 1%
pen/strep. Dupd 24 h, s-au addugat IMAB362-DM4, IMAB362-veMMAE sau IMAB362 neconjugat ca
un control negativ si celulele au fost cultivate alte 72 h. Viabilitatea celulard s-a anlizat asa cum se descrie
la 6. Liza celulelor tintd negative s-a determinat misurdnd bioluminescenta celulelor care exprimi
luciferazd PA-1(Luc). Asadar, s-au addugat 50 pl amestec de luciferind (1.92 mg/ml D-luciferini (Sigma,
50227) si 160 mM HEPES in ddH>O) per godeu. Placa a fost incubatd in intuneric la TC 90 min si
bioluminescenfa s-a masurat folosind un luminometru (Infinite M200, TECAN). Rezultatele sunt
exprimate ca unitdti luminoase relative (RLU) digitale integrate. Reducerea viabilitatii a fost calculati asa
cum se descrie la 6.

8. Experimente pe animale

Toate studiile cu xenogrefe s-au efectuat conform reglementarilor nationale si indrumdrilor etice
pentru studii experimentale pe animale. Toate animalele au fost finute in conditii fard patogeni specifice
in custi individuale ventilate si intr-un ciclu de 12 h de lumini artificiala - intuneric. Mancarea si apa s-au
furnizat ad libitium. Inaintea inceputului studiilor, soarecii au fost Iisati si se aclimatizeze minim 6 zile.
8.1. Studiul dozei maxime tolerate (MTD)

Tumorile de xenogrefd s-au inoculat prin injectia subcutanati a 8.5 x 10° celule tumorale
pancreatice umane BxPC-3~CLDN18.2 in 200 pl PBS la soareci Hsd:atimici fard par-Foxnlnu femele.
Pentru a determina MTD si eficienta conjugatilor anticorp anti-CLDN18.2-medicament, soarecii purtdtori
de tumori au primit doze diferite de IMAB362-DM4 sau IMAB362-veMMAE. Doza maxima aplicabild a
fost limitatd de concentratia anticorpului si volumul de injectie recomandat de GV-SOLAS pentru injectie
intravenoasa la soareci (~200 ul). Ambii anticorpi s-au aplicat in concentratia maxima ca doza individuald
si repetatd (i.e. 15 si 16 mg/kg), precum si la jumitate din acestd concentrafie (i.e. 7.5 si 8 mg/kg) sau
control vehicul (mirime grup: n=5). Anticorpii au fost injectati intravenos in ziua 14 post grefa si
suplimentar pentru doza repetatd in ziua 21 post grefd. Greutatea corporald, starca de sdnitate a
animalelor, comportamentul si dimensiunea tumorald s-au monitorizat de doud ori pe sdptimana cu un
subler si volumele tumorale s-au calculat conform formulei urmitoare: [lungime x latime x (1time/2)].
Toate animalele au fost disecate cAnd prima tumoare din grupul cu vehicul a atins maxim 1400 mm? sau
cand tumoarea a devenit ulceroasd (ziua 49 post grefa pentru IMAB362-DM4, ziua 37 post grefd pentru
IMAB362-veMMAE). Probele de singe pentru analiza chimicd clinicd s-au colectat sub anestezie
generald initiatd cu 250 pl i.p. dintr-un amestec constind din 1.25 ml ketamind, 1 ml xilazind (2%) si 7.75
ml H>O. Soarecii au primit apoi perfuzii cu PBS, urmat de 4% formalina sub anestezie generald. Organele
si tesuturile selectate (stomac, esofag, creier, inimd, rinichi, ficat, plaman, pancreas, splind, duoden, ileon,
colon, uter si ovar) au fost disecate si fixate in 4% formalind, depozitate la 4°C si in sfarsit incorporate in
parafind. S-au tdiat sectiuni tisulare de trei micrometri din fiecare probd FFPE (fixatd in formalina,
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incorporatd in parafind) si s-au montat pe lamele adezive (SuperFrost Ultra Plus, Thermo Fisher
Scientific). Dupa tratare termicd 60 min la 58°C, sectiunile de tesut FFPE au fost deparafinizate cu xilen
si rehidratate printr-o serie treptatd de etanol (2x 100%, 2x 96%, 2x 70% etanol cite 3 min). Nucleii s-au
colorat 5 min la TC cu hematoxilinA Mayer, dupa care s-au albistrit in H»O. Apoi citoplasma a fost
contracoloratd cu 0.5% eozind apoasd 2 min la TC. Dupd deshidratare printr-o serie treptati de etanol si
sectiunile cu xilen s-au montat folosind mediul de montare neapos X-TRA Kit.

8.2. Biochimie clinica

Pentru a testa posibila toxicitate a organelor, markerii relevanti pentru toxicitatea pancreatica,
nefronicd si hepaticd s-au analizat in probe serice.

Nivelurile de alanin  aminotransferazi/transaminazi glutamici-piruvicd (GPT), aspartat
aminotransferazi/transaminaza glutamici-oxaloaceticd (GOT), gamma-glutamiltransferaza (gamma-GT),
fosfatazi alcalind (AP), glutamat dchidrogenazd (GLDH), creatinini, creatinin kinaza (CK), uree,
colinesteraz3, bilirubind, lipaza, alpha-amilaz3, lactat dehidrogenazi (LDH), albumind si proteind totala s-
au determinat la Universititsmedizin der Johannes Gutenberg Universitdt (Mainz, Germania). Probele
serice s-au preparat din singe obtinut dupd singerarea finald. Sangele a fost colectat prin punctic
retrobulbard dupd anestezierea soarecilor cu ketamind/xilazina.

8.3. Studii de eficienta

Pentru constituirea tumorilor de xenogrefd umane, s-a suspendat un numdr corespunzitor de
celule intr-un volum de 200 pl PBS, care s-au injectat subcutanat in soareci Hsd:atimici fard par-Foxnlnu
femele. Soarecii purtitori de tumori au fost tratati cu o singurd injectie intravenoasi de IMAB362-DM4
sau IMAB362-veMMAE la doze care nu depisesc MTD. Anticorpul simplu de control s-a administrat de
doud ori pe siptimind alternind injectiile IV/i.p. de ~8 mgkg IMAB362. In studiile de tratament
timpuriu, tretamentul a inceput la 3 zile post grefi. In studiile de tratament avansat, tumorile au crescut la
un volum intre 50 si 200 mm? si soarecii au fost redistribuiti in grupuri de control si anticorp cu volume
medii tumorale omogene inaintea tratamentului. Greutatea corporald, starca de sdnitate a animalelor,
comportamentul si dimensiunea tumorald s-au monitorizat de doud ori pe saptimind cu un subler.
Volumele tumorale s-au calculat conform formulei urmitoare: [lungime > Iitime x (ldtime/2)]. Un
criteriu de oprire a fost o dimensiune tumorald cu lungime sau litime >16 mm sau cu un volum calculat >
1400 mm?. Alte criterii de oprire au fost tumori ulcerante sau o pierdere de peste 10% greutate
corporali.In cazul inhibirii complete a cresterii tumorale, soarecii au fost observati 120 de zile dupi
tratament. Tumorile persistente au fost procesate si fixate in 4% formalina pentru studii IHC ulterioare.

9. Citotoxicitate celulard dependenti de anticorp (ADCC)

Citotoxicitatea celulard dependentd de anticorp (ADCC) s-a determinat misurdnd continutul de
ATP intracelular in celule nelizate dupd adaugarea PBMC umane in celulele tintd in prezenta conjugatilor
cu toxind IMAB362. Bioluminescenta generatd de luciferaza s-a folosit pentru cuantificarea ATP.

Celulele fintd NUGC-4 10cF7 5 sort3a p3151#10 au fost insdmantate cu numere definite de
celule (8 x 10 celule) cu doud zile inaintea testului pentru a obtine confluente reproductibile.

Celulele tintd au fost recoltate cu 0.05% tripsind/EDTA (Gibco, 25300-054) si ajustate la o
concentratie de 1.6 x 103 celule/ml in mediu de crestere continind 20 mM HEPES (Gibco, 15630-056). S-
au Tmsaméntat 8 x 10° celule per godeu intr-o placa PP albi cu 96 de godeuri si s-au incubat ~5 h 1a 37°C
s1 5% CO..

PBMC s-au preparat din supernantanti leuco-trombocitari proaspeti obfinuti de la donatori
sanatosi. S-au diluat aproximativ 20-25 ml de sange (1:2) cu PBS in 3 tuburi Falcon si stratificate cu grija
pe 15 ml Ficol-Paque Plus (GE Healthcare, 17144003) in patru tuburi Falcon de 50 ml. Gradientii s-au
centrifugat (25 min, 700 x g). Dupd centrifugare PBMC s-au colectat din interfazi, s-au spalat in 50 ml
PBS/2mM EDTA, s-au centrifugat (5 min, 468 X g), s-au resuspendat in 50 ml PBS/2mM EDTA si s-au
centrifugat din nou (10min, 208 x g) pentru indepartarea trombocitelor. Peletele s-au resuspendat in 50 ml
PBS/2 mM EDTA si s-au numirat celulele. Apoi, PBMC au fost centrifugate (5 min, 468 x g),
resuspendate in mediu de culturd X-Vivo-15 (Lonza, BE04-418Q) continind 5% ser uman si cultivate 1.5
h la 37°C, 5% CO,. PBMC au fost recoltate, centrifugate (5 min, 468xg) si resuspendate in mediu de
culturd X-Vivo-15 (Lonza, BE04-418Q) ajustand concentratia celulelor (pentru un raport E:T de 40:1) la
1.28 x 107 celule/ml. IMAB362-DM4, IMAB362-veMMAE si IMAB362 s-au diluat in serie (ctape de
diluare 4.5x) de 11 ori, rezultind un interval al concentratiei intre 160 pg/ml si 0.05 ng/ml (concentratie
finald de 40 pg/ml pand la 0.01 ng/ml). S-au adiugat cate 25 pl din fiecare dilutie in celulele tintd si
pentru fiecare condifie s-au folosit patru reproduceri. S-a addugat PBS fara anticorpi in godeuri de control
de lizi medie si totald. Apoi, s-au adiugat 25 pl din PBMC preparate (3.2 x 103 celule) in fiecare godeu
pentru a obtine un raport E:T de 40:1 si placile au fost incubate 15h + 1h la 37°C, 5% CO-. Dupa incubare
peste noapte, s-au adaugat 10 ul de solutic 8% Triton X-100/PBS in godeurile de control de lizd maxima
si 10 pl PBS in celelalte godeuri. In sfarsit, s-au addugat 50 pl din solutia-mami de luciferind proaspit



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

MD/EP 3283521 T2 2024.03.31

42

preparatd (160 mM HEPES, 1x PBS, 3.84 mg/ml D-Luciferind (Sigma Aldrich, 50227)) in fiecare godeu
si plicile au fost incubate 90 min la TC in intuneric. Bioluminescenta s-a misurat folosind un
luminometru (Infinite M200, TECAN). Rezultatele sunt exprimate ca unititi luminoase relative (RLU)
digitale integrate.

Liza specifica se calculeazd dupa cum urmeaza:

(proba - liza totald)

liza specifica [%] = 100 — — : x 100
(celule viabile max. - liza totala)

(celule viabile max: 10 ul PBS, fard anticorp; liza totald: 10 ul 8% (v/v) Triton X-100 in PBS, fard
anticorp)

Toate datele ADCC au fost procesate cu GraphPad Prism 6 folosind functia "log(agonist) vs
raspuns - determinare EC". Liza maximi s-a definit ca distanta (diferenta de la sus la jos) curbei
raspunsului la dozd, dar maxim 100%.

10. Citotoxicitate dependenti de complement (CDC)

Citotoxicitatea dependentd de complement (CDC) s-a determinat misurand continutul de ATP
intracelular in celule nelizate dupd adiugarea complementului uman in celulele tintd in prezenta
conjugatilor cu toxind IMAB362. S-a misurat bioluminescenta dependentd de ATP generatd de
luciferaza.

Celulele tintd NUGC-4 10cF7_5 sort3a p3151#10 sau KATO-III FGF-BP#12 adM p3151#25 au
fost insdmintate cu numirul de celule definit (8 x 10° si 9 x 10° celule) cu doud zile inaintea testului
pentru a obtine confluente reproductibile.

Celulele tinti au fost recoltate cu 0.05% tripsind/EDTA si ajustate la o concentratie de 1.6 x 103
celule/ml in mediul de culturd continAnd 10% (v/v) FCS. 8 x 10* celule s-au insimantat intr-o placi albi
cu 96 de godeuri si s-au incubat la 37°C si 5% CO,. Dupd 24 h, s-au addugat 50 pl de anticorpi diluati in
serie in mediu de testare (60% RPMI, contindnd 20 mM HEPES; 40% ser uman, recoltat de la donatori
sanatosi) (concentratie finald 80 pg/ml pand la 78.13 ng/ml) si celulele au fost incubate 80 min la 37°C si
5% COs. Apoi, 10 pl 8% (v/v) Triton X-100 in PBS s-au addugat in controlul de liz3 totala si s-au addugat
10 ul PBS in toate celelalte godeuri (control celule viabile max si probele efective). Reactia luciferazei a
inceput addugind 50 pl de amestec de luciferind (3.84 mg/ml D-luciferind, 160 mM HEPES in ddH,O)
per godeu. Placa s-a pdastrat in intuneric la TC 90 min si bioluminescenta s-a misurat folosind un
luminometru (Infinite M200, TECAN). Rezultatele sunt exprimate ca unititi luminoase relative (RLU)
digitale integrate.

Liza specifica se calculeazd dupd cum urmeaza:

(proba - liza totald)

li ificil%e] = 100 — + 100
124 Spect ical%] (celule viabile max. - liza totald)

(celule viabile max: 10 ul PBS, fard anticorp; liza totald: 10 ul 8% (v/v) Triton X-100 in PBS, fard
anticorp)

Toate datele CDC au fost procesate cu GraphPad Prism 6 folosind functia "log(agonist) vs
raspuns - determinare EC". Liza maximi s-a definit ca distanta (diferenta de la sus la jos) curbei
raspunsului la dozd, dar maxim 100%.

EXEMPLUL 2: SELECTIA PRIN ENDOCITOZA A ANTICORPILOR ANTI-CLDN18.2
SPECIFICI

In timp ce in terapia anti-tumorald cu anticorpi simpli, internalizarea anticorpilor legati de tintd
poate reduce numarul anticorpilor legati de membrand accesibili pentru modurile de actiune majore, de
ex. ADCC si CDC, endocitoza este o caracteristicd esentiald pentru dezvoltarea conjugatilor anticorp-
medicament (ADC). O proprictate importantd a ADC este endocitoza complexului {intd-ADC. Asadar,
rata de endocitoza a anticorpului simplu este unul dintre factorii esentiali pentru dezvoltarea anticorpilor
conjugati cu toxind.

Proprietitile de legare, i.e. afinitatea realativd fatd de CLDNI18.2, reactivitatea incrucisati cu
CLDNI18.1 si epitopul antigenic care mediaza specificitatea CLDN18.2, s-au determinat pentru diferiti
anticorpi anti-CLDN18.2 murini si himerici prin analiza citometricd in flux (Tabel 5 si Tabel 6).
Anticorpii care demonstreazd legare ridicatd de CLDN18.2 au fost selectati pentru selectie privind
endocitoza.
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Eficienta endocitozei diferifilor anticorpi specifici la CLDNI182 i reactivi la
CLDN18.2/CLDN18.1 s-a testat in vitro prin co-incubarea anticorpilor cu fragmente Fab conjugate cu
saporind (Fab-ZAP) impreund cu celule HEK293~CLDNI18.2 care exprimid CLDN182. La co-
internalizare cu anticorpul legat de tintd, saporina inhiba biosinteza proteicd a celulei ducind la moartea
celulelor care poate fi monitorizatd printr-un test de viabilitate celulard. Aceasti metoda este o cale
indirectd de a evalua endocitoza complexului tinti-anticorp. Anticorpii au fost testati ca anticorpi himerici
cand sunt disponibili, altfel selectia privind endocitoza s-a efectuat cu anticorpi murini.

chim mAb362 (IMAB362), precum si chim mAB294 se pot internaliza eficient la legarea
CLDNI18.2, ducénd la o reducere a viabilitétii celulare HEK293~CLDN18.2 chiar si la concentratii foarte
mici ale anticorpilor (IMAB362: EC50 = 11 ng/ml; chim mAB294: EC50 = 10 ng/ml). in schimb, chim
mAB308 si chim mAB359 nu au redus viabilitatea celulard (Figura 2). Dat fiind cd chim mAB294 si
chim mAB359 prezintd afinitdfi de legare relative similar si prezintd discrepante considerabile de
internalizare (chim mAB294: EC50 = 10 ng/ml; chim mAB359: fard endocitoza), eficienfa endocitozei
pare nu doar sd se coreleze cu afinitatea de legare a anticorpului, ci si dependenta de epitopul de legare.

Chiar si internalizarea mu mAB362 a fost superiocard tuturor celorlalti anticorpi reactivi
CLDN18.2 murini testati, care nu au indicat endocitoza substantiala in testul Fab-Zap (Figura 3). Pe scurt,
anticorpii specifici CLDN18.2 IMAB362 si chim mAB294 au fost internalizafi eficient la legare de
CLDNI18.2 si sunt adecvati pentru evaluare in continuare sub forma de conjugati anticorp-medicament.

‘Anticorp iIzotip EC50 EC50 ‘Legare :Legare max. CLDN18.1 | Aminoacizi
i : :[ng/ml] normalizati ; max. inormalizati ireactiv identificati ai
%] [MFI]  [%] CLDN18.2
umane
recunoscute
de anticorpi

....................................

A42S, N45Q,
E56Q.
‘mu 1gG2a 1654 53 14880 192 na.
‘mAB362* ide
isoarece | : : :
‘mu TgG2b 4474 686 14297 54 Nu n.a.
‘mAB359° ide s
isoarece | : : :
‘mu 1gGl de 33263 5102 3672 146 Nu A42S, ES56Q, |
‘mAB325® soarece | G65P, L691
‘mu 1gG2a 27932 4284 2800 i35 Nu n.a |
mAB62®  ide
soarece
‘mu gG2a 126597 4079 2428 31 Nu N37D, N45Q, !
‘mABI87® ide Q47E
isoarece i
‘mu 1gG2a 1348 53 089 12 Nu A42S, E56Q
‘mAB294° ide :
: isoarece
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‘Anticorp Izotip {EC50 EC50 ‘Legare :Legare max.  CLDN18.1 | Aminoacizi
: {[ng/ml] ‘normalizati i max. normalizati reactiv identificati ai
%] IMFI] [%] CLDN18.2
umane
recunoscute
de anticorpi

‘mu 1gG2a (7877 (1514 1405 9 Nu n.a.
‘mAB370" ide
isoarece i : 3 :
‘mu 1gG3 de 11054 1894 11707 9 Nu n.a.
:mAB330” :soarece :

‘mu gG2a 18262 (1588 1468 3 Nu n.a.
‘mAB374' ide
: isoarece

‘mu 1gGl dei8534 1640 471 i3 Nu A42S, N45Q,
‘mAB385' isoarece : E56Q, G65P,

mu Gl de§50 '8 1136 2 Nu N37D, A42S,
‘mAB177* isoarece : N45Q, QA47E,

E56Q, L691

‘mu 1gG2a 11945 298 241 3 na. A42S, N45Q,
‘mABSS®  ide E56Q,  G65P,
soarece L691

Tabel 5: Afinitatea si specificitatea relative de legare ale anticorpilor reactivi
la CLDN18.2.

Legarea de CLDN18.2 (EC50 normalizatd [%] si legarea max. normalizata [%)] sunt normalizate
la IMAB362) si reactivitatea CLDN18.1 s-au determinat prin citometrie in flux pe celule HEK293 care
exprimi stabil proteina respectiva. Epitopul antigenic responsabil de specificitatea CLDN18.2 s-a analizat
prin citometriec in flux pe celule HEK293T care supracxprimd temporar mutantul CLDNI18.2
corespunzitor. n.a.: neanalizat. Anticorpii marcafi cu acelasi numar (1, 2, 3 sau 4) s-au testat in acelasi
test de legare. 1-3: detectie cu anticorp secundar conjugat cu APC; 4: detectic cu ProteinL-FITC;
n.a:.neanalizat.

'mu 1561 de4l 16 1106 |1 Nu Q2OM, A42S, N45Q, Q47E. ES6Q,|
‘mAB317®  :soarece i iG65P, L69I

‘mu 1gG2a dei27 14 118 |1 Nuina
‘mAB279®  :soarece

‘mu 1gG1 de 154052363 877 111 Da N37D
‘mMAB363°  isoarece

‘mu 1gG2a de 1931913713 14059 iDa na.
‘mAB360'  soarece

‘mu 1gG1 dei11361:2184 747 i5 Da -
‘mAB371'  {soarece P

‘mu 1gG2b de 12424 21291842 1S Da -
‘mAB382”  isoarece
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‘mu 1gG2a de 135732326703 4 iDai-
‘mAB348>  isoarece 5 5 o
mu 1gG2a  de 1277012189 818
‘mAB322°  isoarece

‘mu 1gG2a  de 8082 (1385505 i3 Daina.
‘mAB321°>  isoarece

‘mu 1gG2a dei608 (117 180 i1 iDaina,
‘mAB339'  soarece

‘mu 1gG1 de 3966 680 244 i1 iDaiN37D
‘mAB338>  :soarece

Tabel 6: Afinitatea de legare relativa si endocitoza anticorpilor specifici la CLDN18.2.

Afinitatea de legare relativd [%], legarea max. [%] sau reducerea max. a viabilitafii [%]
normalizatd la IMAB362 sunt indicate pentru legare si endocitoza prin citometrie in flux si testul Fab-
ZAP. Anticorpii marcati cu acelasi numir (1 sau 2) s-au testat in acelasi test de legare. Evaluarea indirecta
a internalizarii cu anticorpi marcafi cu 1 sau 2 s-a efectuat odatd cu anticorpii marcati cu 3 intr-un al
doilea test de viabilitate celulard. 1: detectie cu anticorp secundar conjugat cu APC; 2 si 3: detectie cu
ProteinL-FITC. Secventa de aminoacizi a regiunii variabile a IMAB362 si mAB294 se cunoaste din
EP1997832 si W02013174404 care descrie de asemenea utilizari terapeutice ale anticorpilor respectivi.
W02014146778 descrie tratamentul cancerului gastric cu IMAB362.



EAnticorp Legare Viabilitate celulara
EC50 EC50 Legare §Legare max. ;| EC50 EECSO Reducere  max.
[ng/ml] normalizata max. §n0rmalizat;'1 [%] :[ng/ml] §[%] viabilitatii
[%] [MFI] ! normalizati [%o]
EIMAB3621 584 100 118496 100 11 100 100
IMAB362? 1242 1100 15319 100
IMAB362° 13 1100 1100

éAminoacizi identificati ai§
.CLDN18.2
irecunoscute de anticorpi

| A42S, N45Q, E56Q

‘mu muAB3623
(IgG2a)

mu muAB362°
{(I1gG1)

1A428, N45Q, ES6Q

5701

459 3080 58

ey R R R R R R R R R e R R e e

3236 15016 81
55384079 ................. 22 ............
10291 .......................... 439424 ............

10 191

86

| A42S, N45Q, ES6Q

umane

9%

I1€°€0vC0T TL 17S€8CE dH/AIN



10

15

20

25

30

MD/EP 3283521 T2 2024.03.31

47

EXEMPLUL 3: CONJUGAREA CU TOXINA A IMAB362

Piramal Healthcare a efectuat conjugarea cu toxind, inclusiv schimbul final al solutiei tampon. S-
au efectuat studii de stabilitate pentru a ardta cd ADC raman in specificatic pe o anumitd perioadd dacd
sunt depozitati in conditii definite. IMAB362 s-a conjugat cu MMAE prin linkerul valind-citrulind
clivabil (linker vc) sau cu DM4 prin linkerul N-succinimidil-4-(2-piridilditio)butirat clivabil (linker
SPDB). Conjugatii toxind IMAB362 s-au depozitat in tampon de depozitare (20 mM histidind si 85
mg/ml sucroza, pH 5.8) la 2-8°C.

Tabel 7: Testarea stabilitatii 1a 28 de zile a IMAB362-DM4 si IMAB362-vcMMAE.
DAR: raport medicament anticorp

Analiza Rezultat
l IMAB362-DM4 IMAB362-vcMMAE
Ziwal 7 : Ziua 28

...................................................................................................................................................................................................

Monomer [%]

R R R R R R R Y R R A Y Y

‘Medicament liber [%]

....................................................................

inedetectat 0.3

IMAB362-DM4 si IMAB362-veMMAE demonstreazd ambii un confinut ridicat de monomer
>95% si numai cantititi mici de medicament liber (<1%). Testarea stabilititii la 28 de zile a anticorpilor
IMAB362 conjugati cu toxind la o temperaturd de depozitare de 2-8°C indicd doar o mica scidere a
confinutului de monomer si o crestere micd a medicamentului liber pentru ambii ADC. Ambii anticorpi
au fost conjugati eficient si prezintd un raport medicament-anticorp de 3.2 pentru IMAB362-DM4 si 4.5
pentru IMAB362-veMMAE (Tabel 7).

EXEMPLUL 4: LEGAREA IMAB362-ADC
Proprietitile de legare ale IMAB362 au fost testate detaliat anterior:

. IMAB362 se leagd de prima bucld extracelulard a variantei de matisare 2 a claudin 18
(CLDN18.2).

. Afinitatea la CLDN18.2 este in intervalul nanomolar mic.

. Nu s-a observat reactivitate incrucisati cu nici un tip celular sau tisular negativ la CLDN18.2.

. Nu existd reactivitate incrucisatd cu membrul familiei inrudit cel mai indeaproape, varianta de

matisare 1 a claudin 18 (CLDN18.1).

Afinitdtile de legare relative ale anticorpilor IMAB362 conjugati cu DM4 si MMAE s-au
comparat cu IMAB362 neconjugat prin citometrie in flux folosind linii celulare care exprimi endogen si
ectopic CLDN18.2. Proprietitile de legare s-au testat la diferite concentrafii ale anticorpului intr-un
interval de 0.1 pana la 20 ng/ml (Figura 4, Tabel 8).

Tabel 8: Prezentarea testelor de legare efectuate cu conjugati IMAB362-toxina
pe linii celulare pozitive la CLDN18.2.
Bmax: legare maxima, MFI: intensitate medie a fluorescentei

ELinie celulara IMAB362 gIMAB362-DM4 IMAB362-veMMAE

R TR S |

Bmax | EC50 ‘Bmax  EC50 Bmax  |EC50
[MFI]  [ng/ml]  [MFIl  i[ngml] |[MFI  [ng/ml]

‘HEK293-CLDN18.2

'HEK293"CLDN18.1
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Linic celulara IMAB362 . IMAB362-DM4 IMAB362-veMMAE
' Bmax  EC50 ‘Bmax

[MFI] [ng/ml] [MFI]

INUGC-4 10cF7-5 sort 67484 1671 177500

:BxPC-3'CLDN18.2

Comparativ cu IMAB362 neconjugat, IMAB362 conjugat cu DM4 si MMAE au prezentat
afinititi de legare relative usor reduse pe celule care exprimd endogen si ectopic CLDN18.2 (Figura 4,
Tabel 8). Ambii anticorpi conjugati cu toxind au avut valori EC50 foarte similare, dar valori de legare
maxim3 usor diferite, IMAB362-DM4 prezentind legare maximi mai mare (Tabel 8).

Legarea mediatd de CLDN18.2 a anticorpilor conjugati IMAB362-toxind a fost testatd pe celule
care supraexprimd ectopic CLDN18.2 si pe linii celulare parentale CLDN18.2 negative corespunzitoare
(Figura 5, Tabel §).

Legarea IMAB362-DM4 si IMAB362-veMMAE depinde strict de prezenta moleculei sale tintd
CLDN18.2 (Figura 5). Specificitatea de legare s-a analizat prin citometrie in flux folosind transfectanti
HEK293 modificati sd supraexprime CLDNI18.2 umand sau proteina umani CLDNIS8.1 foarte
asemandtoare. Celulele HEK293~simulate s-au folosit ca un control negativ (Figura 6, Tabel 8).

IMAB362 si anticorpii conjugati cu toxind IMAB362-DM4 si IMAB362-veMMAE s-au legat cu
afinititi relative similare de celule HEK293~CLDN18.2 care exprimi ectopic CLDN18.2 umani (Tabel
8). In plus, IMAB362, IMAB362 conjugat cu DM4 si MMAE nu au prezentat reactivitate incrucisati cu
CLDN18.1 umani sau celule transfectate simulate (Figura 6B si C).

EXEMPLUL S: EFICIENTA SI SPECIFICITATEA IMAB362-ADC IN VITRO
1. Influenta asupra viabilitatii celulare

Influenta IMAB362-DM4 si IMAB362-veMMARE asupra viabilitafii celulare a fost testatd cu mai
multe linii celulare canceroase gastrice si pancreatice umane care exprima endogen si ectopic CLDN18.2
folosind un test colorimetric pe bazd de XTT pentru cuantificarca spectrofotometricd a celulelor
metabolic active. Activitafile anti-tumorale au fost testate la diferite concentratii ale anticorpilor intr-un
interval de 3 pand la 16875 ng/ml (Figura 7, Tabel 9).

IMAB362-DM4 si IMAB362-vcMMAE au inhibat eficient viabilitatea liniei celulare de cancer
gastric NUGC-4, NCI-N87~CLDNI18.2 si a liniei celulare pancreatice BXxPC-3~CEDN18.2 in vitro
(Figura 7). Ambii conjugati IMAB362-toxind au inhibat viabilititile celulare ale celulelor NUGC-4 care
exprimd endogen CLDN18.2 (valori EC50: 155 - 631 ng/ml, reducerea maxima a viabilititii: > 85%) si
ale celulelor BxPC-3~CEDN18.2 care exprimi ectopic CLDN18.2 (valori EC50: 43 - 54 ng/ml, reducerea
maximd a viabilitifii: > 83%) si ale celulelor NCI-N87~CLDN18.2 (valori EC50: 75 - 180 ng/ml,
reducerea maxima a viabilititii: 45 - 61%) la concentratii similare (Figura 7, Tabel 9).

Tabel 9: Prezentarea testelor de viabilitate efectuate cu conjugati
IMAB362-toxina pe linii celulare pozitive la CLDN18.2.

‘Linie celulari IMAB362-DM4 IMAB362-veMMAE

EC50 %Reducere viabilitate ;: EC50 §Reducere viabilitate |
[ng/mil] | [ng/ml] [%]
'NCI-N§7°CLDN18.2 |75 100 45
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Linie celulari IMAB362-DM4 IMAB362-veMMAE

EC50 Reducere viabilitate : EC50 Reducere Viabilitate‘
‘ [ng/ml] [%] [ng/ml] [%]
'NUGC-4 10cF7-5 sort 155 88 338 86
3a
'NUGC-4 10cES 372 69 631 67
'BxPC-3-CLDN18.2 143 83 48 86

54 87 43 84 ‘

In plus, activitatea anti-tumorali mediati de tinti a unui conjugat IMAB362-toxini a fost testati
in vitro folosind linia celulard negativdi NCI-N87 CLDN18.2 si linia celulard NCI-N87~CLDN18.2
transfectatd stabil (Figura 8). IMAB362-vceMMAE a inhibat viabilitatea celulard numai pe celule
CLDN18.2 pozitive, nu pe celule CLDN18.2 negative. Asadar, activitatea IMAB362-veMMAE depinde
strict de expresia CLDN18.2 (Figura 8).

Specificitatea anticorpilor IMAB362 conjugati cu toxind a fost analizatd folosind transfectanti
HEK?293 care supraexprimd CLDN18.2 umana sau proteina umana foarte asemanitoare CLDN18.1.
Celulele HEK293 transfectate stabil cu vectorul gol s-au utilizat ca un control negativ (Figura 9).
IMAB362-veMMAE reduce viabilitatea pe celule CLDN18.2 pozitive, nu pe celule CLDN18.2 negative.
Efectul este strict specific pentru CLDN18.2 fiindcd nu s-a observat inhibare a proliferdrii pe celule care
exprimd proteina omoloaga 18.1 (Figura 9).

In rezumat, IMAB362-veMMAE si IMAB362-DM4 au prezentat eficiente similare in virro si
ambii ADC au inhibat foarte eficient viabilitatea celulard a cétorva linii celulare canceroase gastrice si
pancreatice umane. Efectul depinde strict de expresia tinta.

2. Efect martor

Activitatea martor a IMAB362-DM4 si IMAB362-veMMAE in vitro s-a determinat folosind
culturi celulare tumorale mixte constand din linii celulare pozitive si negative la CLDN18.2. Celulele PA-
1(Luc) negative la {intd care exprima stabil luciferaza de licurici s-au folosit ca celule reporter pentru a
misura liza celulara.

Activitatea luciferazei co-culturilor de celule PA-1(Luc) care exprimi luciferaza si NUGC-4
negative la luciferazd a aritat cd tratamentul cu IMAB362-DM4 sau IMAB362-veMMAE a eliminat
celulele PA-1(Luc) negative la tinta foarte eficient in prezenta celulelor NUGC-4 pozitive la tinta. In plus,
celulele PA-1(Luc) nu au fost afectate in absenta celulelor care exprimd CLDN18.2 (Figura 10).

In rezumat, ADC IMAB362-DM4 si IMAB362-veMMAE au putut induce un efect martor pe
celule tumorale CLDN18.2-negative invecinate. Ambele toxine au fost eliberate eficient din IMAB362 in
celule canceroase pozitive la CLDN18.2 si, datoritd permeabilititii membranare, pot exercita activitate
citotoxica pe celule martor.

EXEMPLUL 6: EFICIENTA ANTI-TUMORALA A IMAB362-ADC IN VIVO
1. Studii ale dozei maxime tolerate

Intr-un prim experiment in vivo , doza maximi tolerati (MTD) a IMAB362-DM4 si IMAB362-
veMMAE s-a determinat la soareci fard par cu tumori de xenogrefa pancreatice BxPC-3~CLDN18.2
umane avansate. MTD se referd la cea mai mare doza intr-un tratament care va produce efectul dorit fara
toxicitate inacceptabila.

1.1. MTD a IMAB362-DM4

Celulele BxPC-3~CLDNS.2 care exprimi ectopic CLDN18.2 umani s-au injectat subcutanat in
soareci Hsd:atimici fard par-Foxnlnu femele. Dupa ce tumorile au atins o dimensiune medie de 75 + 13
mm? (medie + SD) in ziua 13, soarecii au fost grupati in grupuri de control si anticorp. Soarecii au primit
0 dozd unica de 7.5 sau 15 mg/kg IMAB362-DM4 prin injectie in bolus IV in ziua 14 sau doze repetate de
15 mg/kg IMAB362-DM4 prin injectii in bolus IV in ziua 14 si day 21. Soarecii din grupul de control au
primit vehicul in ziua 14. In ziua 49 dupi grefare, animalele au fost sacrificate. Pentru testarea toxicitatii,
s-au colectat probe de sange si organele au fost pregitite si depozitate pentru alte studii histopatologice.
Crestere tumorala:

IMAB362-DM4 a inhibat cresterea tumorald la soareci cu tumori de xenogrefa BxPC-
3~CLDN&8.2 umane avansate. Tratamentele unice sau repetate cu IMAB362-DM4 au dus la regresii
tumorale aproape complete la toti soarecii tratati in timpul perioadei de observare a studiului (49 zile),
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independent de dozi. Astfel, o doza unica de 7.5 mg/kg IMAB362-DM4 poate fi suficientd pentru remisie
tumoralad completd (Figura 11).
Starea de sanatate:

Greutatea corporald, comportamentul animalelor si starea generald de sinitate s-au monitorizat
de doud ori pe saptdmani. Toate animalele au prezentat greutate corporali normald pe durata
experimentelor (Figura 12). Nu s-au observat anomalii comportamentale. Totusi, un animal a decedat
dupa aplicarea intravenoasa a celei de-a doua doze de 15 mg/kg IMAB362-DM4 din cauzi necunoscuti.
Analiza chimica clinica:

Am determinat nivelurile serice de alanin transaminazi (GPT), aspartat transaminazd (GOT),
glutamat dehidrogenazd (GLDH), fosfatazd alcalind (AP), o-amilazd, colinesterazd, creatinin kinazi
(CK), lactat dehidrogenaza (LDH), lipaza, uree, glucoza, proteind totald si albumini. Nu s-au detectat
diferente intre grupurile cu vehicul si the IMAB362-DM4 (Figura 13). Creatinina si gamma-glutamil
transferaza au fost sub limita de detectie in toate grupurile (date nereprezentate). Toate animalele din
toate grupurile au prezentat niveluri serice normale ale markerilor surogat testati pentru toxicitate
hepaticd, nefronica sau pancreatica chiar si dupa doze repetate de 15 mg/kg IMAB362-DM4.

In rezumat, 15 mg/kg IMAB362-DM4 (echivalent cu 45 mg/m? la om) ca o singuri administrare
au fost bine tolerate la soareci si au demonstrat eficientd anti-tumorald mare in tratamentul xenogrefelor
pozitive la CLDN18.2. Din cauza limitdrilor de concentratie si volum al injectiei, injectarea intravenoasi
a dozelor mai mari nu a fost fezabila si nu s-a putut determina doza unicd maxima tolerati.

Analiza histologica:

Pentru analiza histologica, sectiuni in parafind din creier, inimd, rinichi, ficat, pldméan, pancreas,
splind si stomac au fost colorate cu hematoxilind-eozind si examinate microscopic cu privire la modificdri
morfologice mediate de IMAB362-veMMAE. Nu s-au observat modificari morfologice in sectiuni
tisulare de la animale tratate cu IMAB362-DM4 comparativ cu soarecii tratati cu vehicul. In mod
remarcabil, stomacul, singurul tesut care exprima Cldnl8.2 murind, nu a demonstrat deteriorare tisulard
mediati de terapia cu anticorpi (Figura 14).

1.2. MTD a IMAB362-veMMAE

MTD a IMAB362-veMMAE s-a testat folosind acelasi model de soarece ca pentru IMAB362-
DM4 (1.1). Soarecii au fost grupati dupi ce tumorile au atins o dimensiune medie de 111 + 27 mm?
(medie = SD) in ziua 13 si tratafi cu o singurd injectic IV in bolus de 8 sau 16 mg/kg IMAB362-
vcMMAE (echivalent cu 24 si 48 mg/m” la om) in ziua 14 sau cu doze repetate de injectii IV in bolus de
16 mg/kg IMAB362-veMMAE in zilele 14 si 21. Soarecii din grupul de control au primit control vehicul
in ziua 14. Animalele au fost sacrificate in ziua 37. S-a determinat biochimia clinica si organele au fost
prelevate si depozitate pentru alte studii histopatologice.

Crestere tumorala:

Tratamentul cu IMAB362-veMMAE a indus regresie tumorald si a inhibat cresterea tumorala la
soareci cu tumori de xenogrefi BxPC-3~CLDNS8.2 umane avansate. La sfarsitul studiului (37 zile),
tratamentele unice sau repetate cu IMAB362-vcMMAE au dus la regresii tumorale aproape complete la
toti soarecii tratafi, independent de doza. Astfel, o singurd dozd de 8 mg/kg IMAB362-veMMAE poate fi
suficientd pentru remisia tumorala completa (Figura 15).

Starea de sanatate:

Greutatea corporald, comportamentul animalelor si starea generald de sdndtate s-au monitorizat
de doud ori pe saptimand. Toate animalele au prezentat greutate corporald normald pe durata
experimentelor (Figura 16). Doud animale (un soarece din grupul SD si grupul RD) au fost apatici o
scurtd vreme direct dupd prima injectic de 16 mg/kg IMAB362-veMMAE. Totusi, acest comportament
anormal nu a fost observat la un alt animal sau dupd a doua aplicarc a IMAB362-veMMAE.

Analiza chimica clinica:

Am determinat nivelurile serice ale markerilor surogat pentru toxicitate hepaticd, nefronica sau
pancreatica (alanin transaminaza (GPT), aspartat transaminazi (GOT), glutamat dehidrogenazd (GLDH),
fosfatazi alcalind (AP), alpha-amilazi, colinesteraza, creatinin kinazi (CK), lactat dehidrogenazi (LDH),
lipaza, uree, glucoz4, proteind totald si albumind). Comparativ cu grupul de control vehicul, nu s-au
observat abateri majore ale markerilor surogat serici la animalele tratate cu IMAB362-veMMAE (Figura
17). Creatinina si gamma-glutamil transferaza au fost sub limita de detectie in toate grupurile. Nu se
observd asadar semne de toxicitate hepaticd, pancreaticd sau nefronicd in biochimia clinicd in intervalul
de dozd evaluat.

Analiza histologica:

Pentru analiza histologica, sectiuni in parafind din creier, inimd, rinichi, ficat, pldman, pancreas,
splind si stomac au fost colorate cu hematoxilind-eozind si examinate microscopic cu privire la modificiri
morfologice mediate de IMAB362-veMMAE.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

MD/EP 3283521 T2 2024.03.31
51

Nu s-au observat modificdri morfologice legate de IMAB362-veMMAE in sectiuni tisulare de la
animale tratate cu IMAB362-veMMAE comparativ cu soarecii tratafi cu vehicul, indicand cd IMAB362-
veMMAE nu induce nici deteriorare tisulard, nici inflamatie. In mod remarcabil, nici chiar stomacul,
singurul tesut care exprimd Cldnl18.2 murind, nu a demonstrat deteriorare tisulard mediatd de terapia cu
anticorpi (Figura 22).

2. Studii de eficienta

Efectele anti-tumorale ale IMAB362-DM4 si IMAB362-vcMMAE au fost analizate in vivo la
soareci Nude-Foxn1™ atimici grefati subcutanat cu celule de carcinom uman care exprimd endogen sau
ectopic CLDN18.2. Doza terapeuticd optimd a IMAB362-DM4 si IMAB362-veMMAE in modele
tumorale animale s-a determinat in studii de determinare a intervalului de doze (Figura 18 si Figura 20).
S-au efectuat alte studii de eficientd pe tumori de xenografd umane cu doza optimd de IMAB362-DM4 si
IMAB362-veMMAE (Figura 19 si Figura 21).

IMAB362-DM4 si IMAB362-veMMAE inhibd foarte semnificativ cresterea tumorald si
imbundtatesc supravietuirea soarecilor purtitori de tumori in diferite modele de xenogrefd incipientd
(inifierea terapiei la 3 zile dupd implant tumoral), precum si in tratamentele tumorilor solide avansate
(initierea terapiei la dimensiune tumorald -100 mm?).

Tratamentul tumorilor de xenogrefa gastrice NCI-N87~CLDN18.2 umane avansate:

Intr-un studiu de determinare a intervalului de doze, eficienta anti-tumorali a IMAB362-DM4 si
IMAB362-veMMAE s-a analizat la soareci cu tumori de xenogrefi NCI-N87~CLDN18.2 pozitive la
CLDN18.2 avansate. La 13 zile dupad grefare, animalele au fost tratate cu 15.2, 7.6 sau 3.8 mg/kg
IMAB362-DM4 sau 16, 8 sau 4 mg/kg IMAB362-veMMAE sau control vehicul aplicate ca injectii IV in
bolus individuale. Animalele din grupul de control au primit 8 mg/kg IMAB362 neconjugat (de doud ori
pe saptamand, IV/i.p.).

IMAB362-DM4 si IMAB362-veMMAE au inhibat foarte semnificativ cresterea tumorald, au
mediat regresia tumorald si au prelungit supravietuirea soarecilor purtdtori de tumori intr-o maniera
dependentd de doza, in timp ce anticorpul simplu IMAB362 in acest model de tratament avansat nu a
prezentat efecte anti-tumorale statistic semnificative (Figura 18). Ambii anticorpi IMAB362 conjugati cu
toxind au prelungit supravietuirea soarecilor purtitori de tumori (supravietuire medie: 73 zile in grupul de
vehicul comparativ cu 143 de zile in grupul cu IMAB362-veMMAE 16 mg/kg si 136 de zile in grupul
IMAB362-DM4 15.2 mg/kg) (Figura 18).

Tratamentul tumorilor de xenogrefi gastrice NUGC-4 10cF7-5 sort3a umane incipiente:

Eficienta anti-tumorald a IMAB362-DM4 si IMAB362-veMMAE s-a analizat la soareci grefati
subcutanat cu celule de carcinom gastric NUGC-4 10cF7-5 sort3a care exprimi endogen CLDNI18.2.
Animalele au fost tratate in zina 3 post grefare cu injectie IV intr-o singurd dozd de 15.2 mg/kg
IMAB362-DM4, 16 mg/kg IMAB362-ve MMAE sau control vehicul.

IMAB362-DM4 si IMAB362-veMMAE au prevenit cresterea tumorald la animalele tratate, in
timp ce toti soarecii din grupul de control au dezvoltat tumori (p<0.0001) (Figura 19). Dupa timpul de
observare predefinit de 120 de zile, 9 din 10 animale care au primit IMAB362-DM4 sau IMAB362-
veMMAE erau vii si lipsiti de tumori, in timp ce toate animalele din grupul de control vehicul a trebuit sa
fie eutanasiate din cauza criteriilor de oprire cel mai tirziu in ziua 41 dupa grefare (supravietuire medie
34 zile, p<0.0003) (Figura 19).

Tratamentul tumorilor de xenogrefa pancreatice BxPC-3~CLDN18.2 umane avansate:

Activitatea anti-tumorald dependentad de doza a IMAB362-DM4 si IMAB362-veMMAE in vivo
s-a analizat intr-un studiu de determinare a intervalului de doze la soareci cu tumori de xenogrefa
pancreatice BxPC-3~CLDN18.2 umane avansate. Animalele au fost tratate in ziua 14 cu 15.2, 7.6 sau 3.8
mg/kg IMAB362-DM4, 16, 8 sau 4 mg/kg IMAB362-veMMAE, vehicul administrate ca injectii IV in
bolus unice sau cu doze repetate de 8 mg/kg IMAB362 (de doud ori pe saptimana, IV/i.p.).

IMAB362-DM4 si IMAB362-veMMAE au inhibat foarte semnificativ cresterea tumorald, au
mediat regresia tumorald si au prelungit supravietuirea soarecilor purtdtori de tumori intr-o maniera
dependenti de dozi. In schimb, IMAB362 neconjugat nu a prezentat activititi anti-tumorale statistic
semnificative in acest model de tumoare avansatd (Figura 20). Ambii anticorpi IMAB362 conjugati cu
toxind au prelungit foarte semnificativ supravietuirea soarecilor purtitori de tumori (supravietuire medie:
48 zile in grupul cu vehicul comparativ cu 98.5 zile in grupul cu IMAB362-veMMAE 16 mg/kg si 81 zile
in grupul IMAB362-DM4 15.2 mg/kg) (Figura 20).

Tratamentul tumorilor de xenogrefi pancreatice DAN-G 1C5F2 umane incipiente:

Activitatea anti-tumorald a IMAB362-DM4 si IMAB362-vcMMAE in vivo a fost testatd la
soareci grefafi subcutanat cu celule de carcinom pancreatic DAN-G 1C5F2 care exprimd endogen
CLDN18.2. Celulele DAN-G 1C5F2 au doar cantitdti extrem de mici de CLDN18.2 pe suprafatd; desi pot
fi detectate cantitdti considerabile de proteind sau ARN prin immunoblot sau qRT-PCR. Analizele IHC
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ale tumorilor de xenogrefa DAN-G 1C5F2 au demonstrat cd numai o subpopulatie de celule tumorale a
prezentat colorare CLDN18.2 asociatdi cu membrana moderatd pand la puternicd. Asadar, tumorile de
xenogrefd DAN-G 1C5F2 pot fi adecvate pentru tratament cu conjugafi anticorp-medicament care
prezintd distrugere martor. Animalele au fost tratate in ziua 3 post grefare cu injectie IV in doza unica de
15.2 mg/kg IMAB362-DM4, 16 mg/kg IMAB362-veMMAE sau control vehicul.

IMAB362-DM4 si IMAB362-veMMAE au inhibat foarte semnificativ cresterea tumorald si au
prelungit supravietuirea soarecilor purtitori de tumori comparativ cu controlul vehicul (Figura 21). La
majoritatea soarecilor (> 50%), cresterea tumorald a fost prevenitd complet. Dupd perioada de observare
de 120 de zile, 2 din 7 animale in grupul de tratament IMAB362-DM4 (supravietuire medie 87 zile,
p=0.0002) si 4 din 7 animale in grupul IMAB362-vcMMAE erau incd vii (supravietuire nedefinitd,
p=0.0006), in timp ce toate animalele din grupul cu vehicul a trebuit si fie cutanasiate in termen de 31 de
zile din cauza criteriilor de oprire, cum ar fi casexie cauzatd de cancer (supravietuire medie 24 zile)
(Figura 21). Ambii IMAB362-DM4 si IMAB362-veMMAE inhib3 semnificativ cresterea tumorald si
prelungesc supravietuirea soarecilor cu tumori de xenogrefd prezentind expresic CLDN18.2 eterogena.

In rezumat, tumorile cu expresic mici si/sau eterogenii a CLDN18.2 (de ex. tumori de xenogrefa
NUGC-4 si DAN-G) pot fi tratate eficient cu IMAB362-DM4 sau IMAB362-veMMAE si o mare parte
din animalele purtitoare de tumori s-au vindecat. Activitafile anti-tumorale ale ambilor ADC pot fi
explicate pe baza efectului martor: eliberarea formelor permeabile prin membrand ale DM4 si MMAE
dupa procesarea celulara faciliteaza distrugerea celulelor tumorale invecinate chiar daca sunt negative la
fintd. Asadar, ambii ADC sunt foarte eficienti in eradicarea tumorilor continAnd numai fractiuni de celule
pozitive la CLDN18.2.

EXEMPLUL 7: INDUCEREA APOPTOZEI

Citotoxicitatca IMAB362 conjugat cu toxind a fost evaluatd prin teste de apoptozad care misoara
activitatea caspazei 3/7 si externalizarea fosfatidilserinei. Activarea caspazei reprezintd unul dintre cei
mai timpurii markeri mdsurabili ai apoptozei, care este important pentru inifierea morfii celulare
programate (Henkart 1996). Activitatea caspazei 3/7 a fost determinata intr-un test pe baza de luciferazi
prin clivarea unui substrat pro-luminogenic specific caspazei 3/7. Un alt eveniment timpuriu in apoptoz3 a
fost monitorizat prin citometrie in flux utilizind anexind V conjugati cu fluorescentd (Vermes et al.
1995). Anexina V se leagd specific de fosfatidilserina care este translocatid din stratul interior al
membranei plasmatice in stratul exterior imediat dupd inducerea apoptozei. Pentru a distinge celulele vii
de cele moarte, celulele sunt colorate cu colorant ADN iodurd de propidiu (PI).

Pentru a analiza inducerea apoptozei, celulele NUGC4 CLDN18.2-pozitive au fost tratate cu o
singurd doz3d de conjugati IMAB362-toxind cateva zile. Celulele netratate si celulele tratate cu IMAB362
neconjugat au avut rol de control (Figura 23). Dupi 3 zile, celulele tratate cu IMAB362-DM4 sau
IMAB362-veMMAE au prezentat activitdti crescute ale caspazei 3/7, in timp ce incubarea cu anticorpul
simplu nu a influentat activitatea caspazei (Figura 23A). Colorarea cu anexini V si PI s-a utilizat ca un
parametru independent pentru a verifica inducerea apoptozei de citre anticorpii IMAB362 conjugati cu
toxind. La 4 zile dupa tratament, s-a constatat cd ~50% din celulele tratate cu IMAB362-DM4 sau
IMAB362-veMMAE sunt pozitive la anexina V sau anexina V/PI, indicand ca moartea celulard a avut loc
prin inducerea apoptozei. In schimb, IMAB362 simplu fird legare incrucisatd nu induce apoptoza in
intervalul de concentratie aplicat (Figura 23B). In rezumat, tratamentul celulelor tumorale CLDN18.2-
pozitive cu IMAB362 conjugat cu DM4 sau veMMAE induce apoptoza.

EXEMPLUL 8: TRATAMENTUL TUMORILSOE DE XENOGREFA GASTRICE NUGC-4
10CF7-5 SORT3A UMANE AVANSATE

Eficienta anti-tumorald a IMAB362-DM4 si IMAB362-veMMAE s-a anlizat la soareci grefati
subcutanat cu celule de carcinom gastric NUGC-4 10cF7-5 sort3a care exprimi endogen CLDNI18.2.
Animalele cu tumori avansate (dimensiune tumorald ~200 mm3) au fost tratate in ziua 10 post grefare
prin injectie IV de 15.2 mg/kg IMAB362-DM4, 16 mg/kg IMAB362-veMMAE sau control vehicul si,
dupa reaparitia tumorilor in grupurile tratate cu conjugat IMAB362, prin o a doua injectie de medicament
(ziua 38).

IMAB362-DM4 si IMAB362-veMMAE au inhibat semnificativ cresterea tumorala si au mediat
regresia tumorald la toate animalele tratate (ziua 52), in timp ce tofi soarecii din grupul de control au
dezvoltat tumori (IMAB362-DM4: p<0.05; IMAB362-veMMAE: p<0.001) (Figura 24). La 28 de zile
dupa terapic (ziua 38 post grefare), s-a observat crestere tumorald recurentd (dimensiune tumoare
>~100mm3) la 50% din animalele din grupul tratat cu IMAB362-DM4. A doua injectiec de IMAB362-
DM4 si IMAB362-veMMAE a dus din nou la remisie partiald sau completd a tumorilor. Cresterea
tumorala recurentd s-a observat la 7 din 8 animale din grupul IMAB362-DM4 si 4 din 8 animale din
grupul IMAB362-veMMAE. Dupi un timp predefinit de la incheierea tratamentului (ziua 108 post grefd),
4 din 8 animale din grupul IMAB362-vcMMAE si un animal din grupul IMAB362-DM4 si IMAB362
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erau vii, in timp ce toate animalele din grupul cu vehicul au decedat cel mai tarziu in ziva 52 post grefare
(supravietuire medie 32.5 zile pentru vehicul, 90 zile pentru IMAB362-DM4 (p<0.0003 vs vehicul) si
nedefinitd pentru IMAB362-veMMAE (p<0.0003 vs vehicul)) (Figura 24).
EXEMPLUL 9: INDUCEREA CITOTOXICITATII CELULARE DEPENDENTE DE ANTICORP
(ADCC) SI CITOTOXICITATII DEPENDENTE DE COMPLEMENT (CDC)
Citotoxicitate celulari dependenti de anticorp (ADCC):

Activititile ADCC ale anticorpilor IMAB362 conjugati cu DM4 si MMAE s-au comparat cu
IMAB362 neconjugat folosind celule de carcinom stomacal uman NUGC-4 10cF7_5 sort3a p3151#10
care exprimi endogen CLDN 18.2 (Figura 25, Tabel 10).

Tabel 10: Activitatea ADCC a IMAB362-DM4 si IMAB362-veMMAE
pe celule NUGC-4 10cF7_5 sort3a p3151#10

Donator [IMAB362 ‘IMAB362-DM4 IMAB362-vcMMAE

‘Donator 1 {75 1228 166 (1151 73 1085

‘Donator 2 |82 142 192 217 92 275

Ambii anticorpi conjugati cu toxind, IMAB362-DM4 si IMAB362-vcMMAE, au prezentat
valori similare de EC50 si lizd maximd comparativ cu anticorpul neconjugat IMAB362, indicind ca
activitatea ADCC a fost refinutd dupd conjugarea cu medicament.

Citotoxicitate dependenta de complement (CDC):

Activititile CDC ale IMAB362-DM4 si IMAB362-veMMAE au fost analizate pe celule de
carcinom stomacal uman NUGC-4 10cF7_5 sort3A p3151#10 si KATO-III FGF-BP#12 adM p3151#25
care exprimi endogen CLDN18.2 (Figura 26, Tabel 11).

Tabel 11: Activitatea CDC a IMAB362-DM4 si IMAB362-veMMAE
pe celule de carcinom care exprimi endogen CLDN18.2.

Linie celulara IMAB362 . IMAB362-DM4 IMAB362-vcMMAE
Liza max {EC50 éLiZfl max EECSO Liza max { EC50
[%] [ng/ml] (%] [ng/ml]  [%] [ng/mi]

KATO-IIl  FGE-BP#12 43 19202 56 16439 51 7244

adM p3151425 f f

NUGC-4 10cF7_5 sort3a 54 28043 148 115759 49 28338

P3IS1#10

Activitatea CDC nu a fost afectatd de conjugarca toxinelor cu anticorpul IMAB362. Ambii
anticorpi conjugati cu toxind, IMAB362-DM4 si IMAB362-veMMAE, au prezentat valori cel putin
similare de EC50 si liz maxim3 comparativ cu anticorpul neconjugat IMAB362.

Astfel, IMAB362-DM4 si IMAB362-veMMAE combind citotoxicitatea mediatd de toxind cu
citotoxicitatea celulard dependentd de anticorp si citotoxicitatea dependentd de complement, modurile de
actiune majore ale IMAB362 neconjugat, imbunatifind astfel activitatea terapeutica totala.
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Alte depozite sunt identificate pe.o Toale suplimentard [E]
Numgele institufiel depoeitare

DEMZ-Diegtsche Saruniang von Misreorganismen uhd aiibutbaren GmbH

Adresa wstitutiet depozitare finclisiv cadul poyral 3i jord)
Mascheroder Weg th

38424 Braunschwesig

Ok

Data depozitulud

Mumir de accesare
Drtober 14, 20058 D5M ACCETYY

T, INDICATH SUPLIMENTARE davats fn alb doed e este compll Aoaste informati s contim pa-o foate suplimentard B

- Miclomul degoareee (Mus rusculus) PIXE3AgSULL fuzionst o splenoeile de soarscs (Mus muscutus)

- Hibridorn care secretd un anticorp fmpotriva clatdinei- 18 AZ umane

B STATELE DESEMNATE PENTRU CARE SUNT FACUTE INDICATIILE
_(fn cazulin care indicatiile misunt pentru oate staiele desemnaie)

E. FURNIZARE SEPARATA A INDECATHLOR ddsa in ath dacimy-esie cazid)

Indivatiile enumerate mas jos vor f prezentate ulterior Birouhui Intesnaional (precizali notura geperalit a ndicatiiion
de exempln, "Numdral de nceay ol depoditebi ™).

Numat pentre uzal birculu de recepie

Numal pentry wz] Biroutol Intemaiiond
[ Aceasti fisd a fost primitd odati cu cererea

[ ] Aceasty fish a fost primiti de Riroul International la
international. dlata de:
Ofifer sutorizat Ofiter autorizat

Formularul PCT/ROA 34 (inhie 1998, relipirire fanuaris 2004)
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Fisa suplimentari a materialului biologic
Identificarea altor depuneri:

1) Numele si adresa institutiei de depunere (DSM ACC2738, DSM ACC2739, DSM ACC2740, DSM
ACC2741, DSM ACC2742, DSM ACC2743, DSM ACC2745, DSM ACC2746, DSM ACC2747, DSM
ACC2748):

DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH

Mascheroder Weg 1b

38124 Braunschweig

DE

2) Numele si adresa institutiei de depunere (DSM ACC2808, DSM ACC2809, DSM ACC2810):
DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH

Inhoffenstr. 7 B

38124 Braunschweig

L

EDati depunere Numere de |Indicatiile de mai jos se referi la pagina(ile) din descriere in :

: referinta care se mentioneazi microorganismul depus

119 octombrie 2005 | DSM pagina 40, randul 20

5 ACC2738

/19 octombrie 2005 {DSM pagina 40, randul 21

ACC2739

119 octombrie 2005 DSM pagina 40, randul 22 |
ACC2740

‘19 octombrie 2005  {DSM pagina 40, randul 23

5 ACC2741

119 octombrie 2005 | DSM pagina 40, randul 24 ‘

: ACC2742

119 octombrie 2005 | DSM pagina 40, rAndul 25

DSM pagina 40, randul 26
ACC2745
117 noiembrie 2005 DSM pagina 40, randul 27
% ACC2746
117 noiembrie 2005 DSM pagina 40, randul 28 ‘
s ACC2747
‘17 noiembrie 2005  {DSM pagina 40, rAndul 30
ACC2748
T e ‘
s ACC2808
26 octombrie 2006 | DSM pagina 40, randul 32

ACC2809
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iDati depunere Numere de {Indicatiile de mai jos se referi la pagina(ile) din descriere in
: referinta care se mentioneazi microorganismul depus

126 octombrie 2006 DSM pagina 40, randul 33
| ACC2810

Alte indicatii referitoare la depunerile de mai sus:

. Mielom de soarece (Mus musculus) P3X63Ag8U.1 fuzionate cu splenocite de soarece (Mus
musculus)

. Hibridom care secretd anticorp impotriva claudin-18 A2 umane

3) Deponent:

Toate depunerile mentionate mai sus au fost efectuate de:

Ganymed Pharmaceuticals AG

Freiligrathstrasse 12

55131 Mainz

DE

(56) Referinte bibliografice citate in raportul de documentare:

e [EP-Al-1997 832

e  Ganymed Pharmaceuticals AG: "Ideal Monoclonal Antibodies against Cancer : 2nd Generation
IMAB", Ganymed Pharmaceuticals AG , 28 February 2015 (2015-02-28), XP(002751833,
Retrieved from the Internet: URL:http://www.ganymed-pharmaceuticals.com /pipeline/2nd-
generation-imab.html [retrieved on 2015-12-03]

e KOMINSKY S L: "Claudins: Emerging targets for cancer therapy”, EXPERT REVIEWS IN
MOLECULAR MEDICINE, CAMBRIDGE UNIVERSITY PRESS, CAMBRIDGE, vol. §, no.
18, 1 August 2006 (2006-08-01) , pages 1-11, XP009091855, ISSN: 1462-3994, DOLI:
10.1017/51462399406000056

e  WO-AI1-2013/174404

e SAHIN UGUR ET AL: "Claudin-18 splice variant 2 is a pan-cancer target suitable for
therapeutic antibody development”, CLINICAL CANCER RESEARCH, THE AMERICAN
ASSOCIATION FOR CANCER RESEARCH, US, vol. 14, no. 23, 1 December 2008 (2008-12-
01), pages 7624-7634, XP002588324, ISSN: 1078-0432, DOI: 10.1158/1078-0432.CCR-08-
1547 cited in the application

e  WO-A1-2014/146778

e  WO-AI1-2015/014870

(57) Revendiciri:

1. Un conjugat anticorp-medicament pentru utilizare in tratarea unui cancer care exprimi
CLDN18.2 prin administrarea conjugatului anticorp-medicament la un pacient, conjugatul anticorp-
medicament cuprinzind un anticorp care se leagd de CLDN18.2 atasat covalent de cel putin o fractiune
medicamentoasd toxinicd, unde anticorpul este selectat din grupul constand din:

(a) un anticorp cuprinzind un lan{ greu care cuprinde o secventi de aminoacizi reprezentatd de
SEQ ID NO: 32 si un lant usor care cuprinde o secventd de aminoacizi reprezentatd de SEQ ID NO: 39; si

(b) un anticorp cuprinzand un lant greu care cuprinde o secventd de aminoacizi reprezentatd de
SEQ ID NO: 30 si un lan{ usor care cuprinde o secventd de aminoacizi reprezentatid de SEQ ID NO: 35,

unde anticorpul este atasat de fractiunea medicamentoasd toxinicd printr-un linker clivabil de
ctre o proteazd intracelulard si optional unde fractiunea medicamentoasd toxinica este un agent citotoxic
sau citostatic.
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2. Conjugatul anticorp-medicament pentru utilizare conform revendicarii 1, unde anticorpul
cuprinde un lant greu cuprinzand o secventd de aminoacizi reprezentatd de SEQ ID NO: 32 si un lant usor
cuprinzand o secventi de aminoacizi reprezentatd de SEQ ID NO: 39.

3. Conjugatul anticorp-medicament pentru utilizare conform revendicdrii 1 sau 2, unde
anticorpul cuprinde un lant greu cuprinzand o secventd de aminoacizi reprezentatd de SEQ ID NO: 17 sau
51 si un lant usor cuprinzind o secventd de aminoacizi reprezentatd de SEQ ID NO: 24.

4. Conjugatul anticorp-medicament pentru utilizare conform revendicarii 1, unde anticorpul
cuprinde un lant greu cuprinzind o secventd de aminoacizi reprezentatd de SEQ ID NO: 30 si un lant usor
cuprinzand o secventi de aminoacizi reprezentatd de SEQ ID NO: 35.

5. Conjugatul anticorp-medicament pentru utilizare conform oricéreia din revendicdrile de la 1 la
4, unde fractiunea medicamentoasa toxinicd este un maytansinoid sau o auristatind, unde maytansinoidul
este de preferintd selectat din grupul constand din DM1 si DM4 si unde auristatina este de preferintd
selectatd din grupul constand din monometil auristatind E (MMAE) si monometil auristatind F (MMAF).

6. Conjugatul anticorp-medicament pentru utilizare conform oricdreia din revendicirile de la 1 la
5, unde linkerul este un linker clivabil de o catepsina.

7. Conjugatul anticorp-medicament pentru utilizare conform oricéreia din revendicirile de la 1 la
6, unde linkerul cuprinde o dipeptida.

8. Conjugatul anticorp-medicament pentru utilizare conform revendicarii 7, unde dipeptida este
val-cit sau phe-lys.

9. Conjugatul anticorp-medicament pentru utilizare conform oricareia din revendicdrile de la 1 la
8, cuprinzind de asemenea administrarea terapiei chirurgicale, chimioterapiei si/sau
radioterapiei.

10. Conjugatul anticorp-medicament pentru utilizare conform oricireia din revendicdrile de la 1
la 9, unde cancerul este un adenocarcinom, in mod specific un adenocarcinom avansat.

11. Conjugatul anticorp-medicament pentru utilizare conform oricireia din revendicdrile de la 1
la 10, unde cancerul este selectat din grupul constind din cancer gastric, cancer esofagian, cancer
pancreatic, cancer pulmonar cum ar fi cancer pulmonar macrocelular (NSCLC), cancer mamar, cancer
ovarian, cancer de colon, cancer hepatic, cancer la cap si git, cancer de vezici biliard si metastaza
acestora, o tumoare Krukenberg, metastazi peritoneald si/sau metastaza in ganglioni limfatici.

12. Conjugatul anticorp-medicament pentru utilizare conform oricireia din revendicdrile de la 1
la 11, unde cancerul este selectat din grupul constind din cancer de stomac, cancer de esofag, in mod
specific esofag inferior, cancer al jonctiunii eso-gastrice si cancer gastroesofagian.

Agentia de Stat pentru Proprietatea Intelectuald
str. Andrei Doga nr. 24, bloc 1, MD-2024, Chisinau, Republica Moldova
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